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C3aR Rezeptor des C3a Proteins
DAPI 4’ .6-Diamidin-2-phenylindol
dPG dendritisches Polyglycerol
dPGBP dendritisches Polyglycerolbisphosphonat
dPGC dendritisches Polyglycerolcarboxylat
dPGP dendritisches Polyglycerolphosphat
dPGPn dendritisches Polyglycerolphosphonat
dPGS dendritisches Polyglycerolsulfat
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EtBr Ethidiumbromid
FACS Fluorescence activated cell sorting
FDA Fluorescein diacetate
HCI Salzséure
ICC, Cy3 Indocarbocyanin
IL Interleukin
LSM Laserscanning Mikroskop
MMP Matrixmetalloproteinase
OA Osteoarthritis
PEG Polyethylenglycol
RTD-PCR Real Time Detection-Polymerase Chain Reaction
TNF Tumor Nekrose Faktor
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor




ABSTRACT (DEUTSCH)

Einleitung: Arthrose stellt immer noch eine der groRten Herausforderungen fir die moderne
Medizin dar. Die inflammatorischen Prozesse, welche die Arthrosepathogenese begleiten, sind
noch nicht vollstandig verstanden und die geringe Regenerationsfahigkeit des Knorpels stellt
eine grofRe Hirde fir mogliche therapeutische Ansétze dar. Anti-inflammatorisch wirkende
Nanopartikel, wie dendritische Polyglycerolsulfate (dPGS), konnten einen interessanten
Ansatzpunkt bilden. Aus diesem Grund wurden dPGS und verschiedene andere Modifikationen
von dPG in der vorliegenden Arbeit charakterisiert und deren Einflisse auf den Gelenkknorpel
untersucht.

Methodik: ~ Zundchst wurde die Zytokompatibilitdt der dPG-Varianten mittels
Zytotoxizitatsuntersuchungen und die Aufnahmefahigkeit in verschiedene Zelltypen bestimmt.
Weiterhin wurde der Einfluss von dPGS auf wichtige extrazelluldre Matrixbestandteile
(Kollagen Typ Il, Aggrekan) und Arthrose-assoziierte Marker (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10,
VEGF, C3aR und MMP-1) mittels RTD-PCR, FACS, ELISA, immunzytochemischen Farbungen
und quantitativer Analysen nachgewiesen. Es wurden Lebend/Tod-Assays fur Hydrogele, in die
dPGS inkorporiert war, durchgefiihrt und ausgewertet. Die dPGS Wirkung auf die Gonarthrose
wurde im in vivo Rattenmodell analysiert, woflr Tiere nach chirurgischer Arthroseinduktion mit
dPGS behandelt wurden und deren Gelenke und Organe abschlieRend histologisch aufgearbeitet
und ausgewertet wurden.

Ergebnisse: Fast alle Nanopartikel, auBer wenigen dPG-Modifikationen, zeigten keinerlei
supprimierenden Effekt auf die metabolische Aktivitdt der Zellen unabhdngig von der
eingesetzten Konzentration. Ebenso uberlebten die Zellen in Hydrogelen mit verschiedenen
dPGS-Konzentrationen. Weiterhin konnten alle Nanopartikel von verschiedenen getesteten
Zelltypen aufgenommen und fluoreszenzmikroskopisch visualisiert werden. dPGS selbst hatte
keinen Einfluss auf die Expression wichtiger Knorpelmatrixproteine wie Kollagen Typ Il nach
24 h Inkubation. Die dPGS-Nanopartikel hatten einen signifikant supprimierenden Effekt auf die
Selbstinduktion von TNFa und in mit dPGS behandelten Proben wurden erhohte
Konzentrationen des anti-inflammatorisch wirkenden Zytokins IL-10 gefunden. Die operierten
Gelenke der Ratten entwickelten eine mittlere bis schwere Arthrose. Die Verwendung
verschiedener Scoresysteme bestatigte zusammen mit den histologischen Farbungen, dass durch
eine Behandlung mit dPGS eine erkennbare aber nicht signifikante VVerbesserung der Scorewerte
in den operierten Knien festgestellt wurde.

Schlussfolgerung: Die in dieser Arbeit erhobenen Daten sprechen flr eine weitere Erforschung

von dPGS und seiner anti-inflammatorischen und chondroprotektiven Eigenschaften.



ABSTRACT (ENGLISCH)

Introduction: Osteoarthritis (OA) is still one of the major challenges for modern medicine.
Inflammatory processes which are involved in OA pathogenesis are yet not fully understood and
remain, together with the low repair capacity in cartilage, a major obstacle when trying to find
effective therapeutic approaches. Nanoparticular compounds with anti-inflammatory properties,
such as dendritic polyglycerol sulfates (dPGS) may pose a new approach. Therefore, the main
topic of this study was to characterize the influence of dPGS on cultured chondrocytes and joint
cartilage in vivo.

