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1 Arbeitshypothese und Fragestellung der Arbeit

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurden im Rahmen
eines Forschungsprojektes durchgefiihrt, dessen Ziel die in vitro Herstellung von
humanen Gelenkflachenimplantaten war. Am Modell des Minipigs war es gelungen,
ein Verfahren zur extrakorporalen Ziichtung von hyalinem Knorpel zu entwickeln,
das von der Behandlung mit verschiedenen Zytokinen in drei zeitlich voneinander
getrennten, mehrwochigen Phasen profitierte. Die geringe Menge aus Knorpelbiop-
sien isolierbarer Chondrozyten macht zunéchst eine signifikante Vermehrung der
Zellen notwendig, was unter Zusatz eines mitogenen Wachstumsfaktors gelingt. In
der folgenden zweiten Phase, der Redifferenzierung, muss der mit der Zellprolife-
rierung einhergehende, unvermeidliche Verlust des differenzierten Phanotyps der
Chondrozyten in Gegenwart differenzierend wirkender Zytokine wieder riickgangig
gemacht werden. In der dritten und letzten Phase erfolgt die eigentliche Chondroge-
nese, die durch intensive Zell-Zell-Kontakte in sogenannten Pellet-Kulturen ausgelost
wird. Dieses erfolgreich am Tierversuch erprobte Protokoll liefd sich jedoch nicht
ohne Verdnderung auf das humane Modell iibertragen, wobei vor allem die zur
Redifferenzierung eingesetzten Bedingungen einer Anpassung zu bediirfen schienen.

Aus dieser Situation ergab sich die dieser Arbeit zugrunde liegende Fragestellung
und Uberpriifung, inwieweit der zusatzliche oder ersatzweise Einsatz von PDGEF-
BB, neben den bisher verwendeten Zytokinen IGF-I und TGF-B, den Erfolg der
Redifferenzierung wirkungsvoll unterstiitzen kann. Zusatzlich war zu kldren, welcher
Parameter sich fiir die Beurteilung der Ergebnisse als notwendig und ausreichend
erweisen wiirde. Um weiterhin sicher zu sein, dass tatsidchlich der Prozess der
Redifferenzierung beurteilt wiirde und nicht etwa die mogliche Vermehrung eines
Restes differenzierter Zellen, sollten alle experimentellen Untersuchungen mit Zellen
durchgefiihrt werden, die wenigstens fiir acht Passagen in vitro proliferiert worden
waren, da nur unter diesen Bedingungen Zellen mit differenziertem Phanotyp nicht
mehr nachgewiesen werden konnten.



2 Einleitung

2.1 Aufbau und Struktur des Gelenkknorpels

Der artikuldre Knorpel ist ein hochspezifisches Gewebe, das optimal an die Belast-
ungen eines Gelenkes angepasst ist. Hyaliner Gelenkknorpel ist avaskuldr, Blut- und
Lymphgefifie fehlen ebenso wie eine Innervation. Unter physiologischen Beding-
ungen erfiillt er seine Hauptfunktionen, die Belastungsverteilung auf eine groffitmog-
liche Oberflache und die nahezu reibungsfreie Artikulation der beteiligten Gelenkfla-
chen.

Die Versorgung des Knorpels erfolgt einzig iiber eine Kombination aus Diffu-
sion der benotigten Nahrstoffe aus der Synovialfliissigkeit, unterstiitzt durch die
mechanische Kompression des Knorpels bei Belastung (mechanische Stoffkonvek-
tion). Der ausbleibende Effekt der Mechanodiffusion bei fehlender Belastung tragt
neben der Mechanotransduktion wesentlich zur Degeneration des Gelenkknorpels
bei. Dabei miissen die Stoffe in zweifacher Hinsicht Barrieren iiberwinden, zum einen
die Synovia, zum anderen die Knorpelmatrix, die durch Struktur und Ladung ihrer
Bestandteile eine Diffusionsbarriere darstellt.

Der Aufbau des hyalinen Knorpelgewebes zeigt einige Besonderheiten. Zunéachst
gibt es mit den Chondrozyten nur einen einzigen Zelltyp, auch eine Stammzellpo-
pulation wurde nicht nachgewiesen (Muir 1995). Bedingt durch die Avaskularitét
und die damit verbundene geringe Sauerstoffspannung spielt der anaerobe Stoff-
wechsel eine wesentliche Rolle bei der Energiegewinnung. Wenn der Knorpel als
bradytrophes Gewebe sich dennoch als sehr stoffwechselaktiv zeigt (Buckwalter und
Mankin 1997a), so ldsst sich dies mit der duferst niedrigen Zelldichte erkldren. Direk-
te Zell-Zell-Kontakte kommen praktisch nicht vor. Allerdings gibt es eine intensive
Kommunikation zwischen den Chondrozyten und der extrazelluliren Matrix, deren
Stoffwechsel durch die Chondrozyten vollstindig kontrolliert wird.

Histologisch lasst sich im Gelenkknorpel eine Schichtung erkennen. Eine grobe
Unterteilung orientiert sich an den wechselnden Strukturen des Kollagennetzwer-
kes. Danach unterscheidet man eine oberfldchliche Zone mit parallel zur Oberflache
ausgerichteten Kollagenfibrillen von einer mittleren und einer tiefen, mit radidr an-
geordneten Kollagenbiindeln. Im Ubergang zum subchondralen Knochen sind die
Kollagenfasern in der Tide mark verankert. Die Chondrozyten sind dabei sdulen-
artig angeordnet und verlaufen senkrecht zur Gelenkoberfliche. Die Abgrenzung
des Gelenkknorpels zum Gelenkraum bildet die Superfizialzone. Sie stellt fiir den
Knorpel auch immunologisch eine Diffusionsbarriere zum Gelenkinnenraum dar.
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Die Knorpelsubstanz besteht nur zu einem geringen Anteil aus Chondrozyten. Den
Hauptanteil bildet die extrazelluldre Matrix: Sie besteht im Wesentlichen aus Wasser,
Kollagenen, Proteoglykanen, Proteinen, Glykoproteinen und Lipiden (siehe Abb. 2.1).
In der Trockenmasse stellen die Kollagene den Hauptbestandteil dar, sie geben dem

Knorpel die Struktur.
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Abbildung 2.1: Fraktionen des Gelenkknorpels (nach Aigner und Stove
2003).

2.1.1 Kollagen

Der Anteil der verschiedenen Kollagene im Gelenkknorpel an der Trockenmasse
liegt zwischen 50-90% (Muir 1995). Den grofiten Teil des Kollagens stellt dabei der
Typ II. Die Typen VI, IX, X und XI spielen zwar quantitativ eine untergeordnete
Rolle, qualitativ ermdglichen sie jedoch die Quervernetzung zwischen den Kollagen-
fasern und vermitteln zudem den Kontakt der Chondrozyten zur extrazelluldren
Matrix. Diese mechanische Verkniipfung mit seiner Umgebung erlaubt dem Chon-
drozyten, auf verdnderte Druck- und Umgebungsbedingungen zu reagieren, zum
Beispiel durch Synthese neuer Kollagen- und Proteoglykanmolekiile. Diese beiden
Hauptbestandteile des hyalinen Knorpels bilden als faserverstarkter Werkstoff die
Grundlage fiir die Elastizitdt und die beachtlichen mechanischen Eigenschaften des
Knorpels (Junqueira und Caneiro 1996). Wahrend die eingelagerten Proteoglykane
als Folge ihrer hohen Affinitdt zu Wasser einen starken osmotischen Druck erzeugen,
wird die Wasseraufnahme durch das enorm zugfeste dreidimensionale Geriist aus
Kollagenfasern begrenzt. Dementsprechend ist der Faserverlauf dabei in der unteren
und mittleren Zone auch nahezu vertikal, um erst bei Anndherung an die obere Be-
grenzung bogenférmig in einen parallelen Verlauf {iberzugehen. Diese Konstruktion
erlaubt es damit optimal, gleichzeitig hohe vertikale und tangential wirkende Kréfte
aufzufangen.
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Die fiir die fibrillaren Kollagene charakteristische molekulare Grundstruktur bilden
jeweils drei a-Helices mit der repetitiven Tripeptid-Sequenz Gly-X-Y, die sich zu
einer Tripelhelix verdrillen. Die mit X und Y bezeichneten Platzhalter stehen im
wesentlichen fiir die Aminosduren Prolin und Hydroxyprolin (Loffler und Petrides
1998). Der Glycinrest an jeder dritten Position ist eine strukturellen Voraussetzung
fiir die Existenz der Tripelhelix. Denn die kleinen Glycinreste befinden sich im ge-
driangten Zentrum der Tripelhelix, wo keine andere Aminosdure mehr Platz findet.
Bei der Bildung der Tripelhelices sind Amino- und Carboxyl-Telopeptide behilflich,
die nach der Sezernierung extrazelluldr mit Hilfe spezifischer Proteasen abgespalten
werden. Erst anschlieSend aggregieren die tripelhelikalen Molekiile zu Kollagenfi-
brillen, bis sie einen Durchmesser von 10-100 nm erreichen (Loffler und Petrides
1998). Die Tripelhelix kann wie bei Kollagen II und X jeweils aus drei identischen
Polypeptidketten entstehen (Homotrimere), oder wie bei Kollagen VI, IX und XI aus
zwei oder mehr verschiedenen Ketten (Heterotrimere) (Gelse et al. 2003). Kollagen
Typ Il ist charakteristisch fiir den hyalinen Gelenkknorpel, kommt aber z.B. auch im
Glaskorper des Auges vor.

2.1.2 Glykosaminoglykane und Proteoglykane

Die zweite grofie Stoffgruppe in der Grundsubstanz des hyalinen Knorpels bilden die
Glykosaminoglykane (GAG). Diese bestehen aus sich wiederholenden Disaccharid-
einheiten, die lange, unverzweigte Polysaccharide bilden. Die Disaccharide setzen
sich zumeist aus Glukuronsdure und einem Hexosamin, wie Glukosamin oder Galak-
tosamin, oder deren Derivaten zusammen (Loffler und Petrides 1998). Als Folge der
negativ geladenen Carboxylgruppen und Sulfatreste der Disaccharide entstehen mit
den Glykosaminoglykanen (GAG) im Knorpel Makromolekiile mit hoher negativer
Nettoladung (Buckwalter und Mankin 1997a). Unter den im Knorpel vorkommenden
GAG stellen Chondroitin-6-sulfat und Keratansulfat die Hauptgruppe (Dijkgraaf et
al. 1995). Andere GAG sind Dermatan- und Heparansulfate. Proteoglykane entste-
hen, wenn sich GAG unterschiedlicher Lange glykosidisch an ein zentrales Protein
binden. Unter den Proteoglykanen nimmt Aggrecan den grofiten und osmotisch
wirksamsten Anteil ein. Wichtige andere Vertreter sind Versikan, Decorin, Biglykan
und Fibromodulin. Die Unterschiede bestehen im Wesentlichen in der Lange des
Kernproteins, der Anzahl und Art der gebundenen GAG und somit auch in ihrer
Grofie. Bei dem im hyalinen Gelenkknorpel vorkommenden Aggecan hat das Kern-
protein ein Molekulargewicht von ca. 250,000 Dalton (Hardingham und Fosang 1992),
an welches hauptsachlich Keratansulfate und Chondroitinsulfate gebunden sind. Die
Bindung grofier Mengen dieser GAG fiihrt zu einer makromolekularen Struktur,
welche oft als , Flaschenbiirste” (Muir 1995, Dudhia 2005) umschrieben wird (siehe
Abb. 2.2). Die Aggrecane verbinden sich iiber eine entsprechende Bindungsregion
mit Hyaluronsdure, einem Polysaccharid aus sich wiederholenden Glukuronsaure-
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und N-Acetyl-Glukosaminresten von teilweise bis tiber 10.000 nm Linge (Buckwalter
und Rosenberg 1988). Hierdurch entstehen hochkomplexe polyanionische Proteo-
glykanaggregate, welche im Kollagennetzwerk des Knorpels eingeschlossen sind.
Aufgrund ihrer hohen negativen Ladung binden sie grofie Mengen Wasser und
Natrium-Ionen. Der entstehende hohe osmotische Quellungsdruck ist die Grundla-
ge fiir die besondere Eigenschaft des Knorpels, hohen Druckspitzen widerstehen
zu konnen. Eingeschlossen im Kollagennetzwerk sorgt die hohe Zugfestigkeit der
Kollagenfasern fiir eine begrenzte Ausdehnung des Proteoglykan-Gels.

Proteoglykan —

Hyaluronsaure
Glykosaminoglykan

Abbildung 2.2: Hyaluronsdure und Proteoglykane als Aggregat (aus
Seifner 2006).

2.2 Reparaturmechanismen

Bei Verletzung der Knorpeloberfliche wird die harmonische Partnerschaft zwischen
Kollagenfasern und Proteoglykanen aufgehoben. Oxidativer Stress zerstort Hyalu-
ronsdure, so dass hierdurch die Bildung von Proteoglykankomplexen und damit
die Aggregation abnimmt (Muir 1995). Eine Desaggregation erhoht die Anzahl der
gelosten Proteoglykan-Molekiile und damit den osmotisch bedingten Wassereinstrom.
Gleichzeitig beginnt sich das zundchst noch unbeeintrachtigte dreidimensionale Kolla-
gennetzwerk aufzulosen, mit der Folge einer erhohten Permeabilitdt und eines weiter
zunehmenden Wassergehalts. Mit der Abnahme der Steifigkeit des makromolekula-
ren Netzwerkes verliert der Knorpel sukzessive seine besonderen biomechanischen
Eigenschaften (Buckwalter und Mankin 1997b). Steht der Stoffwechsel im gesunden
Knorpel unter der Kontrolle anabol wirkender Zytokine wie IGF-I und TGF-B,, die
die de novo Synthese von Matrixbestandteilen férdern (Davies et al. 2008), reagieren
die Chondrozyten ab einem bestimmten Verletzungsausmafs mit Proliferation und
gesteigerter metabolischer Aktivitdt. Als Stressantwort sezernieren die Chondrozy-
ten jetzt unter anderem Stickstoffmonoxid (NO), welches rasch durch den Knorpel
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diffundiert und die Expression von Metalloproteinasen (MMP) stimuliert. Vermit-
telt durch Zytokine wie Interleukin-I wird so der enzymatische Abbau weiterer
Matrixbestandteile vorangetrieben.

Erreicht der Defekt schliefdlich den subchondralen Knochen, kommt es zur Ver-
letzung von subchondralen Blutgefdfien und zur Einblutung in den Defekt. Nach
Organisation dieser Einblutung als Fibringerinnsel (Fibrin clot) differenzieren sich die
im Blut vorhandenen mesenchymalen Stammzellen zu morphologisch den Chondro-
zyten dhnlichen Zellen. Die von ihnen gebildete Knorpelmatrix gleicht dabei eher
dem biomechanisch minderwertigen Faserknorpel mit den charakteristisch hohen
Anteilen von Kollagen des Typs I. Es handelt sich dabei also um Narbenbildung
und keine restitutio ad integrum im eigentlichen Sinne. Die Reaktion mit Bildung von
mechanisch minderwertigem Kollagen-I haltigen Gewebe wird in der englischen
Literatur als Scarring Reaktion bezeichnet.

2.3 Therapiekonzepte

Bei ausgepragten Arthrosen und entsprechendem Alter des Patienten steht vor allem
bei Knie- und Hiiftgelenken der alloarthroplastische Gelenkersatz im Vordergrund.
Bei jiingeren Patienten mit durch Fehlstellung bedingter lokalisierte Arthrose kann
eine Umstellungsosteotomie den Prozess des arthrotischen Gelenkverschleifes ver-
langsamen. Vor allem bei umschriebenen, traumatisch bedingten Knorpeldefekten
des jlingeren Patienten kommen operative Therapien zum Einsatz, hierbei wird zwi-
schen Reparatur und Regeneration unterschieden (Resinger et al. 2004). Die operative
Therapie von lokalisierten Defekten besteht zumeist in einer Eroffnung des subchon-
dralen Knochens, um den oben beschriebenen Effekt der Defektfiillung durch von
mesenchymalen Stammzellen gebildeter Knorpelmatrix zu erreichen.

Erstmalig beschrieben wurde ein Anbohrung des subchondralen Knochens von
Pridie (Pridie 1959). Variationen der Pridie-Bohrung sind die Mikrofrakturierung und
die Abrasionsarthroplastik. Die Therapie zielt also auf Stimulation der korpereigenen
Reparaturmechanismen ab, wobei es zu dem o.g. Problem einer Defektreparatur mit
langfristig biomechanisch minderwertigem Ersatzgewebe kommt, eine restitutio ad
integrum kann nicht erreicht werden.

Eine andere Moglichkeit ist die Entnahme osteochondraler Zylinder aus wenig
belasteten Gelenksarealen und deren Reimplantation in den Defekt. Das Verfahren
wird als Osteochondral Autologous Transplantation System (OATS) bezeichnet. Ein Nach-
teil besteht in der Defektsetzung an der Entnahmestelle, einer bis dahin gesunden
Gelenkflache. Um die Ausbildung von biomechanisch minderwertigem Knorpeler-
satzgewebe zu vermeiden, kommen Techniken zur Knorpelregeneration zum Einsatz.
Hierbei sind in der klinischen Anwendung vor allem Variationen der zuerst von Britt-
berg et al. 1994 beschriebenen Methode der autologen Chondrozytentransplantation
(ACT) zu nennen, siehe Abschnitt 2.4.2 (Brittberg et al. 1994).

10
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2.4 Chondrozyten in Kultur - Das 3-Phasen Modell der
Arbeitsgruppe

Nach dem in der Arbeitsgruppe etablierten Modell werden aus einer geringen Menge
— wie sie etwa durch eine Biopsie gewonnen werden kann — aus Gelenkknorpel iso-
lierter Chondrozyten ex vivo Knorpelpellets generiert. Dies gelingt, indem den Zellen
in drei aufeinander folgenden, zeitlich getrennten Phasen durch Applikation geeig-
neter Kulturbedingungen Gelegenheit gegeben wird, das jeweilige Etappenziel zu
erreichen. Die erste Phase ist der Vermehrung gewidmet, um eine fiir die Erzeugung
von Knorpelpellets ausreichende Zellzahl zu generieren. So induzieren im Rahmen
der sehr effektiven konventionellen Monolayertechnik dufiere Stimuli, wie der Kon-
takt zum Boden der Kulturflasche und der Einsatz von mitogenen Zytokinen, die
Chondrozyten zur Mitose. Als Folge davon wird ein Verlust des differenzierten Pha-
notyps in Kauf genommen, erkennbar daran, dass die Synthese knorpelspezifischer
extrazelluldrer Produkte sistiert (siehe 2.4.1).

In einer anschlieffenden zweiten Phase erfolgt die Redifferenzierung. Dazu werden
die Zellen reversibel in Alginat eingeschlossen. Diese Alginatphase dient dem Ziel,
den Zellen unter Mithilfe anaboler Zytokine und vor allem durch Vermeidung mito-
gener Reize wieder ihre Fihigkeit zur Bildung von Knorpelgewebe zuriickzugeben.
Der Einschlufs in Alginat wird in diesem Modell deshalb als Redifferenzierungsphase
bezeichnet. In der dritten und letzten Phase werden jeweils etwa 10° Chondrozyten
nach der Elution aus dem Alginat-Gel zu Aggregaten zentrifugiert. Am Beispiel der
Schweinechondrozyten gelang es, in solchen High-Density-Kulturen in zwei bis drei
Wochen unter geeigneten Bedingungen implantationsfahige Knorpelpellets herzustel-
len.

