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1. EINLEITUNG

1.1. Aufbau des hyalinen Knorpels
1.1.1. Chondrozyten
Der hyaline Gelenkknorpel besteht aus Knorpelzellen (Chondrozyten), die in einem Verband aus
extrazellulirer Matrix (EZM) eingebettet sind. Der groBte Anteil des Knorpels besteht aus EZM
und Wasser, welches von der EZM in reichlicher Menge gebunden wird. Die Chondrozyten

selbst (Abb. 1) reprdsentieren nur ein bis zehn Prozent des Trockengewichtes des Knorpels [1].

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Chondrozyten aus humanem Gelenkknorpel. c=Chondrozyt,
m=Matrix; 5000x Vergroferung; Bar =1 pum

In den verschiedenen Zonen des Gelenkknorpels haben Chondrozyten eine unterschiedliche
metabolische Aktivitét, besitzen aber alle zur Synthese und Organisation der EZM notwendigen
Zellorganellen wie Endoplasmatisches Retikulum (ER), Golgi-Apparat und sekretorische
Vesikel. AuBlerdem besitzen sie Mikrotubuli und Intermedidrfilamente wie Vimentin,
Zytokeratine und Gliales Fibrilldres Saures Protein (GFAP). Eine Besonderheit bilden die
zuweilen vorhandenen Zilien, die als Mechanosensoren in die EZM hineinragen [2].

Ausgereifte Chondrozyten sind phénotypisch stabile Zellen und durch die Produktion von
Kollagen Typ II und grofen Proteoglykan-Aggregaten gekennzeichnet [3]. Die Synthese der
Makromolekiile sowie der Einbau von Sulfat in die Glykosaminoglykan-Seitenketten der
Proteoglykane ist ein energiebedirftiger Prozess. Die Energiebereitstellung erfolgt in
Chondrozyten aufgrund des niedrigen Sauerstoffpartialdrucks im Knorpel vorwiegend auf dem
Wege der anaeroben Glykolyse durch Substratkettenphosphorylierung [4]. Da der normale
hyaline Gelenkknorpel avaskuldr ist, erfolgt der Transport der Nihrstoffe auf dem Weg der



Diffusion [2]. Dabei sind die Synovialmembran als erste und die strukturierte und mit
unterschiedlichen elektrischen Ladungen versehene EZM des Knorpels als zweite
Diffusionsbarriere zu iiberwinden. Als Transportmedium im Knorpel dient extrazelluldres
Wasser. Gelenkbewegungen mit einem standigen Wechsel von Be- und Entlastung sorgen somit
fiir ausreichende Diffusionsraten [5].

Das Chondron stellt die metabolische und biomechanische Funktionseinheit des Knorpels dar.
Chondrone bestehen aus Chondrozyten und einem zwei Mikrometer dicken perizelluldren Saum

extrazellularer Matrix.

1.1.2. Extrazelluldre Matrixkomponenten
Die EZM des hyalinen Gelenkknorpels besteht zum gréfiten Teil aus Wasser (60 bis 80 Prozent)
sowie einem Netzwerk struktureller Makromolekiile, das hauptsichlich aus Kollagen Typ II und
Proteoglykanen besteht [6]. Unter mechanischer Belastung wirken die Baueinheiten, vor allem
die Proteoglykane des Knorpels als ,,Wasserkissen®. Beide Bestandteile, Proteoglykane und
kollagene Fibrillen, bestimmen mit ihren Wechselwirkungen die besonderen viskoelastischen
Eigenschaften des Knorpelgewebes [3]. Kollagen macht im Gelenkknorpel mehr als 50 Prozent
des organischen Trockengewichts aus. Im erwachsenen Knorpel entfallen davon etwa 90 Prozent
auf Kollagen Typ II [7]. Kollagen Typ II gehort zur Klasse-1-Kollagen-Molekiile, den
sogenannten fibrillenformenden Kollagenen. Kollagenmolekiile bestehen aus drei Polypeptid-
ketten. Gemeinsames Strukturmerkmal aller Kollagene stellt die tripelhelikalen Konformation
dar. Drei linksgédngige helikale Stringe bilden eine rechtsgéingige Superhelix aus. Im
Extrazellularraum bilden sich dann die Kollagenfibrillen. Das Netzwerk aus Kollagenfibrillen

sorgt flir die Spannungsstarke im Knorpel und verleiht dem Knorpel somit seine Form [7].

Weitere Kollagenfasern sind an der Bildung des Endoskeletts beteiligt. Es handelt sich dabei um
Klasse-3-Kollagene der Typen VI, IX und X sowie kleinere Kollagentypen, wie Kollagen Typ
XI [8]. Kollagen Typ IX scheint kovalent mit Kollagen Typ II verlinkt zu sein und damit als
interfibrillires Konnektormolekiil zu fungieren [7]. Kollagen Typ VI ist Teil der Matrix, welche
unmittelbar um die Zelle herum liegt und scheint bei der Anheftung der Chondrozyten an das sie
umgebende Netzwerk aus Matrix eine Rolle zu spielen [2].

Etwa 20 bis 40 Prozent des Trockengewichts der extrazelluliren Matrix im Knorpelgewebe
machen Proteoglykane aus. Proteoglykane sind hochmolekulare Makromolekiile, die
hauptsédchlich in der EZM von Binde- und Stiitzgeweben vorkommen [7]. Als stark hydrophile

Makromolekiile binden Proteoglykane Wasser und halten es in der Matrix zuriick [9]. Der



Hauptvertreter der Proteoglykane im hyalinen Knorpel ist das Aggrekan. Es besteht aus einem
Core Protein mit einem Molekulargewicht von 215 kDa, an welches Glykosaminoglykane
(Chondroitinsulfat und Keratinsulfat) und Oligosaccharide kovalent gebunden sind [7]. Die
anionischen Glykosaminoglykan-Seitenketten vermitteln die physikochemischen Eigenschaften
der Proteoglykane [10]. Aggrekan und andere Proteoglykane halten und speichern
Wachstumsfaktoren in der EZM und funktionieren somit als Organisatoren der Matrix und des
Knorpelgewebes an sich [11]. Biglykan und Dekorin sind zwei weitere, kleinere Proteoglykane,
die im hyalinen Knorpel vorkommen. Sie sind vor allem in den oberfldchlichen Schichten des

Gewebes nachweisbar [12].

1.1.3. Extrazelluldre Matrix und Chondrozyten

Aufgrund der geringen Verteilung der Zellen im Knorpelgewebe fehlen spezifische Zell-Zell-
Kontakte. Die Kommunikation der Zellen untereinander findet daher iiber die Matrix statt [7].
Die EZM wird urspriinglich von proliferierenden Chondrozyten produziert und in den
Extrazellularraum sezerniert. Die Zellen selbst sind es auch, die diese Matrix organisieren, das
heiBt Synthese-, Ab- und Umbauraten kontrollieren und somit fiir ein Gleichgewicht sorgen. Auf
diesem Weg wird die EZM im Rahmen des ,,Remodellings* stabilisiert oder neu geformt [2].
Tatséchlich besitzen Chondrozyten die Féahigkeit, die Zusammensetzung ihrer sie umgebenden
Matrix zu erkennen und diese, im Sinne einer positiven Riickkopplung, erneut zu produzieren.
So bewirkt beispielsweise die Zugabe hoher Konzentrationen an Proteoglykanen in vitro eine
gesteigerte Synthese dieser Matrixproteine [13]. Damit die Zelle ihre Matrix aufrechterhalten
kann, erhélt sie liber verschiedene Wege Information aus ihrer Umgebung: iiber mechanische
Signale, iiber geldste Signale und iiber die Interaktion mit der EZM. Diese Zell-Matrix-
Interaktionen werden durch verschiedene zellmembranstindige Rezeptoren vermittelt [14].

Die Funktion der EZM ist allerdings nicht nur ein mechanisches Geriist zur Stabilisierung des
Knorpelgewebes. Sie spielt eine wesentliche Rolle wihrend des Wachstums und der
Differenzierung der Chondrozyten. Es ist bekannt, dass eine intakte und gut organisierte Matrix
fiir das Uberleben der Zellen essentiell ist. Unstrukturierte oder zerstorte Matrixstrukturen, wie
sie bei élteren Patienten und in pathologisch verdndertem Knorpelgewebe zu finden sind, fithren
zu einer Dedifferenzierung der Zellen, zu einer Umformung der Zellen in fibroblastendhnliche
Zellen und letztendlich zur Apoptose [15]. Ein Blockieren der Zell-Matrix-Interaktion fiihrt

ebenfalls zu einer Verdnderung der Zellform, bis hin zur Apoptose der Zelle [16].



1.1.4. Chondrogenese in vitro
A. Monolayer-Kultur
Zur Ziichtung und Vermehrung von Chondrozyten wird bereits seit Jahrzehnten die Kultur in
Monolayer verwendet. Es ist eine 6konomisch und technisch einfache Methode. Voraussetzung
ist die Isolierung der Zellen aus ihrer EZM. Nach enzymatischer Isolierung der differenzierten
Knorpelzellen aus Extremititenanlagen oder einer mittels Biopsie gewonnenen Knorpelprobe
lassen sich diese Zellen bei geringer Dichte unter geeigneten Bedingungen als Monolayer
kultivieren. Sie behalten ihren Differenzierungsstatus bei und synthetisieren ihre spezifische
Matrix [15]. In der Monolayer-Kultur ist jedoch der Phinotyp der Chondrozyten labil, das heif3t
nach wenigen Tagen dediffererenzieren sie und wandeln sich zu fibroblastendhnlichen Zellen
um. Sie verdndern ihre Form, bilden Kollagen Typ I, &ndern das Muster ihrer
Proteoglykansynthese und auch ihrer Oberflichen-Rezeptoren [15]. Der Differenzierungsgrad
der Chondrozyten in der Kultur soll sowohl von den Kulturmedien aber auch von Hormonen und
Wachstumsfaktoren, wie TGF-f [17], IGF [18] und Zytokinen wie Interleukinen [19] abhéngig

sein. Teilweise synthetisieren die Zellen selbst auto- oder parakrine Substanzen [20].

B. Alginat-Kultur
Alginat ist ein aus Braunalgen gewonnenes lineares Polysaccarid, das aus L-Guluronsdure und
D-Mannuronsédure besteht und -1,4-and a-1,4-glykosidisch verkniipft ist. Alginat polimerisiert
und bildet in Gegenwart von divalenten Kationen wie Kalziumionen ein Gel aus [21]. Ein grof3er
Vorteil von Alginat besteht darin, dass es sich durch chelatbildende Substanzen wie EDTA leicht
wieder auflosen ldsst. Dadurch konnen die kultivierten Zellen anschlieend gut untersucht
werden [22]. In diesem Sinne scheint Alginat ein hervorragendes Modell zur Kultivierung von
Chondrozyten in einem dreidimensionalen System zu sein und kann zur Untersuchung von
Differenzierungsvorgéingen und Matrixstrukturen herangezogen werden. Die im Alginat
gebildete EZM weist dhnliche Eigenschaften auf wie es in vivo Verhéltnissen im hyalinen
Gelenkknorpel entspricht. Tatsdchlich ist es moglich, in dem 3D-Modell Alginat den
knorpeltypischen Phianotyp aufrecht zu erhalten. Es konnte gezeigt werden, dass dedifferenzierte

humane Chondrozyten wiahrend der Kultivierung in Alginat wieder redifferenzierten [23].

C. Massenkultur (MK)
Fiir die Massenkultur werden Chondrozyten in Form eines Zellpellets auf einen Membranfilter
aufgebracht. Dieser befindet sich auf einer Stahlnetzbriicke an der Luft-Medium-Grenze.

Untersuchungen zeigen zundchst eine Anndherung der Zellen aneinander. Enge Zell-Zell-



Kontakte spielen eine bedeutende Rolle wihrend der ersten Phase der Differenzierung der Zellen
im Rahmen der Chondrogenese. Es schliet sich die Bildung interzelluldrer Spalten an, die
anschlieBend durch noch zunéchst irreguldre Matrixfibrillen gefiillt werden. Nach drei bis fiinf
Tagen in Massenkultur zeigen sich typische runde bis ovale Chondrozyten mit kleinen
Zytoplasmafortsdtzen, die in ein Netzwerk aus extrazelluldren Matrixfibrillen eingelagert sind.
Die Zellorganellen sind gut organisiert und entwickelt [24]. Chondrozyten in Massenkultur bietet
sich somit die Moglichkeit in einer dreidimensionalen Kultur dhnlich den in vivo Bedingungen
zu wachsen. Dies stellt einen enormen Vorteil im Vergleich zur Monolayer-Kultur dar. Es
konnte gezeigt werden, dass Zellen der Passagen eins bis vier aus Monolayer-Kultur nach
Uberfiihrung in Massenkultur auch fihig waren zu redifferenzieren und Kollagen Typ II und
knorpelspezifische Proteoglykane zu produzieren. Dedifferenzierte Chondrozyten ab Passage
finf waren nicht in der Lage in einer 3D-Kultur zu redifferenzieren. Sie blieben

fibroblastendhnlich oder apoptotisch [25].

1.2. Integrine (extrazellulire Matrix-Rezeptoren)
1.2.1. Struktur der Integrine

Integrine sind heterodimere transmembranire Glykoproteine. Der Begriff ,,Integrin® wurde von
Tamkun beschrieben und leitet sich aus der integrativen Funktion dieser Zellmembranrezeptoren
zwischen den Komponenten der EZM und den intrazelluldren zytoskelettalen Proteinen ab [26].
Neben einer physikalischen Adhédsionsfunktion sind Integrine als wichtige Signaliibertrager in
bi-direktionalen Signalwegen durch die Zellmembran (outside-in- und inside-out-Signalwege)
beteiligt [27].

Integrine bestehen aus jeweils einer a- und einer B-Untereinheit, die im Bereich der Kopfregion
iber nichtkovalente Bindungen miteinander verbunden sind. Bis jetzt sind 18 verschiedene a-
und 9 B-Untereinheiten charakterisiert worden, die 25 verschiedene Heterodimere bilden konnen.
Die Kombination aus a- und p-Untereinheit bestimmt die Ligandenspezifitit. Die meisten Zellen
bilden unterschiedliche Integrine und konnen daher mit verschiedenen Matrixkomponenten
Bindungen eingehen, wobei ein bestimmtes Matrixmolekiil auch Bindungsstellen fiir

verschiedene Integrine haben kann [27].

10



B-Untereinheit NH,-

Terminus

NH,- Disulfid- 1

briicken a-Untereinheit

Terminus

extrazell.
Doméine

[eesceccessncesssccscseioecsesccessscacssonncsecr eesssencsssncsssnecsssseccss Transmembran-

U L MU VUG domine
zytoplasm.

Doméine

Abb. 2: Schematische Darstellung des Integrinrezeptors mit seinen Untereinheiten; modifiziert nach Hynes 1992
[27].

Durch Rontgenstrukturanalysen wurde zum ersten Mal die Struktur eines Integrinmolekiiles, des
oB3-Integrinrezeptors, dargestellt [28]. Jede o- und p-Untereinheit besteht aus einer
extrazelluliren Domine, einem transmembranédren Abschnitt und einer kurzen zytoplasmatischen
Domine (Abb. 2). Die extrazellulire Doméne bildet den grofiten Teil des Integrinmolekiils. Sie
besteht aus einer Kopfregion, aus der eine gestreckte Stelzenregion hervorgeht. Uber die
transmembranidre und die zytoplasmatische Domédne ist das Integrinmolekiil mit
zytoplasmatischen zytoskelettalen Molekiilen verkniipft. o-Untereinheiten haben ein
Molekulargewicht zwischen 150 und 200 kDa wund bestehen aus 1000 bis 1150
Aminosédureresten. [-Untereinheiten haben mit Ausnahme der P4-Untereinheit Molekular-
gewichte zwischen 90 und 110 kDa und eine Lange zwischen 730 und 800 Aminosduren (P4-

Untereinheit hat circa 1750 Aminoséduren) [29].

1.2.2. Funktion der Integrine und ihre Regulation
Integrine vermitteln als spezifische Zelloberflichen-Rezeptoren eine Zell-Zell- und eine Zell-
Matrix-Adhésion. Diese Adhision hat eine fundamentale Bedeutung fiir die Zelle, zum Beispiel
fiir die Verankerung und die Migration der Zellen sowie fiir die Ubermittlung extrazellulirer
Signale [30]. Die EZM hat, abhéngig von ihrer Zusammensetzung und den involvierten Zellen in
der Matrix, Einfluss auf die Proliferation, Differenzierung, das Wachstum und Verhalten der

Zellen [31]. Diese Beobachtung zeigt die Existenz unterschiedlicher Signale bei den einzelnen

11



Integrinen. An der Integrin induzierten Signaltransduktion beteiligen sich verschiedene
intrazelluldre Signalwege. So wird die Beteiligung der Tyrosin-Kinase FAK (Fokale
Adhésionskinase) und der Src-Kinase-Familie, der Serin-Threonin-Kinase Proteinkinase C
(PKC), Mitogen-activated-Kinase (MAPKinase) und Integrin-linked Kinase (ILK), die
Regulation der Rho-Familie GTPasen sowie der Anstieg der intrazelluldren Konzentration freien
Kalziums diskutiert [32].

Proteinphosphorylierungen bilden wahrscheinlich eine der ersten Antworten auf die Aktivierung
der Integrine [33]. Phosphoryliert werden sowohl Zytoskelettproteine (zum Beispiel a-Aktinin,
Talin, Paxillin, Tensin), Enzyme wie Src-Kinasen und FAK, die eine zentrale Rolle bei der

Zelladhédsion spielen, als auch Integrine selbst [34].

1.2.3. Integrine und Knorpel

Durch verschiedene in vitro- und in vivo-Untersuchungen sowie verschiedene Methoden wie
Immunhistochemie, Immunfluoreszenz, Immunoprézipitation und FACS-Analyse konnte gezeigt
werden, dass Chondrozyten eine Vielzahl von Integrinen ausbilden, die mehrheitlich zur Gruppe
der Bi-Integrine oder zur Gruppe der ay-Integrine gehoren. Eine wesentliche Rolle spielen
hierbei die Rezeptoren fiir Kollagen Typ II (a1 B1-, a2B1-, o3B1- und a0P;1-Integrine) [35].

Somit ist die ,,Andockung* der Chondrozyten an wichtige Strukturmolekiile der perizelluldren
Matrix, wie sie sich im Chondron prisentieren, durch iiberlappende Substratspezifitit der
Integrine gewdhrleistet [36]. Versuche zur Hemmung der Adhésion unter Verwendung
entsprechender monoklonaler Integrin-Antikorper belegen die Bedeutung der einzelnen Integrine
als Rezeptoren fiir die Bindung an bestimmte Molekiile der EZM [37]. Bemerkenswerterweise
sind B;-Integrine auch in nichtzellgebundener Form in der Knorpelmatrix lokalisiert, wo sie in
die Organisation der EZM eingebunden sein sollen [38]. Im adulten humanen Gelenkknorpel
dominiert asB;-Integrin, der klassische Fibronektin-Rezeptor, gegeniiber a131- und o33 ;-Integrin

[39].

1.3. Wirkung von Zytokinen auf hyalinen Knorpel
1.3.1. Zytokine
Zytokine sind Proteine oder Glykoproteine, die von verschiedenen Zellen des Immunsystems
produziert werden. Sie haben ein Molekulargewicht von weniger als 30 kDa und weisen eine nur
geringe Halbwertszeit im Organismus auf [40]. Man kann l6sliche und zellmembrangebundene

Zytokine unterscheiden, die im Rahmen von Immunprozessen gebildet werden. Hierbei
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beeinflussen sie die Zellfunktion, aber auch die Differenzierung und Proliferation der Zellen.
Man teilt die Zytokine in zwei Hauptgruppen mit pro- oder antiinflammatorischer Wirkung ein
[40]. Zu den proinflammatorischen Zytokinen zdhlen Interleukine, Tumor Nekrose Faktoren und
Interferone. Vor allem Interleukin-1f (IL-1p) und Tumor Nekrose Faktor-o. (TNF-o) spielen
eine bedeutende Rolle in der Pathogenese von knorpelzerstérenden Erkrankungen wie
Rheumatoide Arthritis und Arthrose [41]. In die Gruppe der antiinflammatorischen Zytokine
gehoren IL-4, IL-10 und IL-13. In in vitro Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass diese
Zytokine die Aktivitdt der proinflammatorischen Zytokine hemmen [42]. Die Wirkung der
Zytokine wird durch spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfliche vermittelt. Neben der
Wirkung auf umliegende Zellen (parakrin) sind Zytokine auBerdem in der Lage ihre eigene

Produktion zu regulieren (autokrin) [40].

1.3.2. Die Rolle der Zytokine bei Arthrose
Arthrose ist die am weitesten verbreitete Gelenkerkrankung beim Menschen. Am héufigsten sind
die groflen, am stirksten belasteten Gelenke wie Knie- und Hiiftgelenk betroffen. Im Verlauf der
Arthrose weist der Knorpel Verdnderungen, wie eine Verringerung der Zellzahl, Abbau der
EZM, Auffaserung und Aufweichung bestimmter Areale, Abrieb des Knorpels und
Osteophytenbildung auf, so dass schlieBlich im Spétstadium der subchondrale Knochen zu Tage
tritt. Arthrose entsteht aus einem multifaktoriellen Geschehen. Préadispositionen wie
zunehmendes Alter, genetische Dispositionen (zum Beispiel Mutationen der Kollagen Typ II-
Gene) und Fehlbelastungen beziehungsweise Uberlastungen in den Gelenken begiinstigen ihre
Entstehung. Im Alter sinkt der Zellgehalt im Knorpel aufgrund einer erhohten Apoptoserate ab
[43]. Bei Fehlbelastungen geraten die Chondrozyten unter mechanischen Stress und reagieren
mit der Produktion von Entziindungsmediatoren [44]. Von Synovialzellen, Makrophagen und
Chondrozyten freigesetzte proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1f spielen eine
entscheidende Rolle in der Arthrose-Pathogenese [41]. IL-1 wird zunéchst als inaktive Vorstufe
mit einem Molekulargewicht von 31 kDa synthetisiert. Durch proteolytische Spaltung wird
spéter die aktive Form mit 17,5 kDa freigesetzt. Verantwortlich fiir diese Spaltung ist das IL-1f3-
converting enzyme (ICE oder Caspase-1) [45]. Die katabole Funktion von IL-1p wird durch den
auf der Zelloberflaiche von Chondrozyten lokalisierten IL-1B-Rezeptor Typ I vermittelt. Dieser
ist bei arthrotisch verdndertem Knorpel auf der Zelloberfliche der Chondrozyten sowie auf

Synoviozyten verstirkt exprimiert [46].
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TNF-o wird als Vorstufe mit 76 Aminosduren produziert. Das TNF-a-converting-enzyme
(TACE) nimmt die proteolytische Spaltung vor. Es entsteht ein 17 kDa Protein, welches
oligomerisiert und Trimere bildet [47]. TNF-o bindet an zwei spezifische auf der Zellmembran
lokalisierte Rezeptoren. Nach ihrem Molekulargewicht werden sie als TNF-R55 (55 kDa) und
TNF-R75 (75 kDa) benannt. TNF-R55 scheint dominierend an der Vermittlung der TNF-a-
Aktivitdt beteiligt zu sein. Es konnten erhohte Mengen an TNF-R55 sowohl in arthrotisch
verdanderten Chondrozyten als auch in Synoviozyten nachgewiesen werden [48]. Durch
proteolytische Spaltung der TNF-Rezeptoren entstehen aulerdem zwei 16sliche Formen (TNF-
sR). Es konnten vermehrt freigesetzte Mengen an TNF-sR75 sowohl aus Synoviozyten als auch
aus arthrotischen Chondrozyten nachgewiesen werden [48]. Die l6slichen Formen der TNF-
Rezeptoren scheinen die trimere Struktur von TNF-o zu stabilisieren und damit die
Halbwertszeit zu erhohen [49]. Die Wirkungen von IL-13 und TNF-a auf Chondrozyten im
Rahmen des Knorpelabbaus scheinen sich zu dhneln. Es werden sogar synergistische Effekte der
beiden Zytokine beschrieben. So konnte in einem Tierexperiment gezeigt werden, dass die
Stimulation mit beiden Zytokinen einen hdheren Knorpelabbau zur Folge hatte als die Induktion
mit nur einem der beiden [50].

Die Ausloser fiir die Zytokininduktion in den Chondrozyten sind jedoch noch nicht vollstindig
aufgeklért. Viele Faktoren, die in die Homdostase des Knorpels stérend eingreifen, fithren zur
Zytokininduktion wie zum Beispiel mechanischer Stress und bestimmte Abbauprodukte der
EZM wie Fibronektinfragmente [51]. Proinflammatorische Zytokine bewirken ein Absinken der
Synthese von knorpelspezifischen Matrixproteinen wie Kollagen Typ II und Aggrekan [52].
AuBerdem steigern sie die Synthese proinflammatorischer Enzyme wie COX-2 und Matrix
abbauender Enzyme, wie Matrix Metalloproteinasen (MMPs) und Aggrekanasen [52]. Die COX-
Produktion flihrt weiterhin zur Bildung von Prostaglandin E2. Andererseits bilden die Zellen
vermehrt knorpelunspezifische Kollagen Typen (Typ I, IIl und V) [53]. Die Zusammensetzung
der EZM [54] verdndert sich und die Chondrozyten weisen Dedifferenzierungsmerkmale auf.
Die physikalische Widerstandskraft des Gelenkknorpels ldsst nach und damit fallen weitere
Abbau- und Abriebprodukte der Matrix wie Fibronektinfragmente an, die erneut Zytokine und

MMPs induzieren [51].

1.3.3. Regulation der Zytokine im Knorpel
Die Regulation der Zytokinproduktion ist im Einzelnen noch nicht aufgekldrt. Die

Entziindungsprozesse im Rahmen der Arthrose werden durch proinflammatorische Zytokine
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induziert, zu denen IL-1, TNF-a, INF-y sowie IL-17 und IL-18 gehdren. Antiinflammatorische
Zytokine wie IL-4, IL-10, IL-13, IFN-o und verschiedene Wachstumsfaktoren wie der
Transforming Growth Factor-f (TGF-f) schwichen die Entziingsreaktion ab. Man weil3
aullerdem, dass verschiedene Faktoren, wie mechanische Stimuli, das heifit Druck- und
Zugkrifte je nach Ausmal, ob intermittierend oder kontinuierlich einwirkend, auf sie Einfluss
nehmen. Sie beeinflussen positiv oder negativ iiber zellmembranstindige Mechanorezeptoren
auch die Zytokinproduktion der Chondrozyten [55]. Positive mechanische Reize steigern iiber
den chondrogenen Transkriptionsfaktor Sox9 die Kollagen Typ II- und Aggrekan-Expression
und hemmen gleichzeitig die IL-1B-Expression [56]. Wachstumsfaktoren wie TGF-B1 werden
beim Matrixabbau freigesetzt und hemmen die Zytokin- und MMP-Produktion [57] und
induzieren auBerdem ,tissue inhibitor of metalloproteinases-1“ (TIMP-1), einen natiirlichen
MMP-Inhibitor [58].

Fiir die Arthrosetherapie stellt sich die Frage, ob es in Chondrozyten eine zentrale Schliisselstelle
als potentiellen Angriffspunkt fiir Therapeutika gibt, liber die die Zytokinexpression und
Zytokin-induzierten Effekte wie MMP-Induktion, COX-Aktivierung, Matrixsynthesechemmung
und Apoptose reguliert werden konnen. IL-1B3- und TNF-o-vermittelte Signaliibertragungswege
in den Chondrozyten fiihren iiber Bindung an den entsprechenden Rezeptor zur Aktivierung des
ubiquitiren Transkriptionsfaktors Nuclear factor-kB (NF-xB) oder des Aktivator Proteins-1 (AP-
1) [59]. Die Aktivierung von NF-«xB hat eine groe Bedeutung im Rahmen von
Entziindungsprozessen, da es die Expression von Genen reguliert, die wiederum fiir verschiedene
proinflammatorische Zytokine, Adhédsionsmolekiile, Chemokine, Wachstumsfaktoren sowie fiir

induzierbare Enzyme wie COX-2 oder iNOS (inducible nitric oxide synthase) kodieren [60].

1.3.4. Knorpel und Arthrose
Als Apoptose (programmierter Zelltod), bezeichnet man im Gegensatz zur Nekrose eine aktive,
energieabhiingige Form des Zelltodes, bei der keine Entziindungserscheinungen beobachtet
werden konnen. Die Apoptose kann einerseits durch Bindung eines Liganden an einen
zellmembranstdndigen ,,death“-Rezeptor oder durch Hemmung der Aktivitit eines ,,death“-
Suppressors eingeleitet werden. In beiden Fillen kommt es zur Aktivierung einer Gruppe von
Cystein-Proteasen, den Caspasen, die eine zentrale Rolle wihrend der Apoptose spielen [61]. Sie
werden mit einer Prodomidne als Proenzyme synthetisiert. Zur Aktivierung wird diese
Prodoméne meist von anderen Caspasen abgespalten, so dass in einer Aktivierungskaskade

weitere Caspasen aktiviert werden. ,Initiator“-Caspasen (zum Beispiel Caspase-8) aktivieren

15



,Effektor“-Caspasen (zum Beispiel Caspase-3) und diese spalten schlieSlich wichtige Struktur-
und Funktions-Proteine in der Zelle wie PARP (poly-[ADP-Ribose]Polymerase), DNAse-
Inhibitoren und Lamine [62].

Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen physiologischen Vorgingen wie der
Embryogenese und der enchondralen Ossifikation. Es ist bekannt, dass eine erhohte
Apoptoserate auch an der Pathogenese von Arthrose beteiligt ist [63]. Bei Chondrozyten sind
verschiedene Apoptose-Stimuli bekannt. Dazu zéhlen NO- (nitric oxide-) Donatoren sowie
Apoptose-Rezeptoren der TNF-Familie und andere wie CD95 (Fas) [64,65] aber auch
mechanischer Stress [66]. Viele dieser Apoptosewege konvergieren in der Aktivierung der
Caspase-3. Aus diesem Grund werden als neuer Ansatz fiir die Arthrose-Therapie derzeit
Caspasehemmer (zum Beipiel Z-VAD-FMK [benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-
fluoromethylketone]; Ac-DMQD-CHO [acetyl-L-aspartyl-L-methionyl-L-glutaminyl-L-aspartyl-
aldehyde]) in vitro tiberpriift [67]. Es ist weiterhin bekannt, dass Zytokine wie TNF-a und IL-1p
in Chondrozyten Apoptose induzieren kdnnen [68]. Es ist bisher nicht exakt geklért, welche
Apoptosewege durch IL-1p stimuliert werden. Aber auch antiapoptotische Effekte von IL-1j3
konnten nachgewiesen werden, die vielleicht iiber eine Aktivierung von NF-kB zum Tragen
kommen [69]. NF-«xB reguliert die Transkription einiger antiapoptotischer Gene fiir
mitochondriale Proteine wie zum Beispiel Bcl-2, Bel-xL [70]. Es ist bekannt, dass NF-kB in
bestimmten Zelltypen proapoptotisch, in anderen dagegen antiapoptotisch wirkt.

Mitochondrien, die Energieproduzenten der Zelle, spielen in der Regulation der Apoptose eine
zentrale Rolle. In arthrotischen Chondrozyten konnte eine Verdnderung der
Mitochondrienfunktion nachgewiesen werden [71]. In anderen Zelltypen scheint NF-xB die
mRNA-Expression mitochondrialer Gene bei Zytokinstimulierung zu regulieren [70].
Apoptosestimuli filhren widhrend der Apoptose in den Mitochondrien zu einer vermehrten

Freisetzung von Reactive Oxygen Intermediates (ROI) [72].

1.3.5. Signaliibertragung im Knorpel
Die EZM spielt die zentrale Rolle in der Differenzierung der Chondrozyten sowie in der
Aufrechterhaltung des chondrogenen Phinotyps. Die Bindung der EZM iiber Integrine fiihrt zu
einer Aktivierung des Ras-MAPkinase Signalweges. Nach der Bindung von Kollagen an den
Integrinrezeptor, der wiederum mit dem IGF-Rezeptor assoziiert ist, kommt es zundchst zu einer
Komplexbildung mit dem src homologous collagen-like (Shc) [38]. Shc wurde urspriinglich als

ein Proto-Onkogen identifiziert [73]. Es konnte gezeigt werden, dass IGF-1 Adaptorproteine wie
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She stimuliert und desweiteren, dass Shc mit den 3;-, a;- und as-Untereinheiten der Integrine
assoziiert und damit die Signaltransduktion aus dem Extrazellularraum weiterleitet. Der IGF-IR
assoziiert ebenfalls mit She. Diese Interaktion konnte durch Stimulation mit IGF-I noch verstéarkt
werden [74].

An FAK gebundenes und aktiviertes Shc ist allein oder nach Interaktion mit Grb-2 an der
weiteren Signaltransduktion beteiligt [75]. Es bildet sich ein erweiterter Komplex bestehend aus
Shc/Grb2/Erk aus, der zur Aktivierung des Ras-MAPkinase Signalweges fiihrt [74].
MAPKinasen bilden die Endglieder einer innerhalb eines Moduls angeordneten Enzymkaskade,
bestehend aus den drei Komponenten MAPKinase (MAPK), MAPKinase-Kinase (MAPKK)
sowie MAPKinase-Kinase-Kinase (MAPKKK). MAPKinasen werden durch duale
Phosphorylierungen von Threonin und Tyrosin aktiviert. Ein Teil der aktiven MAPKinasen
gelangt in den Zellkern und aktiviert verschiedene Transkriptionsfaktoren [76]. Auf diese Weise
wird innerhalb von Minuten nach einem extrazelluldren Signal das Muster der Genexpression
verdndert. Die dabei exprimierten Gene werden als sofortige Frithgene bezeichnet, zu denen zum
Beispiel fos gehort. MAPK p44 (Erk 1) und MAPK p42 (Erk 2) sind wichtige Mediatoren in
intrazelluldren Signalprozessen. MEK1 (mitogen activated protein kinase/ Erk kinase) und
MEK?2 regulieren durch Phosphorylierung die Aktivitit von Erk 1/2. Aktiviertes Erk 1/2
transloziert in den Zellkern, wo es die Aktivititen verschiedener nukledrer
Transkriptionsfaktoren reguliert [77]. Es konnte gezeigt werden, dass das Adapterprotein Shc mit
den aktivierten Signalproteinen Erk 1/2 in den Chondrozyten einen Komplex bildet [78]. Eine
spezifische Hemmung von Erk 1/2 resultiert in der Aktivierung von Caspase-3 und der Spaltung
von PARP in menschlichen Chondrozyten in vitro [62].

