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1. Einleitung

Die Osteoarthrose ist eine weit verbreitete Erkrankung, die mit einer chronischen,
fortschreitenden Zerstérung des Gelenkknorpels einhergeht. Schatzungen gehen
davon aus, dass etwa die Halfte der deutschen Bundesbirger arthrotische
Gelenkveranderungen aufweisen. Ein Funftel davon sind behandlungsbediirftig
(Mielke, 1984, Wagenhéauser, 1984).

Volkswirtschaftlich entsteht durch die Osteoarthrose ein enormer Schaden. Die
direkten Kosten fir Behandlung, Gelenkersatzoperationen und die hausliche Pflege
beliefen sich nach Schéatzungen aus dem Jahr 1990 auf ca. 3,5 Milliarden Euro, die
indirekten Kosten durch Arbeitsausfalle wurden damals auf ca. 15 Milliarden Euro
geschatzt (Statistisches Bundesamt, 2002).

Ein wichtiger Pathomechanismus, gerade im Hinblick auf die frihzeitige
Kniegelenksarthrose, sind unbehandelte Gelenkknorpeldefekte. Knorpelgewebe
besitzt eine nur sehr gering ausgepragte Regenerationsfahigkeit. Gelenkknorpel
weist keine BlutgefalRe auf, ist nicht innerviert und alymphatisch. Die eingeschrankte
Proliferations- und Migrationsfahigkeit der Chondrozyten, die fehlende Durchblutung
des Gelenkknorpels und, damit verbunden, die fehlende Invasion von pluripotenten
Bindegewebszellen limitieren die Heilungspotenz des Gewebes (Mankin, 1982).
Nach - auch nur oberflachlicher - Zerstérung von Knorpelgewebe kommt es daher
meist zur Bildung von Narbengewebe als Ersatzgewebe. Dieses erfillt jedoch nicht
die gleichen Anspriiche an Belastbarkeit, Elastizitdt etc. wie hyaliner Knorpel
(Leonhardt, 1990). Deformierung, Funktionsverlust und Schmerzen sind die Folge.
Ein Herauszdgern der Knorpelschadigung oder gar die Induktion von neuem
Knorpelwachstum wirde neben der Steigerung der Lebensqualitat breiter
Bevolkerungsschichten auch einen volkswirtschaftlichen Gewinn bedeuten.

Bei der Suche nach therapeutischen Ansétzen ist es von essentieller Bedeutung, die
grundlegenden Mechanismen der physiologischen Knorpel- und
Knochenentwicklung sowie die Pathomechanismen bei der Entstehung der

Osteoarthrose zu verstehen.



1.1 Knorpelgewebe

Knorpelgewebe entsteht entwicklungsbiologisch aus dem Mesoderm. Es besteht aus
den Knorpelzellen (Chondrozyten) sowie einer extrazellularen Matrix, welche durch
die Chondrozyten gebildet wird. Aufgrund der Morphologie und Zusammensetzung
der extrazellularen Matrix wird Knorpel in drei Typen unterteilt (Leonhard, 1990,
Kihnel, 1995):

1. Elastischer Knorpel: Diese Knorpelform findet sich unter anderem in der

Ohrmuschel, der Ohrtrompete, im aulBeren Gehérgang und im
Kehlkopfdeckel. Er ist gekennzeichnet durch die ausgepragte Elastiziat der
extrazellularen Matrix (Leonhard, 1990).

2. Faserknorpel: Faserknorpel zeichnet sich durch eine sehnige Struktur aus.

Die extrazellulare Matrix besteht hier zum gro3ten Teil aus Kollagenfasern. Er
zeichnet sich durch eine hohe Zugfestigkeit aus bei geringer Elastiziat. Man
findet Faserknorpel in den Zwischenwirbelscheiben, der Schambeinfuge, dem
Kiefergelenk und in den Menisci (Leonhard, 1990).

3. Hyaliner Knorpel: Der hyaline Knorpel erhielt seinen Namen aufgrund seines

blaulichen, glasernen und durchscheinenden Aussehens (gr.: ualog (hyalos)
=glasartig, durchsichtiger Stein). Es handelt sich um die haufigste Knorpelart.
Er ist funktionell vorwiegend auf Druckbeanspruchung ausgelegt. In
Wirbeltieren ist er in zwei funktional verschiedenen Situationen, als
permanenter Knorpel (z.B. in Gelenken) oder als Ersatzknorpel (z.B. in
Wachstumsfugen), vorzufinden. Permanenter hyaliner Knorpel kommt im
adulten Organismus neben den Gelenken in der Trachea, der Nase, dem

Kehlkopf, den Bronchien und den Rippen vor (Leonhard, 1990).

Da die nachfolgenden Untersuchungen an Knorpelgewebe aus humanen Huft- und
Kniegelenken durchgefuhrt worden sind, wird im folgenden Kapitel néaher auf den

Aufbau des hyalinen Gelenkknorpels eingegangen:



1.2 Aufbau des Gelenkknorpels

Der hyaline Gelenkknorpel kleidet als ein hochspezialisiertes Gewebe die
korrespondierenden Gelenkoberflachen aus. Er besteht aus einer avaskularen,
alymphatischen extrazellularen Matrix, die von den dort ansassigen Zellen, den
Chondrozyten, gebildet wird.

Histologisch kann das Knorpelgewebe in unterschiedliche Zonen unterteilt werden:
eine oberflachliche Zone mit eher kleinen, flachen, parallel zur Knorpeloberflache
(entlang der Kollagenfasern) ausgerichteten Chondrozyten, eine mittlere Zone mit
grol3eren, eher rundlichen Zellen, die keine spezifische Ausrichtung oder Beziehung
zu der Knorpelmatrix zeigen, eine tiefe Zone mit saulenférmiger Ausrichtung der
Zellen entlang der Kollagenfasern und die kalzifizierte Zone, die die Verbindung
zwischen dem elastischen Knorpelgewebe und dem steifen Knochen herstellt. Die
Lage der Chondrozyten innerhalb des Knorpelgewebes scheint mit unterschiedlichen
Eigenschaften der Zellen einherzugehen (Aydelotte und Kuettner, 1988). Die
Chondrozyten machen jedoch insgesamt weniger als 1% des Knorpelvolumens aus.

Den Hauptanteil des Knorpelgewebes bildet die extrazellulare Knorpelmatrix.

Die extrazellulare Knorpelmatrix kann in zwei Regionen eingeteilt werden: In die
territoriale- sowie die extraterritoriale Matrix. Die territoriale Matrix besteht aus einem
dichten Proteoglykanmantel, der direkt der Plasmamembran der Chondrozyten
angelagert ist, sowie, dem Proteoglykanmantel angrenzenden, tangential
angeordneten Kollagenfibrillen (hauptsachlich bestehend aus Kollagen Typ VI). Den
weitaus grof3eren Anteil der Knorpelmatrix macht jedoch die extraterritoriale Matrix
aus. Sie besteht hauptsachlich aus einem Netzwerk von Kollagenfibrillen
(Uberwiegend Kollagen Typ I, in geringeren Teilen Kollagen Typ IX und Xl). Diese
sind Uber fibrillenassoziierte Verbindungsmolekiile
(Fibrillenoberflachenkomponenten) untereinander vernetzt (Bruckner und van der
Rest, 1994). Ein weiterer Bestandteil der extraterritorialen Knorpelmatrix ist das
Proteoglykan Aggrekan, welches in das Kollagennetzwerk eingelagert ist (Roughley
und Lee, 1994). Aggregate, bestehend aus Hunderten von Aggrekanmolektlen mit
einem Molekulargewicht von mehreren Millionen Dalton, sind an sehr langkettige
Hyaluronsauren gebunden. Aufgrund seiner stark negativ geladenen Chondroitin-

Sulfat-Seitenketten besitzt das Aggrekan eine extrem hohe



Wasserbindungskapazitat. Der Gegenpol zu dem hierdurch erzeugten Schwelldruck
wird durch das Kollagennetzwerk gebildet. Durch das Zusammenspiel dieser
divergierenden Kréfte ist die auRergewohnliche Elastizitat des Knorpels zu erklaren.
Bei Belastung entweicht ein Teil des an das Aggrekan gebundenen Wassers. Dabei
verringert sich die Distanz zwischen den negativen Ladungen der Keratan- und
Chondroitinsulfatketten. Eine weitere Kompression des Knorpels wird durch die nun
wachsenden elektrostatischen Abstol3ungskréafte verhindert. Nach Abfall der
Belastung konnen die Wassermolekiile aufgrund der elektrostatischen Abstol3ung
der Polysaccharide untereinander und aufgrund der auf sie einwirkenden
Anziehungskraft der negativen Ladungszentren zurtckflieBen und das Gewebe in
die Ausgangskonfiguration zurtickkehren (Otte, 2001).

Grollere Umbauprozesse der extrazellularen Matrix finden in gesundem
Knorpelgewebe normalerweise nicht statt. Die Halbwertszeit der Knorpelmatrix wird
auf etwa 100 Jahre beziffert (Aigner und Kim, 2002).

1.3 Entwicklung von osteochondralem Gewebe

1.3.1 Knochenentwicklung

Zwei verschiedene Mechanismen spielen bei der Bildung des Knochenskeletts eine
entscheidende Rolle: die intramembrandse bzw. desmale Ossifikation und die
enchondrale Ossifikation.

Bei der intramembrantsen Knochenentwicklung entsteht die Knochenmatrix direkt
durch die Differenzierung von mesenchymalen Zellen in Osteoblasten. Bei der
enchondralen Ossifikation wird zunachst eine knorpelige Vorstufe gebildet, welche
im weiteren Verlauf durch Knochen ersetzt wird (de Combrugghe et al., 2001).
Chondrozyten sondern zunachst eine knorpelspezifische extrazellulare Matrix ab
und proliferieren. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Hypertrophie der
Chondrozyten gefolgt von einer Kalzifizierung der Umgebungsmatrix. Parallel hierzu
lagern sich neu differenzierte Osteoblasten in einer dinnen Schicht Uber diese
Matrix. Diese wird im weiteren Verlauf durch, von den Chondrozyten selbst
produzierten, Metalloproteinasen wieder abgebaut. Die hypertrophierten
Chondrozyten sterben ab. Zur selben Zeit wandern mesenchymale Zellen

zusammen mit Blutgefallen und Osteoklasten ein. Diese bauen die Knorpelmatrix



ab, die mesenchymalen Zellen differenzieren sich zu Osteoblasten, welche eine
Kollagentyp-I-Matrix und knochenspezifische nicht-Kollagene Proteine sezernieren.
Diese als Osteoid bezeichnete Matrix mineralisiert durch die Einlage von
Calciumphosphaten.

Epiphyseal cartilage
Mesenchyme Cartilage  Hypertrophic Ostroblasts  Blood Proliferating g
chondrocytes  (bone) ’ vesse| chondrocytes

Y

Bone
marrow

- B gT -

|~ Bone

Secondary
ossification center

Abb. 1.3.1: Zu Beginn der enchondralen Ossifikation kondensieren Zellen mesenchymalen
Ursprungs zu knorpeligen Skelettelementen. Gleichzeitig hierzu bildet sich das
Perichondrium, eine Umhillung der Skelettelemente. Die Skelettelemente bestehen aus
Chondrocyten, die zunéchst proliferieren und spater differenzieren. Im Laufe der
Differenzierung bilden sich hypertrophe Chondrozyten, spater findet in diesem Bereich die
BlutgefalRinvasion und Knochenbildung statt. (Modifiziert nach Gilbert, 2000)

1.3.2 Knorpelentwicklung

Im Rahmen der embryonalen Entwicklung entstehen aus mesenchymalen
Vorlauferzellen unter Abrundung und Einzug der cytoplasmatischen Fortsatze nach
mehrfachen Teilungen Chondroblasten. Entscheidende Bedeutung haben hierbei
den Sox-Transkriptionsfaktoren, insbesondere Sox 9, aber auch Sox 5 und 6 (de
Combrugghe et al., 2001) und der Wachstumsfaktor transforming growth factor-3
(TGF-B). TGF-R ist ein wichtiger Wachstums— und Differenzierungsfaktor im

Rahmen der Knochen— und Knorpelentwicklung (Trippel, 1995). Bei mesenchymalen
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Stammzellen kann mit Hilfe von TGF-I3 eine chondrogene Differenzierung induziert
werden (Mackay et al., 1998).

Die Chondroblasten beginnen nun nach und nach mit der Synthese der
extrazellularen Matrix. Bedingt hierdurch riicken die Zellen immer weiter auseinander
und differenzieren sich schlieBlich zu den eigentlichen Knorpelzellen: den
Chondrozyten. Die Differenzierung des Knorpels findet also von innen nach auf3en
statt. Das den Knorpel umgebende Mesenchym gestaltet sich zum Perichondrium
mit fibroblastér differenzierten chondrogenen Zellen um. Dieses dient zeitlebens dem
appositionellen Wachstum. Mit Ausnahme des Gelenkknorpels umgibt das

Perichondrium alle hyalinen und elastischen Knorpeloberflachen.

1.4 Pathomechanismen der Osteoarthrose: Zerstérung der
Gelenkknorpelmatrix bzw. Ungleichgewicht von anabolen und

katabolen Prozessen

Besonders das Proteoglykan Aggrekan unterliegt im gesunden Knorpel einem
standigen Gleichgewicht zwischen Neusynthese und Degradation (Hardingham et
al., 1994, van Kampen, 1992), wahrend die Kollagenfibrillen eine Halbwertszeit von
Jahrzehnten aufweisen.

Im Rahmen osteoarthrotischer Veranderungen finden sich unter anderem vermehrt
kleine Aggrekanfragmente im Serum (Thonar et al.,, 1995). Diese entstehen
hauptséachlich durch die Aktivitat proteolytischer Enzyme, den Matrix-
Metalloproteinasen (Fosang et al.,, 1991). Das Aggrekan verliert seine stabile
Bindung in der Matrix und diffundiert in die Synovialflissigkeit. Hierdurch wird die
Prallelastizitat reduziert, die Komprimierbarkeit des Knorpelgewebes wird erhoht,
was wiederum eine vermehrte Belastung des Kollagengeristes zur Folge hat
(Maroudas, 1976).

Wird hingegen das Kollagennetzwerk (welches dem osmotischen Druck des
Aggrekans entgegenwirkt) beschadigt, kommt es zu einer zunehmenden Schwellung
des Knorpels. Dies fuhrt zu einer vermehrten Rissbildung bis hin zum Abriss ganzer
Matrixfragmente (Maroudas, 1976).

Ein dritter Pathomechanismus ist bei den Chondrozyten selbst zu finden. Es konnte

gezeigt werden, dass Knorpelzellen versuchen, dem vermehrten Abbau von
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Matrixbestandteilen durch eine Zunahme der Neusynthese von Matrixproteinen
entgegenzuwirken (Rizkalla et al., 1992). Ein Vergleich der Chondrozyten
untereinander zeigt, dass die Knorpelzellen in den oberen Schichten, also dort, wo
es zur eigentlichen Progression der Matrixzerstérung kommt, vermindert
Matrixproteine wie Aggrekan oder Kollagen Typ Il exprimieren. Korrespondierend
hierzu findet sich der Hauptproteogykanverlust in den oberflachennahen
Knorpelschichten. Eine hieraus abgeleitete Theorie erklart dies durch eine
Umdifferenzierung/Dedifferenzierung der Chondrozyten. Zahlreiche Studien zeigen,
dass sich die oberflaichennahen Chondrozyten bei arthrotischem Knorpelgewebe
verglichen mit gesundem Knorpelgewebe zum Teil erheblich im Hinblick auf den
Phanotyp aber auch hinsichtlich der Expression von Matrixproteinen unterscheiden
(von der Mark, 1986, Schnabel et al., 2002).

Chondrozyten weisen in arthrotischem Gelenkknorpel einige Gemeinsamkeiten mit
hypertrophiertem Knorpelgewebe im Rahmen der enchondralen Ossifikation auf.
Zum einen ist die Produktion von Kollagen Typ X zu nennen, einem typischen
Markerprotein fur hypertrophierte Chondrozyten, das jedoch auch in arthrotisch
verandertem Knorpelgewebe nachweisbar ist (Hamerman, 1989). Weitere
Gemeinsamkeiten sind die vermehrte Expression von transforming growth factor-3
(TGF-B) und parathyroid hormone related protein (PTHrP) (Serra et al.,, 1997,
Karpouzas und Terkeltaub, 1999). Auch makroskopische Gemeinsamkeiten sind
unverkennbar: Haufig finden sich Kalzifizierungen der extrazellularen Matrix in
gealtertem, osteoarthrotisch/-itisch veréndertem Knorpel. Auch knochentypische
Proteine wie Osteocalcin, Osteopontin, Osteonectin oder alkalische Phosphatase
lassen sich sowohl im arthrotischen Knorpel, als auch im Saulenknorpel der
Wachstumsfuge nachweisen.

