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ABKURZUNGEN

2D Zweidimensional

3D Dreidimensional

AB Alcianblau

ABI Applied Biosystems

APC Allophycocyanin

CMTMR (5-[6]-([(4-chloromethyl) benzoyl]amino)tetramethylrhodamine)
CMFDA 5-Chloromethylfluorescein diacetate

Cy3 Cyanine 3

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DMMB 1,9-Dimethylmethylen Blau

EZM Extrazelluldre Matrix

FDA Fluoreszein diacetat

HE Héamatoxylin Eosin

MACI Matrix assistierte autologe Chondrozyten Implantation
MFI Mittlere Fluoreszenz Intensitét

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung

PGA Poly Glykolsdure

PI Propidium lodid

PTD-PCR Real Time Detection-Polymerase Chain Reaction

RT Raumtemperatur

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide Gel Elektrophorese
SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 (Gen)

SOX-9 SRY (sex determining region Y)-box 9 (Protein)




ABSTRACT

Die Matrix assistierte autologe Chondrozyten Implantation (MACI) stellt den momentanen
Goldstandard zur Behandlung grofer Gelenkknorpeldefekte dar. Der therapeutische Erfolg
wird durch hohe Entnahmemorbidititen sowie die geringe Verfiigbarkeit von gesundem
Spendergewebe stark limitiert. Falls adulte heterotope Knorpelzellen ein belastbares hyalines
Ersatzgewebe generieren konnten, bestiinde hier eine vielversprechende Modifikations-
moglichkeit der herkdmmlichen MACI. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die
vergleichende Charakterisierung artikuldrer, aurikuldrer und nasoseptaler Chondrozyten in
zweidimensionalen (2D) und dreidimensionalen (3D) in vitro Kultursystemen sowie im in
vivo Xenograft-Nacktmausmodell vorgenommen, um anschlieBend die Kompatibilitit sowie
die  wechselseitige = Beeinflussung  heterotoper =~ Chondrozyten in  Ko-Kulturen
(aurikuldr/artikuldr, nasoseptal/artikulédr) zu untersuchen. Dabei wurden wichtige
chondrogene Marker und extrazellulire Matrix (EZM)-Bestandteile (Sox9, Aggrecan;
Kollagene Typ L, II, IX, XI, Elastin, Lubricin, B1-Integrin) mittels RTD-PCR-, Western Blot-,
immunzytochemischer und quantitativer Analysen nachgewiesen. Die Knorpelneogenese in
den in vitro und in vivo 3D Kulturen wurde (immun-) histologisch dargestellt. In der 2D
Kultur wurde der Hauptknorpelmarker Kollagen Typ II in artikuldiren Chondrozyten hoher
exprimiert. Auch im 3D-Alginatkultursystem lag die Expression des Kollagens Typ II {iber
den gesamten Untersuchungszeitraum unterhalb des Niveaus in den artikuldren
Chondrozyten. Die PGA-assoziierten Kulturen zeigten eine hohe Vitalitit und eine
umfangreiche EZM-Produktion. Beziiglich der Kollagen Typ II Expression konnten keine
signifikanten Unterschiede mehr zwischen den artikuldren und den heterotopen Chondrozyten
nachgewiesen werden. Die guten Kollagen Typ II/ I Ratios sprechen fiir eine erfolgreiche und
mit artikuldren Chondrozyten vergleichbare Redifferenzierung der heterotopen Chondrozyten
in dem PGA-assoziierten Kultursystem. Im in vivo Xenograft-Nacktmausmodell konnte mit
allen heterotopen Chondrozytenarten eine Bildung von hyalinartigem Knorpelgewebe erzielt
werden. In den nasoseptalen Chondrozyten Kulturen wurde dabei eine stark ausgeprigte
Ossifikation evident. Die Prisenz elastischer Fasern konnte jedoch in keiner Kultur
nachgewiesen werden. Uber eine Zell-Markierung wurde die Koexistenz der verschiedenen
Chondrozytenarten 2D sowie 3D Ko-Kulturen bewiesen. Die in den PGA-assoziierten Ko-
Kulturen im Vergleich zu den artikuldren Mono-Kulturen giinstigere Kollagen Typ 11/ I Ratio
deutet auf eine positive Wechselwirkung der heterotopen Chondrozyten hin. Die dieser Arbeit
zu Grunde liegenden Daten sprechen fiir die weitere Verwendung heterotoper Chondrozyten,

im Besonderen aurikuldrer Chondrozyten, in einem experimentellen Kontext der MACI.



