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1 Einleitung

1.1 Degenerative Gelenkerkrankungen (Arthrosen)

1.1.1 Pathogenese und Klinik

Die haufigsten Gelenkerkrankungen sind die degémera Gelenkerkrankungen,
welche fur den Patienten schmerzhaft sind und nhrié&iglichen Leben einschranken.
Mit zunehmendem Alter steigt die Haufigkeit, sosldse Mehrzahl der Menschen utber
65 an einer Arthrose leidet, wobei Manner und Fnaggeichermal3en betroffen
sind#6.7>81 Degenerative Gelenkerkrankungen entstehen durch Missverhaltnis
zwischen Belastung und Belastbarkeit des Gelenldat®r Die Ursache kann sowohl
auf der biologischen als auch auf der mechaniscBeite liegen. Bei primaren
Arthrosen liegt eine idiopathische  Minderwertigkadles Knorpelgewebes vor.
Sekundare Arthrosen konnen sich auf dem Boden vetabolischen Stérungen,
Fehlbelastungen, Traumata, Entziindungen oder aliersteedingt entwickelf ™
Arthrosen verlaufen langsam progredient. Am Anfatght der Elastizitatsverlust des
Gelenkknorpels mit Veranderung der Knorpelgrundsrzs und Demaskierung
kollagener Fasern. Erste rontgenmorphologische nderfungen zeigen sich in der
Hohenabnahme des Knorpelgewebes, der Spaltbildongselenkknorpel und der
subchondralen Sklerosierung der Gelenkflache. Inats$adium kommt es zur
Auffaserung des Knorpels. Dies fihrt zum Knorpetahbzu Osteophytenbildung am
Gelenkrand und zur Bildung von ,Gerélizysten* dufokale Knochennekrosefi.”

Die Symptome sind durch einen schleichenden Begind wechselnden Verlauf
gekennzeichnet. Die Hauptsymptome sind Schmeray8ting, Muskelverspannung,
Bewegungseinschrankungen und zunehmende Deforidii@Beginn der Erkrankung
stehen belastungsabhangige Schmerzen und Muskswversngen im Vordergrund.

Im zweiten Stadium der Arthrose kommt es zum Bewggachmerz. Ein bei passiver
Bewegung auftretender Schmerz deutet auf das Gedetidst hin (Kapselmuster),
wahrend der bei aktiver Bewegung auftretende Schraes der Muskulatur und den
Sehneninsertionen stammt. Im dritten Stadium dehrAse ist der Ruheschmerz
typisch. Die Deformierung der Gelenkkdrper kann &ahsenfehlstellungen und

Instabilitat des Gelenkes mit begleitender Muskefatie fuhrerr> ">




1.1.2 Therapie

Bisher existieren nur symptomatische Therapieaasdie auch nicht ausreichend sind.
Ziel der Therapie sind Schmerzreduktion, Erhalt debilitat sowie das Verhindern
des Fortschreitens der Erkrankung. Eine kausaleaplesist bisher nicht bekannt, man
kann nur symptomatisch behandélif®

Heutzutage gibt es in der Therapie der Arthroseobbkonservative als auch operative
Therapieansatze. In der konservativen Therapie sawlohl nicht-medikamentds als
auch medikamentds behandelt. Grundsatzlich sindden nicht-medikamenttsen
Therapie eine Entlastung der betroffenen Gelenkem zwBeispiel durch
Gewichtsreduktion (v.a. bei Gonarthrose) und Phlgsi@pie und die Unterstitzung
des Patienten durch entsprechende Fuhrung und iBegjesinnvoll. Des Weiteren
konnen orthopadische Hilfsmittel und nicht-medikabtdse Formen der
Schmerztherapie eingesetzt werden. Hier steht zwispil die Akupunktur als
Bestandteil der traditionellen chinesischen Medi¢gli€M) zur Verfigung, die vor
allem in der Behandlung von chronischen Knieschererzeine signifikante
Uberlegenheit gegeniiber Sham-Akupunktur und gegenidem Verzicht auf
Akupunktur gezeigt hat. Andererseits hatte die Akiur bei Coxarthrose keinen
Einfluss auf Schmerz oder Funktionalitdt/® Weitere nicht-medikamenttse
Therapieansatze stehen mit  Magnetfeldtherapie, rSafitherapie oder
StoRwellenbehandlung zur Verfligutig>>7°

In der medikamentésen Therapie der Arthrose werlan Arzt und dem Patienten
vielfaltige Produkte und Medikamente aus den veestdnsten Formenkreisen
angeboten. Mittel der ersten Wahl ist zum Beispiatacetamol, das gut analgetisch
wirkt und auf Grund seines niedrigen Nebenwirkungsd Wechselwirkungsprofil bei
vielen Patienten angewendet werden kann. Eine sbhufig eingesetzte
Medikamentengruppe stellen die nicht-steroidaletirAeumatika (NSAR) dar. NSAR
vermindern durch Hemmung der Cyclooxygenase distBgtandinsynthese und haben
damit sowohl analgetische (schmerzstillende), srgische (fiebersenkende) als auch
antiphlogistische (entzindungshemmende) WirkquahtaDie Cyclooxygenase fihrt
zur Bildung von Prostaglandinen aus Arachidonséd@restaglandine haben zahlreiche
Wirkungen, die sich auch gegenseitig beeinflussamén. Sie fihren unter anderem

zu Thrombozytenaggregation und Hemmung der Aggi@gazu Vasokonstriktion und




—dilatation, zu Hyperalgesie, Bronchodilatation,s&dation und Zytoprotektion des
Magen-Darm-Trakts. Durch die zahlreichen Wirkungksr Prostaglandine erklaren
sich auch die zahlreichen Nebenwirkungen der Pgtastdinsynthesehemmer wie z.B.
Magenulzera, Odembildung, Kopfschmerzen oder Brokahstriktion (,Aspirin-
Asthma“). Diese Nebenwirkungen konnen die Anwenkidir bei verschiedenen
Patientengruppen einschranken.

Eine weitere schmerzlindernde und entziindungshemenkledikamentengruppe steht
mit den Kortikoiden zur Verfligung. Sie werden bis 4 Mal pro Jahr intraartikular
verabreicht. Kortikoide haben ein breites Wirkspe#kt und daher auch zahlreiche
Nebenwirkungen. So bergen sie u.a. die Gefahr vetedporose, einer erhdhten
Infektneigung, von Ulcusperforation ohne Symptoknatier von Fettumverteilung.
Patienten, deren Schmerzsymptomatik mit ParacetambINSAR nicht ausreichend
therapierbar ist oder die diese auf Grund von gaséstinalen oder renalen
Erkrankungen nicht tolerieren, kann die medikamsatd herapie mittels Opioiden
angeboten werden. Opioide sind naturliche oder heyisiche Substanzen mit
morphinartigen Eigenschaften. Morphin ist eine $ams die chemisch vom Opium,
das aus den Kapseln des Schlafmohns gewonnen abstammt. Opioide wirken
analgetisch und sedierend und haben auch ein adsgep Nebenwirkungsprofil. Sie
konnen u.a. zu Obstipation, Hirndruckanstieg, Ateprdssion und Abhangigkeit
fuhren§l,46,75,65

Arthrose-Patienten werden eine Vielzahl an Nahrargggzungsmitteln angepriesen.
Ein Drittel der Patienten hat auch schon ein Nadggergdnzungsmittel versucht, um
den Gesundheitszustand zu verbessern. Die am ktarfigron Arthrose-Patienten
genutzten Produkte sind Glucosaminhaltige Nahrug@eeungsmittel. Nicht alle
Studien stimmen miteinander Uberein, doch die reigeigen, dass Glucosaminsulfat
Arthrose-assoziierten Schmerz lindern kann. Auf3ardescheint es den
Krankheitsprogress bei Gonarthrose zZu verzogern. n Eiweiteres
Nahrungserganzungsmittel ist Chondroitinsulfat, @denfalls Arthrose-Symptome
verringern soll. Chondroitinsulfat wird oft in Konmation mit Glucosaminsulfat
verabreicht. Es gibt allerdings keine verlasslicBetege daftir, dass die Kombination
effektiver sein soll als die alleinige Gatre.Chondroitinsulfat und Glucosaminsulfat

haben weniger Nebenwirkungen als NSAREin weiteres Nahrungserganzungsmittel




ist S-Adenosylmethionin. Es kann Schmerzen redemjedoch hohe Kosten und
Probleme bei der Qualitatssicherung engen die Enggglichkeiten ein. Es gibt noch
eine Reihe anderer Nahrungserganzungsmittel, dre Bahandlung der Arthrose
angeboten werden, wie z.B. Methylsulfonylmethan,rgdgophytum procumbens
(Teufelskralle), Curcuma longa (Gelbwurz) oder Zireg officinale (Ingwer), aber es
sind keine verlasslichen Daten bezuglich der Winldszit oder der Sicherheit
vorhandert?

Auch pflanzliche Medizin kann prinzipiell eine ptrge Wirkung bei Arthrose-Schmerz
zeigen. ASU (avocado/soybean unsaponifiables) kdrsebmerzlindernd wirken und
die Einnahmefrequenz von NSAR reduzieren. Aul3erti@imen sie keine schweren
Nebenwirkungei®’° Diacerein wurde in mehreren Studien untersuchizdigte sich,
dass Diacerein den abnormen KnochenstoffwechseAtterose-Erkrankten durch die
Minderung der Osteoklasten-Bildung beeinflussennk&n AuBerdem scheint es die
rontgenologische Progression der Arthrose zu vgsamen'®. Andererseits scheint es
die Ausschittung von inflammatorischen Mediatorei®ynoviozyten nicht zu senken,
sondern eher noch zu erhéHen

Da die konservativen Behandlungsmethoden alleimtnimmer Beschwerdefreiheit
verschaffen oder den Progress der Erkrankung verapgerden haufig auch operative
Behandlungen in Betracht gezogen. So werden zursptiUmstellungsosteotomien
zur Verbesserung der Gelenkmechanik durchgefulei;he Gelenkkongruenz bessern
und die Gelenkbelastung vermindern sollen. Des &kit gibt es Eingriffe, die eine
Verbesserung der Gelenkbiologie versprechen. DHimbchenanbohrungen kann die
Gelenkdurchblutung  verbessert werden und die Gelgpiik durch
Synovialektomien. Um die Schmerzhaftigkeit zu raedren, koénnen sogar
Denervierungen durchgefuhrt werden. Auf ein Verfshrzur Verbesserung der
Gelenkbiologe, insbesondere der Gleitfahigkeit, Isiel verstarkt eingegangen werden.
Die autologe Chondrozytentransplantation wird batighten mit symptomatischen
Knorpeldefekten mit dem Ziel durchgefuhrt, den Kredrzu regenerieren. Im Rahmen
einer Arthroskopie wird ein reiskorngro3es Stuckokiel an einer nicht Gewicht
tragenden Gelenkstelle entnommen (meistens anatBalen Seite des Kniegelenks).
Im Labor werden Knorpelzellen von der extrazelletaMatrix separiert und dann,

zusammen mit 300-500g schweren Knorpelteilen, m Medium, das Antibiotika,




Antimykotika und Ascorbat enthalt, tberfuhrt. Diehdhdrozyten werden durch
enzymatischen Verdau isoliert. Sie werden dann rusterilen Bedingungen im
autologen Serum des Patienten fur die nachstenl1fage inkubiert. Es folgen die
mehrmalige Testung des Kulturmediums und die chugetie Phanotypisierung der
Zellen. Die vervielfaltigten Chondrozyten werdergalist, gezahlt und in ein fur die
Implantation geeignetes Medium Uberfuhrt. Wahreret ©Operation injiziert der
Chirurg das Zell-implantat unter das Periost odee &hnliche biologische Membran,
die den Defekt deckt. Mit aktiver Gelenkbewegungdwnach 2-3 Tagen begonnen,
gefolgt von voller Gewichtsbelastung in den naandéochen. Nach einem Jahr soll
die volle physische Belastbarkeit wieder gegebén’se