Methods: Different types of nanoparticular dPGS were checked for their effect on metabolic
activity of cells to assess cytocompatibility. Their uptake in different cell types was tested using
dPGS coupled with fluorescent ICC. Furthermore, the influence of dPGS alone or in
combination with pro-inflammatory TNFo was analyzed on important extracellular matrix
components (type Il collagen, aggrecan) as well as OA-associated markers (TNFa, IL-1p, IL-6,
IL-10, VEGF, C3aR and MMP-1) in chondrocyte cultures using RTD-PCR, FACS, ELISA,
immunocytochemical staining. In addition, the survival of chondrocytes embedded in different
hydrogels which contained varying amounts of dPGS was analyzed using Live/Dead assays.
Evaluation of the impact of dPGS on the progression of surgically induced OA in the knee joints
of rats was studied after treatment of the rats with the nanoparticular dPGS by analyzing
histologically the explanted joints and organs applying different score systems.

Results: Almost all nanoparticular compounds tested, except for higher concentrations of some
dPG modifications, revealed no suppressive effect on metabolic activity in tested cell types.
Furthermore, all tested nanoparticular compounds were internalized by different cell types. dPGS
stimulation by itself did not reveal any effect on cartilage marker type 11 collagen after 24 h. On
the other hand the dPGS reduced the TNFa induced upregulation of TNFa in a costimulation
setting. Samples treated with dPGS also revealed a higher concentration of the anti-inflammatory
cytokine IL-10. After surgically induction, the knee joints of rats developed OA over the time
course of 8 weeks. Histological stainings and score systems alike showed a clear (not significant)
trend for less severe OA in animals treated with dPGS compared to the control group. No major
accumulation of dPGS could be shown in parenchymal cells of kidney, liver and spleen.
Conclusion: Taken together the results of this study support the claim that dPGS exhibits anti-
inflammatory and possible chondroprotective features. Further experimental (animal-) studies
with further elaborated treatment courses might be performed in order to evaluate dPGS as a
potential candidate in the treatment of OA.



EINFUHRUNG

Knorpeldefekte, die mit fortschreitender Zeit in Arthrose minden und zur dauerhaften
Zerstorung von Gelenkoberflachen fuhren, sind immer noch eine der gré3ten Herausforderungen
der Medizin [1, 2]. Die extrem begrenzte Regenerationsfahigkeit des Knorpels stellt hierbei ein
besonderes Problem dar. In Folge der Verletzung kommt es zur Freisetzung wvon
inflammatorischen Zytokinen wie TNFo und Interleukinen [3, 4], die zum Abbau der
Knorpelmatrix fuhren. Gleichzeitig kommt es zu einer Verringerung von spezifischen
Knorpelmatrixproteinen wie Kollagen Typ Il und Aggrekan. Nanopartikel, die in den
vergangenen Jahren immer wieder in den Fokus als medizinische Applikation gelangten [5-9],
konnten hier vielversprechende Kandidaten darstellen. Im Bereich der Arthrose konnte das anti-
inflammatorische Potential dendritischer Polyglycerolsulfate (dPGS) [10-12] dazu genutzt
werden, die entziindlichen Prozesse bei der Arthroseentstehung in einem therapeutischen Sinn zu
beeinflussen. Da die Wiederherstellung der glatten Gelenkoberflache ein vorrangiges Ziel der
Arthrosetherapie ist [13], lasst sich durch eine Beeinflussung der Pathogenese mit Hilfe von
Nanopartikeln moéglicherweise die Notwendigkeit operativer Eingriffe verringern. Durch die
Verwendung von Hydrogelen kdnnten moglicherweise arthrotische Knorpeldefekte abgedeckt
und die unerwunschten Verdnderungen im Phé&notyp der Chondrozyten verringert werden. Die
3D Struktur, die Hydrogele formen, entspricht ndmlich den naturlichen Erfordernissen der
Chondrozyten [14, 15] und kann daher den differenzierten Phanotyp von Chondrozyten

stabilisieren.

ZIELSTELLUNG

Ziel ist in die biochemischen Prozesse bei der Arthroseentstehung regulierend einzugreifen. Als
Grundlage fur mdogliche spatere Therapieoptionen sollte zunéchst eine Charakterisierung der
dPGS-Nanopartikel hinsichtlich ihrer Biokompatibilitit und ihres Einflusses auf die
Genexpression von Chondrozyten in vitro erfolgen. Neben dPGS sollten auch noch andere
dendritische Polyglycerole hinsichtlich ihrer Biokompatibilitat analysiert werden. AnschlieRend
sollte der Einfluss der Nanopartikel auf Entstehung und Fortschreiten der Arthrose im
Rattenmodell untersucht werden. AbschlieRend wird in dieser Arbeit die Verbindung von dPGS-

Nanopartikeln und Hydrogelen als Matrix fir Knorpelzellen untersucht.