Jede der drei Phasen zeichnet sich durch spezifische Kulturbedingungen aus. Dabei
unterscheiden sich sowohl die verwendeten Medien und Mediumzusétze wie Zytoki-
ne, als auch Umgebungsparameter wie der Sauerstoffpartialdruck. Unter Verwendung
von Gelenkchondrozyten vom Schwein (Gottinger Mini-Pig) sind die Protokolle der
einzelnen Phasen soweit etabliert, dass der Einsatz im praktischen Tierversuch mit
Implantation von ex vivo erzeugten Knorpel-Knochenzylindern (Knorpelpellets auf
Hydroxylapatitkeramikzylindern) erfolgreich erprobt werden konnte (Petersen 2008).
Nicht gelungen ist bisher allerdings die direkte Ubertragung dieses Modells auf
menschliche Chondrozyten.

2.4.1 Dedifferenzierung bei der Proliferation
Was ist Dedifferenzierung?

Ein mehrzelliger Organismus enthélt eine grofie Zahl verschiedener Zelltypen mit spe-
zialisierten Funktionen. Den Prozess ihrer Entstehung aus pluripotenten Stammzellen
bezeichnet man als Differenzierung. Unterschiedlich differenzierte Zellen exprimie-

11
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ren spezifische Genmuster und unterscheiden sich oft auch in ihrer Morphologie.
Die Differenzierungsrichtung von Zellen ist dabei einige Zeit vor der Auspragung
ihrer Differenzierungscharakteristika festgelegt, ein Umstand, der als Determination
bezeichnet wird (Bocker et al. 1997). Entsteht neues Gewebe durch Vermehrung
ausdifferenzierter Zellen, bleibt die Determination bei den Tochterzellen erhalten.
Andererseits kann der Bedarf einer grofien Zahl differenzierter Zellen auch durch
Differenzierung von Stammzellen gedeckt werden, nachdem diese vermehrt wur-
den. Sowohl der Differenzierungsprozess als auch die Stimulation der Zellteilung
sind abhdngig von verschiedenen endokrinen Faktoren, von Zell-Zell- und Zell-
Matrixkontakten und anderen physiologischen Umgebungsparametern.

Im adulten, hyalinen Gelenkknorpel fehlt eine Stammzellpopulation, der Chondro-
zyt ist Empfanger und Sender von Signalen zur Differenzierung und zur Steuerung
des Zellzyklus (Muir 1995). Diese Eigenschaften von Chondrozyten konnen damit
prinzipiell auch genutzt werden, das Verhalten der Zellen durch gezielte Verdande-
rung der Kulturbedingungen zu steuern. Aufier in Monolayer-Kulturen sind die
mitogen wirkenden Kontakte der Chondrozyten mit den Wanden von Plastikkultur-
gefdfien unerwiinscht, weil sie den Eintritt der Zellen in die Gp-Phase verhindern.
Ein experimenteller Ausweg aus dieser Falle ist der Einschluss von Chondrozyten
in dreidimensionale Tragersysteme wie Alginat-, Agarose-Gel und andere Polymere
(Hauselmann et al. 1994, Sittinger et al. 1994). In Abhdngigkeit von den Kulturbe-
dingungen kann hier sogar eine gewisse phanotpyische Varianz erreicht werden.
So gelangen Tallheden et al. die Bildung von Adipozyten aus Chondrozyten durch
eine Behandlung, wie sie fiir die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen
bekannt ist (Tallheden et al. 2003). Dieses als Plastizitat bekannte Phanomen lief$ sich
auch mit dedifferenzierten Chondrozyten verifizieren, wie sie aus Monolayerkulturen
unter Einfluss von Zytokinen entstehen (Barbero et al. 2003). Chondrozyten sind also
unter Umstdnden weniger determiniert, als bisher angenommen.

Dedifferenzierung bei der Proliferation — Redifferenzierung in Alginat

Werden Chondrozyten nach der Isolierung in Monolayerkulturen kultiviert, so tritt ein
progressiver Verlust an knorpelspezifischen Eigenschaften ein, der begleitet wird von
einer Verdnderung der Morphologie hin zu einer spindelférmigen, fibroblastoiden
Form der Zellen (Benya und Shaffer 1982, Bonaventure et al. 1994). Entscheidend ist
eine Reduktion der Fahigkeit zur Synthese der fiir Chondrozyten charakteristischen
Produkte Proteoglykane und Kollagen Typ II (Stokes et al. 2001). Stattdessen findet
sich eine vermehrte Expression des fiir die Narbenbildung typischen Kollagens Typ I,
welche mit Anzahl der Passagierungen zunimmt (Schnabel et al. 2002). Im Rahmen
von Voruntersuchungen zu dieser Arbeit wurde festgestellt, dass sich in humanen
Gelenkchondrocyten nach Vermehrung in vier und mehr Passagen nur noch sehr
geringe Mengen an Glykosaminoglykanen und kein Kollagen Typ II nachweisen liefs.

Um einerseits eine ausreichende Zellzahl fiir die experimentellen Untersuchungen
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bereitstellen zu konnen, andererseits den Anteil einer Restpopulation mit differenzier-
tem Phanotyp auf ein Minimum zu reduzieren, wurden alle Messungen grundsétzlich
mit Zellen nach der achten Passage durchgefiihrt. Fiir humane artikuldre Chondro-
zyten musste hierfiir das Proliferationsprotokoll angepasst werden. In aufwendigen
Vorversuchen von Frau Goepfert (in der Arbeitsgruppe) wurde das Medium fiir die
Proliferationsphase unter Verwendung von bFGF und EGF als zugesetzte Zytokine
optimiert, hier zeigte sich zum Beispiel auch eine Abhdngigkeit von bestimmten
Chargen fotalen Kilberserums zum Erreichen einer hohen Proliferations- und Uberle-
bensrate iiber hohere Passagen.

In dem Modell der Arbeitsgruppe werden die Chondrozyten zum Zwecke der
Redifferenzierung reversibel in Alginat-Beads eingeschlossen. Alginat, ein lineares
Polysaccharid isoliert aus braunen Meeralgen, ist ein Copolymer aus L-Guluronsdure
und D-Mannuronsédure iiber f-1,4 und a-1,4 glykosidisch verkniipft, das in Gegen-
wart von Calcium-Ionen geliert. Chondrozyten lassen sich so reversibel in eine Matrix
einschlieflen. Die Elution gelingt relativ einfach und vor allem zellschonend durch
Zugabe eines Chelat-Bildners, welcher die Calcium-Ionen bindet und so zur Depoly-
merisation des Gels fiihrt. So eluierte Zellen lassen sich dann zum Beispiel fiir das
Tissue Engineering und eine Chondrogenese verwenden oder aber fiir einen lingeren
Zeitraum unter Vermeidung einer Dedifferenzierung kultivieren. Unter Einschluss
in Alginat konnten Hauselmann et al. noch nach acht Monaten die Synthese von
Proteoglykanen und Kollagen beobachten (Hauselmann et al. 1994). Chubinskaya
et al. zeigten den Erhalt der Synthese von mRNA fiir Prokollagen II iiber zwei
Monate, von Aggrecan und MMPs iiber acht Monate der Kultivierung in Alginat
(Chubinskaya et al. 2001). Die in Alginat eingeschlossenen Chondrozyten bilden mit
der synthetisierten extrazelluldren Matrix mikroskopisch den Chondronen dhnelnde
Strukturen, allerdings wird hier von Pseudochondronen gesprochen. Die perizellula-
re Matrix (PZM) unterscheidet sich von der origindren z.B. in der Ausrichtung der
Kollagenfibrillen (Dimicco et al. 2007), gleicht aber in der Zusammensetzung der
origindren Knorpelmatrix (Schulze et al. 2000). In der synthetisierten PZM lassen
sich dabei die Zellprodukte differenzierter Chondrozyten wie Kollagen Typ II und
Aggrecane nachweisen (Hauselmann et al. 1996, Mok et al. 1994, Petit et al. 1996).

Ein Transfer von dedifferenzierten Chondrozyten in ,dreidimensional” angelegte
Kulturen, etwa Alginat-Beads oder Agarosegele, kann zu einer Redifferenzierung
im Sinne einer Anderung des Phinotyps mit neuem Nachweis der Synthese der
tir differenzierte Chondrozyten typischen Kollagene und Proteoglykanen fiihren
(Stokes et al. 2001). Der Einschluss in Alginat wirkt dabei als Redifferenzierungsfak-
tor. Barlic et al. zeigten 2008 die Wiederzunahme der Synthese von Kollagen und
Aggrecan nach Einschluss von vorher in Monolayer-Kulturen expandierten Chon-
drozyten (Barlic et al. 2008). Eine deutliche Zunahme des fiir die Regulation der
Expression des Gens fiir Kollagen II (COL2A1) wichtigen Transkriptionsfaktors SOX9
(Sry-related high-mobility-group box) durch den Einschluss in Alginat zeigten u.a. Tew
und Hardingham (Tew und Hardingham 2006). Der Einschluss in Alginat hindert
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die Bestandteile der synthetisierten extrazelluldaren Matrix (groflenabhédngig) an der
Diffusion in das Kulturmedium, so dass ein Raum und damit eine Voraussetzung
tiir die komplexe Interaktion von 16slichen Wachstumsfaktoren, der perizelluldren
Matrix und dem Chondrozyten geschaffen ist. Diese Interaktionen — in vivo Teil der
Kommunikation zwischen Zelle und Umgebung — sind Stimuli im Redifferenzierungs-
prozess. Beispielsweise induziert hinzugesetztes Kollagen Typ II in der perizelluldren
Matrix unter Einfluss von TGF-f; die Synthese von Prokollagen und Proteoglykanen
(Aggrecan) (Qi und Scully 1998). Uber B;-Integrine beeinflusst die Umgebung des
Chondrozyten die Transkription von TGF-p1 (Scully et al. 2001).

Rekombinante Zytokine in der Alginatphase

Die in der Alginatphase eingesetzten rekombinant hergestellten polypeptidischen
Zytokine IGF-I, TGF-B; und PDGF-BB sind autokrine und parakrine Regulatoren des
Chondrozytenstoffwechsels (Olney et al. 2004). Wie auch das in der Proliferationspha-
se eingesetzte bFGF sind sie Bestandteil der komplexen Differenzierungsvorgiange im
Wachstum. In der physiologischen Umgebung des reifen Chondrozyten tragen sie zur
Homdostase zwischen Matrixauf- und abbau bei. Die Untersuchung des Einflusses
dieser Zytokine bei der Degeneration von Knorpel im Rahmen von Verletzungen
oder des chronischen Substanzverlustes im Rahmen einer Arthrose stellt dabei einen
eigenen Forschungsbereich dar. Die Reaktion von kultivierten Chondrozyten auf diese
Zytokine ist mitunter abhdngig von den Kulturbedingungen und dem vorliegen-
dem Differenzierungsgrad. Weiterhin lassen sich die Wirkweisen der Zytokine kaum
isoliert betrachten, da sie sich gegenseitig in ihrer molekularbiologischen Wirkung
modulieren kdnnen.

Der auch in dieser Arbeit verwendete Transforming growth factor (TGF) gehort zu
der TGF-Superfamilie, die aufler den TGFs selbst noch die Gruppe der BMPs (Bore-
morphogenetic proteins) umfasst. Das Homodimer TGF-p liegt in drei Isoformen vor
(B1-3), es erreicht hohe Konzentrationen in Knochen und Knorpelzellen. Isoformen
werden von den Chondrozyten exprimiert und sezerniert (Villiger und Lotz 1992),
im adulten Knorpel liegt es zumeist latent, d.h. in inaktiver, an Bindungsproteine
gebundener Form vor (D”Angelo und Pacifici 1997). Die Bindung der Faktoren der
TGF-Superfamilie, namentlich TGF und BMP, an zelloberfldchliche Rezeptoren 16st
eine komplexe Kaskade aus, die in der Aktivierung intrazelluldr gelegener SMAD-
Proteine (siehe Abkiirzungsverzeichnis) miindet. Diese konnen nach Translokation
in den Zellkern komplexe Zellprozesse steuernde Transkriptionsfaktoren wie SOX9
aktivieren. Die Wirkung von TGF wird u.a. durch inflammatorische Faktoren, etwa
Interleukin-B1 -mit welchem es auch bei der Glucoseaufnahme interferiert (Shikh-
man et al. 2004)- oder TNF (Tumornekrosefaktor) beeinflusst. Letztere erfolgt tiber die
Modulation der Bindungsaffinitiat dieser SMAD-Proteine im Zellkern (Roman-Blas
et al. 2007, Li et al. 2005). Die Vielzahl der von den TGFs ausgelosten Signalkaska-
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den, ebenso wie die der moglichen Ziele, ergibt eine hohe Anzahl von méglichen
Interferenzen mit anderen Faktoren.

Der Effekt der Gabe von TGF-f; auf humane Chondrozyten fillt je nach Kulturbe-
dingung und Differenzierungsgrad der Chondrozyten unterschiedlich aus. Auf frisch
isolierte primdre Chondrozyten iibt TGF-B; zundchst einen starken mitogenen Effekt
aus, der jedoch mit fortschreitender Passagierung und Dedifferenzierung abnimmt
(Guerne et al. 1994). Der mitogene Effekt von TGF-B; auf differenzierte Zellen wird in
Anwesenheit von Serum verstarkt, was auch fiir eine Interaktion von TGF-f; mit ande-
ren Wachstumsfaktoren spricht (Frazer et al. 1994). Ein Beispiel ist der Synergieffekt
von TGF-B; und IGF-I. Er beruht auf der Beeinflussung der Expression des IGF
bindenden Proteins nach TGF-Gabe (Morales 1997). Einen starken Einfluss auf den
TGEF-p;-Effekt hat auch die Natur des Tragers, auf dem die Zellen in vitro kultiviert
werden. Wahrend TGF-; die Kollagen II-Synthese bei frisch isolierten Kaninchen-
chondrozyten hemmt, wenn sie mit Hilfe der Monolayertechnik vermehrt werden
(Chadjichristos et al. 2002), konnten Domm et al. bei frisch isolierten, auf PGA Tragern
aufgebrachten bovinen, artikuldren Chondrozyten eine Zunahme der Proteoglykan-
und Kollagensynthese nachweisen (Domm et al. 2002). Werden mitogene Effekte,
induziert etwa durch Kontakte mit der Plastikoberfldche tiblicher Zellkulturflaschen,
vermieden, wie dies durch Kultivierung in Alginat geschieht, kann TGF-p; bei de-
differenzierten Chondrozyten die Syntheseraten von Proteoglykanen stimulieren
(Jenniskens et al. 2006). In solchen und dhnlichen 3D-Kulturen fithrt TGF-$; auch zur
Reexpression von Aggrecan und Kollagen Typ II, ein Effekt, der insbesondere auch
in Wechselwirkung mit anderen Zytokinen oder Matrixbestandteilen verstarkt wird
(Jakob et al. 2001, Yaeger et al. 1997, Chopra und Anastassiades 1998, Qi und Scully
1998). Abhédngig von den Umgebungsparametern und dem Differenzierungsgrad der
Zielzelle unterliegt dabei auch die Kollagenvernetzung dem Einfluss von TGF-$;
(Bastiaansen-Jenniskens et al. 2008).

Insulin-like growth factor (IGF) ist ein Homolog des Proinsulins. Es werden die
beiden Isoformen I und II unterschieden. Im adulten Organismus wird IGF-I ei-
nerseits zentral in der Leber gebildet, wo es unter dem regulierenden Einfluss von
Wachstumshormon (growth hormone, GH) steht. Andererseits wird es in verschiedenen
Fallen auch lokal synthetisiert und spielt als anaboler Faktor eine wichtige Rolle bei
der Gewebehomoostase. Die anabole Wirkung von IGF auf Chondrozyten in Kultur
ist lange bekannt und gut untersucht: IGF-I ist in der Synovialfliissigkeit nachweisbar
(Schalkwijk et al. 1989), auf den Knorpel hat es sowohl mitogene (Trippel 1995, Blunk
et al. 2002) wie auch matrixférdernde Wirkungen (McQuillan et al. 1986). Im Serum
und im Gewebe wird IGF dabei an IGF-bindende Proteine gekoppelt (IGFBP), es
werden sechs verschiedene Homologe unterschieden. Diese Bindungsproteine mo-
dulieren die Wirkung von IGF an der Zielzelle. Sie konnen eine Stimulation oder
Inhibition des IGF-Effektes auf die Zelle haben. Die Expression der Bindungsproteine
von den Chondrozyten unterliegt dabei aufier dem Einfluss von IGF selbst auch
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anderen Faktoren (Olney et al. 1993). So wird sie, wie bereits erwdhnt, von TGF-p
stimuliert (Morales 1997). Die stimulierende Wirkung von IGF auf die Proliferation
(gemessen an der DNA Syntheserate) und Proteoglykan-Synthese (gemessen als Zu-
nahme der Aggrecan-mRNA Expression) wird zusitzlich in Gegenwart von Kollagen
Typ II in der perizelluldren Matrix gesteigert. Grundlage fiir diesen additiven Effekt
ist moglicherweise die Tatsache, dass beide Signale, der iiber B;-Integrine vermittelte
Kontakt mit Kollagen Typ II wie auch die Aktivierung des IGF-I-Rezeptors, in den
MAP (mitogen activated protein)-Kinase-Weg miinden (Shakibei et al. 1999, Scully et
al. 2001). Die Beteiligung von IGF-I und TGF-; an der chondrogenen Differenzie-
rung der Vorlduferzellen der Chondroblasten hat sie zu bevorzugten Kandidaten
zur Unterstiitzung der Knorpelbildung in vitro gemacht. Im Tiermodell war dieser
Ansatz haufig erfolgreich (Petersen et al. 2008), im humanen System weniger. Diese
Erfahrung fiihrte zu der Idee, die Wirkung eines weiteren Zytokins hinsichtlich der
Unterstiitzung der Redifferenzierung dedifferenzierter humaner Chondrozyten zu
tiberpriifen. Hier bot sich ersatzweise oder auch ergdanzend der Einsatz von PDGF an.

Platelet-derived growth factor ist ein Polypeptiddimer, welches urspriinglich in
Thrombozyten nachgewiesen wurde. Aus den zwei Polypeptiden A und B setzen
sich die PDGF-Isoformen AA, AB und BB zusammen. Inzwischen konnte jedoch
eine Beteiligung an Wachstum und Regeneration verschiedener Gewebe mesenchy-
malen Ursprungs nachgewiesen werden. Dabei vermitteln PDGF-Rezeptoren bei
Osteoblasten und Osteoklasten (z.B. Hock und Canalis 1994) sowie Fibroblasten bzw.
Tendozyten (Thomopoulos et al. 2007, Haupt et al. 2006) neben mitogenen vor allem
auch chemotaktische Signale.