Doch auch die autologe Chondrozytentransplantaigin nicht komplikationslos.
Haufige Komplikationen, die in postoperativen MRegebungen beobachtet wurden,
stellen z.B. Hypertrophie des Periosts, Knochenstat&me und inkomplette
Regeneration des subchondralen Knochens im Opesggbiet daft AuBerdem
wurde von tiefen Infektionen und schmerzhaftersiatiikularen Blutungen berichtét.
Weitere operative Eingriffe in der Therapie der hkolse sind zum Beispiel
Gelenkversteifungen (Arthrodesen), die v.a. im Béreles Fulies, des Sprunggelenks,
der oberen Extremitatengelenke und der Wirbelsdulehgefuhrt werden oder auch
die Autologe Knochen-Knorpel-Transplantation (OATS)ie autologe Knochen-
Knorpel-Transplantation (OATS) eignet sich besosdeur Versorgung fokaler
tiefgreifender Knorpelschaden oder auch der Ostmuiosis dissecans. Prinzip ist die
Entnahme eines Spenderzylinders aus wenig belasBeteeichen des Kniegelenks in
der lateralen oder medialen Trochlea und dessensf@ain die Defektzone. Eine
sichere ossare Einheilung der Zylinder konnte ggzererden, wenngleich eine
Integration des Spenderknorpels in die Empfangeelmgg ausbleibt und in einigen
Fallen eine Degeneration des hyalinen Knorpelsrgkfo werden kant.

Aber die bei weitem héaufigste Operation in der AoHe-Therapie ist der Ersatz des
Huftgelenks durch eine Endoprothese und soll dedbeispielhaft vorgestellt werden.
Dabei werden in der Regel sowohl das Azetabulunaatt der Femurkopf ersetzt. Der
Prothesenstiel kann im Femur mit Knochenzemengresalbsthartenden Plastikmasse,
verankert werden. Alternativ werden zementfreietlireenstiele verwendet, die eine

mikropordse oder makroporése Oberflache haben,ienddr Knochen einwachsen




kann. Generell wird beim jlingeren Patienten (<6Gilg zementfreie Variante
bevorzugt. Die Huftpfanne wird haufiger zementfienplantiert. Die Prothesen
bestehen meist aus Stahl und Kerafiilk. Auch die Totalendoprothese ist nicht
komplikationsfrei. Bei Keramik-Polyethylen-haltigerHUft-TEPs zeigten sich
Osteolysen, Lockerung, Dislokation und Versagen Kemponententeilé? Eine
seltene, aber potentiell verheerende Komplikatiorer dHUft-TEP stellen
Nervenverletzungen dar, verursacht z.B. durch Zéexénavasation, postoperative
Hamatombildung oder Lagerungsfehér. Bei Knie-TEPs kam es zu arteriellen
Komplikationen wie arteriellen Thrombosen, artéeiel Verschlliissen, arteriovendsen
Fisteln, arteriellen Aneurysmata, PseudoaneurysmataAbbriichen der Arterig:®3
Weitere gefiirchtete Komplikationen sind Hautneknosend Subluxationen der
Prothese, die allerdings eher bei Patienten mitntagoider Arthritis als bei Arthrose-
Patienten auftreteti. Ein weiteres Risiko stellen periprothetische ktiienen nach
TEP dar. Die haufigsten Erreger sind gram-posiBe&terien. Doch auch Infektionen
mit ungewohnlichen Erregern wie Mycobacterium fidcton wurden beschriebéfi.

Bei bilateralen und Revisions-TEPs zeigten sichhakardiovaskulare intraoperative
Komplikationen wie Myokardinfarkte, Arrhythmien adeungenembolief.

Da in den frihen Stadien der Erkrankung eine vdtst& ellproliferation und Synthese
von Matrixproteinen, Proteinasen, Wachstumsfaktor@ytokinen und anderer
inflammatorischer Mediatoren durch Chondrozyten hgagviesen werden konnte,
konzentriert sich die Forschung nun auf die Chongtem als zellularen Mediator der

Pathogenese und als moglichen Angriffspunkt firapeutische Interventionéh?!

1.2 Knorpel und Gelenke

1.2.1 Uberblick

Gelenke sind Kontaktstellen zwischen Skelettteilen, denen die Skelettteile
gegeneinander bewegt werden. Ein Gelenk besteht dars Oberflachen der
miteinander in Kontakt tretenden Skelettteile undn dGewebeelementen, die
dazwischen liegen.

Es gibt zwei Arten von Gelenken, die Synarthrosed die Diarthrosen. Diarthrosen
sind diskontinuierliche Gelenke, deren Gelenkflachdurch einen Gelenkspalt




voneinander getrennt sind. Im Gelenkspalt befindgth Synovialflissigkeit.
Synarthrosen haben keinen Gelenkspalt. Als Verligdungiert straffes Bindegewebe
oder Knorpel* Das Knorpelgewebe bildet zusammen mit dem Knogiwebe das
Stutzgewebe des Korpers. Es ist durch einen holedralGan extrazellularer Matrix
(Knorpelgrundsubstanz) gekennzeichnet, die von Kearpelzellen (Chondrozyten)
sezerniert wird. Dadurch mauern sich die ZellenMatrix ein und sind dort in
Zellhohlen (Lakunen) gelegen. Knorpelgewebe trithicht-mineralisierter Form bzw.
mineralisierter Form auf. Demnach ist es verformd achneidbar bzw. knochenhart.
Knorpelgewebe ist vor allem dort vorhanden, wo dawkeestigkeit als auch maRige
Verformbarkeit erforderlich sind, z.B. Knorpel ined Wand der Atemwege,
Ohrknorpel, Zwischenwirbel und Gelenkscheiben. Begleckung von Gelenkflachen
mit Knorpel erlaubt die Ubertragung groRer Druckied bei minimalem
Reibungsverlust.

Knorpelgewebe tritt als hyaliner Knorpel, Faserkm®brund elastischer Knorpel in
Erscheinung. Die drei Knorpelformen unterscheideh siauptsachlich durch Gehalt

und Zusammensetzung der Faserkomponenten der Matreinandet>#

1.2.2 Aufbau und Struktur

Knorpelgewebe baut sich wie folgt auf:
o Chondrozyten: rundliche, teilweise abgeplattete rdelzellen. Sie liegen
einzeln oder gruppiert in Lakunen (Hohlen) aus Ketgrundsubstanz.
o Knorpelkapsel: Wandung der Lakunen, die besondark anfarbbar ist.
o Zellhof oder Knorpelhof: unterschiedlich weiter Hoh die Knorpelkapsel mit
spezieller Zusammensetzung der Grundsubstanz
Diese drei Komponenten bilden zusammen ein Chonloizan Territorium.
Der Bereich zwischen den einzelnen Chondronen]rdagerritorium, besteht aus der
zellfreien Knorpelgrundsubstanz, in die je nach ketart unterschiedliche Fasern
eingebaut sind. Die Matrix besteht hauptsachlich Rroteoglykanen (v.a. Aggrecan),
Collagenfibrillen aus Typ-ll-Collagen und Hyalurdnse. Abgesehen vom
Gelenkknorpel ist jeder Knorpel von einer bindegagyen Knorpelhaut, dem
Perichondrium, umhallt. Das Perichondrium enthdltefdBe und Nerven.

Knorpelgewebe selbst ist in der Regel frei von Gefg Nerven und Lymphbahnen und




wird durch Diffusion aus dem Perichondrium oder d8ynovialflissigkeit

ernahrtt0.13.85

1.2.2.1 Zellen

Die Zellen des Knorpelgewebes sind Chondroblastetuiigsfahige Knorpelzellen)
und Chondrozyten (postmitotische Knorpelzellen).e Siegen in matrixfreien
Knorpelzellhéfen, die sie ohne Randspalt vollkomnaersfullen. Chondrozyten und
Chondroblasten sezernieren groRe Mengen von Kmogiek und sind entsprechend
mit stark entwickeltem rauen ER und Golgi-Appam@tie zahlreichen Sekretvesikeln
ausgestattet. Aul3erdem enthalten sie viele Mitodhen und sind glykogenreich.
Chondrozyten synthetisieren nicht nur alle Matrixinenten, sondern steuern auch
ihren Abbau durch Sekretion verschiedener Metalitgnasen, Endozytose und
lysosomale Degradation. Die Halbwertszeit von @alaTyp Il betragt ca. 100 Tage
im wachsenden und mehrere Jahre im adulten KnatpelMenschen, wahrend das
Hauptproteoglykan (Aggrecan) eine Halbwertszeit wegnigen Tagen bis Wochen

besitzt'*8°

1.2.2.2 Matrix

Die Knorpelmatrix ist basophil und lasst sich durkationische Farbstoffe, wie
Methylenblau und Hamatoxylin, gut anfarben. Die Koekapsel ist wegen ihres
hohen Gehalts an dem Proteoglykan Aggrecan besogdémanfarbbar. Aber auch die
angrenzenden territorialen Abschnitte sind basephils die Interterritorien, sodass das
Bild basophiler Knorpelhtfe im Umfeld der Chondroeatsteht. Die Matrix des
hyalinen Knorpels besteht zu 80% aus hydratisieea&trazellularem Material und zu
20% aus Knorpelzellen. Die Matrix enthalt 80% Wassed 20% organische
Makromolekiile. Diese bestehen zu 60% aus Collageth aus Proteoglykanen und

10% aus verschiedenen Glykoproteirén.

1.2.2.3 Collagen

Collagen liegt zu 90% als Collagen Il vor. Die lesen 10% des Collagengehalts
entfallen auf die Typen IX, X und XI. Im Gelenkkpet kommt zusatzlich Collagen
Typ VI vor. Die Collagene bilden feine Fibrillenzet In den oberflachlichen Regionen




verlaufen die Fibrillen hauptsachlich parallel z@berflache (Tangentialfasern),
wéahrend in tieferen Regionen die Fibrillen bevotzagnkrecht (radiar) bis schrag
(arkadenformig) zur Oberflache ausgerichtet sirgl. (bb. 1). Dieses Verlaufsmuster
der Collagenfibrillen ist besonders regelméRig ele@kknorpel, Epiphysenfuge und
Knorpel der Atemwege und Rippen ausgeptaé.

