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1 Einleitung

1.1 Einleitung zum Thema

In der orthopadischen Chirurgie nimmt der Stellenwert der Behandlung von
Knorpeldefekten eine immer gréBere Rolle ein. Patienten mit Beschwerden werden
behandelt um Schmerzen zu lindern, aber auch mit dem Ziel einen Defekt wieder zu
beseitigen. Hierzu werden heute verschiedenste Verfahren angewandt, wie zum
Beispiel das Shaving, die Mikrofrakturierung, Knorpelstanzzylinder, die autologe
osteochondrale Knorpeltransplantation (OCT) (Werner et al, 2003) oder die autologe
Chondrozytentransplantation (ACT).

Bei dem Verfahren der autologen Chondrozytentransplantation besteht das Prinzip in
der Vermehrung von dem Patienten entnommenen Chondrozyten in vitro und einer
Reimplantation zur Defekideckung mit dem Ziel der Defektheilung. Als Pioniere auf
diesem Gebiet gelten nach wie vor Peterson und Brittberg. Es werden in einer
sersten” Operation Knorpelzellen aus einem defektfreien Gelenkareal des Patienten
entnommen. AnschlieBend werden die Chondrozyten in vitro kultiviert und vermehrt.
In einer ,zweiten“ Operation wird der Defekt mit einem autologen Periostlappen
gedeckt und die in vitro kultivierten Chondrozyten, in Form einer Zellsuspension,
unter diesen Lappen gebracht.

Studien zufolge (Peterson, 2003), entsprechen die Optik, als auch die Biomechanik
nahezu dem physiologischen hyalinen Knorpelgewebe. Histomorphologisch &hnelt
dieser Knorpel allerdings der Struktur eines Faserknorpels, weshalb man immer noch
von einer Defektheilung sprechen sollte.

Aufgrund dieser Erkenntnisse versucht man den Chondrozyten eine mdglichst
natlrliche Umgebung zu bieten, indem durch ein Kollagengel (Schneider et al, 2003),
eine Kollagenmatrix (MACI) (Behrens et al, 2000) oder durch ein Polymervlies
(Rudert et al, 2003), eine dreidimensionale Umgebung geschaffen werden soll.
Inzwischen werden auch Versuche mit mesenchymalen Stammzellen durchgefiihrt,
um eine Differenzierung der Zellen in Richtung chondroblastarer Zelllinien zu
bewirken (Richter et al, 2002; N&éth, Hendrichs et al, 2002, 2003).

Diese Arbeit beschéftigt sich mit einem Teilgebiet dieses weiten
Forschungsbereiches, der wunter dem Begriff des Tissue Engineering

zusammenzufassen ist.



1.2  Knorpel

Knorpel gehért histologisch Betrachtet zu den Binde- und Stiitzgeweben und
zeichnet sich durch vier charakteristische Eigenschaften aus:

e formgebende Wirkung

e Gewicht zu tragen und Gleitbewegungen zu erméglichen

e Druckelastizitat und

e Schneidbarkeit

Die formgebende Eigenschaft des Knorpels spielt bei der Knochenentwicklung als
Vorlaufer des spateren Knochens eine wichtige Rolle.

Die Fahigkeit Gewicht zu tragen und die spiegelnd glatten Oberflachen der hyalinen
Gelenkknorpel, ermdglichen das Gleiten von Skelettanteilen gegeneinander.

Die hohe Druck- und Zugfestigkeit des Knorpels schafft eine Art StoBdampfereffekt.
Der Knorpel ist in der Lage nach Belastung wieder in seine Ausgangsform
zuriickzukehren (Junqueira et al, 1996).

Morphologisch betrachtet ist Knorpel durch Chondrozyten und, je nach Knorpelart,
durch charakteristische Interzellularsubstanz gekennzeichnet.

Es gibt drei verschiedene Knorpelarten: hyalinen Knorpel, Faserknorpel und
elastischen Knorpel. Im folgendem soll nur auf den hyalinem Knorpel eingegangen

werden.

1.3  Hyaliner Gelenkknorpel

1.3.1 Funktion und Eigenschaften

Hyaliner Knorpel ist die am haufigsten vorkommende Knorpelart im menschlichen
Koérper. Im nativen Praparat erscheint der hyaline Knorpel blaulich-wei3 und zart
durchschimmernd. Er kann als eine Art zusammengesetztes Gel betrachtet werden,
das nur zu 0,01-0,1% (Fassbender et al, 1982) bis 2% (Maroudas et al, 1986) aus
Chondrozyten besteht, die in eine reichhaltige extrazellulare Matrix eingebettet sind,
welche aus Wasser, Glykanen und Kollagen besteht.

Im Embryonalalter bildet er zeitweise das Skelett und wird mit steigendem
Entwicklungszustand in Knochen umgebaut. Zurlick bleibt er zunachst in den



Epiphysenfugen, wo er hauptséchlich dem L&ngenwachstum der Réhrenknochen
dient. Im adulten Organismus kommt der hyaline Knorpel Uberwiegend an
artikulierenden Gelenkoberflachen, der Trachea und Bronchi, sowie am ventralen
Rippenansatz vor.

Kennzeichnende Eigenschaften des hyalinen Knorpels sind seine Druckelastizitat
und seine Zugelastizitat in gewissen Grenzen, unter Beibehaltung seiner Flexibilitat.
Ohne diese Eigenschaften wére das Gewebe nicht in der Lage seinen
Hauptaufgaben im Koérper zu geniigen (Junqueira et al, 1996). Die Dicke des
Knorpels in einem Gelenk variiert je nach Gelenk, sowie interindividuell. So betragt
sie an Fingergelenken ca. 1 mm, am Hdftkopf ca. 2-3 mm und an der patellaren
Gleitflache des Kniegelenks bis zu 8 mm Dicke (Tillmann et al, 1998).

Als Gelenklberzug erfiillt der hyaline Knorpel folgende Funktionen (Poole et al,
1993):

e Schutz des subchondralen Knochens vor Abrieb, Impressionsfrakturen
und anderen Schéaden.

e Verteilung der Druck- und Scherkrafte auf die am Gelenk beteiligten
Knochenstrukturen.

e Verbesserung der Kongruenz der artikulierenden Gelenkflachen

e Herabsetzung des Reibekoeffizienten in Verbindung mit der
Synovialflissigkeit.

Diese fur das Knorpelgewebe typischen Eigenschaften, werden durch chemische
und physikalische Interaktionen der am Gewebeaufbau beteiligten Strukturelemente
gewahrleistet.



1.3.2 Bestandteile

1.3.2.1 Chondrozyten

Ein Chondrozyt ist per Definition eine Zelle, welche ihre umgebende Matrix
produziert oder erhélt. Der am haufigsten vorkommende Chondrozyt ist der im
hyalinen Gelenkknorpel, welcher uns in dieser Studie interessierte (Battmann et al,
2003). Knorpelzellen liegen bevorzugt einzeln oder in kleinen geradzahligen Gruppen
in sogenannten Knorpelhdhlen (Chondrone). Die Zellgruppen entstehen durch Mitose
einer Knorpelzelle und werden deshalb als isogene Gruppen bezeichnet. Innerhalb
einer Gruppe kann man den Reifegrad einzelner Chondrozyten aufgrund ihres
Aussehens unterscheiden.

Die Zellen weisen einen hohen Organellenreichtum, v.a. rauhes endoplasmatisches
Retikulum und groBe Golgi-Apparate, auf, was auf eine hohe Kohlenhydrat- und
Proteinsynthese hinweist und durch die groBe Menge an Proteoglykanen und
Kollagen Typ-Il Produktion bestéatigt wird.

Die Erndhrung der Chondrozyten erfolgt Uber Synovialflissigkeit per diffusionem, da
die Blutkapillaren bereits im Perichondrium enden.

Umgeben werden die Chondrone von Knorpelgrundsubstanz (Matrix) (Junqueira et
al, 1996).

Die Hauptfunktion der Chondrozyten besteht in (Buckwalter et al, 1993):
e Synthese von Matrixmolekiilen
e Ersatz von zugrundegegangenen Makromolekilen
e Variation der Netzwerkzusammensetzung

e Adaptation an veranderte Anspriiche an das Knorpelgewebe

Weiterhin findet man Knorpelzellen wahrend der Knochenentwicklung und
Knochenreparaturvorgéngen. Bei der Knochenentstehung findet man Chondrozyten
bis zum Ende der Knochenentwicklung in den Wachstumszonen der langen
Réhrenknochen. Diesen Prozess bezeichnet man als enchondrale Ossifikation. Nach
Ende des skelettalen Wachstums, kann man Chondrozyten nach Knochenfrakturen
in Kallusgewebe finden (Junqueira et al, 1996).



Chondrozyten folgen einem festgelegten Weg der Differenzierung. Ausgehend von
der Stammzelle verandern sie ihre Morphologie zum friihen Chondroblasten (engl.:
proliferating chondroblast). Seine Hauptaufgabe ist die mitotische Teilung um eine
suffiziente Anzahl an Zellen zu produzieren, die ausreichend extrazellulare Matrix
herstellen. Wenn genug Zellen produziert wurden, entwickelt sich der friihe
Chondroblast zum Matrix produzierenden Chondroblast (engl.: producing
chondroblast). Dieser Zelltyp generiert die Matrix der Gelenkoberflache.
AnschlieBend wird der Chondroblast zum letztendlichen Chondrozyten mit seinem
typischen bizellularen Erscheinungsbild.

1.3.2.2 Knorpelgrundsubstanz

Die auch als Interzellularsubstanz oder extrazelluldre Matrix bezeichnete
Knorpelgrundsubstanz besteht zu 60-70% aus Wasser. Die Trockensubstanz besteht
zu etwa je 40-50% aus Kollagen (im wesentlichen Typ-1l) und Glykanen
(Hyalurons&ure und Proteoglykosaminoglykanen), sowie 10% Mineralien (Junqueira
et al, 1996). Diese Komponenten sind in einem komplizierten Netzwerk aufgebaut,
das die einzigartige Elastizitdt und Festigkeit bewirkt, was fiir die Funktion des
Gelenkes unabdingbar ist. Die Chondrozyten bilden zwei Formen der Matrix: die
territoriale Matrix und die interterritoriale Matrix. Die territoriale Matrix bildet lediglich
eine Art Hof um den Chondrozyten. Sie enthalt typische Matrixkomponenten, die
aber noch nicht in die dreidimensionale Struktur eingebaut sind (Jee et al, 1988). Die
interterritoriale Matrix hingegen ist der Hauptbestandteil des Gelenkknorpels und
enthalt die untereinander verknlpften Kollagene und Proteoglykane, die
Wassermolekille binden. Sie stellt das Endprodukt des Gelenkchondrozyten dar
(Battmann et al, 2003). Die Halbwertszeit der Gelenkmatrix wird auf etwa 100 Jahre
geschatzt (Aigner et al, 2002).

1.3.2.21 Proteoglykane

Proteoglykane bestehen aus einem Protein von ca. 2000 Aminosduren. Dieses
Protein wird als core Protein bezeichnet (Junqueira et al, 1996). An dieses Protein
sind mehrere hundert Glykosaminoglykanketten gebunden, welche zum gréBten Teil
aus repetitiven Disaccharideinheiten (Chondoitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat,



Keratansulfat) zusammengesetzt sind. Die Glykosaminoglykanketten sind so am
core Protein angelagert, das eine flaschenbirstenartige Struktur entsteht (Loffler et
al, 1999). Solch ein Proteoglykanmonomer, mit einem Molekulargewicht von 1,5 -
2,5x1 0° Dalton, wird auch als Aggrecan bezeichnet.

Das Aggrecan ist mittels eines link Proteins an Hyaluronsaure, ein aus
Disaccharideinheiten bestehendes, unverzweigtes Makromolekil, nichtkovalent
gebunden, wodurch ein Proteoglykan-Hyalurosdure-Molekll entsteht, mit einem
Molekulargewicht von bis zu 100x10° Dalton (Junqueira et al, 1996).

Das Hyaluronat und die Proteoglykane schaffen zusammen mit Kollagen ein
dreidimensionales Netzwerk, welches durch Wechselwirkungen zwischen den
unterschiedlich geladenen Aminosaureresten der Kollagene und der Proteoglykane
seine Anordnung erhalt (Loffler et al, 1999).

Da von hyalinem Knorpel eine hohe Elastizitat und Druckbelastbarkeit gefordert wird,
findet man hier eine groBe Menge an Aggrecanen (Proteoglykane mit gebundenen
Glykosaminoglykanketten). Diese haben einen stark hydrophilen Charakter und
formieren so Wassermolekiile zu einer mehrschichtigen Hydrathille um sich herum.
Bei hoher Druckbelastung kann Wasser aus den Ladungszentren verdréngt werden.
Bei noch starkerer Druckbelastung, riicken die negativ geladenen Gruppen noch
enger zusammen und es kommt zu AbstoBungskraften, die einem weiteren
Zusammendriicken des Knorpels entgegenwirken. Nimmt die Druckkomponente
wieder ab, bindet das Wasser wieder an die negativen Ladungszentren (Loffler et al,
1999; Junqueira et al, 1996).

1.3.2.2.2 Kollagen

Kollagene gehéren zu den am meist verbreiteten Proteinen des Organismus. Sie
sind flr bestimmte Eigenschaften des Binde- und Stiitzgewebes von groBer
Bedeutung. Die wesentliche Funktion beruht darauf, mechanische Stabilitat in die
Struktur von Geweben und Organen zu bringen (L&ffler at al, 1999).

Bei hyalinem Knorpel handelt es sich zu 90-95% um Kollagen Typ-Il, dessen
Durchmesser zwischen 2-400nm variiert und in die amorphe Grundsubstanz
eingebettet ist (Junqueira et al, 1996). Neben Typ-ll Kollagen kommen auch noch
andere Typen vor wie z.B. Typ-XI, Typ-X, Typ-IX, Typ-VI, Typ-V und Typ-I.
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Kollagen Typ-Il gehért zu den Fibrillen-bildenden-Kollagenen, welche ca. 90% aller
Korperkollagene bilden (Loffler et al, 1999). Da sie den gleichen Brechungsindex
haben wie die Ubrige Matrix, sind sie im Nativpraparat unter dem Lichtmikroskop,
nicht von der Umgebung abzugrenzen: sie sind maskiert. Erkennbar werden sie erst
im polarisierten Licht durch ihre Anisotropie (Junqueira et al, 1996; Putz et al, 1994).
Beim Aufbau der Kollagen lasst sich eine typische linksgangige Helix erkennen.
Kollagen wird auch als Tripeptideinheit mit der Formel (Gly-X-Y), charakterisiert, da
annahrend jede dritte Aminosdure in der Polypeptidkette von Glycin reprasentiert
wird. Eine solche Polypeptidkette wird auch als a;-Typ-1I-Kette bezeichnet.

Beim Typ-llI-Kollagen ergdnzen sich je drei dieser linksgéngigen as-Typ-II-Ketten
([a411)]s) Kollagenhelices zu einer rechtsgéngigen Super- oder Triplehelix.

Wenn sich nun finf dieser Triplehelices miteinander verbinden, entstehen
sogenannte Mikrofibrillen. Durch die versetzte Zusammenlagerung entstehen sehr
lange Kollagenfaden (Loffler et al, 1999).

Charakteristisch fiir Typ-1I-Kollagen ist auBerdem das Vorkommen von Hydroxylysin,
welches einerseits die Tropokollagenmolekiile der Fibrillen verknilpft und
andererseits auch die Disaccharide bindet. Dadurch entstehen die Verbindung der
Kollagenfibrillen untereinander und auch die Verknipfung zu den Aggrecanen in der
Matrix (Junqueira et al, 1996).

Der Faserverlauf der Kollagenfaden ist in den verschiedenen Zonen unterschiedlich.
In direkter Zellndhe gestalten die Fasern durch konzentrische Verlaufe eine Art
fibrillaren Korb, der die Chondrozyten vor mechanischer Belastung und Deformierung
schitzt (Buckwalter et al, 1993). Beobachtet man den Verlauf der Fibrillen durch die
Matrix, so kann man eine traktorielle Anordnung erkennen. Dadurch kommt es zu
einer Verspannung des Knorpelanteils und er erhdlt eine gewisse Zug- und
Druckfestigkeit. Auf dies Weise werden auch mehrere Knorpelzellnester zu
Druckpolstern zusammengefasst (Putz et al, 1994). Die Bedeutung der Fasern auf
die Eigenschaften des Gewebes haben Untersuchungen gezeigt, bei denen nach
Einwirkung von Kollagenasen die Stabilitdit, sowie die notwendige Zug- und
Druckfestigkeit, signifikant abnahm (Roth et al, 1980).
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1.3.3 Struktureller Aufbau

Gelenkknorpel wird aufgrund seiner unterschiedlichen Bestandteile, wie
Zellmorphologie, Fibrillenverlauf und Proteoglykanverteilung, in vier Zonen eingeteilt:

Zone I:

Die direkt an die Gelenkhdhle grenzende Schicht, wird als Tangentialfaserzone
bezeichnet. Diese hat eine Dicke von wenigen 100um und macht etwa 5-10% des
Volumens aus (Poole et al, 1993). Am Ubergang zur Gelenkkapsel, geht sie in die
Membrana synovialis Uber (Drenckhahn et al, 1994). Mit Ihrer Langsachse parallel
zur Oberflache liegen die spindelférmigen Zellen, welche arm an rauhem
endoplasmatischem Retikulum (rER), Mitochondrien und Golgi-Apparaten sind, was
auf eine geringe Stoffwechselaktivitit hinweist. Die Kollagenfibrillen verlaufen
geblindelt entlang der Dehnungstrajektorien, parallel zur Oberflache. Proteoglykane
findet man nur sehr wenige zwischen diesen Strukturelementen (Tillmann et al, 1998;
Weiss et al, 1968).