In klinischen Pilot-Projekten wird z.B. die Behandlung periodontaler Defekte mit
PDGF untersucht (Hollinger et al. 2008). Auf epiphysdre Chondrozyten in Kultur
wirkt PDGF proliferierend (Olney et al. 2004). Fiir eine mogliche Anwendung in der
Defektheilung von Knorpel bzw. das Tissue Engineering sprechen neuere Befunde von
Mishima und Lotz, die iiber das chemotaktische, die Migration von Chondrozyten
fordernde Potential von PDGF berichten (Mishima und Lotz 2008). In einer Studie an
bovinen artikuldren Chondrozyten konnte Chopra, neben einer direkten Stimulation
der Synthese von Proteoglykanen durch PDGF, auch eine synergistische Wirkung
von TGF-B; und PDGF demonstrieren (Chopra und Anastassiades 1998). Andere
Autoren beschreiben positive Effekte von PDGF sowohl auf die Proliferation, als
auch auf die Proteoglykansynthese in Chondrozyten-Kulturen (Kieswetter et al.
1997). Dabei fdllt als Besonderheit auf, dass PDGF gleichzeitig die Entwicklung
bzw. Reifung von Chondrozyten der Wachstumsfuge im Rahmen der enchondralen
Ossifikation behindert (Kieswetter et al. 1997). Dartiberhinaus sind auch permissive
Effekte von PDGF bekannt geworden. So berichten Lohmann et al. iiber eine erhohte
Knorpelneubildung im Muskelpouch von Médusen, nachdem die Chondrozyten mit
PDGF-BB vorbehandelt wurden (Lohmann et al. 2000). Auch eine Vorbehandlung
mit PDGF-BB in der Expansionsphase kann die Fahigkeit kultivierter Chondrozyten
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zur Redifferenzierung (Jakob et al. 2001) oder Chondrogenese (Francioli et al. 2007)
erhohen.

2.4.2 Zelltransplantation und Tissue Engineering

Die Therapie umschriebener Gelenkknorpeldefekte mit Chondrozyten wurde erst-
mals von Brittberg et al. beschrieben (Brittberg et al. 1994). Die unter der Bezeichnung
»~Autologe Chondrozytentransplantation” (ACT) bekannt gewordene Methode um-
fasst die Isolierung von autologen Chondrozyten aus einer Knorpelbiopsie, die dann
extrakorporal vermehrt werden, um sie anschliefsend in den Defekt zu transplan-
tieren. Die proliferierten Chondrozyten wurden urspriinglich als Suspension unter
einen Periostlappen injiziert, um sie iiber dem Defekt zu lokalisieren. Eine modifi-
zierende Weiterentwicklung stellt die matrixassoziierte ACT dar (MACT), in der die
Chondrozyten nicht direkt in den Defekt injiziert, sondern vor der Implantation an
ein biodegradierbares Tragermaterial gekoppelt werden. Hierbei sind verschiedene
Materialien im Tierexperiment, aber auch in der klinischen Anwendung im Einsatz,
etwa Kollagen-Gele und Polymere. Vliese aus Hyaluronsdure oder Kollagen finden
sich in Erprobung durch verschiedene Arbeitsgruppen (Marlovits et al. 2004). ACT
und MACT befinden sich bereits in der klinischen Anwendung, in einer Studie von
Bartlett et al. zeigen sich hierbei allerdings auch bioptisch hohe Raten Faserknorpels
oder faserknorpeliger Anteile (Bartlett et al. 2005). Henderson et al. vertffentlichten
2005 gute subjektive, radiologische und arthroskopische Ergebnisse nach ACT (Hen-
derson et al. 2005). Gobbi et al. als Vertreter eines MACT-Systems behandelten und
untersuchten mit guten klinischen Ergebnisse ein Patientenkollektiv (mit n=32) mit
Hyalograft-C, einem mit autologen Chondrozyten besiedeltem auf Hyaluronsdure
basierendem Tragersystem. Die Anzahl der histologisch untersuchten Biopsien ist
mit 6 dabei sehr gering, der Beobachtungszeitraum von 24 Monaten als kurz einzu-
schatzen (Gobbi et al. 2006). Marcacci et al. wiesen bei einer Multizenterstudie mit
hoheren Patientenzahlen und im Schnitt langeren Beobachtungszeitraumen dhnlich
gute Ergebnisse mit dieser Methode der MACT nach (Marcacci et al. 2005).

Die Evaluationen subjektiver klinischer Parameter durch Scores, etwa nach der
International Knee Documentation Committee Subjective Evaluation Form, oder die Auswer-
tung nach den makroskopischen Ergebnissen durch Arthroskopien und bildgebender
Verfahren, wie dem Cartilage Repair Assessment Score der ICRS (International Society
for Cartilage Repair), zeigen wiahrend der Beobachtungszeitiume meist gute Ergeb-
nisse. Die Moglichkeit zur qualitativen histologischen Untersuchung sind dabei
eingeschrankt: Zum einen lassen sich aus ethischen Griinden die transplantierten,
eingeheilten Knorpelareale nicht wieder entfernen, zum anderen sind die Beobach-
tungszeitrdume kurz. Was nach zehn Jahren oder mehr aus den reimplantierten
Chondrozyten wird, ist daher fraglich.

Aussagekréftige, invasive Untersuchungsmoglichkeiten bietet nur das Tiermodell.
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In Untersuchungen an Schweinen, bei denen cartilagindre Defekte durch Implan-
tation von tragergekoppelten Chondroyzten therapiert wurden, zeigten Filova und
Mitarbeiter zwar die Bildung von Kollagen II und Proteoglykanen, sowie von Gewebe
mit dhnlicher Morphologie wie beim hyalinen Knorpel (Filova et al. 2007), doch ohne
Zweifel an der Qualitdt und Nachhaltigkeit am Konzept der Zelltransplantation wirk-
lich ausrdumen zu konnen. Der Ersatz geschddigten Knorpels durch minderwertigen,
Kollagen Typ I enthaltenden Knorpel trdgt bereits den Keim der Arthrose in sich. Eine
Alternative zur Zelltransplantation ist die Gewebeerzeugung in vitro, also das Tissue
Engineering von hyalinem Knorpel. Dieses Konzept liegt den etablierten Modellen
verschiedener Arbeitsgruppen zugrunde, das zumindest den wichtigen Vorteil einer
Qualitdtskontrolle vor der Implantation bietet. Die Realisierbarkeit des Konzepts der
in vitro Herstellung osteochondraler Implantate fiir die Behandlung von Gelenkfla-
chenschdden konnte durch die Ergebnisse im Tierversuch eindrucksvoll bestatigt
werden (Petersen et al. 2008). Allerdings miissen vor Beginn einer klinischen Anwen-
dung noch wenigstens zwei wichtige Probleme gelost werden. Das eine betrifft die
Wahl eines geeigneten biodegradierbaren Tragermaterials, das andere ein Verfahren
zur effektiven Redifferenzierung humaner, in vitro expandierter Chondrozyten. Alle
Versuche, die Erfahrungen mit Schweinechondrozyten 1:1 auf das humane System zu
tibertragen, fiihrten bisher nicht zum gewtinschten Erfolg. So reicht insbesondere der
mit dedifferenzierten Schweinechondrozyten erprobte synergistische Effekt der Zyto-
kinkombination IGF-I/TGF-B1 nicht aus, dedifferenzierten humanen Chondrozyten
die Fahigkeit primdrer Chondrozyten zur Bildung hyalinen Knorpels zuriickzugeben.
In High-Density-Kulturen aus solchen Zellen gebildete Knorpel-Pellets blieben kleiner
und enthielten neben Kollagen Typ II stets auch zu hohe Anteile des unerwiinschten,
tir die Bildung von minderwertigem Faserknorpel verantwortlichen Kollagens Typ
I. Die Idee, mit PDGF-BB die Wirkung eines weiteren Zytokins zu nutzen, geht auf
die Beobachtung in der Arbeitsgruppe zuriick, dass in der Expansionsphase mit
PDGEF-BB vorbehandelte Chondrozyten ein erhohtes Chondrogenese-Potential wih-
rend der spdteren High-Density-Kultur zeigten (Feyerabend 2003). Dies fiihrte zu der
Frage, ob dieser permissive Effekt von PDGF-BB auf der Unterstiitzung der Rediffe-
renzierung der Chondrozyten beruhte. Eine Antwort wurde von den in dieser Arbeit
prasentierten experimentellen Untersuchungen iiber die Wirkung von PDGF-BB auf
dedifferenzierte humane Chondrozyten in der Alginatphase erwartet.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Phosphate buffered saline, PBS
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA

1,9-Dimethyl-Methylenblau-Chlorid, DMBB
Serva Feinbiochemica GmbH Co., Heidelberg, Deutschland

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-Toluidinsalz
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Acrylamidlésung
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Agarose
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Alginat
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

alkalische Phosphatase, AP
Streptavidin-markiert, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA

Ammoniumperoxodislufat, APS
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Anti-Kollagen I und II (Ziege)
Southern Biotechnology Ass. Inc., Birmingham, USA

Ascorbinsdure-2-phosphat
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Basic fibroblast growth factor, bFGF
Cell Concepts, Umkirch, Deutschland

Bisbenzimid
Serva Feinbiochemica, GmbH Co., Heidelberg, Deutschland
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Casein
I-Block Tropix, Bedford, CA, USA

Chondroitinsulfat C
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Collagenase
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Cystein
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Diethanolamin/HCL
Tropix, Bedford, CA, USA

Dimethylformamid
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Dithioreitol
Serva Feinbiochemica GmbH Co., Heidelberg, Deutschland

Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA

Dimethylsulfoxid, DMSO
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Epidermal growth factor, EGF
RD Systems, Wiesbaden, Deutschland

Essigsdure
Serva Feinbiochemica GmbH Co., Heidelberg, Deutschland

Fotales Kilberserum, FKS
PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich

Guanidinhydrochlorid
6 M in 0,2 M TRIS pH 8,5; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Harnstoff 6 M
Serva Feinbiochemica GmbH Co., Heidelberg, Deutschland

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure, HEPES
pH 7,4, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Hyaluronidase
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
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Insulin-like growth factor, IGF-I
Cell Concepts, Umkirch, Deutschland

Jodacetamid-Losung, JAA
0,1 M Jodacetamid in DMSO, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Kalbsthymus
F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Schweiz

Kaninchen-anti-Ziege-IgG
Southern Biotechnology Ass. Inc., Birmingham, USA

Kollagenstandards I und II
Southern Biotechnology Ass. Inc., Birmingham, USA

Magnesiumchlorid
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Mercaptoethanol
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Methylrot Losung
2 Methylrot in 0,6 Essigsdure, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

N,N,N’N"-Tetramethylethylendiamin, TEMED
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Natriumazid
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Papain
F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Schweiz

Platelet-derived growth factor, PDGF-BB
RD-Systems, Wiesbaden, Deutschland

Phenylmethylsulfonfluorid, PMSF
F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Schweiz

p-Nitrotetrazolium-Blau
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Streptomycin/Penicillin
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA
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Transforming growth factor, TGF-f,
RD-Systems, Wiesbaden, Deutschland

Trypsin
mit EDTA, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA

Tween 20
Serva Feinbiochemica GmbH Co., Heidelberg, Deutschland

3.1.2 Gerate und Software

Brutschrank Cytoperm 2
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Hettich Rotanta/TRC
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

Zellzihler CASY 1
CASY 1 Zellzdhler, Schérfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland

Mikroskop Olympus CK2
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

Thermomixer 5436
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Photometer Victor 1420 Multilabelcounter
Wallac Distribution GmbH, Freiburg, Deutschland

MS Excel
Microsoft, Deutschland, Lizenz PD Dr. Adamietz

SigmaPlot
Systat Software Inc. Richmond, CA, USA, Lizenz PD Dr. Adamietz

StatView
SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA, Lizenz Dr. Laudahn

Layout, Bildbearbeitung und Satz
IATEX Satzystem und GIMP, Programmpakete unter der GNU Public License
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

T-75, T125-Flaschen
Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland

CryoVials
Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Qualifreeze
Qualifreeze, Nunc GmbH&Co. KG, Wiesbaden, Deutschland

Falcon Rohrchen
(50ml, 15ml) Becton-Dickinson Labware, Franklin Lake, NJ, USA

Monovetten
S-Monovette, Sarstedt AG Co, Niirnbrecht, Deutschland

Eppendorf Tubes
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

96, 6 und 12 Well Platten
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland

3.1.4 Ansatze

1-fach Waschpuffer
150 mM NacCl, 25 mM HEPES, aqua dest. ad 1000ml

2-fach Waschpuffer
300 mM NaCl, 50 mM HEPES aqua dest. ad 1000ml

Calciumpuffer
100 mM CaCI?, 25 mM HEPES (pH 7,4), aqua dest. ad 1000ml

Citratpuffer
150 mM NacCl, 55 mM tri-Natriumcitrat, 25 mM HEPES in aqua dest.

DNA Puffer Losung
2,5 M NaC(l, 19 mM Natriumcitrat pH 7

DNA Bestimmungs Puffer
2 M Na(Cl, 15 mM Natriumcitrat pH 7

Papain-Losung

500u1 0,1IM NaH,PO,/005 EDTA, pH 6 , 5ul Mercaptoethanol, 2,5ul Papain
1075
ml
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Blotting Puffer
0,5% Casein, 0,1% Tween 20 in PBS und 0,02% Natrimazid in aqua dest.

Blottingwaschpuffer
0,2% Casein, 0,1% Tween 20 und 0,02% Natriumazid in aqua dest.

Substratpuffer fiir alkalische Phosphatase
66ul p-Nitrotetrazolium-Blau 50% in 70% Dimethylformamid und 33u1 5-Brom-

4—%hlor-3-Indolylphosphat—Toluidinsalz 50% , gelost in 100% Dimethylforma-
mid.

Medium zur Proliferation
DMEM mit 10% FKS, 0,28 mM Ascorbinsdure-2-phosphat 1mM Cystein, 1%
Penicillin/Streptomycin, 10% FGEF, 10% EGF

Standardmedium
DMEM mit 10% Humanserum, 0,28 mM Ascorbinsdure-2-phosphat ImM Cy-
stein, 1% Penicillin/Streptomycin und beschriebene Zytokine

Medium zur Krykonservierung
DMEM, 20% FKS, 10% DMSO, 1% Penicillin/Streptomycin
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung und Kultivierung der isolierten Chondrozyten

Die humanen Gelenkchondrocyten stammen von Spendern des Instituts fiir Patholo-
gie und Rechtsmedizin (Prof. Dr. Piischel). Hierzu wurden innerhalb von 24 Stunden
post mortem die Kniegelenke arthrotomiert und Gelenkknorpel von der tibialen und
temoralen Gelenkfldche entnommen. Die in den Versuchen eingesetzten Zellen ent-
stammen ausschliefdlich von Spender HCh 8 (m, 6a). Die gewonnen Knorpelstiicke
wurden nun innerhalb von zwei Stunden in PBS tiberfiihrt. Zur Aufbereitung erfolgte
zundchst die Zerkleinerung und das Losen von Geweberesten mit dem Skalpell,
dann die Uberfithrung auf ein Sieb in eine Verdauungskammer und Inkubation bei
37°C im Brutschrank mit 50ml Hyaluronidase unter Riihren tiber 25 Minuten. Die
nun angedauten Knorpelstiicke wurden dann ein zweites Mal inkubiert bei 37°C mit
50ml Trypsin/EDTA iiber 45 Minuten, anschlieffend 5 miniitiges Waschen mit 50ml
DMEM und 10% fotalem Kélberserum, dann Verwerfen der Waschlosung. Zugabe
von 50ml Collagenase und Inkubation (37°C, 120 Minuten) unter Riihren. Dann
erneute Zugabe von 50ml Hyaluronidase und Inkubation (37°C, 25 Minuten, Riihren).
Zweite Inkubation mit 50ml Collagenase iiber 12 Stunden bei 37°C und Riihren,
dann Inkubation tiber 24 Stunden mit 25ml Collagenase und 25ml Hyaluronidase bei
37°C und Riihren. Die so gewonnene Losung wurde iiber 5 Minuten bei 1500 U/min
abzentrifugiert, die Zellen gezihlt. Die Zellen wurden dann in einer Dichte von 10*
Zellen /cm? in T-75-Flaschen ausgesiit.

3.2.2 Proliferation

Die nach der Gewinnung ausgesdten Zellen wurden zundchst stark proliferiert, da die
aus dem Knorpel gewonnene Zellzahl mit knapp 10° Zellen nicht ausreicht, um eine
Versuchsserie durchzufiihren. Die Proliferation erfolgte in T-75 und T-125 Flaschen,
ein Mediumwechsel erfolgte zwei- bis dreitdgig unter tdglicher Sichtkontrolle bis zur
Konfluenz der Zellen als Monolayer mit dem Proliferationsmedium aus Abschnitt
3.1.4 mit bFGF und EGFE. Zum Splitten der Kulturen wurden die Flaschen zunéchst
von Medium befreit, anschlieffend zweimalig mit PBS gewaschen. Das Ablosen der
adhdrenten Zellen erfolgte durch Zugabe von Trypsin/EDTA Losung, 3ml bei T-75,
5ml bei T-175 Flaschen. Die Inkubationszeit betrug zwischen 90 Sekunden und 4
Minuten, das Ablosen wurde durch Klopfen beschleunigt und lichtmikroskopisch
kontrolliert, Stoppen der Reaktion durch Zugabe von DMEM mit 10% FKS. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen bei 1500 U/min abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und mit serumhaltigem Medium resuspendiert, die Zellen bei
einer Dichte von 10* Zellen /cm? erneut ausgesit. Die in den Versuchen eingesetzten
Zellen sind alle bis zur achten Passage proliferiert worden, um dann entsprechend
des Versuchsaufbaus weiter verwendet zu werden.
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Abbildung 3.1: Spindelférmige (fibroblast-like) Morphologie kultivier-
ter Chondrozyten in Konfluenz (Achte Passage, Phasen-Kontrast-
Mikroskop, 200x vergrofert).

3.2.3 Kryokonservierung

Nach der Proliferation bis zur dritten Passage wurden die Zellen nach Abzentrifu-
gieren {iber 5 Minuten bei 1500 U/min mit Medium zu einer Konzentration von 10°
bzw. 10° Zellen/ml resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Cryo-Vials in einem
eine gleichmifiige Abkiihlphase von 1 % gewdhrleistendem Gefafs (Qualifreeze) bis
auf -70°C abgekiihlt, anschlieffend bei ebenfalls -70°C gelagert. Das Auftauen erfolgte
bei 37°C im Wasserbad, nach Verfliissigen der Zellsuspension erfolgte die sofortige
Aussaat.

3.2.4 Humanserum

Wiahrend der Proliferationsphase wurde als Medium ausschliefllich DMEM mit
10% FKS verwendet. Um die Chondrozyten in der Alginatphase und wahrend der
Chondrogenese zu versorgen, wurde DMEM mit 10% Humanserum verwandt. Das
Humanserum wurde durch Kooperation mit dem Institut fiir Transfusionsmedizin
gewonnen. Hierzu wurden auf Basis der Spenderdatenbank des Instituts Spender, wel-
che fiir eine Blutspende auf Grund der transfusionmedizinischen Ausschlusskriterien
nicht zur Verfiigung standen, nach einer personlichen Aufklarung fiir eine freiwillige
wissenschaftliche Spende vorgeladen. Es erfolgte pro Spender eine Entnahme von
300 bis 500ml Vollblut in einen Aderlassbeutel ohne Zusitze. Gleichzeitig erfolgte
die Abnahme eines Routinelabors fiir die iibliche Infektionsserologie. Das Vollblut
wurde anschlieflend in 50ml Falcon-Rohrchen umgefiillt. Diese waren mit gerin-
nungsinduzierendem Aluminium-Silikat aus jeweils 5 Monovetten Rohrchen befiillt.
Anschliefiend abzentrifugieren bei 4500 U/min {iber 10 Minuten, das tiberstehende
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Serum wurde erneut in 50ml Falcons tiberfiihrt, nach einer zweiten Zentrifugation
bei 4500 U/min fiir 10 Minuten wurde das Serum in 50ml Falcons aliquotiert und bei
-70°C eingefroren. Das Humanserum wurde nicht gepoolt, nach Moglichkeit wurde
jeder Versuch mit dem Serum nur eines Spenders durchgefiihrt.