METHODIK

Nanopartikelherstellung und Hydrogelvorbereitung

Das Grundgerust der dPGS bildet einen Polyglycerolkern, welcher aus mehreren Glycerol-
Monomeren zusammengesetzt ist. Der Kern wird durch eine Polymerisierungsreaktion des
Glycerols an einem Startermolekil vergroRert. Endstdndige Hydroxy-Gruppen konnen
anschlieBend durch Sulfatgruppen ersetzt werden. Alle verwendeten dPGS-Nanopartikel hatten
ein Gewicht zwischen 2.000 und 50.000 g/mol sowie einen finalen Sulfatierungsgrad zwischen
75% und 92%. Neben dPGS wurden weiterhin dPG-Partikel mit anderen Funktionalisierungen (-
sulfonate, -phosphate, -phosphonate, -carboxylate und —bisphosphonate) untersucht. Die zu
testenden Hydrogele bestanden aus den drei Makromonomeren homobifunktionales
Polyethylenglykol (PEG)-cyclooctin, dendritisches Polyglycerolsulfat-Azid und vierarmiges-
PEG-Azid, welche in situ verkniipft wurden. Die verschiedenen Gelkonfigurationen wurden
dabei durch die Verwendung unterschiedlicher Anteile der dPGS-Komponente realisiert. Die
Nanopartikel und Gelkomponenten wurden durch die AG Haag (Freie Universitiat Berlin)

entwickelt und in Zusammenarbeit mit der Firma mivenion GmbH zur Verfligung gestellt.

Chondrozytenisolierung und -kultivierung

Die verwendeten humanen Gelenkchondrozyten stammten von Spendern, denen im Zuge einer
Endoprothese der Huftkopf entfernt wurde. Die erforderlichen Genehmigungen der
Ethikkommission der Charité — Universitdtsmedizin Berlin zur Nutzung des Patientenknorpels
lag vor (EA4/063/06). Primare Rattenchondrozyten flr die Aufnahmeversuche wurden von in
anderen Tierversuchen euthanasierten Ratten gewonnen (To6tungsanzeige: T0224/08). Die
Chondrozyten wurden enzymatisch durch den Verdau mittels Pronase (2%) und Kollagenase
(0,1%) aus der Knorpelmatrix geltst. Fir die Herstellung von Hydrogelkulturen wurden
zwischen 100.000 und 500.000 Zellen in 100 pL Hydrogel verbracht.

Vitalitats-Assays

Zur optischen und guantitativen Erfassung des Einflusses der Nanopartikel auf die Knorpelzellen
wurden Lebend-Tod-Farbungen und ein Alamar Blue® Test durchgefiihrt. Bei der Lebend-Tod-
Farbung wurden mehrere Segmente einzelner Gelkonstrukte, in die Chondrozyten eingebettet
wurden, mit Fluoresceindiacetat (FDA) und Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt. Vitale Zellen
werden durch FDA grin geféarbt, wahrend EtBr durch Interkalation in die DNA tote Zellen rot
farbt. Die Darstellung erfolgte anschliefend im konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM)
und die quantitative Analyse mittels ImageJ Software. Der anfangliche Zytotoxizitatstest wurde

mit Alamar Blue® vorgenommen, in welchem stoffwechselaktive Zellen Resazurin zu Resorufin
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reduzieren. Mittels Plattenphotometer (Tecan, CH) l&sst sich dieser coloriometrische Assay als

Farbumschlag von blau nach pink darstellen.

Aufnahme in Zellen

Um beurteilen zu kdnnen, ob die dPGS-Nanopartikel tberhaupt von den Zellen aufgenommen
werden, wurden Nanopartikel verwendet, welche Indocarbocyanin (ICC, Cy3) gekoppelt waren.
Nach entsprechender Inkubationszeit wurde das Aktin-Zytoskelett der Zellen mit Phalloidin-
FITC (Santa Cruz Biotech, USA) und die Zellkerne mit DAPI geféarbt. Die anschlieende

Bewertung erfolgte im Fluoreszenzmikroskop und LSM fir mehrere Zeitpunkte.

Immunhistologische Farbungen

Zur Darstellung des Knorpelmarkerproteins Kollagen Typ Il wurde dieses immunmarkiert.
Hierfar wurden kultivierte und besiedelte Gelstiicke nach 7 Tagen mit dem Primér- (Kaninchen,
anti-Kollagen Typ Il, Acris Antibodies GmbH, DE) und dem Sekundarantikdrper (Anti-
Kaninchen-Alexa488, Acris Antibodies GmbH) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellkerne
mit DAPI gefarbt. Die Auswertung der Féarbung erfolgte anschlieBend an einem LSM.

Quantitative Analysen

Um den Gesamtkollagengehalt in den Hydrogelen festzustellen wurde ein Hydroxyprolin-Assay
verwendet [16]. Da die Gele nicht degradierbar waren, wurden sie Gber Nacht bei 100°C in 6 M
HCI hydrolysiert. Nach der weiteren Prozessierung der Gele wurde die Absorption gemessen,
wobei L-Hydroxyprolin als Standard diente. AnschlieBend wurde der Kollagengehalt mit dem

Umrechnungsfaktor 7,1 berechnet [17].