Einer der wichtigsten chondrogenen spezifischen Transkriptionsfaktoren ist Sox9. Sox9 gehort
zur Sox-Familie der Transkriptionsfaktoren. Diese sind durch eine high-mobility-group (HMG)-
box deoxyribonucleic acid (DNA)-bindungsdoméne charakterisiert [79]. Sox9 wird als
sogenanntes “master gene” der Chondrogenese bezeichnet und bindet an die Promotorregionen
fiir Aggrekan, Kollagen Typ II, XI und COMP [80]. Sox9 ist somit wesentlicher regulatorischer
Faktor in der Differenzierung der Chondrozyten [77]. Heterogene Mutationen im und um das
S0x9-Gen herum verursachen Dysplasien, wie das schwere Kleinwuchssyndrom, was durch
Anomalien in allen Skelettteilen, die Korpelgewebe entspringen, gekennzeichnet ist [81]. Die
Aktivierung von Sox9 scheint iiber den MAPK Signalweg zu erfolgen. Murakami et al. konnten
zeigen, dass eine gesteigerte Sox9-Expression durch den MEK-MAPK Signalweg vermittelt
wird [79].
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1.3.6. Signaliibertragungswege im Knorpel wihrend der Arthrose

Eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Arthrose spielen katabole Zytokine, welche die
Homdostase zwischen anabolen und katabolen Mediatoren storen. Die Sekretion von IL-1p und
TNF-a fiihrt zu einer Aktivierung von Proteasen, zu einer Produktion von Matrixkomponenten,
die in gesundem Gelenkknorpel nicht vorhanden sind, sowie zu einer weiteren Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren. Dadurch wird die Proliferation der Chondrozyten gehemmt
und der Zelltod induziert [68]. Die katabolen Effekte von IL-1p werden im wesentlichen {iber die
drei Signalwege der MAPKinasen vermittelt: Erk, p38 und JNK [82]. Ein vierter Weg ist die IL-
1B-induzierte Signaltransduktion iiber NF-kB [83]. Zunichst bindet IL-13 an den IL-1-Rezeptor
I (IL-1RI). Es bildet sich ein Komplex mit dem IL-1R-accessory-protein (IL-1RacP). Die
Verbindung der zytoplasmatischen Komponente des IL-1RI mit dem IL-1RacP induziert nun die
Signaltransduktion. Es kommt zu einer Rekruitierung von IL-1-Rezeptor assoziierten Kinasen
(IRAK-1 und IRAK-2). Diese interagieren mit dem TNF-Rezeptor Aktivierten Faktor (TRAF).
Auf diesem Weg wird die Briicke zur NF-kB-induzierenden Kinase (NIK), welche den IKK-o3-
Komplex phosphoryliert geschlagen. Durch Phosphorylierung von IkBa kommt es schlielich
zur Aktivierung von NF-kB [84].

Eine der ersten Reaktionen der Zelle auf die Zerstorung ihrer DNS ist die Aktivierung des
nukledren Enzyms Poly- (ADP-Ribose) Polymerase (PARP). Es ist bekannt, dass PARP in
zahlreiche nukledre Prozesse wie DNS Reparatur, DNS Replikation und Apoptose verwickelt ist
[85]. Im Rahmen apoptotischer Vorginge wird PARP von urspriinglich 116 kDa in zwei
Fragmente mit ~85 kDa und 25 kDa aufgespalten [62].

1.3.7. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) im Knorpel
Metalloproteinasen sind metallabhingige Endoproteinasen, die aufgrund ihres breiten
Substratspektrums und ihres pH-Optimums im neutralen Bereich flir den {iberschieBenden
Knorpelabbau bei Arthrose eine iiberragende Rolle spielen [86]. Bisher konnten in humanen
Geweben 24 verschiedene MMPs identifiziert werden [87]. Unterschieden nach
Substratspezifitit, Primédrstruktur und zelluldrer Lokalisation kdnnen fiinf Hauptgruppen gebildet
werden. Die Gruppe der Kollagenasen beinhaltet MMP-1, -8 und —13, die der Gelatinasen MMP-
2 und 9. Zu einer weiteren Gruppe, die der Stromelysine, gehéren MMP-3 und —10. MMP-7
und —26 bilden die Gruppe der Matrilysine und eine fiinfte Gruppe beinhaltet die membrane-

type-Metalloproteinasen (MT-MMPs) mit MMP-14, -15, -16, -17, -24 und —26 [88].
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Die Regulation der Enzymaktivitit der verschiedenen MMPs erfolgt durch spezifische
Inhibitoren (TIMPs: tissue inhibitors of metallproteinases) und durch unspezifische Inhibitoren
wie a2-Makroglobulin [89]. Nach ihrer Sekretion liegen TIMPs entweder als Komplex mit
verschiedenen Proteoglykanen der EZM oder membrangebunden in Assoziation mit MT-MMPs

vor [90].

Fiir den Kollagenabbau spielen die Kollagenasen MMP-1, MMP-8 und MMP-13 cecine
entscheidende Rolle, da nur sie in der Lage zu sein scheinen, die Peptidbindungen der nativen
Kollagentripelhelix der fibrilldren Kollagene Typ I, II und III zu spalten [91]. MMP-13 ist die
bevorzugte Kollagenase zur Spaltung von Kollagen Typ II, wihrend MMP-1 und MMP-8
effektiver Kollagen Typ III beziechungsweise Kollagen Typ I spalten [92]. Zum Substratspektrum
der Kollagenasen gehoren weitere Kollagene, so zum Beispiel die in der Knorpelmatrix
vorkommenden Typen V, VI, IX, X und XI [91]. Vor allem MMP-13 und MMP-1 sind fiir die
Kollagenolyse im arthrotischen Knorpel pathogenetisch bedeutsam [93]. Fiir MMP-13 stellen die
,residenten” Kollagenfibrillen der territoriellen und interterritorellen Knorpelmatrix bevorzugte
Substrate dar, wihrend neu synthetisiertes Kollagen eher durch MMP-1 gespalten wird [8]. Die
Hemmung der MMP-Aktivitdt durch synthetische und spezifische Inhibitoren gehdrt mittlerweile
zur Therapie von Arthritiden [94].

1.4. Wachstumsfaktoren
1.4.1. Wachstumsfaktoren im Knorpel
Es ist bekannt, dass Wachstumshormone [95] und Wachstumsfaktoren wie TGF-£, Transforming
Growth Factor-f[17], IGF, Insulin-like Growth Factor [18,96], EGE-2, Fibroblast Growth
Factor-2 [97], OP-1, Osteogenic Protein [98], Interleukine [19], Prostaglandine [99],

Parathormone [100] und BMP, Bone Morphogenetic Protein [101] die grundlegenden
Lebensprozesse der Knorpelzellen, ihren Metabolismus und ihre Aktivitét in vitro beeinflussen
konnen und den Phénotyp stabilisieren.

Wachstumsfaktoren bestimmen somit Proliferation, Uberleben, Matrixsynthese und damit
Differenzierung und Dedifferenzierung der Knorpelzellen. Sie stimulieren verschiedene anabole
Prozesse, die flir die Aufrechterhaltung der Homdoostase des gesunden Knorpels auBBerordentlich
wichtig sind. Stérungen in der Bilanz der Wachstumsfaktoren konnten eine Ursache fiir
Knorpelerkrankungen darstellen. Wachstumsfaktoren, wie IGF-I und TGF-f1 sind wesentlich an
der Synthese und Ablagerung der EZM beteiligt und damit wichtige Regulatoren der
Knorpelhomoostase [102]. Da der Knorpel frei von Blutgefdflen ist, beschriankt sich die Zufuhr
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von Wachstumsfaktoren iiber das Blutserum auf die Diffusion von Wachstumsfaktoren aus der
Synovia in den Knorpel. So spielt der Chondrozyt selbst eine zentrale Rolle bei der
Bereitstellung von Wachstumsfaktoren vor allem in den tieferen Knorpelschichten. Diese wirken
somit vor allem in autokriner und parakriner Weise als lokale regulatorische Faktoren im
Knorpel. Viele Wachstumsfaktoren werden in der Knorpelmatrix in inaktiver Form gespeichert
und beim Matrixabbau zum Beispiel beim natiirlichen Remodelling des Knorpels durch Enzyme
(MMPs) freigesetzt. Immer hiufiger konnte auBerdem gezeigt werden, dass Wachstumsfaktoren
(zum Beispiel IGF-I und OP-1) in synergistischer Weise auf die Knorpelzellen Einfluss nehmen
[98]. Auch fiir IGF-I und TGF- gibt es Hinweise auf einen synergistische oder additive Effekte
[103].

Neben IGF-I und TGF- stellt bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) einen weiteren wichtigen
Wachstumsfaktor im Knorpel dar, welcher ebenfalls die Proliferation der Chondrozyten steigert.
In konzentrationsabhingigen Versuchen konnten Einflisse auf die Matrixproduktion
nachgewiesen werden. So bewirken niedrige Konzentrationen an bFGF eine Steigerung, hohe
Konzentrationen eine Abnahme der Synthese der Matrixproteine [104]. Es konnte weiter gezeigt
werden, dass bFGF die RNA- und DNA-Synthese sowie die Zellteilung stimuliert [105]. FGFs
zdhlen zu den potentesten Wachstumsfaktoren in vivo und in vitro und weisen synergistische
Effekte mit EGF, IGF-I und TGF-3 auf [106]. Guerne et al. konnten zeigen, dass die Wirkungen
von FGFs auf Chondrozyten geringer waren als die von TGF-3 oder PDGF (Platelet Derived
Growth Factor), wohingegen die Effekte auf Fibroblasten im Vergleich zu TGF-B hoher waren
[107].

1.4.2. IGF-I und TGF-$

IGF-I und TGF-B sind die wahrscheinlich potentesten Regulatoren fiir die Proliferation und
Differenzierung von Chondrozyten. Sie wurden deshalb fiir das Projekt ausgewihlt.

IGF-I (auch als Somatomedin C bezeichnet) kann man als den wichtigsten anabolen Faktor im
gesunden Gelenkknorpel bezeichnen [108]. IGF-I wird sowohl in der Leber als auch in fetalen
Geweben von Mesenchymzellen gebildet. Postnatal enthédlt das humane Serum eine
Konzentration von 200 ng/ml IGF-I. IGF-I ist auBerdem in der Synovia (30-50 ng/ml) und in
Knorpelgewebe (3-9 ng/ml) enthalten [109]. Es gelangt iiber die Synovia zu den Chondrozyten,
wird allerdings auch selbst von Chondrozyten produziert. So wirkt IGF-I in endokriner,
parakriner und autokriner Weise auf das Zielgewebe [110]. IGF ist ein Polypeptid, welches 70

Aminosduren umfasst, mit einer Proteinsequenz, die der des Insulins &hnelt. In der
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Synovialfliissigkeit zirkulierend erreicht es das Knorpelgewebe. Es konnen zwei Unterformen
unterschieden werden: IGF-I mit einem Molekulargewicht von 7,5 kDa und IGF-II mit 7,4 kDa
[111]. IGF-I spielt eine wesentliche Rolle in der Homoostase des Knorpels. In in vitro Studien
konnte demonstriert werden, dass IGF-I die Synthese von Proteoglykanen dosisabhéngig
stimuliert [112]. Gleichzeitig weist IGF-I einen inhibitorischen Effekt auf den Proteoglykan-
Katabolismus auf [113]. Die Wirkungen von IGF werden durch die Bindung an den IGF-
Rezeptor (IGF-R) vermittelt. Dieser weist ebenfalls strukturelle Ahnlichkeiten mit dem
Insulinrezeptor auf. Typ I IGF-Rezeptor (IGF-RI) ist ein Glykoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 300 kDa und besteht aus zwei extrazelluldren o-Untereinheiten (etwa 130 kDa) und
zwei B-Untereinheiten (etwa 90 kDa), verbunden durch Disulfidbriicken. Die B-Untereinheiten
durchqueren die Zellmembran und beinhalten eine Tyrosinkinase-Domine im zytoplasmatischen
Teil. IGF-RI vermittelt die Wirkung von IGF-I wie auch von IGF-II. Die meisten Effekte von
IGF-I und IGF-II werden dennoch durch den Typ I Rezeptor vermittelt [114].

Zell- und gewebsspezifische IGF-I-Bindungsproteine (IGFBPs) regulieren die Aktivitit von
IGF-I durch Modulation der Interaktion mit IGF-I-Rezeptoren. Sie wirken als Transportproteine
und verldngern die Halbwertszeit von IGF-1. Mittlerweile kennt man sechs IGFBPs, von denen
IGFBP-2, -3 und -6 im Knorpel nachgewiesen wurden [115]. Sie scheinen eher eine
inhibitorische Rolle zu spielen. IGFBP-3 scheint als Speicherprotein fiir IGF-I in der
extrazelluldiren Matrix zu fungieren. Im hoheren Alter liegt IGFBP-3 in Ko-lokalisation mit
Fibronektin vor. Diese Koprdsenz erhoht die hemmende Funktion von IGFBP-3 in der
extrazelluldren Matrix [116].

IGF-I stimuliert die Matrixsynthese (Proteoglykane wie Aggrekan und Kollagen Typ II) der
Chondrozyten mit geringem Effekt auf die mitotische Aktivitdt der Chondrozyten. Weiterhin
steigert IGF-I auch die Adhidsion der Chondrozyten an spezifischen Matrixkomponenten [74]. In
arthrotischem Knorpel konnte dieser Effekt nicht mehr nachgewiesen werden. Auflerdem
stimuliert IGF-I die Proliferation und Differenzierung von Chondrozyten-Vorlduferzellen [117]
und fordert die Chondrogenese [103]. IGF-I stabilisiert den chondrozytenspezifischen Phinotyp,
ohne eine terminale Differenzierung im hypertrophen Knorpel einzuleiten [103]. Auch in
iiberphysiologischen  Konzentrationen zum Beispiel 25 pg/ml kommt es zur
Matrixsynthesesteigerung, ohne dass schidliche Effekte auf die Knorpelzellen zu erkennen sind
[109].

TGF-p ist ein Wachstumsfaktor, der in verschieden Geweben vorkommt und Zellwachstum,

Differenzierung, Synthese extrazelluldrer Matrixproteine und Apoptose beeinflusst [118]. TGF-3
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stellt ein Makromolekiil mit einem Molekulargewicht von 25 kDa dar. Es gehort zu der TGF-§-
Superfamilie. Weitere Mitglieder sind neben drei Unterformen von TGF (TGF-B1, -f2 und -3),
GDFs (Growth and Differentiation Factors) und BMPs. In humanem Gelenkknorpel werden die
drei Isoformen von TGF-B sezerniert [119]. TGF-B wird von Chondrozyten und zahlreichen
anderen Zelltypen selbst produziert. Es ist assoziiert mit dem «Latent TGF-$ Binding Protein»
(LTBP). LTBP reguliert den Transport in die EZM sowie die hier erfolgende Speicherung von
TGF-B [102]. Kleine Proteoglykane wie Dekorin, Biglykan und Fibromodulin regulieren die
Aktivitdit von TGF-f durch Bindung in der EZM. Auch Kollagen Typ II scheint den Effekt von
TGF-B auf die Chondrozyten zu modulieren [102]. Eine relativ kurze Expositionszeit der
Chondrozyten mit TGF-B1 ist ausreichend, um einen grofen Effekt zu erzielen, da exogenes
TGF-B1 die endogene Synthese von TGF-B1 und seinem Rezeptor liber einen langen Zeitraum
hochregulieren kann [103].

Die Signalwege von TGF-B werden durch zwei Rezeptoren, TGF-B-RI und TGF-B-RII
vermittelt. Diese bilden einen heterotetrameren Komplex und aktivieren mehrere
Signalkaskaden. Beide Rezeptoren sind aus einer cysteinreichen extrazelluliren Doméne, einer
transmembrandren Region und einer intrazelluldren Kinasedomidne zusammengesetzt [120].
Zunéchst bindet TGF-$3 an den Typ II Rezeptor (TGF-B-RII), wodurch der TGF-B-RI rekrutiert
und phosphoryliert wird. Durch diese Aktivierung phosphoryliert TGF-B-RI rezeptorassoziierte
Smad-Proteine (Smad2 und Smad3) [121]. Phosphoryliertes Smad2 und Smad3 bilden mit dem
gemeinsamen Smad4 einen Komplex. Dieser transloziert in den Nukleus, um dort die
Transkription zu regulieren [122]. Smads kdnnen ebenfalls durch verschiedene Mitglieder der
MAPK Signalkaskade phosphoryliert werden. Dies kann sowohl zu einer Hemmung als auch zu
einer Aktivierung des TGF-3 Signalweges fiihren [123].

TGF-B1 und IGF-I regulieren synergistisch Proliferation und Differenzierung von periostalen
Mesenchymzellen wihrend der Chondrogenese. Fukumoto et al. konnten eine frithe Induktion
der Chondrogenese durch TGF-B1 und eine Verstirkung durch IGF-I und damit
Aufrechterhaltung der Zellproliferation zeigen [103]. TGF-B1 ist auPerdem in der Lage die
Expression der IGF-I-Rezeptoren zu fordern [124]. Beide Wachstumsfaktoren haben offenbar
einen gegenldufigen Effekt auf die Apoptose der Zellen [118]. TGF-f induziert einen Anstieg
von IGFBP-3. Letzteres hemmt das Zellwachstum, indem es freies IGF-I bindet [118]. Es konnte
auBBerdem bereits gezeigt werden, dass die Kombination von beiden Wachstumsfaktoren
synergistische Effekte im Sinne einer Induktion der Aggrekan und Kollagen Typ II mRNA auf
dedifferenzierte humane Gelenkchondrozyten hat [125].
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1.4.3. Wachstumsfaktoren im arthrotischen Knorpel

Im Rahmen der Pathogenese der Arthrose spielt vor allem das Ungleichgewicht zwischen
katabolen und anabolen Mediatoren [126] eine entscheidende Rolle. Die Zusammensetzung der
EZM éndert sich und die Chondrozyten weisen Dedifferenzierungsmerkmale auf [54]. TGF-J3 ist
ein wichtiger anabolischer Faktor im Rahmen der Arthrose, da er einerseits sowohl die Synthese
von Kollagen Typ II als auch von Proteoglykanen stimuliert und andererseits knorpelzerstorende
Enzyme herabreguliert. Weiterhin ist TGF-f in der Lage, der durch IL-1 induzierten Suppression
von Proteoglykanen entgegenzuwirken [127]. Auf diese Weise ist TGF-f fahig das Knorpel-
gewebe vor den Schidden durch IL-1 zu schiitzen. Dies ist jedoch nur in begrenztem Malle
moglich. So konnte im Tierexperiment gezeigt werden, dass es nach IL-1-Exposition zu einer
reduzierten Hemmung auf die IL-1-Wirkung durch TGF-3 kommt. Diese Ergebnisse weisen auf
eine Verdnderung im Antwortverhalten der Chondrozyten auf anabole und katabole Faktoren
und somit auf einen Verlust der Homdostase des Knorpels bei Arthrose hin. Blaney Davidson et
al. diskutieren eine Herabregelung der Rezeptoren fiir TGF- und der Smads sowie einen
Anstieg hemmender Smads als Ursache fiir die Abnahme des Antwortverhaltens der TGF-3
Entgegenwirkung von IL-1 im Mausmodell [128].

Im Rahmen von arthrotischen Prozessen im Gelenkknorpel kommt es zu einer erhohten
Expression und Produktion von IGF-I [129]. Gleichzeitig konnte allerdings auch hier ein
vermindertes Antwortverhalten der Chondrozyten auf IGF-I gezeigt werden. Der Grund hierfiir
scheint zum einen eine erhohte Konzentration an IGFBP, zum anderen ein Verlust an funktionel-
len Rezeptoren zu sein [130]. Es ist bekannt, dass zahlreiche Faktoren, so auch proinflammato-
rische Zytokine wie IL-1 und TNF-a, die IGF-I-Sekretion im Rahmen der Arthrose beeinflussen.
Durch diese Zytokine kommt es zu einer erhohten Freisetzung von IGF-I in arthrotischem

Knorpel. Auch IGFBPs werden in grof3eren Mengen freigesetzt [ 108].

1.5. Autologe Chondrozyten Transplantation (ACT)
1.5.1. Verfahren der ACT
Hyaliner Gelenkknorpel ist ein hochdifferenziertes Gewebe mit einem beschrinkten
Reparaturpotential von Knorpelverletzungen. Traumatische Gelenkknorpelschdden fiihren
deshalb zu Funktionseinbuflen und konnen spiter sehr oft in Arthrose miinden. Verschiedene
klinische und experimentelle Versuche wurden unternommen, um die Heilung von Knorpel-
defekten zu ermoglichen [131]. Kleinere Defekte, die den subchondralen Knochen nicht

betreffen, weisen nur eine geringe Heilungsrate auf und resultieren meist in posttraumatischer
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Arthrose [132]. Synovialzellen iibernehmen die Reparaturprozesse und fiillen den Knorpeldefekt
mit bindegewebigen Fasern auf [133]. Im Unterschied dazu iibernehmen in gréferen
Knorpeldefekten, die bis in den subchondralen Raum reichenden, pluripotenten
Knochenmarkszellen die Rekonstruktion der Knorpeloberfliache [134].

Die derzeitige Therapie von arthrotisch verdndertem Knorpel konzentriert sich vor allem auf
antiinflammatorische Medikamente, die Injektion von Steroiden oder Hyaluronsdure in das
Gelenk sowie chirurgische Interventionen vor allem im Rahmen des Gelenkersatzes. Da die
konservative, pharmakologische Therapie keine ausreichenden Ergebnisse erzielt und die
chirurgische Intervention mit hohen Infektionsrisiken verbunden ist, wurde nach Alternativen
gesucht.

Die Autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) wurde erstmals 1987 bei Patienten mit
Symptomen einer Gelenkknorpelldsion im Knie durchgefiihrt. In dieser Studie mit 23 Patienten
wurden Knorpelproben aus gesunden Bereichen des Knies entnommen, isoliert und fiir 14 bis 21
Tage kultiviert. AnschlieBend wurden sie in den Knorpeldefekt injiziert und nach 36 Monaten
die Ergebnisse evaluiert. Es ergaben sich exzellente bis gute Ergebnisse [135]. Zwischen 1987
und 2001 wurden mehr als 950 Patienten in Schweden mit Knieverletzungen mittels der ACT
behandelt. Brittberg et al. beschreiben ein kontinuierliches Follow-up bei 213 ACT-behandelten
Patienten. In dieser Studie wird iiber 84 bis 90 Prozent gute bis sehr gute Ergebnisse bei
differenzierten Femordefekttypen nach zwei bis zehn Jahren Follow-up berichtet. Erste Versuche
im Rahmen der Knorpeltransplantation wurden allerdings bereits in den 60er Jahren im
Tierversuch durchgefiihrt. Es wurden autologe und heterologe Chondrozyten verwendet und in
den Knorpeldefekt transplantiert. Hier proliferierten die Zellen und bildeten eine Knorpelmatrix,
die den Defekt fiillte [136].

In einem ersten Schritt wird zunéchst eine Probe aus dem Knorpel des entsprechenden Patienten
entnommen. Es schlieBt sich die Isolation der Chondrozyten aus dem Knorpelgewebe durch
Verdau der extrazelluldren Matrix an. Der wichtigste Schritt ist die Proliferation der gewonnenen
Chondrozyten in vitro in der Monolayer-Kultur. Sind geniigend Zellen vorhanden, werden diese
pelletiert, um anschlieBend in den Korpeldefekt reimplantiert zu werden. Die in vitro vermehrten
Chondrozyten werden in den Defekt eingefiillt und dieser mit einem Periostlappen gedeckt.
Diese Methode hat bisher gute Ergebnisse gezeigt [137].

Trotz der meist guten Resultate ergeben sich im Zusammenhang mit der herkémmlichen
Methode der ACT einige Schwachstellen oder Probleme. Einerseits spielen Dedifferenzierungs-
prozesse, welchen die transplantierten Zellen unterliegen, eine wichtige Rolle fiir die Qualitat

des Transplantats. Grund hierfiir ist die bereits wihrend der Vermehrung der Zellen in der
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Monolayer-Kultur stattfindende Dedifferenzierung, die sich auch nach Transplantation fortsetzen
kann [138]. Andererseits kann es zu einer Transplantathypertrophie kommen, welche durch den
oft zum Uberdecken der transplantierten Chondrozyten verwendeten Periostlappen entstehen
kann [139]. Der Periostlappen dient sowohl als mechanische Abdeckung als auch als
Reparaturgewebe mit chondrogener Wirkung. So soll von implantierten Chondrozyten
freigesetztes TGF-B zu Chondrogenese von periostalen Zellen flihren und somit zur
Defektheilung [140]. Als Hypothese fiir die Periosthypertrophie kann mechanische Uberreizung

durch Reibung oder Stimulation durch tiberstehende Anteile angenommen werden [139].

1.5.2. Dedifferenzierung und Redifferenzierung der Chondrozyten in vitro

Die Limitierung der isolierbaren Zellzahl aus dem Spendergewebe stellt eines der wesentlichsten
Probleme der ACT dar, da eine ausreichende Menge an Chondrozyten fiir die ACT eine
wesentliche Voraussetzung darstellt. Daher ist eine schnelle und suffiziente Vermehrung der
Chondrozyten in groeren Mengen nétig. Diese ist nur in der Monolayer-Kultur méglich. Nach
der Isolierung der Zellen aus dem Spendergewebe werden diese in Wachstumsmedium
suspendiert in Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Bereits nach wenigen Stunden beginnen die Zellen
zu adhédrieren. Aus der urspriinglich runden Form flachen sie sich ab und bilden Zellauslaufer
aus. Mithilfe dieser Zytoplasmafortsdtze adhirieren sie auf dem Boden der Kulturflaschen. Dies
stellt den Beginn der Dedifferenzierung der Chondrozyten in vitro dar. Die Zellen verdndern
zunédchst ihren Phénotyp, indem sie eine fibroblastendhnliche Gestalt annehmen (phénotypische
Dedifferenzierung). Zusitzlich &ndert sich auch ihr Syntheseverhalten. Um Chondrozyten
effizient vermehren zu konnen, sind Passagierprozesse notig. Je ofter die Zellen passagiert
werden, umso weniger typische Knorpelmarker, wie knorpelspezifische Proteoglykane (CSPG)
und Kollagen Typ II bilden sie. Stattdessen kommt es zu einer Umstellung auf die Produktion
unspezifischer Proteoglykane sowie Kollagen Typ I [37]. Nach ldngerer Zeit in Monolayer-
Kultur sinkt die Proliferationsrate stark ab und das chondrogene Potential der Zellen scheint
irreversibel verloren zu sein [141].

Es konnte allerdings gezeigt werden, dass dedifferenzierte Chondrozyten aus Monolayer-
Kulturen der Passagen eins bis vier in der Lage waren zu redifferenzieren, nachdem sie in ein
dreidimensionelles Kultursystem iiberfiihrt wurden [25]. Wiahrend der ersten bis zur vierten
Passage scheint das chondrogene Potential der Chondrozyten demnach auszureichen um eine
Redifferenzierung im dreidimensio-nalen Modell zu ermoglichen. Im Gegensatz dazu

redifferenzierten Chondrozyten aus Monolayer-Kulturen der Passage fiinf und hdher nicht,
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sondern unterlagen apoptotischen Prozessen [25]. Diese Zellen sind demnach nicht nur

phénotypisch sondern bereits auch genotypisch dedifferenziert.

1.5.3. Ansétze zur Verbesserung der ACT

Neben dem Problem einer ausreichenden vitalen Zellzahl, muss eine stabile und funktionelle
Matrix gefunden werden, um die biologische Funktion und die mechanische Integration der
Zellen in ihrer EZM in vitro aufrecht zu erhalten. Es gibt bereits zahlreiche Versuche mit
unterschiedlichsten Matrizen, basierend auf Polyglykolsdure, Hyaluronester, polymerisiertem
oder nicht polymerisiertem Fibrin, Kollagen, Alginat, Chitosan, Kalziumkarbonat sowie
Kombinationen der genannten Substanzen. Unter Verwendung von Polyglykolsdure konnte nach
20 Tagen ein Knorpelgewebe mit einem hohen Widerstand gegeniiber mechanischer Belastung
kultiviert werden [142]. Problematisch erscheint jedoch die Bildung von toxischen Monomeren
nach dem Abbau dieser resorbierbaren Polymere [143]. Eine Alternative konnten auf Hyaluron
basierende Polymere darstellen. Diese unterstiitzen die Knorpelbildung aus Chondrozyten oder
mesenchymalen Stammzellen. Einen Vorteil stellt ihre Biokompatibilitit dar. AuBerdem
adhérieren und proliferieren die Zellen auf diesem Material sehr gut [144]. In der Alginat-Kultur
ist es den Chondrozyten moglich eine dreidimensionelle Matrix aufzubauen und diese iiber einen
langen Zeitraum aufrecht zu erhalten. Somit stellt Alginat ein hervorragendes System dar, in dem
in vivo Bedingungen fiir Chondrozyten sehr gut nachgestellt werden konnen. Matrizen, welche
auf Kollagen basieren, stellen eine weitere Mdglichkeit dar. Unter Verwendung von Kollagen
Typ I proliferieren die Chondrozyten stérker als zum Beispiel in Alginat. Ein Problem stellt
jedoch der sich nach und nach einstellende Verlust des differenzierten Phanotyps dar [145].

Eine wesentliche Rolle im Rahmen des Tissue-Engineering spielen aulerdem die Kulturbe-
dingungen und vor allem die Auswahl des Wachstumsmediums. Wichtiger Bestandteil ist
Serum, zum Beispiel fetales Kéilberserum (FCS), Neugeborenen Rinderserum (NBS),
Pferdeserum oder menschliches Serum in Konzentrationen zwischen zwei und zwanzig Prozent
[146]. Serum beinhaltet zahlreiche Wachstumsfaktoren und liefert somit die wesentlichen
Faktoren fiir das Wachstum der Zellen. Die Anwendung von serumhaltigem Medium weist
allerdings zahlreiche Probleme auf. So kann es zu immunologischen Reaktionen auf das
implantierte Gewebe kommen. Weiterhin scheinen einige Wachstumsfaktoren toxische
Wirkungen auf die Zellen zu haben [146]. AuBerdem sind die Konzentrationen in den
Wachstumsmedien nicht konstant und variieren, so dass die Bedingungen fiir ein gleichmifBiges
Wachstum der Zellen nicht gegeben sind. Aus diesen Griinden tendiert man immer mehr dazu,

serumfreies Medium zur Proliferation der Zellen zu benutzen und stattdessen Wachstums-
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faktoren in definierten Konzentrationen hinzuzufiigen. Bruckner et al. konnten zeigen, dass die
Kultur primérer Chondrozyten aus dem Sternum von Hithnerembryonen in serumfreiem Medium
zu einer Aufrechterhaltung des Phinotyps und zu vitalen Zellen fiihrte [20]. Die Zugabe von
Wachstumsfaktoren wie IGF-I fiihrte zu einer deutlich erhohten Proliferation von Chondrozyten,
verglichen mit serumfreiem Medium allein [147].

Eine weitere wichtige Voraussetzung fiir eine gute Knorpelheilung ist die gute Integration des
implantierten Gewebes in den umliegenden Knorpel. Ein Hauptbestandteil der EZM, die
Proteoglykane, sind negativ geladene Proteine und erschweren somit die Anheftung der Zellen
an ihrer Oberfliche [148]. Wichtig ist auBerdem die Einheilung an den darunterliegenden
Knochen. Den Knochen penetrierende Mallnahmen sollen dazu fiihren, dass mesenchymale
Stammzellen in den Defekt vordringen und somit zur Defektheilung beitragen. Die Ausbildung
einer intakten und regelméfBigen Oberfliche ist eines der wesentlichen Ziele, da diese dem
Verlust von weiterem Knorpelgewebe vorbeugt.

Mit Hilfe von Wachstumsfaktoren konnte die Moglichkeit bestehen, den differenzierten
Phénotyp von autologen Chondrozyten fiir die ACT zu stabilisieren. Eine im Rahmen dieser
Arbeit veroffentlichte Studie konnte zeigen, dass IGF-1 in der Lage ist Dedifferenzierungs-
prozesse im Rahmen der Proliferation der Chondrozyten in vitro zu verzégern. Durch Bindung
an seinen Rezeptor aktiviert IGF-I die Signalkette der MAPK. Es kommt zu einer Aktivierung
von Erk 1/2, welches in Assoziation mit dem chondrogenen Transkriptionsfaktor Sox9 steht. Auf
diese Weise ist IGF-I in der Lage das chondrogene Potential der Zellen wihrend der in vitro
Phase zu verldngern. In Monolayer-Kultur bereits phénotypisch dedifferenzierte Chondrozyten
waren somit in der Lage bis zur sechsten/siebten Passage nach Uberfithrung in die Massenkultur
zu redifferenzieren und knorpeltypische Eigenschaften wiederzuerlangen [77].

Es ware nutzlich diese Technik soweit zu verbessern, dass auch groRere und im Frihstadium der

Arthrose entstandene Knorpeldefekte behandelbar werden.
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2. FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

Arthrose ist die am weitesten verbreitete Gelenkerkrankung beim Menschen. Am héufigsten sind
die groflen, am stirksten belasteten Gelenke wie Knie- und Hiiftgelenk betroffen. Im Verlauf der
Arthrose weist der Knorpel Verdnderungen wie eine Verringerung der Zellzahl (leere
Knorpellakunen), Matrixverlust, Auffaserung und Aufweichung bestimmter Areale, Abrieb des
Knorpels und Osteophytenbildung auf, so dass schlieflich im Spitstadium der subchondrale
Knochen zu Tage tritt. Arthrose entsteht aus einem multifaktoriellen Geschehen.
Pradispositionen wie zunehmendes Alter, genetische Dispositionen fithren zu einem instabilen
Kollagennetzwerk. Bei Fehlbelastungen geraten die Chondrozyten in mechanischen Stress und
reagieren mit der Produktion von Entziindungsmediatoren [44]. Von Synovialzellen,
Makrophagen und Chondrozyten freigesetzte Zytokine wie TNF-oo und IL-1f spielen eine
Schliisselrolle in der Pathogenese der Arthrose [41]. Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a
und IL-1P bewirken ein Absinken der Synthese von knorpelspezifischen Matrixproteinen wie
Kollagen Typ II und Aggrekan [149]. AuBerdem steigern sie die Synthese proinflammatorischer
Enzyme wie Cyclooxygenase-2 (COX-2) und matrixabbauender Enzyme, die zur Familie der
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) gehoren [52]. In arthrotischem Knorpel wird durch Zytokine
die Sekretion zahlreicher MMPs (zum Beispiel MMP-1, -3, -8, -9 und —13) induziert [150]. Die
COX-Produktion fiihrt zur Bildung von Prostaglandin-E2. Andererseits bilden die Zellen
vermehrt knorpelunspezifisches Kollagen (Typ I, III und V) [53]. Insgesamt entsteht also ein
Ungleichgewicht zwischen Matrixsynthese und —abbau [126].