EINLEITUNG

Traumatische Gelenkknorpeldefekte miinden aufgrund der geringen Regenerationsfahigkeit
des Gelenkknorpels unbehandelt langfristig in einer post-traumatischen Arthrose, die mit
einer erheblichen Belastung fiir den Patienten einhergeht. Der kiinstliche Gelenkersatz stellt
dann hdufig die Ultima Ratio dar [1]. Dabei bleibt die Entwicklung potenter Methoden zur
Rekonstruktion — defekter — Gelenkknorpelareale eine der Hauptbemithungen der
Wiederherstellungschirurgie [2-4]. Die Matrix assistierte autologe Chondrozyten Implantation
(MACI), bei der patienteneigene, in vitro vermehrte artikuldre (Gelenk-) Chondrozyten in
Kombination mit einem resorbierbaren Biomaterial in den Gelenkknorpeldefekt implantiert
werden, gilt momentan als therapeutischer Goldstandard fiir die Behandlung grofer
Gelenkknorpeldefekte [1, 5]. Die limitierte Verfiigbarkeit von gesundem autologen
Spendergewebe und die hohe Entnahmemorbiditdt begrenzen den kurativen Effekt [6]. Zudem
verlieren die autologen Chondrozyten wihrend der notwendigen in vitro Vermehrung ihren
differenzierten Phédnotyp, erkennbar an einer progressiv verminderten Expression spezifischer
Knorpelmatrixproteine (,,Knorpelmarker) [7-10]. Heterotope Chondrozyten des hyalinen
Nasenseptums (nasoseptale Chondrozyten) oder des elastischen Ohrknorpels (aurikuldre
Chondrozyten) sind bei deutlich geringerer Biopsieentnahmemorbiditidt zu gewinnen und
weisen zudem ein hohes chondrogenes Potential auf [11-13]. Sie proliferieren in vitro vier
Mal schneller als artikuldre Chondrozyten. Dariiber hinaus bleibt das Proliferationspotential
nasoseptaler Chondrozyten bis in ein hohes Patientenalter erhalten [14-18]. Die Verwendung
von gesundem heterotopen Knorpel als alternative oder ergdnzende Zellquelle konnte die
Erfolgsaussichten = der  herkommlichen = MACI  deutlich  verbessern und  ihr
Anwendungsspektrum um die Behandlung von élteren oder arthrotisch vorbelasteten

Patienten erweitern [6].

ZIELSTELLUNG

Als Basis fiir die spitere Etablierung von 3D Ko-Kulturen heterotoper artikuldrer, aurikuldrer
und nasoseptaler Chondrozyten sollte zunéchst eine vergleichende Charakterisierung erfolgen.
Dabei sollte die Expression knorpelspezifischer Marker und anderer EZM-Komponenten in
vitro sowie das chondrogene Potential der heterotopen Chondrozyten im in vivo Xenograft-
Nacktmausmodell untersucht werden. SchlieBlich sollte die Zell-Zell-Kompatibilitit sowie die
tiber direkte Zell-Zell-Interaktion wechselseitig vermittelte chondrogene Differenzierung
heterotoper Chondrozyten in verschiedenen in vifro Ko-Kultur-Ansitzen besondere

Beachtung finden.



METHODEN

Chondrozytenisolierung und -kultur

Primédre humane Chondrozyten stammen aus hyalinen Gelenkknorpel (Femurkopf), der bei
Gelenkersatz-Operationen abgetragen worden ist. Die hyalinen Nasenseptum-Chondrozyten
wurden aus Gewebe, das im Zuge einer Nasenscheidewand-Korrektur entfernt wurde, isoliert.
Die aurikuldren Chondrozyten sind aus Ohrknorpel gewonnen worden, der wihrend
Korrekturoperationen von Dysplasien des dulleren Ohres entnommen werden musste. Die
Zustimmung der Ethikkommission der Charité - Universitdtsmedizin Berlin zur Verwendung
dieser Gewebe lag vor (EA4/063/06 und EA4/050/06). Die priméren porcinen heterotopen
Chondrozyten stammen aus jeweils einem gleichen Donor-Tier (insgesamt 30 Tiere), welche
im Rahmen von laufenden Tierversuchen anderer Arbeitsgruppen der Charité euthanasiert
wurden. Die Knorpelzellen sind durch enzymatischen Verdau mit Pronase und Kollagenase
aus der Knorpelmatrix freigesetzt worden. Fiir die Herstellung der 3D-Alginatkulturen
wurden die Chondrozyten mit einer Zellkonzentration von 3*10° Zellen/mL in ein 2,5%iges
Alginatgel verbracht. Fiir die Herstellung der 3D-PGA-Kulturen wurde eine Zellkonzentration
von 3,6 X 10* Zellen/mm? PGA-Scaffold verwendet. Die Ko-Kulturen wurden durch das
Mischen der jeweiligen heterotopen Chondrozyten Subklassen zu gleichen Teilen (50/50)

generiert.