RTD-PCR

Zur Charakterisierung des Einflusses der dPGS Nanopartikel (¢ = 10 mol/L) auf kultivierte
Chondrozyten wurde die Genexpression von Knorpelmarkerproteinen wie Kollagen Typ |, II,
und Aggrekan, diversen Zytokinen wie Interleukin-1p, -6, -10, TNFa sowie auch am Abbau der
extrazellularen Matrix beteiligten Proteasen wie MMP-1 untersucht. Die PCR-Experimente
erfolgten nach Herstellerangaben (Qiagen, DE und Applied Bioscience, USA) unter
Verwendung der semi-quantitativen RTD-PCR. Als Housekeeping-Gen diente p-Aktin [18].
Hierbei wurde die Gesamt-RNA der Zellen mittels RNeasy Mini Kit 250 isoliert (Qiagen, DE)
und dann die Konzentration am Spektralphotometer (NanoDrop 1000, Peglab, DE) gemessen.
Zur Umschreibung von RNA in ¢cDNA wurde das QuantiTect Reverse Transkription Kit®
(Qiagen, DE) benutzt. Die abschlieBende RTD-PCR wurde mit dem Quantitec Probe PCR Kit



(Qiagen, DE) und dem TagMan® Gene Expression Kit (Applied Biosystems, USA)
durchgefihrt. Als Thermocycler kam der Opticon 1 - Real-Time Cycler (Opticon™ RTD-PCR,
BioRad, DE) zum Einsatz. Die anschlieiende Auswertung der Daten erfolgte nach Pfaffl [19].

Rattenmodell

Ein entsprochener Tierantrag (Registrierungsnummer: G0159/11 und T0224/08) liegt dem
Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LaGeSo) vor. Die Gonarthrose wurde chirurgisch im
rechten Knie von 12 adulten, ménnlichen Wistar-Ratten induziert. Hierfir wurde das mediale
Kollateralband durchtrennt, ein Teil (1-2 mm) entfernt und ein Teil des medialen Meniskus (1-2
mm) entfernt [20, 21]. Die linken Kniegelenke der Tiere wurden nicht operiert und dienten als
Kontrolle. Anschlielend wurden die Tiere fir 6 Wochen beobachtet und dabei je 6 Tiere
entweder fir 2 Wochen vor Finalisierung mit dPGS (30 mg/kg, s.c.) oder einem gleichen
Volumen physiologischer Kochsalzlésung (s.c.) behandelt. Zur Verstarkung des Effektes wurden
die Tiere 1 Woche nach Arthroseinduktion auf einem speziellen Laufband (5x/Woche fiir 10
min) trainiert. Weiterhin erfolgten Ganganalysen. Hierfir wurden die Hinterpfoten der Tiere mit
Farbe bestrichen und sie anschlieRend animiert tUber ein weilles Papier zu laufen, um Schrittweite
und -breite zu messen (Footprinting). Die Untersuchungen erfolgten zu drei Zeitpunkten: Vor
Arthroseinduktion, vor Behandlungsbeginn und vor der Finalisierung. Nach 8 Wochen wurden
beide Kniegelenke sowie zum Nachweis von Akkumulation und potentiellen toxischen Effekten

von dPGS auch Leber, Niere und Milz explantiert.

Histologie

Die Gelenke und Organe wurden histologisch aufgearbeitet. Die H&matoxylin-Eosin-
Ubersichtsfarbung wurde zur generellen Beurteilung der Gewebe verwendet, wahrend die
Safranin-O-Farbung zur detaillierten Darstellung der Verteilung der Proteoglykane diente. Die
folgende Evaluation des Gelenkknorpels erfolgte mittels Arthrosescore nach Mankin et al. [22].
Desweiteren wurde eine Bewertung des Knorpels nach dem an Nagerknorpel angepassten
Glasson Score vorgenommen [23]. Zuséatzlich wurde die Synovialis der Testtiere mit dem Score
von Krenn et al. [24] in Bezug auf das VVorhandensein einer Synovitis bewertet.



Statistik

Die Ergebnisse aller Untersuchungen wurden mittels statistischer Software (GraphPad Prism 5,
GraphPad Software Inc, USA und SPSS, IBM, USA) auf Signifikanzen hin gepruft. Alle Daten
sind als Mittelwerte bzw. Medianwerte mit Standardabweichung angegeben. Als statistische Test
wurden je nach Daten die One-way ANOVA (post hoc Tukey Test), Mann-Whitney-U-Test oder
der Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig) verwendet. Als Konfidenzintervall wurde p < 0,05

festgelegt.



ERGEBNISSE

Zytotoxizitat und Aufnahme verschiedener dendritischer Polyglycerole in Chondrozyten
Die Untersuchungen zeigten, dass die dPGS Behandlung von humanen Chondrozyten keine
zytotoxischen Effekte auf die Zellen hatte. Diese Beobachtung war unabhdngig von den
eingesetzten Konzentrationen. Konzentrationen von 10 und 10 mol/L fihrten zu einer nicht-
signifikanten Erhohung der Stoffwechselaktivitat der Zellen.