Weiterhin kommt es im Rahmen von osteoarthrotischen Knorpelveranderungen zu
einer stadienabhangigen Expression von Kollagen Typ | (Miosge et al., 2004,
Tesche und Miosge, 2005), einem Kollagen, welches typischerweise von
Fibroblasten gebildet wird, jedoch auch im Rahmen der enchondralen Ossifikation
nachweisbar ist.

Unter Zellkulturbedingungen, insbesondere in der Monolayerkultur, kommt es bei
Chondrozyten ebenfalls zu einer Expression von Kollagen Typ | (Mayne et al., 1976,
Benya et al., 1977 und 1978, von der Mark et al., 1977).
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Der vor allem im englischen Sprachraum verbreitete Begriff der Osteoarthrose
implementiert zudem, dass bei dieser Erkrankung nicht nur dem Gelenkknorpel
allein pathophysiologische Bedeutung zukommt. In der Tat zeigen neuere
Untersuchungen, dass es sich hierbei um ein komplexes Krankheitsbild mit
Veranderungen der periartrikularen Muskeln, des Bandapparates, der Synovia, des
neurosensorischen Systems und vor allem auch des Knochens handelt (Felson und
Neogi, 2004).

Typischerweise zeigt sich im Rahmen arthrotischer Gelenkveranderungen
insbesondere subchondral eine vermehrte Knochenproliferation. Diese Proliferation
drickt sich auch aus in den periartrikularen Verknécherungstendenzen
(Verkndcherung der Sehnenansatze, der Gelenkkapsel etc.) sowie in der Ausbildung
von Osteophyten. Ein Diagnosekriterium des American College of Rheumatology fur
die Osteoarthrose des Knies oder der Héande ist das Vorhandensein von
Osteophyten. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde schon seit langerem
spekuliert, dass der Knochen das primare Organ fir die Triggerung der
Osteoarthrose sein konnte. Durch Mikrofrakturierungen der Knochentrabekel und die
nachfolgenden Reparationsvorgange konnte die Steifigkeit des subchondralen
Knochengewebes erhoht werden. Durch die hierdurch entstehende erhohte
Druckbelastung des Gelenkknorpels kdme es dann zu einer Zerstérung der
Knorpelmatrix. Diese Theorie wurde zun&chst durch Experimente erhartet, bei denen
durch Versteifung des subchondralen Knochens mittels Methylmethacrylat eine
Osteoarthrose induziert werden konnte (Radin et al., 1982) In spéateren
Tierversuchen zeigte sich jedoch, dass der Knorpelverlust im Rahmen der
Arthroseentstehung schon in einem Stadium nachweisbar ist, in dem die
subchondrale Knochentrabekelstruktur noch nicht verandert ist. Die Proliferation des
subchondralen Knochengewebes trat erst in spateren Stadien auf (Layton et al.,
1988, Dedrick et al., 1993).

Untersuchungen beim Menschen konzentrieren sich Ublicherweise auf spatere
Stadien der Osteoarthrose, in der die typische subchondrale Knochenproliferation
schon nachgewiesen werden kann. Jedoch scheinen auch hier initial die
Knorpelveranderungen im Vordergrund zu stehen. Der subchondrale Knochen des
arthrotischen Gelenkes scheint im Vergleich zum gesunden anfangs sogar weniger
Steifigkeit zu besitzen (Ding et al., 1998). Eine definitive Aussage, ob initial die

Knochen- oder die Knorpelveranderungen im Vordergrund stehen, kann jedoch zum
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aktuellen Zeitpunkt nicht gemacht werden. In jedem Fall kénnen sowohl der Verlust
der Knorpelmatrix als auch die vermehrte Sklerosierung des subchondralen
Knochens zwei (evtl. voneinander unabhangige) Pathomechanismen der
Osteoarthrose als Folge der erhfhten mechanischen Belastung sein.

Aufgrund der Gemeinsamkeiten von Chondrozyten in arthrotisch veréndertem
Knorpelgewebe und hypertrophierten Chondrozyten bei der enchondralen
Ossifikation, und aufgrund der Knochenverdnderungen im Rahmen der
Osteoarthrose mit vermehrter subchondraler Sklerosierung und der Bildung von
Osteophyten (als Folge einer extraossar stattfindenden enchondralen Ossifikation)
erscheint das Verstandnis der embryonalen Entwicklung von osteochondralem
Gewebe essentiell zu sein fur die Erforschung pathophysiologischer
Zusammenhéange im Rahmen der Osteoarthrose.

1.5 Zellkulturmodelle

Die Arbeitsgruppe um Earle kultivierte 1943 erstmals kontinuierlich wachsende
Mausfibroblasten. 1955 stellte Eagle das erste definierte Medium zusammen. Seit
Ende der siebziger Jahre erfolgt die Anzucht von Zellen in, mit einer hydrophoben
Oberflache beschichteten, Polystyrol-Einmalgefal3en. Serum im Medium wurde
lange Zeit als notwendig angesehen, da es essentielle Faktoren und Proteine
enthalt. Physiologisch ist im engeren Sinne das Wachstum in einem serumhaltigen
Medium jedoch nicht, denn normales Gewebe oder Tumorgewebe steht in vivo nicht
direkt mit Plasma in Kontakt. Zudem ist das Wachstum im serumhaltigen
Medium hinsichtlich seiner Inhaltsstoffe wenig standardisierbar.

Insbesondere die Ergebnisse zur Beurteilung vom Hormon-, Wachstumsfaktoren
oder Zytokineinfluss mussen daher mit groRem Vorbehalt interpretiert werden.
Mittlerweile ist es moglich, Zellen in serumfreiem Medium zu ztichten (Knuchel et al.
1994).

Gerade wenn Fragestellungen Uber die Wirkung einzelner Substanzen auf
bestimmte Zellen vorliegen, kommen Zellkulturen als das Kkleinste zellbiologisch
kontrollierbare Modell zur Anwendung. Diese sind durch in vivo Experimente
aufgrund der Vielzahl der Einflussfaktoren auf die zu testende Zellpopulation in

einem komplexen Organismus naturgemalf3 nicht hinreichend genau zu klaren.
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1.5.1 Osteosarkomzellkulturen

Humane Osteosarkomzellkulturen sind seit vielen Jahren Gegenstand von
Zellkulturexperimenten. Ihre Isolierung aus dem Tumorgewebe und Etablierung als
Monolayerkulturen erfolgt nach Spulung, Gewebedissektion, enzymatischer
Zellseparation und Zentrifugation. Nach weiterer Subkultivierung erhalt man
homogene Zellpopulationen, welche ihre funktionellen Eigenschaften auch Uber
langere Kultur- und Passagezeitraume hinweg behalten. Das rasche Zellwachstum
fuhrt schnell zum Erreichen héherer Zelldichten, die nachweisbare Substanzmengen
produzieren. Nachteilig hierbei ist jedoch die Tatsache, dass Osteosarkomzellen ein
transformiertes Genom besitzen, und sich daher grundsatzlich in ihren
physiologischen Eigenschaften von normalen Knochenzellen unterscheiden kdnnen.
Hierunter fallt auch ein Verlust der Kontrolle des Zellwachstums. Die Eigenschaften
einer Osteosarkomzelllinie, jeweils einen bestimmten osteoblastaren Entwicklungs-
und Differenzierungsgrad zu reprasentieren, kann aber auch nutzbringend in
Untersuchungen angewandt werden, in denen gerade verschiedene osteoblastare
Reifungszustande miteinander verglichen werden sollen. Grundséatzlich sollten aber
fur in-vitro-Versuche als Knochenzellkulturmodell nur solche Zelllinien zur
Anwendung kommen, bei denen der Differenzierungsgrad und der osteoblastare
Charakter hinreichend belegt sind (Schulz, 1995).

1.5.2 Osteoblastenkulturen

Humane Osteoblastenkulturen stammen vielfach aus isolierter Knochenspongiosa
von Spendern, die sich orthopadischen Knochenersatzoperationen unterziehen, z. B.
aus trabekularem Knochen des Caput femoris nach endoprothetischem
Gelenkersatz. Die Gewinnung einer Knochenzellkultur aus dem Operationsmaterial
wird von verschiedenen Autoren im Prinzip &hnlich beschrieben (Gundle und
Beresfold, 1995, Robey und Termine, 1985). Nach mechanischer Zerkleinerung
und Spulung der Spongiosafragmente erfolgt eine Kollagenasedissektion der
Spongiosaoberflache und die anschlieBende Abzentrifugation der
Spongiosafragmente mit Aussaat in geeigneten sterilen Schalen. Ebenso werden

die nach Kollagenasebehandlung abzentrifugierten Zellen in Kulturflaschen
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ausgesat. Die derart gewonnenen Monolayerkulturen kénnen weiter subkultiviert und
fur Stimulationsversuche genutzt werden.

Zudem gelang es im weiteren Verlauf, Praosteoblasten aus humanem
Knochenmark zu isolieren, indem die Zellen in Medium kultiviert wurden, welches
fetales Kalberserum enthielt. Nach ungefdhr 14 Tagen und nachdem die Zellen
die Konfluenz erreicht hatten (Monolayerkultur), wiesen sie osteoblastare
Eigenschaften auf (Rickard et al., 1996). Die auf diese Weise gewonnenen Zellen
zeigen die charakteristischen Merkmale des osteoblastaren Phanotyps in vitro wie
die Produktion von alkalischer Phosphatase, der Anstieg des intrazelluléaren
cAMP nach Parathormongabe, die Produktion von Osteocalcin nach Stimulation
mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3) sowie die variable Expression von
Kollagen Typ I, Osteopontin und anderen Matrixproteinen (Johansen et al., 1992).

1.5.3 Chondrozytenkulturen

Schon im 19. Jahrhundert beschrieb Prudden (1881) die kurzfristige Kultivierung von
Kaninchen-Knorpel aus dem Femurkopf bzw. der Rippe in 0,5-prozentiger
Kochsalzlésung bei 38 °C, bevor er das Gewebe in die Subkutis von Kaninchen
transplantierte. Dort war der Knorpel teilweise noch nach Monaten nachweisbar.

Die Isolierung einzelner (embryonaler Knorpel-)Zellen zur Kultivierung in Monolayer-
Form erfolgte zunachst durch Auswuchskulturen (Fischer, 1922), spater durch den
enzymatischen Andau mit Trypsin (Rinaldini, 1959). Die Purifikation der Clostridien-
Kollagenase vor etwa 40 Jahren optimierte die Verdauung noch weiter, so dass
zunadchst Chondrozyten aus dem Nasenknorpel von Kalbern (Kawiak et al., 1956),
dem Gelenkknorpel von Hunden (Smith, 1965), spater aus der vergleichsweise
festen artikularen Knorpelmatrix erwachsener Menschen geldst und in Monolayer-

Form kultiviert werden konnten (Green, 1971).
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1.6 Differenzierung von Chondrozyten in der Monolayer-
Zellkultur

Nach Verletzung besitzt Knorpelgewebe nur sehr beschrankte
Reparaturmechanismen.

Aufgrund dessen ist die Behandlung dieser Defekte und die Wiederherstellung der
Gelenkfunktion von enormer Bedeutung. Vor allem Defekte, die den subchondralen
Knochen nicht durchdringen, heilen nicht ab und fiihren nach und nach zu einer
Degeneration der Gelenkoberflache. Viele verschiedene Behandlungsmethoden
wurden in den letzten Jahrzehnten entwickelt, insbesondere die Allotransplantation
von autologem Knorpelgewebe wird in den letzten Jahren intensiv erforscht und
zunehmend klinisch eingesetzt (Czitrom et al., 1986, Brittberg et al., 1994).

Ein grol3es Problem stellt die Gewinnung einer ausreichenden Menge autologer
Chondrozyten dar. Eine Mdglichkeit zur Vervielfaltigung der Chondrozyten besteht in
der Kultivierung in so genannten Monolayerkulturen. Der adulte Chondrozyt besitzt
in vivo kaum Teilungsfahigkeit, die isolierten Chondrozyten kdnnen in vitro jedoch
erneut proliferieren. Doch schon friih zeigte sich das Problem der Dedifferenzierung.
Die Chondrozyten werden fibroblastenartig®, sie verlieren ihren runden Phé&notyp,
werden zunehmend spindelférmig und erlangen die Fahigkeit zur Zellteilung wieder
(Sittinger et al., 1997, Elima und Vuorio, 1989). Auch die Kollagenproduktion andert
sich fundamental: Wahrend Chondrozyten in vivo vorwiegend die Kollagentypen II,
IX und Xl produzieren, findet man bei den in der Monolayerkultur kultivierten
Chondrozyten Uberwiegend die Expression von Kollagen I, Il und V (Mayne et al.,
1976, Benya et al., 1977 und 1978, von der Mark et al., 1977). Wurden diese
dedifferenzierten Zellen nun Nacktmé&usen intramuskular injiziert, so waren sie nicht
in der Lage, stabiles Knorpelgewebe zu induzieren (Dell"Accio et al, 2001).

Die Ursache hierflr liegt sicherlich in den im Vergleich zur in vivo Situation voéllig
differenten Umgebungsbedingungen: In vitro bildet sich keine extrazellulare Matrix.
Demzufolge konnen wichtige Interaktionen zwischen den Chondrozyten bzw.
zwischen der Zelle und der extrazellularen Matrix nicht stattfinden.

Aufgrund dieser Problematik wurde schon friih nach Mdglichkeiten gesucht, diese
Dedifferenzierungsvorgange zu verhindern, bzw. eine Redifferenzierung zu

induzieren.
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Eine Moglichkeit besteht in der Kultivierung der Chondrozyten in dreidimensionalen
Kulturen mit Hilfe von Kollagen-, Agarose oder Alginat-Gelen.

1982 wurde erstmalig eine Redifferenzierung von Kaninchenchondrozyten nach
einer Kultivierungszeit von 2 Wochen im Agarosegel beschrieben (Benya und
Shaffer, 1982). Auch fir humane Chondrozyten konnte dies nachgewiesen werden
(Aulthouse et al., 1989).

Fur die Alginatkultur gilt ahnliches. Alginat ist ein lineares Copolymer aus [3-D-
Mannuronsdure, welches aus Braunalgen gewonnen wird. Es konnte gezeigt
werden, dass unter diesen dreidimensionalen Kulturbedingungen eine Re-
Expression chondrozytenspezifischer Oberflachenmarker und Matrixproteine (wie
z.B. Kollagen 1) zu detektieren ist. Der fur Chondrozyten typische rundliche
Phanotyp bleibt iGber Monate bestehen (Benja und Shaffer, 1982, Bonaventure et al.,
1994, Hauselmann et al., 1994). In spateren Versuchen wurde die Stabilitdt der im
Alginat redifferenzierten Chondrozyten in vivo untersucht. Im Gegensatz zu
Chondrozyten aus Monolayerkulturen war nach Injektion bzw. Implantation der
redifferenzierten Chondrozyten in Nacktmause Knorpelgewebe mit histologischem
Nachweis von Glycosaminoglykan und knorpelspezifischen Kollagenen in vivo
nachweisbar (Paige et al., 1996).

AulRerdem bietet die Alginatkultur gegentber anderen 3-D-Matrices (z.B. Agarose)
den Vorteil, dass das Alginatgel mit Hilfe von Calciumchelatoren (EDTA, Na-Citrat)
leicht verflissigt werden kann. Die Chondrozyten konnen nachfolgend durch

Zentrifugation leicht abgetrennt werden.

1.7 Chbfal

Cbfal (Core-Binding-Factor 1), auch bekannt als Am13 und Runx2, ist Mitglied der
Runt-Domain Familie und wurde als Transkriptionsfaktor 1997 erstmalig beschrieben
(Ducy et al.,, 1997). Bei Vertebraten sind drei dieser so genannten Runx-Gene
bekannt:
Runx1, auch bekannt als AML1 bzw. Cbfa2, wurde identifiziert durch seine
Beteiligung an Leukamie-assoziierten Translokationen. Bei Runx1-Knockout-Mausen
kommt es zu einer volligen Blockierung der Haematopoese in der fetalen Leber als
Zeichen der zentralen Rolle dieses Gens bei der Knochenmarks- und
Erythrozytendifferenzierung (Okuda et al., 1996). Auch im Knorpelgewebe wird
Runx1/ Cbhfa2 wird exprimiert (Levanon et al., 2001). Da Runx1+/-2-/--M&ause einen
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identischen Phanotypen wie Runx2-defiziente Mause zeigen, scheint Runx1 bei der
Knorpelentwicklung eine eher untergeordnete Funktion zu spielen (Yoshida et al.,
2004).