/f:.af:b-mf S = -
Harichondrum 2 | & Fi

Chonchran

Chorgone

mineralisartar ___
Hrorsl

SpONGosA ———
Knochen

b

Abbildung 1 Hyaliner Knorpel, Anordnung der Knorpellen und Verlauf der Collagenfasern.
a Rippenknorpel Die Collagenfasern verlaufen S-formig.GelenkknorpelDie Collagenfasern bilden
Arkaden. DiePfeile geben die Richtungen der mdoglichen Krafteinwirkuarg (aus Schiebler, T.H.:
Anatomie; Steinkopff, 2007; mit freundlicher Genegumg des Verlags)

1.2.2.4 Proteoglykane

Proteoglykane bestehen aus einem gestreckten eentPaotein (Core-Protein), von
dem zahlreiche unverzweigte Glykosaminoglykankettenverschiedener
Zusammensetzung ausgehen. Das Core-Protein bindetrsats an gestreckte
Hyaluronsauremolektle, andererseits an Collagahébr(vgl. Abb. 2). Das wichtigste




Proteoglykan des Knorpels ist Aggrecan. Ein Aggneldimlekil besitzt etwa 100
Glykosaminoseitenketten vom Typ des Chondroitin utdd 6-Sulfats und 20-80
Seitenketten vom Typ des Keratansulfats. Die Sgritgpen bewirken eine starke
negative Ladung, die dazu fuhrt, dass die Seit¢eketich gegenseitig abstoRen und
steif vom Molekull abstehen. Dadurch werden Obenéaend Wasserbindungskapazitéat
des Aggrecans enorm gesteigert.

Ha

%*:
“?-ié_, Kollagen
_m;g

F'rc:tm:;h.nwﬂ

. Fs

Abbildung 2 Interzellularsubstanz. Proteoglykamasiurch ihren hohen ProteinantdllR core protein)
einerseits an HyaluronsdurestrangédA), andererseits an Collagenfibrilen gebundeRS
Polysaccharidketten (Glykosaminoglykane) (aus $téie T.H.: Anatomie; Steinkopff, 2007; mit

freundlicher Genehmigung des Verlags)

Im Knorpel liegt Aggrecan in einer Konzentrationnv@d,1 — 0,2 g/ml vor, ist also auf
1/5 — 1/10 seines voll hydratisierten Volumens kamgert. Der daraus resultierende
Quelldruck (200 N/crf wird durch das dichte Collagenfibrillensystem gaffingen.

Dadurch entsteht eine Matrix von prall elastisdkensistenz:>8°

1.2.3 Entwicklung und Wachstum

Wie alle Binde- und Stitzgewebe ist auch das Krggwebe mesenchymaler
Herkunft. Die Knorpelentwicklung erfolgt in Gebiatein denen grofRe Zug- und

Scherkrafte wirken.
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Die Knorpelbildung wird ab der 5. Embryonalwocheatudas Zusammenriicken von
Mesenchymzellen eingeleitet. Sie werden zu rundh¢hknorpelbildenden Zellen
(Chondroblasten), welche alle Komponenten der Kelsibstanz synthetisieren. Durch
die abgelagerte Matrix werden die Chondroblastesden auseinandergedrangt und zu
Chondrozyten umgebildet. Durch die Teilung von Ghomyten entstehen kleine
Zellgruppen (Chondrone). Die Chondrone bilden zusam mit dem sie umgebenden
Matrixsaum die Territorien. Zwischen den Territorgelegene Matrixareale bilden das
Interterritorium. Das Knorpelwachstum durch Zeliieg und Matrixsynthese nennt
man interstitielles Wachstum. Spater wachst derrpgeloappositionell, d.h. von der

Knorpeloberflache au$:**8°

1.2.4 Knorpelarten

1.2.4.1 Hyaliner Knorpel

Hyaliner Knorpel ist die haufigste Knorpelart. Magkopisch erscheint er

milchglasartig-blaulich. Typisch sind Collagenfasgom Typ II. Histologisch gliedert

sich hyaliner Knorpel in mehr oder weniger weit gmrander entfernte Chondrone und
in lichtmikroskopisch homogene Matrix (vgl. Abb. Bie collagenen Fasern liegen in
Form von Fibrillen vor und sind durch einen Protghgn-Mantel maskiert. Die

Collagenfibrillen haben einen jeweils charaktesidtien, trajektoriellen Verlauf, der
von der funktionellen Beanspruchung bestimmt wiimal.Gelenkknorpel, der vor allem

Druck ausgesetzt ist, verlaufen sie arkadenformigfeeien Oberflache hin. In allen

Féallen umgreifen die Collagenfibrillen die Chondeorund bilden unter der

Knorpeloberflache eine Tangentialfaserschicht, digentliche Druckschicht des
Knorpels. Hyaliner Knorpel tritt u.a. als Gelenkkpel, Rippenknorpel oder in den
Symphysenfugen adf:®
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Abbildung 3 Hyaliner Knorpel — Rippenknorpel, Fangu Hamatoxylin, Vergr. 100fach (aus
Kihnel: Taschenatlas der Zytologie, Histologie umitiroskopischen Anatomie; Thieme, 2002;
mit freundlicher Genehmigung des Verlags): Hyalikeorpel kommt v.a. in Gelenkknorpel vor

und erscheint makroskopisch bléaulich. Die Chondrsind eher grof3er.

Gelenkknorpel besteht aus hyalinem Knorpel, ddr isigt Zonen aufteilt (vgl. Abb. 4):
1. Mineralisierungszone (Zone 1V): Diese Schichitsshr dinn (1/20mm) und ist mit

der darunter liegenden Knorpeloberflache fest vedlen. In dieser Zone finden sich
relativ. wenig Chondrozyten. Die Zone IV behalt nadem Wachstum eine
eingeschrankte Fahigkeit zum Ersatz durch Lametiecken. Dadurch wird der
Gelenkknorpel schmaler.

2. Radiarfaserzone (Zone Ill): Diese Schicht gresiah von Zone IV durch eine stark

anfarbbare, nur wenige um didnne Trennlinie ab (tdek). In dieser Zone sind die
Chondrone senkrecht zur Gelenkoberflache ausgeticht

3. Ubergangszone (Zone I1): In dieser Zone iibedenwsich die Collagenfasern. Die

Chondrone sind uneinheitlich ausgerichtet.

4. Tangentialfaserzone (Zone I): In der oberstenicht sind die Collagenfasern und

Chondrone parallel zur Gelenkoberflache ausgeticiigeze Collagenfasern verlaufen
trajektoriell 1
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Tangentialfaserzone (l) Ubergangszone (Il) Radiarfaserzone (lll)
| |

Grenzlinie (tide mark)  Mineralisierungszone (V) Knochen
Abbildung 4 Funktioneller Bau und Zonierung des limgm Gelenkknorpels. (a) Senkrechter Schnitt
durch den Gelenkknorpel des Schienbeinkopfes. Vet@Ofach. (aus Benninghoff Drenckhahn:
Anatomie Band 1; Urban & Fischer, 2003; mit freucidér Genehmigung des Verlags): Hyaliner
Gelenkknorpel besteht aus 4 Zonen, der Tangers@tfane (I), der Ubergangszone (ll), der
Radiarfaserzone (Ill) und der Mineralisierungsz¢ivg. Die Collagenfasern folgen je nach Zone einem

senkrechten (ll), einem trajektoriellen oder eirgamallelen Verlauf (1).

1.2.4.2 Elastischer Knorpel

Elastischer Knorpel dhnelt dem hyalinen Knorpeg @hondrone sind jedoch kleiner
und enthalten nur wenige Zellen, die aber gro3at als beim hyalinen Knorpel (vgl.
Abb. 5). Durch das zusatzliche Vorkommen nicht-nexsér elastischer Fasern
erscheint er makroskopisch gelblich. Elastischeondal tritt nur an wenigen Stellen

auf, z.B. in der Ohrmuschel und im AduReren Gehdaydan &

13



Zweizelige Chondrone

Abbildung 5 Elastischer Knorpel, Ohr, Resorcin-Finkarbung, Vergr. 150fach (aus Benninghoff
Drenckhahn: Anatomie Band 1; Urban & Fischer, 200&; freundlicher Genehmigung des Verlags):

Elastischer Knorpel erscheint makroskopisch geiblite Chondrone sind eher kleiner.

1.2.4.3 Faserknorpel

Faserknorpel unterscheidet sich von den anderenpétasten dadurch, dass in den
Interterritorien Collagenfasern vom Typ | vorkommeDer Faserknorpel besitzt
deshalb eine weil3e Farbe und ist nicht transpabeatGrundsubstanz ist reduziert und
die Chondrone sind in der Regel klein, spérlich enthalten nur einen oder wenige
Chondrozyten (vgl. Abb. 6). Faserknorpel tritt urader Symphysis pubica und dem
Anulus fibrosus der Bandscheibe atif>#

Chondrone

Abbildung 6 Faserknorpel, Discus intervertebrali§, Vergr. 150fach (aus Benninghoff Drenckhahn:
Anatomie Band 1; Urban & Fischer, 2003; mit freucloér Genehmigung des Verlags): Faserknorpel
enthalt nur kleine, sparliche Chondrone. Im Gegensa den anderen Knorpelarten enthalt er Collagen

Typ I
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1.2.5 Arthrotische Degeneration

Gelenkknorpel hat keine bzw. nur sehr eingescheiRkhigkeit zur Regeneratiéh®
Er enthalt einige Chondroblasten, die zeitlebenarigsfahig sind. Diese sind in der
Lage, durch Proliferation und Produktion von In&darsubstanzen kleine
Gewebedefekte zu heilen. Allerdings ist die Regat@msfahigkeit begrenzf.
Unbehandelte Lasionen kénnen zur Entwicklung voiise fihrei?

Fehlende oder zu hohe Druckbeanspruchung des Kadigeen zum Untergang des
Knorpelgewebes. Diese degenerativen Veranderungginrgsen) sind meist mit einer
reaktiven Vermehrung und Mineralisierung des subdhamlen Knochens
vergesellschaftet. Wenn die subchondrale Knochéctscfreigelegt ist, kommt es zu
Knochenabrieb und entziindlichen Veranderungenselie schmerzhaft sein konngn.
Die Veradnderungen in arthrotischem Knorpel sind Irzadh und umfassen
morphologische und metabolische Veranderungen desnd@ozyten genauso wie
biochemische und strukturelle Veranderungen deaestiularen Matrixmolekiilé?
Diese Veranderungen werden von Zytokinkaskaden wmd der Produktion von
inflammatorischen Mediatoren angetrieben. Die Chomgten von Arthrose-Patienten
produzieren einen erhdhten Spiegel an inflammatioeis Zytokinen wie IL-g und
TNF-0, welche im Gegenzug die Collagensynthese vermmderd die Zahl an
abbauenden Proteasen (wie z.B. der Matrixmetaltepsen) und anderer
inflammatorischer Mediatoren, wie z.B. IL-8, IL-€rostaglandin E2 und Stickoxid
(NO), erhéhen. NO hat vielfaltige Effekte auf Choomyten. Es fuhrt zur Hemmung
der Collagen- und Proteoglykansynthese, zur Aktinig der Matrixmetalloproteasen
und zu einer erhéhten Empfindlichkeit fur anderé&dative Schaden. Weitere Effekte
von NO und anderen oxidativen Schaden sind vogeekilterung und Apoptose. Dies
passt auch zu der Annahme, dass die Arthrose ekrarikung des vorzeitig gealterten
Gelenks ist. In Chondrozyten-Histologien von anhfase erkrankten Patienten liel3
sich die Alterung anhand von verkirzten TelomereMohten B-Galactosidase-
Spiegeln und verminderter ATP-Produktion auf Grumdn mitochondrialer
Dysfunktion nachweisen. Diese Funde untermauernAdiegahme, dass die Arthrose

altersabh&ngig, mechanisch und chemisch bedingt ist

15



1.3 Progressive pseudorheumatoide Dysplasie (PPD)

1.3.1 Klinik und Pathogenese

Die PPD ist auch unter den Bezeichnungen progresggeudorheumatoide
Chondrodysplasfé, PPAC (progressive pseudorheumatoid arthritishdtiboody* und
SEDT-PA (spondyloepiphyseal dysplasia tarda witrogpessive arthropathyy
bekannt. lhre Inzidenz liegt bei 1:1000000 in UKn iden L&andern des
Mittelmeerraums, des Mittleren Ostens und in deifSGaten ist sie wahrscheinlich
hohef’>",