Zone ll:

Diese Zone wird auch als Ubergangszone bezeichnet. Sie macht etwa 40-45% des
Volumens aus (Poole et al, 1993). Der Faserdurchmesser ist gréBer und die
Kollagenfibrillen laufen kaum gebiindelt. Der Faserverlauf ist in diesem Bereich durch
ungerichteten Verlauf gekennzeichnet. Die Kollagenfibrillen zeigen ein typisches
Uberkreuzen. GroBe, ellipsoide Zellen bilden die charakteristischen Chondrone.
Diese liegen uneinheitlich bis parallel zur Oberflaiche (Drenckhahn et al, 1994;
Tillmann et al, 1998). Im Gegensatz zur Tangentialfaserzone sind hier die
Mitochondrien, das rER und die Golgi-Apparate in hoher Anzahl vertreten, was auf
eine metabolisch hohe Aktivitat hinweist (Weiss et al, 1968). Auch die Ausbildung
sogenannter Filopodien, welche Matrixvesikel abschniren und anschlieBen ihren
Inhalt freisetzen, weisen auf erhéhte Stoffwechselaktivitdt hin (Fassbender et al,
1982).
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Zone lll:

Die Radidrzone enthalt groBe, runde Zellen und macht etwa 40-45% des Volumens
aus (Poole et al, 1993). In dieser Zone sind die Chondrone orthogonal zur
Oberflache in Saulen angeordnet. Dadurch 4Bt sich diese Zone gut identifizieren.
Die Kollagenfibrillen verlaufen ebenfalls orthogonal zur Oberflache und besitzen in
dieser Zone den gro6Bten Durchmesser (Tillmann et al, 1998). Die Zahl der
Zellorganellen, sowie die Stoffwechsellage, entsprechen etwa der Ubergangszone.
Die Radiarzone enthalt auBerdem den hdchsten Anteil an Proteoglykanen
(Buckwalter et al, 1993).

Zone IV:

Die Mineralisierungszone hat eine Dicke von etwa 100um (Drenckhahn et al, 1994)
und macht 5-10% des Volumens aus (Poole et al, 1993). Diese Zone wird von Zone
Il durch eine wenige pm dicke Grenzzone (engl.: tidemark) getrennt (Drenckhahn et
al, 1994). Diese stark verkalkte Linie wird von den radial verlaufenden
Kollagenfasern durchbrochen, welche an der osteochondralen Begrenzung abrupt
enden (Poole et al, 1993). Die Aufgabe oder Funktion der tidemark ist bisher noch
nicht geklart.

Angelagert an die dichten Fasern findet man Kalziumphosphatkristalle (Tillmann et
al, 1998). Hier liegen die Chondrozyten als kleine, oft in Paaren zusammengelegene
Zellen vor. Ihre metabolische Aktivitat ist gering, ebenso wie ihre Dichte (Buckwalter
et al, 1993; Tillmann et al, 1998). Durch die inhomogene Gestalt und Verteilung der
Chondrozyten ist die Grenzflache zum subchondralen Gewebe vergréBert, woraus
sich eine feste Verbindung beider Gewebe ergibt (Poole et al, 1993). Die Fahigkeit
zum Umbau oder Neubildung von Knochen, bleibt in gewissen Schranken erhalten.
So kann der Knochen auf veranderte Gelenkbeanspruchung entsprechend reagieren
(Drenckhahn et al, 1994). Die eigentliche Funktion dieser Zone ist es den bei
Beanspruchung auftretenden Druck gleichméaBig vom verformbaren Knorpel auf das
starre Knochengewebe zu Ubertragen (Tillmann et al, 1998).

Die wichtigsten Unterschiede der einzelnen Zonen sind noch einmal in Tabelle 1
zusammengefasst (Poole et al, 1993; Tillmann et al, 1998):
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Tabelle 1: Zonengliederung des Gelenkknorpels mit schematischer Darstellung (Poole et

al, 1993; Tillmann et al, 1998)

Zonel

Zonelll

Zone lll

Chondrozyten:

Zelldichte
Form

Ausrichtung

+++
spindelférmig
tangential

++
oval
willkdrlich

++
rundlich
radial

Matrix:
Aggregate
Keratansulfat
Ladungsdichte
Kollagen
Faserdicke

Faserverlauf

+
+
+
+++
fein

tangential

+++
++
+++
++
mittel

schrag

++
+++
++
++
grob
radial

mech.

Eigenschaften:

Zugfestigkeit
Verformbarkeit

++++

++

+++

++

Diese Zonengliederung entspricht im Allgemeinen dem schon 1925 von Benninghoff
(Benninghoff et al, 1925) beschriebenen Arkadenschema des Gelenkknorpels. In der
kalzifizierenden Zone sind die Fibrillen fest verankert, steigen senkrecht in Richtung
Gelenkflache auf, wechseln ihre Verlaufsrichtung im oberen Drittel und befinden sich
schlieBlich in der Tangentialfaserschicht parallel zur Oberflache (Tillmann et al, 1998;
Weiss et al, 1968).
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1.3.4 Besonderheiten des Knorpelstoffwechsels

Gelenkknorpel enthalt weder Blut- noch LymphgefaBe, noch ist er innerviert (Poole et
al, 1993). Eine Nahrstoffversorgung kann somit nur aus dem blutgeféBreichem
Knochenmarkraum (subchondral drift) oder den BlutgefdBen der Gelenkinnenhaut
(synovial drift) erfolgen. Der durch Verkalkungszonen weitgehend abgedichtete
Markraum spielt beim Erwachsenen fir die Versorgung jedoch nur eine
untergeordnete Rolle. Entscheidend scheint die Versorgung Uber den synovialen
Weg zu sein. Dieser Weg allerdings bedeutet eine lange Transportstrecke. Von den
synovialen Kapillaren werden die Né&hrstoffe Uber das Synovialgewebe zur
Synovialflissigkeit transportiert und erreichen schlieBlich die Knorpelgrundsubstanz.
An jeder dieser Stationen kdnnen Stdrungen entstehen, welche die Versorgung des
Knorpels bzw. der Zellen geféhrden (Fassbender et al, 1982; Niethard et al, 1997).
Dieser gesamte Prozess verlauft passiv durch Diffusion. Die wassergefillten Poren
der Matrix, welche einen Durchmesser von etwa 2nm haben, kdnnen von
Nahrstoffkomplexen, die eine GréBe von 0,3-0,5nm haben, uneingeschrankt passiert
werden. Auf diese Weise entsteht ein betréchtlicher Gradient der einzelnen
Substanzen. Der Sauerstoffgehalt des Knorpels betragt 1mm unter der Oberflache
nur noch etwa ein Drittel dessen der Synovialfliissigkeit. 2mm unter der Oberflache
betragt er noch ein Zwanzigstel. D.h., der Sauerstoffgehalt im Gewebe ist so niedrig,
daB die Energiegewinnung der Zellen vorwiegend auf anaerobem Wege ablauft (Lee
et al, 1997; Maroudas et al, 1986).

Damit die Substratversorgung auch in den tiefen Schichten des Knorpelgewebes
gewabhrleistet werden kann, ist eine ausreichende Gelenkbewegung unabdingbar.
Diese intermittierende Druckbelastung und Druckentlastung stellt einen
Erhaltungsreiz fur den Knorpel dar. Typische Folgen einer langeren Immobilisation
sind Trophikstérungen (Debrunner et al, 1994). Durch entsprechende Be- und
Entlastung des Knorpels, kommt es zum Auspressen bzw. Einwalken von
Synovialfllissigkeit, welche die Nahrstoffe enthalt. Die extrazellulare Matrix wird
durch Druck umgeordnet, FlUssigkeit wird aus dem Gewebe verdrangt und das
Volumen nimmt ab. Bei Entlastung wird frische Synovialflissigkeit angesaugt und
das Spannungsgleichgewicht ist wieder hergestellt. Die Stérke und Frequenz der
Druckeinwirkung bedingen die FluBgrdBe eines solchen Belastungszyklus (Maroudas
et al, 1986).
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1.4 Physiologische Gewebealterung und Regenerationspotential

Die Struktur, die Zusammensetzung und somit die Eigenschaften des Knorpels
werden bei fortschreitendem Lebensalter verandert. Es ist eine Verminderung der
Zellzahl, der AggregatgroBe, sowie des Wassergehaltes zu beobachten. Das
Gleichgewicht zwischen Fasern und Proteoglykanen verschiebt sich zum Nachteil
der Proteoglykane. Da die Halbwertszeit der Kollagene langer ist als die der
Proteoglykane und die Stoffwechselaktivitat der Chondrozyten weniger geworden ist,
wird nicht genligend Proteoglykan nachgebildet um das Gleichgewicht wieder
herzustellen. Es entsteht die sogenannte Demaskierung der Kollagenfibrillen.

Knorpeldegeneration, im Allgemeinen als Arthrose bezeichnet, ist hauptsachlich bei
Gelenkknorpel zu beobachten. Zu den Hauptrisikofaktoren zahlen Ubergewicht und
Alter (Martin et al, 2002). Dadurch neigt der Knorpel zu Abnutzung und zur
ZerreiBung. Regenerationsprozesse, wie sie in anderen Organen, der Leber zum
Beispiel, anzutreffen sind, scheinen nicht zu existieren (Battmann et al, 2003). Diese
Hypothese wird durch die Tatsache gestitzt, daB Stérungen der Gelenkmechanik im
gesunden Gelenk eine Arthrose ankurbeln kénnen. Beispielsweise bewirken die
Menisci eine Verteilung des Gewichtes Uber die gesamte Gelenkoberflache. Wird der
komplette Meniscus, oder ein Teil eines Meniscus, entfernt oder zerstért, entsteht
eine ungleiche Druckverteilung Uber der Gelenkoberflache und es entwickelt sich
eine héhere Kompression tber Teilen der Matrix. Dies fuhrt zu einer Verhartung der
Matrix und zu einer verminderten Diffusion von Nahrstoffen, wodurch die
Chondrozyten nur noch unzureichend arbeiten kénnen. Die Matrix geht infolge des
mechanischen  Stress zugrunde. Es entstehen die schon genannten
Demaskierungen der Kollagenfibrillen und Auffaserungen der Knorpeloberflache
(Kurz et al, 2001). Die Chondrozyten reagieren darauf mit fir solche Arthroseareale
typische Zellclusterbildung. Diese Clusterformation der Chondrozyten muss als
Indikator und fehlgeschlagenen Versuch eines Reparaturvorganges angesehen
werden. Chondrozyten scheinen Zellen fiir ein ganzes Leben zu sein, was schon
durch die lange Halbwertszeit der Matrix impliziert wird. Dennoch findet man im
Kallusgewebe der Knochenfrakturheilung scheinbar neu entstandene Knorpelzellen,
die allerdings nach abgeschlossener Heilung wieder komplett verschwinden. Dies
suggeriert, daB es im Knochengewebe immer noch einen Stammzellpool zu geben
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scheint, der in der Lage ist, diese Knorpelzellen zu generieren (Battmann et al,
2003).

Eine Regeneration ad integrum kommt bei geschadigtem Knorpelgewebe nicht vor.
Die Defekte werden lediglich von einem fibrokartilagindrem Narbengewebe
ausgeflllt. Diese Gewebe besteht aus einer fibrose Narbe, sowie aus Gewebe mit
kartilagindren Eigenschaften, das auch knorpelspezifische Kollagene (z.B.: Kollagen
Typ-1l) produziert (Tew et al, 2001).

1.5 Osteoarthrose

Osteoarthrose beschreibt einen Komplex aus subjektiven Beschwerden sowie
radiologisch und histologisch erkennbaren Veranderungen.

Nach allgemeinem Kenntnisstand, wird die Osteoarthrose als: ,degenerative
Gelenkerkrankung, die vorwiegend bei einem MiBverhéaltniss zwischen
Beanspruchung und Beschaffenheit bzw. Leistungsfahigkeit der einzelnen
Gelenkanteile und -gewebe entsteht” (Pschyrembel, 2004). Das homdostatische
Gleichgewicht zwischen Synthese der physiologischen Matrixkomponente und
Degeneration ist gestort, welches fiir die funktionelle Integritdt des Gelenks
unabdingbar ist.

Fir die Entstehung eines solchen Ungleichgewichtes, werden viele Faktoren
beschrieben. Hierbei spielen Traumata wohl die gr6Bte Rolle, bei denen durch die
resultierende, auch oftmals nur sehr geringe, Fehistellung im Gelenk eine
Fehlbelastung des Gelenkknorpels entsteht (Grelsamer et al, 1995; Wedge et al,
1991).

Anhand der morphologischen Veranderungen lassen sich verschiedene Stadien der
Osteoarthrose unterscheiden. Die Knorpelzerstérung mit einem Glanzverlust,
gelblichen Verfarbungen und Knorpelerweichung, lassen sich als primares Stadium
beschreiben (Ferguson et al, 1964). Vom sekundéren Stadium spricht man, wenn es
ischadmiebedingt, bereits zu einem Untergang der Osteozyten in der oberflachlichen
Zone des Knochens gekommen ist (Sokoloff et al, 1980; Bitounis et al, 1990).
Weitere Stadien sind in Abbildung 1 ersichtlich.
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Primér Sekundar Tertiar

. Pseudozysten
Knorpelzerstdrung — | schamische Knochennekrose ~

\ S Reparationsgewebe
Osteophyten
\ ~~_—"| Synoviale Vernarbung

Synovialitis
i: Villse adipdse Hyperplasie

Sekundare Osteochondrose

Abbildung 1: Arthrotische Gelenkumgestaltung (Mohr, 2000)

1.6 Core binding factor (Cbf)

Der Core binding factor (Cbf), auch als Polyomavirus enhancer binding protein 2
(PebP2) bezeichnet, ist ein Transkriptionsfaktor der sich aus einer a und einer B
Untereinheit zusammensetzt. Die a Untereinheit ist strukturell homolog zu dem
Produkt des Drosophila Gens runt. Es enthdlt eine Region, die als Runt domain
bezeichnet wird. Diese Doméne wird zur DNA Bindung, als auch zur Dimerisation mit
der B Untereinheit bendtigt.

Bei Saugetieren sind drei Gene mit einer a Untereinheit bekannt: Cbfal/Pebp2aA,
Cbfa2/Pebp2aB und Cbfa3/Pebp2aC (lto et al, 1999).

Entdeckt wurde Cbfal erstmals bei dem Versuch, einen Transkriptionsfaktor zu
identifizieren der an der Entwicklung und Differenzierung biologischer Prozesse
beteiligt ist (Ito et al, 1996; Iti et al, 1997). Im Einzelnen haben Studien, bei denen
spezifische Gensequenzen inaktiviert wurden, die Bedeutung von Cbf in der
Entwicklung verdeutlicht. So resultierte aus einer Inaktivierung des Cbfal bei
sogenannten knock-out M&usen (homozygot), ein vollstdndiges Fehlen der
Knochenbildung (Komori et al, 1997; Otto et al, 1997; Rodan et al, 1997). Bei Cbfa2
knock-out Mausen resultierte eine maBgebliche Hamatopoesestérung aller Zelllinien
(Okuada et al, 1997; Wang et al, 1996). Die beobachteten Phanotypen dieser knock-
out M&use trugen dazu bei, Cbfal und Cbfa2 als Regulationsgene der Osteogenese
und H&matopoese anzuerkennen (lto et al, 1999).
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1.6.1 Biologische Funktion der a Untereinheiten

e Cbfal/Pebp2aA

Gezielte Inaktivierung von Cbfal (Ogawa et al, 1993) in Mausen fiihrte zu einer
mangelhaften Osteoblastenreifung und einem vollstdndigen Ausbleiben der
Knochenentwicklung. Allerdings waren diese Mause auch nur kurze Zeit lebensféhig
aufgrund einer sich entwickelnden respiratorischen Insuffizienz. Heterozygote Mause
jedoch waren lebensfahig und zeigten eine Reihe von skelettalen Veranderungen die
phénotypisch einem menschlichen Leiden entsprechen, das man als cleidocranial
dysplasia (CCD) bezeichnet (Komori et al, 1997; Otto et al, 1997; Mundlos et al,
1996). Dieses Syndrom ist charakterisiert durch multiple skelettale Abnormalitaten
wie: persistierende offene Fontanellen, fehlende oder hypoplastische Os claviculare,
Uberzahlige Z&hne, Kleinwuchs und weitere weniger bedeutsame Malformationen
des Skeletts (Mundlos et al, 1997). Dies deutet an, daB Cbfal eine essentielle Rolle
in der Osteogenese spielt (Komori et al, 1997; Otto et al, 1997). Das Cbfal Gen ist
dem Chromosom 6p21 zugeordnet (lto et al, 1999; Levanon et al, 1994; Lee et al,
1997; Zhang et al, 1997). Dieser Genlocus entspricht auch der autosomal
dominanten humanen Knochenkrankheit CCD (Mundlos et al, 1995).

e Cbfa2/Pebp2aB

Gezielte Inaktivierung von Cbfa2 (Miyoshi et al, 1991; Bae et al, 1993) in Mausen
fahrt zu starken Blutungen, besonders im zentralen Nervensystem. Dies deutet
darauf hin, daB Cbfa2 eine Rolle bei der BlutgefaBentwicklung spielt. AuBerdem
kommt es zu einer vollstandigen Blockade der Hamatopoese in der foetalen Leber
(Okuada et al, 1996; Wang et al, 1996). Cbfa2 ist auf dem humanen Chromosom 21
lokalisiert. Es ist auch bei chromosomalen Translokationen zu finden, die in
Verbindung mit Leukdmie gebracht werden. Eine Translokation in t(8;21) und in
t(12;21) findet man bei der akuten myeloischen Leuk&mie und der lymphoblastaren
Leuké&mie. Die Translokation in t(3;21) (Nucifora et al, 1993; Mitani et al, 1994) wird
mit dem myelodysplastischen Syndrom in Verbindung gebracht.
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e Cbfa3/Pebp2aC

Die einzige dokumentierte Funktion des Cbfa3 ist die Stimulation des Immunglobulin
(Ig) Ca Promotors (Shi et al, 1998).

Die Stimulation des IgCa Promotors ist Vorrausetzung fiir den Immunglobulin switch
zum IgA. TGF-B ist in der Lage den Promotor IgCa zu stimulieren. Da die auf TGF-B
reagierende Region des IgCa mit Cbfa3 assoziiert ist, wird dem Cbfa3 hier eine
Funktion im Bereich des IgCa Promotors zugeschrieben.

1.6.2 Die Rolle des Cbfa1 in der Chondrogenese

An der Skelettentwicklung sind zwei komplizierte Prozesse der Knochenbildung
beteiligt. Zum einen die desmale Ossifikation und zum anderen die enchondrale
Ossifikation. In Zonen der desmalen Ossifikation (Schéadel, Mandibel) wird der
Knochen direkt durch Differenzierung von Vorlauferzellen in Osteoblasten generiert.
Bei der enchondralen Ossifikation (Réhrenknochen, Wirbelkérper) wird vor der
eigentlichen Knochenbildung ein Knorpelmodell angelegt, welches anschlieBend
durch Knochen ersetzt wird (Junqueira et al, 1996). Wahrend dieser Phase spielen
Chondrozyten eine entscheidende Rolle.