Die Funktion des Runx3-Gens ist bisher noch weitestgehend unbekannt. Es scheint
bei der Differenzierung von Epithelzellen im Rahmeb der Gastritis und wéahrend der
neuronalen Entwicklung eine Rolle zu spielen, wird aber ebenfalls in Knorpel
exprimiert (Inoue et al., 2002, Li et al., 2002, Stricker et al., 2002).

Bei der autosomal dominant vererbten Cleidocranialen Dysplasie war 1997 erstmalig
eine heterozygote Mutation des Cbhfal Gens nachgewiesen worden (Mundlos et al.,
1997).

Diese genetisch determinierte Erkrankung ist charakterisiert durch eine
Hypoplasie/Aplasie der Clavikel, offene Fontanellen, Uberzéhlige Zahne und weitere
Veranderungen in Bezug auf Skelettstruktur und —wachstum.

Homozygotes Cbfal-knock-out an der Maus fuhrte bei ungestorter Weichgewebs-
und Knorpelbildung zu einem vollstandigem Fehlen reifer Osteoblasten, wahrend
vereinzelt unreife Vorstufen mit geringer alkalischer Phosphataseaktivitat, aber ohne
Expression von Osteopontin und Osteocalcin nachweisbar waren (Otto et al., 1997).

Diese Daten dokumentierten bereits die essentielle Bedeutung dieses
Transkriptionsfaktors fur die Knochenentwicklung. Spatere Untersuchungen konnten
mehr Aufschluss Uber die intrazellularen Interaktionen von Cbfal geben: Sowohl
Osteopontin als auch Osteocalcin besitzen Promotorregionen mit Bindungsstellen fur
Cbfal (Harada et al., 2000).

Im Rahmen der embryonalen Entwicklung wird Cbfal zunachst von den
mesenchymalen Zellen exprimiert.  Diese bilden spater das Skelettsystem,
unabhangig von der Ossifikationsart (enchondral/intramembrands). Die Expression
dieses  Transkriptionsfaktors identifiziert diese  Zellen als  Chondro-
Osteoprogenitorzellen (Ducy et al., 1997).

Bei Chondrozyten scheint die Cbfal-Expression auf die praehypertrophe und
hypertrophe Form beschrankt zu sein (Takeda et al., 2001, Rabie et al., 2004). Bei
Cbfal-Knockout-Mausen fehlen diese Chondrozytenformen im Bereich von Femur
und Humerus (Inada et al., 1999, Kim et al., 1999). Es ist daher davon auszugehen,
dass dieser Transkriptionsfaktor diesen Schritt entscheidend beeinflusst (Rabie et
al., 2004).
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Zur besseren Unterscheidung der unterschiedlichen Wirkungsmechanismen dieses
Transkriptionsfaktors in der Osteoblastendifferenzierung zum einen, und zum
anderen in der Entwicklung hypertropher Chondrozyten wurde ein Mausmodell
konzipiert, in dem Cbfal isoliert in Chondrozyten tberexprimiert wurde (Takeda et
al., 2001, Ueta et al., 2001). Hier fand sich eine deutlich beschleunigte enchondrale
Ossifikation. Durch die Uberexpression von Cbfal in Chondrozyten in der Cbfal-
knockout-Maus konnten die Anomalien zu einem gewissen Teil riickgangig gemacht
werden: In Humerus und Femur konnten wieder hypertrophe Chondrozyten
nachgewiesen werden, die den fur die Gefal3bildung wichtigen Wachstumsfaktor
VEGF (vascular endothelial growth factor) exprimierten. Ebenso kam es zur in der
enchondralen Ossifikation wichtigen Gefal3einsprossung in die von den
hypertrophierten Chondrozyten gebildete Matrix und zur Ausbildung von
Osteoclasten und Chondroclasten. Es konnten jedoch weiterhin keine differenzierten
Osteoblasten nachgewiesen werden. Ebenso wenig kam es zur Ausbildung von
Knochenmatrix.

In Bezug auf den permanenten Knorpel (wie z.B. Gelenkknorpel, die
Trachealspangen, das Nasenseptum oder die Bandscheiben) fihrte die
Uberexpression interessanterweise ebenfalls zu Veranderungen: Es waren auch hier
hyperthrophierte Chondrozyten nachweisbar, einige Regionen wurden vollig durch
Knochensubstanz ersetzt.

Ein zweites Mausmodell wurde diesem gegenubergestellt mit einer isolierten
Uberexpression der dominant negativen Form des Cbfal im Chondrozyten. Wie
erwartet fanden sich hier Uberwiegend Zellen, die phéanotypisch permanentem
Knorpel entsprechen. Die enchondrale Ossifikation wurde inhibiert.

Dies verdeutlicht die beiden wichtigen Aufgaben des Cbfal, zum einen im Rahmen
der Differenzierung von mesenchymalen Progenitorzellen in Osteoblasten, zum
anderen in der Entwicklung hypertropher Chondrozyten, die wiederum die Grundlage
bilden fur die nachfolgende Invasion von Osteoblasten und fur den Aufbau einer
knochenspezifischen Matrix. Auch in vitro Untersuchungen mit isolierten
Huhnerchondrozyten bestétigten die wichtige Rolle von Cbfal im Hinblick auf die
Differenzierung hypertropher Chondrozyten (Enomoto-lwamoto et al., 2001). Eine
Uberexpression von Cbfal fiihrte zu deutlich erhohter Aktivitat der alkalischen
Phosphatase und zu einer Expression des, bei hypertrophen Chondrozyten

typischen, Kollagens Typ X. Gleichzeitig kam es zu einer vermehrten Kalzifizierung
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der extrazellularen Matrix. Wurde nun im Gegensatz dazu durch die Expression
einer dominant negativen Form des Cbfal dieser Transkriptionsfaktor blockiert, so
fuhrte dies zu einer deutlich verminderten Aktivitat der alkalischen Phosphatase. Die
typische Matrixkalzifizierung wurde inhibiert.

Neuere Daten geben Aufschluss Uber intrazellulare Mechanismen dieser
Phanomene: Cbfal scheint zusammen mit BMP 2 (bone morphogenetic protein 2)
durch direkte Interaktion mit der Promotorregion von Kollagen Typ X eine vermehrte
Expression dieses Kollagens zu induzieren (Drissi et al., 2003).

Dass diese Chbfal-vermittelte Kollagen Typ X-Expression auch im adulten
Gelenkknorpel eine Rolle spielen kann, legt eine Arbeit von van Lam und Rabie aus
dem Jahre 2005 nahe. Hier konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass eine
vermehrte mechanische Beanspruchung von Rattenkiefergelenken zu einem Anstieg
der Expression von Cbfal und Kollagen Typ X fihrt (van Lam und Rabie, 2005).
Weiterhin konnte im osteoarthritisch veranderten - im Vergleich zu gesundem
Knorpel eine vermehrte Cbfal-Expression nachgewiesen werden (Wang et al.,
2004). Folge hiervon konnte eine Cbfal-induzierte Aktivierung der Matrix
Metalloproteinase 13 (MMP 13) sein. Hierbei handelt es sich um ein proteolytisches
Protein, welches von hypertrophierten Chondrozyten im Rahmen der enchondralen
Ossifikation vermehrt sezerniert wird, aber auch bei arthrotisch/-itisch veréandertem
Gelenkknorpel in erhdhter Konzentration nachgewiesen werden kann (Wang et al.,
2004, Pei et al., 2006).
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2. Fragestellung

Chondrozyten sind in entscheidendem Mal3e abhangig von der extrazellularen
Matrix. In gesundem Gelenkknorpel bleiben sie phanotypisch stabil und zeigen keine
wesentlichen  Differenzierungsvorgdnge.  Entziundliche, traumatische  oder
degenerativ bedingte Veranderungen der extrazellularen Matrix fihren hingegen zu
deutlich veranderten Umgebungsbedingungen der Chondrozyten. Hierdurch kommt
es zu Anderungen sowohl im Phanotyp als auch im Expressionsverhalten
knorpeltypischer Matrixproteine: Die Chondrozyten hypertrophieren, es findet sich
ein verandertes Kollagen-Expressionsmuster (verminderte Expression des
knorpeltypischen Kollagens Typ Il, Expression von Kollagen Typ X, Kollagen Typ |
und alkalischer Phosphatase). Hier zeigen sich Parallelen zu den hypertrophierten
Chondrozyten im Rahmen der enchondralen Ossifikation.

Ein zentrales Gen bei der Knochenentwicklung und der Differenzierung von
hypertrophierten Chondrozyten ist der Core-Binding-Factor 1 (Cbfal). Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, das Expressionsverhalten des fur Knochen- und
Knorpelwachstum essentiellen Transkriptionsfaktors Cbfal im Modell der
Knorpelzellkultur unter vierschiedenen Einfluissen und in unterschiedlichern

Differenzierungsstadien zu analysieren.
Im Einzelnen ging es um folgende Fragen:

1. Wie unterscheidet sich das Expressionsverhalten von Cbfal in kultivierten

Osteoblasten, Osteozyten, Osteosarkomzelllinien und Chondrozyten?

2. Fuhrt die Kultivierung von Chondrozyten in der konventionellen

Monolayerkultur zu einer Veranderung der Cbfal-Expression?
3. Korreliert diese Veranderung der Cbfal-Expression mit den phanotypischen

Veranderungen der Chondrozyten in der Monolayerkultur und ist diese

abhangig von der Zellpassage?
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4. Bestehen Unterschiede der Cbfal-Expression in Abhangigkeit von der
extrazellularen Umgebung (Monolayerkultur versus dreidimensionale

Alginatkultur) ?

5. Sind diese Anderungen der Cbfal Expression reversibel nach Uberfiihrung

der Zellen in ein dreidimensionales Kultursystem?
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1 Gewinnung der Knochenfragmente

Humane Osteoblasten wurden aus humanen Huft- und Kniegelenken gewonnen, die
im Rahmen einer Endoprothesenoperation in der Orthopadischen Klinik der Justus
Liebig Universitat Giessen explantiert wurden. Es lag das Einverstandnis der
Patienten fir die wissenschaftliche Verwendung des Knorpels (,informed consent")
vor. Je nach Moglichkeit wurden die Gelenkexplantate entweder sofort verarbeitet,
oder bis maximal 24 Stunden in Ham's F 12 K Medium +10 % FCS bei 4°C
aufbewabhrt.

Vor der eigentlichen Isolierung der verschiedenen Knochenzellen wurden die
operativ_gewonnenen Knochenstiicke zunachst mechanisch aufbereitet. Hierzu
wurde der Knochen in einen mit Ham's F 12 K Medium oder Hank's Puffer gefillten
Behalter tUberfuhrt. Die Spongiosa wurde mit Hilfe eines scharfen Léffels von der
Kompakta und dem Bindegewebe befreit und nachfolgend in eine ebenfalls mit
Ham's F 12 K Medium oder Hank's Puffer geflllte Zellkulturschale tGberfuhrt und bis
auf eine FragmentgroRe 1x1x1mm mittels einer Schere zerkleinert. Die Isolierung
der Zellen erfolgte in einem eigenes hierfir in Anlehnung an Robey und Termine
entwickelten Mehrschrittverfahren (Robey und Termine, 1985, Battmann et al., 1997,
Hinrichs et al., 1993).

3.1.2 Gewinnung von Knochenmarkstammzellen (Praosteoblasten)

Die Knochenfragmente wurden mehrmals mit Ham's F 12 K Medium gespult und die
Spdlflissigkeit in ein 60 ml Zentrifugenrdhrchen (Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) tberfihrt. Nach dem Abzentrifugieren (10 min bei 1500 U/min) wurde
der Uberstand, der Erythrozyten und Adipozyten enthielt, dekantiert und das
Pellet mit Ham's F 12 K Medium + 10 % FCS + 100 U/l Penicillin + 100 U/
Streptomycin resuspendiert. Anschlieend wurde es in eine 120 ml Kulturflasche
Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde unter 37° C, 95 % Luft und 5 % CO2 im

Begasungsschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) kultiviert.
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Alle 5 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Die Kontrolle, ob die Zellen bereits

adharieren erfolgte unter dem Phasenkontrastmikroskop.

3.1.3 Gewinnung von , Collagenase Released” (aktiven) Osteoblasten

Die vorbereiteten Knochenstiicke wurden in einen sterilisierten, mit 40 ml Ham's F
12 K Medium und einem Magnetrihrstabchen gefillten, 50 ml Erlenmeyerkolben
uberfihrt. Hinzu wurde sterilfiltriert Uber einen Membranfilter (Porengrof3e 0,2 pm)
25 mg (250 U/ml) Kollagenase Typ IV (Sigma Diagnostics, Montana, USA) in 10 ml
Medium gegeben. Der Kolben wurde verschlossen und bei einer Temperatur von 37
°C 2,5 Stunden lang mit 500-700 U/min gerihrt. AnschlieRend wurde der Uberstand
vorsichtig in ein Zentrifugenrdhrchen Uberfuhrt und dieselbe Prozedur zur
Kultivierung der Zellen wie in 3.1.2 wiederholt.

3.1.4 Aussaat der Knochenfragmente - , Treated Explants® (Osteozyten)

Die mittlerweile von der Kollagenasel6sung freien Knochenfragmente wurden mit
Medium gespult und in eine Petrischale mit Ham's F 12 K Medium + 10 % FCS +
100 U/I Penicillin + 100 U/l Streptomycin ausgesat und im Brutschrank gehalten. Das
Medium wurde alle 5 Tage erneuert.

3.1.5 Kultivierung und Passagierung

Der Mediumwechsel wurde wie oben beschrieben wiederholt, bis die Zellen in den
Flaschen bzw. Petrischalen das Stadium der Konfluenz erreicht hatten. Dann

wurden sie abtrypsiniert und in neue Flaschen passagiert.

3.1.6 Osteosarkomzelllinien

Die Isolierung und Etablierung von humanen Osteosarkomzelllinien aus dem
Tumorgewebe erfolgte nach Spllung, Gewebedissektion, enzymatischer
Zellseparation und Zentrifugation ahnlich wie bei den Osteoblasten. Man erhalt
durch Subkultivierung homogene Zellpopulationen, die ihre Differenzierung tber

langere Kultur- und Passagezeitrdume beibehalten. Sie eignen sich daher als ein
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Zellkulturmodell der osteoblastaren Zellreihe. Nachteilig ist, dass Osteosarkomzellen
ein transformiertes Genom besitzen und sich dadurch grundsatzlich von normalen
Knochenzellen unterscheiden. Dies betrifft auch die Kontrolle des Zellwachstums.
Daher wurden machfolgend nur Zelllinien eingesetzt, bei denen der
Differenzierungsgrad und der osteoblastare Charakter hinreichend belegt ist (Schulz,
1995).

Verwendet wurden folgende Osteosarkomzelllinien:

Sa0S-2

Die humane Osteosarkomzelllinie SaOS-2 wurde von der Zellbank ATTC (American
Tissue Collection, Rockville, MD, USA) bezogen und stammt von dem Osteosarkom
eines 11-jahrigen Madchens.

HOS 58

Die humane Osteosarkomzelllinie HOS 58 wurde im Institut fir Pathologie der
Justus-Liebig-Universtat Giel3en etabliert und stammt von dem Osteosarkom eines
21-jahrigen Mannes.

Teile des Tumors wurden nach Heterotransplantation auf athymische Mause
subkultiviert und in Monolayerkulturen etabliert (Kern et al., 1990, Schulz et al.,
1993). Der Differenzierungsprozess dieser Zelllinie wurde ausfuhrlich untersucht
(Siggelkow et al., 1998).

MG 63
Die humane Osteosarkomzelllinie MG 63 (Quelle ATTC) stammt von dem

Osteosarkom eines 14-jahrigen Jungen.

Zum Anzuchten der bengtigten Zellmenge wurden die bei —196°C in Cryotubes (Fa.
Nunc) eingefrorenen Zelllinien in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut, sofort in ein
60ml Zentrifugenréhrchen (Fa.Greiner) gegeben und mit 40ml Kulturmedium
aufgefullt, um Zellschadigungen durch das Einfriermedium DMSO zu vermeiden.
AnschlieRend wurde bei 1500 U/min 10min zentrifugiert, der Uberstand abgegossen
und der gleiche Vorgang wiederholt. Zur Resuspendierung wurden am Ende 50ml
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Kulturmedium hinzugegeben und der Inhalt des Zentrifugenréhrchens in eine
Zellkulturschale tberflhrt.