Eine Konzentration von 10°° mol/L reichte aus um die Aufnahme der Nanopartikel in den Zellen
nach 2 h zu visualisieren. Die primére Lokalisation der dPGS-Partikel in den Zellen war
kernnah, ein Eindringen in den Kern konnte nicht festgestellt werden. Zellen, die lediglich mit
der nicht-funktionalisierten Glycerol-ICC Kontrolle behandelt wurden, lieBen Kkein
fluoreszierendes Glycerol in ihrem Inneren erkennen. Zusatzlich zu humanen Chondrozyten
wurde die Aufnahme der Nanopartikel noch in anderen Zellen wie humanen
Synovialfibroblasten, porcinen Knorpelzellen, Rattenknorpelzellen und Mausefibroblasten
uberprift. Alle getesteten Zellen zeigten das gleiche Aufnahmeverhalten. Weiterhin wurde
festgestellt, dass nach 72 h die Fluoreszenzintensitat wieder abnahm, was ein Ausschleusen der
Nanopartikel nahelegt. Es konnte auch gezeigt werden, dass die Nanopartikel die Knorpelmatrix
penetrierten. 4 mm dicke Knorpelchips konnten von dPGS-ICC Partikeln bis zu einer Tiefe von
50 pum durchdrungen werden. Wie in den Zellversuchen konnte eine Abschwéachung der
Fluoreszenzintensitdt nach 72 h festgestellt werden. Allerdings lieBen sich auch noch nach 7 d
Spuren des dPGS-ICC in den Knorpelchips finden.

Die Testung der drei verschiedenen Hydrogelkonfigurationen, welche verschiedene Anteile an
dPGS enthielten, lieR keine Zytotoxizitat erkennen. Obwohl alle Gele zu einer signifikant
niedrigeren metabolischen Aktivitat der Chondrozyten gegenuber der Monolayerkontrolle
fihrten, war die Differenz zu der SDS-Negativkontrolle um ein Vielfaches héher. Weiterhin
wurde ein Leben-Tod-Assay Uber einen Zeitraum von 21 Tagen durchgefuhrt um den Einfluss,
den eine langere Exposition der Zellen bei Einbettung in ein Gel hat, zu Uberprufen. Fir alle
getesteten Substanzen, die drei Gelkonfigurationen, sowie das Alginat als Kontrolle konnte
nachgewiesen werden, dass Uber den Verlauf des Experiments die Vitalitat der Zellen abnimmt.
Fur die Alginatkontrolle, sowie Gel 1, welches kein dPGS enthielt, war diese Verringerung
signifikant. Im Gegensatz dazu war bei den Gelen mit steigendem dPGS-Gehalt auch eine jedoch
nicht signifikant hohere Vitalitat (iber einen langeren Zeitraum zu beobachten. Bemerkenswert

ist, dass eine homogene Verteilung der Zellen in den polymerisierten Gelen erreicht werden



konnte. Es fanden sich Zellen sowohl im oberen, im mittleren, sowie auch im basalen Bereich
der Gelmatrix.

Die Untersuchung anders funktionalisierter dPG-Anionen (bspw. dPG, -sulfonate, -phosphonate,
-bisphosphonate) ergab, dass bei relativ geringen Konzentrationen von 10 mol/L keine der zu
testenden Substanzen einen signifikanten Einfluss auf die Vitalitat der Zellen hatte. Bei einer
erhéhten Konzentration von 10 mol/L war eine Suppression der metabolischen Zell-Aktivitit
flr die dPG zu sehen, die mit Carboxylaten, Phosphonaten und Bisphosphonaten funktionalisiert
waren. Alle getesteten Substanzen, auBer das nicht funktionalisierte dPG, wurden von
Fibroblasten aufgenommen. Den deutlichsten Effekt zeigte hierbei das mit Phosphonat
funktionalisierte dPG.

Einfluss von dPGS auf das Expressionsverhalten humaner Chondrozyten in der
Monolayer-Kultur

Der Einfluss von dPGS auf die Genexpression verschiedener Knorpelmarkerproteine und am
Entzindungsprozess beteiligter Zytokine und Proteasen wurde nicht nur nach 24 h Inkubation
untersucht, sondern auch nach 24 h nach erfolgter 24 stindiger Vor-Inkubation der Zellen mit
dPGS um mdgliche verzogerte Effekte aufzuzeigen. Wie erwartet, fiihrte die Stimulation mit
TNFa zu einer signifikanten Reduktion der Genexpression des Knorpelmarkerproteins Kollagen
Typ II und zu einer Selbstinduktion der TNFo Genexpression. Zu bemerken ist, dass die Ko-
Stimulation von dPGS in Kombination mit TNFa sich ebenso in einer signifikanten
Verringerung der Kollagen Typ Il Genexpression niederschlug. Weiterhin fuhrte die langere
Inkubation mit dPGS allein auch zu einer Verringerung der Kollagen Typ Il und Aggrekan
Genexpression. MMP-1 lieR keine Veranderung der Genexpression nach dPGS-Stimulation
erkennen. Bemerkenswert ist, dass dPGS die Selbstinduktion von TNFa teilweise zu unterbinden
scheint, ein Effekt, der sich durch Vor-Inkubation mit dPGS sogar noch verstéirkte und die TNFa
Genexpression signifikant unter das Kontrollniveau sinken lieR. Die nach TNFa-Stimulation
beobachtete Genexpression des inflammatorischen Zytokins IL-1 blieb unbeeinflusst durch die
dPGS-Stimulation.