RTD-PCR

Die Untersuchung der Genexpression des Transkriptionsfaktors SRY (sex determining region
Y)-box 9 (SOX9), der EZM-Bestandteile Kollagen Typ I, II, IX, XI und Elastin (CollAl,
Col2A1, Col9A1, Coll1Al, ELN), des Proteoglykans Lubricin (PRG4) sowie des
Transmembranrezeptors Pl-Integrin (ITGB1) erfolgte nach Herstellerprotokollen mittels
semi-quantitativer Real Time-Polymerase Chain Reaction (RTD-PCR). Als "housekeeping
gene" wurde B-Aktin (ACTB) verwendet. Die gesamt-RNA wurde mittels eines RNeasy Mini
Kit 250 isoliert (Qiagen, USA) und deren Konzentration am Spektralphotometer (NanoDrop
1000, Peqglab, DE) gemessen. Die Qualitdit der RNA wurde mittels RNA NanoChips am
Bioanalyzer (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, USA) verifiziert. Die Umschreibung
von RNA in ¢cDNA erfolgte mittels QuantiTect Reverse Transkription Kit® (Qiagen). Die
RTD-PCR wurde mit dem Quantitec Probe PCR Kit (Qiagen) und dem TaqMan® Gene
Expression Kit (Applied Biosystems [ABI], USA) mit jeweils spezifischen Primern
(Quantitec Gene Expression Assays, Qiagen; TagMan® Gene Expression Assays, ABI) am
Opticon 1 - Real-Time Cycler (Opticon™ RTD-PCR, BioRad, DE) durchgefiihrt.



Western-Blot

Zur vergleichenden Analyse der Proteinexpression in den heterotopen Chondrozyten wurden
die Zellen mit einem Lysepuffer homogenisiert und die Gesamt-Proteinkonzentration mit der
Bradford-Methode und bovinem Serum Albumin als Standard bestimmt. Die Proteine in den
Lysaten wurden mit Trichloressigsdure gefillt und in reduzierendem Proteinprobenpuffer
aufgenommen. Im Weiteren erfolgte die Analyse des Transkriptionsfaktors SRY (sex
determining region Y)-box 9 (SOX-9) und des Transmembranrezeptors B1-Integrin in den
Zelllysaten aller porcinen sowie humanen heterotopen Chondrozytenarten im standardisierten
SDS-Page Western Blot System. Zur Detektion der Proteine wurde ein mit Meerrettich-
Peroxidase gekoppelter sekundirer Antikorper in Verbindung mit einer Chemilumineszenz-
Losung  verwendet. Die Expressionsstirke wurde densitometrisch mit [B-Aktin als

,housekeeping protein‘ ermittelt.

Immunzytochemie und Zellmarkierung

Fiir immunzytochemische Farbungen wichtiger EZM-Bestandteile wurden entweder aus 3D-
Kulturen Gefrierschnitte angefertigt oder auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Glasplittchen
adhérente Zellen verwendet. Vor der Farbung wurden die Zellen mit einer Paraformaldehyd-
Losung fixiert und mit Eselserum blockiert. Schnitte von nativem Gewebe sowie in vivo
Kulturen wurden zusétzlich mit Pronase demaskiert. Anschlieend wurden die Proben mit den
Primir- und Sekundirantikdrpern inkubiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefirbt.
Zur Unterscheidung der verschiedenen heterotopen Zelltypen wurden verschiedene
Zellmarker verwendet (CMTMR und CMFDA). Die Auswertung der immunzytochemischen
Féarbungen erfolgte mikroskopisch, die der 3D-Alginatkulturen zusitzlich mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. Die zell-assoziierte Kollagen Typ II Expression in
den 3D-Alginatkulturen wurde, nach Depolymerisation des Alginats mittels EDTA,

durchflusszytometrisch am FACS-Calibur Flowzytometer gemessen.

Vitalitiits-Assay

Um die Verteilung von vitalen und toten Chondrozyten in den PGA-Kulturen nachvollziehen
zu konnen, wurden reprédsentative Segmente der Kulturen mit Fluoreszein diacetat (FDA)
inkubiert, und tote Zellen im Anschluss mit dem Nukleinsdure-Interkalator Propidiumiodid

(PI) gegengefirbt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie.