Gelenkknorpelverletzungen heilen normalerweise nicht oder nur unter giinstigen Umsténden.
Traumatische Gelenkknorpelschidden fithren deshalb zu Funktionseinbuflen und miinden sehr oft
in Arthrose. Da der kiinstliche Gelenkersatz eine &@uflerst invasive und noch immer mit
Komplikationen verbundene Methode zur Wiederherstellung der Funktionalitdt des Gelenkes ist,
wird seit Jahrzehnten nach Alternativen geforscht. Verschiedene klinische und experimentelle
Versuche wurden unternommen, um die Heilung von Knorpeldefekten zu ermoglichen [151]. So
kommt seit einigen Jahren die Autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) zum Einsatz.
Hierbei werden dem Patienten Chondrozyten entnommen und auflerhalb des Korpers in vitro
vermehrt, um in den Gelenkknorpeldefekt eingefiillt zu werden [152]. Die in vitro vermehrten
Chondrozyten werden dann als Suspension in den Defekt eingefiillt und dieser mit einem
Periostlappen gedeckt. Diese Methode hat bisher gute Ergebnisse gezeigt [139], sie weist

allerdings Probleme auf. Wahrend der Expansionsphase der Chondrozyten in der Monolayer-
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Kultur kommt es zundchst zu phéanotypischen Verdnderungen der Zellen. Sie nehmen eine
fibroblastendhnliche Gestalt an. Im weiteren Verlauf wird die Produktion von typischen
extrazelluldren Matrixbestandteilen wie Kollagen Typ II auf die Produktion von Kollagen Typ I
umgestellt. Diese Dedifferenzierungsprozesse ergeben Zellen, die nicht in der Lage sind, einen
bestehenden Knorpeldefekt funktionell zu ersetzen. Sie haben ihr chondrogenes Potential
verloren.

Es muss also nach Mdglichkeiten gesucht werden, eine ausreichende Anzahl an Chondrozyten in
vitro zu gewinnen, das chondrogene Potential dieser Zellen aufrecht zu erhalten und somit
Material zu gewinnen, welches im Rahmen der ACT Knorpeldefekte adiquat und funktionell
decken kann. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Wachstumsfaktoren anabole Effekte auf die
Differenzierungskapazitit, das Wachstum und das Uberleben von Chondrozyten haben. TGF-f
wird in normalem hyalinem Gelenkknorpel exprimiert und reguliert die Zellproliferation und die
Produktion extrazellulirer Matrixbestandteile. IGF-I ist ein weiterer wichtiger anaboler
Wachstumsfaktor. Es ist bekannt, dass IGF-I in der Lage ist, Differenzierungsprozesse sowie die
Produktion von Matrixproteinen in vivo und in vitro zu stimulieren. Mit Hilfe von
Wachstumsfaktoren konnte demnach die Mdglichkeit bestehen, den differenzierten Phinotyp
von autologen Chondrozyten fiir die ACT zu stabilisieren. Derzeit ist ihre Anwendung jedoch

begrenzt auf die Behandlung kleinerer traumatisch entstandener Knorpeldefekte.

Deshalb sollten in dieser Arbeit folgende Fragen geklért werden:

l. Welchen Einfluss haben IGF-I und TGF-B1 auf das Redifferenzierungspotential von
dedifferenzierenden Chondrozyten?

2. Welchen Einfluss haben IGF-I und TGF-B1 auf den MAPKinase-Signaliibertragungsweg
in dedifferenzierenden Chondrozyten?

3. Interagieren IGF-I und TGF-B1 induzierte Signaliibertragungswege?

4. Besteht eine Knorpelbildung in einem dreidimensionalen Kulturmodell bei den

redifferenzierten Chondrozyten nach der Behandlung mit Wachstumsfaktoren?

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen konnten bei der Beurteilung helfen, ob eine
Wachstumsfaktortherapie niitzlich ist, um in vitro dedifferenzierende autologe Chondrozyten mit
hoherer Erfolgsrate zu redifferenzieren und in ihrem differenzierten Phénotyp zu stabilisieren.
Langfristig konnten die Ergebnisse also zur Verbesserung der Chondrozytenkultivierung in

Hinblick auf Arthrosetherapie und ACT genutzt werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Materialien
Zellkulturflaschen, Petrischalen, Multiwell-Platten, Einfriercups, Zellschaber stammen von der

Firma Nunc, Wiesbaden.

3.1.1. Reagenzien
DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium), Ham’s F-12 Medium, Hanks-Salz-Lésung, PBS
Dulbecco, FCS (fetales Kélberserum), Penicillin/Streptomycin (10000 U/ 10000 pg/ml), Ampho-
thericin B (250 pg/ml), essentielle Aminosduren (MEM Amino Acids), L-Glutamin (200 mM)
und Trypsin (Trypsin/ EDTA 0,05%/ 0,02% in PBS-Lésung) wurden von Biochrom, Berlin
hergestellt; Vitamin C (L-Ascorbic Acid, 25ug/ml) von Sigma, Miinchen. Firma Merck, Darm-
stadt, lieferte Glucose. Alginat, BSA und Kollagenase (Clostridium histolyticum, 0,15IU/mg)

stammen von Sigma, Miinchen; Pronase von Roche, Mannheim.

3.1.2. Chemikalien und Antikorper
Tris-Base, Tris-HCL, NaCl, Na,HPO,, KH,PO4, MgCl,, Glycin, 2-Mercapto-Ethanol stammen
von Sigma, Miinchen. SDS (Sodium Dodecyle Sulfate), Acrylamid, Nitrocellulose und Tween
20 lieferte Bio-Rad, Miinchen. Magermilchpulver (Skim Milk Powder) wurde von Fluka, Buchs,
hergestellt. Methanol, Ethanol, Aceton, DMSO (Dimethylsulfoxid), Methylenblau wurden von

Merck, Darmstadt, erwoben. Osmium, Epon und Uranylacetat/Bleicitrat stammen von Plano,

Marburg.
AntikSrper

Anti- Kollagen Typ II Chemicon, Hotheim

Anti- B;-Integrin Transduction, Lexington, USA
Anti- Erk 1/2 Transduction, Lexington, USA
Anti- Shc Transduction, Lexington, USA
Anti- MMP-9 R&D, Wiesbaden

Anti- MMP-13 R&D, Wiesbaden

Anti- Caspase-3 R&D, Wiesbaden

Anti- B-Aktin Sigma, Miinchen

Anti- CSPG Sigma, Miinchen
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Anti- COX-2 Cayman, Michigan, USA

Anti- Sox9 Acris, Hiddenhausen
Sheep anti- rabbit I[gG Chemicon, Temecula, USA
Sheep anti- mouse IgG Chemicon, Temecula, USA

Sekundire Antikorper GAR (Gold gekoppelt 10nm), Amersham, Braunschweig

Goat-anti-rabbit/or mouse-Fluorescein-Isothiocyanat, Dianova, Hamburg

Wachstumsfaktoren und Zytokine

Interleukin-1beta (IL-1) Strathmann, Hamburg
Insulin-like Growth Factor I (IGF-I) Pepro Tech, London, UK
Transforming Growth Factor beta (TGF-$1) Pepro Tech, London, UK

3.2. Methoden
3.2.1. Gewinnung und Isolierung der humanen Chondrozyten
Die untersuchten humanen Chondrozyten entstammen dem Hiiftgelenkskopf und wurden im
Rahmen des Gelenkersatzes operativ steril entnommen, in Transportmedium (Ham’s F-
12/DMEM) und auf Eis transportiert. Es folgten Spiilvorgéinge mit Hanks Salz-Losung. Die
Knorpelstiicke wurden zerkleinert (drei bis fiinf mm grof8e Stiickchen), Bindegewebe und
Knochensplitter sorgfiltig entfernt und erneut gespiilt. Es folgte der enzymatische Abbau:
Zunichst die Inkubation mit 1%iger Pronase fiir anderthalb bis zwei Stunden im Schiittel-
wasserbad bei 37°C und erneutes Spiilen. AnschlieBend wurde fiir anderthalb bis vier Stunden
mit Kollagenase (0,2%) inkubiert. Die entstandene Suspension wurde nun zwei mal durch einen
Polyamid-Gazefilter PA100/31 filtriert und anschlieBend bei 1000-1200 U/min fiinf Minuten im
Rundréhrchen zentrifugiert. Das enstandene Zellpellet wurde nach wiederholtem Spiilen,
nochmaliger Zentrifugation und Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer Zahlkammer in zwei

bis 2,5%iges Alginat liberfiihrt.

3.2.1.1.Alginat-Kultur
Das 2,5%ige Alginat wurde zunéchst in 0,15 M NaCl ein bis zwei Stunden auf einer Riihrplatte
geriihrt, um im Anschluss steril filtriert zu werden. Das zuvor gewonnene Zellpellet wurde
eingeriihrt und allméhlich tropfenférmig in eine 100 mM CaCl, gegeben. Hier polymerisierten
die Alginattropfchen. Nach Spiilen mit Wachstumsmedium (Ham’F-12/ DMEM) erfolgte die
Kultivierung im Brutschrank bei 37°C und fiinf Prozent CO,. Die nach ein paar Tagen aus dem

Zentrum des Alginats emigrierten Zellen [153] wiesen den typischen Phéanotyp von
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Chondrozyten auf, das heit runde bis ovale Zellen, und sie produzierten, wie in
vorangegangenen Studien bereits nachgewiesen werden konnte, das knorpelspezifische
Matrixprotein Kollagen Typ II [25,78]. Keine der Zellen erschien fibroblastendhnlich, weder
morphologisch noch aus molekularbiologischer Sicht, da sie kein fiir Fibroblasten typisches
Matrixprotein Kollagen Typ [ produzierten [25,78]. Man kann die Alginat-Kultur als
Filterstation betrachten, die eine reine Chondrozytenkultur liefert, da fibroblastendhnliche Zellen
im Alginat nicht iiberleben [154]. Sie bietet den primédren Chondrozyten auBerdem
dreidimensionale Kulturbedingungen, dhnlich der Situation in vivo. Desweiteren stellt sie ein

Reservoir primédrer Zellen dar, die monatelang verfligbar sind.

3.2.1.2. Chondrozyten in Monolayer-Kultur
Die aus dem Alginat emigrierten Chondrozyten adhdrierten an der Oberfliche der
Zellkulturflaschen und bildeten einen Monolayer aus [153]. Nach Erreichen der Konfluenz
wurden die Chondrozyten durch Trypsin abgeldst und in neuen Passagen weiter vermehrt oder
fiir andere Untersuchungen in Massenkultur tiberfiihrt. Die Kulturbedingungen beinhalteten eine

Begasung mit 5% CO; und eine Temperatur von 37°C.

3.2.1.3. Massenkultur
Zum Anlegen einer Massenkultur bendtigt man eine sterile Drahtbriicke mit einem sterilen Filter.
Beides wurde in eine mittlere Petrischale platziert. AnschlieBend wurde ein 10 pl groBes
Zellpellet aus humanen emigrierten Chondrozyten (1 x 10%ml) auf den Filter an einer Medium-
Luft Grenze gesetzt. Die hohe Zelldichte bietet dabei den Zellen die Mdglichkeit intensive Zell-
Zell-Kontakte und somit in vivo dhnliche organoide Strukturen auszubilden. Das Kulturmedium

wurde alle drei Tage gewechselt. Die Massenkultur wurde fiir sieben Tage im Brutschrank bei

37°C und 5% CO; kultiviert.

3.2.2. Stimulation der Chondrozyten in Monolayer-Kultur
Die Chondrozyten in Monolayer wurden zundchst auf serumfreien Medium (0,5%) umgestellt.
Hierzu erfolgte dreimaliges spiilen mit 0,5%igem Medium und eine Inkubation fiir eine halbe
Stunde im Brutschrank. Die Zellen wurden zundchst mit IL-1p (10 ng/ml) fiir 24 Stunden
vorstimuliert, gefolgt von der Ko-Behandlung mit IL-1f (10 ng/ml) und IGF-I (100 ng/ml) oder
TGF-B1 (100 ng/ml) fiir weitere 48 Stunden. Auch hier wurde das Medium alle 24 Stunden
gewechselt. Ein weiterer Ansatz war die kombinierte Inkubation nach 24 Stunden mit IGF-I und

TGF-B1 fiir weitere 48 Stunden in unterschiedlichen Konzentrationen (1, 10, 100 ng/ml). Die
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Chondrozyten wurden nach 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 und 72 Stunden entnommen und fiir
Westernblot Analyse, Elektronenmikroskopie, Immunelektronenmikroskopie und Immunfloures-

zenz prapariert.

3.2.2.1. Stimulation der Chondrozyten mit Interleukin-1p (IL-1B)
In einem ersten Versuch wurden die emigrierten Chondrozyten in Monolayer zundchst drei mal
mit serumfreien Medium (0,5%) gespiilt und erneut fiir eine halbe Stunde in den Brutschrank
gestellt. Es folgte die Stimulation der Zellen mit IL-1B (10 ng/ml) fiir 72 Stunden. Das
Stimulationsmedium wurde alle 24 Stunden gewechselt und die Zellen wurden nach 4, 8, 12, 24,

36, 48, 60 und 72 Stunden entnommen.

3.2.2.2. Stimulation der Chondrozyten mit Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I) oder
Transforming Growth Factor betal (TGF-B1)

Im zweiten Versuch wurden die emigrierten Chondrozyten in Monolayer zunédchst drei mal mit

serumfreien Medium (0,5%) gespiilt und erneut fiir eine halbe Stunde in den Brutschrank

gestellt. Es folgte die Vorstimulation der Zellen mit IL-18 (10 ng/ml) fiir 24 Stunden und im

Anschluss die Ko-Behandlung mit IL-1p (10 ng/ml) und IGF-I (100 ng/ml) oder TGF-B1 (100

ng/ml) fiir weitere 48 Stunden. Auch hier wurde das Medium alle 24 Stunden gewechselt.

3.2.2.3. Stimulation der Chondrozyten mit IGF-I und TGF-B1 in Kombination
In einem dritten Versuch wurden die emigrierten Chondrozyten fiir 24 Stunden mit IL-1f (10
ng/ml) vorstimuliert gefolgt von der Ko-Behandlung mit IL-1p und IGF-I und TGF-1 fiir

weitere 48 Stunden in unterschiedlichen Konzentrationen (1, 10, 100 ng/ml).

3.2.3. Stimulation der Chondrozyten in Massenkultur
In einem weiteren Versuch wurde der isolierte Effekt von IGF-I oder TGF-B1 und der
kombinierte Effekt von IGF-1 und TGF-B1 auf das Redifferenzierungsverhalten von emigrierten
Chondrozyten in einem dreidimensionalen Modell (Massenkultur, mit der wir gute Erfahrung
haben) gepriift. Die Zellen wurden in Monolayer-Kultur geziichtet und mit Wachstumsfaktoren
ko-stimuliert und nach einer Inkubationszeit von 0, 12, 24 und 48 Stunden fiir weitere sieben
Tage in Massenkulturen tliberfiihrt. Fiir die Redifferenzierung im 3D-System wurde die Massen-
kultur ausgewdhlt, weil sie die Verhiltnisse der Chondrogenese in vitro nachstellt [24].

AuBerdem hat sie sich in Vorversuchen zur Redifferenzierung von dedifferenzierten Chondro-
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zyten bereits bewdhrt [25]. Fiir die Versuche wurden die Monolayer-Kulturen 24 Stunden mit
IL-1pB vorstimuliert, um anschlieBend mit IL-1f3 und TGF-B1 (100 ng/ml) oder IGF-I (100 ng/ml)
oder kombiniert (je 10 ng/ml) fiir 24 Stunden ko-stimuliert zu werden. Diese kurze Stimulation
reicht vermutlich aus, da durch exogene Gabe von bestimmten Wachstumsfaktoren wie TGF-f3
deren endogene Synthese angeregt werden kann [155].

Am siebten Kulturtag wurden die Massenkulturen entnommen und fiir die immunhistochemische
(Immunfluoreszenzmikroskopie), immunchemische (Westernblot) oder (immun-) elektronen-
mikroskopische Untersuchung vorbereitet. Diese Methoden sind ausfiihrlich bei Shakibaei et al.,

[62,74] und Schulze-Tanzil et al., [25,78] beschrieben.

3.2.4. Westernblot Analyse

Nach der Entnahme der Zellen aus dem Brutschrank, wurden diese zundchst mit HANKS gespiilt
und im Anschluss mit Lysismix versetzt (Lysispuffer, PMSF und Pepstatin) und auf Eis fiir 30
Minuten inkubiert, wobei nach 15 Minuten mit einer Pipette homogenisiert wurde. AnschlieBend
wurde das Lysat in ein Eppendorf-Tube iiberfiihrt und 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der
entstande-ne Uberstand wurde nun in ein neues Tube iiberfiihrt und bei -80°C eingefroren. Das
Pellet wurde verworfen. Es schloss sich die Bestimmung der Proteinkonzentrationen, das
Reduzieren und Einstellen der Proben an.

Die Proteinproben wurden anschlieend auf fiinf bis zwolf prozentigen SDS-Polyacrylamidgelen
und einem 4%;igen Sammelgel unter 80 beziehungsweise 120 Volt elektrophoretisch aufgetrennt.
Es folgte der Transfer der Proben auf eine Nitrocellulose-Membran mittels Transblot-
Elektrophorese-Apparatur (Bio-Rad, Miinchen) fiir eine Stunde bei 120 Volt. Zum Blocken
unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen im Anschluss fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur in Blocking Puffer (Skim milk mit 1% Tween 20) iiberfiihrt und {iber Nacht bei
4°C mit dem Primédrantikdrper inkubiert. Am néchsten Tag wurde der Primédrantikérper durch
dreimaliges Spiilen mit Blocking Puffer entfernt und die Membranen fiir eine Stunde auf einem
Schiittler mit dem Sekundar-antikorper inkubiert. Dieser wurde durch dreifaches Spiilen mit
Trispuffer entfernt. Es folgte der Nachweis der spezifischen Bindungen durch Zugabe von

BCIP/NBT Solution als Entwickler in abgedunkelter Umgebung.

3.2.5. Densitometrie
Die semiquantitative Auswertung der Ergebnisse des Immunoblottings erfolgte iiber die
Densitometrie mittels Computer durch Ausmessung der Intensitit der durch die Antikorper

markierten Proteinbanden (Quantity one, Bio-Rad Laboratories Inc. CA, USA).
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3.2.6. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
Die gespiilten Zellen wurden fiir 30 Minuten mit Karnovsy bedeckt, anschlieBend mit einem
sterilen Zellschaber abgeldst und bei 5000 Umdrehungen fiir circa 5 Minuten zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde nun mit einer 1% igen Osmium-(OsO4)Losung in Phosphatpuffer fixiert und
danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Es folgte die Einbettung in Epon und das
Schneiden mit dem Ultramikrotom Ultracut E (Reichert, Heidelberg). Die Schnitte wurden mit
2%igem Uranylacetat nachkontrastiert und schlieBlich mit dem Zeiss EM 10

Transmissionselektronenmikroskop untersucht.

3.2.7. Immunelektronenmikroskopie
Die entnommenen Zellen wurden zwei mal circa drei Minuten mit PBS gespiilt, um anschlieend
fiir 30 Minuten mit jeweils vier Milliliter Parafomaldehyd 3%/ Glutaraldehyd 0,25% bedeckt zu
werden. Ein steriler Zellschaber wurde benutzt, um die Zellen abzuschaben. Mit einer Pipette
wurden die fixierten Zellen in Eppendorfcups iiberfiihrt. Nun wurden die Cups fiir circa fiinf
Minuten bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert. Einem erneuten Spiilvorgang mit PBS schloss
sich die Suspension der Proben in etwa 200 Mikroliter PBS an. Diese wurde abermals
zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellpellets in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwidssert. Zur Einbettung der Proben bediente man sich zunidchst eines Gemisches aus LR
White und Ethanol im Verhéltnis 50 zu 50, welches nach einem Tag und zweifachem Wechseln
durch pures LR White ersetzt wurde. Zur entgiiltigen Einbettung wurden die Pellets in
Spezialcups iiberfiihrt (auf Eis) und nun LR White mit Zusatz eines Acclerators hinzugegeben.
Die polymerisierten Proben wurden iiber Nacht im Gefrierschrank gelagert und am nichsten Tag
aus den Cups befreit, getrocknet und anschlieend ultradiinn geschnitten. Folgende weitere
Prozesse schlossen sich an: (1) 1% BSA bei Raumtemperatur (RT) fiir 30 Minuten; (2) testiku-
lare Chondroitinase (5000 U/ml) fiir 5 Minuten bei RT zum Freilegen von Epitopen; (3) PBS/1%
BSA/0,5% Tween20 5 Minuten bei RT; (4) Primirer Antikorper (1:50 in PBS/1% BSA/0,5%
Tween 20) iiber Nacht bei 4°C; (5) PBS/BSA/Tween for 5 Minuten bei RT; (6) sekundirer
Antikorper mit goat anti-rabbit Immunoglobulin mit 10 nm Gold Partikeln (1:50 fiir 30 Minuten)
konjugiert bei RT; (7) nach Spiilen fiir 5 Minuten bei RT; (8) Kontrastieren mit 1% tannic acid
fiir 20 Minuten bei RT, mit OsO4 fir 10 min und mit 2% Uranylacetat fiir 30 Minuten.
SchlieBlich wurden die Schnitte gespiilt unter dem TEM 10 Transmissionelektronenmikroskop

(Zeiss, Germany) untersucht.
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3.2.8. Immunfloureszenz
Die entnommen Zellen wurden zundchst dreimal mit Phosphatpuffer (PBS) gespiilt, im
Anschluss fiir ca. 20 bis 30 Minuten in Methanol fixiert und erneut gespiilt. Wihrend des
Blockens unspezifischer Bindungen mit einprozentigem Bovinen Serumalbumin (BSA) zur
Vermeidung von storendem Hintergrund wurde der primidre Antikorper vorbereitet. Die
Verdiinnung betrug entweder eins zu dreillig oder eins zu fiinfzig. Es wurde tiber Nacht und bei
4°C inkubiert. Am ndchsten Tag wurde zundchst drei mal mit PBS gespiilt, anschlieBend der
sekundire Antikorper (FITC) eins zu fiinfzig verdiinnt und fiir 60 Minuten im Dunklen inkubiert.
Nach dreimaligem Spiilen mit PBS konnten die Objekttrager eingedeckelt und mikroskopiert

werden.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Kultivierung der Chondrozyten in Monolayer-Kultur
4.1.1. Lichtmikroskopie
Die Kultivierung von Chondrozyten in der Monolayer-Kultur ist eine gingige Methode, um
Chondrozyten in vitro zu ziichten. Ahnlich primiren Chondrozyten, inderten aus dem Alginat
emigrierte Zellen wéhrend der Monolayer-Kultur zeitabhidngig ihren Phénotyp: Frisch aus den
Alginatkiigelchen emigrierte Chondrozyten zeigten einen typischen runden, gedrungenen
chondrogenen Phinotyp (Abb. 1A). Nach einigen Stunden begannen die Zellen auf dem Boden
der Zellkulturflasche zu adhirieren (Abb. 1B). Damit einhergehend flachten sie ab, streckten sich
und bildeten zytoplasmatische Fortsdtze aus. Im weiteren Verlauf der Monolayer-Kultur suchten
die Zellen aktiv iiber ihre zytoplasmatischen Fortsdtze Kontakt zu anderen Chondrozyten in der
Kultur (Abb. 1B,C). Nach 72 Stunden in Monolayer-Kultur kam es zu einer deutlichen
Proliferation der Chondrozyten, die zu einem Uberwuchern der Zellen fiihrte (Abb. 1 D). Die
Zellmorphologie zeigte vermehrt spindelformige Chondrozyten mit weitreichenden
zytoplasmatischen Fortsdtzen und einer mehr und mehr fibroblastendhnlichen Morphologie

(Abb. 1D).
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Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Oh,
24h, 48h und 72h. A-D: 200x; Bars = 25 pm

4.1.2. FElektronenmikroskopie
In elektronenmikroskopischen Aufnahmen stellten sich humane aus dem Alginat emigrierte
Chondrozyten in Monolayer-Kultur folgendermafien dar (Abb.2):
Frisch adhérierte Zellen zeigten einen kompakten und gedrungenen Zellkdrper mit zahlreichen
Mikrovilli auf der Zelloberfldche, welche der Oberflichenvergroerung und somit dem regen
Austausch von Stoffen wie auch der interzelluliren Kommunikation dienen (Abb. 2A). Im

Zytoplasma der Chondrozyten waren zahlreiche Mitochondrien mit strukturierten Christae, viel
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raues Endoplasmatisches Retikulum (rER), Golgi-Apparate sowie riesige Zellkerne mit groflen
Nukleoli und einem dominierenden Anteil an Euchromatin nachweisbar. Weiterhin waren viele
Endo- und Exozytosevesikel erkennbar, welche mit Clathrin ausgekleidet sind und speziell der
Exozytose dienen. Dies Alles weist auf einen hochaktiven Stoffwechsel hin wie man ihn nur bei
vitalen und produktiven Zellen findet.

Im weiteren Verlauf der Kultivierung der emigrierten Chondrozyten in Monolayer-Kultur konnte
elektronenmikroskopisch die Verdnderung der chondrogenen Zellmorphologie hin zu
langgestreckten, spindelformigen, fibroblastendhnlichen Zellen deutlich beobachtet werden
(Abb. 2D). Die Zellen blieben jedoch &uBerst stoffwechselaktiv und wiesen die oben
beschriebenen Zellorganellen und deutliche Mengen an Euchromatin auf.

Sobald die emigrierten Chondrozyten adhériert waren, bildeten sie extrazelluldre Matrixproteine,
die sich als feiner perizellulirer ~Saum  darstellten. Anhand von  immun-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen lie sich nachweisen, dass es sich hierbei um

Kollagen Typ II und knorpelspezifische Proteoglykane handelte (kein Bild).

0h Kontrolle 24h Kontrolle 48h Kontrolle 72h Kontrolle

Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach
Oh, 24h, 48h und 72h. A-D: 5000x; Bars = 1 pm

4.2. Wirkung von IL-1p auf emigrierte Chondrozyten in Monolayer-Kultur
4.2.1. FElektronenmikroskopie
Die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1f (IL-1B) und Tumor Necrosis Factor-a (TNF-
o) spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung knorpeldegenerativer Erkrankungen wie zum
Beispiel der Arthrose. Daher wurden zunéchst die Auswirkungen von IL-1p, als Vertreter der
proinflammatorischen Zytokine im Knorpel, auf emigrierte Chondrozyten in Monolayer-Kultur

untersucht. Dabei wurden die Chondrozyten 72 Stunden mit 10 ng/ml IL-1f stimuliert und nach
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4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 und 72 Stunden zunichst auf ultrastrukturelle Verdnderungen mittels
Elektronenmikroskopie untersucht (Abb. 3).

Bei nicht mit IL-1B stimulierten Chondrozyten (Positivkontrolle) wurde der typische
chondrogene Phinotyp beobachtet: Polygonale Zellen mit zahlreichen Mikrovilli, einem
euchromatinreichen Zellkern und einem feinen perizelluliren Saum extrazelluldrer
Matrixproteine (Abb. 3A).

Bereits nach einer vierstiindigen Stimulation mit IL-1p traten erste phénotypische
Verdnderungen an den Chondrozyten auf: Die Zellen rundeten sich zunehmend ab und wiesen,
zwar noch groBtenteils sichtbare, aber deutlich verdnderte Zellorganellen auf. Die Mitochondrien
schwollen an, die klare Christaestruktur wirkte angegriffen und im Zellkern reicherte sich
vermehrt Heterochromatin an (Abb. 3B). Nach zwolfstiindiger IL-1B-Stimulation waren die
meisten Zellen deutlich abgerundet. Das rER war deutlich angeschwollen und wies keine
regelméBigen Zysternen mehr auf. Die geschwollenen, stark aufgehellten Mitochondrien hoben
sich nun deutlich vom dunklen Zytoplasma ab (Abb. 3D; Inset). Diese Hyperaktivitidt der
Mitochondrien und des rER konnten auch nach 24h mit IL-1B-Stimulation beobachtet werden,
gleichzeitig wurden nun aber degenerative Verdanderungen deutlich (Abb. 3E; Inset). Die
Mitochondrien rundeten sich weiter ab und ihre Christaestruktur veridnderte sich dahingehend,
dass viele gebrochene Christac sichtbar wurden. Desweiteren stieg der Anteil des
Heterochromatins im Zellkern nun deutlich an, die Anzahl der Mikrovilli auf der Zellmembran
reduzierte sich und die Golgi-Apparate streckten sich. Nach 36-stiindiger Inkubation mit IL-1f3
zeigten sich liberwiegend kleine, deutlich abgerundete Zellen, die erste Anzeichen einer
beginnenden Apoptose in Form von Apoptosekorperchen (,,apoptotic bodies*) aufwiesen (Abb.
3F). Die degenerativen Prozesse verstirkten sich weiter und filihrten zu einer kontinuierlichen
Zunahme apoptotischer Prozesse nach 48 Stunden (Abb. 3G). Das Bild wurde nun von vermehrt
auftretenden zytoplasmatischen Vesikeln, sich vom Zytoplasma I6sender Zellkerne und lysierten
Zellen dominiert. Nach 60-stiindiger Stimulation mit IL-1 waren keine intakten Mitochondrien
mehr sichtbar, die Christaestrukturen waren vollstindig zerstdrt. Im Gesamtbild waren
verschiedene Stadien der spiten Apoptose erkennbar. Besonders auffillig war die Zunahme
zytoplasmatischer Vesikel und lysierter Zellen (Abb. 3H). Nach 72 Stunden IL-1B-Stimulation
iiberwog die Zahl lysierter Zellen. Strukturell noch intakte Zellen wiesen alle Anzeichen einer
fortgeschrittenen Apoptose auf und standen somit kurz vor der Lyse oder unterlagen diesem

Prozess bereits (Abb. 3I).
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Die Zellen wurden folgendermallen stimuliert:

Oh 4h 8h 12h 24h 36h 48h 60h 72h

Kontrolle

60h IL-1B

36h IL-1B

48h IL-1B

Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach
Stimulation mit IL-1pB (10 ng/ml) fiir 72h. Insets zeigen geschwollene Mitochondrien (D,E Pfeile).
A-I: 5000x; Bars = 1 um

4.2.2. Westernblot Analyse

Zusitzlich zu den im Elektronenmikroskop gefundenen morphologischen Verdanderungen in den
IL-1B-stimulierten Chondrozyten wurden Westernblot Analysen durchgefiihrt. Ziel dieser
Untersuchungen war es, auch auf Proteinebene mogliche Verdnderungen in den Chondrozyten
durch IL-1B-Stimulation zu untersuchen. Die emigrierten Chondrozyten wurden, wie oben
beschrieben, 72 Stunden mit 10 ng/ml IL-1p stimuliert und nach 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 und 72
Stunden Proben entnommen. Zunichst wurden extrazelluldre Matrixproteine (Kollagen Typ 11
und knorpelspezifische Proteoglykane), der Adhidsions- und Signaliibertragungsrezeptor [3;-
Integrin, das Adaptorprotein Shc (src homology Protein), Erk 1/2 (extracelluar regulated kinase
1/2) und der chondrogene Transkriptionsfaktor Sox9 untersucht.

Die Ergebnisse zeigten eine deutliche, zeitabhdngige Abnahme der Produktion der beiden
wichtigen EZM-Bestandteile, Kollagen Typ II und knorpelspezifische Proteoglykane, durch
Stimulation mit IL-1B. Nach 24-stiindiger IL-1p-Stimulation war eine Abnahme sowohl der
Kollagen Typ II-Produktion (Abb. 4A) wie auch der Produktion knorpelspezifischer
Proteoglykane (Abb. 4B) sichtbar, die nach 48-stiindiger IL-1B-Stimulation noch deutlicher
wurde. Die Stimulation mit IL-18 iiber 72 Stunden fiihrte zu einem drastischen Riickgang
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sowohl der Kollagen Typ II-Produktion wie auch der Produktion knorpelspezifischer
Proteoglykane. Die densitometrischen Auswertungen der in dreifacher Form angefertigten

Westernblots bestétigten dies (Abb. 4). Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb

unbeeinflusst.
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Abb. 4: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Stimulation mit
IL-1PB (10 ng/ml) fiir 72h; deutliche Abnahme der Expression von Kollagen Typ II (A) und knorpelspezifischen
Proteoglykanen (B); bei Proteoglykanen wurden exemplarisch die unteren zwei Banden gemessen (B).

Die Gruppe der Integrine vermitteln Zell-Matrix- und Zell-Zell-Signale und spielen somit bei der
Adhision als auch der intrazelluldren Signaliibertragung eine wichtige Rolle. Sie stellen auch im
Knorpel die wichtigsten Transmembranrezeptoren zur Interaktion der Chondrozyten mit ihrer sie
umgebenden EZM und mit benachbarten Zellen dar. Nach wie oben beschriebener IL-13
Stimulation der Chondrozyten kam es zu einer deutlichen Abnahme der Expression von f3;-
Integrin (Abb. 5A). Die densitometrische Auswertung zeigte, dass die [;-Integrin-Abnahme
bereits nach vierstiindiger IL-1B-Stimulation signifikant war (Abb. 5A). Die kontinuierliche
Abnahme der B;-Integrin-Konzentration flihrte nach 72-stiindiger Stimulation mit IL-1B dazu,
dass die B;-Integrin-Menge um das zehnfache reduziert war. Die Synthese des House-keeping

Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst (Abb. 5A).