Die Symptome der PPD entwickeln sich im Alter zwise 3 und 8 Jahréfp?60.73:2

Die PPD ist eine autosomal rezessiv vererbbare aBKkmg!36734757€0 deg
Skelettsystem$#7°7%0, Dje Ursache liegt in einer loss of function-Misat des Gens
WISP-3° WISP-3 wird dem 3-cM-Intervall auf dem Genlokug2@ zugeordnét=¢
Klinisch &ahnelt sie der juvenilen idiopathischenthAitis oder der rheumatoiden
Arthritis®*1224  Sje  4uBert sich in  Symptomen wie eingeschrankter
Gelenkmobilitat? 6468123391 ggsirer Schwellung v.a. der Interphalangealgelamid
anderer Gelenké®244791 inflammatorischer Gelenkschmerzéff>* sowie mit
Gelenkkontraktureii?*12 Die Symptome der PPD treten im Alter zwischennd@ &
Jahren zum ersten Mal auf. Die Fingergelenke siitdsygmmetrischer Steifheit und
Schmerz zuerst betroffen. Spater sind dann aucKm&und die Hiifte beteiligt

Es kommt zu Knorpelverlust und destruktiven Knooteginderungéni, die sich dann
in eingeschrankter Beweglichkeit, Kontrakturen Wachstumsretardierung au&rn

In der dritten Lebensdekade wird dann oft eine wrgische Gelenkersatztherapie
notig’.

Die radiologischen Zeichen &hneln denen der spoegyphysaren Dysplasie tafda
(vgl. Abb. 7) und auf3ern sich in Platyspondyliejdagsenerweiterung, Huftdysplasie,
Osteoarthrose mit ausgedehnter synovialer Ostedcboratose, vertebraler
Abflachung, intravertebralen Herniationen, Mega @%gonum, dysplastischen

Knochenveranderungen, Gelenkspaltverschmalerung@sitebphyten
91,92,64,52,68,24,33,60,57,12,47
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Abbildung 7 A-D Klinische, radiografische und szgnafische Bilder der rechten Handl. Schwellung
der interphalangealen Gelenkdd korrespondierend mit den epiphysdren Erweiterungkar
RoéhrenknochenC und der erhéhten metabolischen Aktivitat (Tracetdke nach 2 Stunderp Der
Pfeil verweist auf ein Mega Os trigonum des linlkari3es (aus: Ehl S., Uhl M., Berner R., Bonafé L.,
Superti-Furga A., Kirchhoff A.: Clinical, radiogrhjg, and genetic diagnosis of progressive
pseudorheumatoid dysplasia in a patient with sepelgarthropathy; Rheumatology International, 2003,

published online; mit freundlicher Genehmigung Weslags)

1.3.2 Histologie und Labor

Nach Gelenkersatzoperationen wurde der Knorpelraferaten Gelenk untersucht und
dabei wurde festgestellt, dass sich das Knorpelgevirestologisch nicht von Knorpel
im Endstadium der Arthrose unterschefdeBei Beckenkammpunktionen wurden
Chondrozytennest&r*’°* mit pyknotischen Nuclei, unregelmaRiger Grundsamust
und spiraligen Fibrillenbiindelh gefunden. Die normale Sé&ulenbildung in
Wachstumszonen war nicht vorhantlen Entziindungsparameter wie die
Blutsenkungsgeschwindigkeit und das C-reaktive émotsind normaf12:57:68.91.33
Auch die Titer fiir die antinukledren Antikorpéf* und den Rheumafaktdr sind

negativ.

1.3.3 Differentialdiagnosen, Therapie und Prognose

Die PPD koénnte durchaus auch mit anderen Erkrardurapys dem orthopéadischen
Formenkreis verwechselte werden wie z.B. mit deefulen idiopathischen Arthritis
(juvenile rheumatoide Arthritis), die sich von dBPD allerdings u.a. durch die
positiven Entziindungsparameter untersch&idet*8125791 Das Stickler-Syndrom

unterscheidet sich von der PPD v.a. durch die @gdmilogischen Besonderheiten
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(z.B. progressive MyopiéJ**°t Auch das Kniest-Syndrom unterscheidet sich van de
PPD z.B. durch die Myopie und die Schwerhorigkeitebenso wie die
Spondyloepiphysare Dysplasie tarda, die sich daliehMyopie und eine mdgliche
Ablatio retinae von der PPD unterscheidetDer M. Scheuermann wiederum
unterscheidet sich von der PPD u.a. durch dasrspétkrankungsalter (Pubertty>

Eine kausale Therapie ist zurzeit nicht verfUgb&@er Schmerz und die
Bewegungseinschrankung werden mit NSAR und Physiaflie behandelt. Die
Lebenserwartung ist nicht vermindert, aber die Rosg fur die Gelenke ist schlecht.
Es kommt zu progressiver Gelenkdegeneration und/lask. Ein Gelenkersatz in der
dritten Lebensdekade wird haufig erforderlich. Eineegleitende intensive

psychologische und physiotherapeutische Betreustrajrinvol?’-%°

1.4 Die CCN-Familie

Die CCN-Familie besteht aus sechs Proteinen. Siehbkket CYR61/CCNL1 (cysteine-
rich 61), CTGF/CCN2 (connective tissue growth fagtblOV/CCN3 (nephroblastoma
overexpressed) und die WISP-Proteine WISP-1/CCN4SPA2/CCN5 und WISP-
3/CCN6 (Wnt-induced secreted proteins). Diese Hreteweisen eine &hnliche
Grundstruktur auf. Sie sind zwischen 30 und 40 kfzhwer und sind extrem
cysteinreich (10% der Masse). CCN-Proteine sindvaersModulen zusammengesetzt
(vgl. Abb. 8). Modul 1 ist eine IGFBP-Doméne (insdike growth factor binding
protein), Modul 2 ist eine von Willebrand Typ C-Dane, Modul 3 ist eine
Thrombospondin 1-Domane und Modul 4 ist eine C-beale Doméne, die einen

Cystein-Knoten enthalt.

18



1 26 93 97 164 @ 229 273 286 360 381
1 27 97 101 167 199 243 256 330 @ 349
1 29 100 104 170 | 202 246 @ 258 332 351
1 47 119 122 187 216 260 273 346 | 367
1 24 93 98 164 194 238 250
1 46 118 121 181 209 254 269 341 @ 353

Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4

IGFBP-

Domane VWC-Domane TSP-1- CT-Domane

Domaéne

Abbildung 8 Die modulare Struktur der CCN-FamiliBie CCN-Proteine bestehen aus je 4
Modulen, Modul 1 ist eine IGFBP-Doméane (insulikeligrowth factor binding protein), Modul 2 ist
eine von Willebrand Typ C-Doméane, Modul 3 ist eiff@ombospondin 1-Doméane und Modul 4 ist

eine C-terminale Doméne, die einen Cystein-Knotehét.

Eine am N-Terminus lokalisierte Signalsequenz umke eGelenkregion zwischen
Domane 2 und 3 beeinflussen die Sekretion und chefiadlichkeit gegenuber einer
Spaltung durch Proteinasen. Gespaltene Fragmesitzdre moglicherweise ebenfalls
biologische Funktionen. CCN-Proteine sind keine Wgaemsfaktoren, sondern
modifizieren den Signalweg anderer Molekile. Sigelsp eine Rolle bei Mitose,

Adhéasion, Apoptose, Produktion der extrazellulakatrix, Wachstumsbeschrankung
und Migration unterschiedlicher Zellarten. AuR3erdeegulieren sie die Angiogenese,
das Tumorwachstum, die Plazentation, die Implaomatdie Embryogenese und die
enchondrale Ossifikation. Die CCN-Proteine habetenschiedliche Zielzellen, u.a.
Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen, glatheskelzellen und Nervenzellen. Sie
ermoglichen die Kommunikation zwischen der extrag@#len Matrix und der

Zelloberflache. Die Doméanen 3 und 4 binden an hiieg Low Density Lipoprotein

Receptor-related Protein 1 und Heparansulfatprégkage, um die intrazellularen




Signaltransduktionswege zu aktivieren. AndererssitBwachen die CCN-Proteine
Aktivitaten der extrazellularen Matrix und der nhit assoziierten Wachstumsfaktoren
wie TGF{$, BMP-4, IGF und VEGF ab.

Wie bereits erwahnt, spielen die Mitglieder der GE&nilie eine wichtige Rolle in der
Angiogenese wahrend der normalen Entwicklung vowébe und Organen und auch
wahrend der Tumorangiogenese. Aul3erdem wirkemsdei Chondrogenese und der
Osteogenese mit. Es hat sich gezeigt, dass die RGt¢ine wahrscheinlich in ein
homdoostatisches System eingebunden sind, in denPreiein einen Prozess positiv
beeinflussen kann, wahrend ein nah verwandtesiRmd¢aselben Prozess verhindert.
Durch die Involvierung in ein breites Spektrum bgikcher Vorgange konnen die
CCN-Proteine das letztendliche Verhalten von noemakrkrankten und kanzerdsen

Zellen mitbestimmeh!0:47:21.78.54,73

1.4.2 Die einzelnen Proteine

1.4.2.1 CYR61/CCN1

CYR61 st (ebenso wie CTGF) o6strogeninduzierbar uiiderexprimiert in
steroidabhangigen Mamma- und GebarmutterkarzinorBas. Protein begunstigt die
Progression des Mammakarzinoms und wird mit dertewefortgeschrittenen
Erkrankung assoziiert, moglicherweise durch die URegung von Invasion,
Metastasierung und Neovaskularisierung. Des Waeitereurde eine mdogliche
Involvierung von CYR61 in die Pathogenese des Rmskkarzinoms und der
chronischen Pankreatitis festgestellt.

AulRerdem fordert es die Kollagen- und Knorpelprdolwk und stimuliert die
Chondrogenese, die Mitogenese und die Adhasion esenchymalen Zellen. Die
CYRG61-Produktion wird dabei von Faktoren, die dia.den Knochenmetabolismus
wichtig sind, wie z.B. Vitamin D3, TNk, EGF (epidermal growth factor), bFGF (basic
fibroblast growth factor) und IL{l (Interleukin B), reguliert. Die Ausschittung von
CYRG61 ist auch von mechanischen Stimuli in glaiterskelzellen abhangig.
Zusatzlich wird CYR61 in Riesentrophoblasten exjein und erleichtert die
Entwicklung von kapillaren Netzwerken, ist also amgiogener Faktor.
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Durch die Expression in Fibroblasten wird die ketAWundheilung unterstitzt. Dabei
bindet CYR61 an die Integrine/f3 undallbp3 auf Endothelzellen und Thrombozyten
und an das Integrina6pl und an Heparansulfatproteoglykane auf primaren
Fibroblasten, was zu zytoskelettaler Reorganisgprdellausbreitung und Aktivierung
von intrazellularen Signalmolekuilen fuhrt. Untetstiwird die Wundheilung durch die
Bindung von CYRG61 an IntegriaM p2 auf Monozytert>-21:78.8844.87,98,102

1.4.2.2 CTGF/CCN2

CTGF stimuliert die Bindegewebsproliferation, digfese der extrazellularen Matrix
und die Fibroblastenproliferation. Aul3erdem istireslie fetale Entwicklung, in die
Angiogenese, in die enchondrale Ossifikation und entziindliche Prozesse
miteingebunden. Es zeigte sich, dass CTGF auctdreregulierung der Funktion von
Osteoblasten und Chondrozyten mitwirkt, méglicheseendem es die Interaktion von
Zellen mit der extrazellularen Matrix modifiziert.