Die supprimierenden Effekte von dPGS auf die Kollagen Typ Il Expression lielen sich auf
Proteinebene nicht bestatigen. Die Analysen anderer proinflammatorischer Zytokine wie IL-6
und des angiogenetischen Wachstumsfaktors VEGF bestdtigten die Ergebnisse der
Genexpressionsanalysen, wonach TNFa zu einer Induktion fiihrte, dPGS jedoch keinen

regulierenden Effekt hatte. Die Konzentration des anti-inflammatorisch wirkenden IL-10 war im
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Medium behandelter Zellen héher nach dPGS Stimulation als in der Kontrolle und mit TNFa

behandelter Proben.

Einfluss von dPGS auf das Expressionsverhalten humaner Chondrozyten in dPGS-
basierten Hydrogelen

Es ist bekannt das 3D-Kulturmodelle einen positiven Einfluss auf den Erhalt des differenzierten
Phénotyps von Chondrozyten in vitro haben. Im Vergleich zur Monolayerkontrolle bewirkten
alle Hydrogelkonfigurationen eine verringerte Expression von Kollagen Typ | in den
Chondrozyten. Des Weiteren fiihrten auch die Hydrogele mit hoherem dPGS-Gehalt zu einer
Erniedrigung der Kollagen Typ | Expression gegenuiber dem reinen PEG-Gel. Die Kollagen Typ
I Genexpression in dem nicht sulfatierten PEG-Gel war signifikant hoher als in dem Gel mit dem
hdchsten dPGS Anteil. Ebenso wurde evident, dass alle Gelkonfigurationen im Vergleich zur
Monolayerkontrolle  eine  hohere  (jedoch  nicht  signifikant)  Expression  des
Knorpelmarkerproteins Kollagen Typ Il zeigten. Die Gele flhren offenbar zu einer
Verschiebung im Verhaltnis des unspezifischen Matrixproteins Kollagen Typ | gegentiber dem
Knorpelmarker Kollagen Typ I1l, die den differenzierten Knorpelphénotyp begunstigen kdnnte.
Die Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchung zeigten, dass Zellen in allen Gelen
Kollagen Typ Il synthetisierten, wobei das gebildete Protein hier vor allem zellnah abgelagert

wurde.

Protektiver Einfluss dendritischer Polyglycerolsulfate auf den Knorpel im Rattenmodell

Der Einfluss der Nanopartikel auf die Arthrosepathogenese wurde im in vivo Rattenmodell
untersucht. Das Gewicht aller Untersuchungstiere entwickelte sich unabhéngig von
Arthroseinduktion und 2 wodchigen dPGS-Gabe in einem normalen Rahmen. Bei den Tieren
konnten zwar nach chirurgischer Arthroseinduktion keine klinischen Erkrankungszeichen wie
eine zurtickgehende Aktivitat, Gelenksschmerzen oder anderweitige Veranderungen wie
Entlastungsbewegungen methodisch erfasst werden, alle Tiere zeigten aber histologisch
Arthrose-assoziierte Knorpelveranderungen. Obwohl in den histologischen Untersuchungen
teilweise schwerwiegende arthrotische Gelenkdestruktionen gefunden wurden, flihrte dies zu
keinen Verdnderungen von Parametern wie Schrittweite oder Schrittbreite bei den
Versuchstieren. Ebenso blieben die Gelenkflachen direkt nach der Explantation makroskopisch
unauffallig. In den histologischen Farbungen zeigten die nicht operierten Gelenke (Kontrollen),
weder in dPGS-behandelten noch in den unbehandelten Tieren arthrotische Verédnderungen. Die

Knorpeloberflache wies nahezu keine krankhaften Veranderungen wie eine UberméRige
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Fibrillierung auf. Die Analyse der Féarbungen ergab eine homogene Zellverteilung in der
Knorpelmatrix sowie eine intakte Tidemark. Farbungen zur Darstellung der Proteoglykane
visualisierten die von gesundem Knorpel zu erwartende Intensitat. Die operierten Gelenke der
unbehandelten Tiere zeigten deutlich differierende Ergebnisse. Die Tidemark war nicht langer zu
detektieren, zudem war in weiten Bereichen der medialen Gelenkflachen die Knorpelmatrix
nahezu komplett zerstort und zeigte Fissuren bis in die kalzifizierte Zone. Es konnten grofRe
hypozelluldare Bereiche, sowie Chondrozytencluster und in einigen Fallen subchondrale Zysten
gefunden werden. Histologische Proteoglykan-Farbungen visualisierten den fast kompletten
Proteoglykan-Verlust durch eine extrem schwéchere oder gar keine Farbung mehr in den
betroffenen Gelenkknorpelbereichen. Im Gegensatz dazu beschrénkten sich angegriffene
Knorpelareale in dPGS-behandelten Tieren zumeist auf die oberen Knorpelschichten und nur
wenige Falle zeigten tiefergehende Verletzungen der Knorpelmatrix. Dieses Ergebnis bestatigt
sich in der Intensitat der Proteoglykanfarbung und dem histologischen Gesamtbild der Gelenke,
welche iberwiegend den Normerwartungen entsprachen.