Quantitative Analysen
Fiir die Bestimmung des Kollagengehaltes ist ein Hydroxyprolin-Assay angewandt worden

[19]. Die Hydrolyse des Gewebes erfolgt tiber Nacht in 6 M HCI bei 105°C. Im Anschluss

wurde das Hydrolysat mit Citratpuffer aufgenommen, und in Chloramin T, Perchlorsdure und



Dimethylaminobenzaldehyd inkubiert. Gemessen wurde die Absorption gegen L-
Hydroxiprolin als Standard. Die Berechnung des Kollagengehaltes erfolgte mit dem
Umrechnungsfaktor 7,1 [20]. Die Bestimmung des Proteoglykangehalts ist mit einem 1,9-
Dimethylmethylen Blau (DMMB) Assay durchgefithrt worden. Die Proben wurden mit
Proteinase K 16 h bei 55°C verdaut und zentrifugiert. Nach dem Versetzen des Uberstands
mit der DMMB-Férbelosung ist ein Adsorptionsshift gegen Chondroitinsulfat als Standard
gemessen worden. Der ermittelte Proteoglykangehalt wurde auf den DNA-Gehalt in den
Proben bezogen. Dieser ist mit dem CyQuant” NF-Assay (Invitrogen, DE) und Kilberthymus
DNA als Standard bestimmt worden.

Xenograft-Nacktmausmodell

Porcine heterotope Chondrozyten wurden 21 Tage in einem dynamischen Kultursystem unter
orbitaler Schiittelung bei 36 upm auf PGA-Scaffolds vorkultiviert. 6 mm durchmessende
Knorpelkonstrukte wurden 4-8 Wochen alten weiblichen athymischen (Nackt-)Mausen
subkutan implantiert. Der Kontrollgruppe wurde unbesiedeltes PGA-Scaffold implantiert.
Hierzu erfolgte als Prd- und Postmedikation eine subkutan Applikation von Rimadyl (4 mg/kg
Korpergewicht). Fiir die Implantation erfolgte die Anisthesie mittels Isofluran-Inhalation
(Forene 100%). Die Euthanasie der Tiere fand 1, 6 und 12 Wochen nach der Implantation statt
(n = 4 pro Gruppe und Zeitpunkt). Fiir die makroskopische und mikroskopische bzw.
histologische Beurteilung der Knorpelneogenese wurde ein eigens entworfenes Score System

basierend auf O Driscoll et al. [21] verwendet.

Histologische Analysen

Zur histologischen Beurteilung der EZM- und Zell-Verteilung in den Knorpelkonstrukten
wurden Himatoxylin / Eosin (HE) Ubersichtsfirbungen angefertigt. Der Nachweis der
knorpelspezifischen Proteoglykane und deren Verteilung erfolgte iiber Alcianblau (AB)
Féarbungen. Elastische Fasern wurden mittels Resorcin-Fuchsin-Farbungen nach Hart/Weigert
dargestellt. Zum Nachweis einer eventuellen Ossifikation des gebildeten Knorpelgewebes

dienten von Kossa-Farbungen.

Statistik

Die Ergebnisse der Analysen der heterotopen Chondrozyten wurden mit Bezug auf die
Gelenk Chondrozyten Kulturen normalisiert. Die Ermittlung der Signifikanzen erfolgte tiber
den Student’s t-Test (Analysen mit humanen Chondrozyten: ungepaart, zweiseitig; porcine

Proben: gepaart, zweiseitig) mit einem festgelegten Konfidenzintervall von p < 0,05.



ERGEBNISSE

Das chondrogene Expressionsprofil heterotoper Chondrozyten in der Monolayer Kultur
Die Untersuchungen des Hauptknorpelmarkers Kollagen Typ II zeigten auf RNA Ebene in
beiden Spezies signifikant niedrigere Expressionslevel in den aurikuldren und nasoseptalen
Chondrozyten im Vergleich zu den artikuldren Chondrozyten. In den porcinen Chondrozyten
wurden diese Ergebnisse zusitzlich immunzytochemisch verifiziert. Die Genexpression
weiterer Kollagene wurde in humanen nasoseptalen im Vergleich zu artikuldren
Chondrozyten ndher untersucht. Kollagen Typ IX wurde in nasoseptalen signifikant stirker
exprimiert, wohingegen die Expression von Kollagen Typ XI in nasoseptalen gegeniiber
artikuldren Chondrozyten keine signifikanten Unterschiede aufwies. Immunzytochemisch
konnte die Expression von Aggrecan in den porcinen Kulturen aller Chondrozyten Subklassen
gleichermallen nachgewiesen werden.