CTGF ist in die Wundheilung involviert, wobei bisim 10.Tag die CTGF-Level
kontinuierlich steigen, um dann wieder abzufallEbenso wie bei CYR61 wird auch
die Bindung von CTGF an Monozyten durch Integfvif2 vermittelt.

Eine Uberexpression von CTGF spielt auch eine vwgehRolle bei der Pathogenese
der Arteriosklerose, bei der Hautfibrose und beielen fibrotischen
Funktionsstérungen. CTGF ist in die mitogenen urdrigenen Aktivitaten von TGB-
involviert, das in allen fibrotischen Funktionsstdgen Uberexprimiert wird. Es wird
aul3erdem durch TNE-ber den NkB-Signalweg beeinflusst.

CTGF findet sich auch in uterinen Zellen wahrend déenstruationszyklus und
wahrend der ersten Tage der Schwangerschaft. E8sisbgen-induzierbar und in
steroidabhangigen Brust- oder Gebarmuttertumoresreiiprimiert. Es wird generell
von Ostrogen und Progesteron reguliert und sciigirden Erhalt und das Remodeling
der stromalen extrazellularen Matrix wichtig zursddesweiteren wird CTGF wahrend
der Entwicklung der diabetischen Nephropathie fibhreguliert.

Alle CTGF-Formen (auch trunkierte Formen) bindenHeparin und kénnen durch

Serinproteasen in begrenztem Ausmaf proteolysenden'0>’:72.78:45,58,87,43,20,21,61,82,77
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1.4.2.3 NOV/CCN3

NOV bindet ebenso wie CYR61 und CTGF an Integriree delloberflache und
induziert somit intrazellulare Signalkaskaden, deB. die Gentranskription
beeinflussen, und wirkt in der Regulation des Zatihstums und der
Zelldifferenzierung mit. Eine Uberexpression kanabei zu einem dramatischen
Anstieg der Zellproliferation und des Zellwachstufiisren. Trunkierte NOV-Formen,
denen z.B. die IGFBP-Domaéne fehlt, zeigen diesdakEfibrigens nicht. Aul3erdem
hat es, ebenso wie CYR61 und im Gegensatz zu W]®& angiogene Wirkung. Die
Expression von NOV wird mit der Differenzierung dgstreiften Muskulatur und mit
der Entwicklung von Wilms-Tumoren und Nierenzelldaomen assoziiert.
Desweiteren spielt NOV eine Rolle im Calcium-Signady und damit im

Knochenstoffwechsel und ebenso in der Differenzigru  von

Chondrozyteﬁl,23,93,27,38,lll

1.4.2.4 WISP-1/CCN4

WISP-1 hat im Gegensatz zu CYR61 eine hemmende uMyk auf das
Tumorwachstum. Die Bindung von WISP-1 wird durchridatansulfatproteoglykane

vermittelt, die mit Decorin und Biglycanen interaigin!®2%3

1.4.2.5 WISP-2/CCN5

WISP-2 fehlt, im Gegensatz zu den anderen Mitghedger CCN-Familie die C-
terminale Doméne. WISP-2 spielt eine wichtige Ralleler Funktion von Osteoblasten
und von Chondrozyten und in der Adipogenese. Auserdird es in Brustkrebszellen

durch Ostrogen induziert und stimuliert die Aggieisit.®%-21.28.78

1.4.2.6 WISP-3/CCN6

WISP-3 ist ein Zellmembran-assoziiertes Protein uniddet an Heparin. Es ist
essentiell fir normales postnatales Skelettwachstwnd unterstitzt die
Knorpelhomoostase, indem es die Expression vora@et 11 und Aggrecan reguliert.
AulRerdem beglnstigt es die Expression und Aktivitét Superoxid-Dismutase in
Chondrozyten. Dabei ist WISP-3 eher in die Erhgtutes Knorpels als in die

Morphogenese involviert.
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WISP-3 enthélt eine Mikrosatelliten-Region, die fuframeshift-Mutationen
empfanglich ist und zu einem trunkierten ProteimrfiMutationen von WISP-3 fuhren
Uber eine Dysregulation von BMP- und Wnt-Signalleatn zur autosomal rezessiven
progressiven pseudorheumatoiden Dysplasie und damit Knorpelverlust und
Gelenkdegeneration. Storungen in der RegulationBMP- und anderen Signalwegen
sind als Risikofaktoren fir die gewohnliche Artredsekannt. Generell wird es in an
rheumatoider Arthritis erkrankter Synovia und imeteSynoviozyten starker exprimiert
als in normaler Synovia und in an Arthrose erkran®ynovia’®

Desweiteren kontrolliert WISP-3 als Tumorsupprests Tumorwachstum und dessen
Invasivitdt und hat eine anti-angiogene Wirkung. i B@atientinnen mit
inflammatorischem Mammakarzinom wurde eine redtei&xpression von WISP-3
beobachtet. Eine Mutation von WISP-3 wurde in 3186 kblorektalen Karzinome mit

Mikrosatelliteninstabilitat festgesteft.’s475460.21,29,59.26.97

1.5 Dedifferenzierte Chondrozyten

Die Expansion von Chondrozyten wird typischerwers&lonolayer(2D)-Zellkulturen
durchgefuhrt. Dies fuhrt zur Dedifferenzierung inen fibroblastischen Phanotypen,
erlaubt aber die Produktion gréf3erer Zellzahlenbddasinkt jedoch mit steigender
Passagezahl die Expression von Collagen Il. Es kKomumeiner erhdhten Stress-
Antwort und Inflammation. Die Herunterregulierungorv Genen des anabolen
Metabolismus und die Hochregulierung von Proteasee@ filhren zu einem Schwund
von extrazellularer Matrix. Dabei filhren die veroiente Produktion von
Wachstumsfaktoren und die erhohte Apoptose-Rate eimer verminderten
Zellproliferation.

Die Zellkultur von Chondrozyten in Zelltragern, sognnten Scaffolds (3D),
unterstitzt die Erhaltung des chondrozytaren Ply@sotund induziert die
Redifferenzierung, reduziert aber das Ausmal delifénation, fuhrt also zu
niedrigeren Zellzahlen. Fir eine komplette Reddfetierung werden aul3erdem externe
Stimuli wie z.B. Collagen |l, TGF-beta oder IGFéritigt. Als externer Stimulus hat
sich nun auch Insulin als potentes Mittel in Kulidien eingebracht, dass die
Redifferenzierung und den Reifungsprozess untetstitAuch dynamische

Kompression kann die dedifferenzierten Chondrozygaktivieren.
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Das beste Ergebnis wurde bei der Aussaat von Choytgn in Scaffolds nach
vorheriger Vermehrung in Monolayer-Zellkulturen eecht. Es zeigte sich, dass die
Erh6hung der Zelldichte in der Aussaat von artiket@Chondrozyten in Scaffolds die
Chondrogenese signifikant verbesserte, auch ween adisgesaten Zellen in der
Monolayer-Zellkultur umfangreicher vermehrt und ifiedenziert werden mussten.
Eine weitere vielversprechende Mdglichkeit zur Miayer-Kultivierung von
Chondrozyten ist die Aussaat auf HydrogeloberflacHen Gegensatz zum Ublichen
zweidimensionalen Polystyren-Substrat fihrt die Jaas$ auf neutralen Hydrogelen mit
niedriger Ladungsdichte zu einer spontanen Reédiftaerung von dedifferenzierten
Chondrozyten.

Desweiteren wurde festgestellt, dass auch die Kitivkerung von humanen mit
bovinen dedifferenzierten Chondrozyten einen peasitiEffekt aufweist. Es zeigte sich
eine vermehrte Produktion von Collagen Il und Riyglgkanen und eine stabile
Redifferenzierung, wobei die Kultivierung nicht direktem Kontakt angelegt wurde,
sondern in derselben Vertiefung einer Multi-Weld#. Dies weist darauf hin, dass ein
|6slicher Faktor fur die Redifferenzierung der Caozyten verantwortlich ist, der

nicht SpeZieSSpeZifiSCh i%7t3,48,108,2,5,95,106,86,96,50,62,39,32,112,63

1.6 Mesenchymale Stammazellen (MSC)

Mesenchymale Stammzellen aus humanem Knochenmadknsiht-hamatopoetische
Zellen mit pluripotenten Eigenschaften, d.h. sienrén sich zu verschiedenen
mesenchymalen und nicht-mesenchymalen Zelllinifferénzieren. Unter anderem ist
ihre Moglichkeit zur Differenzierung in verschiedemesenchymale Gewebe unter
geeigneten in vitro- und vivo-Bedingungen bekanwie z.B. zur adipogenen,

osteogenen und chondrogenen Differenzierung. Dieggnschaft macht sie zu
potentiellen Kandidaten fir Knorpelgewebezlchtundetzter Zeit zeigte sich auch ihr
Potential in der myogenen, v.a. in der kardiomyegemifferenzierung. Auch die

Bildung von neuronalen Zellen wurde schon erprtdsh das chondrogene Potential
von mesenchymalen Stammzellen zu untersuchen, wurdeerschiedenen Studien
sowohl Stammzellen aus Knochenmark als auch Staltemzeaus fetalem

Lungengewebe und aus Plazentaanteilen verglicheizelgte sich, dass Stammzellen

aus Knochenmark bessere chondrogene Fahigkeitentzdres Mesenchymale
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Stammzellen haben die Fahigkeit, Kolonien auf ghatPlastikflachen zu bilden und
dort schnell und stabil zu adharieren. Morpholdgismd sie an ihrem fibroblastoiden
Phanotyp zu erkennen. Um das optimale Kulturmedmumfinden, wurden fotales
Rinderserum (FBS), autologes Serum (AS) und allegemumanes Serum (alloHS)
verglichen. Die Wahl des Kulturmediums beeinflussas Wachstum der
mesenchymalen Stammzellen auf verschiedenen EbeN&HS fuhrte bei den

Stammzellen zum Wachstumsstopp und zum Tod. Dimt8tzellen proliferierten in

AS schneller als in FBS, jedoch fuhrte die Kultur FBS zu einer schnelleren
Differenzierung zu mesenchymalen Zelllinien als dealtur in AS. Die Gen-

Expression ist zu spaten Passagezeitpunkten intsfies als in FBS. Mesenchymale
Stammzellen konnen in AS also schnell und mit saldben-Expression vermehrt
werden, wahrend FBS eine differenziertere, aber igeen stabile Kultivierung

gewahrleistet. Auf Grund ihrer Pluripotenz sind ereshymale Stammzellen eine
attraktive Quelle fur Zellen in den vielversprectien Bereichen der Zelltherapie, der

regenerativen Medizin, der Immunmodulation und desTissue

Engineering'S.O,l5,49,53,99,1,101,76,18,84

1.7 Ziel der Arbeit

WISP-3 ist ein Signalprotein, welches der Familexr €CN-Proteine angehdrt. Die
CCN-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei Sigaalsduktion, Proliferation und

Differenzierung.