Alle Kulturschalen wurden in einem Begasungsbrutschrank (Fa.Heraeus) bei 37°C,
95% Luft und 5% CO inkubiert. Fur alle Osteosarkomzelllinien wurde zur Erreichung
gleicher Kulturbedingungen RPMI-Medium (Fa.Biochrom) + 5% fetales Kéalberseum
(FCS, Fa Gibco) verwendet. Medienwechsel und die mikroskopische Kontrolle der
Kulturen erfolgte alle drei Tage. Zum Passagieren wurde das Kulturmedium steril
abgesaugt, die Zellen mit Hank's Puffer gespilt und anschlieRend 15 Minuten unter
Zugabe von 15ml Trypsin-/EDTA Loésung (Fa.Biochrom) im Brutschrank inkubiert.
Um alle Zellen zu separieren wurde die Suspension mehrfach durch die Pipette
gespult, der Erfolg wurde mikroskopisch kontrolliert. Nach dem Ausdinnen der

Zellen wurden sie unter gleichen Kulturbedingungen wieder inkubiert.

3.1.7 lIsolation von humanen Knorpelzellen und Kultivierung in der

Monolayerkultur

Humane Chondrozyten wurden aus hyalinem Gelenkknorpel von humanen Hiift- und
Kniegelenken gewonnen, die im Rahmen einer Endoprothesenoperation in der
orthopadischen Klinik der Justus Liebig Universitat Giessen explantiert wurden.
Explantate von Patienten mit inflammatorischen Gelenkerkrankungen wurden von
der Untersuchung ausgeschlossen.

Die Praparate wurden steril gewaschen und makroskopisch gesunde Areale wurden
abprapariert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass kein subchondrales
Knochengewebe mitentfernt wurde. Im weiteren Verlauf wurden die exzidierten
Knorpelstiicke in ca. 2 mm? groRe Wiirfel zerkleinert und in einer steriffiltrierten
Losung bestehend aus 20 mg Collagenase (0,8 mg/ml Sigma Cat. No. C9407), 2,5
mg Desoxyribonuklease (0,1 mg/ml Sigma Cat. No. D5025) fir ca. 4 Std. bei 37°C
inkubiert auf einem Ruhrer mit ca. 600 U/min (Brittberg 1996 ,Cartilage Repair* S
37f). Danach wurde die Suspension im Zentrifugenrdhrchen bei 800 U/min. fir 10
Minuten abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden in Hanks-Losung resuspendiert.
Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.

Danach erfolgte die Resuspensierung mit 15ml DMEM/Hamm's F 12 K mit 10%
FKS, Penicillin/Streptomycin  und 50ug/ml L-Ascorbinsaure. Die Zahl der

Chondrozyten wurde mittels Durchflusszytometer bestimmt. Ca. 2 Millionen Zellen
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wurden in eine Zellkulturflasche (BD Falcon) Uberfiihrt. Die Zellen wurden dann im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 gelagert. Der Mediumwechsel erfolgte ca. alle 2-
3 Tage. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit 0,05% Trypsin-EDTA

(Gibco) trypsiniert, passagiert und weiterkultiviert.
3.1.8 In vitro Inkubation in der Alginatkultur

Die Alginat-Losung bestehend aus 100ml Ham's F12 (Biochrom AG) und 1,5g low
viskosity Alginat (Sigma) wurde zunéchst fur ca. %2 Std. bei 37°C und 600 U/ml auf
dem Ruhrer gelést und nachfolgend autoklaviert.

Die mehrmals gewaschenen und zuvor gezahlten Zellen wurden dann abzentrifugiert
und das Zellpellet mit der entsprechenden Menge Alginatlésung resuspendiert. Die
Zieldichte betrug 1x10° Zellen/ml Alginatlésung.

Dieses Zell/Alginat-Suspensat wurde dann vorsichtig mit einer 18G-Kanile in einer
Spritze aufgezogen und nachfolgend durch eine 22G-Kanille in eine Lésung
bestehend aus zuvor sterilfiltrierter 102mM CaCl2-Lésung getropft. Die hierbei
entstandenen Kugelchen mit einem Volumen von ca. 11 pl wurden in der Losung fur
10 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert, um die Polymerisation des Alginats zu
induzieren. Danach wurden die Alginatkugeln dreimal in einer Hanks-LOosung
gewaschen und anschlieend in einer 24-Lochplatte mit ca. 1ml DMEM/Hamm's F
12 K mit 10 % FKS, Penicillin/Streptomycin und 50pg/ml L-Ascorbinséaure/well mit
einer Dichte von 9 Alginatkugeln/well kultiviert. Das Kulturmedium wurde alle 2 Tage

gewechselt.

3.2 Zellzdhlung der Zellen

Vor der Wiederaussaat bzw. der RNA-Isolierung erfolgte die Messung der Zellzahl
mit einem Coulter Counter Feinpartikelzahler (Fa. Coulter Electronics Ltd. Luton UK).
Das Messprinzip besteht in der Erzeugung einer kurzen Widerstandsénderung im
Stromflul3 zwischen der in der Messkammer eingetauchten Anode (Metallplattchen)
und der Kathode (Glaselektrode), welche durch einen definierten Flissigkeitsstrom
die Zellen ansaugt. Uber Impulshéhe oder Impulsanzahl wahrend der Zahlzeit kann
auf die GroRe und die Anzahl der zu messenden Partikel geschlossen werden, die

auf dem Coulter Counter Feinpartikelzahler graphisch dargestellt werden.
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Die zu zahlenden Zellkulturen wurden nach Trypsinierung zentrifugiert und in einer
bestimmten Menge Zellkulturmedium resuspendiert, wobei durch mehrfaches
Aufsaugen und Ausspulen der Zellen eine gute Zellseparation erreicht werden sollte.
Je nach Verdiinnung wurden geringe Mengen abpipettiert und in einem mit Isoton II-
Elektrolytlosung geflllten Probengefald (beides Fa. Coulter) zugefuhrt. Nach
dreimaliger Auszahlung von 500 pl wurde die mittlere Zellkonzentration pro ml
Probenvolumen bestimmt und somit die Gesamtzahl der Zellen in der

Mediumsuspension berechnet.

3.3 RNA-Isolierung/PCR

3.3.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion (Gesamt-RNA) erfolgte mit Hilfe des RNAeasy Kits der Firma
Qiagen (Santa Clarita CA). Hierbei wurde die RNA mit einem Guanidin-
Isothiocyanat Puffer lysiert und homogenisiert, anschlieBend an eine Membran aus
Silikagel gebunden, gewaschen und mit H,O eluiert. Als Lysepuffer wurde der Puffer
RLT (FA Qiagen) verwendet.

Die extrahierte RNA wurde entweder sofort bei —70°C eingefroren oder direkt
weiterverarbeitet. Zur Kontrolle der Qualitat der isolierten RNA wurden Aliquots der
isolierten RNA mittels Gel-Elektrophorese auf ihre Integritdt untersucht.
Cytoplasmatische RNA eukaryotischer Zellen enthalt ca. 95 % rRNA,
zusammengesetzt aus 28S, 18S, 5.6S und 5S RNA. Bei guten RNA-Praparationen
laufen 28S (5.1 kb) und 18S (1.9kb) als zwei scharfe, getrennte Banden und dienen
als interne Marker fur die Integritat der isolierten RNA.
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Abbildung 3.3.1 zeigt exemplarisch die RNA-Elektrophorese frisch extrahierter RNA
von Chondrozyten unterschiedlicher Zellpassagen mit deutlich sichtbaren 28S und
18S Banden.

RNA von Chondrozyten unterschiedlicher Zellpassagen

285 ENA

135 RNA

Abb. 3.3.1: RNA-Elektrophorese frisch extrahierter RNA von Chondrozyten
unterschiedlicher Zellpassagen

3.3.2 Reinigung der gesamt RNA-Praparation von genomischer DNA

Um Aussagen Uber quantitative Verdnderungen der RNA-Expression machen zu
konnen, mussten zuvor mogliche Fehlerquellen bedacht werden. Ein Problem
bestand in der unterschiedlichen Ausgangskonzentration der zu vergleichenden
Proben. Um diesen Fehler zu minimieren, wurden die Zellen vor der RNA-Isolation
gezahlt. Zudem wurde im Rahmen der Realtime-PCR das zu untersuchende Gen mit
einem so genannten Housekeeping-Gen verglichen. Housekeeping-Gene sollten
idealerweise konstant exprimiert werden unabhangig von der Art des Gewebes und
dem individuellen Differenzierungsgrad. Hierdurch kdnnen Ruckschlisse auf die
Zellzahl gezogen werden. Fir unsere Versuche verwendeten wir das HPRT-Gen.
Das Enzym Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) spielt eine wichtige
Rolle im Purinstoffwechsel und wird aufgrund seiner relativ konstanten Expression
als Housekeeping-Gen benutzt (Pernas-Alonso et al., 1999). Wie bei anderen

Hosekeeping-Genen (z.B. GABDH), existieren jedoch auch bei dem HPRT-Gen
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Pseudogene, die das Ergebnis verfalschen kénnen, falls die mRNA-Probe mit
genomischer DNA verunreinigt ist (Sellner und Turbett, 1996).

Zur Eliminierung genomischer DNA-Verunreinigungen wurde daher die extrahierte
RNA vor der reversen Transkription mit RNase freier DNase | (Qiagen)

inkubiert.

3.3.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR dient dem Nachweis der Transkription eines Gens, also dem
Vorhandensein einer spezifischen mRNA. Dazu wird zunachst mit einer reversen
Transkriptase ein zur mRNA komplementarer DNA-Strang synthetisiert und
anschlieend eine Standard-PCR durchgefuhrt.

In unserer Versuchsreihe wurde jeweils 3 ug der isolierten RNA bei 70 °C fir 10
Minuten erhitzt (Touchdown PCR-Gerat) und anschlieend fir 5 Minuten auf Eis
gekdhilt.

In der Zwischenzeit wurde der Mastermix hergestellt:

RT-PCR-Mastermix fir eine Probe: 7,5ul Agua bidest

4,0ul MgCl, (5mMol) (Perkin Elmer,
Uberlingen, Deutschland)

2,0pl 10xPCR-Puffer Il (Perkin Elmer)

1,0pl ANTP (jedes 10mMol) (Eurobio,
Raunheim, Deutschland)

1,0pl Random Hexamer Primer (50uMol)
(Perkin Elmer)

0,5ul (10U) Rnase-Inhibitor (Perkin Elmer)

1,0ul (50U) MULV Reverse Transkriptase
(Perkin Elmer)

Der Mastermix wurde der RNA hinzugeflgt und die Probe bei 20 °C fur 10 Minuten

und 43 °C fur 60 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde nachfolgend gestoppt durch
Erhitzen der Proben auf 99 °C fur 5 Minuten.
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Kontrollreaktionen zur Identifizierung von DNA-Kontamination bzw. falsch positiven

Banden wurden durchgefihrt, indem Proben ohne Reverse Transkriptase bzw. Aqua

bidest bei der RT-PCR eingesetzt wurden.

Die so gewonnene cDNA wurde anschlieend entweder bei —20 °C (bei Lagerung

langer als drei Tage bei —70 °C) eingefroren oder sofort weiterverarbeitet.

3.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Diese Methode ermdglicht den Nachweis kleinster Mengen von bestimmten DNA-
Abschnitten durch gezielte exponentielle Vervielfaltigung dieser DNA-Fragmente.

Das Prinzip besteht in der zyklischen Wiederholung (25-40x) der folgenden drei

Einzelschritte:

1. Denaturierung:

Die DNA-Doppelstrange zerfallen bei 95 °C in die

komplementaren Einzelstrange.

2. Ankopplung:

cDNA-spezifische Oligonukleotide (,Primer*) lagern sich an die

komplementare cDNA an.

3. Verlangerung:

Verlangerung des Primer/cDNA-Hybrids vom 3'-Ende her durch eine

DNA-Polymerase. Die Verwendung einer thermostabilen

Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus ("Tag-Polymerase”)
ermoglicht die automatisierte Wiederholung dieser drei Einzelschritte in

einem Thermocycler, ohne jeweils nach dem Denaturieren wieder neues

Enzym zusetzen zu mussen.

Mit jedem Durchlauf dieser drei Schritte verdoppelt sich theoretisch die Anzahl der

Genfragmente, wenn die Reaktionseffizienz der PCR bei eins lage.

Die Nukleotidsequenz der einzelnen Primer wird an Hand der publizierten
Sequenzen des Zielgens ausgewahlt. Dabei gilt ein hoher Prozentsatz an GC-
Basenpaarung zwischen Primer und dem komplementaren cDNA-Fragment

wegen der groBeren Anzahl an mdglichen Wasserstoffbriickenbindungen als

gunstig.

32



Oligonukleotide (Primer) (FA MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany)
Die Sequenzen und Lange der amplifizierten PCR Produkte betrugen:
HPRT

Forward: 5- AAG GAC CCC ACG AAGTGT TG -3

Reverse: 5- GGC TTT GTATTT TGC TTTTCCA -3

Cbfal
Forward: 5- AGATTT GTG GGC CGG AGT G -3
Reverse: 5- GGC GGT CAG AGAACAAACTAGG-3

Die zuvor in der Reversen Transkription hergestellte cDNA wurde auf Eis gegeben
und nachfolgend wurde der PCR-Mastermix hergestellt.

PCR-Mastermix fur eine Probe: 4,0 ul cDNA Eurobio
39,2 pl Aqua bidest Braun
4,0 pl 10x Puffer | mit MgCI2 Perkin Elmer
0,5 ul dNTP (jedes 10mMol) Eurobio
1,0 pl Forward Primer 20pmol/ul, MWG Biotech AG
1,0 ul Reverse Primer 20pmol/u, MWG Biotech AG
0,3 pl Ampli-Tag (5U/ul) Perkin Elmer

Nach initialer Denaturierung der cDNA Vorlage fur 5 Minuten bei 94 °C
wurden 40 Zyklen, bestehend aus 60 Sekunden 94 °C, 60 Sekunden
Primeranlagerung bei 58 °C, und 60 Sekunden bei 72°C Kettenverlangerung,
durchgefuhrt.

Die PCR-Reaktionen wurden mit dem Thermocycler Touchdown der Firma

ThermoHybaid durchgefihrt.
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3.3.5 Herstellen des Agarose-Gels / Durchfiihrung der Gel-Elektrophorese

Zur Herstellung eines 2-prozentigen Agarose-Gels wurde ca. 1 g Agarose (MBI
Fermentas) mit 50 ml TBS-Puffer vermischt und fur ca. 2 Minuten bei 600W in der
Mikrowelle gekocht.

AnschlieBend wurde 1,5 pl Ethidium-Bromid untergerihrt. Nach einer kurzen
Abkihlungsphase wurde dann das Gel in die Gelkammer (Fa. Bachler Tech)
gegossen.

Nach Aushartung des Gels wurde dann jeweils 8 ul Laufpuffer zu 2 ul des PCR-

Produktes gegeben und in die Geltaschen gefllt.

3.3.6 Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ermdglicht eine gleichzeitige Amplifikation und quantitative
Nachweisbarkeit des PCR-Produktes. Dies bietet im Vergleich zur qualitativen PCR
wesentliche Vorteile: Zum einen kdnnen exakte Angaben Uber die Menge des
Ausgangsmaterials gemacht bzw. errechnet werden; zum anderen ist die Gefahr der
Carry-Over Kontamination reduziert. Bei der TagMan™ PCR wird eine spezielle
fluorogene Sonde (ein Oligonukleotid, eine Art Primer) eingesetzt, deren 5 -Ende
mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff (6-Carboxy-Fluorescein, FAM) markiert
ist. Dieser Farbstoff vermittelt dem TagMan, wie viel cDNA quantitativ vorliegt. Das
3-Ende besitzt hingegen einen Quencher-Farbstoff (6-Carboxytetramethylrhoda-
min, TAMRA) und ist durch einen Phosphatrest blockiert, der die Extension des 3'-
Endes wéhrend der Elongationsphase verhindert. Bei Anregung der intakten Sonde
mit einer spezifischen Wellenl&ange von 488 nm wird die Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffs - aufgrund der rdumlichen Nahe zum Quencher-Farbstoff - durch einen
Fluoreszenz-Energie-Transfer (FET) supprimiert; somit wird lediglich die
Fluoreszenz des Quenchers mit einer charakteristischen Wellenlange von 582nm
emittiert. Wahrend der Annealing-Phase der PCR hybridisieren die Sonde sowie die
Primer an den Matrizen-Strang. Bezogen auf den Ausgangs-(ds)DNA-Strang eines
jeden Zyklus liegt die Sonde zwischen den beiden Primern. Bei der Elongation trifft
die Tag-Polymerase auf die Sonde und beginnt, sie zu verdrangen; durch Bildung
einer Y-formigen Sekundarstruktur wird die 5°-3 -Exonukleaseaktivitat der AmpliTaq

Gold™ DNA-Polymerase aktiviert, was zum Zerschneiden der Sonde fiihrt. Im
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Gegensatz dazu erfolgt keine Spaltung der freien, nichthybridsierten Sonde, da nicht
optimal bindende Sondenmolekile verdrangt werden, bevor die Exonukleaseaktivitat
des Enzyms aktiviert wird. Aufgrund der Sondenhydrolyse wird die raumliche Nahe
und zwangslaufig auch der Fluoreszenz-Energie-Transfer zwischen dem Reporter
und dem Quencher unterbrochen, so dal3 das Reportersignal (Emission bei einer
Wellenlange von 518 nm) proportional zur Akkumulation des PCR-Produktes mit
jedem PCR-Zyklus ansteigt; die Quencher-Fluoreszenz nimmt entsprechend ab.
Daher wird am Ende der Amplifikation nur ein Reporter-Fluoreszenzsignal von 518
nm generiert, wenn die Zielsequenz amplifiziert wurde, wahrend unspezifische

Nebenprodukte wegen einer fehlenden Sonden-Anlagerung nicht detektiert werden.