Der chondrogene Transkriptionsfaktor SOX-9 ist fiir die Chondrogenese von fundamentaler
Bedeutung. Er induziert die Expression der fiir die Funktionalitit von hyalinem
Knorpelgewebe entscheidenden EZM-Proteine wie der Kollagene des Typs II, IX und XI und
des in Knorpelgewebe dominierenden Proteoglykans, Aggrekan [22]. In den humanen
aurikuldren Chondrozyten lag die SOX9 Genexpression in etwa auf dem Niveau der
artikuldren Chondrozyten. In aurikuldren Chondrozyten porcinen Ursprungs wurde hingegen
eine deutlich geringere Gen- und Proteinexpression des Transkriptionsfaktors als in
artikuldren Chondrozyten nachgewiesen. In nasoseptalen Chondrozyten beider Spezies wurde
das SOX9 Gen signifikant schwécher als in artikuldiren Chondrozyten exprimiert. Kollagen
Typ I gilt bei der in vitro Kultivierung von Chondrozyten als Dedifferenzierungsmarker und
wurde aus diesem Grund ebenfalls untersucht. Auf Gen- und Proteinebene wurde Kollagen
Typ I in allen Chondrozytenarten in etwa gleich stark exprimiert. Einzig die porcinen
aurikuldren Chondrozyten wiesen eine signifikant niedrigere Kollagen Typ I Genexpression
auf. Das vorwiegend im elastischen Knorpel vertretene Elastin Gen wurde signifikant starker
in aurikuldren Chondrozyten Kulturen exprimiert.

Fiir die Reduktion der zwischen artikulierenden Gelenkknorpelflichen auftretenden Reibung -
und damit maBgeblich fiir die Funktionalitdt des Gelenks verantwortlich - ist die Produktion
von Lubricin. In beiden humanen heterotopen Chondrozytenarten konnte die Expression von
Lubricin auf einem im Vergleich zu artikuldren Chondrozyten signifikant niedrigeren Niveau

nachgewiesen werden.



Das chondrogene Potential heterotoper Chondrozyten in 3D Kulturmodellen

Um die Redifferenzierung und Chondrogenese heterotoper Chondrozyten in 3D
Kultursystemen zu untersuchen, wurde zunichst eine Verkapselung von porcinen aurikuldren
und artikuldren Chondrozyten in einem Alginatgel vorgenommen. Bei der konfokal
mikroskopischen Betrachtung zeigte sich sowohl in aurikuldren wie auch in artikuldren 3D-
Alginatkulturen eine stark ausgeprigte Kollagen Typ II Produktion. Bei der
durchflusszytometrischen Analyse lag das Expressionsniveau des Zelloberflichen
anhaftenden Kollagen Typ II in den artikuldren Kulturen iiber den gesamten Untersuchungs-
zeitraum konstant hoher als in aurikuldren Chondrozyten Kulturen. Jedoch spricht die
deutliche Expression des Knorpelmarkers fiir eine erfolgreiche Redifferenzierung beider
Chondrozyten Subklassen in der 3D-Alginatkultur.

Um das Verhalten der heterotopen Chondrozyten in einem der praktischen Anwendung
niheren Kulturmodell zu untersuchen, wurden die Zellen auf PGA-Scaffolds kultiviert. Alle
Chondrozyten Kulturen zeigten in den Vitalitits-Assays eine hohe Vitalitdt. Auch
knorpelspezifische Proteoglykane konnten in allen Kulturen mittels einer AB Férbung
nachgewiesen werden sowie eine fiir Knorpelgewebe charakteristische Lakunenbildung, was
auf eine erfolgreiche Redifferenzierung in der PGA-assoziierten Kultur hindeutet. Die
Kollagen Typ II Expression wurde immunhistochemisch nachgewiesen, wobei sowohl
aurikuldre als auch nasoseptale Chondrozyten eine mit artikuldren Chondrozyten
vergleichbare Expression des Matrixproteins zeigten. Auch der Dedifferenzierungsmarker
Kollagen Typ I wurde in allen Chondrozyten Kulturen dhnlich stark exprimiert. Bei der
Betrachtung des Kollagen Typ II / Typ I Verhiltnisses zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Die Quantifizierung der EZM-Synthese zeigte, dass sowohl der Kollagen- als
auch der Proteoglykangehalt in den Proben vom 7 d zum 21 d stetig anstieg. Zwischen den
heterotopen Chondrozyten Kulturen waren keine signifikanten Unterschiede zu sehen, einzig
die aurikuldren Kulturen zeigten am 14 d einen signifikant erhohten Proteoglykangehalt im
Vergleich zu den nasoseptalen Kulturen. Zusammenfassend zeigten sowohl aurikulére
Chondrozyten wie auch nasoseptale Chondrozyten im PGA-assoziierten Kulturmodell ein
hohes chondrogenes Potential. Die EZM-Produktion konnte durch die histologische wie auch
tiber die immunzytochemischen Farbungen als hyalin-dhnlich verifiziert werden. Eine
erfolgreiche Redifferenzierung der heterotopen Chondrozyten in diesem 3D Kulturmodell war

zudem anhand der giinstigen Kollagen Typ II / Typ I Ratio zu erkennen.