3.2.5 Erzeugung der Alginat-Beads

Zur Einbettung der Chondrozyten in Alginat wurden die Chondrozyten aus den
Kulturflaschen nach Trypsinierung (siehe 3.2.2) abzentrifugiert und gezahlt. Danach
Waschen mit 1-fach Waschpuffer-Losung. Anschliefiend erneutes Zentrifugieren bei
1500 U/min. Eine Alginat Stammlosung wurde durch Ansetzen von 2,4% Alginat
mit 2-fach Waschpufferlosung erzeugt. In dieser nun 1,2% Alginatldsung wurden
die Chondrozyten mit einer Konzentration von 10° Zellen/ml suspendiert. Uber
eine Tropfvorrichtung, bestehend aus einem Stander, einer 20ml Spritze mit Auslass
iber einen Gummischlauch mit Schlauchklemme tiber eine Metallkaniile, wurde
die so eingestellte Alginat-Chondrozyten-Suspension tropfenweise in einen Kolben
appliziert. In diesem befand sich Calcium-Puffer. Das Calcium fiihrt zu einer Poly-
merisation des Alginats, so daf$ Alginat-Beads entstehen. Diese héarteten nach dem
Tropfen fiir 25 Minuten im Puffer aus. Anschlieffend wurde der Puffer dekantiert, die
Beads zweimalig mit 1-fach Waschpuffer gewaschen und je nach Versuch entspre-
chendes Medium hinzugefiigt. Bis zum Ende der Redifferenzierungsphase erfolgte
der Mediumwechsel mit Standardmedium nach Abschnitt 3.1.4 unter Zusatz der in
den Versuchen angegebenen Zytokine in zwei- bis dreitdgigem Abstand. Uber den
eingesetzten Brutschrank wurde je nach Versuch ein Sauerstoffanteil von 5% bzw.
20% bei 5% CO, eingestellt, die genaue Angabe ist den Versuchen zu entnehmen.

3.2.6 Elution aus den Alginat-Beads

Nach Ende der Redifferenzierungsphase in Alginat wurde zundchst das Medium ab-
gezogen, anschlieflend gewaschen mit 1-fach Waschpuffer. In dem nun hinzugeftigtem
Citratpuffer in fiinffachem Volumen zu den Beads losten sich diese, inkubiert bei 37°C,
unter gleichmafligem Schiitteln {iber 25-40 Minuten auf. Die entstandene Suspensi-
on wurde mit 1000 U/min abzentrifugiert, mit 1-fach Waschpuffer gewaschen und
abgezahlt. Es erfolgte eine Kontrolle nach Anfdarben mit 1,9-Dimethyl-Methylenblau-
Chlorid unter dem Phasenkontrastmikroskop, hierbei farbt sich auf Grund ihres
Gehaltes an Glykosaminoglykanen die von den Chondrozyten gebildete perizelluldre
Matrix blau an, so dafi diese als sogenannte Pseudochondrone erscheinen (siehe
Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Pseudochondrone, Farbung mit DMMB (Phasen-
Kontrast-Mikroskop, 200x vergrofiert).

3.2.7 Chondrogenese nach der Alginatphase

Die Verarbeitung der Chondrozyten bzw. dann Pseudochondrone erfolgte unmittel-
bar im Anschluss an die Elution aus Alginat. Die Chondrozyten wurden mit Medium
resuspendiert, gezahlt, 10° Zellen pro 50ml Falcon Rohrchen aliquotiert und anschlie-
8end abzentrifugiert mit 1000 U/min. Anschlieffend Zugabe von 3ml Medium. Nach
zwei Tagen wurden die Pellets auf 6-Well-Plates iiberfiihrt, diese waren mit Agarose
beschichtet. Der Mediumwechsel mit Standardmedium (3ml pro Well; siehe Abschnitt
3.1.4 ) erfolgte alle zwei bis drei Tage. Der Zusatz an Zytokinen ist dem jeweiligen
Versuch zu entnehmen, der Brutschrank wurde auf 20% O; und 5% CO, eingestellt.
Nach 21 Tagen wurden die Pellets mit 1-fach Waschpuffer gewaschen und vor der
Analytik in Eppendorf-Tubes bei -30°C eingefroren.

3.2.8 Pellets aus proliferierten Zellen (Direkte Chondrogenese)

Zur Erzeugung von Knorpelpellets aus Chondrozyten ohne vorausgehende Redif-
tferenzierungsphase wurden diese nach der achten Passage trypsiniert, gezdhlt und
auf eine Konzentration von 10° Zellen pro ml mit 1-fach Waschpuffer eingestellt. Es
wurden dann 1,5 % 10° Zellen in 50ml Falcon-Réhrchen mit 1000 U/min abzentri-
fugert, der Uberstand abgezogen und 3ml Standardmedium supplementiert. Nach
zwei Tagen der Aggregation wurden die Pellets in agarosebeschichtete 6-Well-Platten
uberfiihrt, hier erfolgte der zwei bis dreitdgige Mediumwechsel bis zum Ende des
Versuches nach 21 Tagen. Der Brutschrank wurde auf eine O, Konzentration von 20%
bei 5% CO, eingestellt. Die zugesetzten Zytokine sind dem jeweiligen Versuch zu
entnehmen. Nach Ende des Versuches wurden die Pellets mit 1-fach Waschpuffer
gewaschen und bis zur Analytik in Eppendorf-Tubes eingefroren.
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3.2.9 Zytokine

Waéhrend der Redifferenzierung in Alginat und bei der Chondrogenese — sowohl aus
Chondrozyten, wie auch aus Pseudochondronen — wurden dem Standard-Medium
Zytokine in den jeweiligen bei den Versuchen angegebenen Konzentrationen zuge-
setzt. Im Einzelnen handelte es sich um die Isoformen von Platelet-derived growth
factor (PDGF-BB), Transforming growth factor (TGF-B1) und Insulin-like growth factor - I
(IGF-I).

3.2.10 Analytik
DNA-Bestimmung

Zur Bestimmung des DNA Gehalts der Proben wurden diese mit Papain Losung tiber
Nacht im Schiittel-Heizblock bei 60°C verdaut. 50ul der Probe wurden im Verhéltnis
1:5 mit DNA-Pufferlosung verdiinnt. Die DNA Analyse erfolgte fluorimetrisch in
96-Well-Platten. Hierzu wurden alle Wells mit 100u1 DNA-Bestimmungspufferlosung
beschickt, in die erste Zeile dann 100ul Probe pipettiert, anschliefsend erfolgte das
zeilenweise Anfertigen einer Verdiinnungsreihe unter Verwerfung des Restes nach
der letzten Zeile. Vor der Messung mit einem computergestiitzten Photometer Zugabe
von 1001 Bisbenzimid-Losung pro Well und Inkubation im Dunkeln fiir 15 Minuten
bei Raumtemperatur. Als DNA Standard diente eine verdiinnte Stammldsung aus
Kalbsthymus DNA. Die Anregung bei der fluormetrischen Messung wurde mit einer
Wellenldnge von 355nm, die Extinktionsmessung bei 460nm durchgefiihrt. Die Messer-
gebnisse dieser automatisierten Doppelbestimmung wurden in MS Excel transferiert
und hier iiber ein Visual-Basic-Script (PD Dr. Adamietz) eine Regressionsanalyse
durchgefiihrt.

Glykosaminoglykanbestimmung

Die Bestimmung der Glykosaminoglykane erfolgte in 96-Well-Platten. In diese wurde
zundchst 100ul/Well aqua dest. vorgelegt. Die erste Zeile wurde dann mit 100u1 der
wie in Abschnitt 3.2.10 verdauten Probe beschickt, anschliefSend Pipettieren einer Ver-
diinnungreihe. Als Standard diente Chondroitinsulfat (500%). Anschliefsend wurde
jedes Well mit 150u1 Dimethylmethylenblau-Losung beschickt und tiber 30 Sekunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktionsmessung erfolgte im Photometer bei
einer Wellenldnge von 530nm, die Auswertung der Daten erfolgte analog der DNA
Messung.
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3.2.11 Westernblotting
Probenaufbereitung

Die in den Eppendorf-Tubes befindlichen Proben wurden zunédchst mit 5001 Guanid-
inhydrochlorid 2 Stunden bei 60°C inkubiert. Anschliefsend erfolgte die Zugabe von
50u1 Dithioreitol und weitere Inkubation iiber 30 Minuten. Dann Zugabe von 501
10%iger Essigsdure und 50ul Jodacetamid-Losung (JAA). Vor dem Blotten wurden
die Proben durch Dialysieren entsalzt. Als Dialyselosung diente 500ml 6M Harnstoff,
dem jeweils vor Gebrauch je 2,5ml einer 0,1M Phenylmethylsulfonfluorid-Lésung
(PMSF) in DMSO und 1ml einer 0,1M JAA-Losung in DMSO zugefiigt wurde. Die
dialysierte Probe wurde anschlieflend enthommen und mit 10u1 Methylrot-Losung
versetzt.

Herstellung der Gele

Zur Herstellung des Trenngels wurden 10M Harnstoff (60ml), aqua dest. (17,5 ml),
Eisessig (7 ml) und 50% Acrylamidlosung entgast. Die Polymerisation wurde dann
mit 750u1 10% Ammoniumperoxodisulfatlosung (APS) und 750ul TEMED gestartet,
das Gel mit 50011 0,6% Essigsdure tiberschichtet, Polymerisation iiber 60 Minuten bei
Raumtemperatur. Zur Herstellung des Sammelgels wurden 31,6ml Harnstoff, 13,4ml
aqua dest., 300ul Eisessig, 4ml Acrylamid, 350u1 APS und 3501 TEMED verwendet,
welche iiber 12 Stunden polymerisierten. Eine Reinigung der Gele fand im Anschluss
an die Polymerisation in der Elektrophoresekammer bei 100V {iiber 60 Minuten in
Gegenwart von 0,6% Essigsdureldosung statt.

Elektrophorese

Zur Elektrophorese wurden die Taschen des Gels mit jeweils 10ul der entsalzten
Probe beschickt. Bei jedem Blot liefen zwei Kollagenstandards mit. Nach dem Befiil-
len mit den Proben Anlegen einer Spannung von zunéchst 100V tiber 30 Minuten,
dann 200V tiber 150 Minuten. Blotting in 0,6% Essigsdaureldsung tiber 60 Minuten
bei 80V. Nach dem Blotting zundchst Waschen mit PBS, anschliefSend erfolgte die
Inkubation bei Raumtemperatur iiber 60 Minuten in Blottingpuffer. Als primaérer
Antikorper wurde Anti-Kollagen I bzw. II von der Ziege benutzt, welcher tiber Nacht
inkubierte. Vor der Aufbringung des sekundédren Antikorpers erfolgte das Waschen
der Membran mit Waschpulffer. Inkubation des sekundédren Antikorpers tiber zwei
Stunden bei Raumtemperatur. Hierzu wurde Kaninchen-anti-Ziege-IgG verwandyt.
Dann erneutes Waschen mit Waschputfter (s.o.) iber 5 Minuten und Einlage der Mem-
bran fiir 30 Minuten in Losung mit alkalischer Phosphatase (AP) bei Raumtemperatur.
Vor der Farbung erfolgten zundchst fiinf Reinigungs- bzw. Neutralisationschritte
tiber 5 Minuten bei Raumtemperatur, zundchst dreimaliges Waschen mit Wasch-
puffer, anschlieflend zweimaliges Waschen mit Substratpuffer fiir AP. Abschliefiend
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Inkubation tiber 15 Minuten bei Raumtemperatur in Substratlosung fiir AP. Zum
Schluss Waschen der Blotmembranen in aqua dest. tiber 5 Minuten und Trocknen bei
Raumtemperatur. Das Ergebnis sind Blots wie in Abb. 3.3 dargestellt.

Multimers —

Dimer—» | S_——
¢ — - +—Prokollagen

+—prozessiertes Prokollagen
Monomer ——» .

K P, P,

Abbildung 3.3: Typisches Bandenmuster eines Immunoblots, K= Kol-
lagenstandard (Kollagen I), P1 und P2 sind Proben eines Ausgangs-
wertes vor der Alginatphase (P1) und einer Kontrolle (P2).

Der Blot wurde mit Anti-Kollagen I angefarbt. Es lassen sich hierbei die Banden
des Kollagen Monomers und Dimers beim Standard gut unterscheiden. Bei den hier
mitgelaufenen Proben ist deutlich der Nachweis von Prokollagen und dem prozessier-
ten, damit kleineren und somit weiter von der Startposition entfernteren Prokollagen
sichtbar. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Bandenmuster von Degrada-
tionsprodukten unterhalb des Monomers bei der Nachbearbeitung meist entfernt. Zu
den an den jeweiligen Tagen durchgefiihrten Elektrophoresen sind im Ergebnisteil die
Immunoblots der Standards geschnitten worden, pro durchgefiihrter Analytik immer
ein Standard. Da die Gele mit sieben Fiachern bei zwei Standards immer nur Platz fiir
tiinf Proben haben, befinden sich bei einigen an einem Tag durchgefiihrten Analysen
die Kontrollen nicht auf dem gleichen Gel wie die Probe. Um Proben vergleichen zu
konnen, werden daher immer die auf dem Gel mitgelaufenen Standards dargestellt.
Bei den Versuchen 4.1.2, 4.1.3 und 4.1.4 fiihrt dies zu den gleichen Immunoblots bei
der Kontrolle.

3.2.12 Verarbeitung der Immunoblots

Die in dieser Arbeit gezeigten Blots wurden mit einem handelsiiblichen Flachbett-
scanner bei 600dpi gescannt. In einer Bildnachverarbeitung wurden gegebenenfalls
die Kollagenstandards neben die entsprechenden Proben geschnitten, um eine bessere
Ubersicht zu erreichen. Eine digitale Nachbearbeitung erfolgte zur Optimierung des
Ausdrucks auf Papier.
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3.2.13 Statistik

Die Stichprobenanzahl (n) betrug mindestens 5. Die statistische Auswertung der
GAG/DNA Werte erfolgte mit dem Programm StatView 5.0. Zur Beschreibung der
kontinuierlichen Variablen wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berech-
net. Bei den unabhéngigen Stichproben wurde zur Bestimmung der Signifikanz
von Mittelwertunterschieden bei mehr als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis-H-Test
durchgefiihrt. Bei festgestellter Signifikanz zwischen zwei Gruppen wurde der Paar-
vergleich mit dem Mann-Whitney-U-Test fiir unabhédngige Stichproben eingesetzt.
Als graphische Darstellung wurde eine Balkengraphik gewdahlt, der Fehlerbalken ist
die Standardabweichung vom Mittelwert. Die Graphen wurden mit dem Programm
SigmaPlot erzeugt.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Einsatz der Alginatkultur zur Untersuchung der
Wirkung verschiedener Zytokin-Kombinationen auf die
Redifferenzierung dedifferenzierter humaner Chondrozyten

Frisch isolierte humane Chondrozyten verlieren ihren differenzierten Phanotyp bei
Vermehrung in vitro durch konventionelle Monolayer-Technologie mit fortschreiten-
der Passagierung. Nach sechs bis acht Passagen sind die verbliebenen differenzierten
Zellen praktisch nicht mehr nachweisbar (Feyerabend 2003). Auferlich erkennbar ist
diese Verdnderung durch eine gednderte Morphologie der Zellen hin zu einer fibro-
blastoiden Struktur, wie in Abb. 3.1 dargestellt. Zur biochemischen Charakterisierung
wird der Verlust zur Bildung knorpelspezifischer Glykosaminoglykane (GAG), sowie
die Expression des fiir hyalinen Knorpel typischen Kollagens Typ II herangezogen.
Bei Schweinechondrozyten gelingt die Wiedererlangung des differenzierten Phiano-
typs wahrend einer mehrwochigen Behandlung der Zellen in einer Alginat-Kultur
unter der synergistischen Wirkung der Zytokine IGF-I und TGF-B;. Dabei erfiillt
der reversible Einschluss der Zellen in ein Gel zwei Aufgaben: Einerseits schirmt er
die Zellen vor den mitogen wirkenden Kontakten mit den Wéanden der Zellkultur-
schalen ab und andererseits verhindert er die unerwiinschte vorzeitige Induktion
der Chondrogenese durch Zell-Zell-Kontakte. Fiir die folgenden Untersuchungen
zur redifferenzierenden Wirkung verschiedener Zytokin-Kombinationen wurden in
Alginatgel eingeschlossene humane Chondrozyten nach achtfacher Passagierung
eingesetzt.

4.1.1 Der Einfluss einer Kombination von IGF-1 und TGF-3; auf
die Redifferenzierung von humanen Chondrozyten

Dedifferenzierte humane Chondrozyten wurden nach achtfacher Passagierung zur
in vitro Vermehrung in ein Alginatgel eingebettet und fiir 28 Tage in Gegenwart
der beiden Zytokine IGF-I und TGF-g; kultiviert. Dabei wurde gleichzeitig der
Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase in diesem und allen folgenden Experimenten
auf 5% O; reduziert. Um den Effekt auf die Redifferenzierung zu bestimmen, wurden
die gebildeten Pseudochondrone nach jeweils 0, 14, 21 und 28 Tagen zur Analyse der
Bildung von GAG und Kollagen isoliert.

Wie in Abbildung 4.1 erkennbar, steigt der GAG-Gehalt mit zunehmender Kultur-
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Abbildung 4.1: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
7,14 und 28 Tagen einer Redifferenzierung in Alginat.

dauer deutlich an. Dabei scheint die letzte Woche einen besonders grofien Zugewinn
zu bringen. Allerdings betrifft dieser Effekt vor allem den Anstieg der absoluten
GAG-Menge, nicht aber die Syntheseleistung der einzelnen Zelle. Fiir letzteres ist der
sogenannte GAG-DNA-Quotient (GDQ) ein geeignetes Maf3. Die geringere Zunahme
des GDQ ldsst darauf schliefSen, dass die starkere GAG-Bildung besonders in der
vierten Woche auf einer parallel einsetzenden spaten Zellvermehrung beruht.

Mit Hilfe der semiquantitativen Immunoblot-Analyse (Abb. 4.2) wird die erwartete
Bildung von Prokollagen fiir beide Kollagentypen beobachtet, eine Zeitabhidngig-
keit allerdings nur fiir den Typ II. Fiir die am ldngsten kultivierten Proben fallt
der Test negativ aus. Dies kann die Folge eines hydrolytischen Abbaus sein. Auch
eine fehlerhafte Analytik kann nicht sicher ausgeschlossen werden. Am wahrschein-
lichsten ist die begrenzte Haltbarkeit der Alginat-Beads, die zu einem Zellverlust
durch mechanische Beanspruchung beim wiederholten Mediumwechsel fiihrt. Um
diesen moglicherweise rein methodischen Fehler kiinftig zu vermeiden, wurde die
Dauer der Alginatphase fiir die folgenden Untersuchungen auf 21 Tage begrenzt.
Damit wird gleichzeitig der Einfluss der in der vierten Woche stirker einsetzenden
Zellvermehrung auf das Ergebnis reduziert.