Das Adaptorprotein Shc spielt eine wichtige Rolle als intrazelluldrer Signalvermittler und steht
am Anfang verschiedener Signalkaskaden unter anderem auch des MAPKinase

Signaliibertragungsweges. Nach wie oben beschriebener IL-1B-Stimulation der Chondrozyten
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kam es zu einer deutlichen Abnahme der Shc-Expression (Abb. 5B). Die densitometrische
Auswertung zeigte, dass die Abnahme der Shc-Expression bereits nach 24-stiindiger IL-1p3-
Stimulation signifikant war (Abb. 5B). Die kontinuierliche Abnahme der Shc-Expression fiihrte
nach 72-stiindiger IL-1B-Stimulation dazu, dass die Expression von Shc um das siebenfache

reduziert war. Die Synthese des House-keeping Proteins f-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 5: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Stimulation mit
IL-1PB (10 ng/ml) fiir 72h; deutliche Abnahme der Expression von 3;-Integrin (A) und Shc (B).

Eine Signaliibertragungskaskade, welche besonders bei der Chondrogenese eine wichtige Rolle
spielt, ist der MAPKinase Signaliibertragungsweg. Wichtigster Vertreter, um eine Aktivierung
dieses Signaliibertragungsweges zu untersuchen, ist Erk 1/2 (extracellular regulated kinase 1 und
2). Nach wie oben ausfiihrlich beschriebener zeitabhdngiger Stimulation der Chondrozyten mit
IL-1B konnte eine deutliche Abnahme aktivierter Erk 1/2 beobachtet werden (Abb. 6A). Bereits
nach 24-stlindiger Stimulation mit IL-1f kam es zu einer signifikanten Abnahme aktivierter Erk
1/2, wobei hier die Isoform mit 42 kD (Erk 2) stirker betroffen war als die 44 kD Isoform. Nach
72 Stunden Stimulation mit IL-1f war nur noch eine minimale Bande im Westernblot
nachweisbar. Die densitometrische Analyse bestdtigte diesen Befund. Die Synthese des House-

keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.

Den wichtigsten chondrogenen Transkriptionsfaktor stellt Sox9 dar. Eine Aktivierung von Sox9
im Zytoplasma fiihrt zu einer Translokation in den Zellkern und somit zu einer Aktivierung
besonders fiir die Chondrogenese wichtiger Gene, wie zum Beispiel zur Genexpression des
Kollagen Typ II Genes. Nach wie oben beschriebener IL-1B-Stimulation wurde eine deutliche,

zeitabhidngig abnehmende Konzentration von Sox9 gemessen (Abb. 6B). Die Sox9-Abnahme
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war bereits nach vierstiindiger Stimulation mit IL-1p erkennbar. Eine signifikante Abnahme auf
weniger als die Hilfte konnte nach 24 Stunden beobachtet werden. Am Ende der 72-stiindigen
Stimulation mit IL-1B war nur noch ein zwanzigstel der urspriinglichen Konzentration
vorhanden. Die densitometrische Analyse bestitigte diesen Befund. Die Synthese des House-

keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 6: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Stimulation mit IL--
1B (10 ng/ml) fiir 72h; deutliche Abnahme der Expression von Erk 1/2 (A) und Sox9 (B).

Da Anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen deutliche Apoptosemerkmale in den mit
IL-1B-stimulierten Zellen beobachtet werden konnten, wurden mittels Westernblot Analyse
Konzentrationsverdnderungen wichtiger mit degenerativen und apoptotischen Prozessen
assoziierte Proteine untersucht. Wichtige, die Apoptose vermittelnde Enzyme stellt die Gruppe
der Caspasen, besonders Caspase-3, dar. Nach wie oben beschriebener 1L-1B-Stimulation wurde
eine deutliche, zeitabhingige Zunahme aktivierter Caspase-3 gemessen (Abb. 7). Diese Zunahme
war am stirksten nach 60-stiindiger Inkubation mit IL-18 und nahm dann wieder leicht ab. Die
densitometrische Analyse der in dreifacher Form angefertigten Westernblots bestétigte diesen

Befund. Die Synthese des House-keeping Proteins -Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 7: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Stimulation mit
IL-1P (10 ng/ml) fiir 72h; deutliche Zunahme der Expression von aktivierter Caspase-3.

Eine wichtige Rolle bei knorpelapoptotischen und degenerativen Prozessen spielen aulerdem die
Matrix-abbauenden Matrixmetalloproteinasen (MMPs). Nach wie oben beschriebener
Stimulation mit IL-1p wurde eine deutliche, zeitabhdngige Zunahme von MMP-9 (Gelatinase B)
und MMP-13 (Kollagenase 3) gemessen (Abb. 8A,B). Bereits nach vierstiindiger IL-1B-
Stimulation kam es bet MMP-9 zu einem signifikanten Konzentrationsanstieg um das Doppelte
(Abb. 8A). Nach 36-stiindiger Stimulation konnte eine weitere deutliche Zunahme von MMP-9
vermerkt werden. Diese blieb bis zum Ende der 72-stiindigen Inkubationszeit erhalten. In
unstimulierten Chondrozyten konnte bereits eine geringfiigige MMP-13-Konzentration
nachgewiesen werden (Abb. 8B). Allerdings kam es auch bei diesem Protein zu einer
signifikanten Konzentrationszunahme nach 36-stiindiger IL-1B-Stimulation. Die deutlichste
Bande, und somit die stirkste Konzentrationszunahme, wurde nach 72-stiindiger IL-1j3-
Stimulation beobachtet. Die densitometrische Analyse der in dreifacher Form angefertigten
Westernblots bestdtigte diese Befunde sowohl fiir MMP-9 als auch fiir MMP-13. Die Synthese
des House-keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.

Im Rahmen arthrotisch degenerativer Prozesse kommt es weiterhin zu Entziindungsprozessen
(Inflammation). Ein wichtiges proinflammatorisches Enzym ist die Cyclooxygenase-2 (COX-2).
Nach wie oben beschriebener Stimulation der Chondrozyten mit IL-1p wurde eine deutliche,
zeitabhdngige Zunahme der Expression von COX-2 gemessen (Abb. 8C). Diese stieg
kontinuierlich bereits nach vierstiindiger IL-1B-Stimulation an und erreichte eine maximale

Konzentration nach 72-stiindiger Stimulation mit IL-1B. Die densitometrische Analyse der in
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dreifacher Form angefertigten Westernblots bestétigte diesen Befund. Die Synthese des House-

keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 8: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Stimulation mit
IL-1PB (10 ng/ml) fiir 72h; deutliche Zunahme der Expression von MMP-9 (A), MMP-13 (B) und COX-2 (C).
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4.3. Wirkung von Wachstumsfaktoren auf mit IL-1p stimulierte Chondrozyten in
Monolayer-Kultur
4.3.1. Behandlung mit Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-I)
4.3.1.1. Elektronenmikroskopie

Um die Auswirkungen von Wachstumsfaktoren auf mit Interleukin-1B (IL-1p) vorstimulierte
emigrierte Chondrozyten in Monolayer-Kultur zu untersuchen, wurde zunéchst die Wirkung des
Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I) analysiert. Dafiir wurden emigrierte Chondrozyten in
Monolayer-Kultur zunéchst fiir 24 Stunden mit IL-1p (10 ng/ml) vorstimuliert. Danach erfolgte
eine gleichzeitige Stimulation (Ko-Stimulation) sowohl mit IL-1p (10 ng/ml) als auch mit IGF-I
(100 ng/ml) fiir weitere 48 Stunden (Abb. 9). Mittels Elektronenmikroskopie wurde auf
ultrastruktureller Ebene nach Verdnderungen gesucht.

Nicht mit IL-1B stimulierte Chondrozyten (Positivkontrolle) zeigten einen typischen
chondrogenen Phénotyp (kleine polygonale Zellen mit zahlreichen Mikrovilli, einem
euchromatinreichen Zellkern, zahlreiche Zellorganellen und einem feinen perizelluldren Saum
extrazelluldarer Matrixproteine) (Abb. 9A). In mit IL-1f stimulierten Chondrozyten zeigten sich
im zeitlichen Verlauf die bereits beschriebenen typischen phénotypischen Verdnderungen der
Chondrozyten: Die Zellen rundeten sich zunehmend ab, das rER schwoll ebenfalls zunehmend
an (Abb. 9B-E). Durch die Ko-Stimulation mit IGF-I dnderte sich dieses Bild: Bereits nach
zwolfstiindiger Behandlung mit IGF-I streckten sich die Chondrozyten wieder, bildeten
Mikrovilli aus und der Gehalt an Euchromatin im Zellkern nahm wieder deutlich zu (Abb. 9F).
Nach 24-stiindiger Ko-Stimulation mit IGF-I waren wieder vermehrt Zellorganellen sichtbar, die
deutliche Strukturen aufwiesen (Abb. 9G). Weiterhin waren lang gestreckte Mitochondrien, ein
gut ausgeprigtes rER, sowie liberwiegend Euchromatin im Zellkern sichtbar. Im perizelluldren
Raum waren nun wieder deutliche Matrixkomponenten sichtbar (Abb. 9G). Im weiteren Verlauf
der Ko-Stimulation streckten sich die Chondrozyten noch deutlicher und verloren alle
morphologischen Anzeichen einer beginnenden Apoptose (Abb. 9H). Nach 48-stiindiger Ko-
Stimulation zeigte sich ein morphologisch unauffilliges Bild gesunder vitaler Chondrozyten:
zahlreiche Mirkovilli auf der Zelloberfliche, viele Zell-Zell-Kontakte, ein Matrixsaum im
perizelluldren Raum, viele dunkle, liangliche Mitochondrien, rER und viele Golgi-Apparate

(Abb. 91)
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Die Zellen wurden folgendermallen behandelt:

IGF-1I (100 ng/ml)

v

Oh 12h 24h 36h 48h
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Abb. 9: Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach
Vorstimulation mit IL-1f fiir 24h; anschlieBend Ko-Stimulation mit IL-1p und IGF-I (100ng/ml) fiir weitere
48h. A-I: 5000x; Bars = 1 pm

4.3.1.2. Westernblot Analyse

Um die im Elektronenmikroskop gefundenen morphologischen Verdanderungen in den mit IL-13
und IGF-I ko-stimulierten Chondrozyten genauer zu untersuchen wurden Westernblot Analysen
durchgefiihrt. Ziel dieser Untersuchungen war es, anti-apoptotische Verdnderungen in den
Chondrozyten durch die Ko-Stimulation mit IGF-I auch auf Porteinebene zu untersuchen. Wie
bereits beschrieben, wurden die emigrierten Chondrozyten in Monolayer-Kultur zunichst fiir 24
Stunden mit IL-1B (10 ng/ml) vorstimuliert. Danach erfolgte eine gleichzeitige Stimulation (Ko-
Stimulation) sowohl mit IL-1f (10 ng/ml) als auch mit IGF-I (100 ng/ml) fiir weitere 48
Stunden. Untersucht wurde der Einfluss der IGF-I-Ko-Stimulation auf die Produktion von
Matrixkomponenten (Kollagen Typ II, knorpelspezifische Proteoglykane), dem Adhésions- und
Signaliibertragungsrezeptor f;-Integrin, dem Adaptorprotein Shc, Erk 1/2 und dem
knorpelspezifischen Transkriptionsfaktor Sox9.

Zunichst wurde der Effekt der Ko-Stimulation mit IGF-I auf die knorpeltypischen

extrazelluliren Matrixproteine Kollagen Typ II und Proteoglykane untersucht. Nach 24-
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stiindiger IL-1B-Behandlung nahm die Konzentration von Kollagen Typ II (Abb. 10A) und
knorpelspezifischer Proteoglykane (Abb. 10B) deutlich ab. Die Ko-Stimulation mit IGF-I fiihrte
zu einem gegenteiligen Effekt. Bereits nach 24-stiindiger Ko-Stimulation stieg der Gehalt an
Kollagen Typ II und knorpelspezifischer Proteoglykane wieder deutlich an (Abb. 10A,B). Dies
war besonders deutlich anhand der Kollagen Typ II-Konzentration zu beobachten: Im weiteren
Verlauf der Ko-Stimulation stieg die Konzentration von Kollagen Typ II sogar {iber den
Ausgangswert der unbehandelten Kultur an (Abb. 10A). Die densitometrische Auswertung der in
dreifacher Form angefertigten Westernblots bestdtigte dies. Die Synthese des House-keeping
Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 10: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1f (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1 und IGF-I fiir weitere 48h; deutlicher Anstieg der
Expression von Kollagen Typ II (A) und Proteoglykanen (B) nach Stimulation mit IGF-I; bei Proteoglykanen
wurden exemplarisch die unteren zwei Banden gemessen (B).

Die Interaktion zwischen den Proteinen der EZM und den Chondrozyten fithrt zu einer
Aktivierung intrinsischer Signaliibertragungswege, welche fiir das Uberleben der Chondrozyten
wichtig sind. Die Gruppe der Integrine spielen als eine der wichtigsten Transmembranrezeptoren
hierbei eine iiberaus wichtige Rolle. Wie bereits beschrieben wurden emigrierte Chondrozyten in
Monolayer-Kultur zunéchst fiir 24 Stunden mit IL-1f (10 ng/ml) vorstimuliert. Danach erfolgte
eine Ko-Stimulation sowohl mit IL-1f (10 ng/ml) als auch mit IGF-I (100 ng/ml) fiir weitere 48
Stunden. Die Vorstimulation mit IL-1p fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der f;-
Integrinrezeptoren (Abb.11A). Im Gegenteil hierzu bewirkte die Ko-Stimulation mit IGF-I einen

deutlichen Konzentrationsanstieg von [;-Integrin in den ko-stimulierten Chondrozyten. Die
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densitometrische Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots bestétigte diese
Beobachtungen nicht nur, sondern zeigte deutlich, dass der Konzentrationsanstieg der [3;-
Integrinrezeptoren sogar tiber dem Ausgangswert lag. Die Synthese des House-keeping Proteins
B-Aktin blieb unbeeinflusst.

Wie bereits oben beschrieben spielt das Adaptorprotein Shc eine wichtige Rolle als
intrazelluldrer Signalvermittler und steht am Anfang verschiedener Signalkaskaden unter
anderem auch des MAPKinase Signaliibertragungsweges. Nach wie oben beschriebener
Vorstimulation mit IL-1f gefolgt von einer IL-1B- und IGF-I-Ko-Stimulation der Chondrozyten
kam es zu einer deutlichen Zunahme der Shc-Expression (Abb. 11B). Die densitometrische
Auswertung zeigte, dass die Expression von Shc bereits nach 24-stiindiger Ko-Stimulation
wieder deutlich zunahm (Abb. 11B). Die Steigerung war kontinuierlich iiber den weiteren

Verlauf zu beobachten. Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 11: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1B (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1f und IGF-I fiir weitere 48h; deutlicher Anstieg der
Expression von f;-Integrin (A) und She (B) nach Ko-Stimulation mit IGF-I.

In vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass in Chondrozyten der IGF-I-Rezeptor
mit f;-Integrinen assoziiert und zu einer Aktivierung des MAPKinase Signaliibertagungsweges
fiihren kann [74]. Dieser wiederum fiihrt iiber eine Aktivierung des knorpelspezifischen
Transkiptionsfaktors Sox9 zur Proliferation, Differenzierung und dem Uberleben der
Chondrozyten [79]. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Hemmung von Erk 1/2, eine der
Schliisselkinasen des MAPKinase Signaliibertagungsweges, in verschiedenen Zelltypen zur
Apoptose fiihrt [62]. Emigrierte Chondrozyten wurden, wie oben beschrieben, zunéchst fiir 24

Stunden mit IL-1B (10 ng/ml) vorstimuliert. Danach erfolgte eine Ko-Stimulation sowohl mit IL-
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IB (10 ng/ml) als auch mit IGF-I (100 ng/ml) fiir weitere 48 Stunden. Untersucht wurden
einerseits die Auswirkungen auf den MAPKinase Signaliibertragungsweg anhand der
Konzentrationsdnderungen von aktivierter Erk 1/2 (Abb. 12A), andererseits die Auswirkungen
der Ko-Stimulation mit IGF-I auf die Konzentration des knorpelspezifischen
Transkriptionsfaktors Sox9 (Abb. 12B).

Die Konzentrationen von aktivierter Erk 1/2 wie auch des Transkiptionsfaktors Sox9 wurden
durch die IL-1B-Behandlung deutlich vermindert. Die Ko-Stimulation mit IGF-I hingegen fiihrte
zu einer deutlichen Steigerung beider Proteine schon nach 24-stiindiger Ko-Stimulation. Die
densitometrische Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine
kontinuierliche Steigerung im Verlauf der Ko-Stimulation und nach 48 Stunden Ko-Stimulation
den deutlichen Konzentrationsanstieg aktivierter Erk 1/2 wie auch von Sox9 im Vergleich zum

Anfang. Die Synthese des House-keeping Proteins -Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 12: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1f (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1f3 und IGF-I fiir weitere 48h; deutlicher Anstieg der
Expression von Erk 1/2 (A) und Sox9 (B) nach Ko-Stimulation mit IGF-I.

Da anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen deutliche anti-apoptotische Effekte durch
die Ko-Stimulation mit IGF-I nachwiesen werden konnten, wurden mittels Westernblot Analyse
Konzentrationsverdnderungen wichtiger mit degenerativen und apoptotischen Prozessen
assoziierte Proteine wie aktivierte Caspase-3, verschiedene Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
und das proinflammatorische Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) untersucht.

Nach, wie oben beschriebener, 24-stiindiger IL-1B-Stimulation kam es zu einem deutlichen
Anstieg aktivierter Caspase-3 (Abb. 13). Die Ko-Stimulation der Chondrozyten mit IGF-I fiihrte

jedoch zu einer Herabregulierung der Konzentration aktivierter Caspase-3. Die densitometrische
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Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine deutliche Zunahme
aktivierter Caspase-3 durch die IL-1B-Behandlung, sowie eine signifikante Abnahme wéhrend
der Ko-Stimulation mit IGF-I. Die Synthese des House-keeping Proteins p-Aktin blieb

unbeeinflusst.
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Abb. 13: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1B (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1p und IGF-I fiir weitere 48h; deutliche Abnahme der
Expression von Caspase-3 nach Ko-Stimulation mit IGF-I.

Der Abbau extrazelluldrer Matrixproteine durch MMPs fiihrt zu einem Verlust der Zell-Matrix-
Interaktion und zur Einleitung apoptotischer Signaliibertragungswege. Weiterhin wurde nun
untersucht, inwieweit IGF-I in der Lage ist, die Aktivierung der MMPs zu unterbinden. Nach,
wie oben beschriebener, 24-stiindiger IL-1B-Stimulation kam es zu einem deutlichen Anstieg
von MMP-9 (Gelatinase B) und MMP-13 (Kollagenase 3) (Abb. 14A,B). Durch die Ko-
Stimulation der Chondrozyten mit IGF-I nahm die Konzentration beider MMPs schon nach 24-
stiindiger Ko-Stimulation wieder deutlich ab. Die Konzentrationsabnahme war dabei deutlicher
bei MMP-13 (Abb. 14B) als bei MMP-9 (Abb. 14A) zu beobachten. Die densitometrische
Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine deutliche Zunahme
der MMP-Konzentrationen durch die IL-1B-Behandlung, sowie eine signifikante Abnahme
wihrend der Ko-Stimulation mit IGF-1. Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb
unbeeinflusst.

Weiterhin wurde untersucht, welchen Einfluss die Ko-Stimulation mit IGF-I auf die
Konzentration des proinflammatorischen Enzyms COX-2 in den mit IL-1B vorstimulierten
Chondrozyten hat. Zu diesem Zweck wurden emigrierte Chondrozyten wie oben beschrieben
behandelt. Nach 24-stiindiger IL-1B-Stimulation kam es zu einem deutlichen Anstieg der COX-
2-Konzentration in den Chondrozyten (Abb. 14C). Die Ko-Stimulation mit IGF-I fiihrte bereits
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nach 24 Stunden zu einer signifikanten Abnahme der COX-2-Expression. Nach 36-stiindiger Ko-
Stimulation mit IGF-I sank die Konzentration der COX-2 sogar noch deutlicher ab. Die
densitometrische Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine
deutliche Zunahme der COX-2-Konzentrationen durch die IL-1B-Behandlung, sowie eine
signifikante Abnahme durch die Ko-Stimulation mit IGF-I bereits nach 24 Stunden Ko-
Stimulation. Weiterhin aufféllig war, dass nach 36 Stunden Ko-Stimulation nur noch etwa ein
Fiinftel der COX-2-Konzentration vorhanden war (Abb. 14C). Die Synthese des House-keeping
Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 14: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1B (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1f3 und IGF-I fiir weitere 48h; deutliche Abnahme der
Expression von MMP-9 (A), -13 (B) und COX-2 (C) nach Ko-Stimulation mit IGF-1.
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4.3.2. Behandlung mit Transforming Growth Factor-B1 (TGF-B1)
4.3.2.1. Elektronenmikroskopie

Transforming Growth Factor-f1  (TGF-B1) stellt einen der wichtigsten anabolen
Wachstumsfaktoren verschiedenster Gewebe, wie auch des Knorpels, dar. Er reguliert wichtige
Mechanismen wie Zellwachstum, Differenzierung, Synthese extrazelluldrer Matrixbestandteile
und beeinflusst die Apoptose [118]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt von
TGF-B1 auf mit IL-1f stimulierte emigrierte Chondrozyten untersucht werden. Zunéchst wurden
die emigrierten Chondrozyten in Monolayer-Kultur fiir 24 Stunden mit IL-1f (10 ng/ml)
vorbehandelt um eine Dedifferenzierung zu initiieren. Danach erfolgte eine gleichzeitige
Stimulation (Ko-Stimulation) sowohl mit IL-1B (10 ng/ml) als auch mit TGF-B1 (100 ng/ml) fiir
weitere 48 Stunden (Abb. 15). Die Wirkung von TGF-f1 wurde auf ultrastruktureller Ebene
mittels Elektronenmikroskopie untersucht.

In der Positivkontrolle zeigten nicht mit IL-1p stimulierte Chondrozyten einen typischen
chondrogenen Phénotyp mit zahlreichen, organisierten und gut ausgebildeten Zellorganellen
(Abb. 15A). Weiterhin war ein euchromatinreicher Zellkern, zahlreiche Mikrovilli auf der
Zelloberfliche und ein feiner perizelluldrer Saum extrazelluldrer Matrixproteine sichtbar. Im
Gegensatz dazu waren in mit IL-1f stimulierten Chondrozyten deutliche Verdnderungen der
Zellen sichtbar. Im zeitlichen Verlauf der IL-1B-Stimulation traten die bereits beschriebenen
typischen phinotypischen Verdnderungen an den Chondrozyten auf. Bereits nach vierstiindiger
Inkubationszeit waren deutliche Apoptoseanzeichen sichtbar, unter anderem abgerundete Zellen,
geschwollene Mitochondrien und aufgebldhtes rER. Im weiteren Verlauf der IL-1B-Stimulation
zeigte sich zusitzlich eine Verdichtung des Chromatins (Heterochromatin), multiple Vakuolen,
ein Verlust an Mikrovilli (Abb. 15B-E).

Die Ko-Stimulation mit TGF-B1 fiihrte zu einer raschen Regeneration der Chondrozyten bereits
zwolf Stunden nach Beginn der Ko-Stimulation (Abb. 15F). Die Zellen streckten sich wieder
vermehrt, bildeten neue Mikrovilli und Zytoplasmafortsitze aus und verloren alle
morphologischen Anzeichen einer beginnenden Apoptose. Im weiteren Verlauf der Ko-
Stimulation nahm der Gehalt an Euchromatin deutlich zu, die Vakuolen verschwanden und die
Zellorganellen wirkten wieder zunehmend strukturiert (Abb. 15G-H). Nach 48-stiindiger Ko-
Stimulation zeigte sich ein morphologisch unauffilliges Bild gesunder vitaler Chondrozyten:
zahlreiche Mirkovilli auf der Zelloberfliche, viele Zell-Zell-Kontakte, ein Matrixsaum im
perizelluldiren Raum, viele dunkle, ldngliche Mitochondrien, rER und viele Golgi-Apparate

(Abb. 15I).
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Die Zellen wurden folgendermallen behandelt:
TGF-B1 (100 ng/ml)

v

IL-18 (10 ng/mD Oh 12h 24h 36h 48h

v

Oh 4h 8h 12h 24h 36h 48h 60h 72h

trolle

e ¥ . 3
. " .

36h IL-1B 48h IL-1p 60h IL-1B 72h IL-1B +48h
+12h TGF-B1 +24h TGF-B1 +36h TGF-B1 TGF-B1

Abb. 15: Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach
Vorstimulation mit IL-f fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1 und TGF-B1 (100ng/ml) fiir weitere 48h.
A-I: 5000x; Bars =1 um

4.3.2.2.Westernblot Analyse

Um die mittels Elektronenmikroskopie auf morphologischer Ebene gewonnenen Erkenntnisse
iber die Ko-Stimulation von IL-18 und TGF-B1 und ihre Auswirkungen auf Chondrozyten auch
auf molekularbiologischer Ebene zu untersuchen, wurden zusétzlich Westernblot Analysen
durchgefiihrt. Emigrierte Chondrozyten wurden dabei in Monolayer-Kultur zunichst fiir 24
Stunden mit IL-1B (10 ng/ml) vorbehandelt. AnschlieBend erfolgte eine gleichzeitige Stimulation
(Ko-Stimulation) sowohl mit IL-1p (10 ng/ml) als auch mit TGF-B1 (100 ng/ml) fiir weitere 48
Stunden. Untersucht wurde der Einfluss der TGF-f1-Ko-Stimulation auf die Produktion von
Matrixkomponenten (Kollagen Typ II, knorpelspezifische Proteoglykane), dem Adhésions- und
Signaliibertragungsrezeptor B;-Integrin, dem Adaptorprotein Shc, der extracelluar regulated
kinase 1/2 (Erk 1/2) und dem knorpelspezifischen Transkriptionsfaktor Sox9.

Die Behandlung mit IL-1p fiihrte zu einem deutlichen Konzentrationsabfall sowohl von
Kollagen Typ II (Abb. 16A) als auch der Proteoglykane (Abb. 16A), der am deutlichsten nach
24-stiindiger IL-1B-Stimulation ausgepragt war. Die Ko-Stimulation mit TGF-1 hingegen fiihrte
zu einem deutlichen Konzentrationsanstieg. Dieser war sowohl fiir Kollagen Typ II (Abb. 16A)
als auch fiir Proteoglykane (Abb. 16B) bereits nach 24-stiindiger Ko-Stimulation mit TGF-1
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signifikant. Die Kollagen Typ II-Konzentration stieg im weiteren Verlauf weiter an (Abb. 16A),
wohingegen die Konzentration der Proteoglykane zum Ende wieder leicht abfiel (Abb. 16B). Die
densitometrische Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots bestétigte diese

Befunde. Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 16: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-B (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1p und TGF-B1 fiir weitere 48h; deutlicher Anstieg der
Expression von Kollagen Typ II (A) und Proteoglykanen (B) nach Ko-Stimulation mit TGF-B1; bei
Proteoglykanen wurden exemplarisch die unteren zwei Banden gemessen (B).

Wie bereits oben beschrieben spielt die Gruppe der Integrine als Transmembranrezeptoren eine
wichtige Rolle in der Vermittlung von Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen. Emigrierte
Chondrozyten wurden in Monolayer-Kultur 24 Stunden mit IL-1B (10 ng/ml) behandelt und
daraufhin mit IL-1p und TGF-B1 ko-stimuliert. Wihrend der Behandlung mit IL-1p kam es zu
einer deutlichen Abnahme der B;-Integrin-Konzentration in den Chondrozyten (Abb. 17A). Nach
Beginn der Ko-Stimulation mit TGF-B1 stieg die Konzentration von B;-Integrin bereits nach 24-
stiindiger Ko-Stimulation wieder deutlich an. Die densitometrische Auswertung der in dreifacher
Form angefertigten Westernblots bestétigte dies. Die Synthese des House-keeping Proteins f3-
Aktin blieb unbeeinflusst.

Als intrazelluldrer Signalvermittler steht das Adaptorprotein Shc am Anfang verschiedener
Signalkaskaden. Um den Effekt der Ko-Stimulation mit TGF-B1 auf die Expression von Shc zu
untersuchen, wurden die Chondrozyten zunédchst mit IL-1p behandelt und danach erfolgte die
Ko-Stimulation mit IL-1p und TGF-B1. Nach Behandlung mit IL-1B kam es zu einer deutlichen
Abnahme der Shc-Konzentration in den Chondrozyten (Abb. 17B). Nach Ko-Stimulation mit
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TGF-B1 stieg die Shc-Konzentration bereits nach 36 Stunden deutlich an. Die densitometrische
Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots bestétigte dies und zeigte, dass
die Shc-Konzentration am Ende des Versuchs den Ausgangswert erreichte (Abb. 17B). Die
Synthese des House-keeping Proteins f-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 17: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-B (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1p und TGF-B1 fiir weitere 48h; deutlicher Anstieg der
Expression von f;-Integrin (A) und Shc (B) nach Ko-Stimulation mit TGF-f31.

Als Mitglied des MAPKinase Signaliibertragungsweges ist die Phosphorylierung der
extracellular regulated kinase 1 und 2 (Erk 1/2) ein wichtiger Marker fiir dessen Aktivierung. Die
Chondrozyten wurden mit IL-1f vorbehandelt und danach erfolgte die Ko-Stimulation mit IL-1f
und TGF-B1. Nach Behandlung mit IL-1 kam es zu einer deutlichen Abnahme aktivierter Erk
1/2 in den Chondrozyten (Abb. 18A). Im Verlauf der Ko-Stimulation stieg die Konzentration
aktivierter Erk 1/2 in den Chondrozyten wieder deutlich an (Abb. 18A). In der densitometrischen
Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots war ein deutlicher Anstieg
aktivierter Erk 1/2 nach Beginn der Ko-Stimulation sichtbar. Die Synthese des House-keeping
Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.

Der chondrogene Transkriptionsfaktor Sox9 wird durch den MAPKinase Signaliibertragungsweg
aktiviert und steuert in den Chondrozyten die Expression extrazellulirer Matrixproteine wie zum
Beispiel die Kollagen Typ II-Genexpression. Nach IL-1B-Stimulation fiir 24 Stunden erfolgte die
Ko-Stimulation mit IL-1f und TGF-f1. Im Verlauf der IL-1B Stimulation nahm die
Konzentration von Sox9 in den Chondrozyten bereits nach vierstiindiger Stimulation mit IL-18
deutlich ab (Abb. 18B). Nach 24 Stunden IL-1B-Stimulation war die Sox9-Konzentration

halbiert. Die Ko-Stimulation mit TGF-B1 bewirkte einen neuerlichen Anstieg der Sox9-
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Konzentration. Nach 72 Stunden Ko-Stimulation erreichte sie fast die Ausgangskonzentration.
Die densitometrische Analyse bestdtigte diesen Befund. Die Synthese des House-keeping

Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 18: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1p (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-13 und TGF-B1 fiir weitere 48h; deutliche Zunahme
der Expression von Erk 1/2 (A) und Sox9 (B) nach Ko-Stimulation mit TGF-p1.

In der elektronenmikroskopischen Untersuchung waren nach Stimulation mit IL-1p degenerative
und apoptotische Verdnderungen bereits nach wenigen Stunden der Inkubation sichtbar. Die
weitere Behandlung der Chondrozyten resultierte in Apoptose und Zelllyse. Nun sollte auch auf
molekularbiologischer Ebene der Effekt von TGF-B1 auf degenerative und Apoptose-assoziierte
Proteine wie aktivierte Caspase-3, verschiedene Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und das
proinflammatorische Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) untersucht werden. Hierfiir wurden
Westernblot Analysen durchgefiihrt.

Einen der wichtigsten Apoptosemarker stellt aktivierte Caspase-3 dar. Nach wie oben
beschriebener Vorstimulation mit IL-1B kam es bereits nach vierstiindiger Behandlung zu einem
Anstieg aktivierter Caspase-3, der nach 24 Stunden am deutlichsten war (Abb. 19). Die Ko-
Stimulation mit TGF-f1 fiihrte bereits nach 24 Stunden zu einem deutlichen
Konzentrationsabfall aktivierter Caspase-3 und nach 72-stiindiger Ko-Stimulation war kaum
noch aktivierte Caspase-3 nachweisbar. In der densitometrischen Auswertung der in dreifacher
Form angefertigten Westernblots war ein deutlicher Anstieg aktivierter Caspase-3 nach IL-1B-
Stimulation und ein deutlicher Abfall aktivierter Caspase-3-Konzentration wéihrend der Ko-
Stimulation mit TGF-B1 sichtbar. Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb

unbeeinflusst.

57



TGF-B1 (100 ng/ml[.

Mrx10-3 IL-1B >
Ko 4h 8h 12h 24h 24h 36h 48h 60h 72h

akt. Caspase-3 - — — — < 18
5 -
2 0

BN N W
o o o g o a
L - -

densitometrische Einheiten

o u

8h 12h 24h  24h 36h 48h 60h 72h

B-AKtN | e e — e e ———

Fig.19: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation mit
IL-1B (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1p und TGF-B1 fiir weitere 48h; signifikante Abnahme
der Expression von Caspase-3 nach Ko-Stimulation mit TGF-p1.

Wie oben beschrieben flihrt der Abbau extrazelluldrer Matrixproteine durch MMPs zu einem
Verlust der Zell-Matrix-Interaktion und zur Einleitung apoptotischer Signaliibertragungswege.
Zusétzlich wurde nun untersucht, ob TGF-B1 die Aktivierung der MMPs hemmen kann. Die
Chondrozyten wurden hierfiir 24 Stunden mit IL-1B behandelt. Danach erfolgte die Ko-
Stimulation mit IL-1 und TGF-f1. Nach 24-stiindiger IL-1B-Stimulation kam es zu einem
deutlichen Anstieg von MMP-9 (Gelatinase B) und MMP-13 (Kollagenase 3) (Abb. 20A,B).
Hierbei war der Konzentrationsanstieg von MMP-13 deutlich stirker (Abb. 20B) als der von
MMP-9 (Abb. 20A). Durch die Ko-Stimulation der Chondrozyten mit TGF-f1 nahm die
Konzentration beider MMPs wieder deutlich ab. Die Konzentrationsabnahme war dabei
wiederum deutlicher bei MMP-13 (Abb. 20B) als bei MMP-9 (Abb. 20A) zu beobachten. Die
densitometrische Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots bestétigte diese
Befunde und zeigte eine deutliche Zunahme der MMP-Konzentrationen durch die IL-1f-
Behandlung, sowie eine signifikante Abnahme wéhrend der Ko-Stimulation mit TGF-B1. Die
Synthese des House-keeping Proteins f-Aktin blieb unbeeinflusst.