Chondrogenese heterotoper Chondrozyten im Xenograft-Nacktmausmodell

Die de novo Chondrogenese der heterotopen Chondrozyten konnte im in vivo Xenograft-
Nacktmausmodell untersucht werden. Alle aus der Maus explantierten heterotopen
Chondrozyten Kulturen zeigten im Gegensatz zu den unbesiedelten PGA-Scaffolds eine
deutliche Chondrogenese. Bei der Betrachtung des makroskopischen Erscheinungsbildes und
der GroBenreduktion schnitten aurikulare Chondrozyten Kulturen am besten ab. Im Vergleich
zu den artikuldren Kulturen war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant, wohingegen die
nasoseptalen Chondrozyten Kulturen héufiger eine Grofenreduktion und schlechtere
makroskopische Score Werte aufwiesen. Die histologische Qualitét aller heterotopen Kulturen
blieb iiber den gesamten Versuchszeitraum konstant gut. Immunzytochemisch konnte eine in
allen heterotopen Chondrozyten Kulturen gleichermaf3en deutlich erkennbare Kollagen Typ II
Expression verzeichnet werden, so dass auch im Xenograft-Nacktmausmodell das
ausgeprégte chondrogene Potential der heterotopen Chondrozyten deutlich wurde.

Bei der Betrachtung der histologischen Scores konnten nach 1 und 12 Wochen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den heterotopen Chondrozyten Kulturen gefunden
werden. Zu dem 6 Wochen Zeitpunkt zeigte sich in den aurikuldren Kulturen im Vergleich zu
den nasoseptalen und artikuldren Kulturen ein signifikant besseres histologisches Bild. Dabei
konnte in allen Chondrozyten Kulturen eine ausgeprigte Lakunenbildung und eine
proteoglykanreiche EZM dargestellt werden, die jedoch tiber den Versuchsverlauf zunehmend
regressiven Verdnderungen unterlag. So konnten nach 12 Wochen zellfreie Matrix-Areale in
den aurikuldren und artikuldren Kulturen beobachtet werden. In den nasoseptalen Kulturen
wurden mit Knochenmark-édhnlichem Gewebe gefiillte Hohlrdume in der EZM gefunden, als
Zeichen einer fortschreitenden enchondralen Ossifikation. Eine kalzifizierende Matrix konnte
vereinzelt in stark abgeschwichter Form auch in den aurikulédren Chondrozyten Kulturen zum
12 Wochen Zeitpunkt und in den artikularen Chondrozyten Kulturen zum 6 Wochen
Zeitpunkt festgestellt werden. Die Ossifikation zeichnete sich durch hypertrophe
Chondrozyten mit kalzifizierender EZM und z.T. in Lakunen liegenden Osteozyten-dhnlichen
Zellen aus. Zudem konnte eine beginnende BlutgefiB-Einsprossung beobachtet werden.

Elastinfasern wurden in den Chondrozyten Kulturen nicht nachgewiesen.

Koexistenz und wechselseitige Beeinflussung heterotoper Chondrozyten in Ko-Kulturen

Die Koexistenz der unterschiedlichen Chondrozytenarten konnte sowohl in den 2D wie auch
3D Ko-Kulturen mittels einer Markierung mit Zellmarkern nachgewiesen werden. Im Verlauf
der 2D Ko-Kultur Experimente mit porcinen aurikuldren und artikuldren Chondrozyten

wurden auf Gen- sowie auf Proteinexpressionsebene im Vergleich zu der artikuldren Mono-



Kultur keine signifikanten positiven Wechselwirkungen sichtbar. In der 3D-Alginat-Ko-
Kultur konnte ebenfalls keine signifikante positive Beeinflussung iiber direkte Zell-Zell-
Kontakte oder 16sliche Mediatoren nachgewiesen werden. Hier lag das Expressionsniveau des
Zelloberflachen-anhaftenden Kollagen Typ II in etwa auf dem der aurikulédren Mono-Kulturen
und deutlich unterhalb des Niveaus der artikuldren Mono-Kulturen. In den PGA-Scaffold-
assoziierten Ko-Kulturexperimenten mit porcinen heterotopen Chondrozyten hingegen konnte
in allen Ko-Kulturen im Vergleich mit den artikuldren Mono-Kulturen eine hohere Kollagen
Typ II Expression nachgewiesen werden. Zusammen mit der deutlich verbesserten Kollagen
Typ I / Typ I Ratio in den Ko-Kulturen liegt eine positive wechselseitige Beeinflussung der

artikuldren Chondrozyten durch die ko-kultivierten heterotopen Chondrozyten nahe.