Es ist bekannt, dass eine Funktionsverlust-Mutation WISP-3 zu der autosomal-
rezessiven Knorpel- und Knochenerkrankung ProgressPseudorheumatoide
Dysplasie (PPD) fuhrt. Der Funktionsverlust von WAS verursacht Knorpelverlust
und Gelenkdegeneration. Daraus lasst sich schljeftass WISP-3 fur die normale
Knorpelhoméostase und das postnatale Skelettwanhatn Bedeutung ist.

Andere Erkrankungen aus dem rheumatoiden Formenkwge z.B. die Arthrose

beruhen ebenso wie die PPD auf Knorpeldegeneraidenn WISP-3 tatsachlich

pharmakologisch eingesetzt werden kdonnte, um dasgetwachstum zu fordern, ware
das ein neuer Schritt in der Behandlung der Ariirake bisher rein symptomatisch

behandelt wird.
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Aufgabe in dieser Arbeit war es nun, die WirkunghnWYISP-3 auf dedifferenzierte
Chondrozyten und auf mesenchymale StammzellenriiPeléet-Kultur zu beobachten.
Es wurden mesenchymale Stammzellen und dediffexdgezi Chondrozyten in
Monolayer-Zellkulturen vermehrt und im Anschluss Rellet-Kulturen unter Zusatz
von WISP-3 und Wachstumsfaktoren ihre Gré3enzunagwabiiert. Das Ausmald der
chondrogenen Differenzierung wurde mittels histdoger Farbungen wie H&E und
Alcian-Blau, Immunhistochemie (Collagen Typ II-Akiirper-Farbung) sowie mittels

der Polymerase-Kettenreaktion bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Herkunft der Zellen

Die verwendeten mesenchymalen Stammzellen (MSC 802C 317, MSC 322) und
dedifferenzierten Chondrozyten (KN 350, Ch. Pati, Pat.2) zu dieser Arbeit stammen aus
Gewebe, das bei der operativen Versorgung vonrRatien der Universitatsklinik Wirzburg
anfiel. Die Patienten hatten zuvor ihr Einverstaadmteilt. Bei den Patienten handelte es sich
um Manner und Frauen im Alter zwischen 34 und 8dds Durchschnittsalter lag bei 60,3
Jahren.

Die Verwendung des biologischen Materials wurde ozuvon der Ethikkomission der
Universitat Wirzburg gepruft und es wurden keineninde erhoben (Studien-Nr. 84/01).

Chargennummer Material Alter
MSC 302 Huftkopf + Spongiosa 34 J.
MSC 317 Spongiosa 50 J.
MSC 322 Huftkopf + Spongiosa 59 J.
KN 350 Vorderes  Kreuzband [+50 J.
Knorpel

Ch. Pat. 1 Huftkopf 87 J.
Ch. Pat. 2 Haftkopf 82 J.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Monolayer-Zellkultur

Die Chondrozyten bzw. MSC wurden in sterilem DMEM#s F12-Medium unter
Zugabe von 10% fotalem Kalberserum bei 37°C, 5% .-B&yasung und
wasserdampfgesattigter Atmosphare im Inkubatiomas&hkultiviert. Um Bakterien-
und Pilzwachstum zu verhindern, wurden auf3erdem Hi@0eiten Penicillin sowie
0,1mg Streptomycin und 0,25g Amphotericin B pro kédium hinzugefigt. Es
wurden ausschlieRlich 75 und 150 %Bellkulturflaschen verwendet. Das Medium

wurde alle 48-72h abgesaugt und durch 20ml fristl@smedium ersetzt.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte bis zum Erdeen der Konfluenz. Als Konfluenz
bezeichnet man bei einer Zellkultur den Zeitpuridi dem die sich teilenden Zellen
den Boden der Kulturflasche gerade flachendeckestliben. Nach Erreichen dieses
Stadiums wurde das Kulturmedium aus den Zellkdisdhen moglichst vollstandig
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, uneRlestMediums zu entfernen, das
die Wirkung des Trypsins abschwéachen kénnte.

Um die Zellen vom Flaschenboden zu I6sen wurdenhdie8end jeweils 5ml (75¢m
Flasche) bzw. 7ml (150¢n 0,25%ige Trypsin/EDTA-Losung in die Kulturflasehe
pipettiert. Die Kulturflaschen wurden fur 2min imruBschrank inkubiert.Der
Ablésevorgang der Zellen wurde unter dem Durchiicktoskop beobachtet. Die
Zellen rundeten sich ab und l6sten sich vom Bo@éa . Trypsinierung wurde mit FCS-
haltigem Zellkulturmedium abgestoppt. Es wurde restdns das gleiche Volumen an
Medium bezogen auf die Trypsin-Losung zur Zellsaspen pipettiert.

Die Zellsuspension wurde in 50ml-Zentrifugenrohrechiderfihrt und dann fur 5min
bei 1200U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurdesichtig abgesaugt. Das Zellpellet
am Boden des Rohrchens wurde in einer definiertemgd frischen Nahrmediums

aufgenommen. Anschlie3end erfolgten Zellzahlungisqdye-exclusion-test*.

2.2.2 Zellzihlung - ,,dye-exclusion-test™

Zur Bestimmung von Anzahl und Vitalitat der Zelldtamen eine Neubauer-
Zahlkammer und der Trypan-Blau-Exklusionstest (;@yelusion-test®) zur
Anwendung. 100ul Zellsuspension wurden hierzu mitgleichen Menge Trypan-Blau
vermischt, anschlielend wurden jeweils 10ul di€sesiischs zwischen Zahinetz und
Deckglas der zZahlkammer pipettiert. Nach Auszahlaeg Quadranten wurde die
Anzahl der Zellen pro ml Suspension berechnet. cBkaitig mit der Zellzahlung
wurde auch die Lebensfahigkeit der Chondrozyten.bd8C mit dem sog. ,dye-
exclusion-test” Uberprift. Dieser Test beruht aef @latsache, dass intakte und somit
teilungsfahige Zellen Farbstoffe wie Trypan-Blaehtiaufnehmen, wahrend sich bei
toten bzw. stark geschadigten Zellen sowohl Zypka als auch Kern anfarben. Die
Zellzahl bzw. Lebendzellzahl wurde mit folgenderrael berechnet:

Zellzahl/m = SummaelerlebenderZellen 10°

Anzahlderausgezah#ngrofRenQuadrate
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Der Faktor 10 beriicksichtigt das Volumen der Neubauer-Zahlkamier Faktor 2

bezieht sich auf die Verdinnung der Zellsuspensiariirypanblau-Ldsung.

2.2.3 Pellet-Kultur

In der Literatur werden verschiedene Zellkultureyst¢ diskutiert, die eine
Redifferenzierung expandierter Chondrozyten in fiomelle Knorpelzellen
ermoglichen. Fur eine erfolgreiche Redifferenzigr@eheinen verschiedene Faktoren
von besonderer Bedeutung: eine diffusionslimitiéttehrstoffzufuhr, die perizellulare
Akkumulation der knorpelspezifischen Matrixbestaildt sowie die Mdglichkeit zur
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten.

Eine der einfachsten Methoden, die diesen Anfortgen gerecht wird, stellt die sog.
Pellet-Kultur dar. Dabei werden Zellen zu einem kakten Zellpellet hoher Dichte
(high density-pellet) zusammenzentrifugiert. In sdie Form ist expandierten
Chondrozyten eine Redifferenzierung in funktionédleorpelzellen und die Synthese
extrazellularer Matrix moglich.

Fur ein Pellet von 200.000 bis 250.000 Zellen wummes einer zellgezahlten
Suspension expandierter Chondrozyten bzw. MSC diesprechende Volumen in ein
15ml-Zentrifugations-Réhrchen pipettiert und dieschlieRend fir 5 min bei 1200 x g
zentrifugiert. Dabei setzten sich die Zellen am &odles spitzkegelig zulaufenden
Roéhrchens ab und wurden zu einem dichten Pelleamaoengelagert. Nach
vorsichtigem Absaugen des Uberstandes wurde dentetPeln chondrogenes
Differenzierungsmedium zugesetzt. Das Differenzigamedium setzte sich
zusammen aus DMEM High Glucose, Glutamin, Penicillind Streptomycin zu
Verhinderung von Pilz- und Bakterienwachstum, Abawaure, Dexamethason,
Pyruvat, L-Prolin und ITS.. Je nach Ansatz wurde entweder TGl pro ml) oder
TGF{ und WISP3 oder nur WISP3 (500 ng/ml) hinzu gegePea Zellpellet genlgte
1ml Differenzierungsmedium. Die Zellpellets wurdienden Zentrifugationsrohrchen
bei 37°C, 5% C@Begasung und wasserdampfgesattigter Atmosphéaudbiek. Nach
72h wurden die Pellets in 48-Well-Platten UberfiihiDer Wechsel des

Differenzierungsmediums fand zweimal wochentlichttst
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2.3 Histologie
2.3.1 Paraffineinbettung von Zellpellets

2.3.1.1 Fixierung mit Paraformaldehyd (4% in PBS")

Um 4% Paraformaldehyd herzustellen wurden 4g Parefiolehyd in ca. 75ml PBS
(PBS-Puffer ohne zweiwertige lonen) eingewogen. ischung wurde unter Rihren
auf einer Heizplatte auf ca. 60°C erhitzt. Nun veustlange 1 N NaOH zugegeben, bis
die Losung klar war (ca. 100-150ul). Die Loésung lkgilmuf Raumtemperatur ab. Der
pH wurde mit 1 N HCI auf 7,4 eingestellt. Dann weidie Lésung mit PBSuf 100ml
aufgefulit.

Die Zellpellets wurden in je 1 Eppendorf-Cap (1,pmbberfihrt. Das
Kultivierungsmedium wurde abgesaugt. Dann wurdenR#llets je zweimal mit PBS
gewaschen. Nun wurden die Pellets in je 1ml 4% fBaraldehyd 2 Stunden bei
Raumtemperatur fixiert. Dann wurde die Fixierldsdiig2 Stunden in Leitungswasser
ausgewaschen. Die Pellets wurden dann Uber Nadhdéstens 1 Stunde) in 50%

EtOH entwassert.

2.3.1.2 Paraffinieren

Die Pellets wurden fur je 1 Stunde erst in 70% Et@&hn in 95% EtOH und dann in
100% EtOH dehydriert. Nun wurden die Pellets 30 im mit EtOH/Amylacetat
(1:1) bei Raumtemperatur gewaschen. Dann wurden figie 30 Minuten mit

EtOH/Amylacetat (1:1) bei 56-60°C im Warmeschramekvgschen. Daraufhin wurden
die Pellets zweimal je 30 Minuten mit Amylacetat ba. 60°C im Warmeschrank
inkubiert. Die Pellets wurden dann Uber Nacht imaHe | in den Warmeschrank
gestellt. Am folgenden Tag wurden sie in Paraffinnieder Uber Nacht in den

Warmeschrank gestellt.

2.3.1.3 Einbettung

Die Edelstahlgie3form und die Pinzette wurden imrM&schrank vorgewarmt. Die
Warmeplatte wurde auf 70°C vorgewarmt. Die Pelatsden aus den Eppendorf-Caps
entnommen. Die Deckel der Einbettkassetten wurdéierat. Es wurde etwas Paraffin

30



in die Edelstahlgiel3formen gegeben und je ein Pellggebracht. Dann wurde je eine
Einbettkassette aufgelegt. Es wurde Paraffin zugegebis die Edelstahlgiel3formen
vollstandig geflllt waren. Das Paraffin héartetet dsei Raumtemperatur, dann im
Kihilschrank aus. Die EdelstahlgieRformen wurderfeemt und die Paraffinblocke

dann bei -20°C gelagert.