34



Ergebnisse

Anti-Kollagen | Anti-Kollagen |

Dimer ——» - +— [Dimer

Frokollagen - p- +—Frokollagen
Monomer ——» = - +— Monomer
Abbauprodulkte { }ﬂxbbauprodul{te

K1 14 21 28 K2 14 21 28

Abbildung 4.2: Kollagen Blot von (Pseudo) Chondronen nach der
Alginatphase. K1= Kollagen Typ I, K2= Kollagen Typ II. 14,21,28=
Laufzeit in Tagen. Links Farbung mit Anti-Kollagen I, rechts mit
Anti-Kollagen II.
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4.1.2 Der Einfluss verschiedener Konzentrationen von IGF-I

Um die Abhédngigkeit der Redifferenzierung von IGF-I zu iiberpriifen, wurden de-
differenzierte humane Chondrozyten in Alginat eingeschlossen und fiir 21 Tage bei
Zytokin-Konzentrationen von 0 bis 2004 kultiviert. Das in Abbildung 4.3 dargestell-
te Ergebnis lasst erkennen, dass die GAG-Syntheserate bis zu einer Konzentration
von 100 25 IGF-I dosisabhingig ansteigt. Dabei liegt das Ergebnis der niedrigsten
Konzentration (10 2§ IGF-I) schon signifikant hoher als die Kontrolle ohne Zusatz
des Zytokins. Der GDQ zeigt eine dhnliche Entwicklung, was darauf hindeutet, dass
Zellvermehrung und Zellverluste wiahrend der 21-tdgigen Kultivierung nicht storend
in Erscheinung treten. Nicht in dieses Bild zu passen scheint das Ergebnis, welches
mit der hochsten Zytokin-Konzentration (200 % IGF-I) ermittelt wurde. Denn im
Durchschnitt aller Analysen wurde hier ein Abfall beobachtet. Zwar ist denkbar, dass
schon bei 100 % ein Sattigungswert erreicht wurde, doch erklirt dies keine Abnahme
sowohl der absoluten wie der relativen GAG-Menge (GDQ). Eine plausible Erkldrung
konnte nicht gefunden werden.

140 25

EZZ2 GAG[ug]
120 1 GAG/DNA l

F 20

100 4

I T

60 A
- 10

40

L5
. T%
0 1 T T 0

Anfang  Kontrolle 10ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 200ng/iml

GAGIug]
GAG/DNA

Abbildung 4.3: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzierung in Alginat unter 5% Sauerstoff, Stan-
dardmedium mit Zusatz von IGF-I in £, Kontrolle= 0 28 IGF.

Die Analyse der Kollagenbildung mit Hilfe des Immuno-Blot-Verfahrens (Abb.
4.4 und 4.5) lieferte fiir die beiden Kollagentypen leicht unterschiedliche Ergebnisse.
Wiéhrend Kollagen Typ I praktisch unabhédngig von der Zytokin-Zugabe gebildet zu
werden scheint, vermogen die Zellen in Abwesenheit und bei zu niedrigen Konzentra-
tionen von IGF-I (10 2%) keine nachweisbaren Mengen von Kollagen Typ II zu bilden.
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Ferner ist ein Anstieg tiber die bei 50 % IGF-I beobachtete Kollagenbildungsrate
bei weiterer Erhthung auf 100 und 200 2£ nicht zu beobachten. Bemerkenswert ist
ebenfalls, dass sowohl beim Kollagen Typ I wie auch beim Typ II in Gegenwart
dieses Zytokins stets das fertige Kollagen als Monomer mit geringen Anteilen des
Dimers gebildet wird. Nur zu Beginn der Kultivierung wird eine geringe Menge des
Kollagens Typ I als Prokollagen nachgewiesen (A in Abb. 4.4).

Anti-Kollagen |
— >
+«—Dimer
Dimer ——» S - «—Prokollagen
v - «— Monomer

Frokollagen-—» ﬂ
=Y N el

Monomer — S

K1 A C{0ngfml) K1 10ng/ml 50ng/ml 100ng/ml 200ng/ml

Abbildung 4.4: Einfluss der IGF-I Konzentration auf die Kollagensyn-
these von (Pseudo)Chondronen nach 21-tdgiger Redifferenzierung
in Alginat. K1=Kollagenstandard Typ 1, C=Kontrolle mit O% IGE,
A=Anfang. IGF-T in 5.

Zusammengefasst fiihrt die Supplementierung des Kulturmediums mit IGF-I als
einzigem Zytokin bei niedrigen Konzentrationen zu einer dosisabhédngigen Synthese
von Glykosaminoglykanen und in geringerem Mafle auch zur Stimulierung der
Bildung von Kollagen Typ II. Eine nennenswerte Beeinflussung der Zellproliferation
wird nicht beobachtet.
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Anti-Kollagen Il

Dimer

Dimer
Prokollagen Prokollagen
fonomer Monomer

K2 A C{0ng/ml) K2 10ng/ml 50ng/ml 100ng/ml - 200ng/mi

Abbildung 4.5: Einfluss der IGF-I Konzentration auf die Kollagensyn-
these von (Pseudo)Chondronen nach 21-tdgiger Redifferenzierung
in Alginat. K2=Kollagenstandard Typ 2, C=Kontrolle mit 075 IGF,
A=Anfang. IGF-I'in ;5.
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4.1.3 Der Einfluss von TGF-p; auf die Redifferenzierung
humaner Chondrozyten

Um die Moglichkeit der Redifferenzierung mit Hilfe von TGF-f; zu tiiberpriifen,
wurden in vitro {iber acht Passagen vermehrte humane Chondrozyten in Alginatgel
eingeschlossen und in Gegenwart steigender Konzentrationen von TGF-p; fiir 21
Tage kultiviert. Auch hier wurde der Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase wieder
bei 5% O, gehalten.

Die Auswertung des GAG- und DNA-Gehalts der Proben ohne Zytokinzusatz
(Kontrolle) ergab den hochsten Anstieg wihrend der 21-tdgigen Kultivierung. Demge-
geniiber scheint die Anwesenheit von TGF-p; deutlich hemmend zu wirken. Weiterhin
ist auch bemerkenswert, dass im Rahmen der gewdhlten Konzentrationen zwischen 1
und 8 78 TGF-p; keine Dosisabhingigkeit erkennbar ist (Abb. 4.6).

30 10

25 GAG

[ GAG/DNA | 5
20 - l

GAG[ug]
SH
N

NH

GAG/DNA

lalddE®

Anfang  Kontrolle 1 ng/ml 2 ng/ml 4 ng/ml & ng/ml

Abbildung 4.6: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzierung in Alginat unter Supplementierung von
TGF-B; in verschiedenen Konzentrationen. TGF-B; in -$; Anfang=
Ausgangswert vor der Alginatphase; Kontrolle mit 0% TGF-B;.

Die semiquantitative Auswertung der Kollagengehalte durch Immuno-Blot-Analyse
weist im Gegensatz dazu darauf hin, dass TGF-f; die Synthese beider Kollagentypen
zu steigern vermag, wobei die hochste Zytokin-Konzentration auch die deutlichsten
Effekte zeigt. Dabei werden leichte qualitative Unterschiede beobachtet. Wie die Dar-
stellung der Ergebnisse in Abbildung 4.7 zeigt, bewirkt TGF-p; beim Kollagen Typ I
die vermehrte Bildung von Prokollagen, Kollagen-Monomer und -Dimer, wahrend bei
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Typ Il vor allem die Monomer-Bildung von der Zytokin-Behandlung zu profitieren
scheint (Abb. 4.8).

Anti-Kollagen |
— . ‘-ﬁ‘
—— — e — —— — i +«—Dimer
ey . | "'-""}-—Prokolla
< gen
Prokollagen—»{ v - B
MONOIMEr ——» w— . — = B« nonomer

k1 A C{Ong/ml) K1 Tnagfml 2ngiml dng/ml gng/ml

Abbildung 4.7: Einfluss von TGF-B; auf die Kollagensynthese von
(Pseudo)Chondronen nach 21-tigiger Redifferenzierung in Algi-
nat unter Supplementierung verschiedener TGF-f; Konzentratio-
nen. Kl1=Kollagenstandard Typ 1, C=Kontrolle mit 0% TGF-4,
A=Ausgang vor der Redifferenzierung. TGF-B; in 3£.

Anti-Kollagen |
Dimer. -
Prokollagen —» e }4—Prokol|agen
e ap e - B 1 «——Monomer
K2 A CiOng/ml} K2 Tng/ml 2ng/ml dng/ml  8ng/ml

Abbildung 4.8: Einfluss von TGF-f; Konzentration auf die Kollagen-
synthese von (Pseudo)Chondronen nach 21-tdgiger Redifferenzie-
rung in Alginat unter Supplementierung verschiedener TGF-; Kon-
zentrationen. K2=Kollagenstandard Typ 2, C=Kontrolle mit 0% TGEF-
B1, A=Ausgang vor der Redifferenzierung. TGF-B; in 5.

Wie zu erwarten, konnte fiir den Kollagen Typ II keine Anfarbung mit den ein-
gesetzten dedifferenzierten Zellen erzielt werden (A in Abbildung 4.8), wohl aber
mit einer Kontrolle ohne Zytokine. Zum Vergleich ist das Ergebnis der Untersu-
chung dieses Effektes auf die Ausgangszellen von IGF-I aus Abbildung 4.5 hier noch
einmal wiedergegeben. Da die Intensitdt der Immunoanfarbungen verschiedener
Experimente schwankt, lassen sich die beiden Blots nicht quantitativ vergleichen.
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4.1.4 Der Einfluss von PDGF auf die Redifferenzierung humaner
Chondrozyten

Um die Moglichkeit der Redifferenzierung durch PDGEF-BB allein zu tiiberpriifen,

wurden iiber acht Passagen dedifferenzierte humane Chondrozyten in Alginat einge-

bettet und fiir 21 Tage bei verschiedenen Konzentrationen des Zytokins PDGF-BB
bei 5% O; kultiviert. Wie Abbildung 4.9 zeigt, wird die GAG-Synthese wahrend

120 25

GAG[ug]
100 { | 3 GAG/DNA

- 20
80 -

T l L 15
60 -

40 A

-5
0 rlr;l;? ! ’_‘l: 0

GAG [ng]
GAG/DNA

Anfang  Kontrolle 1 ng/ml 2ng/ml 4 ng/ml 8 ng/ml

Abbildung 4.9: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzierung in Alginat unter Supplementierung von
PDGF-BB in verschiedenen Konzentrationen. PDGF-BB in % ; An-
fang= Ausgangswert vor der Alginatphase; Kontrolle mit 023 PDGF-
BB. PDGF-BB in 3£.

der 21-tdgigen Kultivierung bereits ohne Zusatz eines Zytokins (Kontrolle) leicht
gesteigert. Die stufenweise Erh6hung der PDGF-BB-Konzentration von 0 bis auf 8 7%
bringt einen weiteren Zusatz, der nicht eindeutig dosisabhidngig ist. Die auf den
DNA-Gehalt bezogenen Werte (GDQ) liefern kein signifikant anderes Bild, was gegen
Storungen durch Zellverlust oder Zellvermehrung spricht.

Die Analyse der Kollagensynthese mit Hilfe des Immuno-Blot-Verfahrens (Abb.
4.10 und 4.11) fiihrte bei den beiden untersuchten Kollagentypen zu geringfiigig
unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend die Bildung des Kollagen Typ I kaum durch
die Gegenwart von PDGF beeinflusst zu werden scheint, wird fiir den Kollagen Typ II
eine leicht mit der Dosis ansteigende Syntheserate beobachtet. Die intensivste Bande
wird bei der hochsten Konzentration beobachtet. Die ausbleibende Anfarbung beim
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Anti-Kollagen |
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Abbildung 4.10: Einfluss von PDGF-BB auf die Kollagen Typ I Synthe-
se von (Pseudo)Chondronen nach 21-tagiger Redifferenzierung in
Alginat unter Supplementierung verschiedener PDGF-BB Konzentra-
tionen. K1=Kollagenstandard Typ 1, C=Kontrolle mit 0% PDGEF-BB,
A=Ausgang vor der Redifferenzierung. PDGF-BB in .

Anti-Kollagen |
Dimer—» ! - <«—0Dimer
Prokollagen——» —— 2 e «—Frokollagen
Monomer —» R —— ‘ Méntrier
K2 A COngiml) K2 1ng/ml  2ngiml  4ngiml  8ng/ml

Abbildung 4.11: Einfluss von PDGF-BB auf die Kollagen Typ II Syn-
these von (Pseudo)Chondronen nach 21-tagiger Redifferenzierung in
Alginat unter Supplementierung verschiedener PDGF-BB Konzentra-
tionen. K2=Kollagenstandard Typ 2, C=Kontrolle mit 0% PDGE-BB,
A=Ausgang vor der Redifferenzierung. PDGF-BB in 3.

Ansatz mit 4 -8 wurde moglicherweise durch einen technischen Fehler verursacht.
Ein qualitativer Vergleich zeigt ebenfalls leichte Unterschiede: Wahrend die Synthese
des Kollagens Typ II nur das unfertige Produkt Prokollagen liefert, erscheint der
Typ I bereits im wesentlichen als fertiges Monomer und Dimer.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Redifferenzierung unter dem Einfluss

von PDGF-BB auch bei allen drei untersuchten Parametern zu unterschiedlichen
Effekten fiihrt.
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4.2 Einfluss der kombinierten Zytokine

4.2.1 Der Einfluss des kombinierten Einsatzes von PDGF,
TGF-B; und IGF-1 (PIT) auf die Redifferenzierung von

humanen Chondrozyten

Einzeln eingesetzt zeigten alle drei Zytokine sehr differenzierte Effekte auf die GAG-
und Kollagensynthese wihrend der Redifferenzierung der humanen Chondrozyten.
Mit dem kombinierten Einsatz sollte herausgefunden werden, ob sich das Resultat
durch synergistische Effekte optimieren lasst. Zu diesem Zweck wurden die Chon-
drozyten wie beschrieben dedifferenziert und anschlieffend fiir 21 Tage in Alginat
in Gegenwart verschiedener Zytokin-Kombinationen kultiviert. Dabei wurden fiir
die Zytokine jeweils die Konzentrationen gewdhlt, fiir die im Einzelnen bereits gute
Ergebnisse erzielt werden konnten: PDGF: 4:2; IGF-I: 100:5; TGF-B;: 102£.
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Abbildung 4.12: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzierung in Alginat, supplementierte Faktoren
PDGF-BB 478, IGF-I 10028 und TGF-B; 1028 in Kombination. A=
Ausgangwert vor der Redifferenzierung.
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Die Ergebnisse der Analyse der absoluten und DNA-bezogenen GAG-Werte
sind in Abbildung 4.12 wiedergegeben. Die auf den DNA-Gehalt bezogene GAG-
Syntheseleistung ist beim alleinigen Einsatz von PDGE-BB ebenso hoch, wie in der
Kombination mit IGF-I und hoher als in allen Kombinationen, die TGF-; enthalten.
Dies scheint den bereits vorher beobachteten, offensichtlich hemmenden Effekt dieses
Zytokins zu bestédtigen. Bemerkenswert ist aber auch, dass IGF-I allein einen stéarker
stimulierenden Effekt auf die GAG-Synthese zu haben scheint als in Kombination
mit PDGF-BB. Eine Synergie wird in dieser Kombination nicht beobachtet, eher
eine Deckelung durch PDGF-BB. Alle Zytokine gemeinsam fiithren zu einer leichten
Hemmung im Vergleich zum optimalen Ergebnis.

Anti-Kollagen |
K1
Dimer—» E <«—— Dimer
Prokollagen —» <«—— Prokollagen
Monomer —» <«—— Monomer
PDGF 4 ngfml - + + + +
IGF 100 ng/ml - - + - +
TGF 10 ng/ml - - - + +

Abbildung 4.13: Kollagen Blot von (Pseudo)Chondronen nach 21-
tagiger Redifferenzierung in Alginat, supplementierte Faktoren
PDGF 4%, IGF-1 100%, TGF-B4 10%, K1= Kollagen I Standard.

Hinsichtlich der Beeinflussung der Kollagenbildung werden etwas deutlichere
Unterschiede festgestellt. Wahrend die Bildung des Kollagens Typ I am meisten von
der Kombination aus PDGF-BB und IGF-I zu profitieren scheint, wird die Bildung
von Kollagen Typ II deutlich am besten bei Prasenz aller drei Zytokine unterstiitzt
(Abb. 4.14). In beiden Fallen werden préferentiell die unfertigen Prokollagen-Formen
gebildet.
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<«——Dimer

<«—— Prokollagen
<+«——NMonomer

Anti-Kollagen I
K2
Dimer—
Prokollagen —»

hMonomer ——» "
PDGF 4 ng/ml - + + +
IGF 100 ng/ml - = + -
TGF 10 ng/ml - - = +

Abbildung 4.14: Kollagen Blot von (Pseudo)Chondronen nach 21-
tagiger Redifferenzierung in Alginat, supplementierte Faktoren
PDGF 4:£, IGF-I 10055, TGF-B1 1075, K2= Kollagen II Standard.
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4.2.2 Der Einfluss verschiedener TGF-p;-Konzentrationen in
Gegenwart von IGF-1 und PDGF-BB auf die
Redifferenzierung humaner Chondrozyten

Um festzustellen, ob der divergierende Effekt von TGF-p; auf die Kollagen- und
GAG-Bildung in dedifferenzierten humanen Chondrozyten moglicherweise durch
Herabsetzung der Konzentration des Zytokins abgeschwicht werden kann, wurde
eine Konzentrationsabhidngigkeit von TGF-f; neben konstanten Konzentrationen
der beiden anderen Zytokine IGF-I und PDGF-BB untersucht, letzteres in einer
niedrigeren Konzentration als in Versuch 4.2.1.
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Abbildung 4.15: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzierung in Alginat, Variation der supplemen-
tierten TGF-B; Menge mit PDGF-BB 2% und IGF-I 100% ; A= Aus-
gangswert vor der Redifferenzierung.

Das Ergebnis der GAG-Analyse ist in Abbildung 4.15 dargestellt. Man erkennt,
dass die Kombination mit der niedrigsten TGF-f1-Konzentration zur hochsten GAG-
Syntheserate fiihrt. Im Vergleich zur Kontrolle ohne TGF-B; wird eine leichte Stei-
gerung der zellbezogenen Syntheseleistung (GDQ) beobachtet, wahrend diese mit
ansteigender TGF-B;-Konzentration iiber 1 7& hinaus dosisabhingig bis unter die
Leistung der nur mit IGF-I und PDGF-BB behandelten Zellen (Kontrolle) abfallt. Et-
was anders sieht es aus, wenn man die absoluten Syntheseleistungen betrachtet. Hier
liegt die GAG-Bildung auch bei der hochsten TGF-p;-Konzentration noch signifikant
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tiber der Leistung der Kontrolle. Als Erklarung muss angenommen werden, dass

TGF-B; in diesem Ansatz neben der GAG-Bildung auch die Proliferation der Zellen
zu steigern scheint (mitogener Effekt).