Die quantitative Real-Time-PCR wurde mit folgendem Ansatz unter Standard-

Reaktionsbedingungen durchgefihrt:

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

3’-Primer (950uM) 4,5ul

5’-Primer (950uM) 4,5ul

Hydrolysesonde 1,0l

H.0 12,0yl

2 x gPCR™ Puffer 25,0ul

Gesamt 50,0ul

Der Reaktionspuffer gPCR™ (2 x Reaktionspuffer, Eurogentec) enthalt folgende
Reagenzien:

- dNTP (1mM)

- Hot Goldstar DNA Polymerase

- MgCl; (5mM)

- Uracil-N-Glykosidase
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3.4 Versuchsaufbau

Die frisch isolierten Gelenkchondrozyten wurden zu einem Teil in der
konventionellen zweidimensionalen Monolayerkultur, und zum anderen Teil in der
dreidimensionalen Alginatkultur kultiviert.

Nach zwei Wochen wurde die RNA beider Zellkulturen extrahiert und die Cbfal
RNA-Expression quantitativ bestimmt. Ein Teil der im Monolayer kultivierten Zellen
wurde passagiert und dann erneut im zum einen im Monolayer und zum anderen im
Alginat kultiviert.

Dieses Procedere wurde bis zur vierten Passage wiederholt.

In der Abbildung 3.4.1 ist dieser Versuchsaufbau graphisch dargestellt:

Monolayer
(2-D)

Alginat
(3-D)

Abb. 3.4.1: Versuchsaufbau
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3.5 Auswertung und Statistik

Zum Vergleich der jeweiligen Cbfal-RNA-Expression der zu untersuchenden
Chondrozyten wurde die RNA-Expression der frisch isolierten Chondroyten als 100%
gewertet. Die im weiteren Verlauf in Abhangigkeit von der Zellpassage bzw.
Kultivierungsmethode nachweisbare Anderung der Expression wird als prozentuale
Anderung im Vergleich zu den frisch isolierten Chondrozyten angegeben.

Mittels Zellzahlung und gleichzeitiger Bestimmung der HPRT-RNA-Expression
(House-Keeping-Gen) wurden unterschiedliche Zellzahlen als mdgliche Fehlerquelle
ausgeschlossen.

Zur statistischen Auswertung der Versuchsergebnisse wurde der einfaktorielle
Anova-Test sowie die post-hoc-Analyse von Bonverroni angewendet
(Statistikprogramm SPSS). Das Signifikanzniveau betrug 0,05. Die graphische
Darstellung der Balkendiagramme erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Exel. Die Fehlerindikatoren driicken den Standartfehler aus und sind mit einem Stern
gekennzeichnet, wenn die post-hoc-Analyse von Bonverroni eine Signifikanz von <
0,05 aufwies.
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4. Ergebnisse

4.1 Kultivierung von humanen Chondrozyten, Osteoblasten und

Osteosarkomzellen

Die morphologischen Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellreihen sollen
anhand der folgenden Bilder exemplarisch verdeutlicht werden. Wahrend die
Osteosarkomzelllinien in vitro eher durch kleine, rundliche Zellen charakterisiert sind,
zeigen humane Osteoblasten in der Monolayerkultur flache, spindelférmig bis
guadratische Zellleiber (Abb. 4.1.1).
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Abb. 4.1.1: Phasenkontrastaufnahmen der Osteosarkomzelllinien MG 63, SAOS-2, , HOS
58, sowie humaner Osteoblasten in der Monolayerkultur (200x)

a: MG 63: Zellen mit kleinem Zellleib b: SAOS-2: Kleine, kugelférmige Zellen

c: HOS 58: Dichtgelagerte, runde Zellen  d: Osteoblasten: flache, spindelférmige Zellen
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In  der Monolayerkultur kultivierte Chondrozyten zeigen passageabhangig
morphologische Unterschiede. Im Vergleich zu frisch isolierten Zellen weisen die
Chondrozyten zu Beginn der Kultivierung ein eher rundliches Aussehen auf. In
spateren Passagen verandert sich der Habitus in ein gestrecktes, fibroblastenartiges
Erscheinungsbild (Abb 4.1.2).

Im Vergleich hierzu bleiben in einer (dreidimensionalen) Alginatkultur gezichtete
Chondrozyten phanotypisch stabil (Abb. 4.1.3).

Abb. 4.1.2: Phasenkontrastaufnahme kultivierter humaner Chondrozyten in der
Monolayerkultur

Abb. 4.1.3: Phasenkontrastaufnahme kultivierter humaner Chondrozyten in der Alginatkultur
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4.2 Qualitativer Nachweis von Cbfal-RNA in Osteoblasten,

Chondrozyten und Osteosarkomzellen

Um unterschiedliche Zellmengen der zu vergleichenden Zellpopulationen als
mogliche Fehlerquelle zu vermeiden, wurden die Zellen zuvor mittels
Feinpartikelzéhler (Fa.Coulter Electronics Ltd. Luton UK) gezahlt und nachfolgend
gleiche Zellmengen verwendet. Danach wurde die RNA der zu untersuchenden
Zellreine (Osteoblasten, Osteozyten, Chondrozyten oder Osteosarkomzellen) isoliert
(RNeasy-Kit, Qiagen), und evtl. noch bestehende DNA-Verunreinigungen mittels
DNAse-Verdau eliminiert. Die RNA wurde im Rahmen der reversen Transkription in
cDNA umgeschrieben. Hiermit wurde dann mit Hilfe spezifischer Cbfal-Primer eine
PCR durchgeflhrt. Als Vergleichsmarker wurde das annahernd unregulierte HPRT
verwendet, ein etabliertes ,housekeeping“-Gen. Eine Cbfal-RNA-Expression konnte
sowohl in den unterschiedlichen osteozytaren Zellreihen
(Knochenmarksstammzellen, Osteozyten und Osteoblasten), in den
Osteosarkomzelllinien (SAOS, HOS TE85, MG 63, und ZK 58), als auch in
Chondrozyten unterschiedlicher Spender nachgewiesen werden.

Die nachfolgenden PCR-Bilder dokumentieren exemplarisch die Cbfal-RNA-

Expression der verschiedenen Zellreihen.

SAOS HOS TE 85 MG 63

Bande: 1 2 3 4 5

Abb. 4.2.1: (PCR-Gel): Banden 1-4: Nachweis von Cbfal-RNA der Osteosarkomzelllinien
SAOS, HOS TE85, MG 63, und ZK 58, Bande 5: Kontrolle ohne Reverse Transkriptase,
40 Zyklen
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Hinf-
Marker 766SZ 784 SZ 761 TE 784 CR 766 SZ 784 SZ 761 TE 784 CR

Bande: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 4.2.2: (PCR-Gel): Banden 1-4 zeigen den Nachweis von Cbfal-RNA in
Knochenmarksstammzellen (Zellreihe 766 SZ und 784 SZ), Osteozyten (761 TE) und
Osteoblasten (784 CR), Die Banden 5-8 zeigen die Expression des housekeeping-Gens
HPRT dieser Zellen. Bande 9: Kontrolle ohne Reverse Transkriptase, 40 Zyklen

Hinf- CH 731 CH 732 CH 733 CH 731 CH 732 CH 733 No RT
Marker

Bande: 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 4.2.3: (PCR-Gel): Nachweis von Cbfal und HPRT in unterschiedlichen
Chondrozytenkulturen (Monolayerkultur, 4. Passage) Banden 1-3 Cbfal, Bande 4-6: Hprt,
Bande 7: Kontrolle ohne Reverse Transkriptase, 40 Zyklen
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4.3 Nachweis von Cbfal und HPRT in der Monolayerkultur in
Abhangigkeit von der Zellpassage

Als nachstes wurde die Cbfal Expression von Chondrozyten derselben Zellreihe in
unterschiedlichen Passagierungsstadien untersucht. In der qualitativen PCR-
Untersuchung zeigten sich bei einer annahernd konstanten HPRT-Expression (als
zusatzlicher Hinweis fir gleiche Zellzahlen) passageabhangige Unterschiede bei der
Cbfal-Expression. Sie scheint bei frisch isolierten Chondrozyten am niedrigsten zu

sein und nach Passagierung in der Monolayerkultur anzusteigen.

Hinf- ;
CH825 CH825 CH825 CH825 Hinf-
CH825 CH825 CH825 CH825 NoRT NoRT
LGP 5 - L PO P1 P2 P3 Marker

Bande 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 4.3.1: (PCR-Gel): HPRT- und Cbfal-Expression einer Chondrozytenkultur in
Abhangigkeit von der Zellpassage:

Bande 1: CH 825 PO: Cbfal-RNA frisch isolierter Chondrozyten

Bande 2: CH 825 P1: Cbfal-RNA nach der 1. Passage im Monolayer

Bande 3: CH 825 P2: Cbfal-RNA nach der 2. Passage im Monolayer

Bande 4: CH 825 P3: Cbfal-RNA nach der 3. Passage im Monolayer

Bande 5: Kontrolle ohne Reverse Transkriptase

Bande 6: Kontrolle ohne Reverse Transkriptase

Bande 7: CH 825 P0O: HPRT-RNA frisch isolierter Chondrozyten

Bande 8: CH 825 P1: HPRT-RNA nach der 1. Passage im Monolayer

Bande 9: CH 825 P2: HPRT-RNA nach der 2. Passage im Monolayer

Bandel0O: CH 825 P3: HPRT-RNA nach der 3. Passage im Monolayer, 40 Zyklen
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4.4 Nachweis von Cbfal und HPRT in Abhangigkeit von der

Kultivierungsmethode

Nachdem in  Condrozytenmonolayerkulturen eine  Cbfal-RNA-Expression
nachgewiesen werden konnte und hierbei Unterschiede in Abh&ngigkeit von der
Zellpassage nachweisbar waren, wurden in einem nachsten Schritt unterschiedliche
Kultivierungsmethoden miteinander verglichen. Die nachfolgende Abbildung zeigt die
Cbfal- und HPRT-RNA-Expression frisch isolierter Chondrozyten in der
Monolayerkultur und in der dreidimensionalen Alginatkultur.

Waéhrend die in der Monolayerkultur kultivierten Zellen im Vergleich zu der frisch
isolierten Zellpopulation einen Anstieg der Cbfal-RNA-Expression zeigen, kommt es
nach Kultivierung in der Alginatkultur sowohl nach 12- als auch nach 28 Tagen zu

einer Suppression der Cbfal-RNA-Expression.

e ——
b

Hinf- CH 818 CH 818 CH 818 CH 818

Marker POd0  POd14 P0d28 Pido NORT

CH818 CH818 CHS818 CHB818
PO dO POd14 POd28 P1dO

No RT

Bande: 1 2 3 4 5

Abb. 4.4.1 und 4.4.2: (PCR-Gel): Cbfal- und HPRT-Expression einer Chondrozytenkultur in
Abhangigkeit von der Kultivierungsmethode:

Bande 1 (CH 818 PO, d0): frisch isolierte Chondrozyten,

Bande 2 (CH 818 PO, d14): Nach Kultivierung tGiber 14 Tage in der Alginatkultur , Bande 3
(CH 818 PO, d28): Nach Kultivierung Uber 28 Tage in der Alginatkultur, Bande 4 (CH 818
P1, d0): Nach einmaliger Passagierung in der Monolayerkultur, Bande 5: Kontrolle ohne
Reverse Transkriptase, 40 Zyklen
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4.5 Sequenzierung des PCR-Produktes

Als nachstes wurde das PCR-Produkt sequenziert. Hierbei wird durch die
Verwendung eines spezifischen Primers (Oligonukleotid) von einer definierten Stelle
auf einer DNA mit Hilfe der DNA-Polymerase und Desoxynukleotiden eine DNA-
Synthese gestartet. Durch die Verwendung von Didesoxynukleotiden oder
Oligonukleotiden, die mit fluoreszierenden Gruppen modifiziert sind, werden die
Sequenzierungsprodukte  Fluoreszenz  markiert und durch Zugabe von
Didesoxynukleotiden wird die DNA-Synthese nukleotidspezifisch abgebrochen.
Nachfolgend koénnen die Sequenzierungsprodukte durch eine kombinierte
Kapillarelektrophorese und Fluoreszenzdetektion automatisch analysiert werden.
Durch nachfolgenden Gendatenabgleich konnte gezeigt werden, dass es sich bei
dem PCR-Produkt tatsdchlich um das zu untersuchende Cbfal handelt.

File: heblrv.sef Sequmce Name: (none) Run ended: (unknown)

\“ Hlllx tﬂMU\l NHIHJH “x

File: heblfw . scf Sequence Name: (none)  Run ended: (unknown)
10 30 40 50 &0 70 80 90 100 110 120 130
TCICCCCRARG TAGCIACCTIATCE ATTARGITACAGTAGATGGRCC TCGGGARCCCEG ARGG CACAGRCAG ARGCTIG AT GACT CTARACCTAG TTTGIGCTCTG 6 CCGE CACTCCGGCCCACER

b LA A h WMM ““‘ ““ i “ W M‘

Abb. 4.5.1: Ausschnitt aus der graphischen Auswertung der Fluoreszenz-Sequenzierung
des PCR-Produktes.

Jedem Nukleotid ist eine Farbe zugeordnet: A: Adenosin=grtin, C: Cytosin=blau, G:
Guanosin=schwarz, T: Thymidin=rot.




4.6 Quantitative Bestimmung der Cbfal RNA-Expression mittels
realtime PCR

Da mittels konventioneller RT-PCR nur eine eingeschrankte Aussage uber
guantitative Veranderungen der Cbfal-RNA Expression gemacht werden kann,
wurde im weiteren Verlauf die Cbfal-RNA-Expression in Abhangigkeit von
Zellpassage und Kulturverfahren mittels quantitativer Realtime PCR untersucht.

In der Realtime-PCR bestétigte sich ein deutlicher, statistisch signifikanter Anstieg
der Cbfal-RNA-Expression nach Kultivierung der Chondrozyten in der
Monolayerkultur. Nach einmaliger Passagierung in der Monolayerkultur kam es im
Durchschnitt nahezu zu einer Verfiinffachung der Cbfal-Expression. Auch nach
weiterer Passagierung in der Monolayerkultur war die im Vergleich zu frisch
isolierten Chondrozyten deutlich gesteigerte Cbfal-RNA-Expression nachweisbar.
Ab der vierten Passage zeigte sich ein Abfall der Cbfal-RNA-Expression.

Diese war jedoch im Durchschnitt immer noch doppelt so hoch, verglichen mit frisch
isolierten Chondrozyten (Abb.4.6.1).
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Die Cbfal-RNA-Expression in Abhangigkeit von der Zellpassage in der Monolayerkultur

CBFA1-RNA-Expression

600%

500% -

400%

300% -

200% -

100% -

Passage in der Monolayerkultur

Abb. 4.6.1: Mittels Real-time RCR wurde bei acht verschiedenen Zelllinien die Cbfal-RNA-
Expression frisch isolierter Chondrozyten verglichen mit der, in der Monolayerkultur
passagierten Chondrozyten. Graphisch dargestellt sind die prozentualen Veranderungen der
Cbfal-RNA-Expression im Vergleich zu der Cbfal-RNA-Expression frisch isolierter humaner

Chondrozyten.

Die mit einem Stern * gekennzeichneten Balken zeigen statistisch signifikante

Veranderungen (P<0,05)

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Monolayerkultur mit der Alginatkultur im

Hinblick auf die Cbfal-Expression mittels realtime-PCR untersucht. Hierzu wurden

die frisch isolierten Zellen zu einem Teil in der Monolayerkultur, zum anderen in

einer dreidimensionalen Alginatkultur kultiviert. Nach zwei Wochen wurde die RNA

beider Zellkulturen extrahiert und die Cbfal RNA-Expression quantitativ bestimmt.