2.3.2 Herstellung von Paraffinschnitten und Entparaffinierung

2.3.2.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Die Paraffinblocke wurden immer eiskalt geschnitten

Das Wasserbad wurde auf Stufe 4-5 gestellt. Demaffid@slock wurde in die
Schneidemaschine eingespannt und der Block dictdr udtas Messer gebracht. Der
Block wurde mit einer Schnittdicke von 40um angesttén. Wenn das Pellet erreicht
wurde, wurde die Schnittdicke auf 4um eingestBlie Schnitte wurden zum Strecken
in das Wasserbad uberfihrt. Von dort wurden sie Glojekttrager aufgezogen. Die

Objekttrager mit den Paraffinschnitten trocknetberiNacht.

2.3.2.2 Entparaffinieren von Paraffinschnitten

Die Objekttrager mit den Paraffinschnitten wurdén 60 Minuten bei 60°C in den
Warmeschrank gestellt, um das Paraffin zu schmelZ@enn wurden sie zum
Entparaffinieren fur je 8 Minuten erst in Xylol dann in Xylol 1l gestellt. Es wurde
dann eine Ruckfuhrung in destilliertes Wasser ineeiabsteigenden Alkoholreihe
durchgefuhrt. Dazu wurden die Objekttrager zweifiaje 2 Minuten in 95% Ethanol,
dann fur je 5 Minuten in 70% Ethanol und 50% EtHagestellt, um zum Schluss in

destilliertes HO Uberfiihrt zu werden.

2.3.3 H&E-Farbung

Die H&E-Farbung ist eine allgemeine Farbung, um @mestrukturen und die darin
enthaltenen Zellen darzustellen. Hamatoxylin faddte basophilen Zell- und

Gewebestrukturen blau, wahrend Eosin alle acidepiBlestandteile rot farbt.

Die Paraffinschnitte wurden 9 Minuten in Hamatowlgsung gefarbt. Dann wurden sie

in destilliertem HO gesplilt, um tberschissige Farbelosung zu entfehen wurden

31



sie fur 3 Sekunden in 0,25% HCI/50% Ethanol diffeiert und dann wieder mit
destilliertem HO gespilt. Die Schnitte wurden daraufhin fur 10 én in
Leitungswasser geblaut und dann fur 1-2 Minutet%iger Eosinlosung gefarbt. Die
Schnitte wurden in destilliertem2B ausgewaschen. Dann wurden sie fir 3 Sekunden
in 70%igem Ethanol differenziert und dann fir 3 @eden in 95% Ethanol entwéssert.
Nun wurden die Schnitte zweimal fir je 5 Minuten1i@0% Isopropanol uberfihrt.
Dann wurde das Isopropanol entfernt und zweimal j@r5 Minuten Xylol
dazugegeben. AnschlieBend wurden die Paraffingehniit Entellane (organisches

Losungsmittel) und einem Deckglas eingedeckt.

2.3.4 Alcian-Blau-Farbung

Mit der Alcian-Blau-Farbung werden negativ geladsn#atierte Proteoglykane (z.B.
Aggrecan) nachgewiesen. Zellkerne farben sich obsaytoplasma blassrot und stark
saure sulfatierte Bestandteile blau.

Die Paraffinschnitte wurden fur 3 Minuten in 3%igessigsaure Uberfuhrt. Dann
wurden sie 30 Minuten in 1%Alcianblau 8GX (pH 1@@farbt. Sie wurden mit
destilliertem HO gespluilt. Anschliel3end wurden sie fir 2 Minutert Kernechtrot
gegengefarbt und dann wieder mit destillierte@OHyespilt. Die Schnitte wurden
zuerst fur 3 Sekunden in 70%igem Ethanol differerizind dann fir 3 Sekunden in
95%igem Ethanol entwéassert. AnschlieRend wurderzwmmal fir je 5 Minuten in
100% Isopropanol tberfihrt. Das Isopropanol wundgeent und daraufhin zweimal
fur je 5 Minuten Xylol zu den Schnitten zugegeb®m® wurden dann mit Entellane und

Deckglasern eingedeckt.

2.3.5 Immunhistochemie - Collagen Typ II-Antikorper-
Farbung

Die Collagen Typ lI-Antikérper-Farbung wird zum Nmeeis von Collagen Typ Il im

Knorpel und in chondrogen differenzierten mesendigm Stammzellen verwendet.

Spezifitat: al(ll)- unda3(XI)-Ketten mit identischer Priméarstruktur
Human, Maus, Huhn, Salamander

Klon: 6B3

Isotyp: Maus IgG, monoklonal
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EinsatzkonzentratioriZ14ng/ml

2.3.5.1 Detektion der Bindung des primdren Antikorpers
(Immunzytochemische Farbung)

Bendtigte Materialien:

Waschpuffer:

Fur die Herstellung des Waschpuffers (0,05 M TBS pid) wurden 60,6g Tris
(hydroxymethyl)-aminomethan und 87,66g NaCl in 8D@m®stilliertem HO geldst.
Der pH wurde durch Zugabe von 37%igem HCI auf Tr@estellt. Dann wurde die
L6sung mit destilliertem BHD auf eine Menge von 1000ml aufgefillt. Um 0,05 BIST
zu erhalten, wurden 100ml des bisher 0,5 M TBS @iloml destilliertem EO
aufgefulit.

Blockierungslésung:

Fur die Herstellung der Blockierungslosung (2% B&A normal horse serum in TBS)
wurden 2g BSA in 95ml TBS gel6st und 5ml horse sedazugegeben.

Detektionssystem: BioGenex Super Sensitive Linkel&llC Detection System

Link: biotynilierte anti-Kaninchen- und anti-Msdmmunglobuline
Label: Streptavidin Alkaline Phosphatase
Substrat-Chromogen: Fast Red

Substrat-Puffer: Naphthol-Phosphat in Tris-Puffer

Die Schnitte wurden 15 Minuten mit Waschpuffer mgrt. Dann wurden mit dem
DakoPen die gewlnschten Pellet-Schnitte mit denoBPahk eingekreist. Fur weitere 15
Minuten wurde ein Verdau mit 1 mg/ml Pepsin in 1 ™is HCI (pH 2,0) bei
Raumtemperatur angesetzt. Danach wurden die Sehditimal mit Waschpuffer
gewaschen. AnschlieBend wurden fur 20 Minuten n@i0pd Blockierungslésung
unspezifische Bindungsstellen bei Raumtemperatbfogkt. Daraufhin wurden die
Schnitte mit 100ul primarem Antikorper in einer ®Wénnung von 1:700 (699ul
Antikorper-Verdiunnungspuffer + 1ul Col 1) Ubersciiet. Eine Negativkontrolle
hingegen wurde mit Maus-Serum in einer Verdinnuog ¥: 462 Uberschichtet (1pl
Maus-Serum + 461l Antikorper-Verdinnungspuffere Bchnitte wurden Gber Nacht
in einer feuchten Kammer bei 4°C im Kuhlschrankuipilert.
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Am nachsten Tag wurden die Schnitte je 5 Minuterindal mit Waschpuffer
gewaschen. Dann wurden sie mit je 3 Tropfen Linleimer Verdinnung von 1:100
Uberschichtet und fir 20 Minuten in einer feucht€@mmer bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrenddessen wurde Fast Red ange&szu wurde eine halbe Tablette
auf 2,5ml Puffer gelost und eine 1 Stunde inkubiéwhschlieRend wurden zur
Blockierung der zelleigenen Phosphatase-Aktivithit@fen Levamisol zugegeben.
Die Schnitte wurden inzwischen dreimal je 5 Minuteih Waschpuffer gewaschen und
dann mit je 3 Tropfen Label in einer Verdinnung oh00 Uberschichtet und fur 20
Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatmkubiert. Die
Glycerol/Gelatine wurde bei 60°C in den Warmesckrgestellt und die Warmeplatte
auf 60°C vorgewarmt. Die Schnitte wurden erneutindaé fur je 5 Minuten mit
Waschpuffer gewaschen. Anschliel3end wurde je 1epfén Fast Red auf die Schnitte
gegeben und 5 Minuten inkubiert. Dabei liel3 sictedRotfarbung der positiven Zellen
beobachten. Dann wurde Fast Red vorsichtig abgezoge die Schnitte wurden
dreimal mit destilliertem kD gewaschen. Sie wurden fir 1 Minute im destikiebO
belassen. Anschliel3end wurden sie fir 15 SekundieHamatoxylin gegengefarbt und
dann wieder dreimal mit destilliertemp® gewaschen. Daraufhin wurden die Schnitte
fur eine Minute in Leitungswasser geblaut. Zum Albgss wurden die Schnitte unter
dem Abzug auf der Warmeplatte mit Glycerol/Gelatinéer Deckglaschen eingedeckt.

2.3.6 Apoptose-Farbung

Apoptotische Zellen kénnen auf verschiedene Art Welse von nekrotischen Zellen

unterschieden werden. Die hier verwendete Methedaetzt zwei Labels:

- Annexin-Cy3.18 (AnnCy3) bindet Phosphatidylsedas sich in der duf3eren Schicht
der Plasmamembran von Zellen, die den apoptotiséherzess beginnen, befindet.
Diese Bindung auf3ert sich als rote Fluoreszenz.

- 6-Carboxyfluorescin-diacetat (6-CFDA) wird einged, um die Lebensfahigkeit zu

bemessen. Wenn diese nicht fluoreszierende Verbmdau lebende Zellen eindringt,

wird sie von den vorhandenen Esterasen hydrolysiegbei entsteht dann die

fluoreszierende Verbindung 6-Carbofluorescin (6-0bigse erscheint dann als grine

Fluoreszenz.
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Es wurde das Apoptosis Detection Kit, Annexin V-Cx8$ SIGMA benutzt.

Vorbereitung:

Zur Herstellung des 1x Binding Buffers (10mM HEPPS, 7.5, enthalt 140mM NacCl
und 2,5mM CaCG) wurde der 10x Binding Buffer mit deionisiertem ¥¢ar 1:10
verdunnt.

Um 50mM 6-CFDA in Aceton herzustellen, wurden 2,82@Carboxyfluorescin-
diacetat (6-CFDA) in 0,1ml Aceton gel6st. Die Loguwurde in einem braunen
Flaschchen lichtgeschitzt aufbewahrt.

Fur die Herstellung von 2ml Double Label Stainingludon (1pug/ml AnnCy3 und
500uM 6-CFDA in 1x Binding Buffer) wurden 20ul Ang& (100ug/ml solution),
201 50mM 6-CFDA in Aceton und 200ul 10x Bindingfiaw zu 1,76ml deionisiertem
Wasser dazugegeben. Diese Lésung wurde in einemmdma-laschchen lichtgeschuitzt
aufbewabhrt.

Durchfuhrung:

Die Pellets wurden in je 1 Eppendorf-Cap uberfiimd anschlieRend 2 Mal mit PBS
gewaschen. Je Pellet wurden dann 200ul Double L$taghing Solution hinzugegeben
und 45 Minuten lichtgeschutzt inkubiert. AnschlieB8avurden die Pellets je 5 Mal mit
1x Binding Buffer gewaschen. Danach wurden sieenilichen Prozedur in Paraffin
eingebettet (s.0.). Dann wurden Paraffinschnittergdstellt, die unter dem

Fluoreszenzmikroskop beurteilt wurden.