Anti-Kollagen | Anti-Kollagen i
K1 K2
- —
- oalilly “. - ‘)

Dimer—— — — — — — ; =2 r <—— Dimer
Prokollagen— == = - = “ ' <«— Prokollagen
Monomer —» e e G S A — <«——NMonomer

eoe—
ToFsingm - | - | 1 5 | 10 |20 = N 5 |10 |20
PDGF-bb 2ng/ml - + + + + + - + + . + +
IGF-1 100 ng/ml - * * * + * s + + + * +

Abbildung 4.16: Kollagenblot von (Pseudo)Chondronen nach 21-
tagiger Redifferenzierung in Alginat, Variation der supplementierten
TGF-B1 Menge mit PDGF-BB 2% und IGF-I 100;%. TGF-B; in 2%,
K1=Kollagenstandard Typ I, K2=Kollagenstandard Typ II, links Anti-
Kollagen Typ I, rechts Anti-Kollagen Typ II.

Hinsichtlich der Kollagensynthese ist sowohl fiir Typ I als auch fiir Typ II eine
dosisabhédngige Steigerung in Gegenwart von TGF-B; neben IGF-I und PDGF-BB

deutlich erkennbar (Abb. 4.16). In beiden Féllen scheinen zudem die Prokollagen-
Formen zu tiberwiegen.
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4.2.3 Zeitliche Limitierung des TGF-Effektes in der Kombination
PIT mit niedriger PDGF Konzentration

Neben einer Herabsetzung der Konzentration ist der zeitlich limitierte Einsatz von
TGF-B1 neben IGF-I und PDGEF-BB eine weitere Moglichkeit, die ,storenden” Effekte
dieses Zytokins in der Kombination zu ddampfen. Daher wurden GAG-Syntheserate
und Kollagenbildung nach 21-tdgiger Kultivierung humaner Chondrozyten in Gegen-
wart von IGF-I und PDGF-BB bestimmt, wahrend TGF-3; nur fiir 7, 14 oder 21 Tage
zugesetzt worden war. Tatsachlich werden von den fiir 7 Tage zusétzlich mit TGF-$;
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Abbildung 4.17: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzierung in Alginat. Supplementierung von TGF-
B1 8% fir 7, 14 und die Gesamtlaufzeit von 21 Tagen, zusétzlich
PDGF 4 % und IGF 100 % ; Anfang= Ausgangswert vor der Alginat-
phase; Kontrolle= keine Faktoren.

behandelten Zellen ebensoviel GAG gebildet, wie in Abwesenheit dieses Zytokins.
Erst bei verlangerter Exposition fiir 14 oder 21 Tage fillt die GAG-Syntheseleistung
wieder ab.

Die Behandlung mit TGF-B; nur in den ersten sieben Tagen scheint auch fiir
die Wirkung auf die Kollagensynthese ein akzeptabler Kompromiss zu sein. Bei
beiden Kollagentypen (Abb. 4.18 und 4.19) scheint die nach siebentdgiger TGF-
B1-Behandlung erreichte Syntheserate auch bei lingerer Behandlung nicht mehr
wesentlich {ibertroffen zu werden.
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Anti-Kollagen |

Dimer Dimer
Prokollagen Prokollagen
Monomer Monomer
TGF 8ng/ml /d - - - 0 7 14 21
PDGF 4ng/ml - - - + + + +
IGF 100ng/ml - - - + + + +

Abbildung 4.18: Kollagenblot von (Pseudo)Chondronen nach 21-
tagiger Redifferenzierung in Alginat. TGF-f; 8.8 Zugabe iiber 7,
14 und 21 Tage, PDGF 4 %, IGF 100 :2, C= Kontrolle ohne Faktoren,
A=Anfangswert vor der Redifferenzierung, K1=Kollagen I Standard.

Dimer : Dimer
Prokollagen Prokollagen
Monomer Monomer

TGF 8 ng/ml /d - - - 0 7 14 21
PDGF 4 ng/ml - - - +
IGF 100 ng/ml - - - + + + &

Abbildung 4.19: Kollagenblot von (Pseudo)Chondronen nach 21-
tagiger Redifferenzierung in Alginat. TGF-B; 828 Zugabe iiber 7,
14 und 21 Tage, PDGF 4 %, IGF 100 %, C= Kontrolle ohne Faktoren,

A=Anfangswert vor der Redifferenzierung, K2=Kollagen II Standard
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4.3 Der Einfluss einer erhhten PDGF-BB-Konzentration in
verschiedenen Zytokinkombinationen auf die
Redifferenzierung humaner Chondrozyten

In den bisher beschriebenen Untersuchungen zeigten sich Hinweise sowohl auf Syn-
ergien, wie auch auf divergierende Einfliisse der Zytokine auf die beiden wichtigsten
Parameter der Redifferenzierung der humanen Chondrozyten, die Synthese von GAG
und Kollagen des Typs II. Dabei hat sich ein Kompromiss als optimal erwiesen,
bei dem die Wirkung von TGF-B; in der Kombination reduziert wurde. Das hier
dargestellte Experiment wurde zusédtzlich mit dem Ziel durchgefiihrt, alternativ die
Wirkung einer selektiv erhohten Konzentration von PDGF-BB zu tiberpriifen. Die
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Abbildung 4.20: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzierung in Alginat. Supplementierung von
PDGEF-BB 8%, IGF 10058 und TGF-B; 825 zum Medium in ange-
gebener Kombination.

Ergebnisse der Analyse der absoluten und DNA-bezogenen GAG-Werte sind in
Abb. 4.20 wiedergegeben. Ubereinstimmend wird der stirkste Effekt von der Kombi-
nation IGF-I/PDGEF-BB ausgeiibt. An zweiter Stelle folgt die Kontrolle, bei der keine
Zytokine eingesetzt wurden und erst an dritter Stelle die Kombination von allen
drei Zytokinen. Die Anwesenheit von TGF-p; fiihrt, wie bereits frither beobachtet,
offensichtlich auch hier zu einer Reduzierung der Syntheseleistung.
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Abbildung 4.21: Kollagen Blot von (Pseudo)Chondronen nach 21-
tagiger Redifferenzierung in Alginat. Supplementierte Faktoren
in Kombination, PDGF-BB 8%, IGF 100% und TGF-B4 8%.
A=Ausgangswerte vor der Redifferenzierung; K1= Kollagen-I Stan-
dard; K2=Kollagen-II Standard; C= Kontrolle ohne Faktoren.

Hinsichtlich der Kollagensyntheseleistung sind die Kombinationen unter Einschluss
von TGF-B; derjenigen ohne dieses Zytokin deutlich iiberlegen. PDGF/IGF bewirkt
die beste GAG-Syntheserate bei der niedrigsten Kollagensynthese, PDGF/TGF die
hochste Kollagenbildung bei der niedrigsten GAG-Bildung. Daher ergibt sich auch aus
dieser Untersuchung die Kombination aus allen drei Zytokinen als bester Kompromiss
hinsichtlich der Syntheseleistung von GAG und Kollagen Typ IL
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4.4 Der Einfluss eines auf 5% erniedrigten
Sauerstoffpartialdrucks auf die Redifferenzierung humaner
Chondrozyten in Gegenwart der Zytokinkombination
IGF-1/TGF-5,/PDGF-BB (PIT)

Die positive Wirkung eines auf 5% reduzierten Sauerstoffpartialdrucks auf die Re-
differenzierung von Schweinechondrozyten war der Grund, warum die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen diese Bedingung als Standard genutzt ha-
ben. Zur Verifizierung dieser Hypothese fiir die Redifferenzierung von humanen
Chondrozyten wurde der Effekt der Kombination aus den drei Zytokinen IGF-I,
TGF-B1 und PDGF-BB im Vergleich zur Kontrolle ohne Zytokinzusatz, mit und ohne
Reduzierung des Sauerstoffpartialdrucks auf 5%, durchgefiihrt. Als Parameter fiir die
Redifferenzierung wurden wieder die Syntheseraten von GAG und Kollagen Typ I
und II bestimmt. Die Ergebnisse finden sich in den Abbildungen 4.22 und 4.23.
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Abbildung 4.22: GAG/DNA Analyse von (Pseudo)Chondronen nach
21-tagiger Redifferenzeriung in Alginat bei 5% bzw. 20% Sauer-
stoff,mit keinen (Kontrolle) bzw. PDGF 8 %, TGF 8 % und IGF
100% (PIT) als dem Medium hinzugefiigten Faktoren.

Man erkennt, dass die absolute und auf die Zellen bezogenen GAG-Syntheseraten

bei dedifferenzierten humanen Chondrozyten erheblich von der Reduzierung des
Sauerstoffpartialdrucks profitieren. Die Uberlegenheit der Kultivierung ohne Zytokine
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entspricht den Befunden der vorhergehenden Experimente.

Anti Kollagen |

Dimer Dimer
Prokollagen Prokollagen
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20%0,| - - + + . .
Anti Kollagen |l
Dimer Dimer
Prokollagen Prokollagen
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5% O, + + - - = a
20%0,| - - + + 3 -

Abbildung 4.23: Kollagenblot von (Pseudo)Chondronen nach 21-
tagiger Redifferenzierung in Alginat unter Substitution von PDGF-BB
828, IGF-1 10058 und TGF-B; 828 (PIT) bei 5% bzw. 20% Sauerstoff,
A= Ausgangswerte vor der Alginatphase, K1=Kollagen-I Standard;
K2=Kollagen-II Standard.

Etwas anders sieht es aus, wenn man den Effekt der Kulturbedingungen auf die Kol-

lagensyntheseraten betrachtet. Hier scheint die Anderung des Sauerstoffpartialdrucks
von 5% auf 20% keine signifikanten Unterschiede zu bewirken. Daneben wird hier der

53



Ergebnisse

Vorteil der Behandlung mit der Zytokinkombination IGF-1/TGF-p/PDGF-BB (PIT)
gegeniiber der Kontrolle offensichtlich fiir beide untersuchten Kollagentypen noch
einmal reproduziert. In dieser Hinsicht entsprechen die Befunde denen des Schweine-
systems. Wahrend die GAG-Synthese von der Reduktion des Sauerstoffpartialdrucks
profitiert, reagiert die Kollagensynthese nicht signifikant auf die Behandlungsunter-
schiede. Damit wird die Behandlung mit einer Kombination aus allen drei Zytokinen

(PIT) noch einmal als bester Kompromiss fiir die Stimulierung der Matrixsynthese
bestatigt.
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4.5 Der Einfluss der Zytokinkombination auf die Matrixsynthese
in der Pelletkultur aus humanen Chondrozyten

Die Bestimmung der Syntheseraten von GAG und den beiden Kollagentypen I und
IT nach Kultivierung in Alginatgel wurde nur hilfsweise als Parameter fiir das Aus-
mafs der erreichten Redifferenzierung herangezogen, um die Einfliisse verschiedener
Zytokinkombinationen zu untersuchen. Als relevantes Mafs fiir die erreichte Redif-
ferenzierung wahrend der 21-tdgigen Kultivierung der im Alginatgel eingebetteten
Chondrozyten kann nur ein Vergleich der Matrixsyntheserate in Pelletkulturen, mit
und ohne vorangehende Redifferenzierung in Alginatgel, gelten.

4.5.1 Der Einfluss der Zytokinkombination
IGF-1/TGF-51/PDGF-BB auf die Matrixsynthese in
Pelletkulturen aus dedifferenzierten humanen
Chondrozyten

Humane artikuldre Chondrozyten (HAC) wurden nach Standardprotokoll (siehe
3.2.2) mit Hilfe der konventionellen Monolayer-Technik vermehrt und trypsiniert.
Anschlieend wurden die Zellen gewaschen und jeweils 10° Zellen zur Pelletkultur
zentrifugiert. Nach zwei Tagen Aggregation wurden die Pellets fiir weitere 21 Tage
bei 20% Sauerstoffanteil in der Gasphase in Standardmedium (siehe 3.1.4) kultiviert.
Wenn angegeben (PIT) wurde die Knorpelbildung durch Zusatz von Zytokinen (8 2§

Abbildung 4.24: Knorpelpellets nach 21 Tagen Pelletkultur in direkter
Chondrogenese mit (PIT) und ohne (Kontrolle) Zusatz von Zytoki-
nen.

PDGE 100 % IGF-I, 8 % TGEF-f1) unterstiitzt. Zur Dokumentation der Ergebnisse
wurden die erzeugten Pellets fotografiert (Abbildung 4.24). Der Einfluss der Zytokin-
kombination war bereits makroskopisch erkennbar. Die mit PIT behandelten Pellets
waren deutlich grofier und fester. Die Kontrolle erschien dagegen wasserhaltiger und
weicher zu sein. Die Proben trockneten unter der Warme der Fotolampe rasch ein.
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Die biochemische Analyse ergab fiir die PIT-Pellets einen signifikant hoheren Ge-
halt an Glykosaminoglykanen und damit auch einen hoheren GAG/DNA-Quotienten
(GDQ) im Vergleich zur Kontrolle und zum Anfangswert. Der deutlich geringere
Anstieg des GDQ im Vergleich zum Betrag der absoluten GAG-Synthese ist wahr-
scheinlich Folge einer Zunahme der Zellzahl wahrend der Chondrogenese.

14 5

1 GAG/DNA
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0 0

Anfang PIT Kontrolle

Abbildung 4.25: Darstellung der GAG/DNA-Quotienten der in 21-
tagiger direkter Chondrogenese gebildeten Knorpelpellets: PIT=mit
Kontrolle= ohne Zusatz von Zytokinen; Anfang = Analyse zu Beginn
der 21-tagigen Chondrogenese.

Eine mit Antikorpern gegen Kollagen Typ I und II durchgefiihrte Immunoblot-
Analyse (Abb. 4.26) offenbarte die Prasenz beider Kollagentypen in den Knorpelpro-
ben. Dabei fielen die Unterschiede zwischen den Zytokin-behandelten und unbehan-
delten Ansédtzen eher marginal aus. Aus den Positionen der Kollagenbanden lasst
sich ableiten, dass die beiden Kollagentypen unabhingig von der Behandlung mit
Zytokinen in unterschiedlicher molekularer Form auftraten. Wahrend die elektro-
phoretische Wanderungsgeschwindigkeit beim Kollagen Typ I eher der des Dimers
entsprach, konnten fiir Kollagen Typ II praktisch ausschlieslich verschiedene Prokol-
lagene nachgewiesen werden. Dies deutet daraufhin, dass die Bildung von Kollagen
Typ I zum Zeitpunkt der Analyse bereits abgeschlossen war, wihrend die des Typs II
gerade begonnen hatte.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass der Einsatz von PIT wahrend der
direkten Chondrogenese in vitro zwar die Bildung der Glykosaminoglykane, nicht
aber die der Kollagentypen I und II zu unterstiitzen scheint.
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Anti-Kollagen | Anti-Kollagen I
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Dimer Prokoll
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Abbildung 4.26: Kollagen Blot der in der Pelletkultur erzeugten Knor-
pelpellets. Mit Wachstumsfaktoren PIT und ohne (C=Kontrolle).
Links Anti-Kollagen I, rechts Anti-Kollagen II. K1, K2=Kollagen
I und II Standards.
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4.5.2 Einfluss der Zytokinkombination IGF-1/TGF-3,/PDGF-BB
auf die Matrixsynthese in Pelletkulturen aus
redifferenzierten humanen Chondrozyten

Um den Effekt der Behandlung der humanen Chondrozyten in Alginatgel in Anwesen-
heit der Zytokinkombination IGF-1/TGF-, /PDGE-BB (PIT) auf die Redifferenzierung
zu {iberpriifen, soll ein Vergleich der Matrixsyntheseraten der behandelten Zellen in
Pelletkulturen durchgefiihrt werden. In vitro iiber acht Passagen vermehrte humane
Chondrozyten wurden, wie unter Versuch 4.4 beschrieben, zur Redifferenzierung in
Alginatgel eingebettet und fiir 21 Tage in An- bzw. Abwesenheit der Zytokinkombina-
tion PIT kultiviert und bei 5% bzw. 20% Sauerstoff redifferenziert. Die anschlieSend
mit Hilfe eines Cat"-Chelators daraus befreiten Zellen (Pseudochondrone) wurden
dann, wie unter 4.5.1 fiir dedifferenzierte Chondrozyten beschrieben, fiir 21 Tage zur
Matrixsynthese in Pellet-Kulturen verwendet. Die im Laufe von 21 Tagen gebildeten
Pellets wurden fotografisch dokumentiert (Abb. 4.27) und vermessen, der GAG und
DNA Gehalt wie beschrieben analysiert. Wie in Abbildung 4.27 zu erkennen ist,
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Abbildung 4.27: Knorpelpellets nach 21 Tagen Chondrogenese und
vorausgegangener 21-tidgiger Redifferenzierung in Alginat bei 5%
bzw. 20% Sauerstoff, ohne (Kontrolle) und mit den Zytokinen PDGF
8%, IGF 100-$ und TGF 8:8 (PIT); exemplarisch sind je zwei Pellets

dargestellt bei n=5 pro Gruppe.

scheint sowohl die Reduzierung des Sauerstoffpartialdrucks auf 5%, wie auch die
Behandlung mit der Zytokinkombination PIT in der Redifferenzierungsphase einen
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stimulierenden Effekt auf die Matrixsynthese in der Pelletkultur zu haben. Die Kon-
trollen ohne Zytokinbehandlung bzw. bei 20% Sauerstoffpartialdruck sind deutlich
kleiner. Ein ganz analoges Ergebnis wurde nach Auswertung der Bestimmung der
absoluten und auf die Zellzahl bezogenen GAG-Gehalte der Pellets erzielt. Das Ergeb-

120 30
GAG[ug] :
100 A [ GAG/DNA - 25
77
80 - - 20
2 2
g 601 kg B F15 &
<
40 - 10

R ‘% E }
0 l'z'}-im - 0

PIT ‘ PIT

’ Anfang ‘ Kontrolle | Kontrolle

5% O, . - + i +

20% O, - + : +

Abbildung 4.28: GAG/DNA Analyse der nach Aggregation von in
Alginat redifferenzierten Chondronen erzeugten Pellets. Angabe des
wihrend der vorausgegangenen Redifferenzierungsphase in Alginat
eingestellten Sauerstoffgehalts in % und den verwendeten Zytokinen
mit keinen (Kontrolle) bzw. PDGF 8 2%, IGF 100:% und TGF 82%
(PIT).

nis ist in der Abbildung 4.28 dargestellt. Die hochste Syntheserate wurde beobachtet,
wenn die Zellen bei reduziertem Sauerstoffpartialdruck mit der Zytokinkombination
PIT behandelt wurden. Die semiquantitative Inmunoblot-Analyse der Kollagentypen
[ und II (Abb. 4.29) lieferte ebenfalls die besten Ergebnisse, wenn die Zellen mit der
Zytokinkombination PIT behandelt worden waren. Dagegen hatte die Reduzierung
des Sauerstoffpartialdrucks auf 5% keinen sichtbaren Effekt. Allerdings scheint die
relativ intensive Anfiarbung der Immunoblots darauf hinzuweisen, dass sich alles auf
deutlich hoherem Niveau abspielt, als bei den bisher prasentierten Ergebnissen.
Diese These wird einerseits unterstiitzt durch einen Vergleich mit dem Ergebnis,
das fiir die Chondrogenese mit dedifferenzierten Chondrozyten erzielt wurde und
in Versuch 4.5.1 dargestellt wurde. Zunachst offenbart die fotografische Dokumen-
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Abbildung 4.29: Kollagen Blot der nach der Redifferenzierung in Al-
ginat durch Chondroneogenese in Pelletkultur erzeugten Pellets;
K1=Kollagen I Standard; K2=Kollagen II Standard; PIT= PDGF
878 IGF 10028 und TGF 8:%.