Weiterhin wurde der Einfluss der Ko-Stimulation mit TGF-f1 auf die Konzentration des
proinflammatorischen Enzyms Cyclooxygenase-2 (COX-2) in den mit IL-1B-behandelten
Chondrozyten untersucht. Die Chondrozyten wurden hierfiir 24 Stunden mit IL-1f behandelt und
im Anschluss mit IL-1p und TGF-B1 ko-stimuliert. Bereits nach vierstiindiger IL-1B-Stimulation
kam es zu einem deutlichen Anstieg der COX-2-Konzentration in den Chondrozyten (Abb. 20C).

Im Gegensatz dazu war bereits nach 36-stiindiger Ko-Stimulation mit TGF-B1 eine signifikante
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Konzentrationsabnahme zu beobachten. Die densitometrische Auswertung der in dreifacher
Form angefertigten Westernblots zeigte eine deutliche Zunahme der COX-2-Konzentration
durch die IL-1B-Behandlung, sowie bereits nach 36 Stunden eine signifikante Abnahme durch
die Ko-Stimulation mit TGF-B1. Weiterhin auffillig war, dass nach 36 Stunden Ko-Stimulation
nur noch etwa ein Drittel der COX-2-Konzentration vorhanden war. Die Synthese des House-

keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Fig.20: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation mit
IL-1B (10 ng/ml) fiir 24h und Ko-Stimulation mit IL-1 und TGF-B1 fiir weitere 48h; signifikante Abnahme
der Expression von MMP-9 (A), -13 (B) und COX-2 (C) nach Ko-Stimulation mit TGF-p1.
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4.3.3. Kombinierte Behandlung mit IGF-I und TGF-1

4.3.3.1. Elektronenmikroskopie
Wie in den vorangegangen Untersuchungen gezeigt werden konnte, wiesen die
Wachstumsfaktoren IGF-I1 und TGF-B1 im Einzelnen starke anabole Wirkungen auf mit IL-13
vorstimulierte emigrierte Chondrozyten in Monolayer-Kultur auf. Auf ultrastruktureller Ebene
zeigte sich dies vor allem in der raschen Regeneration der Chondrozyten nach bereits wenigen
Stunden Ko-Stimulation mit IGF-I oder TGF-B1. Im weiteren Verlauf der Ko-Stimulation
verloren die Chondrozyten nach und nach sdmtliche Zeichen apoptotischer oder degenerativer
Veranderungen, sodass sich nach 48-stiindiger Ko-Stimulation mit IGF-I oder TGF-B1 ein
morphologisch unauffilliges Bild gesunder, vitaler Chondrozyten mit zahlreichen Mirkovilli auf
der Zelloberflache, vielen Zell-Zell-Kontakten, einem Matrixsaum im perizelluliren Raum,
vielen dunklen, langlichen Mitochondrien, rER und vielen Golgi-Apparaten ergab.
Aufgrund dieser jeweils stark anabolen Effekte von IGF-I und von TGF-1 im Einzelnen wurden
die Untersuchungen erweitert. Potentiell synergistische Effekte beider Wachstumsfaktoren in
Kombination miteinander und in unterschiedlichen Konzentrationen sollten analysiert werden.
Hierzu wurden emigrierte Chondrozyten zundchst mit 10 ng/ml IL-1B fiir 24 Stunden
vorstimuliert. Im Anschluss erfolgte die Ko-Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p, sowie mit IGF-I
und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen. In einem ersten Ansatz wurde TGF-B1 in
einer Konzentration von 10 ng/ml mit unterschiedlichen Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100
ng/ml) kombiniert (Abb. 21A). Ein weiterer Ansatz beinhaltete die Kombination von IGF-I
(konstant 10 ng/ml) mit unterschiedlichen Konzentrationen von TGF-B1 (1, 10, 100 ng/ml)
(Abb. 21B). Die Proben wurden nach 0, 24 und 48 Stunden Ko-Stimulation entnommen und
mittels Elektronenmikroskopie untersucht.
Nach der Vorstimulation der emigrierten Chondrozyten mit IL-1p (10 ng/ml) liber 24 Stunden
ergab sich das Bild der bereits beschriebenen phinotypischen Verdnderungen an den
Chondrozyten: Deutliche Apoptoseanzeichen mit unter anderem abgerundeten Zellen,
geschwollenen Mitochondrien und aufgeblihtem rER. Zusitzlich kam es zu einer Verdichtung
des Chromatins (Heterochromatin); weiterhin waren multiple Vakuolen sowie ein Verlust an
Mikrovilli sichtbar (Abb. 21A,B I,LIV,VII).
Die sich direkt anschlieBende Ko-Stimulation mit IL-1f und der Kombination aus beiden
Wachstumsfaktoren fiihrte zu einer umgehenden Anderung der phinotypisch dedifferenzierten
Chondrozyten. Bereits nach 24-stiindiger Behandlung mit IGF-I und TGF-B1 waren die Zellen

deutlich erholt und die Chondrozyten streckten sich wieder. Auf der Zelloberfliche waren
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Mikrovilli sichtbar und die Zellorganellen wirkten zunehmend strukturiert. Der Gehalt an
Euchromatin im Zellkern nahm wieder deutlich zu. Im perizelluldiren Raum waren nun wieder
deutliche Matrixkomponenten sichtbar (Abb. 21A,B IV, VIII). Im weiteren Verlauf der Ko-
Stimulation mit beiden Wachstumsfaktoren in Kombination verloren die Chondrozyten nach und
nach die Zeichen der Degeneration und der beginnenden Apoptose. Nach 48 Stunden der Ko-
Stimulation mit IGF-I und TGF-B1 war das Zellbild weiter verdichtet mit gestreckten
Chondrozyten, welche nun alle morphologischen Anzeichen einer beginnenden Apoptose
verloren hatten. Es zeigte sich ein unauffilliges Bild gesunder vitaler Chondrozyten. Auf der
Zelloberflaiche waren zahlreiche Mirkovilli sichtbar. Aulerdem bildeten die Zellen viele Zell-
Zell-Kontakte aus. Im perizelluliren Raum war ein Matrixsaum erkennbar und im Zytoplasma
viele dunkle, ldngliche Mitochondrien, rER und viele Golgi-Apparate (Abb. 21A,B II1,VLIX).
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Kombination von IGF-I und TGF-B1 starke anabole
Wirkung auf die mit IL-1p behandelten Chondrozyten hatte. Es konnten auf ultrastruktureller
Ebene jedoch keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der verschiedenen Konzentrationen
der Wachstumsfaktoren in ihrer Kombination festgestellt werden.

Die Zellen wurden folgendermafB3en behandelt:

TGF-R1 (10 ng/mb +IGF-I (1 ng/ml) >
24h 48h >

IL-1B (10 ng/ml) Oh

Oh

IL-1B (10 ng/ml) Oh

Oh

TGF-p1 (10 + -
1L-18 (10 ng/ml) Oh 24h 48h
Oh _ _ "
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IGF-1 (10 ng/ml) +TGF-B1 (1 ng/ml) >

1L-18 (10 ng/ml) Oh 24h 48h ~
Oh . 48h »

IGF-1 (10 ng/ml) +TGF-B1 (10 ng/ml)
IL-1B (10 ng/ml) Oh 24h 28h
Oh — 48n _ 72h

vy

Oh

Abb. 21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach
Vorstimulation mit IL-1p3 fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1p und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen
Konzentrationen fiir weitere 48h. A: Konstante Konzentration von TGF-f1 (10 ng/ml), varriierende
Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: Konstante Konzentration von IGF-I (10 ng/ml), variierende
Konzentrationen von TGF-B1 (1, 10, 100 ng/ml). A,B I-IX: 5000x; Bars = 1 pm

4.3.3.2. Westernblot Analyse
In den vorangegangenen Untersuchungen mit IGF-I und TGF-1 im Einzelnen konnten deutliche
anabole Effekte auf die Expression knorpeltypischer Proteine in mit IL-13 vorstimulierten
emigrierten Chondrozyten aufgezeigt werden. Im Einzelnen bewirkten IGF-I oder TGF-f1
hierbei einen Konzentrationsanstieg der knorpeltypischen Matrixproteine (Kollagen Typ II
Proteoglykane), sowie des Adhdsions- und Signaliibertragungsrezeptors [3;-Integrin, des
Adaptorproteins Shc, der extracelluar regulated kinase 1/2 (Erk 1/2) und des knorpelspezifischen
Transkriptionsfaktors Sox9. Wie auBlerdem gezeigt werden konnte, waren sowohl IGF-I als auch

TGF-B1 in der Lage, die Synthese wichtiger mit degenerativen und apoptotischen Prozessen
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assoziierte Proteine, wie aktivierte Caspase-3, verschiedene MMPs und das proinflammatorische
Enzym Cyclooxygenase 2 (COX-2) zu hemmen.
Aufgrund der starken Wirkungen von IGF-I und TGF-B1 im Einzelnen sollte nun in einem

weiteren Ansatz der potentielle Synergismus von IGF-I und TGF-B1 in Kombination auf mit IL-

IB vorstimulierte emigrierte Chondrozyten analysiert werden. Die Ergebnisse der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben hierzu eine rasche Abnahme der durch die
Vorstimulation mit IL-1p induzierten degenerativen Verdanderungen der Chondrozyten nach Ko-
Stimulation durch die beiden Wachstumsfaktoren in Kombination. Wie dargestellt, konnten auf
ultrastruktureller Ebene allerdings keine wesentlichen Unterschiede zwischen den verschiedenen
Konzentrationen der Wachstumsfaktoren und ihrer Kombinationen festgestellt werden (siche
oben). Um die morphologischen Verianderungen in den mit IL-1B sowie mit IGF-I und TGF-1
ko-stimulierten Chondrozyten genauer zu untersuchen, wurden daher zusétzlich Westernblot
Analysen durchgefiihrt. Ziel dieser Untersuchungen war es, auf Proteinebene zu untersuchen, ob
die Kombination von IGF-I und TGF-B1 stirkere (synergistische) Effekte auf die IL-1pB-
stimulierten apoptotischen Verdnderungen in den Chondrozyten darstellt und welche
Konzentration hierfiir am effektivsten ist.

Wie bereits beschrieben wurden die emigrierten Chondrozyten in Monolayer-Kultur zunéchst fiir
24 Stunden mit IL-1B (10 ng/ml) vorstimuliert. Danach erfolgte eine gleichzeitige Stimulation
(Ko-Stimulation) sowohl mit IL-1B (10 ng/ml) als auch mit IGF-I und TGF-B1 (beide in
unterschiedlichen Konzentrationen) fiir weitere 48 Stunden. Untersucht wurde der Einfluss der
IGF-I-TGF-B1-Ko-Stimulation zunéchst auf die Produktion der Matrixkomponenten (Kollagen
Typ II, knorpelspezifische Proteoglykane), dem Adhisions- und Signaliibertragungsrezeptor ;-
Integrin, dem Adaptorprotein Shc, der extracelluar regulated kinase (Erk) und dem
knorpelspezifischen Transkriptionsfaktor Sox9. Der Effekt der Kombinationsbehandlung mit
IGF-I und TGF-B1 wurde zunéchst fiir die Expression von Kollagen Typ II untersucht, wobei in
einem ersten Ansatz TGF-B1 (konstant 10 ng/ml) mit unterschiedlichen Konzentrationen von
IGF-I (1, 10, 100 ng/ml) kombiniert wurde (Abb. 22A). In einer weiteren Untersuchung wurde
IGF-I (konstant 10 ng/ml) mit unterschiedlichen Konzentrationen von TGF-B1 (1, 10, 100
ng/ml) kombiniert (Abb. 22B).

Die Vor-Behandlung mit IL-1p fiihrte zu einem Konzentrationsabfall von Kollagen Typ II, der
nach 24 Stunden deutlich ausgeprdgt war (Abb. 22A,B I-III). Hingegen fiihrte sowohl die
alleinige Ko-Stimulation entweder mit IGF-I oder TGF-B1 (Abb. 22A,B 1), wie auch die Ko-

Stimulation mit einer Kombination beider Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen
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Konzentrationen (Abb. 22A,B ILIII) zu einem neuerlichen, deutlichen Konzentrationsanstieg

von Kollagen Typ II. Dieser war bereits nach zwdlfstiindiger Ko-Stimulation mit beiden

Wachstumsfaktoren in allen Kombinationen signifikant. Die Kollagen Typ II-Konzentration

stieg im weiteren Verlauf der Ko-Stimulation weiter an und erreichte wieder den Wert der

Ausgangskonzentration (Abb. 22A,B LII). Dabei fiihrte die Kombinationsbehandlung mit
erhohten Dosen beider Wachstumsfaktoren (10 ng/ml TGF-B1 und 10 ng/ml IGF-I oder 10 ng/ml
TGF-B1 und 100 ng/ml IGF-I oder 10 ng/ml IGF-I und 100 ng/ml TGF-B1) zu einem noch

deutlicheren Anstieg der Kollagen Typ II-Konzentration, welche die Ausgangswerte noch

iiberschritt (Abb. 22A,B III). Die densitometrische Auswertung der in dreifacher Form

angefertigten Westernblots bestitigte diese Befunde. Die Synthese des House-keeping Proteins

-Aktin blieb unbeeinflusst.

I 1 I
IGF-I (1ng/ml) IGF-1 (10 ng) IGF-1 (100 ng)
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Abb. 22: Westernblot Analyse der in Monolayer nach Vorstimulation mit IL-1p fiir 24h; Ko-Stimulation mit
IL-1B und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir weitere 48h. Deutliche Zunahme von
Kollagen Typ II durch Wachstumsfaktoren. A: konstante Konz. von TGF-f1; variierende Konz. von IGF-I (1,
10, 100 ng/ml); B: konstante Konz. von IGF-I, variierende Konz. von TGF-B1 (1, 10, 100 ng/ml).
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Die Vorstimulation der Chondrozyten mit IL-1f flihrte auch in der Expression der Proteoglykane
zu einer deutlichen Abnahme (Abb. 23A,B I-III). Nach Beginn der Ko-Stimulation entweder mit
IGF-I oder TGF-B1 allein (Abb. 23A,.B 1) oder
in unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 23B II-III)

mit einer Kombination beider

Wachstumsfaktoren stieg die
Konzentration der Proteoglykane bereits nach 24 Stunden wieder deutlich an. Ein signifikanter
Konzentrationsanstieg wurde durch die Ko-Stimulation mit erhdhten Konzentrationen beider
Wachstumsfaktoren (10 ng/ml TGF-B1 und IGF-I oder 10 ng/ml TGF-B1 und 100 ng/ml IGF-I
oder 10 ng/ml IGF-I und 100 ng/ml TGF-B1) beobachtet (Abb. 23A,B III). Die densitometrische
Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots bestétigte diesen Befund und
zeigte, dass die Ko-Stimulation mit erhdhten Konzentrationen beider Wachstumsfaktoren nach

48 Stunden Werte erreichte, welche die Ausgangskonzentration deutlich iiberschritten. Die

Synthese des House-keeping Proteins f-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 23: Westernblot Analyse der in Monolayer nach Vorstimulation mit IL-1f fiir 24h; Ko-Stimulation mit
IL-1B und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir weitere 48h. Deutliche Zunahme der
Proteoglykane durch Wachstumsfaktoren. A: konstante Konz. von TGF-B1; variierende Konz. von IGF-I (1,
10, 100 ng/ml); B: konstante Konz. von IGF-I, variierende Konz. von TGF-f1 (1, 10, 100 ng/ml). Bei
Proteoglvkanen wurden exemnlarisch die unteren zwei Banden gemessen.
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Integrine als wichtigste Transmembranrezeptoren und Adhésionsproteine der Chondrozyten
spielen eine wesentliche Rolle in der Interaktion der Zellen miteinander und mit der sie
umgebenden EZM, wodurch es zur Aktivierung entscheidender Signaltransduktionswege
kommt, die wichtig fiir die Differenzierung und das Uberleben der Chondrozyten sind. Wie oben
bereits beschrieben wurden emigrierte Chondrozyten zunédchst 24 Stunden in Monolayer-Kultur
mit 10 ng/ml IL-1f vorstimuliert und anschlieend mit 10 ng/ml IL-1p und IGF-I und TGF-B1 in
unterschiedlichen Konzentrationen ko-stimuliert.

Die Vorstimulation mit IL-1f3 fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der B;-Integrinrezeptoren
nach 24 Stunden (Abb. 24A,B I-III). Im Gegensatz hierzu fiihrte die Ko-Stimulation mit
entweder IGF-I oder TGF-B1 allein (Abb. 24A,B I) oder mit einer Kombination beider
Wachstumsfaktoren in verschiedenen Konzentrationen (Abb. 24A,B II-III) bereits nach zwolf
Stunden zu einem  deutlichen  Konzentrationsanstieg  von  fj-Integrinen.  Die
Kombinationsbehandlung mit erhohten Dosen beider Wachstumsfaktoren (10 ng/ml TGF-1 und
10ng/ml IGF-I oder 10 ng/ml TGF-B1 und 100 ng/ml IGF-I oder 10 ng/ml IGF-I und 100 ng/ml
TGF-B1) fiihrte zu einem noch deutlicheren Anstieg der f;-Integrin-Konzentration, welche die
Ausgangswerte noch tiberschritt (Abb. 24A,B III). Die densitometrische Auswertung der in
dreifacher Form angefertigten Westernblots bestitigte diese Beobachtungen nicht nur, sondern
zeigte, dass der Konzentrationsanstieg der B;-Integrinrezeptoren sogar iiber dem Ausgangswert
lag, jedoch unter der Verwendung von 100 ng/ml IGF-I oder 100 ng/ml TGF-B1 einen
Séttigungspunkt zu erreichen schien (Abb. 24A,B III). Die Synthese des House-keeping Proteins
B-Aktin blieb unbeeinflusst.

I 11 I

IGF-I (Ing/ml) IGF-1 (10 ng) IGF-1 (100 ng)
B,-Integrin TGF-1 (10ng/m TGF-B1 (10ng/ +TGF-f1(10ng)  +TGF-B1 (10 ng)
IL-1B (10 ng/ml) > IL-1B (10 ng/ml) 4 +HL-18 (10 ng)  _ +IL-1B (10 ng) >
Oh _4h 8h 12h24h 24h 36h 48h 60h 72h Oh_4h_8h 12h24h 24h 36h 48h 60h 72h 24h 36h 48h 60h 72h__ 24h 36h 48h 60h 72h

—
w
=

— — — — — o — - w—

Wﬂm 1 RILIT

24h  24n 24h  36h 48h 60h 72h 24h 36h 48h 60h 72h

"5 B
5 &

H
T 14
£ 12
210

densitometrische Einheiten
onv s o w®BR
densitometrische Einheiten

on s ®BR

A —

A S —cY

O —7
—
—

g

§

8

) E—1

de itomet he Einheit

72h

___,___,_....____..,_,_.....__,| | _._..—_._.._._._-q_.—-_| |_._——.._— —— — —

B-Aktin-p|

66



I 11 I

TGF-81 (1ng/ml) TGF-B1 (10 ng) TGF-B1 (100 ng)
By-Integrin IGF-I (10ng/ml IGF-I (10ng/ml) +IGF-1 (10 ng) +IGF-1 (10 ng)
B T
IL-1p (10 ng/ml) 4 IL-1p (10 ng/ml) 4 +IL-1B (10 ng) HIL-1B (10ng)

Oh _4h 8h 12h 24h 24h 36h 48h 60h 72h Oh _4h_8h 12h24h 24h 36h 48h 60h 72h_ 24h 36h 48h 60h 72; 24h 36h 48h 60h 7211'

130—>|.._______ e ——— |__..__ - —— — ——— —— e ——

densitometrische Einheiten

densitometrische Einheite!
e
5
" densitometrische Einheiten
=
S

TR E

Oh 4h 8h  12h 24h 24h 36h 48h 60h 72h Oh 4h 8h 12h 24h 24h 36h 48h 60h 72h 24h 36h 48h 60h 72h 24h 36h 48h 60h 72h

[5-Aktin->|_ ________ _| |._- ________ _..| | _________ —_

waﬂ |

Abb. 24: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1p fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1p und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir
weitere 48h. Deutliche Zunahme der f,;-Integrin-Expression durch Wachstumsfaktoren. A: konstante
Konzentration von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante
Konzentration von IGF-1, variierende Konzentrationen von TGF-p1 (1, 10, 100 ng/ml).

Das Adapterprotein Shce steht, wie bereits erwdhnt, am Anfang zahlreicher Signalkaskaden (unter
anderem der MAPKinase) und nimmt hier eine wichtige Rolle als intrazelluldrer Signalvermittler
ein. Nach wie oben beschriebener Vorstimulation mit IL-1B gefolgt von einer Ko-Stimulation
mit entweder IGF-I oder TGF-B1 allein (Abb. 25A,B I) oder mit einer Kombination beider
Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 25A,B II-III) kam es zu einer
deutlichen Zunahme der Shc-Expression. Die Ko-Stimulation mit beiden Wachstumsfaktoren in
erhohten Konzentrationen fiihrte zu einer weiter gesteigerten Shc-Expression (Abb. 25A,B 1II).
Die densitometrische Auswertung zeigte, dass die Expression von Shc bereits nach 24-stiindiger
Ko-Stimulation mit beiden Wachstumsfaktoren wieder deutlich zunahm (Abb. 25 A,B I-II). Die
Steigerung war kontinuierlich iiber den weiteren Verlauf zu beobachten, am stidrksten jedoch in
der Kombination von IGF-I und TGF-B1 in der hochsten Konzentration mit jeweils 100 ng/ml

(Abb. 25A,B III). Die Synthese des House-keeping Proteins f-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 25: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1p fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1p und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir
weitere 48h. Deutliche Zunahme der Shc-Expression durch Wachstumsfaktoren. A: konstante Konzentration
von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante Konzentration von IGF-I,
variierende Konzentrationen von TGF-B1 (1, 10, 100 ng/ml).

Im Rahmen der Signaliibertragung in Chondrozyten spielt die MAPKinase Erk 1/2 eine wichtige
Rolle. Durch Phosphorylierung wird diese aktiviert und fiihrt somit zu einer weiteren
Aktivierung des MAPKinase Signalweges. Wie beschrieben, wurden die emigrierten
Chondrozyten in Monolayer-Kultur zunichst fiir 24 Stunden mit IL-1 (10 ng/ml) vorstimuliert.
Danach erfolgte eine gleichzeitige Stimulation (Ko-Stimulation) sowohl mit IL-13 (10 ng/ml) als
auch mit IGF-I und TGF-B1 (beide in unterschiedlichen Konzentrationen) fiir weitere 48
Stunden.

Die Konzentration von Erk 1/2 wurde durch die IL-1B-Stimulation deutlich vermindert. Dies
betraf vor allem die 42 kDa Isoform, welche im Vergleich zu der 44 kDa Isoform stirker durch
die Stimulation mit IL-1 herabreguliert wurde (Abb. 26 A,B I-III). Die Ko-Stimulation mit
entweder IGF-I oder TGF-B1 allein (Abb. 26A,B 1) oder einer Kombination beider
Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 26A,B II-III) hingegen fiihrte
zu einer deutlichen Steigerung der Erk-Konzentration (vor allem der 42 kDa Isoform) schon
nach 24-stiindiger Ko-Stimulation. Hoéhere Konzentrationen beider Wachstumsfaktoren
bewirkten einen noch deutlicheren Anstieg der Erk-Expression (Abb. 26A,B III). Die
densitometrische Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte, eine
kontinuierliche Steigerung im Verlauf der Ko-Stimulation und nach 48 Stunden Ko-Stimulation
den deutlichen Konzentrationsanstieg aktivierter Erk 1/2 im Vergleich zum Anfang. In hoheren
Konzentrationen schienen die Wachstumsfaktoren zu einem steady state der Erk-Expression zu

fiihren. Die Synthese des House-keeping Proteins f-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 26: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1p fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1f und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir
weitere 48h. Deutliche Zunahme der Erk 1/2-Expression durch Wachstumsfaktoren. A: konstante
Konzentration von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante
Konzentration von IGF-I, variierende Konzentrationen von TGF-1 (1, 10, 100 ng/ml).

Wie bereits in einer Studie im Rahmen dieser Arbeit mittels Immunoprezipitation gezeigt
werden konnte, besteht im MAPKinase Signaliibertragungsweg eine direkte Assoziation
zwischen aktivierter Erk 1/2 und dem chondrogenen Transkriptionsfaktor Sox9 (Shakibaei et al.,
2006), der wiederum nach seiner Translokation in den Zellkern wichtige
chondrozytenspezifische Gene aktiviert. Daher war es von groflem Interesse den potentiellen
Synergismus von IGF-I und TGF-B1 auf die Expression von Sox9 in den mit IL-1f stimulierten
emigrierten Chondrozyten zu untersuchen. Hierzu wurden, wie bereits beschrieben, emigrierte
Chondrozyten zunéchst 24 Stunden in Monolayer-Kultur mit 10 ng/ml IL-1 vorstimuliert und
anschlieBend mit 10 ng/ml IL-1B und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen

ko-stimuliert.
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A

Die Expression des Transkiptionsfaktors Sox9 wurde zunidchst durch die 24-stiindige IL-1pB-

Behandlung deutlich vermindert (Abb. 27A,B I-III). Die Ko-Stimulation mit entweder IGF-I

oder TGF-B1 allein (Abb. 27A,B I) oder mit beiden Wachstumsfaktoren in Kombination und

unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 27A,B II-III) hingegen fiihrte zu einer deutlichen

Steigerung der Sox9-Konzentration schon nach 24-stiindiger Ko-Stimulation. Am stdrksten war

ein additiver Effekt der Wachstumsfaktoren nach Ko-Stimulation mit erhohten Konzentrationen

von IGF-I und TGF-B1 zu beobachten (Abb. 27A,B III). Die densitometrische Auswertung der

in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine kontinuierliche Steigerung der Sox9-

Konzentration im Verlauf der Ko-Stimulation mit beiden Wachstumsfaktoren. Eine weitere

Erhohung von IGF-I oder TGF-B1 schien zu einem Sittigungspunkt zu fiihren (Abb. 27A,B III).

Die Synthese des House-keeping Proteins -Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 27: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1p fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1p und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir
weitere 48h. Deutliche Zunahme der Sox9-Expression durch Wachstumsfaktoren. A: konstante Konzentration
von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante Konzentration von IGF-I,
variierende Konzentrationen von TGF-$1 (1, 10, 100 ng/ml).
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In den vorangegangenen Untersuchungen konnten bereits deutlich anti-apoptotische Effekte von
IGF-I oder TGF-B1 1im Einzelnen sowohl auf ultrastruktureller als auch auf
molekularbiologischer Ebene nachgewiesen werden. Ziel der weiteren Analysen war es nun den
potentiellen Synergismus beider Wachstumsfaktoren in verschiedenen Kombinationen auf
Konzentrationsverdnderungen wichtiger mit degenerativen und apoptotischen Prozessen
assoziierter Proteine wie aktivierte Caspase-3, verschiedene Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
und das proinflammatorische Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) zu untersuchen. Hierzu
wurden, wie bereits beschrieben, emigrierte Chondrozyten zunichst 24 Stunden in Monolayer-
Kultur mit 10 ng/ml IL-1B vorstimuliert und anschlieBend mit 10 ng/ml IL-1p und IGF-I und
TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen ko-stimuliert.

Nach 24-stiindiger IL-1B-Stimulation kam es zu einem deutlichen Anstieg aktivierter Caspase-3
(Abb. 28A,B I-III). Die Ko-Stimulation der Chondrozyten mit beiden Wachstumsfaktoren allein
(Abb. 28A,B 1) oder in Kombination (Abb. 28A,B II-1II) fiihrte jedoch bereits nach 12 Stunden
zu einer Konzentrationsminderung aktivierter Caspase-3. Die densitometrische Auswertung der
in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine deutliche Zunahme aktivierter
Caspase-3 durch die IL-1B-Behandlung, sowie eine signifikante Abnahme wéhrend der Ko-
Stimulation mit IGF-I und/oder TGF-B1, die jedoch am stirksten nach der Ko-Stimulation mit
erhohten Konzentrationen der Wachstumsfaktoren war (Abb. 28A,B III). Die Synthese des
House-keeping Proteins -Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 28: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1p fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1p und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir
weitere 48h. Deutliche Abnahme der Caspase-3-Expression durch Wachstumsfaktoren. A: konstante
Konzentration von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante
Konzentration von IGF-1, variierende Konzentrationen von TGF-f1 (1, 10, 100 ng/ml).

Die Interaktionen zwischen Chondrozyten und ihrer EZM spielen eine essentielle Rolle in der
Differenzierung, der Signaltransduktion und dem Uberleben der Zellen. Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) greifen storend in dieses System ein und bewirken den direkten
Abbau extrazelluldrer Matrixproteine. Weiterhin wurde nun untersucht, ob die Kombination von
IGF-I und TGF-B1 zu einer synergistischen und somit stirkeren Hemmung der MMPs fiihren
kann.

Nach wie oben beschriebener 24-stiindiger Vorstimulation mit IL-18 kam es zu einem deutlichen
Anstieg von MMP-9 (Gelatinase B) und MMP-13 (Kollagenase 3) (Abb. 29/30A,B I-I1I). Durch
die Ko-Stimulation der Chondrozyten mit IGF-I oder TGF-f1 allein (Abb. 29/30A,B I) oder der
Kombination beider Wachstumsfaktoren (Abb. 29/30A,B II-II) nahm die Konzentration beider
MMPs wieder deutlich ab. Die Ko-Stimulation mit erhdhten Konzentrationen der
Wachstumsfaktoren fiihrte bereits nach zwdlf Stunden Ko-Stimulation zu einer noch
deutlicheren und rascheren Abnahme der MMP-Expression (Abb. 29/30 A,B III). Die
densitometrische Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine
deutliche Zunahme der MMP-Konzentrationen durch die IL-1f Behandlung, sowie eine
signifikante Abnahme wéhrend der Ko-Stimulation mit IGF-I und/oder TGF-f1, die am
deutlichsten nach der Ko-Stimulation mit hoheren Konzentrationen der Wachstumsfaktoren war

(Abb. 29/30A,B I1I). Die Synthese des House-keeping Proteins f-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 29: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1f fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-13 und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir

weitere 48h. Deutliche Abnahme der MMP-9-Expression durch Wachstumsfaktoren.

Konzentration von IGF-1, variierende Konzentrationen von TGF-f1 (1, 10, 100 ng/ml).

A: konstante
Konzentration von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante
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Abb. 30: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1p fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-1f und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir
weitere 48h. Deutliche Abnahme der MMP-13-Expression durch Wachstumsfaktoren. A: konstante
Konzentration von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante
Konzentration von IGF-I, variierende Konzentrationen von TGF-1 (1, 10, 100 ng/ml).

Weiterhin wurde der synergistische Effekt von IGF-I und TGF-B1 auf die Expression des
proinflammatorischen Enzyms COX-2 untersucht. Hierzu wurden die Chondrozyten, wie oben
beschrieben, zunédchst 24 Stunden mit IL-1B behandelt und danach erfolgte die Ko-Stimulation
mit IL-1B und IGF-I oder TGF-B1 allein (Abb. 31A,B I) oder beiden Wachstumsfaktoren in
Kombination und unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 31A,B II-III). Bereits nach
vierstiindiger IL-1B-Stimulation kam es zu einem deutlichen Anstieg der COX-2-Expression in
den Chondrozyten (Abb. 31A,B I-III). Im Gegensatz dazu kam es bereits nach zwdolfstiindiger
Ko-Stimulation mit IGF-I oder TGF-B1 oder beiden Wachstumsfaktoren in Kombination wieder
zu einer signifikanten Konzentrationsabnahme, welche jedoch nach Ko-Stimulation mit erhéhten
Konzentrationen beider Faktoren am stirksten war (Abb. 31A,B III). Die densitometrische
Auswertung der in dreifacher Form angefertigten Westernblots zeigte eine deutliche Zunahme
der COX-2-Expression durch die IL-1B-Behandlung, sowie bereits nach zwolf Stunden eine
signifikante Abnahme durch die Ko-Stimulation mit den Wachstumsfaktoren. Besonders
auffillig war, dass bereits nach zwolf Stunden Ko-Stimulation mit IGF-I und TGF-B1 in
Kombination nur noch etwa ein Drittel der COX-2-Konzentration vorhanden war, wohingegen
erhohte Konzentrationen der Wachstumsfaktoren diesen Effekt erst nach 24 Stunden Ko-

Stimulation bewirkten. Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb unbeeinflusst.
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Abb. 31: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation
mit IL-1f fiir 24h; Ko-Stimulation mit IL-13 und IGF-I und TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir
weitere 48h. Deutliche Abnahme der COX-2-Expression durch Wachstumsfaktoren. A: konstante
Konzentration von TGF-B1; variierende Konzentrationen von IGF-I (1, 10, 100 ng/ml); B: konstante
Konzentration von IGF-1, variierende Konzentrationen von TGF-p1 (1, 10, 100 ng/ml).

4.3.4. Immunfluoreszenz — Darstellung von Kollagen Typ II und B;-Integrin in
Chondrozyten in Monolayer-Kulturen

Zur weiteren Veranschaulichung des Effekts der beiden Wachstumsfaktoren IGF-I und TGF-f1

im Einzelnen oder in Kombination miteinander auf die Expression knorpeltypischer Marker, wie

dem extrazelluliren Matrixprotein Kollagen Typ II und dem Adhisions- und

Transmembranprotein ~ ;-Integrin, wurden zusétzlich Immunfluoreszenzuntersuchungen

durchgefiihrt. Hierfiir wurden die emigrierten Chondrozyten zunichst 24 Stunden mit 10 ng/ml

IL-1B vorstimuliert und anschlieBend mit 10 ng/ml IL-1B und 10 ng/ml IGF-I (Abb. 32C, H)
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oder 10 ng/ml TGF-B1 (Abb. 32D, I) oder beiden Wachstumfaktoren in Kombination (beide 10
ng/ml)(Abb. 32E, J) fiir weitere 24 Stunden ko-stimuliert.