Bei der Betrachtung der histologischen Scores nach 8 Wochen zeigten sich erwartungsgeman
hochsignifikante Unterschiede zwischen operierten und nicht-operierten Knien aller Tiere. Der
Unterschied nicht-operierter Knie zwischen behandelten und unbehandelten Ratten war nicht
signifikant. Beide verwendeten Score-Systeme zeigten einen geringeren Score bei behandelten
gegenliber unbehandelten Tieren und obwohl dieser nicht-signifikant war (p=0.051) legen die
Gesamtergebnisse nahe, dass die Arthrose bei behandelten Tieren weniger schwerwiegend ist als
bei unbehandelten. Die Untersuchung der Synovialmembran der Gelenkkapsel ergab zwar
ebenfalls einen signifikanten Unterschied zwischen operierten und nicht-operierten Gelenk
allerdings keinen in Abhangigkeit einer Behandlung.

Zur Beurteilung einer moglichen Akkumulation von Nanopartikeln in Organen wurden
Farbungen der Leber, der Milz und der Niere der Tiere durchgefiihrt. Bis auf wenige positive
Zellen in Leber und Milz (Makrophagen) nicht aber in den Parenchymzellen, konnten keine

Akkumulationen von Nanopartikeln in den untersuchten Organen gefunden werden.
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DISKUSSION

Das Verstandnis der Arthrosepathogenese ist vor allem auf zelluldrer Ebene immer noch
unzureichend und daher gibt es bislang keine Therapie, die das Fortschreiten einer Arthrose
aufhalten kann. Das in diesem Bereich noch relativ unerforschte nanopartikuldare dPGS koénnte
einen interessanten Ansatz, in die inflammatorischen Prozesse in diesem Gebiet einzugreifen,
darstellen. Das dPGS fihrte nicht zu einer Verringerung der metabolischen Aktivitat der Zellen,
sondern steigerte im Gegensatz dazu die metabolische Aktivitat sogar. Die rasche Aufnahme der
Nanopartikel in die Zellen, die nur wenige Stunden bendtigte, lasst einen aktiven Carrier-
vermittelten Prozess vermuten. Ebenso bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Zellen auch in
der Lage sind einmal aufgenommene dPGS-Partikel wieder abzugeben, eine wiinschenswerte
Beobachtung, da eine Anreicherung der Nanopartikel in den Zellen das Risiko spéterer toxischer
Effekte bergen wiirde. Untersuchungen mit murinen Fibroblasten und in friheren Versuchen,
Schweineknorpelzellen, zeigen, dass der Prozess auch speziesunabhéngig zu sein scheint. Da die
Farbung der Zellen vor allem perinukledar zu finden ist, liegt es nahe zu vermuten, dass die
Nanopartikel in Vesikeln durch das Zytoplasma transportiert werden. Hier sind noch weitere
Untersuchungen nétig um den genauen Prozess der Aufnahme, intrazelluldre Funktionsweise
und Ausschleusen der dPGS-Partikel genauer zu verstehen. Im Vergleich zu anderen
dendritischen Polyanionen zeigte sich, dass sich bei relativ niedrigen Konzentrationen die
anderen dendritischen Anionen ebenso wie dPGS nicht suppressiv auf die Vitalitdt von Zellen
auswirkten. Dies ist insbesondere bei dPGBP bemerkenswert, da Bisphosphonate tblicherweise
bereits in sehr geringen Konzentrationen zytotoxisch wirken [25, 26]. Ebenso wie dPGS werden
alle anderen Polyanionen auBer, erwartungsgemaf, unfunktionalisiertes dPG [27] von den Zellen
aufgenommen. Die extrem starke Farbung von dPG-Phosphat in den Zellen l&sst vermuten, dass
auch eine Aufnahme in den Zellkern erfolgt. Um dies zu bestatigen, missen allerdings noch
weitere Untersuchungen folgen. Die Stimulation der Chondrozyten mit dPGS, TNFa oder einer
Kombination der beiden Stoffe zur Analyse verschiedener Schlisselproteine im Knorpel und in
der Arthrosepathogenese zeigte, dass dPGS selbst keinen Einfluss auf die Genexpression
verschiedener wichtiger Knorpelmatrixproteine wie Kollagen Typ Il oder Aggrekan, nach 24 h
hat. In Kombination mit TNFa konnte dPGS zumindest teilweise den selbstinduzierenden Effekt
von TNFa entgegenwirken. Die Beobachtung, dass die Konzentration des anti-
inflammatorischen, chondroprotektiv wirkenden [28, 29] Interleukin-10 in mit dPGS
behandelten Knorpelzellkulturen héher war als in unbehandelten ist ebenso interessant, da IL-10
die TNFa Produktion in entziindeter Gewebe senken kann [30]. Insgesamt l&asst sich sagen, dass
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dPGS, durch die Beeinflussung sowohl pro-inflammatorischer (TNFo) als auch anti-
inflammatorischer Zytokine (IL-10) in der Lage sein konnte, entzundliche Abl&ufe in
therapeutischen oder protektiven Sinne zu beeinflussen.