DISKUSSION

Die bei der vergleichenden Charakterisierung der Expression des Hauptknorpelmarkers
Kollagen Typ II aufgetretenen Unterschiede in den 2D Kulturen lassen artikuldre
Chondrozyten vorerst als zu priferierende Zellquelle erscheinen. Nach der Uberfiihrung in
das PGA-Scaffold-assoziierte Kultursystem ist in den heterotopen im Vergleich zu den
artikuldren Chondrozyten Kulturen keine niedrigere Kollagen Typ II Expression mehr
nachzuweisen. So kann in Bezug auf ein anwendungsnahes 3D Kultursystem davon
ausgegangen werden, dass trotz der in der vorliegenden Arbeit charakterisierten unterschied-
lichen Expressionsprofile alle der untersuchten Knorpelarten fiir einen experimentellen
Einsatz in der Gelenkheilung in Frage kdimen. Ein weiteres entscheidendes Kriterium ist dabei
die Genexpression von Lubricin. Die in der Arbeit verwendeten Chondrozyten stammen aus
Knorpelarten, welche von einem Perichondrium umgeben sind und somit in sifu keine
Lubricin Schicht auf der Gewebeoberfliche ausbilden. Die Expression dieses fiir die
Gelenkfunktion fundamentalen Proteins kann jedoch in heterotopen Chondrozyten
(nasoseptal) iiber eine mechanische Stimulation induziert werden [23]. Demnach stellt die
geringe Lubricin-Genexpression in den heterotopen Chondrozyten kein absolutes
Ausschlusskriterium fiir ihre Verwendung zum Gelenkknorpelersatz dar.

Aurikuldre sowie nasoseptale Chondrozyten zeigten in den verwendeten 3D Kulturmodellen
ein ausgeprdgtes chondrogenes Potential, welches in der Literatur, wenn auch in
abweichenden Kulturmodellen, dhnlich beschrieben wurde (Zur Ubersicht El Sayed et al.
2010) [6, 12-15, 24-31]. Im Gegensatz zu der 2D Monolayer Kultur ergaben sich in den 3D
Kulturen von heterotopen Chondrozyten hinsichtlich der Kollagen Typ II Expression keine
signifikanten Unterschiede. Auf Grund der in allen in vitro 3D Mono- sowie Ko-Kulturen

nachweisbaren guten Knorpelqualitit kann von einer erfolgreichen und mit artikuldren
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Chondrozyten vergleichbaren Redifferenzierung ausgegangen werden. Die in vitro
Herstellung von Ersatzgewebe kann somit auch mittels heterotoper aurikuldrer und
nasoseptaler Chondrozyten Mono-Kulturen wie auch durch deren Ko-Kultivierung mit
artikuldren Chondrozyten erfolgreich durchgefiihrt werden.

Auch im in vivo Xenograft-Nacktmausmodell gelang es, mit allen verwendeten
Chondrozytenarten ein hyalinartiges Gewebe zu bilden. Auf Grund des hyalinen Charakters
des urspriinglichen Donor-Gewebes erscheint nasoseptaler Knorpel im Vergleich zum
elastischen aurikuldrem Knorpel als Gewebequelle zunéchst naheliegender. Dabei zeigten in
der Arbeit die aurikuldren Kulturen zum 6 Wochen Zeitpunkt das beste histologische
Erscheinungsbild. Ebenso muss die in den in vivo Versuchen aufgetretene ausgeprégte
Ossifikation des durch nasoseptale Chondrozyten gebildeten Knorpelgewebes kritisch
betrachtet werden. Aus der Literatur ist die Formation von Nodulen wihrend der 2D
Kultivierung von nasoseptalen Chondrozyten der Ratte bekannt [32, 33]. Diese sind
kalzifizierende Areale, in denen eine gesteigerte Kollagen Typ X Expression zu finden ist. /n
vivo wird Kollagen Typ X vorwiegend von alternden Chondrozyten gebildet, was im
Folgenden zur Hypertrophie und zur Ossifikation des Gewebes fiihrt [33]. In bisherigen
Arbeiten, die nasoseptale Chondrozyten im Xenograft-Nacktmausmodell verwendeten, konnte
jedoch keine Ossifikation in den entstandenen Geweben verzeichnet werden [25, 26, 29]. Nur
in bovinen kostalen Chondrozyten Kulturen konnten Kusuhara et al. eine stark ausgeprigte
Ossifikation nachweisen [26]. Da eine geringe Kalzifizierung auch vereinzelt in dem durch
aurikuldre sowie artikulire Chondrozyten gebildeten Gewebe verzeichnet werden konnte,
bleibt unklar, ob die auftretende osteogene Differenzierung ein Charakteristikum der
zugrunde liegenden Gewebedonorspezies sowie des verwendeten Scaffolds in Kombination
mit dem Xenograft-Nacktmausmodell ist. In Betracht kommt sicherlich auch die stark
abweichende biomechanische Belastung des Implantates bei dorsal-subkutaner Lokalisation,
verglichen mit dem Einsatz im chondralen Gelenkdefekt. Durch die fehlende Belastung
kommt es nicht zu den Walkvorgéingen, die fiir die Nahrstoffversorgung notwendig sind.
Dieser Umstand fiithrte moglicherweise bei steigender EZM-Dichte zu einer Unterversorgung
bestimmter Gewebeareale und somit zur Hypertrophie der lokalen Zellen, was eine Erkldrung
fiir die nachgewiesenen zellfreien Areale sein konnte und moglicherweise eine Ossifikation
induzierte. In tierexperimentellen Studien mit nasoseptalen sowie kostalen Chondrozyten in
osteochondralen Defektmodellen im Kaninchen konnte beispielsweise eine Defektdeckung
mit hyalinartigem Ersatzgewebe, ohne Ossifikationen im chondralen Bereich, erzielt werden