ml’

tation der Pelletgrofien die Uberlegenheit der Redifferenzierung in Alginat. Unter
den konkreten Bedingungen produzierten die in Alginat differenzierten humanen
Chondrozyten mehr als doppelt so grofie Knorpelproben in der Pelletkultur, wie
die undifferenzierten Zellen. Ahnlich sieht es fiir die GAG-Syntheseraten aus. Die
von den in Alginat differenzierten Zellen erreichten, auf die Zellzahl bezogenen
Syntheseraten (GDQ) tiberstiegen die von undifferenzierten Zellen gezeigten Syn-
theseleistungen um den Faktor sieben (Abb. 4.28 vs. 4.25). Da die semiquantitativen
Immunoblot-Analysen keine quantitativen Schliisse zulassen, sei auf die qualitativen
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Unterschiede hingewiesen. Wahrend die in der Pelletkultur ohne vorhergehende
Redifferenzierung gebildeten Kollagenspezies sdamtlich Prokollagene darstellen, kann
nach der Differenzierung in Alginat ein deutlicher Anteil der Kollagene als Monomer
identifiziert werden. Ein weiterer Hinweis auf die Uberlegenheit der vorhergehenden
Redifferenzierung in der Alginatkultur kann aus dem Vergleich der makroskopischen
Grof3e der gebildeten Knorpelproben abgeleitet werden.
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5 Diskussion

5.1 Zell- und gewebebasierte Therapieansatze

Die etablierten Therapieverfahren mit Anbohrung des subchondralen Knochens (z.B.
Pridie-Bohrung, Mikrofrakturierung) beruhen auf der Induktion einer Defekheilung
mit Bildung von Faserknorpel (Scarring-Reaktion) durch Einwanderung von mesen-
chymalen Stammzellen aus der subchondralen Lamelle. Bei der Behandlung von
Knorpelschédden ist die ACT (Autologe Chondrozyten Transplantation), auch bekannt als
ACI (Autologe Chondrozyten Implantation), mit Zulassung durch den ,Gemeinsamen
Bundesausschuss” (G-BA) zu einer Therapieoption bei Knorpelschdden geworden
und verdrangt die etablierten Verfahren zunehmend. Diese Anerkennung durch die
gesetzlichen Krankenversicherungen ist jedoch an die Erfiillung bestimmter Qualitéts-
kriterien gebunden (modifiziert 2009). So gilt zum Beispiel fiir die Indikationsstellung
bei Schdden am Kniegelenk, dass Achsabweichungen um mehr als 5°, Bandinstabilita-
ten mehr als Grad I (nach Lachmann) und Arthrosezeichen ab Grad II (nach Kellgren
und Lawrence) bei nicht mehr als 10% der behandelten Patienten dokumentiert
sein diirfen (www.g-ba.de 2009). Durch die genannten Indikationskriterien fiir die
ACI werden nach wie vor bestimmte Patientengruppen ausgeschlossen, namentlich
solche mit degenerativer Arthrose, also meist dltere Patienten. Dennoch spricht noch
ein Zeitvorteil fiir die ACIL. Denn bei der ACI kann die Bildung des Ersatzgewebes
unmittelbar nach Implantation der Zellen beginnen, wéihrend sie bei den bisherigen
Behandlungsmethoden vom langsamen Einspriefsen der mesenchymalen Stamm-
zellen in die Defektstelle abhédngig ist. Hinsichtlich des Therapieerfolgs scheint es
allerdings bisher keine grofsen Unterschiede zu geben. In einer Studie von Knutsen et
al. zeigten beide Verfahren nach fiinf Jahren dhnliche klinische Ergebnisse (Knutsen
et al. 2007).

Neben den zellinduzierten Methoden konnte sich die OATS als unmittelbar chirur-
gische Therapie etablieren. Dieses Verfahren verdankt ihren Erfolg hauptsachlich dem
Einsatz bei kleinflichigen, umschriebenen unifokalen Knorpelldsionen, vor allem
im Bereich des Sprunggelenks (z.B. bei osteochondralen Lasionen des Talus) und
des Kniegelenks. Eine Anwendung bei grofiflichigen Defekten ist dabei nur einge-
schrankt moglich. Fiir das hierbei verwendete Verfahren der Mega-OATS geltende
Ausschlufkriterien sind eine generalisierte Arthrose, ligamentére Instabilitidten (des
Kniegelenks) und Patienten {iber 55 Jahre (Brucker et al. 2008). Im Vergleich zu den
zellinduzierten Verfahren gibt es noch einen weiteren Nachteil: Durch die notwendige
Entnahme eines Knorpel-Knochen-Autografts in unmittelbarer Nachbarschaft zur
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belasteten Gelenkfldche wird eine neue Ladsion gesetzt. Sie ldsst sich zwar durch
Induzierung der Bildung von Faserknorpel wieder auffiillen, fiihrt aber langfristig zu
einer verminderten mechanischen Stabilitdt des gesamten Gelenks. Mit der ex vivo-
Herstellung von Knorpel-Knochen-Implantaten verfolgt man im Rahmen des Tissue
Engineering im Grunde das erfolgreiche Konzept der OATS, jedoch unter Vermeidung
des Entnahmeschadens am Rand der Gelenkfldche. Dariiber hinaus bietet dieser
Therapieansatz einen wichtigen Vorteil im Vergleich zu den zellinduzierten Verfahren:
Eine Qualitatskontrolle bzw. -sicherung des ex vivo herzustellenden Knorpelgewebes
erfolgt vor der Implantation. Dies ertffnet erstmals die einzigartige Moglichkeit,
Knorpelschdden nachhaltig zu heilen, was insbesondere jiingeren Patienten mit we-
niger ausgedehnten Defekten zugute kommen sollte. Wahrend bei der ACI/ACT
nach der Transplantation der Zellen kaum noch eine Moglichkeit zur Beeinflussung
der Qualitdt des sich neu bildenden Knorpelgewebes besteht, kann beim Tissue Engi-
neering-Ansatz dafiir gesorgt werden, dass nur biomechanisch kompetenter hyaliner
Gelenkknorpel implantiert wird. Der Vorteil der ACI beschrankt sich dann auf die
Moglichkeit der Behandlung grofiflichiger Defekte.

5.2 Das 3-Phasen-Modell

Der auf den Methoden des Tissue Engineering basierende Therapieansatz ist einerseits
hinsichtlich des Heilungserfolgs deutlich anspruchsvoller als die bisherigen Verfah-
ren, andererseits aber auch hinsichtlich des Aufwands. Das erkldrt, warum es bisher
noch kein Verfahren in der klinischen Anwendung gibt, welches die Transplanta-
tion von ex vivo hergestelltem hyalinem Knorpelgewebe zur Behandlung humaner
Gelenkfldchenschdden erlaubt.

Als Griinde sind verschiedene Probleme bekannt, an deren Losung zurzeit gear-
beitet wird. Sie betreffen die Bereitstellung einer ausreichenden Zahl differenzierter
autologer Chondrozyten des Patienten, die Herstellung des hyalinen Knorpelge-
webes, sowie die nachhaltige Haftung des sich neubildenden Gewebes auf einem
biokompatiblen und biodegradierbaren Trager, um nur einige Beispiele zu nennen.
Am Tiermodell hingegen wurden schon verschiedene Losungsansitze erarbeitet und
teilweise erfolgreich im Tierversuch erprobt. So auch in der Arbeitsgruppe Adamietz
am UKE, in der die experimentellen Arbeiten zu dieser Dissertation entstanden.
Hier gelang die Herstellung von Knorpelgewebe aus in vitro vermehrten Chondrozy-
ten auf einem implantierbaren Biozementtrager im Rahmen eines interdiszipindren
Forschungsprojektes nach dem bereits vorgestellten 3-Phasen-Modell. Die Knorpel-
Tragermaterial-Zylinder wurden in die Kniegelenke von Schweinen (re)implantiert.
Die Ergebnisse des Tierversuchs unterstiitzten die Tragfahigkeit des neuen Konzepts.
Wenn auch neue Probleme sichtbar wurden, konnten doch die wichtigsten Erwar-
tungen erfiillt werden. Die histologischen Untersuchungen lassen erkennen, dass
sich im Laufe eines Jahres an den urspriinglichen Defektstellen im Kniegelenk des
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Schweins hyalines Knorpelgewebe gebildet hatte und mit den Réandern verwachsen
war (Petersen et al. 2008).

Die Etablierung des 3-Phasen-Modells stiitzt sich auf die Beobachtung, dass sich
Chondrozyten im differenzierten Phanotyp allein durch Induzierung intensiver Zell-
Zellkontakte zur Bildung eines hyalinen Knorpelgewebes stimulieren lassen. Dieser
Prozess wird allerdings gestort, wenn eine heterogene Zellpopulation mit signifi-
kantem Anteil dedifferenzierter Zellen eingesetzt wird. Im 3-Phasenmodell soll den
Zellen vor der eigentlichen Chondrogenese in der dritten Phase in einem definierten
Zeitraum Gelegenheit zur moglichst vollstindigen Bildung differenzierter Chon-
drozyten gegeben werden. Dieser zweiten Phase der Redifferenzierung geht eine
ebenfalls zeitlich begrenzte erste Phase voraus, in der die isolierten Chondrozyten
unter optimierten Bedingungen zur Zellteilung stimuliert werden. Die zeitliche Sepa-
rierung der drei Phasen bietet die Moglichkeit, die jeweiligen Zellfunktionen zunéchst
durch Einstellung der dufleren Zellkulturbedingungen wie Monolayerkultur in der
ersten Phase, Alginatkultur in der zweiten und Pelletkultur in der dritten Phase,
zu unterstiitzen. Dariiber hinaus wird vermieden, dass phasenspezifisch zugesetzte
Zytokine die Zellfunktionen in anderen Phasen storen.

5.2.1 Die Randbedingungen fiir die Aufgabenstellung

Bisher scheiterten in der Arbeitsgruppe alle Versuche, ausreichende Mengen differen-
zierter humaner Chondrozyten durch 1:1-Umsetzung der im Tiermodell gesammelten
Erfahrungen zu gewinnen. Zwar erwiesen sich die Proliferationsbedingungen zur
Vermehrung der Zellen in der konventionellen Monolayerkultur mit Unterstiitzung
durch bFGF bei den humanen Chondrozyten als dhnlich effektiv wie bei den Zellen
des Schweins, doch konnte der damit einhergehende Verlust der Eigenschaften des
differenzierten Phédnotyps in der so genannten Re-Differenzierungsphase mit dem
bisherigen Protokoll nicht mehr in ausreichendem Mafie riickgdngig gemacht werden.

Dieses Problem betrifft auch die zellbasierten Therapiekonzepte wie die ACI. Hier
wird das Problem jedoch teils umgangen und teils ignoriert. Frisch isolierte Chon-
drozyten, sogenannte primére Zellen, haben auf Grund ihres Differenzierungsstatus
noch die Fahigkeit zur Bildung hyalinen Knorpelgewebes. Diese Eigenschaft verlieren
sie nicht ploétzlich, sondern erst nach und nach wihrend der ersten drei bis vier
Passagen, die sie zur Vermehrung durchlaufen miissen. Lasst man sich auf einen
Kompromiss ein, indem man die Zellen nur fiir ein oder zwei Passagen proliferiert, ist
nur ein partieller Verlust des Differenzierungsstatus nachweisbar. Diese Beobachtung
ist jedoch statistisch zu verstehen, denn der Verlust betrifft nicht alle Zellen einer
Population in gleichem Mafe. Das heifst, in diesen Zellpopulationen weist ein Teil
der Zellen noch den differenzierten Phanotypus auf, der andere Teil jedoch nicht.
Werden solche heterogenen Zellpopulationen zur Chondrogenese in vivo wie bei der
ACI oder in vitro im Rahmen des Tissue Engineering eingesetzt, ist eine Prognose tiber
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die Qualitdt des gebildeten Knorpelgewebes nicht mehr moglich. Moglicherweise
trdagt dies zu den teilweise wenig zufriedenstellenden Ergebnissen der ACI bei.

Als Modell zur Erkundung neuer Bedingungen fiir die Redifferenzierung dediffe-
renzierter Chondrozyten wurde eine solche heterogene Zellpopulation, wie sie durch
partielle Dedifferenzierung entsteht, als ungeeignet angesehen. Denn eine leichte
quantitative Verschiebung zu Gunsten der differenzierten Zellen einer heterogenen
Population ist darin ungleich schwieriger zu erkennen, als wenn man von einer
vollstandig dedifferenzierten Zellpopulation ausgeht. Um eindeutige Ausgangsbe-
dingungen fiir die experimentellen Untersuchungen zu schaffen, wurden daher nur
Zellen untersucht, wie sie nach acht Passagen erhalten werden.

Wiinschenswert wire sicherlich auch, dass Zellen verschiedener Donoren mit in die
Untersuchungen einbezogen wiirden. Allerdings hitten die damit zu erwartenden
Schwankungen auch eine grofiere statistische Basis erforderlich gemacht, was wegen
der zeitlichen Begrenzung der Arbeit verworfen wurde. Alle Experimente wurden
daher mit den Zellen nur eines Donors durchgefiihrt. Dies minimiert den Einfluss
unabhédngiger Variablen wie Alter und Geschlecht auf die Ergebnisse. Die Wahl
eines jungen Donors bertiicksichtigt dabei den Altersbereich der Zielgruppe eines
zukiinftigen Verfahrens des Tissue Engineering. Die Einschrankung der avisierten
Therapiemoglichkeit auf junge Menschen wurde bewusst gemacht. Inzwischen gibt
es eine Reihe von Hinweisen dafiir, dass das Redifferenzierungspotenzial moglicher-
weise mit dem Alter deutlich abnimmt. Eine wahrscheinlich altersbedingte Differenz
in der Redifferenzierungsleistung von Zellen verschiedener Donoren legte diese Ver-
mutung nahe (Feyerabend 2003). Andere Beobachtungen wiesen auf verminderte
Proliferationsraten bei Zellen von Donoren ab der vierten Lebensdekade hin, ohne
Zusatz von Wachstumsfaktoren (TGF-f, FGE, PDGF-BB) in der Kultur bereits ab
der dritten Lebensdekade (Barbero et al. 2004). Seit langerem ist auch bekannt, dass
sich die Bestandteile der Knorpelmatrix mit dem Alter verdandern. So nimmt die
Grofie der Molekiilekomplexe der Hyaluronsédure beispielsweise mit dem Alter ab
(Kamada et al. 2002). Dazu kommen Hinweise auf ein vermindertes Ansprechen auf
Wachstumsfaktoren bei dlteren Zellen, zum Beispiel auch PDGF (Mishima und Lotz
2008).

5.2.2 Die Alginatkultur als Basis fiir die Redifferenzierungsphase

Die experimentellen Untersuchungen konzentrierten sich auf die Erkundung mogli-
cher Effekte von PDGF auf die Redifferenzierungsphase. Das bedeutet, die erprobten
Protokolle fiir die erste Phase, die Proliferation, und die dritte Phase, die Chon-
drogenese in der Pelletkultur, wurden unverdndert iibernommen. Fiir die zweite
Phase wurde die gesamte Technik der Alginatkultur ebenfalls ohne Verdnderung
tibernommen. Die Eignung der Alginattechnik zur Redifferenzierung von in vitro
proliferierten Chondrozyten hat sich bereits im Tiermodell bewédhrt. Zu den wich-
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tigsten Vorteilen der Alginattechnik zdhlt neben der relativ einfachen Handhabung
vor allem die Moglichkeit des reversiblen Einschlusses der Chondrozyten, denn zur
Erzeugung von transplantationsfahigem Knorpelgewebe miissen die Zellen wieder
aus dem Alginat eluiert werden konnen, um sie anschliefSend in der Pelletkultur
zur Knorpelbildung zu stimulieren. Eingangs wurde bereits erwédhnt, dass allein der
Einschluss der Zellen in das Alginatgel schon den Prozess der Redifferenzierung zu
stimulieren scheint. Moglicherweise ist dafiir die niedrige Zelldichte, das heifit, der
relativ grofie Abstand der Zellen voneinander verantwortlich. Inzwischen konnte
gezeigt werden, dass sich die im Vergleich zur Pelletkultur wesentlich geringere
Anfangszelldichte vorteilhaft auf die Expression von Knorpelmarkern wie SOX9
(Sry-related high-mobility-group box) auswirkt (Bernstein et al. 2009a). Hinsichtlich der
in vitro Erzeugung von Knorpel wird jedoch die Pelletkultur von diesen Autoren
auch als effektiver angesehen (Bernstein et al. 2009b). Damit wird das Konzept der
Trennung der beiden Phasen Redifferenzierung und Gewebeerzeugung in der Chon-
drogenese bestitigt. In diesem Zusammenhang sei noch einmal darauf hingewiesen,
dass nach dem 3-Phasenmodell hergestellte Knorpelimplantate bereits erfolgreich zur
Behandlung von Gelenkfldchenschdden im Tierversuch genutzt wurden (Petersen et
al. 2008).

5.2.3 Die Reduktion des Sauerstoffpartialdrucks wahrend der
Redifferenzierung

Im Rahmen der experimentellen Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Zyto-
kinkombinationen auf die Redifferenzierung humaner Chondrozyten wurden samt-
liche im Tiermodell erpobten Bedingungen konstant gehalten. Dazu gehorte auch
ein im Vergleich zur Aufienluft auf 5% reduzierter Sauerstoffpartialdruck in der
Gasphase. Allerdings wurden in einzelnen Féllen Vergleiche mit reduziertem und
nicht reduziertem Sauerstoffpartialdruck gezogen, um den Effekt zu verifizieren.
Die Idee, dass die Redifferenzierung von Chondrozyten bei vermindertem Sau-
erstoffpartialdruck profitiert, geht bereits auf Beobachtungen aus dem Jahre 1971
zuriick. Brighton und Heppenstall wiesen hier den reduzierten Sauerstoffpartialdruck
im Gewebe als Signal fiir die chondrogene Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen (MSC) nach (Brighton und Heppenstall 1971). Diese Beobachtung wur-
de auch experimentell zur Differenzierung der MSC genutzt (Robinson et al. 1993).
Spéter wurde bekannt, dass die Sauerstoffreduktion in Chondrozytenkulturen auch
unabhédngig von Zytokinen als Redifferenzierungsfaktor fungiert (Domm et al. 2000
und 2002). Bemerkenswerterweise ist der Effekt nur wiahrend der Redifferenzierung
in Alginat und nicht wahrend der Proliferation in Monolayerkulturen nachweisbar.
Andere Autoren konnten dariiberhinaus zeigen, dass die Reduzierung des Sauer-
stoffpartialdrucks neben der Redifferenzierung in Alginat (Malda et al. 2004) auch
einen positiven Einfluss auf die Aufrechterhaltung des differenzierten Phanotyps
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des Chondrozyten unter in vitro-Bedingungen hat (Hansen et al. 2001). Bestatigt
werden diese Beobachtungen durch neuere Untersuchungen, die mit molekularbiolo-
gischen Methoden gewonnen wurden. So lassen sich verschiedene knorpelspezifische
Gene durch einen erniedrigten Sauerstoffpartialdruck aktivieren. Neben Transkrip-
tionsfaktoren wie SOX9 (Lafont et al. 2008) und Zytokinen wie TGF-f (Martin et
al. 2004) sind dies vor allem Kollagen Typ II und verschiedene Metalloproteinasen
(MMPs). Eine zentrale Rolle bei der Steuerung der Differenzierung, Homodstase
und Entwicklung des hyalinen Knorpels nimmt der Hypoxie-induzierte-Faktor (HIF)
ein (Pfander und Gelse 2007, Lafont et al. 2007). Bemerkenswert ist auch, dass die
Reduktion des Sauerstoffpartialdrucks im wesentlichen die Differenzierung der Zel-
len induziert, nicht aber die Synthese von extrazelluldrer Matrix (Egli et al. 2008).
Diese Beobachtungen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit voll bestétigt,
der Sauerstoffpartialdruck wurde deshalb grundsitzlich nur in den Alginatkulturen
reduziert, nicht aber wahrend der Knorpelsynthese in der anschlieSenden Pelletkultur.
Der Effekt der Sauerstoffreduktion wurde im Versuch 4.4 {iberpriift. Der Vergleich
der Analyseergebnisse der Alginatphase und der Pellets nach der Chondrogenese
(Abschnitt 4.5.2) im 3-Phasen-Modell machte diesen besonders deutlich.