Ein Teil der im Monolayer kultivierten Zellen wurde passagiert und dann erneut zum

einen konventionell im Monolayer und zum anderen in der Alginatkultur kultiviert.

Hierbei war in der Monolayerkultur erneut ein deutlicher, statistisch signifikanter

Anstieg der Cbfal-RNA-Expression zu verzeichnen. Es zeigte sich nach Kultivierung

der frisch isolierten Chondrozyten in der dreidimensionalen Alginatkultur initial ein
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Abfall der Cbfal-RNA-Expression um durchschnittlich 50% im Vergleich zu den
nativen, frisch isolierten Chondrozyten.

Der Abfall der Cbfal-RNA-Expression nach Kultivierung in der Alginatkultur war
auch bei zuvor im Monolayer kultivierten Chondrozyten nachweisbar. Nach 14-
tagiger Zuchtung im Alginat war die Cbfal-Expression mit der frisch isolierter
Chondrozyten zu vergleichen. Dieser Effekt zeigte sich auch noch nach dreimaliger

Passagierung in der Monolayerkultur.

Anderung der Cbfal-Expression in Abhéngikeit von der
Kultivierungsmethode
500

450 ~
*
400 -
T *
350

300

250

Cbfal-RNA—qq | ] l*
Expression

150 -

100 -

50 7 i
0
o

Zellpassage (blaue Balken: Monolayerkultur, rote Balken: Alginatkultur)

Abb. 4.6.2:

Mittels Real-time PCR bestimmte prozentuale Anderung der Cbfal-RNA-Expression

in Abhéngigkeit von Zellpassage und Kulturmedium (Monolayerkultur (blaue Balken) versus
Alginatkultur (rote Balken)). Graphisch dargestellt sind die prozentualen Veranderungen der
Cbfal-RNA-Expression im Vergleich zu der Cbfal-RNA-Expression frisch isolierter humaner
Chondrozyten

Die mit einem Stern * gekennzeichneten Balken zeigen statistisch signifikante
Veranderungen im Vergleich zu den frisch isolierten Chondrozyten (P<0,05)
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5. Diskussion

5.1 Veranderungen von Chondrozyten in vitro in Abhangigkeit von

der Kultivierungsmethode

Kleinere Knorpeldefekte werden zum Teil bereits klinisch durch Implantation
autologer, in vitro kultivierter Chondrozyten behandelt (Autologe Chondrozyten
Implantation [ACI], Petterson et al.,, 2000). Dafir ist eine effektive in vitro
Vermehrung der Chondrozyten notwendig, die derzeit nur in der Monolayerkultur
gelingt und begleitet ist von einer ,Dedifferenzierung” der Chondrozyten. Der Begriff
der Dedifferenzierung beschreibt die Erfahrungen, dass der Chondrozyt sich in der
Monolayerkultur fundamental andert: es kommt zu Veranderungen des Phanotyps in
ein spindelformiges, fibroblastenartiges* Aussehen. Zudem &ndert sich die
Expression bestimmter Matrixproteine (Down-Regulation der Synthese von Kollagen
Typ 1l und der knorpelspezifischen Proteoglykane, dafiir Expression von Kollagen
Typ |, sowie der Kollagene 11l und V und X, und der alkalischen Phosphatase (Mayne
et al., 1976, Benya et al., 1977 und 1978, K. von der Mark et al., 1977)). Weiterhin
kann eine Wiedererlangung der Teilungsfahigkeit beobachtet werden: Adulte
humane Gelenkknorpelzellen zeigen in vivo keine nennenswerte Zellteilungsrate
(Aydelotte, 1992), im Monolayer kommt es dagegen zu einem deutlichen Anstieg
der Proliferation (Sittinger et al., 1997, Elima und Vuorio, 1989).

Auch in unseren Versuchen konnte dies bestatigt werden: Nach Kultivierung der
Chondrozyten in der Monolayerkultur kam es zu einer schnellen Proliferation der
Zellen, der Phanotyp der Zellen anderte sich hin zu einem eher spindelférmigen,
Jibroblastenartigen Aussehen. Dieser Verlust des chondrogenen Potentials scheint
nach gewisser Zeit sogar irreversibel zu sein (Schulze-Tanzil et al., 2002).

Als Ursache fir dieses Phdnomen sind zumindest zum Teil die unphysiologischen
Kulturbedingungen zu sehen: Durch ihre Einbettung in die Knorpelmatrix besteht in
vivo in der Regel kein direkter Zellkontakt der Chondrozyten untereinander. Diese
Situation sollte in vitro imitiert werden. Dies kann bei Chondrozyten, die enzymatisch
aus der sie umgebenden Matrix isoliert wurden, nur gelingen, wenn diese auf
Distanz gehalten werden. Trotz fehlendem Zellkontakt fuhrt jedoch gerade die

Kultivierung im zweidimensionalen Monolayer mit niedriger Zelldichte zu einem
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Verlust des charakteristischen Phanotyps der Gelenkknorpelzellen (Deshmukh und
Kline, 1976), so dass die dreidimensionale Anordnung zu bevorzugen ist.

Ein etabliertes Kulturverfahren hierfir stellt die dreidimensionale Alginatkultur dar.
Isolierte Chondrozyten werden in 1,2 % Alginat suspensiert. Diese Suspension
geliert in einer Calciumchlorid-L6ésung zu kleinen Alginatkligelchen, die etwa 10 pl
Alginat-Suspension mit jeweils 40000 Chondrozyten enthalten (Hauselmann et al.,
1992). Es konnte gezeigt werden, dass unter diesen dreidimensionalen
Bedingungen eine Reexpression chondrozytenspezifischer Oberflachenmarker und
Matrixproteine (wie z.B. Kollagen II) zu detektieren ist und der fur Chondrozyten
typische rundliche Phanotyp tUber Monate beibehalten wird (Benja und Shaffer,
1982, Bonaventure et al., 1994, Hauselmann et al., 1994).

5.2 Nachweis von Cbfal-RNA in Osteoblasten, Osteozyten, den
Osteosarkomzelllinien Sa0S-2, HOS 58 und MG 63, und

kultivierten Chondrozyten

Mittels PCR konnte eine Cbfal-RNA-Expression sowohl in Osteoblasten,
Osteozyten und Knochenmarkstammzellen (Praosteoblasten) nachgewiesen
werden, als auch in unterschiedlichen Osteosarkomzelllinien und in Chondrozyten.
Dieser Nachweis deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen: 1997
identifizierte die Arbeitsgruppe um Ducy erstmalig das Cbfal-Gen als einen
zentralen Transkriptionsfakor der osteoblastaren Zellreihe (Ducy et al.,, 1997). Auch
die Cbfal-Expression in Osteosarkomzellen ist fur die Zelllinien SaOS-2, HOS 58
und MG 63 in der Literatur beschrieben (Sasaki-lwaoka et al., 1999, Mori et al.,
1999, Siggelkow et al., 2002). Dieser Nachweis verdeutlicht ihre Eignung als ein
Zellkulturmodell der osteoblastéren Zellreihe.

Uberraschend war der Nachweis der Cbfal-RNA-Expression in Kkultivierten
Chondrozyten aus hyalinem Gelenkknorpel (4. Passage, Monolayerkultur). Bei
Chondrozyten scheint die Cbfal-Expression auf die praehypertrophe und
hypertrophe Form beschrankt zu sein (Takeda et al., 2001, Rabie et al., 2004). Bei
Cbfal-Knockout-Mausen fehlen diese Chondrozytenformen im Bereich von Femur
und Humerus (Inada et al., 1999, Kim et al., 1999), so dass davon auszugehen ist,
dass dieser Transkriptionsfaktor diesen Schritt entscheidend beeinflusst (Rabie et
al., 2004).

49



Eine Cbfal-RNA-Expression ist hingegen in gesundem, hyalinem Gelenkknorpel
nicht nachweisbar (Kuboki et al., 2003).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in einem weiteren Schritt frisch isolierte
Chondrozyten mit bereits mehrfach in der Monolayerkultur passagierten Zellen aus

gesundem hyalinem Gelenkknorpel verglichen.

5.3 Anstieg der Cbfal-RNA Expression von Chondrozyten in der

Monolayerkultur

Nachdem mittels RT-PCR eine Cbfal-RNA-Expression von in der Monolayerkultur
kultivierten humanen Chondrozyten nachgewiesen werden konnte, wurde in
weiteren Versuchen der Einfluss der Kultivierungsmethode auf die Cbfal-RNA-
Expression untersucht. Hierzu wurden frisch isolierte- mit, in der Monolayerkultur
kultivierten, Chondrozyten verglichen.

Es zeigte sich bereits in der konventionellen RT-PCR ein deutlicher Cbfal-RNA
Anstieg nach Passagierung der Zellen in der Monolayerkultur. Um die
Veranderungen in der Cbfal-Expression ndher quantifizieren zu kénnen, wurden die
weiteren Bestimmungen mittels quantitativer Realtime-PCR durchgefuhrt. Hier
bestétigten sich die Unterschiede in der Cbfal-RNA-Expression: Nach Kultivierung
im Monolayer zeigten die humanen Gelenkchondrozyten einen Anstieg in der Cbfal-
RNA-Expression um durchschnittlich 450% im Vergleich zu frisch isolierten Zellen
derselben Zellreihe. Auch nach weiteren Zellpassagen in der Monolayerkultur blieb
die Cbfal-Expression deutlich erhdht.

Dieses Phanomen ist in der Literatur bisher nicht beschrieben. Vergegenwartigt man
sich jedoch die bekannten, fundamentalen Veranderungen der Chondrozyten nach
Kultivierung in der Monolayerkultur im Vergleich zu den Zellen in vivo, so scheint
auch eine Veranderung der Cbfal-Expression als Folge der radikal veranderten
Umgebungssituation unter Monolayer-Kulturbedingungen als wahrscheinlich. In
folgenden Versuchen wurde daher die Cbfal-Expression von Chondrozyten in der

Monolayerkultur mit Chondrozyten in der dreidimensionalen Alginatkultur verglichen.
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5.4 Veranderungen der Cbfal-RNA Expression humaner

Chondrozyten in Abhangigkeit von der Kultivierungsmethode

Um den Einfluss der Kultivierungsmethode auf die Cbfal-RNA-Expression zu
untersuchen, wurde ein Teil der frisch isolierten Chondrozyten in der konventionellen
Monolayerkultur und ein anderer Teil derselben Zellpopulation in einer
dreidimensionalen Alginatkutur kultiviert. Wahrend die Cbfal-RNA-Expression, wie
bereits vorbeschrieben, in der Monolayerkultur deutlich anstieg, zeigte sich bei den
im Alginat gezichteten Zellen im Vergleich zu den frisch isolierten Zellen tendenziell
ein leichter Abfall der Cbfal-RNA-Expression.

Zur Interpretation dieser Ergebnisse ist es wichtig, sich noch einmal die
unterschiedlichen Arten von Knorpelgewebe zu vergegenwartigen: Gelenkknorpel
auf der einen Seite und transientes Knorpelgewebe im Rahmen der enchondralen
Ossifikation auf der anderen. Chondrozyten in gesundem Gelenkknorpel sind
phanotypisch stabil, unterliegen keinen Differenzierungsvorgangen und proliferieren
nicht. Im Gegensatz hierzu ist der Chondrozyt im Rahmen der enchondralen
Ossifikation durch Proliferation und Differenzierung gekennzeichnet. Die
Chondrozyten beginnen mit der Synthese von Matrixproteinen (Aggrekan, Kollagen
Typ Il und Typ IX). Im nachsten Schritt hypertrophieren die Chondrozyten.
Typischerweise findet man in diesem Stadium zur Expression von Kollagen Typ X
und alkalischer Phosphatase. Im weiteren Verlauf kommt es infolge apoptotischer
Prozesse zum Absterben dieser Zellen, zur Matrixkalzifizierung und zur
GefalReinsprossung.

Cbfal spielt bei der Differenzierung zu hypertrophen und praehypertrophen
Chondrozyten im Rahmen der enchondralen Ossifikation eine entscheidende Rolle
(Takeda 2001, Rabie 2004). Eine Inaktivierung des Transkriptionsfaktors Cbfal fuhrt
zu einer Inhibierung der Chondrozytenreifung und einer deutlich verzdogerten und
eingeschrankten enchondralen Ossifikation (Ueta et al., 2001, Enomoto-lwamoto et
al., 2001). Auf der anderen Seite fuhrt im Tierversuch eine artefizielle
Uberexpression von Cbfal zu einer (berschieRenden Induktion von
Chondrozytenreifung und enchondraler Knochenbildung. In Bezug auf den
permanenten Knorpel (wie z.B. Gelenkknorpel, die Trachealspangen, das
Nasenseptum oder die Bandscheiben) zeigte diese Uberexpression
interessanterweise ebenfalls Veranderungen: Es waren auch hier hyperthrophierte
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Chondrozyten nachweisbar, einige Regionen wurden véllig durch Knochensubstanz
ersetzt (Enomoto et al., 2000, Ueta et al., 2001, Takeda et al., 2001).

Der Anstieg der Cbfal-RNA Expression in der Monolayerkultur kann als Hinweis fur
eine Differenzierung der Chondrozyten in Richtung eines osteoblastaren Phanotyps
bzw. in eine Differenzierung in Richtung hypertrophierter Chondrozyten gedeutet
werden.

Als Ursache fur diese Differenzierungsvorgange sind sicherlich die veranderten
Umgebungsbedingungen zu sehen. Die physiologisch im Gelenkknorpel bestehende
extrazellulare Matrix ist in der Monolayerkultur aufgehoben, direkter Zellkontakt ist
moglich. Ein weiterer wichtiger Unterschied besteht in der Erndhrung und
Sauerstoffversorgung der Chondrozyten: Gelenkchondrozyten sind im Vergleich zu
transientem Knorpelgewebe in der Wachstumsfuge in vivo an einen niedrigen
Sauerstoffpartialdruck angepasst. Die Energiegewinnung erfolgt daher im Gegensatz
zu fast allen anderen Zellen im Kérper Uber eine anaerobe Energiegewinnung (Lee
et al., 1997). Die Erndhrung erfolgt Gber Diffusion. Aufgrund dieser Situation ist die
Knorpeldicke limitiert. Im Gegensatz hierzu sind die Chondrozyten in der
Wachstumsfuge von Blutgefallen umgeben, die Energieversorgung erfolgt tber
aerobe Stoffwechselwege. Der Effekt des Sauerstoffpartialdruckes fur das
Differenzierungsverhalten der Gelenkchondrozyten konnte auch in vitro

nachgewiesen werden (Domm et al., 2002).

5.5 Abfall der Cbfal-RNA-Expression nach Uberfiihrung von zuvor

im Monolayer kultivierten Chondrozyten in eine Alginatkultur

In weiteren Versuchen untersuchten wir den Verlauf der Cbfal-Expression von zuvor
im Monolayer geziichteten Chondrozyten nach Uberfiihrung in die dreidimensionale
Alginatkultur. Verwendet wurden hierfur bis zu dreimal im Monolayer passagierte
Zellen. Nach zweiwdchiger Kultivierung in der Alginatkultur kam es hierbei zu einem
deutlichen Abfall der Cbfal-RNA-Expression auf etwa das Niveau frisch isolierter
Gelenchondrozyten. Die Anzahl der Zellpassagen zeigte hierbei keine signifikanten
Unterschiede. Hieraus lasst sich schlieRen, dass die Anderungen der Cbfal-
Expression als Folge der veranderten Umgebungssituation anzusehen sind und
nach Uberfihrung in ein (physiologischeres) dreidimensionales Kultursystem

zumindest in den ersten Passagen reversibel sind. Diese Ergebnisse konnen als
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Ausdruck einer gewissen Re-Differenzierungsfahigkeit der zuvor im Monolayer
gezichteten Chondrozyten gedeutet werden.

Mehrere Arbeiten haben bereits das Potential dieser Redifferenzierung behandelt.
Die genauen Mechanismen, die zu einer Redifferenzierung dedifferenzierter
Chondrozyten fuhren sind bisher jedoch nur wenig bekannt. Ein wichtiger Faktor
scheint die Uberfiihrung in eine dreidimensionale Tragerstruktur zu sein (Benya und
Shaffer, 1982, Binette et al., 1998, Bonaventure et al., 1994, Lemare et al., 1998).
Wie bereits zuvor beschrieben scheinen diese Kultursysteme relativ gut die
physiologisch bestehenden Umgebungsverhaltnisse nachzuahmen.

Die Fahigkeit der Redifferenzierung scheint jedoch nicht unbegrenzt zu sein. In
friheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass im Monolayer kultivierte — und
mehrfach passagierte Chondrozyten nach Uberfilhrung in eine dreidimensionale
Kultur die Fahigkeit zur Redifferenzierung verlieren (Schulze-Tanzil et al., 2002).