[34-37]. Bisher nicht publizierte Daten der Arbeitsgruppe aus einem osteochondralen Gelenk-
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defektmodell im Kaninchen, bei dem aurikuldre Chondrozyten auf PGA-Scaffolds zur
Defektdeckung verwendet wurden, zeigten ebenfalls keine Ossifikation im chondralen
Bereich des gebildeten hyalinartigen Ersatzgewebes.

Daher erscheinen aurikuldre Chondrozyten nach der in vivo Evaluation der heterotopen
Chondrozyten als giinstigste Zellquelle. Um eine endgiiltige Aussage iiber die Eignung
aurikuldrer Chondrozyten treffen zu konnen, sind allerdings weitere Untersuchungen -
beispielsweise zur biomechanischen Qualitdt des durch heterotope Chondrozyten gebildeten
Gewebes - notig.

Die bei der Ko-Kultivierung heterotoper Chondrozyten erhaltenen Ergebnisse legen eine
wechselseitige Beeinflussung der verschiedenen Chondrozyten Subklassen nahe. Vor allem in
PGA-assoziierten Kulturen konnte eine - wenn auch nicht signifikante - Verbesserung der
Kollagen Typ II / Typ I Ratio beobachtet werden. Dies spricht fiir eine effektive und
moglicherweise verbesserte Redifferenzierung. Aus anderen Studien ist bekannt, dass die Ko-
Kultivierung primérer Chondrozyten mit bereits passagierten Chondrozyten eine stabile
Redifferenzierung bewirken kann [38-41]. Dabei zeigt sich, dass die chondrogen
stimulatorischen Effekte bei der Ko-Kultivierung mit primdren Chondrozyten auch spezies-
tibergreifend (bovin zu human) zu beobachten sind [39]. Weitere Arbeiten konnten die
Beeinflussung der Chondrogenese in 3D Kultursystemen durch die Ko-Kultivierung mit
primdren Chondrozyten nachweisen. Beispielsweise bewirkt die indirekte Ko-Kultivierung
von in Agarose eingebetteten Chondrozyten 3D Kulturen mit einer sogenannten ,.Feeder
Zellschicht aus primdren Chondrozyten nach 28 Tagen Kultur eine signifikante
Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften des neu gebildeten Knorpelgewebes.
Zudem konnte eine verbesserte Kollagen Typ II Proteinexpression und ein erhohter Kollagen-
sowie Proteoglykangehalt nachgewiesen werden [42]. Die genauen Interaktionen bleiben
jedoch weitestgehend ungeklért. Bis dato wurde auch nicht die Auswirkung einer direkten
Ko-Kultivierung heterotoper Chondrozyten in vivo untersucht. Hierzu konnen die in der
Arbeit im in vivo Nacktmausmodell generierten Daten als Basis herangezogen werden.

Die Gesamtheit der in dieser Arbeit zu Grunde liegenden Ergebnisse spricht fiir die
Einsatzmoglichkeit heterotoper Chondrozyten im Kontext der MACIL, wobei in dieser Studie
aurikuldre Chondrozyten als die zu préferierende Zellart hervorgingen. Bevor ein klinischer
Einsatz gerechtfertigt werden kann, miissen jedoch noch weitere in vivo Versuche im Klein-

und GroBtiermodell folgen.
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