In Zonen, die eine enchondrale Ossifikation durchlaufen, gruppieren sich
undifferenzierte mesenchymale Stammzellen zusammen, um die Ordnung des
zukinftigen Knochenelements anzunehmen. Diese noch undifferenzierten
mesenchymalen Stammzellen, inmitten der gruppierten Ordnung, differenzieren zu
Chondrozyten, die jetzt auch knorpelspezifische Proteine, wie z.B. Kollagen Typ-ll,
bilden. Die peripher gelegenen Zellen differenzieren zu fibroiden Zellen, die das
Perichondrium bilden. Sobald diese Differenzierung stattgefunden hat, beginnen die
zentral gelegenen Chondrozyten zu proliferieren und extrazellulédre Matrix zu bilden.
Sie stoppen schlieBlich lhre Proliferation und hypertrophieren. In der extrazelluldre
Matrix beginnen sich Hydroxyapatitkristalle zu bilden, vermutlich aufgrund der
schlechten Ern&hrung der Interzellularsubstanz, welche zu einer Kalzifizierung des
Knorpels fiihren (Junqueira et al, 1996). Zur gleichen Zeit beginnen die peripher
gelegenen fibroiden Zellen sich zu Osteoblasten zu differenzieren. Diese bilden nun
um den kartilagindren Kern eine knécherne Hulle (Caplan et al, 1987).
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Die hypertrophen Chondrozyten lassen sich in zwei Untereinheiten einteilen. Zum
einen die prahypertrophen Chondrozyten, welche vorwiegend Kollagen Typ-II
synthetisieren und zum anderen, die hypertrophen Chondrozyten, die Uberwiegend
Kollagen Typ-X synthetisieren (Linsenmayer et al, 1991; Mundlos et al, 1994; Vu et
al, 1998). Die extrazellulare Matrix, welche die hypertrophen Chondrozyten umgibt,
bedingt nun ein Einsprossen von BlutgefaBen, mit anschlieBendem Abbau des
kalzifizierten Knorpels durch Chondroklasten (Gerber et al, 1999; Takeda et al,
2000). Die kartilagindre Matrix wird jetzt durch Kollagen Typ-l ersetzt, das von
eingewanderten Osteoblasten produziert wird. Dieser Ossifikationsproze schreitet in
zentripetaler Richtung voran und baut somit das Knorpelmodell von auBen nach
innen um. Die Abfolge dieser Vorgdnge demonstriert die zentrale Rolle der
hypertrophen Chondrozyten als eine unabdingbare Stufe zwischen dem
kartilagindrem Gerlst und echtem Knochen.

Die Proliferation und Differenzierung verschiedener Chondrozytenuntereinheiten
wird durch ein komplexes Netzwerk regulatorischer Molekile initiiert und kontrolliert.
Ein Faktor, der eine Kontrollfunktion in der Chondrozytenhyertrophie einzunehmen
scheint, ist das Cbfal. In der friihen Skelettentwicklung wird Cbfal von sich zum
Knorpelgerist gruppierenden mesenchymalen Zellen in groBer Menge exprimiert
(Ducy et al, 1997) (vgl. Abbildung 2). Da Cbfal auch firr die spatere Osteogenese
notigt ist, exprimieren die Zellen weiterhin osteoblastenspezifisches Cbfal, allerdings
in geringerem MaBe als bei der frihen Knochenentwicklung (Komori et al, 1997; Otto
et al, 1997; Inada et al, 1999; Kim et al, 1999).

Die Hypothese, daB Cbfal eine mdgliche Regulationsfunktion bei der Hypertrophie
der Chondrozyten sein kénnte, wurde durch Analysen an Cbfal knock-out M&usen
gestarkt. Diese Tiere zeigten neben der fehlerhaften Skelettbildung auch eine
fehlerhafte Differenzierung ihrer hypertrophierten Chondrozyten (Inada et al, 1999;
Kim et al, 1999).
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Mesenchymale — Chondrozyten—  proliferierende —— hypertrophe—» Zelltod
Zellen Chondrozyten / Chondrozyten

Cbfal

mesenchymale ————p Osteoblasten
Zellen

Abbildung 2: Differenzierungsweg von Chondrozyten und Osteoblasten
Modifiziert nach Benoit de Crombrugghe (Crombrugghe et al, 2001)

1.7 Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT)

Das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosporibosyl-Transferase (HPRT) katalysiert die
Synthese der Mononukleotide Inosinmonophosphat und Guaninmonophosphat aus
den Purinbasen Hypoxanthin und Guanin im Purinstoffwechsel. In der Zellkultur
besteht der Vorteil darin, daB das Hypoxanthin-Guanin-Phosporibosyl-Transferase-
Gen, die kodierenden Sequenzen fiir das Hypoxanthin-Guanin-Phosporibosyl-
Transferase-Protein, kein essentielles Gen ist. In Kultur missen Zellen die Purine
nicht Uber den Purinstoffwechsel nutzen, sondern kénnen sie auch de novo
synthetisieren (Bradley et al., 1981). In dieser Studie wurde das HPRT-Gen als
Housekeeping-Gen verwendet. In dieser Referenzwertfunktion wird es auch als sehr
geeignet angesehen (Vandesompele et al. 2002).
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2 Fragestellung

In dieser Studie beschéftigten wir uns mit einem Teilgebiet des Tissue Engineering -

einem kleinen Zweig des weiten Forschungsbereiches der Knorpelchirurgie.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression des Core binding factor a1 (Cbfa1) unter

verschiedenen Kulturbedingungen bei humanen gesunden und arthrotischen

Gelenkchondrozyten zu untersuchen.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen untersucht:

Besteht ein Unterschied in der Cbfal Expression zwischen
Chondrozyten gesunder und arthrotischer Herkunft?

In unserer Studie ist das Anfangsniveau der Cbfal Expression der
Chondrozyten, unmittelbar nach der |Isolierung aus dem
Gewebsverbund, von Interesse. Dieser Wert wird uns als Ausgangswert
dienen.

Hat die Kulturdauer unterschiedliche Effekte auf Cbfal die Expression
der Chondrozyten gesunder und arthrotischer Herkunft?

Die Cbfa1 Expression der arthrotischen und gesunden Kulturen wird zu
definierten Zeitpunkten gemessen werden und in Relation zum
gemessenen  Ausgangswert gesetzt, um ggf. auftretende
Veranderungen festzustellen.

Kdénnen unterschiedliche Kultursysteme (zwei- bzw. dreidimensional)
die Cbfal Expression in Chondrozyten gesunder und arthrotischer
Herkunft beeinflussen?

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die Kombination aus
zweidimensionalen und dreidimensionalen  Kulturmodellen, ein
geeignetes System zur Vermehrung und Zlchtung von Chondrozyten
im Bezug auf die Cbfal Expression darstellt.
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3 Material und Methode

3.1 Gewinnung des Knorpelmaterials

Das Knorpelgewebe fir diese Untersuchungen wurde bei orthopadischen
Kniegelenksoperationen gewonnen (ein ,informed consent* der Patienten nach
Kriterien der Ethik-Kommission des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-
Universitat lag vor). Es handelte sich sowohl um arthrotisches, als auch um
gesundes humanes Gewebe, welches zumeist bei der Implantation von
Endoprothesen entfernt wurde. Je Gruppe wurden n=5 Kulturen untersucht.

Das Gewebe wurde mitsamt dem subchondralen Knochengewebe in Form von
Knorpel-Knochenspanen oder im Verbund (d.h. Femurkondylen) unter sterilen
Bedingungen entnommen (siehe Tabelle 2).

Das entnommene Material wurde dann bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C in Hank’s
Lésung aufbewahrt. Die Weiterverarbeitung erfolgte innerhalb von maximal drei
Stunden nach Entnahme.

Tabelle 2
Probe Qualitat Geschlecht Alter Entnahmestelle
g1 gesund m 68 Jahre dorsale
Femurkondyle
g2 gesund m 65 Jahre dorsale
Femurkondyle
g3 gesund w 76 Jahre dorsale
Femurkondyle
g4 gesund w 63 Jahre dorsale
Femurkondyle
g5 gesund w 82 Jahre dorsale
Femurkondyle
al arthrotisch w 76 Jahre Facies
retropatellaris
a2 arthrotisch m 72 Jahre Facies
retropatellaris
a3 arthrotisch w 74 Jahre Facies
retropatellaris
a4 arthrotisch w 82 Jahre Facies
retropatellaris
a5 arthrotisch m 81 Jahre Facies
retropatellaris
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3.2 Zellkultur

3.2.1 Kulturmedium

Zur Herstellung des Mediums wurden in ein 10l fassendes Edelstahldruckgefaf3 5l
Aqua dest. und ein Ruhrfisch vorgelegt. AnschlieBend wurden unter standigem
Rihren auf dem Magnetriihrer die notwendigen Substanzen dazu gegeben.
SchlieBlich wurde das Volumen mit Aqua dest. auf 10l aufgefillt.

Ansatz:
- DMEM/Ham’s F12K Trockensubstanz
- 100ml Penicillin/Streptomycin (10.0001E/10.000ug/ml)
- 0,59 L-Ascorbinséure (CsHgOg)
- 31g NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat)
- 2 vials IST-Premix

Dieser Ansatz wurde ca. 2 Stunden auf dem Magnetriihrer stehen gelassen um die
Chemikalien vollstandig in Lésung zu bringen. Die anschlieBende Druckfiltration
wurde unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Hierzu wurde der
Edelstahldruckbehalter Giber Schlduche mit einer Druckflasche und einem Sterilfilter
verbunden. Der Druck wurde so geregelt, daB er 1,5 bar nicht Uberschritt, um die
Materialeigenschaften nicht zu Uberlasten. Das so steril filtrierte Medium wurde in
bereits vorbereitete, sterile Flaschen gefillt und bei -20°C max. ein Jahr gelagert.

Um eine Kontamination auszuschlieBen wurden ca. 100-200ml des Filtrats zu Beginn
und am Ende separat abgeflllt und fiir 6-8 Tage im Brutschrank gelagert. Wurde bei
dieser Sterilitatspriifung eine Verunreinigung festgestellt, wurde die Charge

verworfen.
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3.2.2 Zellgewinnung

Da in hyalinem Knorpelgewebe keine anderen Zellpopulationen, auBer den
Chondrozyten enthalten sind, bedurfte es keiner besonderen Methodik, um
andersartige Zellen von den Chondrozyten zu trennen.

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterile Bedingungen unter der Microflow getatigt.
Das Operationsmaterial wurde mit sterilen Handschuhen und einer sterilen Pinzette
aus der Hank’s Ldsung entnommen und auf einer Petrischale ausgebreitet.

Hauptbelastungs-
zone

Belastungsarme-

Abbildung 3 (Schema: Kniegelenk)

Bei der Weiterverarbeitung des Gewebes wurde speziell darauf geachtet, dass es
aus den entsprechend glnstigeren anatomischen Gewebearealen des
Operationsmaterials enthommen wurde. D.h., arthrotischer Knorpel wurde besonders
von den Hauptbelastungszonen, gesunder Knorpel besonders von den
belastungsarmen Zonen des Kniegelenks entnommen (Abbildung3).

AnschlieBend wurde der Knorpel mit einem Skalpell von der subchondralen
Knochenschicht getrennt (Abbildung 4) und in ca. Tmm?3 groBe Wirfel geschnitten
(Abbildung 5) .Die Wiirfel wurden in ein 50ml
Zentrifugenrbhrchen transferiert. Um die
- Zellen von weiteren Bestandteilen, wie z.B.
Blut und Fettgewebe zu trennen, wurden sie
mehrere Male mit Hank’s  L&sung
aufgeschwemmt und 5min mit 600-800U/min
zentrifugiert. Die gewaschenen Knorpelwiirfel

wurden in einen 25ml Erlenmeyerkolben
Abbildung 4 Uberfihrt. Nun wurden die Chondrozyten
enzymatisch aus der sie umgebenden Matrix mittels einer Kollagenaselésung (20mg
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Kollagenase Typ-Xl + 2,5mg Deoxyribonuclease mit 25ml DEME/Ham’s F12K in
Lésung gebracht) isoliert.

Die Kollagenaselésung wurde mittels eines Sterilfilters, in Form eines
Spritzenaufsatzes, mit der PorengroBe
0,20um, steril zu den Knorpelstliicken
gegeben. Dieser Ansatz aus Enzymen und
Knorpelgwebe wurde dann auf einen
Magnetrlhrer gestellt und fiir vier Stunden bei
37°C mit 600U/min gerlhrt.

AnschlieBend wurde der Uberstand mit den

darin enthaltenen Chondrozyten vorsichtig mit
Abbildung 5 einer 10ml Pipette abgezogen und in ein 50ml
Zentrifugenréhrchen transferiert. Um Zellen und Enzymlésung voneinander zu
trennen, wurde die Zellsuspension fir 10min bei 800U/min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde noch zweimal mit 15ml Hank’s Lésung aufgeschwemmt und erneut
abzentrifugiert.

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl

3.2.3.1 Zahlkammer nach Neubauer

Nach einer Lebendfarbung mit einer 0,4%igen Tryptanblau-Lésung (Sigma) wird die
Zellzahl in einer Z&hlkammer bestimmt. Das Tryptanblau wird an Proteinstrukturen
des Zytoplasmas angelagert. Da es jedoch nur in Zellen mit permeabler
Zytoplasmamembran eindringen kann, werden nur tote Zellen angefarbt.

Ausgezahlt werden zwei GroBquadrate, die jeweils aus 16 kleineren Quadraten
bestehen (Seitenlange 0,25mm, Tiefe 0,1mm). Die Zellzahl ermittelt man mittels
folgender Formel:

gezéhlte Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x 10000 = Zellen/ml

Anzahl ausgezéhlter GroBquadrate
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3.2.3.2 Elektronische Feinpartikelzdhlung

Die elektronische Feinpartikelzahlung war in dieser Arbeit die Methode der Wahl.
Das gewaschene Zellpellet wurde zur Bestimmung der Zellzahl der frisch isolierten
Chondrozyten mit 10ml Hank’s L&sung resuspendiert.

Gesamtzellzahl = n x VF x Vs x 10

n: gemessene Zellzahl
VF:  Verdinnungsfaktor = 20 (durch Verdinnung mit isotoner
Kochsalzlésung)

Vs:  Volumen der Zellsuspension in ml

Zur Zellzdhlung wurden nun 500ul der Zellsuspension in 9,5ml isotone
Kochsalzlésung gegeben. Dieser Ansatz wurde 10x mit unserem Zellzahlgerat
(Coulter Counter Feinpartikelzahler (Coulter Electronics Ltd., Luton, UK)) gemessen,
um einen ausreichend genauen Mittelwert zu errechnen. Zur Messung wurden die
Zellen in eine isotone, elektrisch leitende Lésung suspendiert und die Anzahl und
GroBenverteilung der Einzelpartikel bestimmt. Der Coulter Counter besteht aus einer
Messkammer, in der Kathode und Anode in die Probenlésung tauchen. Da jedes
Partikel eine Widerstandsanderung zwischen den Elektroden erzeugt, die
proportional zur Partikelgr6Be ist, kann anhand der aufgenommenen Signale Uber
die Zahlzeit auf GrdéBe (Impulshéhe) und Anzahl (Impulsanzahl) der Partikel
geschlossen werden (Urban JP., 1993). Da bei jeder Messung lediglich 100l durch
das Gerat gemessen werden, wurde der errechnete Mittelwert mit 2000 multipliziert,
um die Gesamtzahl der Chondrozyten in der 10ml Hank’'s - Zellsuspension zu
ermitteln.

3.23.3 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein Verfahren, mit dem sich photometrisch eine quantitative
Bestimmung der Zahl und Aktivitat von Zellen durchfihren 1&Bt.
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Da dieser Test auf einer aktiven Reaktion durch Mitochondrienenzyme basiert
(Spaltung des Tetrazoliumringes), lassen sich folglich Reaktionen in vitalen Zellen
nachweisen.

In dieser Arbeit diente der MTT-Test der Bestimmung der optimalen FKS-
Konzentration vor Anlegen der Alginatkuklturen. Es wurden sowohl fiir gesunde, als
auch flr arthrotische Chondrozyten, je drei Kulturen angelegt. Hierflir wurden in einer
48-Lochplatte 10.000 Zellen/well Uber 10 Tage kultiviert. Um das Wachstum
bestimmen zu kdnnen, wurde jeden Tag die Extinktion mittels ELISA Reader (LAB-
Systems, Hagedorn) gemessen. Die Messungen wurden mit den FKS-
Konzentrationen: 5%, 10% und 20% durchgeflhrt.

Zunéchst wurde eine Stammldsung hergestellt. Diese besteht aus einem Gemisch
aus Thiazolblau (([3-(4,5-dimethylthiazol-2-)-2,5 diphenyl]-tetrazoliumbromid) (Sigma,
Deisenhofen)) und 0,9%iger NaCl-Lésung im Verhaltnis 5:1. Diese Stammldsung
wurde dann mit Medium (DMEM/Ham’s F12K) im Verhaltnis 1:4 gemischt, um die
Gebrauchsldsung zu erhalten.

Bei den zu messenden Proben wurde am entsprechenden Tag das Medium aus dem
well abgesaugt und 200ul MTT-Gebrauchslésung zugegeben. Die Proben wurden
anschlieBend fiinf Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert um die Reaktion
ablaufen zu lassen, bei der das Tetrazoliumsalz von Dehydrogenasen zu
Formazankristallen reduziert wird — baue Farbung. Im Anschluss an die
Inkubationszeit wurde die MTT-Gebrauchslésung wieder abgezogen und 100l
DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma, Deisenhofen) in das well pipettiert, um die
Formazankristalle aufzulésen. Die Platten wurden nun nach ca. 5-10min im ELISA
Reader durch eine ,Rittelfunktion® homogenisiert und anschlieBend gemessen. Die
Messung der optischen Dichte dieser Lésung (blau-violette Farbung) erfolgte bei
520nm mit einer Referenzldnge von 690nm. Insgesamt wurde jede Probe dreimal
gemessen. Mit dieser Methode 1&Bt sich eine Aussage Uber die Vermehrung der
Zellen machen, da die optische Dichte und die Anzahl der vitalen Zellen (Aktivitat
vitaler Mitochondrien) proportional zueinander sind (Mossmann T., 1983).
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3.3 Alginat

3.3.1 Das Alginatsystem

Chondrozyten, welche aus ihrer natlrlichen Matrix herausgelést und in Kultur
gebracht werden, neigen zur Dedifferenzierung. In zweidimensionalen
Monolayerkulturen  entwickeln ~ die =~ Chondrozyten  ein  fibroblastisches
Erscheinungsbild. Sie synthetisieren nicht mehr die knorpelspezifischen
Komponenten, wie z.B. Kollagen Typ-Il und Aggrecan (Komori et al, 1998, Ogawa et
al, 1993), sondern Molekile wie Kollagen Typ-I, Typ-lll, Typ-V oder Versican, die
man normalerweise in Fibroblasten oder Frihformen der Chondrozyten
(Prachondrozyten) findet (Kania et al, 1990).