In unstimulierten emigrierten Chondrozyten (Positivkontrolle) konnte eine kréftige Markierung
fiir B;-Integrin und Kollagen Typ II auf der Oberfldche der Zellen nachgewiesen werden (Abb.
32 A, F). Die Stimulation mit IL-1 fiihrte jedoch zu einer deutlichen Abnahme der Expression
beider Proteine (Abb. 32B, G). Durch die Ko-Stimulation mit IGF-I kam es zu einer starken
Zunahme der Expression beider Proteine (Abb. 32C, H). Vor allem die Expression von Kollagen
Typ II stieg, wohingegen IGF-I einen geringeren Effekt auf die Steigerung der [3;-Integrin-
Expression hatte. Auch die Ko-Stimulation mit TGF-$1 fiihrte zu einer stirkeren Expression von
Bi-Integrin und Kollagen Typ II auf der Oberfliche der Zellen im Vergleich zu mit IL-1p
stimulierten Chondrozyten (Abb. 32D, I). Dennoch war die Markierung schwicher ausgeprigt
als bei alleiniger Stimulation mit IGF-I. Zur Untersuchung eines synergistischen Effekts von
IGF-I und TGF-f1 wurden die emigrierten Chondrozyten zusétzlich mit beiden
Wachstumsfaktoren in Kombination in einer Konzentration von 10 ng/ml behandelt. Die
Ergebnisse zeigten starke Immunmarkierungen fiir 3;-Integrin und Kollagen Typ II (Abb. 32E,
J). Diese waren fiir beide Proteine im Vergleich zu separater Stimulation mit IGF-I oder TGF-f1
deutlich kriftiger ausgeprigt, wobei die Markierung fiir Kollagen Typ II noch kréftiger war als
die fiir PB;-Integrin. Die Expression von ;-Integrin konzentrierte sich hierbei auf die
Zellmembran, welche kréftig fluoreszierte (Abb. 32E). Die Kollagen Typ II-Markierung verteilte
sich gleichméBig stark auf die gesamte Oberfliche aller Chondrozyten und zum Teil in den

perizelluldren Raum (Abb. 32J).
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Die Zellen wurden folgendermallen behandelt:

IGF-I (10 ng/ml)

oder TGF-p1 (10 ng/ml)

oder IGF-I+TGF-B1 (je 10 ng/ml)
Oh 12h 24h

IL-18 (10 ng/ml)
Oh 4h 8h 12h 24h 36h 48h

»
»

B;-Integrin Kollagen II

Kontrolle

48h IL-1B

48h IGF-1

48h TGF-B1

48h TGF-B1
+IGF-1

Abb. 32: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von Kollagen Typ II und B;-Integrin auf der
Oberfliche humaner emigrierter Chondrozyten in Monolayer-Kultur nach Vorstimulation mit IL-1f3 fiir 24h;
Ko-Stimulation mit IL-1f und IGF-I oder/und TGF-f1 in unterschiedlichen Konzentrationen fiir weitere 24h.
A-E: Markierung fiir f;-Integrin; F-J: Markierung fiir Kollagen Typ II. Vergroerung 200x; Bars =25 um
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4.4. Chondrogenese
4.4.1. Kultivierung der emigrierten Chondrozyten aus Monolayer-Kultur in
Massenkultur

Eine ausreichende und schnelle Vermehrung von Chondrozyten ist nur in der Monolayer-Kultur
moglich. Hier dedifferenzieren die Chondrozyten jedoch zu fibroblastendhnlichen Zellen [156].
In dreidimensionalen Kultursystemen, wie der Alginat- oder der Massenkultur, die den
natiirlichen Verhiltnissen des Gelenkknorpels nidher kommen als Monolayer-Kulturen, halten
Chondrozyten iiber lange Zeit ihren spezifischen Phénotyp aufrecht [21]. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass in der Monolayer-Kultur dedifferenzierte Chondrozyten fiir eine gewisse
Zeit (Passage eins bis vier) trotz phinotypischer Verdnderungen noch redifferenzierbar sind,
wenn sie in ein dreidimensionales Kultursystem wie die Alginat- oder die Massenkultur
tiberfithrt werden [25,78]. Unter Verwendung von Wachstumsfaktoren (IGF-I) konnte das
Redifferenzierungspotential der Chondrozyten nach Uberfiihrung in die Massenkultur noch bis
Passage sieben verlangert werden [77]. Die Massenkultur bietet den Chondrozyten somit die
Moglichkeit in einer dreidimensionalen Kultur dhnlich den in vivo Bedingungen zu wachsen und
thren chondrogenen Phdnotyp wiederzuerlangen und diesen aufrechtzuerhalten. Nach einer
Kultivierungsdauer von drei Wochen in vitro setzen aber auch hier Dedifferenzierungsprozesse
ein [24].
Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte in einem weiteren Versuchsansatz das Potential
dedifferenzierter Chondrozyten aus der Monolayer-Kultur zur Bildung einer extrazelluldren
Matrix in Massenkultur untersucht werden. Hierzu wurden emigrierte Chondrozyten in
Monolayer-Kultur 24 Stunden mit 10 ng/ml IL-1p vorstimuliert, um anschlieBend mit IL-1(3 (10
ng/ml) und IGF-I (100 ng/ml) oder TGF-B1 (100 ng/ml) oder beiden Wachstumsfaktoren in
Kombination fiir weitere 24 Stunden ko-stimuliert zu werden. Die so stimulierten Chondrozyten
wurden im Anschluss in Massenkultur kultiviert. Hier verblieben sie fiir weitere sieben Tage.
Die morphologischen Verdnderungen wurden elektronenmikroskopisch ausgewertet. Die
Kulturen wurden auf elektronenmikroskopischer, immun-elektronenmikroskopischer und
Westernblot Ebene untersucht.
Unbehandelte Chondrozyten (Positivkontrolle) zeigten das Bild gut differenzierter Zellen mit gut
ausgebildeten und organisierten Zellorganellen. Die Chondrozyten bildeten ein dichtes und
regelmiBiges extrazelluliren Matrixkonstrukt (Abb. 33A). Dedifferenzierte Chondrozyten, die
aus allein mit IL-1B stimulierten Monolayer-Kulturen stammten, waren auch nach Uberfiihrung

in die Massenkultur nicht in der Lage zu redifferenzieren. Sie produzierten keine EZM und
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unterlagen stattdessen der Apoptose. Deutlich apoptotische Verdnderungen stellten in diesem
Zusammenhang die Chromatinverdichtung, das Losen des Zytoplasmas vom Zellkern sowie die
Priasenz von Apoptosekdrperchen dar (Abb. 33B).

Im Unterschied dazu waren die mit Wachstumsfaktoren behandelten dedifferenzierten
Chondrozyten der Monolayer-Kultur nach sieben Tagen in Massenkultur zu Chondrozyten
redifferenziert. Diese zeigten den typischen ovalen bis runden Phianotyp. Im Zytoplasma befand
sich gut ausgebildetes rER, ein grofler Golgi Apparat sowie zahlreiche Mitochondrien. Die von
den Chondrozyten gebildete extrazelluldre Matrix, bestehend aus feinen Kollagenfibrillen, legte

sich dicht an die Zellmembran an (Abb. 33A, C-E).

Die Zellen wurden folgendermafen behandelt:

IGF-I (100 ng/ml)
oder TGF-B1 (100 ng/ml)
oder IGF-I+TGF-31 (je 10 ng/ml)

IL-1B (10 ng/ml) Oh 12h 24h
Oh 4h 8h 12h 24h 36h 48h

vy

=t

48h Kontrolle
G 5

Abb. 33: Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Massenkultur. 24h
Vorstimulation mit IL-1f und Ko-Stimulation mit IL-1B und IGF-I oder/und TGF-B1 fiir weitere 24h in
Monolayer-Kultur. Danach Transfer in Massenkultur fiir sieben Tage. m=Matrix; c=Chondrozyt. A-E: x4000;
Bars=1 um

Durch das Uberfiihren in die Massenkultur waren mit Wachstumsfaktoren behandelte emigrierte
Zellen aus der Monolayer-Kultur in der Lage zu redifferenzieren. Wie die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, waren die Chondrozyten in den entstandenen
Knorpelknotchen von reichlich gut ausgebildeter dichter extrazellularer Matrix umgeben. Um
nachzuweisen, dass es sich hierbei tatsdchlich um die knorpeltypischen Matrixproteine Kollagen
Typ II und Proteoglykane handelt, wurden immunelektronenmikroskopische Untersuchungen
mit goldmarkierten Antikdrpern gegen Kollagen Typ II und Proteoglykane durchgefiihrt (Abb.
34). Zunichst wurden die emigrierten Chondrozyten fiir 24 Stunden mit IL-1B (10 ng/ml) in
Monolayer-Kultur vorbehandelt und anschlieBend mit IL-1p (10 ng/ml) und IGF-I oder TGF-f1
(jeweils 100 ng/ml) oder beiden Wachstumsfaktoren in Kombination (beide 10 ng/ml) fiir
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weitere 24 Stunden ko-stimuliert. Danach erfolgte der Transfer in die Massenkultur, wo die
Chondrozyten fiir weitere sieben Tage verweilten.

In unbehandelten emigrierten Chondrozyten in Massenkultur (Positivkontrolle) konnten beide
knorpelspezifischen Matrixbestandteile nachgewiesen werden. Die Goldpartikel waren sowohl
fiir Kollagen Typ II als auch fiir Proteoglykane im Extrazellularraum nachweisbar. Eine
Markierung von Goldpartikeln im Intrazellularraum wies auf Vorstufen von Kollagen Typ II und
der Proteoglykane im Syntheseapparat der Chondrozyten hin (Abb. 34A,F). Wie bereits gezeigt
werden konnte, fiihrte die Stimulation mit IL-1 in Monolayer-Kultur zu einem vollig zerstorten
Zellbild der Chondrozyten in Massenkultur. Die Immunmarkierung gegen Kollagen Typ II und
Proteoglykane wurde deshalb nicht durchgefiihrt (Abb. 34B,G). Im Unterschied dazu zeigte sich
die Wirkung von IGF-I und TGF-B1 nicht nur auf das verdnderte Zellbild redifferenzierter
Chondrozyten mit dem typischen ovalen bis runden Phénotyp sowie den gut ausgepréigten und
organisierten Zellorganellen. Durch Immunmarkierung mit goldgekoppelten Antikorpern
konnten die Matrixproteine Kollagen Typ II und Proteoglykane zahlreich im Extrazellularraum
nachgewiesen werden. Dies war sowohl fiir die Ko-Stimulation mit IGF-I (Abb. 34C, H) als
auch mit TGF-B1 (Abb. 34D, I) zu erkennen. Am stirksten ausgeprigt war die
Immunmarkierung beider Matrixproteine jedoch nach der Ko-Stimulation der Chondrozyten mit

beiden Wachstumsfaktoren in Kombination miteinander (Abb. 34E, J).

TGF-B1 (100 ng/ml)
oder IGF-I (100 ng/ml)
oder TGF-B1+IGF-I (je 10 ng/ml)

>
1L-1P (10 ng/ml) >
Oh 4h 8h 12h 24h 36h 48h

48h Kontrolle 48h I1-1B 48h TGF-B1 48h IGF-I+TGF-B1
. Tty TG 10 5 W T AT BF e 1

5 44:3

4 T2
1Y, {

Proteoglykane

.

48h Kontrolle 48h IL-1B 48h IGF-1

Abb. 34: Immunelektronenmikroskopische Aufnahmen humaner emigrierter Chondrozyten in Massenkultur.
24h Vorstimulation mit IL-1p und Ko-Stimulation mit IL-1f und IGF-I oder/und TGF-B1 fiir weitere 24h in
Monolayer-Kultur. Danach Transfer in Massenkultur fiir sieben Tage. Immunmarkierung gegen Kollagen II
und Proteoglykane (—). m=Matrix; c=Chondrozyt A-J: x25000; Bars 1pm
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Um den Einfluss der Wachstumsfaktoren auf die Synthese der extrazelluldren Matrixproteine in
redifferenzierten Chondrozyten in Massenkultur auf Proteinebene zu untersuchen, wurden
Westernblot Analysen durchgefiihrt. Hierfiir wurden humane emigrierte Chondrozyten 24
Stunden in Monolayer-Kultur mit 10 ng/ml IL-1f vorstimuliert und anschlieend mit IL-1 (10
ng/ml) und IGF-I und/oder TGF-B1 (beides 10 ng/ml) ko-stimuliert oder nur mit IL-1f
behandelt. Die so behandelten Zellen wurden in Massenkultur iiberfithrt und hier fiir weitere

sieben Tage kultiviert.

Die Westernblot Analysen ergaben ein starke Expression von Kollagen Typ II und
Proteoglykanen (Abb. 35A,B) in Chondrozyten, die unbehandelt waren (0, 12, 24 und 48
Stunden Kontrolle), im Gegensatz zu Kulturen, die ausschlielich mit IL-1B stimuliert wurden.
Hier konnten fiir beide Proteine nur geringe oder keine Expressionen nachgewiesen werden. Die
Stimulation mit IGF-I resultierte in einer gesteigerten Expression von Kollagen Typ II (Abb.
35A) sowie den Proteoglykanen (Abb. 35B), welche weiter durch die Stimulation mit TGF-1
verstirkt wurde. Durch die Kombination beider Wachstumsfaktoren konnte ein additiver Effekt
auf die Expression beider Matrixproteine gezeigt werden. Hier war die Expression sowohl von
Kollagen Typ II als auch der Proteoglykane am stirksten und erreichte beinahe den
Ausgangswert.

In den densitometrischen Analysen der in dreifacher Form angefertigten Westernblot
Experimente zeigten sich in mit Wachstumsfaktor behandelten Chondrozyten erhohte
Expressionen von Kollagen Typ II und der Proteoglykane verglichen mit IL-1B-behandelten
Zellen nach Transfer in Massenkultur. Dabei bewirkte die Kombination von IGF-I und TGF-f1
einen signifikanten Anstieg in der Expression beider Matrixproteine verglichen mit der Ko-
Stimulation mit nur einem beider Wachstumsfaktoren. Die Synthese des House-keeping Proteins

B-Aktin blieb unverdndert.
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Abb. 35: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Massenkultur. 24h Vorstimulation mit IL-
1B und Ko-Stimulation mit IL-1B und IGF-I oder/und TGF-B1 fiir weitere 24h in Monolayer-Kultur. Danach
Transfer in Massenkultur fiir sieben Tage. Deutlicher Anstieg der Expression von Kollagen Typ II (A) und
knorpelspezifischen Proteoglykanen (CSPG) (B) nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren. Bei
Proteoelvkanen wurden exemnlarisch die unteren zwei Banden gemessen.

Desweiteren wurde der Effekt von IGF-I und TGF-1 auf die Expression des transmembranéren
Rezeptor- und Signalproteins [;-Integrin und des Adaptorproteins Shc nach Transfer in
Massenkultur untersucht. Humane emigrierte Chondrozyten wurden fiir 24 Stunden mit 10 ng/ml
IL-1B in Monolayer-Kultur vorstimuliert. Danach folgte die Ko-Stimulation mit IL-18 (10
ng/ml) und IGF-I und/oder TGF-B1 (beides 10 ng/ml) oder die Chondrozyten wurden nur mit IL-
1B stimuliert. Die so behandelten Zellen wurden in Massenkultur tiberfiihrt und hier fiir weitere
sieben Tage kultiviert.

Die Expression von sowohl f;-Integrin (Abb. 36A) als auch Shc (Abb. 36B) war in
unbehandelten Chondrozyten (0, 12, 24 und 48 Stunden Kontrolle) hoch, zeigte jedoch deutlich
verringerte Werte nach 24 Stunden Stimulation mit IL-1[3. Nach 48 Stunden IL-1B-Behandlung
war keine Expression mehr sichtbar. Im Gegensatz dazu resultierte die Behandlung mit IGF-I in
einer deutlichen Zunahme der Expression beider Proteine, die weiter durch die Ko-Behandlung
mit TGF-B1 gesteigert wurde. Die Kombination beider Wachstumsfaktoren zeigte die stérkste
Expression von sowohl 3;-Integrin als auch von Shc-Protein.

In den densitometrischen Analysen der in dreifacher Form angefertigten Westernblot
Experimente zeigten sich in mit Wachstumsfaktor behandelten Chondrozyten nach Transfer in
Massenkultur erhohte Expressionen von B;-Integrin und Shc verglichen mit IL-1B-behandelten

Zellen. Dabei bewirkte die Kombination von IGF-I und TGF-B1 einen signifikanten Anstieg in
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der Expression beider Proteine verglichen mit der Ko-Stimulation mit nur einem der beiden

Wachstumsfaktoren (Abb. 36A,B). Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb

unverédndert.
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Abb. 36: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Massenkultur. 24h Vorstimulation mit IL-
1B und Ko-Stimulation mit IL-1 und IGF-I oder/und TGF-B1 fiir weitere 24h in Monolayer-Kultur. Danach
Transfer in Massenkultur fiir sieben Tage. Deutlicher Anstieg der Expression von B-Integrin (A) und Shc (B)

nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren.

In weiteren Untersuchungen sollte der Einfluss beider Wachstumsfaktoren auf die Synthese der
fiir die Chondrogenese wichtiger Signalproteine analysiert werden. Das Interesse galt dabei vor
allem der MAPKinase Erk 1/2 und dem chondrogenen Transkriptionsfaktor Sox9 in emigrierten

Chondrozyten nach dem Transfer in Massenkultur. Hierzu wurden humane emigrierte

Chondrozyten zunéchst fiir 24 Stunden mit 10 ng/ml IL-1p in Monolayer-Kultur vorstimuliert.

Danach folgte die Ko-Stimulation mit IL-13 (10 ng/ml) und IGF-I und/oder TGF-B1 (beides 10

ng/ml) oder die Zellen wurden nur mit IL-13 behandelt. Die so behandelten Zellen wurden in

Massenkultur iiberfiihrt und hier fiir weitere sieben Tage kultiviert.

Die densitometrische Analyse der in dreifacher Form angefertigten Westernblots demonstrierte
zunichst, verglichen mit den Kontrollzellen, eine IL-1p induzierte verminderte Synthese von Erk
1/2 und Sox9 (Abb. 37A,B). Sowohl Sox9 (Abb. 37B) als auch Erk 1/2 (Abb. 37A) waren nach
48 Stunden nicht mehr messbar. Die Stimulation mit IGF-I fiihrte zu einer deutlichen Steigerung

der Expressionen beider Proteine, welche durch die Ko-Stimuation mit TGF-B1 noch gesteigert

wurde. Die Kombination von IGF-I und TGF-B1 hatte einen signifikanten additiven Effekt auf

die Expression beider Proteine verglichen mit der Ko-Stimulation mit nur einem der beiden

Wachstumsfaktoren. Die Synthese des House-keeping Proteins B-Aktin blieb unverdndert.
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Abb. 37: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Massenkultur. 24h Vorstimulation mit IL-
1B und Ko-Stimulation mit IL-1f und IGF-I oder/und TGF-B1 fiir weitere 24h in Monolayer-Kultur. Danach
Transfer in Massenkultur fiir sieben Tage. Deutlicher Anstieg der Expression von Erk 1/2 (A) und Sox9 (B)
nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren.

Um den starken anabolen Effekt der Wachstumsfaktoren auf die in Monolayer-Kultur durch IL-
IB induzierte Dedifferenzierung der emigrierten Chondrozyten in Massenkultur zu
demonstrieren, wurde die Expression wichtiger mit Apoptose und Entziindung assoziierter
Proteine, wie aktivierter Caspase-3 und MMP-13, untersucht. Humane emigrierte Chondrozyten
wurden hierfiir zundchst fiir 24 Stunden mit 10 ng/ml IL-1p in Monolayer-Kultur vorstimuliert
und anschlieBend mit IL-1B (10 ng/ml) und IGF-I und/oder TGF-B1 (beides 10 ng/ml) ko-
stimuliert oder nur mit IL-1 behandelt. Die so behandelten Zellen wurden in Massenkultur
iiberfiihrt und hier fiir weitere sieben Tage kultiviert.

Wie in Abbildung 38 gezeigt, resultierte die Stimulation der Chondrozyten mit IL-18 nach 24
Stunden in erhohten Expressionen sowohl von aktivierter Caspase-3 als auch von MMP-13
(Abb. 38A,B). Nach 48 Stunden war die Expression weiter erhoht, fiir aktivierte Caspase-3
besonders deutlich (Abb. 38A). Die Verwendung von IGF-I oder TGF-B1 oder beiden
Wachstumsfaktoren in Kombination fiihrte zu einer kompletten Herabregulierung der aktivierten
Caspase-3. Die Expression von MMP-13 nahm durch die Ko-Stimulation mit IGF-I deutlich ab,
noch starker sogar durch TGF-B1-Ko-Stimulation und war nach der Kombinationsbehandlung
mit beiden Wachstumsfaktoren kaum noch erkennbar (Abb. 38B).

Die densitometrischen Analysen der in dreifacher Form angefertigten Westernblot Experimente
bestitigten diese Befunde und zeigten, dass die Caspase-3- und MMP-13- Expressionen durch

die Stimulation mit IL-1p deutlich im Vergleich zu Kontrollzellen oder mit Wachstumsfaktoren

84



behandelten Zellen nach dem Transfer in Massenkultur anstiegen. Die Synthese des House-

keeping Proteins -Aktin blieb unverdndert.
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Abb. 38: Westernblot Analyse humaner emigrierter Chondrozyten in Massenkultur. 24h Vorstimulation mit IL-
1B und Ko-Stimulation mit IL-1B und IGF-I oder/und TGF-B1 fiir weitere 24h in Monolayer-Kultur. Danach
Transfer in Massenkultur fiir sieben Tage. Deutlicher Anstieg der Expression von Caspase-3 (A) und MMP-13
(B) nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren.

4.4.2. Kultivierung von primdren Chondrozyten und Fibroblasten in Massenkultur

Um die Ergebnisse aus den Untersuchungen mit emigrierten Chondrozyten aus der Alginat-
Kultur zu verifizieren, wurden dieselben Versuche zum einen mit frisch isolierten primdren
Chondrozyten (als Positivkontrolle; Abb. 39A-E) und zum anderen mit Fibroblasten (als
Negativkontrolle; Abb. 39F-J) durchgefiihrt. Hierfiir wurden serumfreie primére isolierte
Chondrozyten und Fibroblasten zunédchst 24 Stunden mit 10 ng/ml IL-1B vorstimuliert und
anschliefend mit IL-1f und IGF-I oder TGF-B1 (jeweils 100 ng/ml) oder mit beiden in
Kombination (10 ng/ml) ko-stimuliert oder nur mit IL-1p fiir weitere 24 Stunden
weiterstimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir sieben Tage in Massenkultur iiberfiihrt. Die
Ergebnisse wurden mittels Elektronenmikroskopie und Westernblot dargestellt.

Die alleinige Stimulation mit IL-1f fiihrte sowohl bei primiren Chondrozyten als auch bei
Fibroblasten zu einem zerstorten Zellbild mit apoptotischen und lysierten Zellen (Abb. 39B,G).
Im Gegensatz dazu bewirkte die Ko-Stimulation der priméren Chondrozyten mit
Wachstumsfaktoren ein gesundes Bild gut ausgebildeter Knorpelknétchen mit vitalen und gut
ausgeprigten und organisierten Zellorganellen (Abb. 39C-E). Dies konnte sowohl nach der Ko-
Stimulation der primdren Chondrozyten mit IGF-I oder TGF-B1 allein oder beiden in

Kombination dargestellt werden.
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In der Massenkultur der Fibroblasten zeigten sich jedoch komplett zerstorte Zellstrukturen,
sowohl bei Stimulation mit IL-1f als auch nach Behandlung mit beiden Wachstumsfaktoren

(Abb. 39G-J).

TGF-B1 (100 ng/ml)
oder IGF-I (100 ng/ml)
oder TGF-B1+IGF-I (je 10 ng/ml)

>
IL-1B (10 ng/ml) >

Oh 4h 8h 12h 24h 36h 48h
48h Kotrolle_ 48h IL-1B ] 48h IGF-1 48h TF-BI 48h IGF-I + TGF-p1

PRIMARE CHONDROZYTEN

TN ]

FIBROBLASTEN

Abb. 39: Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner primérer isolierter Chondrozyten und Fibroblasten in
Massenkultur. B: Behandlung mit IL-1p fiihrt zu Apoptose der priméren isolierten Chondrozyten. A, C-E:
Ausbildung feiner Knorpelknétchen nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren. F-J: Vollige Zerstorung der
Fibroblasten in allen Kulturbedingungen. A-J: x4000; Bars = 1 um

Zum Untermauern der Ergebnisse aus den elektronenmikroskopischen Demonstrationen wurden
weitere Untersuchungen auf Proteinebene durchgefiihrt. In den hierzu durchgefiihrten
Westernblot Analysen wurden Antikorper gegen Kollagen Typ II, Proteoglykane und B;-Integrin
benutzt (Abb. 40). Zunédchst wurden serumfreie primire isolierte Chondrozyten und Fibroblasten
24 Stunden mit 10 ng/ml IL-1p vorstimuliert und anschliefend mit IL-13 und IGF-I oder TGF-
B1 (jeweils 100 ng/ml) oder mit beiden in Kombination (10 ng/ml) ko-stimuliert oder nur mit IL-
1B fiir weitere 24 Stunden weiterstimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir sieben Tage in
Massenkultur tiberfiihrt.

Es zeigten sich starke Expressionen von Kollagen Typ II, der Proteoglykane und 3;-Integrin in
den Kontrollzellen und in mit Wachstumsfaktoren behandelten primiren Chondrozyten. Die

Stimulation mit IL-1p fiihrte jedoch zu einer deutlichen Abnahme der Expression dieser drei
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Proteine. Im Gegensatz dazu war weder eine Expression von Kollagen Typ II noch von

Proteoglykanen oder 3;-Integrin in Fibroblasten nachweisbar. Hierbei spielte es keine Rolle, ob

die Zellen mit IL-13 oder mit Wachstumsfaktoren behandelt worden waren (Abb. 40).
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Abb. 40: Westernblot Analyse humaner primérer isolierter Chondrozyten und Fibroblasten in Massenkultur.

Expression von Kollagen Typ II, Proteoglykanen und B;-Integrin. Bei Proteoglykanen wurden exemplarisch
drei Banden gemessen.

87



5. DISKUSSION

5.1. Kultivierung der Chondrozyten unmittelbar nach der Isolierung in Alginat

Im Rahmen der Therapie von Gelenkknorpelschidden hat die autologe Chondrozyten
Transplantation (ACT) in den letzten Jahren groBe Fortschritte gemacht und bereits gute
Ergebnisse erzielt. Verwendung findet dieses neue Verfahren bisher jedoch nur fiir isolierte
kleine Knorpeldefekte zum Beispiel nach traumatischen Lisionen [139]. Notwendige
Voraussetzung zur Transplantation funktionsfdhiger, vitaler Chondrozyten in den artikuldren
Defekt ist eine ausreichende Menge an transplantierbaren Zellen. Die ausreichende Vermehrung
der Chondrozyten ist nur in der Monolayer-Kultur moglich. Hier kommt es jedoch zu
Dedifferenzierungsprozessen in den Chondrozyten. Die Zellen verlieren die Fiahigkeit zur
Produktion knorpeltypischer Matrixproteine und produzieren stattdessen Kollagen Typ I, IIT und
V sowie knorpelunspezifische Proteoglykane [54]. Hierbei geht der Kontakt der Chondrozyten
zur ihrer EZM verloren und die Zellen beginnen Zellfortsdtze auszubilden. Nach und nach
nehmen sie einen fibroblastenédhnlichen Phanotyp an. Die Kontamination mit Fibroblasten oder
die Uberwucherung durch diese kann zusitzlich zur Dedifferenzierung der Chondrozyten
beitragen [157]. Diese phinotypisch bereits dedifferenzierten Chondrozyten haben teilweise ihr
chondrogenes Potential verloren. Werden sie in den Knorpeldefekt gefiillt, sind sie oft nicht in
der Lage, diesen effizient und dauerhaft zu decken. Die Ergebnisse der ACT sind daher
verbesserungswiirdig.

Ziel dieser Arbeit war es also, nach Moglichkeiten zu suchen, eine ausreichende Anzahl an
Chondrozyten in vitro zu gewinnen, das chondrogene Potential dieser Zellen aufrecht zu erhalten
und somit Material zu gewinnen, welches im Rahmen der ACT Knorpeldefekte funktionell
decken kann. Auflerdem sollte herausgefunden werden, welchen Einfluss die Wachstums-
faktoren IGF-I und TGF-B1 auf das chondrogene Potential und das Redifferenzierungspotential
von dedifferenzierenden Chondrozyten in vitro haben.

Um einen einheitlichen Versuchsansatz mit einer homogenen und vitalen Chondrozyten-
population fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit zu gewéhrleisten, wurden emigrierte Zellen
aus der Alginat-Kultur verwendet. Fiir die Untersuchungen mussten die Chondrozyten in der
Lage sein schnell zu proliferieren, knorpeltypische Marker zu produzieren und ihr chondrogenes
Potential aufrecht zu erhalten. Um dies sicher zu stellen, wurden primére humane Chondrozyten
isoliert und in die Alginat-Kultur iiberfiihrt. Im Alginat bleiben die Chondrozyten fiir lange Zeit

vital und in einem differenzierten Zustand [154]. Bereits nach wenigen Tagen wandern

88



Chondrozyten aus der Alginatkugel aus und adhirieren an der Oberflache der Zellkulturflasche
[153]. Sie bilden einen Monolayer aus, zunédchst nur in der direkten Umgebung der Alginatkugel.
Nach einigen Tagen erreichen sie Konfluenz. Die ausgewanderten (emigrierten) Zellen weisen
einen runden bis ovalen Phinotyp auf, wie er typisch fiir Chondrozyten ist. Aufgrund der
strukturellen Eigenschaften eignet sich die Alginat-Kultur aulerdem als Filterstation fiir die
Isolierung einer reinen Chondrozytenpopulation. Es konnte gezeigt werden, dass es Fibroblasten
oder fibroblastendhnlichen Zellen nicht moglich ist, in der Alginat-Kultur zu {iiberleben
[153,154]. Aus dem Alginat emigrierende Zellen stellen somit eine reine homogene
Chondrozytenkultur, bestehend aus vitalen Zellen mit einem dhnlichen Differenzierungsniveau,
dar. Tatsdchlich konnte nachgewiesen werden, dass diese emigrierten Chondrozyten in der Lage
sind knorpeltypische Markerproteine, wie Kollagen Typ II und Proteoglykane, zu synthetisieren,
wenn sie wieder in ein dreidimensionales Kultursystem tiiberfiihrt werden [25,78]. Ein weiterer
Vorteil der Alginat-Kultur besteht in der Eigenschaft der emigrierten Chondrozyten zur weiteren
Vermehrung in Monolayer-Kultur iiber einen ldngeren Zeitraum, sodass die Voraussetzung einer
ausreichenden Zellzahl fiir die ACT erfiillt werden kann [21,158]. Die Alginat-Kultur bietet
daher ein Reservoir, in dem Chondrozyten fiir Wochen vital und in differenziertem Zustand
gehalten werden konnen [21,154]. Zum Anderen verfiigen die aus dem Alginat emigrierten
Chondrozyten iiber die Fahigkeit sich fiir lingere Zeit in Monolayer-Kultur zu vermehren
[20,21].

Die Proliferation der emigrierten Chondrozyten in Monolayer-Kultur unterliegt jedoch zeitlichen
Grenzen. Die zur Vermehrung der Chondrozyten notwendigen Passagiervorginge sind nicht
unbegrenzt durchfiihrbar. Mit zunehmender Anzahl der Passagen veridndern die Chondrozyten
thren chondrogenen Phinotyp. Bis Passage vier sind sie jedoch befdhigt knorpeltypische
Matrixproteine, wie Kollagen Typ II und Proteoglykane, zu synthetisieren, wenn sie in ein
dreidimensionales System iiberfithrt werden. Dieses Redifferenzierungspotential in der 3D-
Kultur konnte ab Passage fiinf nicht mehr gezeigt werden [25,78]. Stattdessen dnderte sich das
Syntheseprogramm der Chondrozyten und es wurde vermehrt aktivierte Caspase-3 (als
Apoptose-Marker) nachgewiesen. Die Zellen wurden also apoptotisch [78]. Shakibaei et al.,
konnten 2006 jedoch das chondrogene Potential dedifferenzierender Chondrozyten durch
Stimulation der Zellen mit IGF-I um weitere zwei Passagen bis zur sechsten Passage verldngern
[77].

Um auflerdem die Aussagekraft der Ergebnisse, die mit emigrierten Chondrozyten aus der
Alginat-Kultur erzielt wurden zu iiberpriifen, wurden die gleichen Untersuchungen zum einen

mit primdren Chondrozyten (als Positivkontrolle) und zum anderen mit Fibroblasten (als
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Negativkontrolle) durchgefiihrt. Es kam hierbei zu einer Ubereinstimmung der Ergebnisse der
mit emigrierten Chondrozyten durchgefiihrten Untersuchungen mit denen der priméren
Chondrozyten. Die Fibroblastenkulturen zeigten im Gegensatz dazu ein vollig zerstortes
Zellbild. Es konnte somit bestitigt werden, dass die Verwendung von emigrierten Chondrozyten
aus der Alginat-Kultur eine optimale Zellpopulation fiir die im Rahmen dieser Arbeit

durchgefiihrten Untersuchungen darstellt.

5.2. Wirkung von IL-1p auf Chondrozyten in Monolayer- und Massenkultur
5.2.1. Dedifferenzierung, Degeneration und Apoptose

Fiir die Pathogenese der Arthrose spielen proinflammatorische Zytokine wie IL-13 und TNF-a
eine wichtige Rolle. Die genauen Ausldser fiir die Zytokininduktion sind jedoch noch nicht
genau geklirt. Mechanischer Stress, wie er bei Fehlbelastungen von Gelenken auftritt, stellt
allerdings einen bekannten Stimulus fiir eine gesteigerte Produktion der Entziindungsmediatoren
dar [44]. Weitere Faktoren, die storend in die Homdostase des Gelenkknorpels eingreifen, sind
bestimmte Abbauprodukte der EZM, wie Fibronektinfragmente [51]. Die von Synoviozyten,
Makrophagen und Chondrozyten sezernierten proinflammatorischen Zytokine bewirken im
Gelenkknorpel eine Abnahme der Produktion knorpelspezifischer Matrixproteine, wie Kollagen
Typ II und Proteoglykane. Das Syntheseprogramm der Chondrozyten wird auf untypische
Matrixkomponenten wie Kollagen Typ I, IIl und V und fiir Gelenkknorpel unspezifische
Proteoglykane umgestellt [53,54]. AuBerdem bewirken sie einen Anstieg in der Synthese
weiterer proinflammatorischer Mediatoren und matrixabbauender Enzyme, wie COX-2 und
MMPs [52] und hemmen die Synthese von MMP-Inhibitoren (Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases = TIMPs) [55], was zu einem zusédtzlichen Abbau der EZM fiihrt. Somit
verdandert sich die Zusammensetzung der EZM und die Chondrozyten weisen
Dedifferenzierungsmerkmale auf.