Die Analyse verschiedener Hydrogelkonstrukte mit und ohne dPGS ergab, dass ein Grofteil der
Zellen nach 24 h noch vital war. Die Anzahl metabolisch aktiver Zellen verringerte sich jedoch
in den folgenden Untersuchungszeitpunkten. Dieser Umstand konnte auch auf das Alter der
Chondrozytenspender (50-87 Jahre) zurlickzufiihren sein. Im Gegensatz zu anderen Studien, die
vor allem von jungen und gesunden Tieren gewonnene Chondrozyten in Hydrogelen
untersuchten [31, 32], wurden in unserer Studie direkt von Arthrosepatienten gewonnene
Knorpelzellen verwendet, da es bekannt ist, dass Zellen speziesspezifisch auf Stimulationen
reagieren [33]. Die Beobachtung, dass mit zunehmender Zeit die Vitalitat der Zellen in
Alginateinbettung abnimmt, befindet sich in Ubereinstimmung mit anderen Studien [34].
Bemerkenswert ist, dass die Hydrogele mit dem hdchsten dPGS-Gehalt in unserer Studie tber
den Zeitraum von 21 Tagen héhere Vitalitdtswerte im Vergleich zu Alginat und Gelen ohne
dPGS aufgezeigt haben. Die schnelle Polymerisation der Hydrogele erlaubt es den Zellen ihre
abgerundete native Form beizubehalten und ermdéglicht eine gleichméRige Verteilung der Zellen.
Diese Eigenschaften konnten die Synthesekapazitat positiv beeinflussen [35, 36]. Die mittels
Hydroxyprolin-Assay gemessene Kollagenproduktion zeigt, dass die Zellen in allen Gelen noch
in der Lage sind Kollagen zu produzieren. Es konnte kein Unterschied zwischen dem Gel ohne
und denen mit dPGS Anteil gezeigt werden. Es lasst sich schlussfolgern, dass die Gele keinen
direkten Einfluss auf die Genexpression haben. Allerdings zeigt die angeschlossene RTD-PCR
der Kollagen Typ I und Typ Il Genexpression, dass mit steigendem dPGS-Gehalt die Kollagen
Typ | Genexpression sinkt. Dies ist winschenswert, da Kollagen Typ | als
Dedifferenzierungsmarker fur neu gebildeten Knorpel gilt. Abschlieend bleibt festzuhalten,
dass die Gele im néchsten Schritt in einen degradierbaren Zustand gebracht werden missen,
damit im gleichen Malke wie sich die Hydrogelmatrix abbaut eine von den Chondrozyten
gebildete Matrix aufbauen kann.

Zur Untersuchung des Einflusses von dPGS auf die Gonarthrose im Rattenknie wurde ein bereits
etabliertes chirurgisches Versuchsmodell gewahlt [37, 38]. Die chirurgische Induktion der
Arthrose in den rechten Knien der Versuchstiere war erfolgreich wie durch den Vergleich der
operierten und nicht-operierten Knie mittels Glasson und Mankin Score gezeigt werden konnte.
Der Vergleich der histopathologischen Score-Werte der rechten Knie von behandelten und
unbehandelten Tieren ergab einen erkennbaren, jedoch nicht signifikanten Unterschied. Die

Tatsache, dass auch in den nicht-operierten linken Knien, Tiere, die mit dPGS behandelt wurden,
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einen niedrigen Mankin-Score aufwiesen als nicht behandelte Tiere, bekraftigt die Vermutungen,
dass dPGS chondroprotektive Eigenschaften haben kann. Diese missen allerdings noch weiter
untersucht werden. Andere Studien haben gezeigt, dass dPGS einen suppressiven Effekt auf die
NF-kB and AP-1 Aktivierung ausubt, welches beides Transkriptionsfaktoren sind, die eine Rolle
in der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen haben [39, 40]. Die Vermutung, dass
dPGS eher einen protektiven als einen therapeutischen Effekt zu haben scheint, legt nahe, dass in
zukiinftigen Studien moglicherweise die Behandlungszeitraume angepasst werden sollten und da
wir trotz schwerer pathologischer Veranderungen (auf histologischer Ebene) keine klinischen
Zeichen fur eine Arthrose bei den Tieren feststellen konnten, sollten alternative und sensitivere
klinische Evaluierungsmethoden fir nachfolgende Versuche identifiziert und angewendet
werden.

Die Gesamtheit der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse bekraftigt die Einsatzmdglichkeiten
von dPGS und Nanopartikeln im Allgemeinen im medizinischen Kontext. Besonders die anti-
inflammatorischen Eigenschaften von dPGS sollten weiter untersucht werden und nach den
vielversprechenden Ergebnissen, in vitro und in der Rattenstudie im Grof3tiermodell fortgesetzt

werden, moglichweise auch in Kombination mit dPGS-basierten PEG-Hydrogelen.
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