Daraufhin wurde ein dreidimensionales System zur Chondrozytenkultivierung
entwickelt (Komori et al, 1997, Otto et al, 1997). Hierflr wurden die Zellen mit einer
Alginatldsung in Suspension gebracht.

Die Chondrozyten wuchsen in dieser Umgebung, behielten ihren typischen Phénotyp
Uber lange Zeitrdume (Kim et al, 1999, Erlenbacher et al, 1995, Mundlos et al, 1996)
und umgaben sich mit einer Matrix, die knorpelspezifische Molekiile wie Aggrecan,
Decorin, Kollagen Typ-II (Hoshik et al, 1999) und Kollagen Typ-XI (Inada et al, 1999)
enthielt. Gelenkchondrozyten in vivo bilden eine heterogene Matrix, die sich in eine
perizellullare, eine territoriale und eine interterritoriale Matrix einteilen |aBt.
Gelenkchondrozyten, welche nun enzymatisch aus ihrer nativen Matrix geldst
wurden und anschlieBend in Alginatbeads kultiviert wurden, bildeten jetzt ebenfalls
eine heterogene Matrix, die in vielerlei Hinsichten der eines nativen Knorpels
entsprach (Kim et al, 1999, Mundlos et al, 1996). Dazu gehért die aufgegliederte
Matrix, sowie das relative und absolute Volumen, welches von Zellen und Matrix
eingenommen wird (Erlenbacher et al, 1995).

Die Mdglichkeit die Chondrozyten, nach der Kultivierung, auf einfache Weise aus
dem Alginatverbund zu l6sen, schaffte die Voraussetzung, totale RNA aus humanen
Chondrozyten zu isolieren. Diese RNA’s sind normalerweise nur schwer von
humanem Knorpel zu extrahieren, da sie sich nur unzureichend von den sie
umgebenden Proteoglykanen separieren lassen, was wiederum weitere Analysen
beeinflussen kann (Inada et al, 1999).
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3.3.2 Herstellung der Alginatlésung

Eine besonders interessante Eigenschaft des Alginats ist die hohe Bindungsfahigkeit
fir Kationen. Hierbei handelt es sich um a-L-Guluronat und B-D-Mannuronat, den
Polysacchariden der Phaeopyceae (marine Braunalge).

In der Natur kommt das Polysaccharid Alginat in vielféltiger Funktion zum Einsatz. Es
ist bei der Bildung von Pflanzengerlsten beteiligt (z.B.: Cellulose), aber auch im
Panzer verschiedener Tiere (Chitin). Alginat dient auch als Energiespeicher (z.B.:
Glykogen, Dextran, Starke).

Das von uns benutzte Alginat wurde hergestellt, indem wir 1,59 ,low viscosity*
Alginat in 100mlI DMEM/Ham’s F12K gaben und es bei 37°C flir 1 Stunde auf dem
Magnetrihrer in Lésung brachten. Diese Lésung wurde im bei 121°C lber 20min in
wasserdampfgeséttigter ~ Atmosphare  autoklaviert. Diese  gebrauchsfertige
Alginatlésung wurde bei 4°C fir maximal 14 Tage gelagert und verwendet.

3.3.3 Anlegen der Alginatkultur

Nachdem die Zellen fiir die Nativprobe entnommen waren, wurde die Gbrige Hank’s —
Zellsuspension fir 10min bei 800U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
anschlieBend mit Alginatidsung resuspendiert, sodass eine Zelldichte von 2x10°
Zellen/ml eingestellt war.

Jetzt wurden die Chondrozyten in Kultur gebracht. Dazu wurde in jedes well einer 24-
Lochplatte ca. 1ml einer steril filtrierten 102mM CaCl>-Lésung vorgelegt. Nun wurde
die Alginat-Zellsuspension mittels einer 10ml Spritze Uber eine Kanile (Durchmesser
20Gx1'2"; 0,9x40) aufgezogen und Uber eine Kanlle (Durchmesser 24Gx1%;
0,55x25) in die CaCly-Lésung eingetropft. Es wurden ca. 10 beads/well eingetropft.
Damit die Alginatbeads ihre annahrend runde Form beibehielten, wurde die Kultur,
nach der primare Polymerisation, noch 10min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Jetzt wurde die CaClyo-L&sung abgesaugt und die Alginatbeads noch 3x mit Hank’s -
Lésung gespllt. Gelagert wurden die Zellen mit 1ml DMEM/Ham’s F12K pro well mit
20% FKS bei 37°C und 5% CO..

Das Né&hrmedium wurde jeden dritten Tag gewechselt, um die von den Zellen
verbrauchten Nahrstoffe wieder zur Verfligung zu stellen.
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3.4 Chondrozytenkultivierung
3.4.1 Gewinnung der Nativprobe (—Passage0/Tag0 = p0d0)

Um ca. 7,5x105 Chondrozyten fiir die Nativprobe zu gewinnen, wurde eine, nach der
oben beschriebenen Formel, errechnetes Volumen Hank’s-Zellsuspension in ein
25ml Zentrifugenréhrchen pipettiert und fiir 10min bei 800U/min zentrifugiert. Das
Pellet wurde dann mit dem Lysepuffer, aus dem Protokoll fir die RNA-Isolation des
RNeasy® Kit's, resuspendiert, in ein 1,8ml Kryrdhrchen transferiert und mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Der Lysepuffer hat die Aufgabe die Zellen zu zerstéren um
so die RNA, welche fur die spéatere Bestimmung der PCR gestitzten Cbfal
Konzentration, zuganglich zu machen. Fir die spatere Weiterverarbeitung, wurde die
Probe bei -70°C aufbewahrt.

3.4.2 Gewinnung der Verlaufsproben

Um die Verlaufsproben aus der Kultur zu gewinnen, wurden nach 14 Tagen und
nach 28 Tagen die Alginatbeads aus jeweils 8 der 24 wells aufgelést (was einer
Zellzahl von ca. 1 x 108 Zellen entspricht), um die Chondrozyten zu gewinnen. Hierzu
wurde das Nahrmedium abgesaugt und die Alginatbeads in ein Eppendorf-cap
Uberfuhrt. Dann wurde der Aufldspuffer in der Dosierung 20-25ul pro Alginatbead
dazupipettiert. Damit sich die Alginatbeads gut auflésten, wurden sie 30-60 min. im
Aufléspuffer bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden sie fir 10 min. bei
800 U/min zentrifugiert. Die Zellen wurden noch 2-mal mit Hank’s - L&sung
aufgeschwemmt und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit dem Lysepuffer
resuspendiert, in ein 1,8ml Kryr6hrchen transferiert und mit flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die so erhaltene Proben (PassegeO/Tagi4 = p0di4 und
Passage0/Tag28 = p0d28) wurden fir die spatere Weiterverarbeitung bei -70°C
aufbewahrt.

3.4.3 Aufarbeiten der Kultur

Am 28. Tag wurden die Alginatbeads der Ubrigen 8 Wells nach dem gleichen
Protokoll aufgelést, wie die Alginatbeads, die fir die Verlauflaufsprobe bestimmt
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waren. Die gewonnen Zellen wurden jetzt in eine Monolayer-Kulturflasche gegeben
und mit DMEM/Ham’s F12K bei 37°C und 5% CO- gelagert. Das N&dhrmedium wurde
jeden dritten Tag gewechselt, um die von den Zellen verbrauchten Nahrstoffe wieder
zur Verfligung zu stellen

Zum Lésen der Zellen aus der Monolayerkultur wurde, nachdem die
Wachstumsfldche vollstdndig mit Chondrozyten besiedelt war, das Medium
abpipettiert und die Zellen mit Hank’s - Lésung gespult. Nun wurde der Zellrasen mit
ca. 10ml Trypsin bedeckt und bei 37°C im Brutschrank solange inkubiert, bis sich alle
Zellen von der Wachstumsflache geldst hatten.

Die Zellsuspension wurde dann in einem 50ml Zentrifugenréhrchen fir 10 min. bei
800 U/min zentrifugiert und noch zweimal mit Hank’s—Ldsung gespilt, um alles
Trypsin zu entfernen. Nun wurden die Zellen nach oben beschriebener Methode
gezahlt und eine Probe, nach dem gleichen Procedere wie bei der Gewinnung der
Nativprobe, entnommen (— Passage1/Tag0 = p1d0).

Jetzt wurde die nachste Alginatkultur angelegt und ebenso verfahren, wie bei der
ersten Kultur. So wurden dann Passagel/Tag14 = p1d14 und Passage1/Tag28 =
p1d28 gewonnen.

Ebenso wurde bei der letzten Passage vorgegangen um die Proben Passage2/Tag0
= p2d0, Passage2/Tag14 = p2d14 und Passage2/Tag28 = p2d28 herzustellen.

Das Prinzip des Versuchsaufbaus ist nochmals in Abbildung 6 schematisch
dargestellt.
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Abbildung 6: Kultur-Schema
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3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.5.1 Grundlagen der DNA - Replikation

Die informationstragenden Moleklle in biologischen Systemen sind die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) und die Ribonukleinsdure (RNA). Auf der DNA ist der
gesamte genetische Code eines Organismus kodiert. Auf der RNA, die im Vergleich
zur DNA wesentlich kirzer ist, sind lediglich Teile der genetischen Information
enthalten. Die RNA stellt dem Organismus, zu einem gegebenen Zeitpunkt, die
genetische Information zur Verflgung, die er benétigt, um die erforderlichen
Makromolekile herzustellen. Die Beziehung von DNA, RNA, Proteinen und der
Verlauf des Informationsflusses, werden in der Molekularbiologie als zentrales
Dogma bezeichnet. Im Einzelnen bedeutet dies:

e Die gesamte genetische Information einer Zelle ist auf der DNA gespeichert
und muss bei der Zellteilung durch Replikation verdoppelt werden.

e Als Transkription bezeichnet man den Vorgang, bei dem Teile der auf der
DNA gespeicherten Information in Form von RNA kopiert werden, um diese
Informationen in der Zelle zu realisieren.

e Die auf der RNA reprasentierten genetischen Informationen werden durch den
Vorgang der Proteinbiosynthese in die Aminosauresequenz des Proteins
Ubersetzt. Dieser Prozess wird Translation genannt.

Bestimmte Organismen, z. B. Viren, besitzen ein Enzym, das als Reverse
Transkriptase bezeichnet wird. Die reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase, die in der Lage ist sowohl einzelstrangige RNA, wie auch DNA, als
Matrizenstrang zu verwenden. Die reverse Transkriptase synthetisiert also die
Kettenverlangerung am Matrizenstrang und bildet an der RNA einen
komplementéren DNA-Strang (cDNA = complementary DNA). AnschlieBend wird die
cDNA mittels Hydrolyse von dem RNA-DNA Hybrid geldst. Jetzt kann in einem
zweiten Durchgang von der reversen Transkriptase ein vollstandiger DNA-
Doppelstrang synthetisiert werden.
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Mit Hilfe dieses Enzym sind diese Organismen in der Lage das zentrale Dogma der
Molekularbiologie zu unterlaufen und den Informationsfluss umzukehren (Loffler et al,
1996).

Die Tatsache, daB solche Enzyme existieren, hat man sich in der Molekularbiologie
zu Nutze gemacht. Man verwendet diese Enzyme, um aus der in der Zelle
vorhandenen RNA Konzentration, Rickschllisse Uber die Genexpression einzelner
Gene in Zellen, unter definierten Umstanden zu ziehen.

3.5.2 Prinzip der PCR

Zunachst wurde eine qualitative PCR durchgefiihrt. Dies war notwendig, um
festzustellen, dass die aus den Chondrozyten enthommene Probe nicht kontaminiert
worden war und frei von anderen Verunreinigungen war. AnschlieBend wurde eine
quantitative PCR durchgefiihrt um die Expression von Cbfal in den Uber vier
Wochen in Alginat kultivierten Chondrozyten zu ermitteln.

Die Polymerase Ketten Reaktion stellt eine in vitro-Technik dar, die es ermdglicht,
gezielt bestimmte DNA-Abschnitte (Templates) zu vervielfdltigen (amplifizieren)
(Saiki et al, 1988; Mullis et al, 1990)

Entwickelt wurde diese Methode im Jahre 1985 von Kary Mullis, einem Mitarbeiter
der Firma Cetus (California). Fir diese Entdeckung erhielt er 1993 den Nobelpreis fir
Chemie. Zum Einsatz kam dieses neue Verfahren erstmals beim Nachweis des
Sichelzellandmie-Gens durch Saiki et al (1985).

Um die Amplifikation starten zu koénnen, missen zwei einzelstrangige
Oligionukleotide (Primer) vorliegen.

Diese miissen zum 3’-Ende des jeweiligen Templats, auf Strang und Gegenstrang,
komplementér sein. Der zwischen den beiden Primern liegende DNA-Abschnitt wird
durch eine hitzestabile DNA-Polymerase, in Gegenwart von einzelnen
Desoxynukleotiden, komplementdr zum Matrizenstrang in 5—3-Richtung
synthetisiert (Loffler et al, 1999). Diese Vorgange unterliegen einem dreistufigen
Temperaturzyklus. Wahrend eines Zyklus wird die Anzahl der DNA-Kopien jeweils
verdoppelt. Die erste Stufe ist hierbei den DNA-Doppelstrang durch erhitzen zu
denaturieren. In der zweiten Stufe wird rasch abgekihlt, wobei sich die Primer
spezifisch an ihre Zielregion anlagern (Annealing). Bei der dritten Stufe wird der
Ansatz auf die Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase gebracht, welche mit den
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Desoxynukleotiden den komplementdren DNA-Strang synthetisiert (Extension).
Jeder neusynthetisierte DNA-Strang dient im nachsten Zyklus als Matrizenstrang.
Auf diese Weise ist eine Sequenz exponentiell amplifizierbar. In den ersten beiden
Amplifikationszyklen haben die neu entstandenen DNA-Strédnge noch keine definierte
Lange, da die DNA-Polymerase so lange ihre Synthese fortsetzt, bis ihre Aktivitat
von alleine abnimmt oder von dem nachsten Amplifikationszyklus unterbrochen wird.
Erst ab dem dritten Zyklus wird exakt der durch die beiden Primer begrenzte DNA-
Abschnitt amplifiziert. Daher IaBt sich die Anzahl der Kopien nach der Formel:
(2"-2n)x berechnen (n = Anzahl der Zyklen; 2n = Produkt der ersten zwei Zyklen,
deren La&nge nicht definiert ist; x = Anzahl der urspriinglichen DNA-Matrizenstrénge).
Limitiert ~ wird die  DNA-Vermehrung  durch  den  Verbrauch  der
Reaktionskomponenten, Verminderung der Polymeraseaktivitdt und Akkumulation
der PCR-Produkte. Es tritt ein sogenannter ,Plateau-Effekt“ ein (Morrison et al,
1994). In der Regel erreicht man mit 20-40 Zyklen eine ausreichende Menge der
gewlnschten DNA-Sequenz (Mullis et al, 1994; Bej et al, 1991).

Das Ergebnis wird durch eine Agarose-Gel-Elektrophorese sichtbar gemacht, wobei
die DNA-Banden mittels des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid als diskrete
Banden sichtbar werden.

3.5.3 Isolation der totalen RNA aus Chondrozyten

Die Isolation der RNA aus den Chondrozyten erfolgte Mittels Qiagen RNeasy® Mini
Kit. Die aus den Alginatkulturen gewonnen Proben wurden auf Eis aufgetaut.
AnschlieBend wurden die Proben mit 350ul Ethanol (70%ig) homogenisiert. Das mit
Ethanol gereinigte Lysat wurde jetzt in eine RNeasy® Spin Colum tberfiihrt, damit
sich die RNA an die in der Spin Colum befindliche Membran binden konnte. Die
Probe wurde fiir 15 sek. bei 10.000 U/min zentrifugiert.

Die noch immer an die Membran in der Spin Colum gebundene RNA wurde nun
zweimal mit 350yl RW1-Buffer und zweimal mit 500ul RPE-Buffer gewaschen.
Zwischen den beiden Waschvorgangen mit dem RW1-Buffer wurde noch ein DNase-
Verdau mittels DNase | stock solution durchgefiihrt.

Nach den Waschvorgdngen wurde das Spin Colum in ein 1,5ml Collectingtube
gesteckt. Die Membran der Spin Colum wurde jetzt mit 40ul RNase free water
benetzt, 5min bei Raumtemperatur inkubiert und fir 1min. bei 10.000 U/min
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zentrifugiert, um die RNA aus der Membran zu l6sen. Die so gewonnene RNA wurde
anschlieBend direkt weiterverarbeitet oder in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -70°C aufbewahrt.

3.5.4 Reverse Transkription

Die reverse Transkription ist der Schritt, bei dem aus der als Matrize dienenden RNA,
mittels reverse Transkriptase, cDNA synthetisiert wird.

Die aus den Chondrozyten isolierte RNA wurde stets auf Eis gelagert, um die
Zerstérung durch RNase méglichst gering zu halten.

Es wurden 3ul der frisch isolierten RNA in ein Eppendorf-cap pipettiert. AnschlieBend
wurde die RNA im Thermocycler nach folgendem Programm (Tabelle3) denaturiert,
um die RNA méglichst vollstandig zu entspiralisieren.