Diese zumindest in den frihen Zellpassagen nachweisbare Reversibilitat ertffnet
neue therapeutische Optionen. Ein Problem der autologen
Chondrozytentransplantation liegt in der Gewinnung einer ausreichenden
Chondrozytenanzahl. Die Zellvermehrung in der Monolayerkultur birgt, wie schon
mehrfach erwahnt, die Problematik der Dedifferenzierung. Wenn nun, wie unsere
Versuche nahe legen, zumindest in den ersten Passagen eine Redifferenzierung der
Chondrozyten mdglich ist, so lage ein Losungskonzept in einer initialen Vermehrung
der Chondrozyten in einer Monolayerkultur mit nachfolgender Kultivierung in einer
dreidimensionalen Kultur zur Induktion der Redifferenzierung. Die Cbfal-Expression
konnte hierfur ggf. eine Art von Markerfunktion fur eine gelungene Redifferenzierung
darstellen.

5.6 Mdgliche Relevanz fir das Krankheitsbild der Osteoarthrose

Auf die Unterschiede zwischen Knorpelgewebe in der Wachstumszone im Rahmen
der enchondralen Ossifikation und permanentem Gelenkknorpel wurde bereits
eingegangen. Sowohl Chondrozyten in arthrotisch verandertem Gelenknorpel als
auch in vitro kultivierte Chondrozyten haben jedoch durchaus viele Parallelen mit
hypertrophiertem Knorpel im Rahmen der enchondralen Ossifikation. Es kommt
initial  zur  Proliferation, der Zelldurchmesser wird gréRer (die Zellen
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~hypertrophieren®), Kollagen X und alkalische Phosphatase sind nachweisbar
(Pacifici et al.,, 1991, lwamoto et al., 1989). Auch die Expression der in der
enchondralen Ossifikation wichtigen Peptide TGF-3 (Transforming Growth Factor-R3)
und PTHrP (parathyroid hormone-related peptide) findet man in degenerativ
verandertem Gelenkknorpel (Hinchliffe, 1983, de Combrugghe et al., 2000). Oft
zeigen sich auch Verkalkungen in der perizellularen Matrix von arthrotischem
Knorpelgewebe.

Veranschaulicht man sich nun die essentielle Bedeutung von Cbfal fur die
enchondrale Ossifikation und die Ahnlichkeiten von arthrotischem Gelenkknorpel
und Knorpelgewebe in der Wachstumsfuge, so stellt sich die Frage nach einer
eventuell bestehenden Bedeutung fir degenerative oder entzundliche
Gelenkveranderungen. Es ist vorstellbar, dass die unphysiologische ,Reifung“ von
Gelenkchondrozyten im Rahmen arthrotischer/arthritischer Gelenkveranderungen
begleitet (oder gar abhangig) ist von einem Anstieg der Cbfal Expression. Hierfur
finden sich in der Literatur erste Hinweise: Es konnte im Tierversuch gezeigt werden,
dass eine vermehrte mechanische Beanspruchung von Rattenkiefergelenken zu
einem Anstieg der Expression von Cbfal und Kollagen Typ X fuhrt (van Lam und
Rabie, 2005). Weiterhin konnte auch in vivo im osteoarthritisch veranderten
Knorpelgewebe im Vergleich zu gesundem Knorpel eine vermehrte Cbfal-
Expression nachgewiesen werden (Wang et al., 2004). Eine Erklarung hierfur kénnte
eine Cbfal-induzierte Aktivierung der Matrix Metalloproteinase 13 (MMP 13) sein.
MMP 13 ist ein proteolytisches Protein, welches von hypertrophierten Chondrozyten
im Rahmen der enchondralen Ossifikation vermehrt sezerniert wird, aber auch bei
arthrotisch  /-itisch  verdndertem Gelenkknorpel in erhdhter Konzentration
nachgewiesen werden kann (Wang et al., 2004, Pei et al., 2006).

5.7 Plastizitat bzw. Transdifferenzierung

Transdifferenzierung und Plastizitat sind Begriffe aus der Stammzellbiologie. Sie
beschreiben das Phanomen, dass Stammzellen in Abhangigkeit von der Umgebung
in unterschiedliche Gewebe (z.B. Herzmuskelzelle, Epithelzelle von Leber, Haut etc.)
differenzieren kdénnen. Bereits 1962 konnte Gurdon anhand eines Amphibienmodells
zeigen, dass Zellen von ausdifferenzierten adulten Geweben durch Transplantation

ihrer Nuklei in enukleierte Eizellen in der Lage sind, neue Organismen zu generieren
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(Gurdon, 1962). Die hieraus abgeleitete Theorie besagt, dass der differenzierte
Status von adulten Saugerzellen im Allgemeinen nicht durch ein zelleigenes
Programm bestimmt und damit irreversibel ist, sondern abhangig ist von Signalen
aus der Umgebung (Hormone, Zell zu Zell-Kontakt etc.). Somit wird der
Differenzierungsstatus durch einen dynamischen aktiven Prozess bestimmt, der
standiger Regulation bedarf (Blau et al., 2001, Clarke und Frisen, 2001).

Bis vor kurzem war nach Lehrmeinung die Zelldifferenzierung ein linearer Prozess,
der nicht umkehrbar ist. Bereits differenzierte Zellen verlieren die Fahigkeit, sich
zurtick zu differenzieren. Neuere Untersuchungen stellen dieses Dogma jedoch in
Frage: Es scheint, dass adulte Stammzellen unterschiedlicher Gewebe
einschlie8lich Gehirn, Haut und Knochenmark in der Lage sind, unter fremden
Umgebungsbedingungen in Zellen anderer Entwicklungsreihen zu differenzieren
(Echeverri  und Tanaka, 2002). Inwieweit diese Beobachtungen der
Transdifferenzierung in  Gewebe anderer embryonaler Entwicklungsreihen
tatsachlich der Realitat entsprechen, bzw. in welchem Umfang diese Vorgange in
vivo stattfinden, wird derzeit diskutiert (Anderson et al., 2001, Morshead et al., 2002).

Betrachtet man unterschiedliche kérpereigene Gewebe, so findet man im Rahmen
von Reparatur- und Regenerationsmechanismen eine Differenzierung von
pluripotenten Stammzellen (Haut, Blutbildung, Lebergewebe etc.). Fur den
Gelenkknorpel gilt dies nicht. Es existiert kein Stammzellkompartiment im
Gelenkknorpel. Etwaige Reparaturvorgange missen daher von den Chondrozyten
selbst initiiert werden. Bei isolierten Knorpelveranderungen sind diese, wie bereits
beschrieben, sehr beschrankt. Eine Reaktion der Chondrozyten besteht in der
Formation von sogenannten ,Brutinseln“. Hierbei handelt es sich um
Zellansammlungen in den knochennahen Schichten des arthrotischen Knorpels.
Diese sind offenbar Ausdruck des frustranen Versuchs von Knorpel, durch
Proliferation eine Selbstheilung zu initiieren. Eine Heilung des Knorpelschadens
gelingt hierdurch jedoch nicht. Im Gegensatz dazu kann man in Kallusgewebe nach
Knochenfrakturen typische Knorpelzellen nachweisen. Dies lasst auf
differenzierungsfahige Stammzellen im Knochen schliel3en.

Neuere Untersuchungen haben auch  far  bereits ausdifferenzierte
Gelenkchondrozyten in vitro ein gewisses Potential der Transdifferenzierung gezeigt.

Die Arbeitsgruppe um Barbero konnte mit Hilfe von Differenzierungsmedien eine
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Differenzierung von zuvor im Monolayer dedifferenzierten Gelenkchondrozyten in
einen osteoblastaren und zum Teil auch in einen adipogenen Phanotyp induzieren
(Barbero et al., 2003).

Unter diesem Aspekt sollte der Begriff der Dedifferenzierung genauer beleuchtet
werden. Der Ausdruck Dedifferenzierung impliziert, dass eine differenzierte Zelle
zuruckdifferenziert in ein friheres Stadium seiner Entwicklung. Ist diese Theorie
schlissig? Der Anstieg des Transkriptionsfaktors Cbfal in der Zellkultur kann als
Ausdruck der Plastizitat von Chondrozyten gedeutet werden. Wie bereits zuvor
erlautert spielt Cbfal eine entscheidende Rolle bei der Knochenentwicklung sowohl
als Transkriptionsfaktor fur die osteogene Differenzierung als auch fir die
Differenzierung zu hypertrophierten Chondrozyten im Rahmen der enchondralen
Ossifikation. Ein Anstieg von Cbfal in der Monolayerkultur spricht daher gegen eine
Ruckdifferenzierung der Zellen in ein friheres Stadium der Entwicklung. Vielmehr
kann dieser Anstieg als Ausdruck einer Transdifferenzierung in einen osteoblastaren
Phanotyp oder einer Differenzierung in Richtung hypertropher Chondrozyten im
Rahmen der enchondralen Ossifikation gedeutet werden.

Sowohl Chondrozyten als auch Osteoblasten oder Fibrozyten sind Zellen
mesenchymalen Ursprungs. |hre Verwandtschaft zeigt sich insbesondere bei der
enchondralen Ossifikation und bei der Bildung eines knorpelartigen Kallusgewebes
nach Knochenfrakturen. Auch wenn man isoliert Knorpelzellen betrachtet, erfillen
sie in unterschiedlichsten Geweben (Gelenkknorpel, Bandscheibe, Wachstumsfuge)
vollig unterschiedliche Aufgaben. Dies verdeutlicht den essentiellen Einfluss der
Umgebungsmatrix auf die Zellfunktion.

Vor diesem Hintergrund erscheint die Theorie der Transdifferenzierung unter
veranderten Umgebungsbedingungen als Ausdruck der Plastiziat plausibel.
Interessanterweise kommt es nach Uberfiihrung der Zellen in eine dreidimensionale
Matrix wieder zu einem Abfall der Cbfal-Expression auf Werte, die frisch isolierten
Gelenkchondrozyten entsprechen. Dies spricht zusammen mit der Re-Expression
knorpeltypischer Matrixproteine fir eine Redifferenzierung in einen chondrogenen
Phanotyp und verdeutlicht noch einmal die essentielle Bedeutung einer

dreidimensionalen Umgebungsmatrix fur den Erhalt eines chondrogenen Phanotyps.
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5.8 Klinische Relevanz

In gesundem Gelenkknorpel bleiben die Chondrozyten phanotypisch stabil, es
kommt zu keiner nennenswerten Zellproliferation. Die Zellmatrix als der grofl3te
Bestandteil des Gelenkknorpels scheint den stabilen Phanotyp der Chondrozyten zu
unterstitzen. Dieses Gleichgewicht scheint jedoch fragil zu sein: Kommt es zu
Veranderungen der Knorpelmatrix, zum Beispiel im Rahmen von degenerativen,
traumatischen oder entzindlichen Prozessen, so hat dies auch Einflud auf die
Knorpelzellen. Sie proliferieren, hypertrophieren, exprimieren Kollagen Typ X,
Kollagen Typ |, und Osteocalcin und im weiteren Verlauf kommt es zum
apoptotischen Zelltod.

Eine Expression von Kollagen Typ | ist auch bei Chondrozyten in der
Monolayerkultur zu beobachten. Diese kultivierten Chondrozyten haben mit
Chondrozyten in arthrotisch verandertem Knorpel die Veranderung beziehungsweise
den Verlust einer extrazellularen Knorpelmatrix gemein und kdnnen daher evtl. als
Modell fiir in vivo stattfindende pathophysiologische Veranderungen fungieren.
Zunachst verdeutlicht dies die Wichtigkeit einer intakten Umgebungsmatrix. Sie
scheint verantwortlich zu sein fur den Erhalt eines stabilen Phénotypes der
Chondrozyten.

Klinisch sollte daher zunachst der Erhalt bzw. die Wiederherstellung einer intakten
Knorpelmatrix mit phanotypisch stabilen Chondrozyten angestrebt werden. Bei
isolierten Knorpeldefekten existieren hierfir bereits erste klinische Verfahren.

Eine Vorreiterrolle nimmt hier die autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) ein.
Hierbei wird zuvor an einer gesunden, wenig belasteten Stelle des Gelenkes
Knorpelgewebe entnommen. Die Chondrozyten werden dann in der Monolayerkultur
vermehrt und in einer zweiten Sitzung in den Knorpeldefekt reimplantiert und mit
einem Periostlappen fixiert. Wie bereits ausfuhrlich diskutiert kommt es im Rahmen
der Chondrozytenvermehrung im Monolayer zu Anderungen der Zellen im Phanotyp
und im Expressionsverhalten. In vivo scheint es zumindest zum Teil zu
Redifferenzierungsvorgangen in Richtung eines chondrozytaren Phéanotyps zu
kommen, auch die ersten Langzeitergebnisse scheinen vielversprechend (Peterson
et al., 2000 und 2002 Brittberg et al., 2003). Nachteil dieser Behandlungsmethode ist
die Notwendigkeit der Chondrozytengewinnung und der damit verbundenen
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Zerstorung von gesundem Knorpelgewebe. Zudem ist auch hiermit keine Heilung ad
integrum maoglich.

In histologischen Nachuntersuchungen finden sich zwar h&aufig Merkmale von
hyalinem Knorpelgewebe wie zum Beispiel der Nachweis von Kollagen Typ Il (Briggs
et al., 2003), die fur die mechanische Stabilitat wichtige arkadenférmige Anordnung
der Kollagenmatrix fehlt jedoch. Neuere Behandlungsmethoden verwenden
Chondrozyten in Verbindung mit resorbierbaren Hilfsmaterialien. Hier werden bereits
in vitro dreidimensionale Knorpelstrukturen hergestellt. Neben den bereits erwahnten
Nachteilen (zweizeitige Operation, Setzen eines erneuten Knorpeldefektes) birgt die
Einbringung korperfremder Materialien evtl.  zusatzliche schwer abschatzbare
Risiken. Vorteile dieser Behandlungsmethode liegen in der leichteren Handhabung:
Die  periostlappenabhangigen  Arbeitsschritte  entfallen, das gezichtete
Knorpelgewebe kann teilweise sogar arthroskopisch implantiert werden, die
Operationsdauer wird deutlich verkurzt (Erggelet et al., 2003). Zudem wachsen die
Chondrozyten nach einer kurzen Proliferationsphase im Monolayer bereits in vitro in
einer dreidimensionalen  Tragermatrix, wodurch bereits in vitro eine
Redifferenzierung in Richtung eines chondrozytaren Phé&notyps induziert wird. Die
Vor- bzw. Nachteile unterschiedlicher Tragersysteme sind derzeit Gegenstand von
Diskussionen, Langzeitergebnisse stehen diesbezlglich noch aus (Hendrich et al.,
2003).

Die Ansatze des Tissue Engineering mit kultivierten Chondrozyten sind jedoch zum
einen durch das limitierte Proliferationspotential der Zellen begrenzt, zum anderen ist
der Knorpeldefekt haufig mit einer Schadigung des darunterliegenden Knochen
verbunden. Diese Probleme koénnten durch Verwendung mesenchymaler
Stammzellen umgangen werden. Mesenchymale Stammzellen (MSC) finden sich in
unterschiedlichsten Geweben wie Knochenmark, Fett- und Muskelgewebe, Haut
etc.. Dadurch entfiele die bei der autologen Chondrozytentransplantation notwendige
traumatische Zellgewinnung. Eine chondrogene, osteogene oder auch adipogene
Differenzierung ist in vitro moglich (Pittenger et al., 1999). Im Kaninchenmodell sind
chondrale und osteochondrale Defekte bereits erfolgreich durch die Implantation
einer mit MSC besiedelten Kollagenmatrix behandelt worden (Wakitani et al., 1994).
Erste klinische Anwendungen sind ebenfalls bereits durchgefihrt worden und
erscheinen erfolgsversprechend (Wakitani et al., 2002). Es bestehen jedoch noch

einige ungeklarte Probleme: Trotz phénotypisch chondrogenem Aussehen werden
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bei der In-vitro-Chondrogenese auf RNA-Ebene ALP (Alkalische Phosphatase) und
Osteopontin exprimiert, die als osteoblastare Marker bekannt sind. Auch von einer
tierexperimentellen in-vivo ALP-Expression wird berichtet (Jager et al., 2002).
Zudem existieren die bereits bei kultivierten Chondrozyten beschriebenen
Differenzierungsmechanismen in Richtung eines eher fibroblastaren Phanotyps auch
bei chondrogen differenzierten mesenchymalen Stammzellen (Schafer et al., 2000).
Auch Marker fur hypertrophierte Chondrozyten wie Kollagen Typ X konnen bei
differenzierten mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden (Barry et al.,
2001).