In dieser Arbeit wurde die Stimulation der emigrierten Chondrozyten mit IL-1f als Modell
genutzt, um in vitro Verdnderungen dhnlich der Arthrose nachzustellen. Um die starken
katabolen Effekte von IL-1f auf die Chondrozyten nachzuweisen und somit auf die
Notwendigkeit in dieses System einzugreifen aufmerksam zu machen, wurde mittels
Elektronenmikroskopie, Immunelektronenmikroskopie sowie auf molekularbiologischer Ebene
mittels Westernblot Analysen und mit Immunfloureszenz nach Verdnderungen durch eine

Stimulation mit 10 ng/ml IL-1f iiber 72 Stunden gesucht.
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Tatsdchlich kam es bereits nach vierstiindiger Stimulation mit IL-13 zu ersten degenerativen
Verianderungen. Diese zeigten sich morphologisch in einer Abrundung der Chondrozyten,
geschwollenen Zellorganellen sowie einer Zunahme an Heterochromatin. Die degenerativen
Prozesse verstirkten sich und fiihrten zu einer kontinuierlichen Zunahme apoptotischer
Verdnderungen, die nach 72-stiindiger Stimulation schlieBlich zu Chondrozyten mit
fortgeschrittener Apoptose oder bereits lysierten Zellen fiihrte. Die starken katabolen Effekte von
IL-1B konnten auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die Abnahme der knorpel-
spezifischen Matrixkomponenten Kollagen Typ II und der Proteoglykane durch IL-1f3 konnte
bereits in anderen Arbeiten gezeigt werden [52,149,159] und fiihrte in dieser Arbeit nach 72-
stiindiger Stimulation zu einem drastischen Riickgang beider Matrixproteine.

Fiir die Aufrechterhaltung der Knorpelhomdostase spielt die Interaktion der Chondrozyten mit
der EZM eine wesentliche Rolle. Vermittelt wird diese auch durch Signal- und
Adhisionsproteine (Integrine). Vor allem die B;-Integrine spielen eine bedeutende Rolle im
Gelenkknorpel. Hier konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit IL-13 zu einer deutlichen
Herabregulierung von f3;-Integrin fiihrte [62,77,160].

Besonders wichtig fiir die Aufrechterhaltung des chondrogenen Potentials der Zellen ist die
Aufrechterhaltung wichtiger anaboler Signaltransduktionswege. Eine bedeutende Rolle im
Zellwachstum und der Zelldifferenzierung kommt hierbei dem MAPKinase Signalweg zu [74].
In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Stimulation mit IL-1B zu einer Abnahme der Expression
von Erk 1/2, einem der wichtigsten Mediatoren dieses Signalweges, wobei die Isoform mit 42
kD (Erk 2) stirker betroffen war als die 44 kD Isoform. Erk 1/2 zeigen eine 90 %ige
Sequenzidentitit in Sdugetieren. Erk 2 ist dabei generell stirker exprimiert. Daher ldsst sich
vermuten, dass die stirkere Expression von Erk 2 auch mit einer stirkeren Reaktion von Erk 2
auf die Stimulation mit IL-1[ vergesellschaftet ist. Aktiviertes Erk 1/2 transloziert anschlieBend
in den Zellkern, wo es die Aktivitdt verschiedener Transkriptionsfaktoren reguliert. Vor allem
der chondrogene Transkriptionsfaktor Sox9 ist wesentlicher regulatorischer Faktor in der
Differenzierung von Chondrozyten [77,79]. Shakibaei et al., konnten 2006 zum ersten Mal in
Ko-Immunoprezipitationsversuchen eine direkte Assoziation von Erk 1/2 mit Sox9 nachweisen.
AuBerdem ist bereits bekannt, dass die katabolen Effekte von IL-1f iiber die Signalwege der
MAPKinasen, Erk, p38 und JNK, vermittelt werden [82] sowie, dass im Gegensatz zu gesunden
Chondrozyten, in Zellen von Arthrosepatienten geringere Mengen von Sox9 nachweisbar waren
[161]. Tatsdchlich konnte in dieser Arbeit ein inhibitorischer Effekt von IL-1 auf die

Expression von Sox9 nachgewiesen werden. Zu erkldren ist dies zum einen durch eine direkte
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hemmende Wirkung von IL-13 auf die Sox9-Expression, zum anderen iiber eine verminderte
Aktivierung durch die ebenfalls IL-1B-induzierte Herabregulierung der Erk 1/2-Expression.
Zusétzlich ergaben die Untersuchungen in dieser Arbeit, dass die Stimulation mit IL-1 zu einer
Steigerung der Synthese weiterer proinflammatorischer Enzyme und matrixdegenerierender
Mediatoren, wie COX-2 und der MMPs fiihrt. Tatsdchlich sind katabole Zytokine, wie IL-1
und TNF-a, wichtige Stimulatoren fiir die de novo Synthese kataboler Enzyme wie der MMPs,
welche im Gelenkknorpel fiir den Abbau der EZM im Rahmen von arthrotischen Verédnderungen
verantwortlich gemacht werden [52]. Desweiteren wurde berichtet, dass Zytokine im Rahmen
der Arthrose vor allem die Genexpression fiir MMP-13 verstiarkten und die Hemmung dieses
Signals zu vermindertem Knorpelabbau fiihrte [162]. In gesundem Gelenkknorpel besteht ein
Gleichgewicht zwischen aktiven MMPs und ihren Inhibitoren (TIMPs), welches prézise geregelt
wird. Im Unterschied dazu ist dieses Gleichgewicht bei arthrotischen Gelenkverdnderungen
gestort, was zu einem Uberwiegen der MMPs und damit zu einem vermehrten Matrixabbau fiihrt
[163]. Die Stimulation mit IL-1p fiihrte auBerdem zu einer vermehrten Synthese von COX-2.
Tatsdchlich ist COX-2 ein wichtiger Mediator von Entziindungsprozessen und induziert die
Gelenkzerstorung wihrend der Arthrose [163].

Die somit stattfindenden Verdnderungen der EZM, dass heilit die Zerstorung und der Abbau der
EZM, finden Bestétigung in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen dieser Arbeit.

Um ferner herauszufinden, wie sich die Stimulation der emigrierten Zellen mit IL-1f in
Monolayer-Kultur auf die Zellen nach Transfer in ein dreidimensionales Kultursystem auswirkt,
wurden die Zellen nach Stimulation mit IL-1f3 in Massenkultur tiberfiihrt und fiir weitere sieben
Tage kultiviert. Es konnte gezeigt werden, dass die bereits in Monolayer-Kultur stattgefundenen
Dedifferenzierungsprozesse die Chondrozyten soweit geschddigt hatten, dass eine
Redifferenzierung in einer 3D-Kultur nicht mehr moglich war. Morphologisch waren Apoptose
und Zelllyse sichtbar. Die fehlende Matrixproduktion lie sich auflerdem auch auf
molekularbiologischer Ebene nachweisen. Die Chondrozyten produzierten wenig oder gar keine
knorpeltypischen Proteine, wie Kollagen Typ II, B;-Integrin, die MAPKinase Mitglieder Erk 1/2
oder den chondrogenen Transkriptionsfaktor Sox9. Im Gegensatz dazu konnten die
apoptotischen Prozesse auch in einer gesteigerten Synthese von aktivierter Caspase-3
nachgewiesen werden. Die fehlende Matrixproduktion in IL-1B-stimulierten Chondrozyten ldsst

sich aulerdem durch eine nachgewiesene verstarkte Expression von MMP-13 erkléren.
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5.3. Wirkung von Wachstumsfaktoren auf mit IL-1p- behandelte Chondrozyten
5.3.1. IGF-I

Aufgrund der aufgezeigten starken katabolen Effekte von IL-1f in vivo im Rahmen der
Pathogenese der Arthrose und in vitro in der vorliegenden Arbeit, war es von aullerordentlicher
Wichtigkeit herauszufinden, wie die IL-1B-induzierten Dedifferenzierungsprozesse in den
Chondrozyten unterbrochen beziehungsweise gehemmt werden konnen. Wachstumsfaktoren
spielen bekanntermaflen eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Homdostase im
gesunden Knorpel. Sie bestimmen Proliferation, Differenzierung und Dedifferenzierung der
Chondrozyten [97]. Storungen im Gleichgewicht der Wachstumsfaktoren koénnen Ursache fiir
Knorpelerkrankungen sein. IGF-I ist einer der wichtigsten anabolen Wachstumsfaktoren in
verschiedenen Geweben, so auch im Gelenkknorpel [108]. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass IGF-I in der Lage ist, die Synthese extrazelluldrer Matrixbestandteile im Knorpel
dosisabhingig zu stimulieren [112] und es gleichzeitig einen inhibitorischen Effekt auf den
Abbau von Proteoglykanen hat [113]. AuBerdem spielt IGF-I eine wesentliche Rolle in der
Proliferation und Differenzierung von Chondrozyten-Vorlduferzellen und f{ordert die
Chondrogenese [103,117]. Daher wurde IGF-I ausgewahlt, um zu untersuchen, welche potentiell
anabolen Effekte es auf IL-1B-induzierte Dedifferenzierungsvorginge in den Chondrozyten
besitzt.

Tatsdchlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass IGF-I in der Lage ist, die IL-1B-
induzierten morphologischen, degenerativen Verdnderungen wie geschwollene Mitochondrien,
erweitertes rER sowie die Apoptose aufzuheben. Aullerdem wurde herausgefunden, dass IGF-I
das chondrogene Potential IL-1B-behandelter dedifferenzierter Chondrozyten stimuliert, indem
es den Phédnotyp der Zellen stabilisiert, die Proliferation steigert und die Synthese
knorpeltypischer Markerproteine sowie die Integrin-vermittelten Signalwege stimuliert. Die
Stimulation des Integrin Signalweges fiihrt weiterhin zur Aktivierung des Ras-MAPKinase
Signalweges. So konnte gezeigt werden, dass IGF-I auflerdem die IL-1B-induzierte
Herabregulierung der MAPKinase Mitglieder Erk 1/2 und Sox9 hemmt.

Zell-Zell- und Zell-Matrixinteraktionen spielen eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung
und dem Uberleben von Chondrozyten [62]. Vermittelt werden diese im Knorpelgewebe vor
allem durch B;-Integrine. Eine Stoérung dieser Interaktion zum Beispiel durch Antikdrper in
Massenkultur fiihrte zu unumkehrbarer Dedifferenzierung und Apoptose der Chondrozyten [16].
Des weiteren ist bekannt, dass der IGF-I-Rezeptor in Chondrozyten mit 3;-Integrinen assoziiert

ist und somit den MAPKinase Signalweg, als wichtige Kaskade fiir die Differenzierung der
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Zellen, stimuliert [74]. Die Stimulation mit IGF-I konnte demnach nicht nur zu einer direkten
Steigerung der Expression von [3;-Integrin, sondern zusitzlich zu einer verstarkten Aktivierung
des MAPKinase Signalweges fiihren. Fiir den weiteren Verlauf der Signalkette konnte bereits
gezeigt werden, dass eine Aktivierung zentraler MAPKinase Mitglieder zu einer verstdrkten
Expression des chondrogenen Transkriptionsfaktors Sox9 fiihrt. Diese Stimulation scheint durch
verschiedene Wachstumsfaktoren zusitzlich gefordert zu werden [77-79]. Desweiteren fiihrte
eine Blockierung der MAPKinase Signaltransduktion zur Apoptose von Chondrozyten und
verminderte die Expression von Sox9 [62,79]. Sox9 als wichtiger chondrogener
Transkriptionsfaktor reguliert die Differenzierung der Chondrozyten ebenso wie die Expression
knorpelspezifischer anaboler Gene, wie fiir Kollagen Typ II und Aggrekan [164]. In
arthrotischem Knorpelgewebe konnten jedoch, im Vergleich zu gesundem Gelenkknorpel,
geringere Mengen an Sox9 nachgewiesen werden [161]. Dies konnte eine Erklarung dafiir sein,
dass die Behandlung mit Wachstumsfaktoren, wie hier mit IGF-I, das chondrogene Potential
stabilisieren und zwar iiber den Integrin/MAPKinase Signalweg. AuBerdem bestdtigt es die
Herabregulierung der Sox9-Expression durch IL-13 als wichtigen katabolen Faktor in der
Entstehung der Arthrose. In der Tat wurde bereits beschrieben, dass die Expression und
Aktivierung des Sox9-Gens durch Zytokine, wie IL-1p und TNF-a, blockiert wird, vermutlich
durch Hemmung des MAPKinase Signalweges vermittelt durch Wachstumsfaktoren [79].

Es konnte auflerdem in dieser Arbeit gezeigt werden, dass IGF-I der IL-1pB-induzierten Apoptose
und der Expression proinflammatorischer Enzyme und Mediatoren, wie MMP-13, MMP-9 und
COX-2, entgegen wirkt. Das Ungleichgewicht in der Knorpelhomdostase bei Arthrose,
verursacht durch einen Uberhang katabolerer Mediatoren [163], wie IL-1B, wird demnach
vermutlich durch die Behandlung mit IGF-I wieder ausgeglichen. Man kann daher vermuten,
dass das Gleichgewicht zwischen katabolen und anabolen Mediatoren, dhnlich dem Zustand im
gesunden Gelenkknorpel, wiederhergestellt wird. Uber diesen Weg konnte es auch zu einem
Ausgleich der Expression von MMPs und ihren Inhibitoren, den TIMPs, kommen und zwar iiber

eine Hemmung der IL-1B-induzierten Synthese der MMPs.

Die genauen Wirkmechanismen von IGF-I sind noch nicht vollstindig aufgekldrt. Es existieren
jedoch verschiedene Vermutungen iiber die anabolen Eigenschaften. Im Zusammenhang mit
Arthrose konnten erhohte Mengen von IGF-I in der Synovialfliissigkeit nachgewiesen werden
[129], vermutlich um den degenerativen Prozessen der Dedifferenzierung der Chondrozyten
entgegenzuwirken. Allerdings scheint das Antwortverhalten der dedifferenzierten Zellen auf

IGF-I vermindert zu sein [130]. Urséchlich spielt dabei vermutlich eine erhohte Expression von
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IGFBPs eine wichtige Rolle. Thnen wird eine wichtige Funktion in der Regulation der Aktivitdt
von IGF-I zugeschrieben. Vor allem IGFBP-3 wird eine hemmende Funktion nachgesagt, da es
IGF-I in der EZM speichert und somit dessen Aktivitét beeintridchtigen konnte [116]. Die genaue
Funktion der IGFBPs ist jedoch noch nicht vollstindig aufgekliart und erscheint zum Teil
kontrovers. So wirkt IGFBP-3 vermutlich auch aktivierend auf IGF-I, zum Beispiel wenn es in
vitro mit den Zellen vorinkubiert wird [165]. Im Zusammenhang mit IGFBPs konnte au3erdem
gezeigt werden, dass verschiedene IGFBPs, ebenso wie Fibronektin, eine RGD-Doméne besitzen
und somit an osf;-Integrin binden konnen [166]. Dies scheint ein weiterer Weg zu sein, die
Effekte von IGF-I zu vermitteln. Fiir das verringerte Antwortverhalten dedifferenzierter
Chondrozyten wird auBlerdem auch eine verringerte Anzahl oder Funktionalitit des IGF-I-
Rezeptors verantwortlich gemacht [130]. Die anabolen Wirkungen von IGF-I konnten auf der
anderen Seite durch eine IGF-I-vermittelte Erhéhung der Anzahl metabolisch aktiver Zellen
verstirkt werden [167]. Des weiteren scheint IGF-I die adiquaten chondrogenen
Signaltransduktionswege, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, in den

Chondrozyten zu triggern und zu aktivieren.

5.3.2. TGF-pl1

In dieser Arbeit wurde ein weiterer Wachstumsfaktor ausgewdhlt, um dessen Wirkung auf die
IL-1B-induzierten Verdnderungen des Gelenkknorpels in vitro zu untersuchen. TGF-§ stellt
einen in verschiedenen Geweben, besonders im Gelenkknorpel, vorkommenden, das
Zellwachstum, die Differenzierung und die Synthese extrazelluldrer Matrixproteine
beeinflussenden wichtigen Wachstumsfaktor dar [118]. Der Effekt von TGF-f auf die
Proliferation von Gelenkknorpelzellen wurde bereits vielfach untersucht, jedoch mit zum Teil
kontroversen Ergebnissen was die verschiedenen Kulturmethoden betrifft. In den meisten
Studien wird {iber eine Stimulation der Proliferation durch TGF- berichtet. Einen negativen
Einfluss scheint allerdings die zeitliche Lénge der bereits stattgefunden Kultivierungsdauer
sowie die Hohe der Passagiervorginge auf die Proliferationsfiahigkeit der Chondrozyten zu
haben [64]. Im Gelenkknorpel ist TGF-f mit dem Latent TGF-B Binding Protein (LTBP)
assoziiert, welches den Transport von TGF-f in die EZM und die damit verbundene Speicherung
reguliert [102]. Vivien et al. beschreiben, dass TGF-B die Proliferation und die
Proteoglykansynsthese der Chondrozyten anregen oder auch hemmen kann [168].

Es existieren drei Unterformen von TGF- (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3), welche alle zur TGF-[3-

Superfamilie gehoren. Bisher ist iiber wesentliche Unterschiede in den Wirkungen der
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verschiedenen TGF-Bs nicht viel bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Unterformen
im Rahmen von Arthrose vermehrt exprimiert werden, wobei TGF-B1 und TGF-B2 in
vergleichbaren und TGF-3 unabhédngig von den anderen beiden Unterformen in deutlich
erhohtem Mal3e synthetisiert wird [169]. Verschiedene Autoren konnten jedoch keine deutlichen
Abweichungen zwischen TGF-B1, TGF-B2, TGF-f3 auf die Proteoglykansynthese (Morales,
1994) und die Proliferation der Chondrozyten [107] feststellen. Tatsdchlich weisen die drei TGF-
B-Unterformen einen hohen Grad an Homogenitit von 84 bis 92 Prozent auf. Da in
vorangegangenen Arbeiten zahlreiche Untersuchungen mit TGF-1 unternommen wurden und es
ein leicht zugingliches Mitglied der TGF-f-Superfamilie darstellt, wurde es ausgewéhlt, um die
potentiell anabolen Effekte von TGF-B auf die IL-1B-induzierten Dedifferenzierungsvorgénge in
den Chondrozyten zu untersuchen.

Tatsdchlich zeigt diese Arbeit, dass TGF-B1 in der Lage ist, die durch IL-1B-induzierten
Dedifferenzierungsvorgéinge der Chondrozyten bis hin zur Apoptose zu verhindern, indem es
eine rasche Regeneration der Zellen bereits nach wenigen Stunden bewirkt. Die Ko-Behandlung
mit TGF-B1 fiihrt, wie bereits mit IGF-I gezeigt, zur Aufrechterhaltung des chondrogenen
Potentials bereits dedifferenzierter Chondrozyten. Dies konnte sowohl auf morphologischer als
auch auf molekularbiologischer Ebene nachgewiesen werden. TGF-B1 fiithrt zu einer
Stabilisierung des chondrogenen Phéanotyps und stimuliert die Synthese matrixspezifischer
Proteine, wie Kollagen Typ II und Proteoglykane. Diese Beobachtung geht konform mit
vorangegangenen Studien anderer Arbeitsgruppen [125]. In ein paar wenigen Studien wird
allerdings auch iiber hemmende Effekte von TGF-B auf die Proteoglykansynthese berichtet.
Beispiel hierfiir ist die invers regulierte Expression des kleinen Proteoglykans Dekorin, welches
im Gegensatz zu den Hauptproteoglykanen Aggrekan oder Biglykan durch TGF-f3 herabreguliert
wird [170]. Eine mogliche Erkldrung hierfiir besteht in der Eigenschaft von Dekorin an TGF-3
zu binden und somit dessen biologische Eigenschaften zu hemmen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGF-1 die IL-1p-induzierte Abnahme
der Integrin-Expression hemmt und gleichzeitig zu einem neuerlichen Anstieg von B;-Integrin
fiihrt. Loeser berichtete in diesem Zusammenhang iiber unterschiedliche Effekte von TGF-f auf
die verschiedenen 3;-Integrine. Zum einen verursachte TGF-3 eine Abnahme der Expression von
o1 Pi-Integrin auf der Zelloberfliche, zum anderen einen Anstieg von oas/as Pi-Integrin. Die
Behandlung mit TGF- resultierte in einer verminderten Bindung der Chondrozyten von

Kollagen Typ IV, gleichzeitig wurde die Adhésion an Kollagen Typ II gesteigert [171].
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An der Signaltransduktion von TGF-f sind, neben rezeptorassoziierten SMAD-Proteinen,
welche nach Bildung eines Komplexes in den Zellkern translozieren und dort die Transkription
wichtiger Proteine regulieren, verschiedene Mitglieder der MAPK Signalkaskade beteiligt. Uber
die TGF-B activating kinase 1 (TAK1), einem Mitglied des MAPKinase Weges, werden
beispielsweise verschiedene andere MAPKinasen, wie ERK, p38 und JNK, aktiviert. Des
weiteren existieren Verbindungen zwischen dem SMAD- und anderen TGF-B-vermittelten
Signalwegen [172]. Hier gezeigt werden, dass TGF-B1 anabole Effekte auf den MAPKinase
Signalweg ausiibt. Uber die Hemmung der IL-1B-induzierten Dedifferenzierungsvorginge ist
TGF-B1 in der Lage die Expression von Erk 1/2 zu stimulieren. Die Aktivierung von Erk 1/2
fiihrt zu dessen Translokation in den Zellkern und hier zu einer Aktivierung des chondrogenen
Transkriptionsfaktors Sox9, welcher fiir die Regulierung wichtiger knorpelspezifischer Proteine
verantwortlich ist. In einer Arbeit von 2006 konnten Shakibaei et al. die direkte Assoziation von
Erk 1/2 und Sox9 demonstrieren [77]. Beobachtungen aus anderen Arbeiten bestétigen die TGF-
B-induzierte Aktivierung der MAPKinase Wege [172].

Die anabole Wirkung von TGF-1 beruht vor allem auf der Hemmung der IL-1B-vermittelten
knorpeldestruierenden Effekte. Diese Arbeit zeigt, dass TGF-f1 in der Lage ist, der IL-1p-
induzierten Apoptose und der Expression proinflammatorischer Enzyme und Mediatoren, wie
MMP-13, MMP-9 und COX-2, entgegenzuwirken. Etwa 38 Prozent der Gene, die durch IL-13
reguliert werden, erfahren eine Hemmung durch TGF-B [173]. Tatséchlich betrifft dies unter
anderem die matrixabbauenden Matrix Metalloproteinasen, wie MMP-13 und -9. Auf diese
Weise kann der Abbau wichtiger extrazelluldrer Matrixproteine verhindert werden. Desweiteren
wirkt TGF- der verminderten Synthese von Kollagen Typ II und anderen extrazelluldren
Matrixbestandteilen entgegen [173]. Der somit verhinderte Matrixabbau wird zusitzlich durch
eine TGF-B-induzierte vermehrte Synthese von TIMPs gehemmt. Die schiitzende Rolle von
TGF-B gegen Zytokin-induzierten Knorpel- beziehungsweise Kollagenabbau konnte bereits in
vorangegangenen Studien gezeigt werden [174]. Die Fahigkeit von TGF-f3 das Knorpelgewebe
vor den Schidden durch IL-1B zu schiitzen ist jedoch nur in begrenztem Mafle moglich. Im
Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass es nach IL-1-Exposition zu einer reduzierten
Hemmwirkung durch TGF-3 kommt. Dies ldsst vermuten, dass es im Rahmen von arthrotischen
Knorpelveranderungen zu einem verminderten Antwortverhalten der Chondrozyten auf anabole
Mediatoren, wie Wachstumsfaktoren, kommt und somit die Homdostase nicht aufrecht erhalten

werden kann. Ursdchlich hierfiir wird eine Abnahme der Rezeptoren fiir TGF-f3 und die damit
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verbundene herabgesetzte Wirkung von TGF-B gegen die Effekte von IL-1B diskutiert.
AuBerdem konnte die Herabregulierung wichtiger Mediatoren der TGF-Signalwege, wie
SMAD:s, oder eine verstarkte Expression hemmender SMADs eine wichtige Rolle spielen [128].

Im Vergleich zu IGF-I scheint TGF-p starker auf die Proliferation und Differenzierung, im Sinne
einer stirker induzierten Expression von Aggrekan-mRNA, zu wirken [124]. Auch in anderen
Arbeiten wird von einer effektiveren Wirkung von TGF-f3, im Vergleich zu IGF-I, gesprochen
[175]. Es ldsst sich somit vermuten, dass TGF- eine spezifische Rolle in der Aufrechterhaltung

von zelluldrem Wachstum und Differenzierung hat.

5.3.3. Die kombinierte Wirkung von IGF-I und TGF-1

Es konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden, dass IGF-I und TGF-§3 die Proliferation
und Differenzierung von periostalen Mesenchymzellen wiahrend der Chondrogenese
synergistisch regulieren [103]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte sowohl fiir IGF-I als auch fiir
TGF-B1 wichtige Funktionen in der Regulation, der Differenzierung und Proliferation von
Chondrozyten nachgewiesen werden. Beide Wachstumsfaktoren kommen in groflen Mengen in
der EZM vor und werden dort in Komplexen mit Bindungsproteinen gespeichert. Sowohl IGF-I
als auch TGF-B1 fiihren separat zu einer Aufrechterhaltung des knorpeltypischen Phénotyps und
des chondrogenen Potentials, indem sie den IL-1B-induzierten Dedifferenzierungsvorgéngen
entgegenwirken. Aufgrund der aufgezeigten starken anabolen Wirkungen von IGF-I und TGF-B1
auf die Gelenkchondrozyten in Monolayer-Kultur im Einzelnen wurde in einem weiteren
Versuchsansatz die Kombination der beiden Wachstumsfaktoren untersucht. Ziel dieser
Untersuchungen war es, einen potentiellen Synergismus von IGF-I und TGF-B1 auf IL-1B-
stimulierte Zellen zu zeigen.

Tatsdchlich wurde Dbereits in anderen Arbeiten beschricben, dass verschiedene
Wachstumsfaktoren, wie IGF-I und OP-1, in synergistischer Weise Einfluss auf die
Knorpelzellen nehmen konnen [98]. Fiir IGF-I und TGF-3 gibt es ebenfalls bereits Hinweise auf
einen Synergismus [103,124]. Belege hierfiir liegen bisher jedoch nicht in ausreichendem Maf3e
vor. Ebenso sind die genauen Mechanismen iiber die Wirkungsweise beider Faktoren nicht
geklirt. Es kann jedoch vermutet werden, dass die Regulation der Wachstumsfaktoren iiber
spezifische Bindungsproteine oder gemeinsame Signalkaskaden fiir die synergistischen oder
additiven Wirkungen von IGF-I und TGF-1 eine wichtige Rolle spielen. Genaue Erkenntnisse,

in welcher Weise die Wachstumsfaktoren hierbei eine synergistische Wirkung ausiiben, spielen
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eine wichtige Rolle flir das Verstindnis iiber den Einfluss auf die Zellproliferation und
Differenzierung sowie fiir eine potentielle therapeutische Anwendung von IGF-I und TGF-B1.
Auch im Rahmen dieser Arbeit bewirkten IGF-I und TGF-B1 in der Kombinationsbehandlung
eine deutliche Verdichtung des Zellbilds in der Monolayer-Kultur. Es wurde zusédtzlich gezeigt,
dass die Kombination von IGF-I und TGF-B1 additive Effekte auf die ;-Integrin-Expression
ausiibt. Es scheint jedoch, als wiirden hohe Konzentrationen beider Wachstumsfaktoren zu einer
Art ,steady state” fithren. Man kann vermuten, dass ab einem gewissen Punkt ein
FlieBgleichgewicht erreicht wird, bei dem es den Chondrozyten nicht mehr moglich ist, auf die
Stimulation hoher Konzentrationen an Wachstumsfaktoren mit entsprechend gesteigerter
Proteinexpression zu reagieren. Es ldsst sich spekulieren, ob eine verminderte Expression von
Wachstumsfaktorrezeptoren oder gar toxische Effekte der Wachstumsfaktoren fiir diese
Beobachtung eine Rolle spielen.

Synergistische Effekte von IGF-I und TGF-f konnten ebenfalls auf die Induktion von wichtigen
extrazelluldrer Matrixproteine, wie der mRNA von Aggrekan und Kollagen Typ II, bei
dedifferenzierten humanen Gelenkchondrozyten nachgewiesen werden [125]. Der IL-1pB-
induzierten Dedifferenzierung der Chondrozyten konnte auch im Rahmen dieser Arbeit durch
eine Kombinationsbehandlung mit IGF-I und TGF-B1 entgegengewirkt werden. Es konnte
gezeigt werden, dass die Behandlung mit beiden Wachstumsfaktoren additive Effekte auf die
Produktion extrazelluldrer Matrixbestandteile, wie Kollagen Typ II und Proteoglykane aufweist.
Chondrozyten, die aus mesenchymalen Stammzellen gewonnen werden und mit IGF und TGF
behandelt werden, waren in der Lage chondrogene Markerproteine, wie Kollagen Typ II,
Proteoglykane und Sox9, dhnlich primiren Chondrozyten, zu produzieren [176]. Da die EZM
eine wesentliche Rolle in der Aufrechterhaltung des chondrogenen Phinotyps spielt, stellt diese
Beobachtung eine zentrale Funktion der Wachstumsfaktoren dar.

Wichtig fiir die Aufrechterhaltung des chondrogenen Potentials ist aulerdem die Stimulation
anaboler Signaltransduktionswege. Das Adaptorprotein Shc spielt eine wichtige Rolle als
intrazelluldrer Signalvermittler und steht am Anfang verschiedener Signalkaskaden, unter
anderem auch des MAPKinase Signaliibertragungsweges. Von besonderer Bedeutung ist hierbei,
wie oben beschrieben, die Assoziation von ;-Integrinen mit dem IGF-I-Rezeptor, welche und zu
einer Aktivierung des MAPKinase Signaliibertagungsweges fiihrt und weitere wichtige
Mitglieder dieses Signalweges aktiviert [74]. Die Signaltransduktion von TGF-B-induzierten
Effekten scheint verschiedene Wege, vor allem die Aktivierung von SMADs aber auch den

MAPKinase Signalweg zu nutzen. In der Arbeit von 2006 konnten Longobardi et al. zeigen, dass
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die proliferativen Effekte von IGF-I und TGF-B1 iiber den MEK1/2-Erk1/2 Signalweg vermittelt
werden [176]. Eine Blockade dieser Kaskade verminderte allerdings die Effektivitit der beiden
Wachstumsfaktoren. Vermutlich spielen andere Signalwege von IGF-I und TGF-B, die nicht
gemeinsam iiber die Aktivierung der MAPKinasen laufen, eine wichtige Rolle fiir diese
Beobachtung.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich ein additiver Effekt von IGF-I und TGF-B1 auf die
Expression wichtiger chondrogener Signalmediatoren, wie Shc und Erk1/2. SchlieBlich fiihrt die
Translokation von Erkl/2 in den Zellkern zu einer Aktivierung des chondrogenen
Transkriptionsfaktors Sox9, welcher die Aktivitdt wichtiger knorpelspezifischer Markerproteine
reguliert und somit fiir eine Aufrechterhaltung des chondrogenen Potential sorgt [79]. Fiir die
Kombination von IGF-I und TGF-B1 konnten in dieser Arbeit additive Effekte auf die
Expression von Sox9 gezeigt werden. Besonders hohe Konzentrationen der beiden
Wachstumsfaktoren fiihrten jedoch zur Erreichung eines FlieBgleichgewichtes, bei dem die
Expression von Sox9 nicht weiter gesteigert werden konnte. Man kann vermuten, dass die
Expression von Proteinen nicht unbegrenzt gesteigert werden kann, eventuell durch potentiell
toxische Effekte von Wachstumsfaktoren in hoheren Dosen oder durch Erschopfung der
intrazelluldren Proteinbiosynthese.

IGF-I und TGF-B1, einzeln oder in Kombination, besitzen antiinflammatorische Eigenschaften,
um den durch katabole Zytokine induzierten Matrixabbau zu verhindern. Sie sind in der Lage
den IL-1B-induzierten Dedifferenzierungsvorgingen entgegenzuwirken und hemmen die
Expression von Entziindungsmediatoren, wie MMP-9 und MMP-13 und COX-2 sowie von
Caspase-3. Scheinbar weisen beide Wachstumsfaktoren gegenldufige Effekte auf die Apoptose
der Chondrozyten auf. So scheint der TGF-B-induzierte Anstieg von IGFBP-3 das Zellwachstum
zu hemmen, da es freies IGF bindet [118].

Der Ursache fiir die deutlich additiven Effekte von IGF-I und TGF-B1 liegen mehrere
Vermutungen zugrunde. Eine Erkldrung fiir die anabole Wirkung der Wachstumsfaktoren scheint
die Erhohung der Anzahl metabolisch aktiver Zellen zu sein [98]. AuBerdem aktivieren und
triggern einzelne Wachstumsfaktoren Signaltransduktionswege in Chondrozyten, wobei
Kombinationen von Wachstumsfaktoren Signalwege aktivieren konnen, die nicht durch einzelne
Faktoren beeinflusst werden und wo additive Effekte auf die Zelldifferenzierung und das
Uberleben der Zellen beobachtet werden konnen [124,125]. Es ist ferner bekannt, dass TGF-P in
der Lage ist die Expression von IGF-I-Rezeptoren zu fordern (Tsukazaki et al., 1994). Eine

weitere Vermutung tiiber die Ursachen des beobachteten additiven Effekts der
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Wachstumsfaktoren stellt ein erhdhtes Antwortverhalten von IGF-I durch Stimulation mit TGF-3
dar. Tatsdchlich konnten Tsukazaki et al. eine Zunahme der IGF-I-Rezeptordichte nach einer
Vorstimulation mit TGF-3 nachweisen [124].

Auf der anderen Seite gibt es zum Teil widerspriichliche Ansitze iiber die Wirkungen der beiden
Faktoren aufeinander. So scheint der TGF-Signalweg zwar wichtig fiir die chondrogene
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) zu sein, ein synergistischer Einfluss
auf die Wirkung von IGF auf die MSCs (Pelletgrofe, Proliferation und Differenzierung) konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden [176].