Tabelle 3: Denaturierung der RNA

Vorgang Temperatur Zeitdauer
Step 1 18°C 1 min
Step 2 70°C 10 min
Step 3 4°C Hold

Im Anschluss an das Denaturieren wurde der Probe der Mastermix zugesetzt. Der
Mastermix ist eine L&sung, die alle notwendigen Reagenzien enthélt, die fir die
Synthese der cDNA benétigt werden. Dann wurde die Probe mit RNase-free H,O auf
20ul aufgefullt. Im Einzelnen besteht der Mastermix aus den in Tabelle 4
aufgefiihrten Reagenzien.
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Mastermix pro Probe

Reagenzien Endkonzentration (in 20ul)
MgCl, (5mM) 4,0ul

10 x Puffer-1l ohne MgCl, 2,0ul

dNTP (1mM) 1,0pl

Random Hexamer Primer (2,5U/ul) | 1,04l

RNase-Inhibitor (1U/ul) 0,5ul

Reverse Transkriptase (2,5U/ul) 1,0ul

RNase freies H,O 11,5ul

Gesamt 20,0pl

Aus den denaturierten Proben mit dem entsprechenden Volumen an Mastermix,
wurde nun mittels Thermocycler, cDNA synthetisiert. Das verwendete Programm ist
in Tabelle 5 angezeigt.

Tabelle 5: Reverse Transkription

Vorgang Temperatur Zeitdauer
Denaturierung (Initial) | 20°C 10 min
Amplifikation 43°C 1h 15 min
Hold 99°C 5 min

Nach Beendigung der cDNA Synthese wurden die Proben entweder sofort
weiterverarbeitet oder, flir maximal drei Tage, bei -20°C eingefroren.

Um den Erfolg des cDNA-Syntheseschrittes spéater kontrollieren zu kdnnen, wurde
fir jede Probe eine negativ Kontrolle durchgeflihrt. Diese enthielt ebenfalls 3ul RNA
und ein entsprechendes Volumen an Mastermix, bei dem jedoch das Volumen an
reverse Transkriptase durch RNase-free H>O ersetzt wurde.

3.5.5 Qualitative PCR

Zunéchst wurde die cDNA auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden 4ul cDNA pro
Probe in ein Eppendorf-cap transferiert. Danach wurde der Mastermix (Tabelle 6),



38

der alle notwendigen Reagenzien fur die PCR enthalt, dazupipettiert und mit RNase-
free H>O auf 50ul aufgeflllt. Als Referenz-Gen zum Cbfa1 wurde das Housekeeping-
Gen HPRT gewabhlt. D.h., man erhielt pro cDNA Probe vier verschiedene Ansatze fiir
die PCR. Einen Ansatz mit den beiden Primern fir das Cbfal (Tabelle 8), einen
Ansatz mit den beiden Primern fir das HPRT (Tabelle 8) und die negativ Kontrollen
(welche bei der cDNA-Synthese keine reverse Transkriptase zugesetzt bekamen) fiir
Cbfal und HPRT.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Mastermix pro Probe

Reagenzien Endkonzentration (in 50ul)
3’-Primer (20pmol/pl) 1,0pl

5’-Primer (20pmol/pl) 1,0pl

10 x Puffer mit MgCl, (5mM) 4,0pl

dNTP (1mM) 0,5ul

Tag-Polymerase (Ampli-Taqg 5U/ul) | 0,3ul

RNase freies H,O 43,2l

Gesamt 50,0l

Die PCR wurde mit den Proben und den Negativ-Kontrollen im Thermocycler nach
dem Programm (Tabelle 7) vollzogen.

Tabelle 7: Polymerase Ketten Reaktion

Vorgang Temperatur Zeitdauer Anzahl der
Zyklen

Denaturierung 95°C 6 min 1x

Denaturierung | 95°C 20s

Annealing 61°C 30s 55x

Extension 73°C 30s

Extension 73°C 7 min 1x




39

Nach Beendigung der PCR wurden Proben auf ein Agarose-Gel aufgetragen, um das
amplifizierte PCR-Produkt mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid
sichtbar zu machen.

Tabelle 8: Nuklotidsequenz der eingesetzten Primer

Primersequenzen:

Cbfal | fw:5-GGG AGG ATT TGT GAA GAC GGT-3

rw: 5'-CGA TCT GAG ATT TGT GGG CC-3

HPRT | fw:5-AGG AAA GCA AAG TCTGCATTGTT-3
rw: 5-GGT GGA GAT GAT CTC TCA ACT TTA A-3

3.6 Quantitative Real-Time-PCR

3.6.1 Grundlagen

Eine wichtige Grundlage fir die Auswertung der Daten in dieser Arbeit, war die
Entwicklung der quantitativen Real-Time-PCR (qrt-PCR) (Heid et al, 1996). Mit dieser
Methode ist es moglich, quantitative messbare Ergebnisse unserer Templatemenge
zu erzielen. Heutzutage gilt die qrti-PCR zu den Standartmethoden zur quantitativen
Bestimmung von Nukleinsauren (Orlando et al, 1998; Giulietti et al, 2001; Overbergh
et al, 2003).

Bei den einzelnen Proben unserer Versuchsreihe, handelte es sich um kleine
Mengen isolierter mRNA, welche vor der Messung noch in cDNA Uberfihrt werden
musste. Auch hier wurde, analog zur qualitativen PCR, gezielt die zu amplifizierende
Sequenz gewahit.

Die qrt-PCR bietet ein einfaches Verfahren, welches es ermdglicht, die
Nukleins&uren wéhrend der gesamten Reaktion zu messen. Die Methodik ermdglicht
anhand von messbaren Fluoreszenzveranderungen, auf eine Veranderung des
Reaktionsproduktes zu schlieBen (Higuchi et al, 1993; Fink et al, 2002).

Eines der moglichen Real-Time Verfahren ist die Hydrolysesonde, welche in unserer
Arbeit auch verwendet wurde. Die Hydrolysesonde besteht aus einer zur Zielsequenz
komplementaren Basensequenz, einem Quencherfarbstoff am 3’-terminalen Ende,
dem sogenannten TAMRA  (6-Carboxy-tetramethyl-rodamin) und einem
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Reporterfarbstoff am 5-terminalen Ende, dem sogenannten 6-FAM (6-Carboxy-
Fluoreszein) (Holland et al, 1991; Gibson et al, 1996; Wilhelm et al, 2003), welche
den Ubrigen, zur PCR (blichen, Reagenzien zugefligt werden. Des Weiteren, wurden
ein spezifischer Vorwarts- sowie Rulckwarts-Primer fir die zu amplifizierende
Sequenz beigemischt. Das Licht eines Argon-Laser mit der Wellenldnge 488nm
diente zur Anregung. Die Fluoreszenz wird durch die rdumliche N&ahe des Quenchers
und Reporter durch einen als Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer bezeichneten
Vorgang, oder durch den Dexter-Mechanismus von dem Reporter auf den Quencher
geldscht (Bustin et al, 2000; Wilhelm et al, 2003).

Die Sonde bindet wahrend der Annealing-Phase an die innerhalb der DNA gelegene
komplementdre Sequenz, die von den entsprechenden Primerbindungsstellen
eingegrenzt wird (siehe Abbildung 7). Mittels Tag-Polymerase werden die Primer
solange verlangert, bis sie die Sonde erreichen (siehe Abbildung 8). An dieser Stelle
wird die Sonde von der DNA abgeschert. Die 5-Nukleaseaktivitdt der Tag-
Polymerase hydrolysiert nun die Sonde. Bei diesem Vorgang werden der
Reporterfarbstoff der Sonde und der Quencher rdumlich voneinander entfernt, der
Quench féllt aus und das emittierte fluoreszierende Licht kann gemessen werden
(siehe Abbildung 9) (modifiziert nach Wilhelm et al, 2003). Die Intensitat der
gemessenen Fluoreszenz ist proportional zur amplifizierten Menge des PCR
Produktes.

Reporter Cuencher

. Sonde D

ss0MA

Abbildung 7

ssDMA
Tag DMNA-Polymerase

Abbildung 8
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-

Tag DMA-Polymerase

ssOPA

Abbildung 9

Als weiteren Vorteil dieser Methode ist zu nennen, daB die Kontaminationsrate im
Gegensatz zur konventionellen PCR-Methodik wesentlich geringer ist, da ein
haufiges 6ffnen und wieder schlieBen der Tubes entfallt.

3.6.2 Berechnung

Da die Amplifikationseffizienz in der exponentiellen Phase der PCR naherungsweise
konstant ist, wird dies zur Berechnung der Messergebnisse genutzt. Ist die Messung
beendet, wird die Kurve logarithmiert und ein geeigneter Punkt als Schwellenwert CT
gewahlt. Dieser Schwellenwert CT ist dem Logarithmus der Templatemenge
proportional.

CT o< log(N,)
Die Berechnung erfolgte nach der 2"22°T Methode (Livak et al, 2001).

To: (0) Nativ Probe

Tn: Probe zum Zeitpunkt n

CTo 1 :CT-Wert von Cbfal zum Zeitpunkt 0
CTopr :CT-Wert von HPRT zum Zeitpunkt 0
CTh,1:CT-Wert von Cbfal zum Zeitpunkt n
CTnp :CT-Wert von HPRT zum Zeitpunkt n

Der ACT-Wert beschreibt das Verhaltnis der logarithmierten Templatemengen des
Test- und Referenzgens:
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ACT (T,)=CT,, —CT ,

AcT (T,)=CT,, -CT,,

AACT-Wert: das auf den Kontrollwert (To) normalisierte Verhaltnis:

AACT (T,) = ACT(T,) - ACT(T,,)

Die relative Veranderung der normalisierten Templatemenge des Testgens ergibt
sich durch die Potenzierung des AACT-Werts zur Amplifikationseffizienz als Basis,

die Ublicherweise mit 2 (=100%) angené&hert wird:

f — 2—AACT

3.6.3 Reaktionsbedingungen

Die quantitative Real-Time-PCR wurde mit folgendem Ansatz (Tabelle 9) unter
Standart Reaktionsbedingungen durchgefihrt:

Tabelle 9: Ansatz der Real-Time-PCR

Reagenzien Endkonzentration (in 50pl)
Template-cDNA 3,0l

3’-Primer (950uM) 4,5pl

5’-Primer (950uM) 4,5pl

Hydrolysesonde 1,0pl

H-0 12,0ul

2 x gPCR™ Puffer 25,04l

Gesamt 50,0ul
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Der Reaktionspuffer qPCR™ (2 x Reaktionspuffer, Eurogentec) enthalt folgende
Reagenzien:

- dNTP (1mM)

- Hot Goldstar DNA Polymerase

- MgCly (5mM)

- Uracil-N-Glykosidase

Die folgenden Tabellen geben die Sequenzen der Primer (Tabelle 11) sowie der
Hydrolysesonden an (Tabelle 10):

Tabelle 10

Sequenzen der Hydrolysesonden:

Cbfal-Tag-Man | 5'FAM-TGA-AAC-TCT-TGC-CTC-GTC-CAC-TCC-G-TAMRA3’
HPRT-Tag-Man | 5’'FAM-CCA-GTG-TCA-ATT-ATA-TCT-TCC-ACA-ATC-AAG-AC-
TAMRA3’

Tabelle 11

Primersequenzen:

Cbfal | fw: 5"-GGG-AGG-ATT-TGT-GAA-GAC-GGT-3’
rw: 5'-CGA-TCT-GAG-ATT-TGT-GGG-CC-3
HPRT | fw: 5"-AGG-AAA-GCA-AAG-TCT-GCA-TTG-TT-3’
rw: 5-GGT-GGA-GAT-CTC-TCA-ACT-TTA-A-3’

Die quantitative PCR wurde nach dem Programm in Tabelle 12 durchgefihrt.

Tabelle 12

Vorgang Temperatur | Zeitdauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung (Initial) S0°C 2 fin 1x

95°C 6 min

95°C 20s
Amplifikation 59°C 30s 45 x

73°C 30s
Hold 25°C
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3.7 Elektrophoretische Auftrennung der amplifizierten DNA

3.7.1 Prinzip der Agarose-Gel-Elektrophorese

Mit dem Verfahren der Gelelekrtophorese lassen sich  verschiedene
Substanzgemische im elektrischen Feld (Gleichstrom) analytisch trennen. Aufgrund
ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen wandern DNA-Fragmente im elektrischen
Feld zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente héngt dabei
von der GréBe und der Form der Molekile, sowie der angelegten Spannung und der
PorengroBe des Gels (Tragereigenschaft) ab. Kleinere Moleklle wandern aufgrund
ihrer freieren Beweglichkeit weiter als gréBere Molekdle.

3.7.2 Agarose-Gel-Elektrophorese

Flr die elektrophoretische Auftrennung der zu untersuchenden DNA-Proben wurde
2%ige Agarosegele hergestellt. Hierzu wurde 1g Agarose in 50ml TBE-Puffer durch
Kochen gelést. Die Lésung wurde mit 1,5pl Ethidiumbromid versetzt und bei
Raumtemperatur abgekihlt. Das noch fliissige Gel wurde dann in die Gelkammer
gegossen. Fir die Geltaschen wurden Kdmme mit 20 Zahnen verwendet. Nachdem
das Gel auspolymerisiert war, wurde der Kamm entfernt und die Gelkammer mit
TBE-Puffer aufgefillt, bis Gel und Elektroden vollstandig bedeckt waren. Das PCR-
Produkt wurde mit 7,5ul Ladepuffer versetzt, vorsichtig homogenisiert und in jede
Geltasche 7,5ul pipettiert. Als Molekulargewichtsmarker wurde ein Marker ( ®X174
DNA/ HINF |y gewahlt, der ein Spektrum von 20 DNA-Fragmenten in der GroBe von
24-726bp abdeckt. Die Elekirophorese wurde bei 120V und 300mA solange laufen
gelassen, bis die DNA-Fragmente etwa %; des Gels passiert hatten.

Dokumentiert wurde das Ergebnis photographisch. Hierzu wurde das Gel von unten
mit ultraviolettem Licht durchleuchtet und mit einer Polaroid Kamera photographiert
(Film Polaplan; Blende 11; Belichtungszeit 21/8 sek.).
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3.8 Statistik

Die gemessenen Daten wurden mit Hilfe eines Statistikprogramms verglichen, um zu
ermitteln, ob signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Messzeitpunkten
und qualitativ Unterschiedlichen Kulturen bestehen. Hierfir wurde das Programm
SPSS fiir Windows (Release 10.0.5) verwendet.

Die Daten wurden mittels einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse bearbeitet. Um die
Frage nach signifikanten Unterschieden zu erarbeiten, wurden von jeder Passage
der gesunden und jeder Passage der arthrotischen Chondrozyten die verschiedenen
Messzeitpunkte untereinander mit einem Mehrfach-Test verglichen. D. h., es wurden
beispielsweise bei Passage 0 die Messergebnisse von Tag 0 und Tag 14
miteinander verglichen, die Messergebnisse von Tag 0 und Tag 28, sowie die
Messergebnisse von Tag 14 und Tag 28.

Um signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Messzeitpunkten der qualitativ
Unterschiedlichen Kulturen zu berechnen, wurden diese ebenfalls mittels einer
einfaktoriellen ANOVA-Analyse untersucht. Hier wurde bei jeder Passage am
Messzeitpunkt Tag 14 und Tag 28 zwischen gesunder und arthrotischer Kultur
unterschieden.
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4 Ergebnisse

41 Wachstumskurven

Zu Beginn der Studie wurden Wachturmstests durchgefiihrt, um den Einfluss der
FKS-Konzentration auf die Zellproliferation von gesunden Chondrozyten, sowie von
arthrotischen Chondrozyten zu ermitteln. Es wurden Kulturen mit FKS-
Konzentrationen von 5%, 10% und 20% angelegt.

Hierflir wurde eine Versuchsreihe gestartet, in der Zellen einer Zelllinie mit gesunden
Chondrozyten und Zellen einer Zelllinie mit arthrotischen Chondrozyten in einer
Monolayerkultur Uber einen Zeitraum von zehn Tagen beobachtet wurde. An jedem
Tag der Versuchsreihe wurde die Proliferation mittels MTT-Test gemessen. Die
Ergebnisse fir beide Versuchsreihen sind in den folgenden Diagrammen dargestellt.
Kultiviert wurden die Zellen mit dem Medium Ham’s F12K + entsprechender FKS-
Konzentration bei 37°C und 5% CO-

MTT-Test: gesunde Chondrozyten

500%
450% A
400% H
350% 1

300% 1 OFKS 5%
250% H |BFKS 10%
200% H |OFKS 20%

150%
100% A |
50% 1
0% - -
N

&’bg

TR S S Y S-SR
F 1 1 1 F F P P P S

Diagramm 1: Wachstumstest gesunder Chondrozyten lber 10 Tage in
einer Monolayerkultur mit verschiedenen Konzentrationen an FKS

In beiden Diagrammen (Diagramm 1 und 2) ist auf der x-Achse die Dauer der
Proliferationsversuche in Tagen aufgetragen. Auf der y-Achse ist der Anstieg der
Zellzahl in Prozent aufgetragen, ausgehend von 100% am ersten Tag. Die



47

verschiedenen Farben représentieren die unterschiedliche FKS-Konzentration, die
man in der Legende ablesen kann.

Der Wachstumstest fiir gesunde Chondrozyten (Diagramm 1) zeigte bei allen FKS-
Konzentrationen eine Proliferation der Chondrozyten. In den ersten fiinf Tagen
konnte man bei keiner der Konzentrationen einen proliferativen Effekt auf das
Wachstum der Chondrozyten erkennen. Ab dem sechsten Tag zeigte sich dann ein
deutlich gréBerer Effekt bei den Zellen. Die Zellen, die im Medium nur einen Anteil
von 5% FKS zur Verfligung hatten, zeigten eine Vermehrung von 100% auf
318,82%, Zellen die 10% FKS zur Verfligung hatten, einen Anstieg auf 398,39% und
die Zellen, deren Medium zu 20% aus FKS bestand, einen Anstieg auf 406,61%.

MTT-Test: arthrotische Chondrozyten

500%
450% A
400% A
350% H

300% Il |BFKS 5%
250% A BFKS 10%
200% H |OFKS 20%

150% A
100% A
50% A H
0% - -

S T S R -\ S R S
B <E 1 F B F P P F

Diagramm 2: Wachstumstest arthrotischer Chondrozyten liber 10 Tage in
einer Monolayerkultur mit verschiedenen Konzentrationen an FKS

Ebenfalls deutlich, war der Effekt bei den arthrotischen Chondrozyten (Diagramm 2).
Auch hier war erst ab dem sechsten Tag eine Proliferation zu erkennen. Die
Verteilung ahnelt stark den Ergebnissen der Wachstumskurve fir gesunden
Chondrozyten. Bei 5% FKS-Anteil im Medium stieg der Wert von 100% auf 307,05%.
Bei 10% FKS-Anteil wurden 357,98% erreicht und mit einem FKS-Anteil von 20%,
stieg der Wert auf 467,54%.