5.3 PDGF-Effekte auf die Redifferenzierung in Alginat

Die Idee zur Durchfiithrung der in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen geht
auf verschiedene Beobachtungen von Feyerabend in der Arbeitsgruppe zuriick, die
nahe legten, dass PDGF moglicherweise einen permissiven Effekt auf die Redifferen-
zierung von Chondrozyten hat. Wurden humane Chondrozyten unter anderem in
Gegenwart von PDGF-BB proliferiert, so schienen sie davon weniger wihrend der
Vermehrung als in der spateren Phase der Chondrogenese zu profitieren (Feyerabend
2003). Da dieses Zytokin die Chondrogenese nicht direkt zu stimulieren vermochte,
wurde ein Effekt auf die Redifferenzierung vermutet. So war es das Ziel dieser Arbeit,
den moglichen Einfluss von PDGF-BB in Kombination mit den bisher allein applizier-
ten Zytokinen IGF-I und TGF-g; auf die Redifferenzierung humaner Chondrozyten
mit Hilfe der Alginattechnik zu untersuchen.

5.4 Messmethoden

Bei der Wahl der fiir die Beurteilung der Knorpelbildung geeigneten Parameter
und des geeigneten Zeitpunktes fiir die Messungen im Rahmen der dreiphasigen
Prozedur der Chondrogenese waren einander im Widerspruch stehende Kriteri-
en zu berticksichtigen. Einerseits sollten die Messergebnisse zu einer nachhaltigen
Aussage fiihren, andererseits stand fiir das Untersuchungsprogramm nur ein be-
grenzter Zeitrahmen zur Verfiigung. Hinsichtlich der Wahl der Parameter fiir die
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Chondrogenese wurde entschieden, die zelluldren Syntheseraten der Glykosamino-
glykane spektrophotometrisch und die Kollagenbildungsraten von Typ I und Typ
II-Kollagen semiquantitativ durch Immunoblotting zu bestimmen. Auf die wesentlich
aufwédndigere Analyse der Genaktivitdt mittels der FISH-Technik oder der RT-PCR
verschiedener Proteine einschliefslich SOX9 wurde in diesem frithen Stadium der
Untersuchungen zugunsten eines breiteren Messprogramms verzichtet. Inzwischen
wurde die Technik weiterentwickelt und in anderem Zusammenhang auch auf die
Redifferenzierung von Chondrozyten in Alginatkulturen angewandt (Bernstein 2009a
u. 2009b, Tew et al. 2009). Hinsichtlich der Wahl des geeigneten Zeitpunktes der Mes-
sungen besteht zwar kein Zweifel, dass letztlich nur die nach Abschluss der dritten
Phase der Knorpelbildung durchgefiihrten Messungen zu einer nachhaltigen Aussage
fithren. Doch wiren die aufeinander aufbauenden Versuche bei einer Gesamtdauer
von etwa neun Wochen im Einzelnen im gesteckten Zeitraum nicht durchfiihrbar
gewesen. Als optimaler Kompromiss wurde daher entschieden, den Grofsteil der
grundlegenden Untersuchungen zundchst zeitsparend unmittelbar nach Abschluss
der 21-tagigen Redifferenzierungsphase durchzufiihren, um anschlieflend das so
gewonnene vorldufige Ergebnis durch wenige gezielte Messungen nach Abschluss
der dritten Phase der Chondrogenese zu bestdtigen.

5.5 Hinweise aus der Analyse der Pseudochondrone

Der experimentelle Ansatz, aus der Analyse von Knorpelmarkern unmittelbar nach
der Differenzierungsphase Riickschliisse auf den Erfolg der Differenzierung ziehen
zu konnen, beruht auf der Annahme, dass es neben der Aktivierung von knorpelspe-
zifischen Genen auch schon teilweise zu deren Expression kommt. Unterstiitzt wird
diese Annahme durch die Beobachtung, dass sich wahrend der Redifferenzierungs-
phase von den Zellen peripher deponiertes Material durch spezifische Anfarbung
als glykosaminoglykanhaltig identifizieren lief. Ahnliche Hinweise kommen von
anderen Autoren, die die Alginatkulturtechnik als Alternative zur Chondrogenese in
der Pelletkultur untersucht haben (Bernstein 2009a).

Eindrucksvoll bestatigt wird diese Hypothese schliefdlich durch die Ergebnisse der
zu Beginn dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen. In praktisch allen Fillen, in
denen der Gehalt an Glykosaminoglykanen (GAG) zu Beginn und nach 21-tagiger
Redifferenzierung verglichen wurde, kam es zu einem erheblichen Anstieg (Versuche
4.1 — 4.4). Im einzelnen gibt es dabei auch signifikante zytokinabhidngige Unter-
schiede. Wahrend IGF-I und PDGF-BB deutlich die GAG-Synthese zu unterstiitzen
scheinen, hat TGF-B; generell eine dosisabhédngig hemmende Wirkung. Dabei ist es
besonders bemerkenswert, dass sich dieser negative Effekt auf die GAG-Synthese
beschrankt, wiahrend die Synthese des Kollagens Typ II deutlich von der Gegenwart
dieses Zytokins profitiert. Dieses Verhalten der Chondrozyten ist offensichtlich ein
Spezifikum der Alginatkultur. So wird zum Beispiel in Pelletkulturen ein stimulie-
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render synergistischer Effekt von IGF-I und TGF-B; hinsichtlich der Kollagen- und
GAG-Syntheseraten berichtet (Goepfert 2007, Yaeger et al. 1997). Die hemmende
Wirkung des TGF-p; auf die GAG-Synthese im Alginatgel kann zwar teilweise durch
die Gegenwart von PDGF kompensiert werden, doch werden wiederholt hohere
GAG-Syntheseraten in der Kontrolle (ohne Zusatz von Zytokinen) gemessen (siehe
Versuch 4.3). Versuche, die TGF-f1-Konzentration moglichst niedrig anzusetzen oder
nur fiir eine begrenzte Zeit einzusetzen, fiihrten nicht wesentlich weiter, da diese
mit einer Abnahme der Synthese des Kollagens Typ II einhergingen. Als Fazit fiir
die Analyse der Pseudochondrone kann festgehalten werden, dass auf TGF-$; in
der Redifferenzierungsphase nicht verzichtet werden sollte. Im Sinne einer optima-
len Stimulierung beider Knorpelmarker erwies sich die Kombination aus allen drei
untersuchten Zytokinen (PIT) als am wirkungsvollsten.

Nach Fertigstellung der experimentellen Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde
festgestellt, dass sich inzwischen auch andere Autoren mit dem Einsatz von PDGF
zur Unterstiitzung der Knorpelbildung im Rahmen des Tissue Engineering beschéftgt
hatten. So beschreiben beispielsweise Hsieh-Bonassera et al. die Verwendung von PIT
in einem vergleichbaren Alginatgel-Modell (Hsieh-Bonassera et al. 2009). Wolf et al.
setzen PDGF in Kombination mit TGF-p und bFGF in einem System ein, bei dem
Chondrozyten vor der Pelletkultur in Alginat aggregiert werden (Wolf et al. 2008).

5.6 Effekt der PIT-stimulierten Redifferenzierung auf die
Knorpelsynthese in der Pelletkultur

Wie bereits erwdhnt, konnen die Ergebnisse der Analysen der Pseudochondrone nur
als Hinweise gewertet werden, die einer Verifizierung durch eine Analyse der in der
Pelletkultur gebildeten Knorpelproben bediirfen. Dies ist in Form eines Vergleiches
geschehen und im Abschnitt 4.5 dokumentiert. Um die Bedeutung der Redifferenzie-
rungsphase hevorzuheben, wurde der Effekt der Zytokinkombinationen PIT auf die
Knorpelbildung in Pelletkulturen ohne und mit eingeschobener Redifferenzierungs-
phase gegeniibergestellt. Da in diesem Zusammenhang auch die Reduzierung des
Sauerstoffpartialdrucks eine entscheidende Rolle spielt, wurde auch dieser Parameter
bei der Konzeption des Experiments berticksichtigt.

Zundchst zur Kontrolle ohne gesonderte Redifferenzierungsphase: Der Ansatz
sieht den direkten Einsatz frisch proliferierter Chondrozyten in der Pelletkultur vor,
wie er in der Literatur als Modell zur ex vivo Herstellung von Knorpel empfohlen
wird (Bernstein 2009b) und im Grunde auch den Bedingungen der ACI entspricht.
Im Abschnitt 4.5.1 ist dargestellt, dass die Knorpelbildung wiahrend der 21-tdgigen
Kultivierung deutlich von der Gegenwart der Zytokinkombination profitiert. Die
makroskopische Grofle und der Gehalt an Glykosaminoglykanen hat sich im Vergleich
zur Kontrolle (ohne PIT) anndhernd verdoppelt, die Menge an Kollagen Typ II ist
ebenfalls angestiegen. Da die Chondrogenese in der Pelletkultur im Gegensatz zur
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Redifferenzierung nicht von einer Reduzierung des Sauerstoffpartialdrucks profitiert,
wurde die ,direkte” Chondrogenese beim Sauerstoffpartialdruck der Aufienluft (20%)
durchgefiihrt.

Nun zur Chondrogenese nach gesonderter 21-tdgiger Redifferenzierung: Das in
Abschnitt 4.5.2 dokumentierte Experiment schliefst einen Vergleich mit und ohne
Zusatz der Zytokinkombination PIT, sowie mit und ohne Reduzierung des Sauer-
stoffpartialdrucks ein. Wie bei der ,direkten” Chondrogenese erweist sich der Zusatz
der PIT-Kombination als deutlich stimulierend. Allerdings wirkt sich der PIT-Effekt
auf die makroskopische Grofienzunahme nur bei reduziertem Sauerstoffpartialdruck
aus. Auch die Zunahme der GAG-Syntheserate profitiert starker unter diesen Bedin-
gungen von der Gegenwart der PIT-Kombination. Hinsichtlich der Kollagensynthese
wird fiir den Typ II ebenfalls eine deutliche PIT-abhdngige Zunahme beobachtet, die
allerdings nicht vom gewdahlten Sauerstoffpartialdruck abhingig zu sein scheint. Da-
mit konnten die an den Pseudochondronen erhobenen Befunde zwar im wesenlichen
bestdtigt werden, wenn auch im einzelnen Unterschiede festzustellen sind.

So wird der iiberragende Effekt der Zytokinkombination PIT erst bei der Analyse
der Pellets sichtbar. Bei der Bildung der Pseudochondrone wéahrend der Redifferen-
zierung lag die GAG-Synthese ohne Zusatz der Zytokinkombination PIT noch hoher.
Dies muss letztlich als Warnung verstanden werden, die Ergebnisse der Analysen
der Pseudochondrone wirklich nur als vorldufige Hinweise zu verstehen. Neben
Kollagen Typ II als Marker fiir hyalinen Knorpel wurde stets auch die Bildung des
Typs I mitgemessen, ohne dass daraus wichtige Schliisse gezogen werden konn-
ten. Kollagen Typ I wird in vivo nur dann gebildet, wenn der Knorpel versucht,
mechanische Schdden durch Narbenbildung zu kompensieren, ohne dabei seine bio-
mechanischen Eigenschaften tatsdchlich regenerieren zu konnen (Scarring-Reaktion).
Moglicherweise treten die Signale fiir die Scarring-Reaktion im Rahmen der in vitro
Chondrogenese standig auf. Im Tierversuch hat sich gezeigt, dass sie die Funktionali-
tat der Knorpelimplantate nicht signifikant zu beeintrachtigen scheinen (Petersen et
al. 2008).

Als Fazit der in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen kann die Zytokinkom-
bination PIT ohne Einschrankung zur Unterstiitzung der ex vivo Knorpelbildung
empfohlen werden. Der Vergleich der Ergebnisse mit und ohne gesonderte Rediffe-
renzierungsphase lieferte auf den ersten Blick zwar sehr dhnliche Effekte. Wirklich
wichtig aber sind die deutlichen quantitativen Unterschiede. Um hier tatsdchlich
einem quantitativen Vergleich standzuhalten, wurden fiir die im Abschnitt 4.5.1 und
4.5.2 dokumentierten Daten Zellen aus derselben Zellpopulation verwendet. Damit
ist ein direkter quantitativer Vergleich der GAG-Syntheseraten in der Pelletkultur
ohne und mit gesonderter Redifferenzierung moglich (Abb. 4.25 vs. 4.28). Betrachtet
man nun die auf den DNA-Gehalt der Zellen bezogene zelluldre Syntheseleistung
(GAG/DNA-Quotient), so steigt sie allein als Folge der Redifferenzierung unter den
optimierten Bedingungen von einem Wert von unter zwei auf etwa 14 an. Dieser
rund siebenfache Anstieg dokumentiert besonders eindrucksvoll den Erfolg der
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Anwendung des 3-Phasenmodells zur extrakorporalen Knorpelbildung mit dem
Ziel der Herstellung von Knorpelimplantaten fiir die chirurgische Therapie von
Gelenkflachenschdden bei jungen Patienten.
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6 Zusammenfassung

Gelenkknorpel zeigt bei Verletzung und Degeneration kaum intrinsisches Potenzial
zur restitutio ad integrum. Moderne Therapieverfahren versuchen dieses Defizit durch
Transplantation von autologen Chondrozyten bzw. in vitro generierten Knorpelim-
plantaten zu kompensieren. Beide Therapieansdtze leiden unter dem Mangel eines
Verfahrens zur in vitro Vermehrung isolierter humaner Chondrozyten unter Erhalt
des differenzierten Phanotypus, eine essentielle Voraussetzung fiir die intra- und
extrakorporale Bildung von hyalinem Knorpelgewebe. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde der Versuch unternommen, den wiahrend der in vitro -Proliferation eintreten-
den Verlust der Eigenschaften des differenzierten Chondrozyten (Dedifferenzierung)
durch Kultivierung der Zellen in Gegenwart einer geeigneten Zytokin-Kombination
wieder riickgdngig zu machen (Redifferenzierung). Um die Redifferenzierung ge-
zielt durch Behandlung mit geeigneten Zytokinen unterstiitzen zu kénnen, ohne
gleichzeitig andere zelluldre Leistungen der Zelle, wie Zellteilung und Synthese
extrazelluldrer Matrixkomponenten, zu beeinflussen, wurde in einem sogenannten
3-Phasen-Modell gearbeitet. Es ermoglicht unter anderem die Vermeidung einer vor-
zeitigen Initiierung der Matrixbildung vor Abschluss der Redifferenzierung. Praktisch
wird dies erreicht durch temporare Einbettung der Zellen in ein Alginatgel, was die
Stimulierung der von Zell-Zell-Kontakten abhidngigen Matrixsynthese verhindert.
Es konnte gezeigt werden, dass es mit Hilfe einer Zytokinkombination, bestehend
aus IGF-I, TGF-$; und PDGEF-BB, gelingt, die im Gel eingebetteten Zellen im Laufe
von 21 Tagen soweit zu redifferenzieren, dass sie in der anschliefienden Synthese-
Phase in der Lage sind, deutlich mehr Knorpelmarker zu produzieren als Zellen,
die nicht diesem Differenzierungsprotokoll unterworfen waren. Wahrend mit der
semiquantitativen Immunoblot-Technik ein signifikanter Anstieg von Kollagen Typ 1II
verzeichnet werden konnte, nahm die Syntheserate von Glykosaminoglykanen um
den Faktor sieben zu. Neu ist in diesem Zusammenhang der erfolgreiche Einsatz von
PDGF-BB in Kombination mit den bisher hauptséchlich eingesetzten Zytokinen IGF-I
und TGEF-B, die ohne PDGF-BB bei humanen Chondrozyten nur marginale Effekte
zeigen. Weiterhin wurde erstmals gezeigt, dass der positive Effekt des PDGF-BB auf
die Redifferenzierung nur bei gleichzeitiger Absenkung des Sauerstoffpartialdrucks
auf 5% auftritt. Damit wird die Moglichkeit eroffnet, das am Tiermodell entwickelte
3-Phasenmodell in Zukunft auch fiir die Herstellung von Knorpelimplantaten aus
humanen Chondrozyten junger Donoren zu nutzen.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

aqua dest. destilliertes Wasser

ACT Autologe Chondrozyten Transplantation

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

bFGF Busic fibroblast growth factor

BMP Bone morphogenetic protein

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
DMMB 1,9-Dimethyl-Methlenblau-Chlorid
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal growth factor

EZM extrazelluldre Matrix

FKS fotales Kélberserum

GAG Glykosaminoglykane

GH Growth hormone

GDQ GAG zu DNA - Verhiltnis als Quotient
HEPES 2-[4-(2-Hydoxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsdure
HCh 8 humane Gelenkchondrozyten vom Spender Nr. 8

HIF Hypoxie-induzierter Faktor

ICRS International Society for Cartilage Repair
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Abkiirzungsverzeichnis

IGF-I Insulin-like growth factor I

IGFBP IGF bindende Proteine

IgG Immunglobulin G

JAA Jodacetamid

MACT Matrixassoziierte autologe Chondrozyten Transplantation
MAP Mitogen-activated protein

MMP Matrix Metalloproteinase

mRNA Boten-Ribonucleinsdure

OATS Osteochondral autograft transfer system
PBS Phosphate buffered saline

PZM Perizelluldre Matrix

PDGF-BB Platelet derived growth factor-BB
PGA Polyglycolsdure

PMSF Phenylmethylsulfonfluorid

SMAD Homologe Proteine von ,mothers against decapentaplegic” (MAD) von
Drosophila melanogaster und dem Caenorhabditis elegans Protein SMA. Der Name

enspricht einer Kombination aus beidem.
SOX9 Sry-related high-mobility-group box
TEMED N,N,N’'N’-Tetramethylethylendiamin
TGF Transforming growth factor
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases
TNF - Tumor Nekrose Faktor
TRIS Tristhydroxymethyl)aminomethan

U/min Umdrehungen pro Minute
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