Die Mdglichkeit der Redifferenzierung dedifferenzierter Stammzellen ist Gegenstand
der aktuellen Forschung. Wie bei der Chondrozytenkultivierung scheint eine
dreidimensionale Kulturmethode einen positiven Einflu3 auf die phanotypische
Stabilitat der differenzierten Chondrozyten zu besitzen (Bosnakovski et al., 2006,
Mauck et al., 2006). Zudem existieren Hinweise, dass mesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark von Patienten mit fortgeschrittener Arthrose ein geringeres
chondrogenes Potenzial besitzen als Progenitorzellen gesunder Spender (Murphy et
al., 2002).

Zusammenfassend scheint ein grundlegendes Verstandnis des Zusammenspiels
unterschiedlicher Wachstumsfaktoren und Umgebungsverhaltnisse im Rahmen der
Chondrogenese von essentieller Bedeutung zu sein fir die Entwicklung zukunftiger
Therapiemoglichkeiten von Knorpeldefekten. Der Transkriptionsfaktor Cbfal kann
hierbei eine Schliisselrolle einnehmen. Er ist grundlegend an der Differenzierung zu
hypertrophen Chondrozyten im Rahmen der enchondralen Ossifikation beteiligt.
Dieser Differenzierungsschritt ist jedoch bei der Gelenkknorpelregeneration durch
mesenchymale Stammzellen nicht erwinscht. Unsere Daten belegen bei
Chondrozyten den Einfluss der Umgebungsmatrix auf die Cbfal-Expression. Ein
ahnlicher Zusammenhang bei mesenchymalen  Stammzellen erscheint
wahrscheinlich. Dadurch kdme diesem Transkriptionsfaktor eine Rolle als (negativer)

Marker fuir die chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu.
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5.9 Ausblick

Neben den zuvor beschriebenen und zum Teil schon Kklinisch eingesetzten
Therapieoptionen von Knorpeldefekten erscheinen jedoch auch andere
Therapiekonzepte mdglich. Auf den Einfluss der extrazellularen Umgebung auf die
Stabilitat des chondrogenen Phanotyps wurde bereits mehrfach eingegangen. Auch
der veranderte Phanotyp und die veranderten Expressionsmuster mit Produktion von
Kollagen Typ X, Kollagen Typ | und alkalischer Phosphatase von Chondrozyten in
arthrotischem Gelenkknorpel wurde bereits erwahnt. Es existiert zumindest in vitro
ein Redifferenzierungspotential dedifferenzierter Chondrozyten (Benya und Shaffer,
1982). Dies impliziert, dass die  Stabilisierung des  funktionellen
Chondrozytenphanotyps bzw. die Redifferenzierung osteoarthrotischer
Chondrozyten entscheidend sein kann fir die Wiederherstellung eines adaquaten
Matrixanabolismus (Aigner und Dudhia, 1997). Um dies zu erreichen sind mehrere
Therapieoptionen denkbar. Ein Konzept behandelt die Wiederherstellung
physiologischer Umgebungsverhéltnisse der Chondrozyten. Durch Verhinderung der
Matrixdegeneration beziehungsweise durch Wiederherstellung einer intakten
dreidimensionalen Knorpelmatrix kénnte es moglich sein, eine Redifferenzierung der
im arthrotischen Gelenkknorpel dedifferenzierten Chondrozyten zu induzieren. Dies
ware zum Beispiel durch Implantation einer resorbierbaren Knorpelmatrix in die
degenerativ veranderten Knorpelareale méglich. In Kombination mit chemotaktisch
aktiven Faktoren wie Zytokinen und Matrixproteinen konnte damit evtl. eine in-situ
Regeneration induziert werden.

Andere Konzepte beschéaftigen sich mit den Differenzierungsphanomenen von
Chondrozyten im arthrotisch veranderten Gelenkknorpel. Wenn es gelange, den
Korpelph&notyp zu stabilisieren bzw. eine Redifferenzierung in-situ zu induzieren, so
konnte hiermit evtl. auch ein adaquater Matrixanabolismus wiederhergestellt
werden.

Aktuell werden groRBe Hoffnungen in die Stammzellforschung gesetzt.
Mesenchymale Stammzellen kdénnen bereits heute in vitro in ,chondrozytenartige”
Zellen differenziert werden. Viele Probleme der autologen
Chondrozytentransplantation (zweizeitige Operation, das Setzen von zusatzlichen
Knorpelschaden, geringe Zellausbeute) kdonnten hierdurch gelést werden. Bis zum

Einzug in die Kklinische Praxis mussen jedoch noch viele derzeit noch ungeklarte
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Fragen beantwortet werden (Charakterisierung der differenzierten Zellen,

Langzeitstabilitat der differenzierten Stammzellen in vivo etc.) .

Die Rolle des Transkriptionsfaktors Cbfal bei diesen Therapieansétzen ist bisher
noch unklar. Die Ahnlichkeiten zwischen Chondrozyten im arthrotisch veranderten
Gelenkknorpel und Chondrozyten in der Wachstumsfuge legen Nahe, dass Cbfal
auch bei der Knorpeldegeneration eine pathophysiologische Bedeutung zukommt.

Uber eine mogliche Relevanz dieses Trankriptionsfaktors fiir das Krankheitsbild der

Osteoarthrose mussen jedoch erst weitere Untersuchungen Aufschluss geben.
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6. Zusammenfassung

Chondrozyten sind in entscheidendem Mafie abhéngig von der sie umgebenden
extrazellularen Matrix. In gesundem Gelenkknorpel bleiben sie phanotypisch stabil
und zeigen keine wesentlichen Differenzierungsvorgange. Entzundliche,
traumatische oder generativ bedingte Verdnderungen der extrazellularen Matrix
fuhren hingegen zu Anderungen sowohl im Phanotyp als auch im
Expressionsverhalten knorpeltypischer Matrixproteine der Chondrozyten. Auch in-
vitro ist diese Abhéngigkeit der Chondrozyten von der Umgebungsmatrix zu
beobachten. Wéahrend sie unter dreidimensionalen Kulturbedingungen anh&hernd
phanotypisch und im Expressionsverhalten gesunden Chondrozyten in-vivo
entsprechen, kommt es in der zweidimensionalen Monolayerkultur zu einem
fibroblastenartigen Aussehen mit einem veranderten Kollagen-Expressionsmuster.
Cbfal ist ein essentieller Transkiptionsfaktor der osteo-kartilaginaren Zellreine. Das
Fehlen, bzw. Mutationen dieses Transkriptionsfaktors gehen einher mit erheblichen
Storungen in der Skelettentwicklung. Auch im Rahmen der Knorpelentwickung,
insbesondere bei der Ausbildung hypertropher Chondrozyten der enchondralen
Ossifikation besitzt dieses Gen eine zentrale Rolle.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsverhalten von Cbfal in
unterschiedlichen Zellen der osteo-kartilagindren Zellreihe untersucht. Besonderes
Augenmerk wurde hierbei auf den Einfluss der Kultivierungsmethode auf die Cbfal-
Expression von humanen Gelenkchondrozyten gerichtet.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass sowohl in Osteoblastenzelllinien, als auch in
unterschiedlichen Osteosarkomzelllinien und in Chondrozyten (Monolayerkultur)
Cbfal-RNA nachweisbar ist.

Vor dem Hintergrund der Dedifferenzierungsphanomene kultivierter Chondrozyten
wurde nachfolgend die Cbfal-mRNA-Expression frisch isolierter Chondrozyten
verglichen mit bereits in der Monolayerkultur passagierten Zellen mittels quantitativer
PCR. Hier zeigte sich nach Passagierung in der Monolayerkultur ein deutlicher
Anstieg der Cbfal-RNA-Expression. Dieses hohe Expressionsniveau war auch nach
mehrfachen Passagierungen im Monolayer nachweisbar.

Im néachsten Schritt wurde die Cbfal-RNA-Expression unter verschiedenen
Kulturbedingungen untersucht: Die frisch isolierten Chondrozyten wurden zum einen
in der Monolayer — und zum anderen in der Alginatkultur kultiviert. Nach 14 Tagen
wurde erneut die Cbfal-RNA-Expression untersucht. Die im Alginat kultivierten
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Chondrozyten zeigten eine deutlich niedrigere Cbfal-RNA-Expression als diejenigen
Zellen in der Monolayerkultur. Insgesamt war die Cbfal-RNA-Expression von
Chondrozyten in der Alginatkultur mit der frisch isolierter Chondrozyten vergleichbar.
In der folgenden Untersuchungsreihe wurde ein Teil der im Monolayer gezichteten,
Chondrozyten Uberfuhrt in die dreidimensionale Alginatkultur. Verglichen mit den
Chondrozyten in der Monolayerkultur kam es hierbei zu einem deutlichen Abfall der

Cbfal-RNA-Konzentration bis nahezu auf das Niveau frisch isolierter Chondrozyten.

Zusammenfassend lassen sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse folgende

SchllUsse ziehen:

1. Cbfal-RNA ist sowohl in kultivierten Osteoblasten- und

Osteosarkomzellreihen als auch in Chondrozyten nachweisbar.

2. Die Kultivierungsmethode hat bei Chondrozyten Einflu3 auf die Cbfal-RNA

Expression.

3. Der Anstieg der Cbfal-RNA Expression in der Monolayerkultur ist nach
Uberfiihrung in ein dreidimensionales Alginatsystem zumindest in den ersten

Passagen reversibel.

4. Der  Abfall der Cbfal-RNA Expression geht einher mit
Redifferenzierungsvorgangen der Zellen in Richtung eines chondrogenen

Phanotyps.

Die vorliegenden Ergebnisse legen eine Bedeutung des Transkriptionsfaktors Cbfal
fur in vitro bestehende Dedifferenzierungsphanomene kultivierter Chondrozyten
nahe. Hierbei scheint die Umgebungsmatrix der Zellen einen direkten Einfluss auf
die Cbfal Expression zu besitzen. Der Anstieg der Cbfal-RNA-Expression in der
Monolayerkultur kann als Ausdruck einer bestehenden Fahigkeit der
Transdifferenzierung der Chondrozyten in Richtung eines osteoblastaren Phanotyps
gedeutet werden oder aber als eine weitere Ausdifferenzierung in Richtung
hypertropher Chondrozyten, wie sie auch im Rahmen der enchondralen Ossifikation

zu finden sind. Der Abfall der Cbfal-RNA-Expression nach Uberfiihrung von zuvor in

63



der Monolayerkultur geziichteten Zellen in die Alginatkultur spricht fur eine,
zumindest in den ersten Zellpassagen noch gegebene, Fahigkeit der Zellen zur
Redifferenzierung.

Neuere Untersuchungen legen eine Bedeutung des Transkriptionsfaktors Cbfal fur
pathophysiologische Prozesse im Rahmen von degenerativen oder entzindlichen
Gelenkveranderungen in vivo nahe (Wang et al., 2004, Pei et al., 2006). Dies muss

jedoch in weiteren Versuchen verifiziert werden.



/. Summary

Chondrocytes are critically dependent on their surrounding extracellular matrix. In
healthy joint cartilage they remain phaenotypically stable without any significant
differentiation. In contrast, inflammatory, traumatic or degenerative changes of the
extracellular matrix lead to changes of the chondrocytic phaenotype including the
expression of specific matrix proteins and proliferation. Likewise, change of matrix
conditions in-vitro particular in the two-dimensional monolayer-culture is associated
with phaenotype switching of chondrocytes.

Core binding factor a 1 (Cbfal) is an essential transcription factor of chondrocytic
and osteocytic lineage. The absence or mutation of this gene is associated with
anomalies of bone and cartilage development.

In this study we confirmed the in-vitro Cbfal-RNA-expression on osteocytes,
osteoblasts, chondrocytes and osteosarcoma cells. In addition, influence of two- and
three-dimensional matrix culture on Cbfal expression of chondrocytes was
investigated.

Cbfal-mRNA expression of freshly isolated chondrocytes was much lower compared
with cells cultivated in a monolayer culture. Moreover, Cbfal expression on
chondrocytes maintained in three-dimensional alginate matrix was lower than in two-
dimensional culture, comparable to freshly isolated chondrocytes.

Sequential culture with transfer from monolayer to three-dimensional alginate culture
led to reduction of Cbfal-RNA-expression to a similar level of freshly isolated
chondrocytes.

These results suggest a relevance of Cbfal for chondrocyte plasticity in-vitro and in-
Vvivo, i. e. capacity for de-, re-, and transdifferentiation. The extracellular matrix has a
profound influence on Cbfal expression. The increase of Cbfal-RNA expression in
the monolayer culture could represent a transdifferentiation towards an osteocytic
phenotype; alternatively it could be a precondition of subsequent chondrocyte
hypertrophy, as seen in enchondral ossification. The decrease of Cbfal expression
after change of culture conditions from monolayer to the more physiologic three-
dimensional matrix during the first cell culture passages does provide additional
evidence for chondrocyte plasticity.

Recent studies propose a role of Cbfal in degenerative and inflammatory joint
diseases in-vivo. These findings have to be confirmed in further investigations.
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9. Anhang

ERKLARUNG

.Ich erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstédndig, ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die woértlich oder sinngemafd aus veroffentlichten oder nicht
veroffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mundlichen
Auskinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefuhrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-
Liebig-Universitat Giessen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis”

niedergelegt sind, eingehalten.

Giessen, den

Markus Schaller
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Liste der verwendeten Materialien

Agarose

Alginat — Losung

Alginic Acid

Ampli - Taqg - Gold

Aqua ad injectabilia
Auflosepuffer

CaCl2 — Lésung

CaCl2 M 110, 99
Cellulose-Acetat Filter 0,2 pm
Collagenase Type XI
Deoxyribonuclease
DMEM/Ham's F-12 K
DMSO - Dimethylsulfoxid
Dnase I stock solution
DNTP

(MBI Fermentas)

(Sigma)

(GeneAmp®Applied Biosystems)

(Braun)

(Merck)
(Sartorius)
(Sigma)
(Sigma)
(Biochrom AG)
(Merck)
(Qiagen)
(Eurobio)

EDTA Ethylendinitrlotetraessigsaure M372,24 (entrpr. TRIPLEX® ||| Merck)

Ethanol 70%

Ethanol 96%-100%

Ethidiumbromid

Fetal Bovine Serum

Gelkammer

Glasfaser Vorfilter

Handschuhe

Hank's

Hinf I - Markers

Isotone Kochsalzlésung

Kanulen Durchmesser: 20G*1Y2", 0,9*40
Kanulen Durchmesser: 24G*1", 0,55*25
Kahl-Tischzentrifuge 5417 R
Kihlzentrifuge Rotanta/TRC
Kulturflaschen

Ladepuffer

(Riedel de Haén)
(Riedel de Haén)

(Sigma)
(Bachler Tech)
(Sartorius)
(Kimberly-Clark)
(Biochrom AG)
(Promega)
(Baxter)
(Terumo)
(Terumo)
(Eppendorf)
(Hettich)

(BD Falcon)

89



MgCI2

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 1000yl
Pipette 100pl

Pipette 10
Pipettenspitzen 1000pl
Pipettenspitzen 100pl
Pipettenspitzen 10yl
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

RWL1 - Buffer

Skalpelle steril

Sterilfilter Porengrof3e: 0,20um

TBS — Puffer

(Roche)

(Sartorius)

(Eppendorf)

(Brand)

(Merck)

(Carl Roth Gmbh+Co)
(Merck)

(Tuchdown (ThermoHybaid))
(Biochrom AG)

(Angiokard)
(Integra Bioscience)
(Eppendorf)
(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®Applied Biosystems)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)
(QiagenRNeasy® Protect Mini Kit)

(Feather)

(Sartorius)



Thermocycler

Tischzentrifuge Biofuge A
Transforming Growth Factor beta 1
Trypsin

Vortexer: Minishaker MS 1

Wasserbad

(TRIO-Thermoblock (Biometra))
(Heraeus)

(Sigma)

(Gibco)

(Roth)

(Memmert)
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Abkurzungsverzeichnis

1,25(0OH)2Ds
ACI

ALP
BMP 2
Cbfal
CAMP
DNA
EDTA
FCS
HOS
HPRT
MMP 13
MSC
PCR
PTHrP
RT-PCR
RNA
TGF-R3
VEGF

1,25-Dihydroxyvitamin D3

Autologe Chondrozyten-Implantation
Alkalische Phosphatase

bone morphogenetic protein 2
Core-Binding-Factor 1

zyklisches 3,5 -Adenosinmonophosphat
Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsaure

fetales Kalberserum

humanes Osteosarkom
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
Matrix Metalloproteinase 13
Mesenchymale Stammzellen
Polymerasekettenreaktion

parathyroid hormone-related peptide
Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion
Ribonukleinsaure

Transforming Growth Factor-i3

vascular endothelial growth factor
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