Insgesamt war der proliferative Effekt, sowohl bei den gesunden, als auch bei den
arthrotischen Chondrozyten, bei einem FKS-Anteil von 20% im Medium am gréBten.
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4.2 Ergebnisse der qualitative PCR

Im Folgenden ist beispielhaft eine Gelelektrophorese der primar durchgeflhrten
qualitativen Polymerase-Kettenreaktionen dargestellt.

Hint 1 Hint 1 Hinf 1

Chial+R Chial - BT +F HPRT-RT
Cbia1+RT s Chbial -RT e HFRT +RT i

Abbildung 10: Gelelektrophorese (qualitative PCR)

Auf der Abbildung10 ist in Lane 1, 5, 9 und 13 der Molekulargewichtsmarker
aufgetragen worden. Die Banden in Lane 2-4 stellen die Amplifikation des Cbfa1
Gens mit reverse Transkriptase dar. Lane 6-8 représentieren die Negativ-Kontrollen
ohne reverse Transkriptase.

Die in Lane 10-12 sichtbaren Banden reprasentieren die Kontrolle mit dem
Housekeeping Gen HPRT mit eingesetzter reverse Transkriptase. Entsprechend sind
in Lane 14-16 die Negativ-Kontrollen fir die Amplifikation mit dem Kontroll-Gen
HPRT dargestellt.

4.3 Cbfal Expression

Der Ausgangswert der Cbfal Konzentration zu Beginn der Passage 0 (p0d0), zu
Beginn der Passage 1 (p1d0) und zu Beginn der Passage 2 (p2d0) wurde jeweils auf
100% gesetzt, da die Chondrozyten zwischen den Passagen Uber vier Wochen in
einer Monolayerkultur bebriitet wurden. Zur Erlauterung des Versuchsaufbaus, sei
hier nochmals, das bereits im Material und Methodenteil aufgefihrte Kulturschema
(vgl. Abbildung 6), in modifizierter Weise dargestellt:
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Monolayer tber 4 Monolayer uber 4 Vo
_

i 1
Se| g |g®
Vi I I

Alginat kultur

0 o 0 p1 p1 p1 p2 p2 p2
B anasieg d0 a1 aze do d14 d28
L
entrspr. entrspr. entrspr.
Diagramm 3 Diagramm 4 Diagramm 5

In den folgenden Diagrammen (Diagramm 3, 4 und 5) ist auf der x-Achse die
Bezeichnung der Passage und des Entnahmetages aus der Kultur angegeben. Auf
der y-Achse ist der Anstieg, beziehungsweise das Absinken der Cbfa1-Konzentration
in Prozent aufgetragen, ausgehend von 100% am Tag 0. Die verschiedenen Farben
reprasentieren die gesunden, beziehungsweise die arthrotischen Kulturen, wie in der
Legende angegeben.

Median in Prozent - Passage 0
*
1000% I
822,99%
800%
600%
400%
179,97%
200% T02:81%
40,33%
0%
pod14 p0d28
Ogesund B arthrotisch

Diagramm 3: Cbfa1 Expression der Chondrozyten in Passage 0

Im Verlauf der Kultivierung konnte man bei den gesunden Chondrozyten nach 14
Tagen eine Abnahme der Cbfal Konzentration auf 40,33% messen. Bei den
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arthrotischen Chondrozyten hingegen stieg die Cbfal Konzentration auf 179,97%.
Nach 28 Tagen Kultivierungsdauer ndherte sich der Wert der gesunden
Chondrozyten mit 102,81% wieder der Anfangskonzentration. Bei den arthrotischen
Chondrozyten wurde mit 822,99% ein Anstieg auf nahezu das Achtfache gemessen,
was einen signifikanten Unterschied bedeutet (Diagramm 3).

Median in Prozent - Passage 1

500%

400%

300%

200% A

118/9%

100%

0% -

pidi4 pid2s

Ogesund Marthrotisch

Diagramm 4: Cbfa1 Expression der Chondrozyten in Passage 1

Zu Beginn der Passage 1 (Diagramm 4) wurde der Ausgangswert wieder auf 100%
gesetzt. Ahnlich wie in Passage 0 konnte man auch in dieser Passage nach 14
Tagen bei den gesunden Chondrozyten ein Absinken der Konzentration auf 43,84%,
bei den arthrotischen Chondrozyten einen Anstieg auf 118,79% messen. Nach 28
Tagen stieg die Konzentration bei den gesunden wieder etwas an. Diesmal nur auf
66,78%, was ca. % der Anfangskonzentration entspricht. Bei den arthrotischen
Chondrozyten war der Anstieg auf 259,02% diesmal deutlich geringer.
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Median in Prozent - Passage 2

250%

200% 1 “'
150%

114,08%

100% 74,14%

50% 1

0% '
p2di4 p2d28

Ogesund Marthrotisch

Diagramm 5: Cbfa1 Expression der Chondrozyten in Passage 2

In Passage 2 lieB sich bei den gesunden Chondrozyten nach 14 Tagen ein Abfall der
Konzentration um ca. Y4 auf 74,74% messen. Die Cbfal Konzentration bei den
arthrotischen Chondrozyten blieb mit 114,08% fast unveréndert. Besonders
interessant ist der Riickgang der Cbfal Konzentration nach 28 Tagen. Hier wurden
bei den gesunden nur noch 39,23% des Ausgangswertes gemessen und bei den
arthrotischen blieb der Wert mit 107,92% nahezu unverandert.

Der statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Qualitdten des Knorpels und der
Kultivierungsdauer wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA-Analyse (siehe Anhang)
durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde hierbei auf den Wert 0,05 festgelegt.
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5 Diskussion

5.1 Zellkultur

In vivo sind Chondrozyten in eine natiirlich Matrix eingebettet und ein direkter Zell-
Zellkontakt ist nicht vorhanden. Des Weiteren, sind im humanen adulten hyalinen
Knorpel keine BlutgefdBe vorhanden, die den Knorpel direkt mit Nahrstoffen
versorgen. Dies geschieht per diffusionem mittels Synovialflissigkeit, da die
Blutkapillaren bereits im Perichondrium enden. Trotz dieser Situation in vivo, lassen
sich Untersuchungen an humanen Gelenkchondrozyten in vitro durchfiihren, wobei
jedoch einige Besonderheiten zu beachten sind.

Eine zweidimensionale Kultur, zum Beispiel eine Monolayer-Kulturflasche aus
Plastik, ermdglicht Untersuchungen ohne die Einfllisse der natirlichen Matrix und der
mechanischen Belastungen. Der Vorteil der zweidimensionalen Monolayerkulturen
liegt zum einen in der relativ schnellen Proliferation der Chondrozyten, sowie in der
wenig aufwendigen Handhabung. In vivo ist die Proliferationsrate von Chondrozyten
im Vergleich deutlich geringer (Aydelotte et al, 1992). Adharente Zellen werden,
sobald sie konfluent die Wachstumsflache bedecken, durch Trypsinieren von der
Auflageflache geldst, und anschlieBend auf weitere Kulturflaschen verteilt. Diese Art
der Vermehrung beinhaltet allerdings den Nachteil, daB der morphologische und
biochemische Erhalt des Phéanotyps nicht mdoglich ist. Das urspriinglich runde
Aussehen der Chondrozyten geht verloren und die Zellen nehmen eine
spindelférmige, fibroblastoide Form an, was als shift der phanotypischen
Differenzierung bezeichnet wird. Dieser shift beginnt schon nach wenigen Tagen. Die
Zellen fangen an kleinere Proteoglykane, Kollagen I, Ill, V oder Versican zu
produzieren, die man normalerweise in Fibroblasten oder Frihformen der
Chondrozyten (Prachondrozyten) findet (Aulthouse et al, 1989; Archer et al, 1990;
Kania et al, 1990; von der Mark and Conrad 1979).

Ist es Ziel, Chondrozyten zu kultivieren, die einen differenzierten Phanotyp besitzen,
muss das Phanomen der Dedifferenzierung durch andere Kultivierungsmethoden
umgangen werden.

Eine Methode um das Auftreten dieses Phanomens zu minimieren, ist das Alginat
System. Dies ist ein dreidimensionales Kultursystem, welches aus einem linearen
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Polysaccharid 1-4 B-D-Mannuronsdure und a-L-Guluronsdure besteht, und aus
braunen Meeresalgen gewonnen wird.

Nach der enzymatischen Gewinnung der Chondrozyten, werden diese unmittelbar in
eine 1,2%ige Alginatlésung Uberfihrt. AnschlieBend tropft man diese Alginat-
Chondrozytensuspension in eine 102mM CaCl,-Lésung. Dieser Tropfen polymerisiert
unmittelbar nach dem Eintropfen aus und wird als sogenannter ,Alginatbead*
bezeichnet. In diesen Alginatbeads kénnen die Chondrozyten dreidimensional
wachsen und stellen somit eine artifizielle Knorpelmatrix dar.

Hauselmann fuhrte den ersten und wohl bekanntesten Versuch mit der Methode der
Alginatkultivierung durch. Ihm gelang es in einer dreidimensionalen Alginatkultur, mit
humanen und bovinen artikularen Chondrozyten, Uber einen Zeitraum von mehr als
einem halben Jahr, ph&notypische Indikatoren nachzuweisen (H&uselmann et al,
1992; Hauselmann et al, 1994).

In dieser Arbeit haben wir uns beide Kultursystem zu Nutze gemacht, um die Cbfat
Regulation in humanen gesunden und arthrotischen artikularen Chondrozyten zu
untersuchen.

In dieser Studie wurden die Chondrozyten enzymatisch aus Knorpelgewebe
gewonnen, in eine dreidimensionalen Alginatkultur gebracht und anschlieBend in
einer zweidimensionalen Kultur wieder vermehrt, gemaB dem Versuchsaufbau in
Abbildung 6.

Wir konnten zeigen, daB es wohl nicht nur bezlglich der bekannten Indikatoren, wie
Proteoglykan und Kollagen Typ-l, sondern auch bei der Expression des Cbfal zu
einer Regression in der dreidimensionalen Kultur kommt.

Der Ansatz ein zweidimensionales und ein dreidimensionales Kultursystem
miteinander zu kombinieren schafft die Mdoglichkeit eine groBe Anzahl von
differenzierten Chondrozyten in vitro zu zlichten, wie sie beispielsweise fir eine
autologe Chondrozytentransplantation notwendig ist (Haudenschild et al, 2001).

Die bisher erzielten Ergebnisse des Tissue Engineering geben allerdings Anlass zur
Diskussion, da man sich auf diesem Gebiet noch am Anfang der Forschung bewegt.
Geziichtete Chondrozyten und deren Transplantation erfiillen heute oft noch nicht die
Erwartungen, die vom Patienten gestellt werden. Die Knorpeltransplantate die bereits
zur Verflgung stehen, zeigen, soweit Uberhaupt schon n&her untersucht, dass sie in
biomechanischer Hinsicht nicht denen eines natiirlichen hyalinen Knorpels geniigen.
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5.2 Degeneration und Regeneration von Chondrozyten

Eine Knorpeldegeneration wird vorwiegend im hyalinen Gelenkknorpel beobachtet,
was weithin als Osteoarthrose bekannt ist. Die Druckelastizitdit und seine
Zugelastizitat in gewissen Grenzen, unter Beibehaltung seiner Flexibilitat, sind
kennzeichnende Eigenschaften (Junqueira et al, 1996). Artikuldrer Knorpel scheint
besonders anféllig zu sein fir Degeneration, da regenerative Prozesse, wie sie in
anderen Organen, zum Beispiel der Leber, fehlen. Die Tatsache, das
UnregelmaBigkeiten oder Stérungen in der normalen Gelenkfunktion die Entstehung
der Ostearthrose beschleunigen, untermauern diese Hypothese. Beispielsweise
schutzt ein intakter Meniskus, durch Gewichts- und Druckverteilung die
Knorpeloberflache. Wird durch eine partielle oder totale Meniskusresektion dieser
LPuffer” entfernt, kommt es zu einer héheren Belastung des Oberflachenknorpels,
welcher flr diese Leistung nicht ausgelegt ist. Die Matrix wird folglich GbermaBig
komprimiert und es resultiert, infolge der schlechten Diffusion, eine insuffiziente
Né&hrstoffversorgung. Dadurch geht der Knorpel zugrunde, was sich zum Beispiel
durch Abhebung der Knorpeloberflache zeigt (Kurz et al, 2001). Offenbar kommt es
unter diesen Bedingungen auch zu einem Anstieg der Cbfal Expression.

Typischerweise formieren sich die Chondrozyten in unmittelbarer Umgebung zu
diesen Uberbeanspruchten Arealen in sogenannten Zellnestern oder Clustern
(Battmann et al, 2003). Normalerweise liegen Knorpelzellen bevorzugt einzeln oder
in kleinen geradzahligen Gruppen in sogenannten Chondronen (Knorpelhdhlen). Die
Zellgruppen entstehen durch Mitose einer Knorpelzelle. Aus diesem Grund werden
sie als isogene Gruppen bezeichnet. Innerhalb einer solchen Gruppe kann man den
Reifegrad einzelner Chondrozyten aufgrund ihres Aussehens differenzieren.
Umgeben werden die Chondrone von Knorpelgrundsubstanz (Matrix) (Junqueira et
al, 1996). Die Clusterformation ist lediglich als eine vergebliche Bemihung der
Knorpelregeneration zu sehen. Gelenkchondrozyten scheinen also Zellen zu sein,
die lediglich eine gewisse Lebensdauer besitzen. Sie folgen einem festgelegten
Differenzierungsweg. Von der Stammzelle ausgehend, &andern sie ihr
morphologisches Erscheinungsbild zum Chondroblasten (engl.: proliferating
chondroblast), dessen Hauptaufgabe die mitotische Teilung ist, um einen suffizienten
Pool an Matrix produzierenden Zellen zu bilden. AnschlieBend entwickelt sich dann
der Chondroblast zum sogenannten matrixproduzierenden Chondroblasten (engl.:
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producing chondroblast), der die Matrix des die Gelenkoberfliche Uberziehenden
Knorpels bildet. Letztlich wird der Chondroblast zum typisch bizellular erscheinenden
Chondrozyten.

Eine Regeneration aus einem Stammzellpool, wie es in anderen Organen bekannt
ist, scheint offenbar nicht vorgesehen. Allerdings lassen sich im entstehenden
Kallusgewebe, bei frischen Knochenbriichen, typische Knorpelzellen nachweisen.
Dies deutet darauf hin, dass sich im Knochengewebe stets induzierbare
Stammzellen befinden. Nach der vollstdndigen Knochenheilung allerdings,
verschwinden diese Zellen wieder vollstandig (Battmann et al, 2003).

Eine vollstandige Knorpelregeneration ,ad integrum*® ist bis heute nicht beschrieben.
Entstandene Defekte werden im Organismus mit einem minderwertigen
Mischgewebe aus fibrotischem Narbengewebe und einem Gewebe mit kartilaginaren
Eigenschaften, welches beispielsweise knorpelspezifische Kollagene produziert,
gedeckt (Tew et al, 2001). Bezlglich morphologischer Kriterien, scheitern die
fortschrittlichen Methoden des Tissue Engineering und des Knorpelersatzes im
Allgemeinen an der Hirde, einen typisch hyalinen Knorpel herzustellen, der seine
Eigenschaften beibehalt. Deshalb sollte immer noch von einer Defektheilung
gesprochen werden.

Ein Ansatz zum Erhalt der typischen Knorpeleigenschaften, scheint die Wahl des
Kultursystems zu sein. Die heutzutage in vitro gezlichteten Chondrozyten sind eine
der wichtigsten Vorraussetzungen fir das moderne Tissue Engineering und die
Knorpeltherapie. Pionier auf diesem Gebiet war Peterson. Er kultivierte
Chondrozyten in vitro zunéchst in zweidimensionalen Monolayerkulturen, um sie
dann, nach der schon weiter oben erwahnten Vermehrung, als autologe
Chondrozytentransplantate zu reimplantieren (Peterson et al, 2000). Eine naher an
der Zellbiologie liegende Methode ist die dreidimensionale Kultur auf Alginatbasis
(Schulze et al, 2000; Jubel et al, 2002), welche in dieser Studie deutlichen Einfluss
auf die Ergebnisse hatte.

Die Differenzierung von Chondrozyten 14Bt sich nicht zweifelsfrei nach
morphologischen Kriterien bestimmen. Hierfir sind der Nachweis bestimmter
Proteine, wie beispielsweise Kollagen Typ-2, 9, oder 11 notwendig. Auf der anderen
Seite 1&Bt das identifizieren von Kollagen Typ-1, 3 oder 10 auf eine Dedifferenzierung
schlieBen. Eine Identifikation dieser Proteine erfolg in der Regel mit speziellen
Assays oder mit immunhistochemischen Methoden. Jingere Verfahren, wie die
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Polymerase Kettenreaktion, die auch in dieser Arbeit angewendet wurde, erlauben
die Bestimmung von zuséatzlichen Faktoren auf Basis der mRNA Expression. Dieses
Verfahren hat den Vorteil, dass es die Messung von Faktoren ermdglicht, welche
nicht mit der direkten Sekretion spezieller Proteine oder anderen Produkten
gekoppelt ist. Einer dieser Faktoren ist das Cbfa1 (Core binding factor), das auch als
PebP2aA (Polyomavirus enhancer binding protein 2) bekannt ist. Cbfal ist ein
Transkriptionsfaktor der sogenannten runt superfamily. Der Begriff runt bedeutet,
dass die a Untereinheit des Cbf strukturell homolog zu dem Produkt des Drosophila
Gens runt ist. Es enthalt einen Abschnitt, den man als Runt domain bezeichnet.
Diese Domé&ne wird zur DNA Bindung und zur Dimerisation mit der B Untereinheit
benétigt.

Cbfal wurde erstmals in osteoblastéren Zelllinien entdeckt. Erst spater identifizierte
man es auch in kartilagindren Zellen. Es scheint also nicht nur bei der Osteogenese
einen kontrollierenden Einfluss zu haben, sonder auch bei der Differenzierung von
Chondrozyten von Bedeutung zu sein.

In dieser Studie wurde die Expression des Cbfal in humanen gesunden und
arthrotischen  Gelenkchondrozyten untersucht, um  Aufschluss Uber die
kontrollierende Funktion dieses Transkriptionsfaktors bei der
Chondrozytenhypertrophie zu bekommen. Hypertrophe Chondrozyten nehmen, als
eine unabdingbare Stufe zwischen dem kartilagindrem Gerlst und echtem Knochen,
eine zentrale Rolle ein.