Scheinbar besitzt TGF-f die Féahigkeit die Expression von IGFBPs zu regulieren [124](Martin
und Baxter; 1991; Mondschein et al., 1990). Obwohl IGFBPs zum Teil gegensitzliche
Funktionen in der Regulation von IGF-I iibernehmen, konnte die Regulation durch TGF-3 eine
mogliche Erkldrung fiir die additive Wirkung beider Wachstumsfaktoren sein.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Kombination von Wachstumsfaktoren zu einer
Hemmung der Zytokin-induzierten Dedifferenzierungsprozesse und einer Verstirkung der
MAPKinase Signalwege fiihrt. Es kommt weiterhin zu einer Aktivierung des chondrogenen
Transkriptionsfaktors Sox9 und damit zu einer Stabilisierung der Differenzierung der
Chondrozyten. Diese Beobachtungen konnten eine wichtige Moglichkeit darstellen,
Wachstumsfaktoren in das Repartoir chondroprotektiver Agenzien aufzunehmen, um die
bisherigen Therapieoptionen mit nicht steroidalen Antitheumatika und anderen

antiinflammatorischen Medikamenten zu erweitern und zu verbessern.

5.4. Wirkung von Wachstumsfaktoren auf die Chondrozyten wihrend der Chondroge-
nese (Chondrozyten in Massenkultur)
5.4.1. IGF-I
Die Dedifferenzierung von Chondrozyten in der Monolayer-Kultur stellt eines der groBten
Probleme fiir die Therapieoptionen von Knorpeldefekten dar. Dedifferenzierte Chondrozyten
sind nicht in der Lage solche Defekte effektiv und dauerhaft zu fiillen. Im Gegensatz zur
Monolayer-Kultur bietet die 3D-Kultur bessere Wachstums- und Differenzierungsoptionen fiir
Chondrozyten. Durch die Unterstlitzung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen kann in
diesem Modell die chondrogene Differenzierung gefordert werden [177]. Aus diesem Grund
wird diese dreidimensionale Kultur gern genutzt um die biologischen Eigenschaften der Zellen
zu untersuchen sowie die Chondrogenese in vitro nachzustellen. Die Massenkultur bietet den

Chondrozyten die Moglichkeit in einer dreidimensionalen Kultur &hnlich den in vivo
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Bedingungen zu wachsen und ihren chondrogenen Phinotyp wiederzuerlangen und diesen
aufrechtzuerhalten. Von zentralem Interesse im Rahmen dieser Arbeit war es daher die Wirkung
von Wachstumsfaktoren auf das Redifferenzierungspotential von Chondrozyten in einem drei-
dimensionalen Kulturmodell zu untersuchen.

Aufgrund der Erkenntnisse aus der Monolayer-Kultur sollte das Potential dedifferenzierter
Chondrozyten aus der Monolayer-Kultur zur Bildung einer extrazelluliren Matrix in
Massenkultur untersucht werden. Die emigrierten Chondrozyten wurden daher in Monolayer-
Kultur einzeln oder mit beiden Wachstumsfaktoren in Kombination ko-stimuliert. Die so
stimulierten Chondrozyten wurden dann im Anschluss fiir weitere sieben Tage in Massenkultur
kultiviert.

Wihrend der Chondrogenese kommt es zundchst zu einer Rekruitierung und Migration
mesenchymaler Vorlduferzellen. Diese verdichten sich schlielich zu einem Aggregat. Hierbei
kommt es zu intensivierten Zell-Zell-Kontakten [178]. Eine weitere wichtige Rolle in der
Vermittlung der Zell-Matrix-Kontakte spielen die Integrine. Untersuchungen von Shakibaei et al.
zeigten eine deutlich unterschiedliche Verteilung der Integrine wihrend der Chondrogenese.
Demnach ist a;-Integrin zu Beginn der Chondrogenese in vitro nachweisbar und verteilt sich im
Verlauf immer mehr in die perichondrale Region und kann auf der Oberfliche von
fibroblastendhnlichen Zellen nachgewiesen werden. Im Unterschied dazu scheint os-Integrin im
Zentrum des sich ausbildenden Knorpelkndtchens nachweisbar [15]. Die undifferenzierten
Mesenchymzellen produzieren grole Mengen an extrazelluldren Matrixproteinen, wie Kollagen
Typ I, Hyaluron, Tenaskin und Fibronektin [179]. Der Kondensationsphase schlie3t sich die
Differenzierung der Mesenchymzellen zu Chondroblasten an. Es kommt zur gesteigerten
Expression knorpelspezifischer Gene, wie des Transkriptionsfaktors Sox9. Dadurch wird die
Proteinsynthese von Kollagen Typ I auf die Synthese der knorpeltypischen Matrixproteine
Kollagen Typ II und Aggrekan umgestellt. Die Chondrozyten sind nun umbhiillt von ihrer EZM
und haben eine charakteristische runde Morphologie ausgebildet. Zellen, die sich im Zentrum
dieses Knorpelgebildes befinden, differenzieren weiter und entwickeln sich zu hypertrophen
Chondrozyten, die durch ein groes Zellvolumen und die Expression spezieller Markergene, wie
Kollagen Typ X, gekennzeichnet sind [180].

Es gibt eine Reihe von Wachstumsfaktoren, von denen bekannt ist, dass sie die Chondrogenese,
die Proliferation von Chondrozyten und die hypertrophe Differenzierung regulieren. Zu ihnen
zahlen unter anderem IGF, TGF-, BMPs und FGFs [178]. Martin et al. haben beispielsweise die
Erfahrung gemacht, dass mit FGF-2 behandelte Chondrozyten in der Lage waren ihr
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chondrogene Potential in einer dreidimensionalen Kultur aufrechtzuerhalten [141]. Von IGF-I
ist im Allgemeinen bekannt, dass es sowohl in vivo als auch in vitro die Synthese von
Matrixproteoglykanen und Kollagen Typ II steigert [109]. Die Wirkung auf die mitotische
Aktivitdit von Gelenkchondrozyten ist weniger stark ausgepréigt [181]. AuBlerdem spielt IGF-I
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der EZM, auch in Kombination mit TGF-3 [182].
In der Tat konnten die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Wirkungen von IGF-I zeigen, dass
morphologisch dedifferenzierte Chondrozyten aus Monolayer-Kultur fahig waren nach einem
Transfer in eine dreidimensionale Kultur zu vitalen Chondrozyten zu redifferenzieren. Diese
redifferenzierten Zellen zeichnen sich durch die Produktion einer umfassenden Menge an
extrazelluldrer Matrix aus. Die knorpelspezifischen Matrixproteine, wie Kollagen Typ II und
Proteoglykane, konnten in stark erhdhten Konzentrationen nachgewiesen werden.

Wichtige Signalwege, die Schritte wihrend der Chondrogenese kontrollieren, umfassen die
Proteinkinase C (PKC) und die MAPKinasen. Die Aktivierung des MAPKinase Signalweges
wird durch Integrine vermittelt [74]. Die Wirkungen von IGF-I werden durch die Interaktion mit
dem IGF-I-Rezeptor vermittelt. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung unterschiedlicher
MAPKinasen und der Phosphatidylinositol-3-kinase Akt. Tatsdchlich fiihrte die Stimulation mit
IGF-I zu einer deutlichen Steigerung der Expression von Shc, welches zu Beginn der
MAPKinase Signalkette steht, sowie von Erk1/2. Nachdem Erk1/2 in den Zellkern transloziert,
aktiviert es dort den wichtigsten chondrogenen Marker, Sox9. Dieser am Ende der MAPKinase
Signalkette stehende chondrogene Transkriptionsfaktor konnte in deutlich gesteigerter
Expression nach Stimulation mit IGF-I in der Massenkultur in dieser Arbeit nachgewiesen
werden. Oh et al. beschrieben 2003 eine gesteigerte Phosphorylierung von p38 wihrend der
Chondrogenese von Hiihnerknorpel-Vorlduferzellen, wohingegen die Erk-Phosphorylierung
abnahm. AuBlerdem fiihrte die Hemmung der MEK/Erk-Aktivitit zu einer verstdrkten
Chondrogenese [183]. Dies scheint kontrovers im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit. Andere Untersuchungen, wie von Murakami et al., ergaben eine vermehrte Induktion des
chondrogenen Transkriptionsfaktors Sox9, vermittelt iiber eine Aktivierung von MEK/Erk nach
Stimulation mit FGF [79]. Vermutlich liegen dieser Diskrepanz unterschiedliche
Versuchsansitze mit unterschiedlichem Knorpelausgangsmaterial und verschiedenen
Kulturbedingungen zugrunde.

Einen weiteren wichtigen Faktor flir eine erfolgreiche Chondrogenese stellt auerdem die
Hemmung von katabolen Entziindungsmediatoren und knorpeldegenerierender Mediatoren, wie
sie durch die Stimulation mit IL-13 vermehrt exprimiert werden, dar. Es konnte in der

vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass IGF-I zu einer deutlich verminderten
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Expression von MMP-13 fiihrte. Die Synthese des Apoptosemarkers Caspase-3 wurde ebenfalls

durch die Behandlung mit IGF-I deutlich gesenkt und war kaum mehr nachweisbar.

5.4.2. TGF-B1
Von zentralem Interesse war es aullerdem die Wirkung von TGF-B1 auf das
Redifferenzierungspotential von Chondrozyten in einem dreidimensionalen Kulturmodell zu
untersuchen. BekanntermaBlen spielt TGF-f eine essentielle Rolle im Verlauf der
Chondrogenese. Die mRNA der drei Unterformen TGF-f1 bis -f3 werden wihrend der
verschiedenen Phasen, einschlieBlich der Kondensationsphase, exprimiert [184]. TGF-B
vermittelt seine Signale im Allgemeinen durch die Bindung an den TGF-B-Rezeptor II. Diese
Interaktion flihrt im weiteren Verlauf zu einer Aktivierung der SMAD-Signalkette. Mittlerweile
ist bekannt, dass neben den SMADs auch andere Signaltransduktionswege wichtige Wege zur
Vermittlung der Effekte von TGF-B darstellen. Dazu gehoren auch die MAPKinase-Signale
[172]. Wichtig fiir die Chondrogenese ist vor allem die Steigerung der Synthese einer groflen
Zahl von Molekiilen, die mit der prichondrogenen Kondensation assoziiert sind, wie zum
Beispiel Tenaskin, Fibronektin, N-CAM und N-Cadherin. An dieser Regulierung sind sowohl
TGF- B1 als auch -B3 beteiligt. Daher wird vermutet, dass alle drei Unterformen von TGF-f eine
wichtige Rolle in der Erstellung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen wéhrend der
friihen Kondensationsphase spielen.
Die bisherigen Erfahrungen mit TGF-B und dessen Wirkung auf die Stimulation der
Chondrogenese beruhen iiberwiegend auf Untersuchung mit mesenchymalen Vorlduferzellen.
Johnstone et al. konnten beispielweise stimulatorische Effekte auf die Chondrogenese von MSCs
aus dem Knochenmark nachweisen [185]. In welcher Weise TGF-f an der Bildung eines
dreidimensionalen Knorpelkonstrukts aus differenzierten Chondrozyten beteiligt ist, stellte den
Gegenstand der vorliegenden Arbeit dar.
Die Ergebnisse aus den Untersuchungen mit TGF-B1 in der Monolayer-Kultur erweckten das
Interesse diese Effekte auf das chondrogene Potential dedifferenzierter Chondrozyten aus der
Monolayer-Kultur in einem dreidimensionalen Kulturmodell zu untersuchen. Die emigrierten
Chondrozyten wurden daher in Monolayer-Kultur mit TGF-1 ko-stimuliert. Die so stimulierten
Chondrozyten wurden dann im Anschluss fiir weitere sieben Tage in Massenkultur kultiviert.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen die anabole Wirkung von TGF-B1 auf die
Redifferenzierungskapazitit der Chondrozyten aus Monolayer-Kultur nach dem Transfer in eine

dreidimensionale Kultur deutlich dar. Nach sieben Tagen in Massenkultur ldsst sich durch die

104



Stimulation mit TGF-B1 ein typisches dreidimensionales Zell-Matrix-Konstrukt nachweisen. Die
redifferenzierten Chondrozyten dieses Konstrukts mit einem typischen runden bis ovalen
Phanotyp sind umgeben von einer umfassenden Menge an extrazelluldrer Matrix. Der Einfluss
von TGF-B1 auf die Syntheseleistung von typischen Markern der Chondrogenese, wie Kollagen
Typ II und Proteoglykane, ist hierbei deutlicher als der von IGF-I. Es lésst sich vermuten, dass
die stirkere Wirkung von TGF-B1 mit den Kulturbedingungen zusammenhéngt. Blumenfeld et
al. konnten zeigen, dass die Zelldichte beachtlichen Einfluss auf die TGF-B-Wirkung ausiibt. Nur
in Massenkulturen zeigte sich eine gesteigerte der Proteoglykan-Synthese (verglichen mit
niedrigeren Zelldichten) [186].

Auch die Synthese der die Zell-Matrix-Interaktionen vermittelnden ;-Integrine ist verglichen
mit IGF-I gesteigert. Da Integrine eine zentrale Rolle wéhrend der Chondrogenese auch im Sinne
von Signalproteinen einnehmen, liegt nahe, dass der Effekt von TGF-B1 auf die Chondrogenese
hoher ist als der von IGF-I. Da neben der Aktivierung des SMAD-Weges Signale auch iiber
Mitglieder der MAPKinase weitergeleitet werden, wurden Untersuchungen angestellt, um die
Wirkungen von TGF-B1 auf der Signalebene zu untersuchen. Zu Beginn vieler Signalketten steht
bekanntermalBen haufig Shc. TGF-B1 hat sowohl auf die Expression von Shc als auch auf Erk
1/2 einen noch stérkeren stimulatorischen Effekt als IGF-I. Dass sowohl TGF-B1 als auch IGF-I
einen dhnlichen Effekt auf die Synthese beider Signalproteine aufweisen scheint nicht
verwunderlich, wenn man bedenkt, dass eine Assoziation zwischen Shc und Erk 1/2 in
Chondrozyten besteht [78]. Der chondrogene Transkriptionsfaktor Sox9 spielt neben den
Integrinen die wichtigste Rolle fiir eine erfolgreiche Chondrogenese [79]. Er ist somit deutlicher
Marker dafiir, dass TGF-B1 eine bedeutende stimulatorische Funktion auf die Chondrogenese
ausiibt. Tatsdchlich zeigte sich, dass die Behandlung mit TGF-f1 in den redifferenzierten
Chondrozyten die Synthese von Sox9 steigert, und das ebenfalls in hoherem Malle als IGF-1.
Wichtig fiir die Knorpelentwicklung ist aber nicht nur die Stimulation zum Beispiel durch
Wachstumsfaktoren sondern auch die Hemmung von proinflammatorischen und katabolen
Mediatoren, welche zu einem Abbau von EZM und zur Dedifferenzierung von Chondrozyten
fiihrt. TGF-B1 stellt sich hierbei als besonders effektiv heraus. Die hemmende Wirkung auf den
Apoptosemarker Caspase-3 und auf MMP-13 verbessert die Bedingungen fiir die
Chondrogenese.

Man kann verschiedene Vermutungen iiber die Ursachen der stirkeren Wirkung von TGF-B1 im
Vergleich zu IGF-I auf die Chondrogenese anstellen. Zum einen ist bekannt, dass IGF-I eher die

die Synthese der EZM in vivo und in vitro steigert [109]. Zum anderen ist die Wirkung von IGF-
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I auf die mitotische Aktivitdt von Gelenkchondrozyten und damit die Proliferation weniger stark
ausgeprdgt [181]. Auf der anderen Seite demonstrierten Worster et al. 2002, dass die
Vorbehandlung von mesenchymalen Stammzellen mit TGF-B1 gefolgt von einer zusitzlichen
Applikation mit IGF-I zu einer gesteigerten Synthese von Markerproteinen der Chondrogenese,
Proteoglykane und Prokollagen II, fiihrt. Die alleinige Behandlung mit TGF-B1 fiihrte zu einem
deutlich geringeren Effekt auf die Chondrogenese. Die Wirkung von TGF-B1 ist hierbei
dosisabhingig [187]. Auch Miura et al.,, 1994 untersuchten den Effekt von TGF-f auf die
Chondrogenese und demonstrierten die dosisabhingige Wirkung. Die Reparatur von
Teildefekten in vivo wird durch die Rekruitierung von mesenchymalen Stammzellen aus der
Synovia angetrieben und durch TGF-B1 stimuliert [133]. AuBerdem konnte tatséchlich gezeigt
werden, dass exogen zugefiihrtes TGF-B1 die endogene Expression von TGF-B1 und dessen
Rezeptor hochreguliert [155].

5.4.3. Die kombinierte Wirkung von IGF-I und TGF-B1 in Massenkultur

Die Wirkungen von TGF-B1 und IGF-I im Einzelnen waren so deutlich, dass in einem weiteren
Versuchsansatz  herausgefunden werden sollte, ob die Kombination der beiden
Wachstumsfaktoren einen additiven Effekt auf die Knorpelentwicklung hat. Es existieren bereits
ein paar wenige Hinweise auf synergistische Aktivititen von Wachstumsfaktoren auf
Knorpelgewebe. Ein solcher Effekt wurde fiir die Kombination von FGF-2 und BMP-2
beschrieben. Die kombinierten Wachstumstfaktoren forderten die Redifferenzierung von bereits
dedifferenzierten Chondrozyten in Massenkulturen [141,177]. Desweiteren konnte bereits eine
Stimulation der Expression des chondrogenen Transcriptionsfaktors Sox9 nachgewiesen werden
[124].

Fir IGF-I und TGF-B existieren bisher Untersuchungen mit Mesenchymzellen. Beide
Wachstumsfaktoren scheinen die Proliferation und Differenzierung von periostalen
Mesenchymzellen wéhrend der Chondrogenese additiv zu regulieren. Hierbei wird eine friihe
Induktion der Chondrogenese durch TGF-3 sowie eine Verstarkung durch IGF-I und damit eine
Aufrechterhaltung der Zellproliferation beschrieben [103]. IGF-I in Kombination mit TGF-f1
verstirkte das gesamte Knorpelwachstum. Einen besonderen Proliferationsstimulus erfuhren die
periostalen Mesenchymzellen vor allem in der frithen Phase der Chondrogenese [103].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der kombinierten Behandlung von IGF-I und
TGF-B1 auf das chondrogene Potential von Chondrozyten in der Massenkultur untersucht. Die

Ergebnisse belegen deutlich, dass die Kombination beider Wachstumsfaktoren einen additiven
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Effekt auf die Chondrogenese hat. Wichtige Markerproteine werden durch die Kombination von
IGF-I und TGF-B1 in hoherem Mal3e exprimiert als durch die Behandlung mit nur einem dieser
beiden. Dies betrifft vor allem die Expression der knorpeltypischen Matrixproteine Kollagen Typ
II und Proteoglykane. In einer Arbeit von Sakimura et al. 2006 fiihrte die Kombination beider
Wachstumsfaktoren zu deutlich héheren Mengen von Glykosaminoglykanen als die alleinige
Behandlung mit TGF-B1 [182]. In Versuchen mit mesenchymalen Stammzellen konnte gezeigt
werden, dass die Kombination von IGF-I und TGF-B1 zu einer gesteigerten Expression von
Markerproteinen der Chondrogenese, wie Kollagen Typ II, Sox9 und Proteoglykane, fiihrte.
Hierbei schien die Wirkung von IGF-I auf die Proliferation und Differenzierung unabhingig von
TGF-B zu sein [176]. Die Arbeitsgruppe kam auBlerdem zu dem Ergebnis, dass TGF-1 seine
Wirkung iiber den MEK 1/2-Erk 1/2 Signalweg vermittelt, welcher ebenfalls an der Vermittlung
der IGF-I Wirkung beteiligt ist. Dies geht konform mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.
Die Kombination von IGF-I und TGF-B1 stimuliert wichtige Mitglieder des MAPKinase
Signalweges in weitaus hoherem Malle als IGF-1 oder TGF-B1 allein. Sowohl das Signal- und
Adhisionsprotein [;-Integrin als auch das zu Beginn vieler Signalwege stehende Shc werden
deutlich stiarker exprimiert als nach alleiniger Stimulation mit nur einem der beiden
Wachstumsfaktoren. Im weiteren Verlauf der Signaltransduktion kommt es zu einer Aktivierung
des zentralen Mitglieds dieser Kette, Erk 1/2. Auch hier kann ein additiven Effekt von IGF-I und
TGF-B1 beobachtet werden. Longobardi et al. 2006 fiihren auBerdem auf, dass eine
Unterbrechung der MEK 1/2-Erk 1/2 Signalkette nicht zu einer Minderung der chondrogenen
Effekte von IGF-I und TGF-B1 fiihrt, jedoch zu einem kleinen Abfall der Expression von
Kollagen Typ II. Dies scheint widerspriichlich mit den Ergebnissen dieser Arbeit zu sein. Es
liegt allerdings die Vermutung nahe, dass mehrere Signalwege an der Wirkung der
Wachstumsfaktoren beteiligt sind. Auch fiir die Kombination von TGF-f3 mit BMP-6 oder
TGF-B3 mit IGF-I konnte ein deutlicher induktiver Effekt auf die Chondrogenese gezeigt
werden. Hierbei war vor allem die Expression von Sox9 und die der extrazelluldren Matrixgene
gesteigert [188]. Als wichtiger chondrogener Marker konnte auch fiir Sox9 in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass beide Wachstumsfaktoren einen additiven Effekt auf dessen
Expression haben und damit auch auf die Chondrogenese.

Um zu belegen, dass emigrierte Chondrozyten aus der Alginat-Kultur fahig sind in einer drei-
dimensionalen Kultur zu redifferenzieren und Knorpel zu bilden, wurden alle Untersuchungen
auch mit pimédren Chondrozyten und mit Fibroblasten durchgefiihrt. Im Gegensatz zu priméren

Chondrozyten und emigrierten Chondrozyten aus Alginat-Kulturen waren Fibroblasten nicht in
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der Lage in der Massenkultur zu redifferenzieren. Diese Zellen erlitten Zelltod und produzierten
keine knorpelspezifischen Marker, weder in Gegenwart von Wachstumsfaktoren noch ohne
diese. Die detailierten Mechanismen, in welcher Weise Wachstumsfaktoren auf die
Chondrogenese Einfluss nehmen sind nicht genau geklart. Es gibt allerdings einige
Erklarungsversuche fiir diese positiven Wirkungen. Zum einen besitzen Wachstumsfaktoren
proliferative Eigenschaften [176]. Einzelne Faktoren aktivieren und triggern verschiedene
Signaltransduktionswege. Die Kombination konnte allerdings dazu fiihren, dass Signalwege in
Chondrozyten aktiviert werden, die nicht durch einen Wachstumsfaktor allein stimuliert werden.
Auf diese Weise konnte es zu einem synergistischen oder additiven Effekt auf die

Differenzierung der Zellen und ihr Uberleben kommen [189].

5.5. Mogliche Anwendung der mit Wachstumsfaktoren gewonnenen Zellen fiir Tissue
Engineering

Seit einigen Jahren wird die autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) im Rahmen des
Tissue Engineering als der ,,Goldstandard* in der Therapie von Defekten des Gelenkknorpels
bezeichnet [135]. Trotz der bisherigen guten Ergebnisse existieren wenige Erfahrungen in der
Langzeittherapie mit autologen Chondrozyten [139]. Zudem zeigen sich einige Schwachstellen
in Zusammenhang mit der herkdmmlichen Methode. Eines der gréfften Probleme stellen
Dedifferenzierungsprozesse dar, denen die transplantierten Chondrozyten zum Teil unterliegen.
Darunter leidet schlieBlich die Qualitidt des Transplantats. Um {iberhaupt eine ausreichende
Anzahl transplantierbarer Chondrozyten zu erhalten, ist die Proliferation der Zellen in der
Zellkultur noétig. Dies ist bisher in umfangreichem Ausmall nur in der Monolayer-Kultur
moglich. Hierbei sind zur effizienten Vermehrung der Chondrozyten Passagierprozesse notig. Im
Verlauf dieser kommt es zur phinotypischen Dedifferenzierung der Zellen. Sie nehmen eine
fibroblastendhnliche Gestalt an. Mit zunehmender Passagezahl &dndert sich auch das
Syntheseprogramm der Zellen. Die Synthese knorpeltypischer Marker wird umgestellt auf
untypische Proteine, wie Kollagen Typ I anstelle von Kollagen Typ II [37]. Im weiteren Verlauf
in der Monolayer-Kultur kommt es zu einer Abnahme der Proliferation und damit auch des
chondrogenen Potentials [141]. Die im Rahmen dieses Kultur-Modells entstehende
Zellpopulation ist demnach nicht fahig Knorpeldefekte suffizient und langfristig zu decken.
AuBerdem konnen sich diese Dedifferenzierungsvorginge auch nach der Transplantation noch

fortsetzen [138].
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Bisher existieren einige wenige Ansitze um diese Probleme zu beseitigen oder zu mindern. Dazu
gehort die Moglichkeit, passagierte Chondrozyten aus der Monolayer-Kultur in einem
dreidimensionalen Kultursystem redifferenzieren zu lassen. Das Redifferenzierungsvermogen
der Chondrozyten ist allerdings auf einige Passagen begrenzt [25]. Aus Untersuchungen, die in
Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, geht hervor, dass
Wachstumsfaktoren in der Lage sind dieses chondrogene Potential der Zellen aufrechtzuerhalten.
Durch die Behandlung mit IGF-I konnte die Redifferenzierungskapazitit der Chondrozyten in
vitro um zwei Passagen (bis Passage sechs) verlangert werden. Durch Bindung an seinen
Rezeptor aktiviert IGF-I die Signalkette der MAPKinase. Es kommt zu einer Aktivierung von
Erk 1/2, welches in Assoziation mit dem chondrogenen Transkriptionsfaktors Sox9 steht. Auf
diese Weise ist IGF-I in der Lage das chondrogene Potential der Zellen wéhrend der in vitro
Phase zu stabilisieren und zu verldngern [77]. In der vorliegenden Arbeit konnten fiir TGF-f1
dhnliche Ergebnisse erzielt werden. In der dreidimensionalen Kultur zeigte TGF-B1 sogar
deutlich stirkere Effekte auf das Redifferenzierungsvermogen der Chondrozyten als IGF-1. In
der Monolayer-Kultur bereits phénotypisch dedifferenzierte Chondrozyten sind demnach durch
die Behandlung mit Wachstumsfaktoren in der Lage nach Uberfiihrung in die Massenkultur zu
redifferenzieren und knorpeltypische Eigenschaften wiederzuerlangen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit Hilfe von Wachstumsfaktoren die Moglichkeit
besteht, in vitro dedifferenzierende autologe Chondrozyten mit hoherer Erfolgsrate zu
redifferenzieren. Somit ist eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche ACT,
ndmlich die ausreichende Anzahl differenzierter Chondrozyten, erfiillt. AufBlerdem konnte
deutlich gezeigt werden, dass die Behandlung mit Wachstumsfaktoren eine Stabilisierung des
differenzierten Phinotyps der Chondrozyten ermoglicht. Bei allen Ergebnissen, die in der
vorliegenden Arbeit erzielt wurden, wurde die additive Wirkung von IGF-I und TGF-B1 auf das
chondrogene Potential der Chondrozyten auffillig. Langfristig konnten die erlangten Ergebnisse
also zur Verbesserung der Chondrozytenkultivierung in Hinblick auf Arthrosetherapie und ACT
genutzt werden. Der Einsatz von Wachstumsfaktoren beschrinkt sich jedoch bisher auf die
Behandlung kleinerer traumatisch entstandener Knorpeldefekte. Das groBle Potential der
Wachstumsfaktoren auf das chondrogene Potential der Chondrozyten fiir die ACT obliegt daher

weiteren Untersuchungen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund der Zunahme von Gelenkknorpelschidden in der heutigen Gesellschaft und der damit
verbundenen Gefahr der Arthrosebildung besteht die dringende Indikation zur therapeutischen
Intervention. Die bisherige Therapie beschriankt sich allerdings weitgehend auf den Einsatz
antiphlogistischer und schmerzlindernder Medikamente oder in fortgeschrittenen Stadien der
Arthrose die chirurgische Intervention bis zum Einsatz der totalen Endoprothese. Im Rahmen der
modernen  gelenktherapeutischen Forschung, steht seit einigen Jahren eine neue
vielversprechende Methode zur Verfiigung. Die autologe Knorpeltransplantation (ACT) gilt als
der ,,Goldstandard* in der Therapie von Knorpeldefekten. Aus einem gesunden Knorpelareal
werden Proben entnommen, die Chondrozyten isoliert und anschlieBend in vitro vermehrt. Ist
eine ausreichende Zellzahl vorhanden, werden die Chondrozyten in den bestehenden
Knorpeldefekt transplantiert und mit einem Periostlappen gedeckt. Die ACT weist jedoch einige
Beschrankungen und Probleme auf. Trotz der bisher guten Ergebnisse [139] ist die Anwendung
auf kleinere, oberflichliche Knorpeldefekte beschrinkt. Problematisch ist auferdem die
Dedifferenzierung der Chondrozyten wahrend der Proliferationsphase in der Monolayer-Kultur
in vitro [78]. Diese dedifferenzierten Zellen sind nicht fahig, den Knorpeldefekt suffizient und
lang anhaltend zu fiillen.

Ziel dieser Arbeit war es daher nach Moglichkeiten zur Gewinnung von vitalem Knorpelmaterial
zu suchen, damit dieses im Rahmen der ACT erfolgreich verwendet werden kann. Von
Wachstumsfaktoren ist beispielsweise bekannt, dass sie anabole Wirkungen auf das Wachstum,
die Differenzierung und das Uberleben der Chondrozyten aufweisen [103,190]. Aus diesem
Grund wurden die Effekte von IGF-I und TGF-B1 auf das chondrogene Potential und somit auf
das Redifferenzierungsverhalten der Chondrozyten in vitro untersucht. Hierfiir wurden die
beiden Wachstumsfaktoren zum einen einzeln sowie in Kombination miteinander verwendet.
AuBlerdem wurde zusétzlich zu den Untersuchungen in der Monolayer-Kultur der Einfluss von
IGF-I und TGF-B1 auf das Redifferenzierungspotential der Zellen in einem dreidimensionalen
Kultursystem untersucht.

Eine im Rahmen dieser Arbeit veréffentliche Untersuchung konnte zeigen, dass das chondrogene
Potential der Chondrozyten durch die Behandlung mit IGF-I verlingert werden kann [77].
Normalerweise dedifferenzieren Chondrozyten in der Monolayer-Kultur nach mehreren

Passagiervorgidngen und verlieren somit ihre knorpeltypischen Eigenschaften. Durch die
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Behandlung mit IGF-I kann dieses Dedifferenzierungsverhalten bis zur sechsten/siebten Passage
hinausgezogert und somit das chondrogene Potential der Zellen aufrechterhalten werden.

Um in dieser Arbeit knorpeldegenerierende Prozesse nachzustellen, wurden die Chondrozyten
mit IL-1B stimuliert. Als proinflammatorisches Protein spielt IL-13 bekanntermaflen eine
zentrale Rolle in der Pathogenese der Arthrose [41]. Die Ergebnissen der Untersuchungen mit
IGF-I und TGF-B1 in dieser Arbeit konnten auf morphologischer Seite zeigen, dass sowohl IGF-
I als auch TGF-B1 in der Lage waren den chondrogenen Phéanotyp der Zellen aufrechtzuerhalten.
Mit Wachstumsfaktoren behandelte Zellen wiesen die knorpeltypische ovale oder langgestreckte
Form auf. Die Zellorganellen waren gut ausgeprigt und im Zentrum zeigte sich ein groBer
Zellkern, welcher reichlich Euchromatin enthielt. Diese Effekte fanden Bestitigung in
molekularbiologischen Untersuchungen. Die Synthese wichtiger knorpelspezifischer Proteine,
wie Kollagen Typ II und Proteoglykane, konnte durch die Behandlung mit IGF-I oder TGF-f1
stimuliert werden. Auch die Expression des chondrogenen Transkriptionsfaktors Sox9 wurde
gesteigert. Im Gegensatz dazu erfuhren Entziindungsmediatoren wie Matrix-Metalloproteinasen
oder COX-2 eine deutliche Herabregulierung. Besonders effektiv war die Verwendung der
Kombination aus beiden Wachstumsfaktoren. Hierbei ergaben sich additive Effekte auf die
Expression wichtiger knorpelspezifischer Proteine wie Kollagen Typ II, Proteoglykane, ;-
Integrin, Erk 1/2 und Sox9. Weiterhin konnten Apoptose induzierende Prozesse besonders
effektiv durch die Kombination von IGF-I und TGF-B1, demonstriert durch die behinderte
Expression von Caspase-3, gehemmt werden.

Um bessere in vivo Verhiltnisse nachzustellen, wurden die Untersuchungen auch auf die
dreidimensionelle Ebene erweitert. Stimulierte Chondrozyten wurden im Anschluss an die
Monolayer-Kultur fiir sieben Tage in Massenkultur kultiviert. Hier zeigte sich, dass Zellen, die
mit IL-1B stimuliert wurden, nicht fahig waren zu redifferenzieren. Ganz im Gegensatz zu
Chondrozyten nach der Behandlung mit Wachstumsfaktoren. IGF-I-behandelte Zellen
redifferenzierten umgehend innerhalb der sieben Tage in Massenkultur und zeigten sowohl
morphologisch als auch auf Proteinebene knorpeltypische Eigenschaften. Noch effektiver als
IGF-I zeigte sich hierbei TGF-B1. Das Redifferenzierungspotential der Chondrozyten war jedoch
am deutlichsten zu beobachten nach der Behandlung mit der Kombination aus beiden
Wachstumsfaktoren. Der additive Effekt beider Wachstumsfaktoren lieB sich demnach am
eindrucksvollsten im dreidimensionalen System demonstrieren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten lassen, dass

Wachstumsfaktoren, vor allem in Kombination die Zytokin induzierten proinflammatorischen
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degradierenden Enzyme und Mediatoren hemmen und die MAPKinase Signalwege, vor allem
den chondrogenen Transkriptionsfaktor Sox9 stimulieren. Auf diesem Weg sind sie fihig die
Differenzierung der Chondrozyten zu stabilisieren. Diese bedeutenden in vitro Effekte von
kombinierten Wachstumsfaktoren sind wichtige Erkenntnisse im Rahmen von Untersuchungen
chondroprotektiver Substanzen. Uber diesen Weg konnen Wachstumsfaktoren klinische

Anwendung als anti-rheumatische und anti-inflammatorische Medikamente finden.
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