In der Phase der enchondrale Ossifikation Ubernehmen Chondrozyten eine
entscheidende Funktion. Hier wird vor der eigentlichen Knochenbildung ein
Knorpelskelett angelegt. Undifferenzierte Stammzellen gruppieren sich zusammen
und differenzieren zu Chondrozyten, die knorpelspezifische Proteine synthetisieren
und von extrazellularer Matrix umgeben werden. Ist dies abgeschlossen, beginnen
die Chondrozyten zu hypertrophieren (Junqueira et al, 1996). Wahrend der friihen
Skelettentwicklung wird Cbfal von sich zum Knorpelgerlist gruppierenden
mesenchymalen Zellen in hohem MaBe exprimiert (Ducy et al, 1997). Da Cbfa1 auch
fir die spatere Knochenentwicklung von Noten ist, wird weiterhin
osteoblastenspezifisches Cbfal exprimiert, jedoch in geringerem MaBe, als bei der
frihen Knochenentwicklung (Komori et al, 1997; Otto et al, 1997; Inada et al, 1999;
Kim et al, 1999). Diese basale Expression entspricht der Ausgangskonzentration des
Cbfal der von uns untersuchten gesunden Chondrozyten.



57

Die Annahme, daB Cbfal eine regulierende Funktion bei der Hypertrophie der
Chondrozyten haben kénnte, wurde durch Studien mit Cbfal knock-out Mausen
gestarkt (Inada et al, 1999; Kim et al, 1999).

Der zu Beginn unserer Untersuchung gemessene Cbfal Level, wurde sowohl bei
den gesunden, als auch bei den arthrotischen Chondrozyten mit 100%
angenommen. Im Verlauf der Passage 0 lieB sich bei den gesunden Chondrozyten
eine Abnahme der Cbfal Konzentration messen, die sich aber zum 28 Tag wieder an
den anféanglichen Cbfal Level anglich. Im den folgenden Passagen 1 und 2 konnten
wir sogar eine Verminderung der Cbfal Expression bezliglich des Ausgangswertes
verzeichnen. In Passage 1 bot sich ein &hnliches Bild wie in Passage 0. Auch hier
kam es zu einer starkeren Verminderung nach halber Passagezeit, die sich
allerdings zum Ende hin nur auf ca. % der Anfangsexpression steigerte. In der letzten
Passage war das Bild etwas verandert. Hier erreichten wir die stirkste Regression
der Cbfal Expression am Ende der Passagezeit. Das |aBt sich mdoglicherweise
folgendermaBen erklaren:

Die Chondrozyten werden bei der Explantation aus dem Organismus fiir kurze Zeit
ihrer physiologischen Umgebung beraubt. Des Weiteren, sind bis zum Einbringen in
die artifizielle dreidimensionale Matrix, einige Arbeitschritte notwendig. Dies
bedeutet, dass die Zellen einem gewissen Stress unterworfen sind. Diese
unphysiologische Belastung kénnte, analog den Entstehungsmechanismen der
Osteoarthrose, der Grund flr eine kurzfristige Hochregulation der Cbfal Expression
sein. Nachdem die Knorpelzellen wieder in der fir sie normalen rdumlichen Struktur
eingebettet sind, erholen sie sich schnell wieder und die im Verlauf beobachtete
diskrete Absenkung der Cbfal Konzentration reflektiert lediglich die Erholung der
Zellen auf das kurze Stressereignis.

Die Tatsache, dass sich die Expression des Cbfal wahrend der gesamten
Beobachtungsdauer um die Ausgangskonzentration bewegt, scheint darauf zu
beruhen, das die Chondrozyten nach der Phase der Skelettentwicklung zwar
weiterhin Cbfal produzieren (Komori et al, 1997; Otto et al, 1997; Inada et al, 1999;
Kim et al, 1999), sich aber bezglich ihrer Differenzierungsstufe, auf dem Niveau der
physiologischen Reife befinden. Sie scheinen in das Stadium des hypertrophen
Chondrozyten eingetreten zu sein und erfillen ihre Syntheseleistung, um den
natirlichen gesunden hyalinen Knorpel zu erhalten. Diese Ergebnisse unterstreichen
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die Annahme der regulierenden Funktion des Cbfal von Inada (Inada et al, 1999)
und Kim (Kim et al, 1999).

Bei der Untersuchung der Chondrozyten, die aus arthrotischen Knorpelgewebe
gewonnen wurden, verhielt sich die Cbfal Expression deutlich anders.

Waéhrend der ersten Passage kam es schon nach 14 Tagen zu einem Anstieg auf
nahezu das Doppelte. Am Ende der Passage wurde ein signifikanter Anstieg auf das
achtfache gemessen. Erstaunlich waren die Ergebnisse in den folgenden Passagen.
Hier konnten wir im Verlauf einen Rickgang der anfangs hohen Cbfal Expression
messen. In Passage 1 war die Expression nur noch knapp 2'2-mal so hoch wie zu
Beginn, und in Passage 2 konnten wir Uber die gesamte Passagezeit eine
gleichbleibende Cbfal Expression dokumentieren.

Der wahrend der ersten Passage signifikante Anstieg des Cbfat, I1aBt sich nicht allein
auf den kurzfristigen Stress bei der operativen Explantation und der Verarbeitung
zurtickfihren. Hier scheinen weitere Faktoren eine Rolle zu spielen.

Offenbar induziert ein Ungleichgewicht zwischen physiologischer Syntheseleistung
und normaler degenerativer Abnutzung des Knorpels, wie es bei der Entstehung der
Osteoarthrose zugrunde liegt, eine vermehrte Expression des regulierenden
Transkriptionsfaktors Cbfat.

Der Anstieg in der ersten Passage konnte dadurch erklart werden, dass die
Chondrozyten bereits in vivo einem so starken Stress ausgesetzt waren, das es zu
einer massiven Hochregulation des Cbfa1 kam. Trotz der Uberfilhrung in eine fir
Chondrozyten, zwar artifizielle, aber ann&hernd physiologische Umgebung, wurde
zundchst weiter ein hohes MaB an Cbfal exprimiert. Diese weiter ansteigende
Expression des Cbfal ist als ein Uberhang der vorherigen unphysiologischen
Stressverhaltnisse im Organismus zu interpretieren. Die Chondrozyten befanden sich
solange in einer fir sie nicht vorgesehenen Umgebung, daB sie eine
Dedifferenzierung geman den ihnen gebotenen Verhéltnissen durchgemacht haben.
In den folgenden Passagen regulierten die Chondrozyten die Expression des Cbfat
herunter. Dieses Verhalten der Zellen kénnte darauf beruhen, daB die Chondrozyten
durch die Kultivierung in der dreidimensionalen Alginatmatrix, die einer
physiologischen Matrix sehr &hnliche ist, eine Art Erholung bezuglich des Cbfal
durchmachen. Offensichtlich sind Chondrozyten in der Lage auf eine Veranderung
der sie umgebenden Matrix zu reagieren, und zwar nicht nur im Sinne einer
Degeneration durch metabolischen oder mechanischen Stress (Fassbender et al,
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1982; Niethard et al, 1997; Kurz et al, 2001), sondern auch auf eine Ihnen gebotene
stressfreie Umgebung.

Am Ende der Beobachtungsdauer dieser Studie konnten wir sogar Uber den
gesamten Verlauf der letzten Passage ein gleichbleibendes Expressionsniveau des
Cbfal messen. Dies impliziert eine Redifferenzierung der Zellen in Richtung des
physiologischen artikularen Chondrozyten.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die dreidimensionale Alginatkultur
nicht nur einen Einfluss auf den Erhalt der Differenzierung hat (Schulze et al, 2000;
Jubel et al, 2002), sondern auch auf die Richtung des Chondrozyten entlang seines
Entwicklungpfades.

5.3 Chondrogene Differenzierung und Dedifferenzierung

Der Begriff Differenzierung beschreibt den physiologischen Entwicklungspfad einer
Zelllinie, hier speziell den der Chondrozyten. Der physiologische Weg geht von der
Stammzelle aus. Die Stammzelle entwickelt sich zum frilhen Chondroblast
(proliferating chondroblast), dessen Aufgabe die mitotische Zellteilung ist. Uber die
Stufe des matrixproduzierenden Chondroblast (producing/expanding chondroblast)
entwickelt sich schlieBlich der artikulare Chondrozyt. Wie schon erwahnt, zeichnet
sich dieser ,ausdifferenzierte“ Chondrozyt durch die Produktion spezifischer Proteine
aus.

Das Wort Dedifferenzierung impliziert eine schrittweise Rickentwicklung der Zellen
entgegengesetzt des physiologisch festgelegten Entwicklungspfades zu einem
weniger hohen Reifestadium.

Wenn man sich die meisten anderen Gewebe betrachtet, kann man eine gewisse
Anzahl noch vorhandener Stammzellen finden. Diese ,Reservisten“ habe die
Aufgabe, je nach GroBe des Defekts, eine organisierte Gewebereparatur entlang der
Differenzierungsachse vorzunehmen. Hier liegt also ein physiologisches
Regenerationspotential aus einem Stammzellpool vor. Nicht so bei artikularem
Knorpelgewebe. Hier 148t sich kein Stammzellpool finden mit dem eine
Geweberegeneration  erzielt  werden  kdénnte.  Folglich  scheinen  die
Knorpelreparaturversuche von den Chondrozyten selbst initiiert zu werden. Eine
diese Tatsachen unterstiitzende Hypothese ist das Konzept der Plastizitat.



60

5.4 Plastizitat

Unter dem Konzept der Plastizitdt versteht man, dass Zellen sich nicht zu einer
niedrigeren Entwicklungsstufe dedifferenzieren, sondern einen Wechsel (switch) ihrer
Differenzierung vollziehen, hin zu einem anderen Phanotyp (siehe Abbildung 11 —
nach Battmann, 2003). Beispielsweise gehdren Osteoblasten und Fibroblasten zum
chondrozytdren Phénotyp. Dies laBt sich durch Betrachtung der enchondralen
Ossifikation oder bei Bildung von Kallusgewebe nach Knochenbriichen

veranschaulichen (Battmann et al, 2003).
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Abbildung 11

In dieser Arbeit konnten wir die Plastizitdt von Chondrozyten anhand der Expression
des Cbfal demonstrieren. Dieser Transkriptionsfaktor gilt als unabdingbarer
Differenzierungsmarker bei der osteoblastéren Differenzierung (Ducy et al, 1997).
Auf Grund dessen, gewann das Vorkommen dieses Faktors in Chondrozyten, in den
letzten Jahren immer mehr an Bedeutung (Kim et al, 1999; Stricker et al, 2002).

Knorpelzellen, die aus frischem gesundem humanem Gelenkknorpel gewonnen
werden, zeigen ein basales Cbfal Expressionsniveau. Kultiviert man diese Zellen
Uber einen gewissen Zeitraum in einer dreidimensionalen Kultur, 1aBt sich kein
Anstieg der Cbfal Expression messen. Bei den frisch gewonnenen arthrotischen
Chondrozyten 148t sich zu Beginn des Kultivierungszeitraumes ein Anstieg der Cbfa1
Konzentration feststellen, der im weiteren Verlauf wieder stark riickldufig ist. Die
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Chondrozyten scheinen also ihren dediffernzierten osteoiden Zustand zurliick zum
chondrozytaren Phanotyp zu switchen.

Diese Ergebnisse lassen folgende wichtige Aussagen zu.

Zum einen, scheint die physiologisch dreidimensionale kollagene Umgebung der
Chondrozyten einen unabdingbaren Einfluss auf den Erhalt des Phéanotyps der
Zellen zu haben. Folglich sollte in vitro kultivierten Chondrozyten die artifizielle
dreidimensionale  Alginatmatrix geboten werden, um ihre chondrogene
Differenzierung zu erhalten, beziehungsweise diese wieder zu erlangen
(Hauselmann et al, 1994, Chubinskaya et al, 2001, Reiter et al, 2002).

Zum anderen ist die Uberlegung, dass Chondrozyten in einer unphysiologischen
Umgebung dedifferenzieren, offenbar nicht ganz richtig. Vielmehr &ndern sie ihre
Differenzierung in Richtung eines eher osteoblastiren Phanotyps. Uberfiihrt man sie
in eine Umgebung, die der natirlichen weitgehend entspricht, vollziehen sie einen
erneuten switch, zurlGck zu ihrem urspriingliche chondroblastéaren Phanotyp, was
kennzeichnend ist, fir ein Verhalten nach dem Prinzip der Plastizitat (Bahrami et al,
2000; Gerstenfeld et al, 2002; Hegert et al, 2002).
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6 Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung (deutsch)

Einer der frihesten Marker und grundlegende Voraussetzung fir eine osteoblastére
Zelldifferenzierung ist der Core binding factor a1 (Cbfal). Studien mit knock-out
Mausen konnten ebenfalls eine Rolle des Cbfal auf die Reifung von Chondrozyten
und fir die enchondrale Ossifikation zeigen. Dies lasst auf ein
Differenzierungspotential von kartilaginaren Zellen in osteoblastéare Zellen schlieBen.
In dieser Studie wurde die Expression und Regulation von Cbfal in gesunden und
arthrotischen humanen Gelenkchondrozyten in vitro in Abhangigkeit von Kulturdauer
und dem Einfluss einer dreidimensionalen Zellanordnung in einer Alginatmatrix
untersucht.

Die humanen Gelenkchondrozyten wurden aus Operationspraparaten isoliert. Die so
gewonnenen Chondrozyten wurden mit DMEM/Ham’s F12K Medium, 20% fetalem
Kélberserum und 1% Penicillin/Streptomycin in einer Atmosphére von 5% CO. bei
37°C kultiviert. Es wurden zweidimensionale und auf Alginat basierende
dreidimensionale Kulturen angelegt. Aus diesen Ansatzen wurde in regelmaBigen
Absténden die Expression des Cbfal mittels mRNA Extraktion und Amplifikation
(PCR) untersucht. Die Bestimmung wurde nach Standardprotokollen (Qiagen)
durchgefiihrt, eine quantitative Bestimmung erfolgte im Verhaltnis zum
Housekeeping Gen HPRT.

Bei unseren Untersuchungen konnte in arthrotischen humanen
Chondrozytenkulturen, im Vergleich zu gesunden, eine unterschiedliche Cbfal
Expression beobachtet werden. Bei den arthrotischen kam es anfénglich zu einem
signifikanten Anstieg der Genexpression, der im Verlauf der Beobachtungen, der in
Alginat eingebrachte Zellen, riicklaufig wurde, bis die Cbfal Expression schlieBlich
wieder dem Anfangsniveau entsprach.

Die gesunden humanen Chondrozyten zeigten nur minimale Veranderung an. Die
Werte fir die Genexpression bewegten sich wahrend der gesamten Untersuchung
um die gemessene Anfangsexpression.

Die in dieser Studie beobachtete Regulation des Core binding factor a1 (Cbfal),
kénnte eine Erklarung des Krankheitsverlaufs bei degenerativen Arthrosen bieten.
Die Umdifferenzierung (Plastizitdt) der Chondrozyten in Richtung eines mehr
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osteoblastdren Phanotyps kann mdglicherweise die mangelnde Regeneration
arthrotischen Knorpels erkldren. Andererseits eréffnet die Redifferenzierung in der
auf Alginat basierenden dreidimensionalen Chondrozytenkultur eine Mdéglichkeit der
Erzeugung differenzierter Knorpelzelltransplantate auch aus bereits arthrotisch
vorgeschadigtem Gewebe.

Die hier vorgestellten Ergebnisse bieten zum einen auf molekularer Ebene, eine
mdgliche Erklarung flr die Pathologie der Arthrose, erbffnen aber auch zum anderen
Optionen flr mogliche Strategien zur Behebung bereits entstandener Schaden im
Bereich des Gelenkknorpels.

6.2 Summary (english)

One of the earliest markers and basic condition for an osteoblast cell differentiation is
the core binding factor and a 1 (cbfa1). Studies with knock-out mice could show a
role of cbfal at the maturation of chondrocytes and for enchondral ossification. This
allows closing on a differentiation potential of cartilage cells into osteoblast cells. In
this study the expression and regularization was examined by cbfal in healthy and
arthrotic human articular chondrocytes in vitro as a function of cultural duration and
the influence of a three-dimensional cell arrangement in an alginate matrix.

The human articular chondrocytes were isolated from operation preparations. The
won chondrocytes were cultivated with DMEM/Ham's F12K medium, 20% fetal calf
serum and 1% of penicillin/streptomycin in an atmosphere of 5% CO, with 37°C. It
was put on two-dimensional and on alginate based three-dimensional cultures. From
these attempts the expression of cbfal was examined at regular intervals by mRNA
extraction and amplification (PCR). The regulation was determined to standard
protocols (Qiagen), a quantitative regulation occurred in proportion to housekeeping
gene HPRT.

With our analysis a different cbfal expression could be observed in arthrotic human
articular chondrocytes in comparison to healthy ones. The arthrotic chondrocytes
came at first to a significant increase of the genetic expression which became falling
in the course of the observations, concerning the cells cultured in alginate, until the
cbfal expression, in the end, again corresponded to the beginning level.
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The healthy human chondrocytes indicated only minimum change. The values of the
genetic expression moved during the whole investigation around the measured
beginning expression.

The regularization observed in this study of the core binding factor a 1 (cbfal), could
offer an explanation of the iliness course by osteoarthritis. The dedifferentiation
(plasticity) of the chondrocytes in the direction of more osteoblastic phenotype can
possibly explain the lacking regeneration of arthrotic cartilage. On the other hand, the
redifferentiation opens a possibility for the production of differentiated cartilage cell
grafts also from already arthrotic preinjured chondrocytes in the three-dimensional
culture basing on alginate.

The presented results offer, on the one hand, at molecular level, a possible
explanation of the pathology of the osteoarthritis, however, open also for the other
option possible strategies to the removal already in this area damaged joint cartilage.
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9 Anhang

9.1 statistische Daten

Einfaktoriell: Passage 0 — gesund

Deskriptive Statistik
Wert
95%-Konfidenzintervall fiir
Standardab | Standardf den Mittelwert
N Mittelwert weichung ehler Untergrenze | Obergrenze | Minimum | Maximum
do 3 1,45200 1,73730 1,00303 -2,86370 5,76770 ,435 3,458
di4 3 ,68000 ,65475 ,37802 -,94649 2,30649 ,100 1,390
d28 3 ,78467 ,26763 ,15452 ,11984 1,44949 476 ,952
Gesamt 9 ,97222 1,00557 ,33519 ,19927 1,74517 ,100 3,458
ANOVA
Wert
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz]
Zwischen den (Kombiniert) 1,052 2 ,526 ,449 ,658
Gruppen Linearer Kontrast ,668 1 ,668 570 479
Term i
Abweichung 384 1 384 328 588
Innerhalb der Gruppen 7,037 6 1,173
Gesamt 8,089 8

Post-Hoc-Tests

Abhangige Variable: Wert

Mehrfachvergleiche

LSD
Mittlere Standardf 95%-Konfidenzintervall
(I) Zeitpunkt (J) Zeitpunkt | Differenz (I-J) ehler Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
do di4 ,77200 ,88425 ,416 -1,39168 2,93568
d28 ,66733 ,88425 479 -1,49635 2,83102
di4 do -,77200 ,88425 ,416 -2,93568 1,39168
d28 -,10467 ,88425 ,910 -2,26835 2,05902
d28 do -,66733 ,88425 479 -2,83102 1,49635
d14 ,10467 ,88425 ,910 -2,05902 2,26835
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Einfaktoriell: Passage 1 — gesund

Deskriptive Statistik

Wert
5%-Konfidenzintervall fi
Standardab |Standardf den Mittelwert
N Mittelwert | weichung ehler  [Untergrenze |[Obergrenze| Minimum [Maximum
do 2 | 5,64500 5,47018 | 3,86800 | -43,50260 | 54,79260 1,777 9,513
di4 2 | 1,31900 |,2728E-02 |9,00E-03 1,20464 1,43336 1,310 1,328
d28 2 | 2,32100 ,66185 | ,46800 | -3,62550 8,26750 1,853 2,789
Gesamt 6 | 3,09500 3,18975 | 1,30221 -,25244 6,44244 1,310 9,513
ANOVA
Wert
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 20,512 2 10,256 1,013 ,461
Gruppen Linearer Kontrast 11,049 1 11,049 1,092 ,373
T )
em Abweichung 9,463 1 9,463 935 405
Innerhalb der Gruppen 30,361 3 10,120
Gesamt 50,873 5

Post-Hoc-Tests

Abhangige Variable: Wert

Mehrfachvergleiche

LSD
Mittlere Standardf 95%-Konfidenzintervall
() Zeitpunkt  (J) Zeitpunkt | Differenz (I-J) ehler Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
do di4 4,32600 3,18125 ,267 -5,79816 14,45016
d28 3,32400 3,18125 ,373 -6,80016 13,44816
di14 do -4,32600 3,18125 ,267 -14,45016 5,79816
d28 -1,00200 3,18125 773 -11,12616 9,12216
d28 do -3,32400 3,18125 ,373 -13,44816 6,80016
di14 1,00200 3,18125 773 -9,12216 11,12616
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Einfaktoriell: Passage 2 — gesund

Deskriptive Statistik

Wert
B5%-Konfidenzintervall fur
Standardab | Standardf den Mittelwert
N Mittelwert | weichung ehler |Untergrenze |Obergrenze | Minimum |Maximum
do 3 | 1,96833 1,95440 | 1,12837 -2,88667 6,82334 ,435 4,169
di4 3 | 2,88233 2,55652 | 1,47601 -3,46842 9,23308 ,217 5,314
d28 3 ,93367 ,64702 ,37356 -,67361 2,54094 ,360 1,635
Gesamt 9 | 1,92811 1,84565 ,61522 ,50942 3,34681 217 5,314
ANOVA
Wert
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 5,703 2 2,852 ,794 ,494
Gruppen Linearer Kontrast 1,606 1 1,606 447 ,529
Term i
Abweichung 4,097 1 4097 | 1,141 327
Innerhalb der Gruppen 21,548 6 3,591
Gesamt 27,251 8
Post-Hoc-Tests
Mehrfachvergleiche
Abhangige Variable: Wert
LSD
Mittlere Standardf 95%-Konfidenzintervall
() Zeitpunkt  (J) Zeitpunkt | Differenz (I-J) ehler Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
do di4 -,91400 1,54734 ,576 -4,70020 2,87220
d28 1,03467 1,54734 ,529 -2,75153 4,82086
di4 do ,91400 1,54734 ,576 -2,87220 4,70020
d28 1,94867 1,54734 ,255 -1,83753 5,73486
d28 do -1,03467 1,54734 ,529 -4,82086 2,75153
di14 -1,94867 1,54734 ,255 -5,73486 1,83753
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Einfaktoriell: Passage 0 — arthrotisch

Deskriptive Statistik

Wert
5%-Konfidenzintervall fi
Standardab |Standardf den Mittelwert
N Mittelwert | weichung ehler  [Untergrenze |[Obergrenze| Minimum [Maximum
do 2| ,26350 p,1920E-02 |1,55E-02 p,6554E-02 ,46045 ,248 ,279
d14 2| ,47700 ,10889 |7,70E-02 -,50138 1,45538 ,400 ,554
d28 2 | 2,17500 ,28709 | ,20300 -,40436 4,75436 1,972 2,378
Gesamt 6 | ,97183 ,94691 ,38657 P,1885E-02 1,96555 ,248 2,378
ANOVA
Wert
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 4,388 2 2,194 69,469 ,003
Gruppen Linearer Kontrast 3,654 1 3,654 | 115,681 ,002
Term i
Abweichung 735 1 735 | 23,257 017
Innerhalb der Gruppen L476E-02 3 [3,159E-02
Gesamt 4,483 5
Post-Hoc-Tests
Mehrfachvergleiche
Abhangige Variable: Wert
LSD
Mittlere Standardf 95%-Konfidenzintervall
(I) Zeitpunkt  (J) Zeitpunkt | Differenz (I-J) ehler Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
do di4 -,21350 17772 ,316 -, 77909 ,35209
d28 -1,91150* A7772 ,002 -2,47709 -1,34591
di14 do ,21350 17772 ,316 -,35209 ,77909
d28 -1,69800* A7772 ,002 -2,26359 -1,13241
d28 do 1,91150* 17772 ,002 1,34591 2,47709
di4 1,69800* 17772 ,002 1,13241 2,26359

*. Die mittlere Differenz ist auf der Stufe .05 signifikant.
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Einfaktoriell: Passage 1 — arthrotisch

Deskriptive Statistik

Wert
5%-Konfidenzintervall fi
Standardab |Standardf den Mittelwert
Mittelwert | weichung ehler  [Untergrenze |[Obergrenze| Minimum [Maximum
do 4 | 5,59650 3,63870 | 1,81935 -,19349 | 11,38649 ,510 9,063
d14 4 | 4,57350 4,72364 | 2,36182 | -2,94286 | 12,08986 1,790 | 11,631
d28 4 [11,44150 6,21416 | 3,10708 1,55338 | 21,32962 4,198 | 18,507
Gesamt 12 | 7,20383 5,49666 | 1,58675 3,71142 | 10,69625 ,510 | 18,507
ANOVA
Wert
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 109,840 2 54,920 2,221 ,164
Gruppen Linearer Kontrast 68,328 1 68,328 2,764 ,131
Term i
Abweichung 41512 1] 41512 1679 227
Innerhalb der Gruppen 222,506 9 24,723
Gesamt 332,346 11
Post-Hoc-Tests
Mehrfachvergleiche
Abhangige Variable: Wert
LSD
Mittlere Standardf 95%-Konfidenzintervall
() Zeitpunkt  (J) Zeitpunkt | Differenz (I-J) ehler Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
do di4 1,02300 3,51589 ;778 -6,93049 8,97649
d28 -5,84500 3,51589 131 -13,79849 2,10849
di14 do -1,02300 3,51589 ;778 -8,97649 6,93049
d28 -6,86800 3,51589 ,083 -14,82149 1,08549
d28 do 5,84500 3,51589 ,131 -2,10849 13,79849
di4 6,86800 3,51589 ,083 -1,08549 14,82149
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Einfaktoriell: Passage 2 — arthrotisch

Deskriptive Statistik

Wert
5%-Konfidenzintervall fi
Standardab |Standardf den Mittelwert
N Mittelwert | weichung ehler [Untergrenze |Obergrenze| Minimum [Maximum
do 5 | 2,90380 1,45552 | ,65093 1,09653 4,71107 1,125 4,407
di4 5 | 5,19500 3,53376 | 1,58034 ,80726 9,58274 ,607 9,986
d28 5 | 2,95700 1,55056 | ,69343 1,03173 4,88227 1,580 5,351
Gesamt 15 | 3,68527 2,46609 | ,63674 2,31959 5,05094 ,607 9,986
ANOVA
Wert
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 17,102 2 8,551 1,508 ,260
Gruppen Linearer Kontrast ,076E-03 1 [7,076E-03 ,001 ,972
Term i
Abweichung 17,095 1] 17005 | 3015 108
Innerhalb der Gruppen 68,041 12 5,670
Gesamt 85,143 14
Post-Hoc-Tests
Mehrfachvergleiche
Abhangige Variable: Wert
LSD
Mittlere Standardf 95%-Konfidenzintervall
() Zeitpunkt  (J) Zeitpunkt | Differenz (I-J) ehler Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
do di4 -2,29120 1,50600 ,154 -5,57249 ,99009
d28 -5,32000E-02 1,50600 ,972 -3,33449 3,22809
di4 do 2,29120 1,50600 ,154 -,99009 5,57249
d28 2,23800 1,50600 ,163 -1,04329 5,51929
d28 do 5,3200E-02 1,50600 972 -3,22809 3,33449
di4 -2,23800 1,50600 ,163 -5,51929 1,04329
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Einfaktoriell: Analyse p0 d0/d14 gesund — arthrotisch

ANOVA
WERT
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 6449,927 1 {16449,927 7,099 ,076
Gruppen Linearer Ungewichtet 6449,927 1 {16449,927 7,099 ,076
Term i
Gewichtet 6449,927 1 [16449,027 | 7,099 076
Innerhalb der Gruppen 6951,390 3 | 2317,130
Gesamt 3401,317 4
Einfaktoriell: Analyse p0 d0/d28 gesund — arthrotisch
ANOVA
WERT
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 602492,5 1 1602492,54 95,128 ,002
Gruppen Linearer Ungewichtet 602492,5 1 |602492,54 95,128 ,002
Term i
Gewichiet 602492,5 1 60249254 | 95128 002
Innerhalb der Gruppen 9000,457 3 | 6333,486
Gesamt 621493,0 4
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Einfaktoriell: Analyse p1 d0/d14 gesund — arthrotisch

ANOVA
WERT
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 0039,134 1 P0039,134 ,812 418
Gruppen Linearer Ungewichtet 0039,134 1 P0039,134 ,812 ,418
Term i
Gewichtet 0039,134 1p0039,134 | 812 418
Innerhalb der Gruppen B701,875 4 P4675,469
Gesamt 118741,0 5
Einfaktoriell: Analyse p1 d0/d28 gesund — arthrotisch
ANOVA
WERT
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 114468,1 1 114468,07 1,470 ,292
Gruppen Linearer Ungewichtet 114468,1 1 114468,07 1,470 ,292
Term i
Gewichiet 114468, 1 1 i14468,07 | 1,470 292
Innerhalb der Gruppen 311426,9 4 [77856,737
Gesamt 425895,0 5
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Einfaktoriell: Analyse p2 d0/d14 gesund — arthrotisch

ANOVA
WERT
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 2690,844 1 | 2690,844 ,055 ,822
Gruppen Linearer Ungewichtet 2690,844 1 | 2690,844 ,055 ,822
Term i
Gewichtet 690,844 1|2690844 | 055 822
Innerhalb der Gruppen 292907,2 6 #8817,864
Gesamt 295598,0 7
Einfaktoriell: Analyse p2 d0/d28 gesund — arthrotisch
ANOVA
WERT
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den (Kombiniert) 1958,576 1 | 1958,576 ,402 ,549
Gruppen Linearer Ungewichtet 1958,576 1 | 1958,576 ,402 ,549
Term i
Gewichtet 1958,576 1| 1958576 402 549
Innerhalb der Gruppen P9199,062 6 | 4866,510
Gesamt B1157,638 7




9.2 Material und Reagenzien

Material

B-Mercaptoethanol

0,5ml DNA Huttchen
1,5ml Collecting Tubes
1,5ml Reaktionsgefaf
1,8ml Kryréhrchen
10*PCR Puffer - II
10*PCR Puffer mit MgCI2
2ml Collecting Tubes

2ml Reaktionsgefai

5ml Glaspipetten

10ml Glaspipetten

10ml Spritzen

10ml Zentrifugenréhrchen
20ml Glaspipetten

25ml Erlenmeyerkolben
50ml Zentrifugenréhrchen
24 Loch Platten

70%iges Ethanol
96%-100%iges Ethanol
Agarose

Alginat - Lésung

Alginic Acid

Ampli - Taq - Gold

Aqua ad injectabilia
Auflésepuffer

CaCl; - Lésung

CaCl; M 110, 99
Cellulose-Acetat Filter 0,2 um
Collagenase Type XI

Deoxyribonuclease

Hersteller

Eppendorf)
QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)

(Si

(

(

(
(Nunc)
(GeneAmp®Applied Biosystems)
(GeneAmp®Applied Biosystems)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(Eppendorf)

(Hirschmann)

Hirschmann)

(Sigma)
(GeneAmp®Applied Biosystems)
(Braun)

(Merck)
(Sartorius)
(Sigma)
(

Sigma)
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DMEM/Ham's F12K
DMSO - Dimethylsulfoxid
Dnase I stock solution
dNTP

EDTA Ethylendinitrlotetraessigsdure M372,24

Ethanol 70%

Ethanol 96%-100%

Ethidiumbromid

Fetal Bovine Serum

Gelkammer

Glasfaser Vorfilter

Handschuhe

Hank's

Hinf I - Markers

Isotone Kochsalzlésung

Kantlen Durchmesser: 20G*1'%", 0,9*40
Kanilen Durchmesser: 24G*1", 0,55*25
Kuhl-Tischzentrifuge 5417 R
Kihlzentrifuge Rotanta/TRC
Kulturflaschen

Ladepuffer

MgClz

Minisart Sterilfilter 0,2 um

Multipipette

Multipipettenspitzen 12,5ml

Na-Citrat M 294,1

NaCl M 58,44

Natronlauge

PCR - Cycler

Penicillin/Streptomycin

Petrischalen (Glas) - Durchmesser: 8,5cm
Pinzetten steril

Pipet-Boy

Pipette 1000ul

(Biochrom AG)
(Merck)
(Qiagen)
(Eurobio)

(entrpr. TRIPLEX® ||| Merck)
(Riedel de Haén)

(Riedel de Haén)

(Sigma)
(Bé&chler Tech)
(Sartorius)
(Kimberly-Clark)
(Biochrom AG)
(Promega)
(Baxter)
(Terumo)
(Terumo)
(Eppendorf)
(Hettich)

(BD Falcon)

Sartorius)

(

(

(

(
(Merck)
(Carl Roth Gmbh+Co)
(Merck)

(Tuchdown (ThermoHybaid))
(Biochrom AG)

(Angiokard)

(Integra Bioscience)
(Eppendorf)
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Pipette 100yl

Pipette 10p
Pipettenspitzen 1000pl
Pipettenspitzen 100yl
Pipettenspitzen 10ul
Primer cbfal FW

Primer cbfal RV

Primer HPRT FP

Primer HPRT RP
Random Hexamers

RDD Buffer

Reverse Transkriptase
RLT-Lysepuffer

Rnase free water

RNase Inhibitor

RNeasy Mini Column
RPE Buffer

RW1 - Buffer

Skalpelle steril

Sterilfilter PorengréBe: 0,20um
TBS - Puffer
Thermocycler
Tischzentrifuge Biofuge A
Transforming Growth Factor beta 1
Trypsin

Vortexer: Minishaker MS 1

Wasserbad

(Eppendorf)
(Eppendorf)
(Eppendorf)

(Eppendorf)

(Eppendorf)

(MWG Biotech AG)

(MWG Biotech AG)

(MWG Biotech AG)

(MWG Biotech AG)
(GeneAmp®Applied Biosystems)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(GeneAmp®Applied Biosystems)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(GeneAmp®Appl|ed Biosystems)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(Feather)

(Sartorius)

(TRIO-Thermoblock (Biometra))
(Heraeus)

(Sigma)
(Gi
(
(

Memmert)
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9.3  Abkiirzungsverzeichnis

ACT
Bsp.
bzw.
ca.
CaCl,
Cbf
CCD
cDNA
CO,
d.h.
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
EDTA
ELISA
engl.
entspr.
FAM
FKS

g

ggf.
Hz0
HPRT

max.
MgC|2
Min.

autologe Chondrozytentransplantation
Beispiel

beziehungsweise

circa

Calciumchlorid

Core binding factor

cleidocraniale Dysplasie
complementary DNA

Kohlendioxid

das heiBt

Dubecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Ethylendiamin-Tertaessigsaure
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
englisch

entspricht

6-Carboxy-Fluoreszein

fetales Kélberserum

Gramm

gegebenenfalls

Wasser
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase

internationale Einheiten
Immunglobulin

Liter

mannlich

maximal

Magnesiumchlorid

Minute



90

min
mRNA
MTT

NaCl
NaHCO3
NTP
OCT
PCR
PebP
qrt-PCR
rER
RNA
sek.
TAMRA
Tag-Polymerase

TBE
TGF
vgl.
w
z.B.

andere Zeichen:

ml
mm
mM
nm

pl

pm
°C
U/min

minimal

messenger RNA
3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Nukleosidtriphospat

osteochondrale Knorpeltransplantation
Polymerase Kettenreaktion
Polyomavirus enhancer binding protein
quantitative real time PCR

rauhes endoplasmatisches Retikulum
Ribonukleinsdure

Sekunden
6-Carboxy-tertramethyl-rodamin
DNA-Polymerase des Bakteriums
Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

Transforming growth factor
vergleiche

weiblich

zum Beispiel

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Nanometer

Mikroliter

Mikrometer

Grad Celsius
Umdrehungen pro Minute
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9.4 Ehrenerklérung

sch erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbststandig, ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemaB aus ver6ffentlichen oder nicht
verdffentlichen Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen
Auskinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefiihrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-
Liebig-Universitdt GieBen =zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis”
niedergelegt sind, eingehalten.”
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