2.4 Protein-Analytik

2.4.1 Proteinreinigung mit Fc-Tag aus Baculovirus-infizierten
Sf21-Zellen — Aufreinigung von WISP3
Affinitatschromatographie mit dem Hitrap ProteirHp Kit
Bendétigte Materialien:
- PBS
- Tris (3M, pH 8,0)
- Glycin (100mM, pH 2,5)
- 20% EtOH
- Spritzen (10ml)
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- Eppendorf-Caps

- Eis
Aufreinigung:
Ca. 5 Tage nach der Transfektion mit dem Baculevratten die Zellen WISP3 in das
Medium sezerniert, was an der Inhomogenitéat dele@glunterschiedliche Form und
Grol3e — einige waren rund, andere ausgestilpt imenenférmig) erkennbar war.
Das Medium wurde in ein Falcon Uberfuhrt und farMinuten bei 4500 U/min
zentrifugiert. Dabei trennten sich nicht-adharemédien vom Medium. Der Uberstand
wurde in eine Becherglas tberfuhrt und auf Eisggia
Die Aufreinigungssaule war mit EtOH (20%) gegen #arsknung geschuitzt worden.
Der Spritzenadapter wurde auf die S&aule geschrauiwt der untere Stopfen
abgeschraubt. Es wurden 10ml PBS mit der Spritzé dia Saule gegeben
(Aquilibrieren der Saule). Der Uberstand der Insakellen wurde auf die Saule
gegeben, wobei darauf geachtet wurde, dass eineh@esligkeit von 2ml/min nicht
Uberschritten wurde. Die Saule wurde mit 10ml PB®a@schen, wobei die Saule aus
der anderen Richtung beflllt wurde (hier war einagigr nétig). Dann wurde das
Protein mit 10ml Glycin eluiert. Die Elution fandiloei durch die pH-Anderung statt.
Dabei wurden 4-5 Fraktionen in Eppendorf-Caps gesalin In der ersten Fraktion
wurden 500ul Eluat + 20ul Tris gesammelt, wahrenden weiteren Fraktionen 1ml
Eluat + 40ul Tris gesammelt wurden. Die Fraktiomemden auf Eis gelagert. Der Rest
des Glycins wurde daraufhin vollstéandig auf die I8d@gegeben, um restliches Protein
komplett von der Sdule zu l6sen. Dann wurde dideSént 10ml PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde die Saule mit 6ml EtOH (20%)ubefund wieder mit dem
Stopfen verschlossen. Die einzelnen FraktionenRteteins mussten noch auf ihren
pH-Wert Uberprift werden (pH 7). Dazu wurde pH-Rapierwendet. War der pH zu
hoch, musste Glycin zugegeben werden, bis der @réicht hatte. War der pH zu
hoch, musste Tris zugegeben werden.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtehnder Bradford-Methode.
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2.4.2 Mikro-Bradford-Bestimmung - Konzentrationsbestim-
mung von Proteinen

Es wurden 2,5ml Roti-Quant (Bradford-Reagens) + 11@p® bidest. gut miteinander
vermischt. Je 500ul verdinntes Bradford-Reagenft Probe bzw. Standard, bzw.
100mM Glycin fir den Blank-Wert wurden in eine Kibee pipettiert und kurz
gevortext. Im Eppendorf-Biophotometer wurde das gRmmm ,Mikro-Bradford*®
ausgewahlt.

Zunachst wurde der Nullwert geeicht. Daflr wurde Hilvette fir den Blank-Wert
(100mM Glycin) in das Photometer gestellt und déank”-Taste gedrickt.

Um die Standards herzustellen, wurde 1mg BSA inl 1@@mM Glycin geldst. Die
Standardlésung 1mg/ml sollte eine OD von 0,66 hafgamessen bei 280nm im
Biophotometer). Daraus wurden 6 Standardlésungéscien 25-250ug/ml hergestellt:
- 25pg/ml: 5l Standardiésung 1mg/ml + 195ul 100@Mcin

- 50pg/ml: 10pl Standardldsung 1mg/ml + 190ul 100@&MNcin

- 75ug/ml: 15ul Standardlésung 1mg/ml + 185ul 100@Ncin

- 100pg/ml:  20ul Standardlésung 1mg/ml + 180ul 1RD@lycin

- 150pg/ml: - 30ul Standardlésung 1mg/ml + 170l 18D@lycin

- 250pg/ml: - 50ul Standardlésung 1mg/ml + 1501 1RD@lycin

Um eine Standard-Kurve zu erstellen, wurden diedteds jeweils zweimal gemessen
(25-250ug/ml). Die Kuvette mit dem Standard wurdeas Photometer gestellt und die
~Standard“-Taste gedrickt. Die Messung wurde abgetvaind daraufhin erneut die
~Standard“-Taste gedriuckt. Nach der Messung wurdeKdvette enthommen und auf
die gleiche Weise mit den anderen 5 Standardsiverfia

Um die Proben zu messen, wurde die Kiuvette mifPdebe in das Photometer gestellt
und die ,Sample“-Taste gedrickt. Nach der Messungdes die Kivette wieder

entnommen.

2.5 Molekularbiologie

2.5.1 RNA-Isolierung

Es wurde das Kit ,NucleoSpiRNA II“ verwendet.
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Fur die RNA-Isolierung wurden je 5 Pellets einesséumes geerntet und in je ein
1,5ml-Eppendorf-Cap gegeben. Sie wurden zweimal mRBS gewaschen.
AnschlieRend wurde pro Eppendorf-Cap eine Losung 3b0ul RA1 und 3,5ul
Mercapto-EtOH angesetzt. Die Eppendorf-Caps wurdeneinen Behdalter mit
flissigem N gegeben. Es wurde je ein Cap wieder herausgdbieltdarin befindlichen
Pellets wurden mit einem Plastikmorser zerkleineenn wurde die Losung aus RA1
und Mercapto-Ethanol dazugegeben. Um eine vollgg@nderkleinerung und Lésung
der Pellets zu sichern, wurde jede Mischung aufderderch eine Insulinspritze mit
aufgesetzter langer Nadel auf und nieder gesogen.

Um die Viskositat zu reduzieren, wurde das jeweiligysat filtriert. Dazu wurde die
violette Filter Unit in ein 1,5ml-Eppendorf-Cap feert und die Lésung aufgegeben.
Die Eppendorf-Caps wurden fir 1 Minute bei 110@pzentrifugiert.

Fur die Vorbereitung der RNA-Bindung wurden dietétfilUnits verworfen und pro
Eppendorf-Cap 350ul 70%iges Ethanol hinzugegebeie Mischungen wurde
gevortext. Um die RNA zu binden, wurden die helliga Sé&ulen in je ein
Sammelgefald platziert und das Lysat aufgegeben.SBremelgefalie wurden fir 30
Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert. Danach wumdierS&aulen in neue Sammelgefal3e
platziert.

Fir einen effektiveren DNase-Verdau wurden diec&Membranen entsalzt und
getrocknet, indem je 350ul MDB (Membrane Desaltuffer) zugegeben und fur eine
Minute bei 11000 x g zentrifugiert wurde. Um den &8 I-Verdau vorzubereiten,
wurde die DNase gelost. Dazu wurde der Inhalt eiddase-Rohrchens in 540ul PCR-
Wasser geldst und dann in 50pl-Portionen portionies wurden je 10ul rekonstituierte
DNase | zu 90ul DNase-Reaktionspuffer gegeben @miisght. Dann wurden je 95ul
DNase-Reaktionsmischung mittig auf die Silica-Meantan gegeben und 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert.

Das Waschen und Trocknen der Silica-Membranen wuwr@eSchritten durchgefihrt.
Zuerst wurde je 200ul Puffer RA2, der die DNaskiivéert, auf die Sdulen gegeben,
die dann bei 8000 x g fur 30 Sekunden zentrifugiartden. Die Saulen wurden in
neue Sammelgefalle gegeben. AnschlieRend wurd®jd Boffer RA3 auf die Saulen
gegeben, die dann erneut bei 8000 x g fur 30 Sekumntrifugiert wurden. Der

Durchfluss wurde verworfen. Daraufhin wurde je 2b@uffer RA3 auf die Saulen

38



gegeben, die dann bei 11000 x g fur 2 Minuten #egiert wurden. Die S&ulen
wurden anschlie3end in je ein Nuklease-freies 1/Bpgendorf-Cap gegeben. Um die
RNA zu eluieren, wurde je 40ul RNase-freies Waaséidie Saulen gegeben, die dann
fur 1 Minute bei 11000 x g zentrifugiert wurden.eDRNA wurde sofort auf Eis
gelagert.

Um die RNA-Konzentration zu messen, wurden je 2NARProbe zu je 48ul HPLC-
H>O gegeben. Als Blank wurde 50ul HPLGEH verwendet. Es wurden je 50ul
Gesamtvolumen in eine UVette Uberfuhrt. Die Koneign wurde dann im
Eppendorf-Biophotometer gemessen. Dasy/A2sc-Verhaltnis sollte zwischen 1,6 und
1,9 liegen. Ein deutlich kleineres 2éyAzso-Verhaltnis wirde eine mogliche
Proteinkontamination anzeigen. Ein deutlich gré8ekesdAzso-Verhaltnis wirde die
Anwesenheit von degradierter RNA und/oder einenrsiifeiss an freien Nukleotiden
anzeigen. AnschlieRend wurde die RNA bei -80°Cggaia

2.5.2 cDNA-Synthese

Die RNA-Proben wurden auf Eis aufgetaut. Fur diéNéESynthese wurden pro Probe
400ng RNA bendtigt. Deshalb wurde fur jede Probe ldendtigte Volumen an RNA-
Suspension ausgerechnet. Es wurde autoklavierte€HRO in autoklavierte 1,5ml-
Eppendorf-Caps vorgelegt, so dass zusammen mitvidomen der RNA-Suspension
ein Endvolumen von 11pl erreicht wurde. Das bemétiyolumen der RNA-
Suspension wurde dazupipettiert. Je Probe wurderdefh 1pl (1pg/pl) Random-
Hexamere dazugegeben. Das Endvolumen je Probegbeatse 12ul. Die Proben
wurden far 5 Minuten bei 70°C in den Heizblock gdistund anschlieRend fir 5
Minuten auf Eis. Danach wurden sie kurz anzentrétig

Fur die Herstellung des Master Mix sollte man imnene zusatzliche Probe
einkalkulieren, um eine geniigende Menge zu erhaltenProbe bendtigte man 4ul
5xReaction buffer, 1ul 10mM dNTPs, 2,75ul HPL@H und 0,25ul 200U/l
BioScript Reverse Transkriptase. Die Mischung wikale gevortext. Je Probe wurden
8ul Master Mix zugegeben. Die Proben wurden 10 kinubei 25°C (bzw.
Raumtemperatur) inkubiert. AnschlieRend wurdenbsie42°C fir 60 Minuten in den

Heizblock gegeben. Danach wurden sie bei 70°C furMinuten inkubiert. Dann
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wurden die Proben kurz anzentrifugiert und je 3BIHLC-H.O dazugegeben. Das
endgultige Volumen betrug dann 50ul. Die cDNA wudden bei -20°C gelagert.

2.5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Vorbereitung der PCR mussten Primer-Losunges @er Primer-Stocklésung
(100pmol/ul) in einer Verdinnung von 1:20 hergdsteérden. Dazu wurden jeweils
95ul HPLC-HO + 5pul Primer-Stockldsung gemischt.

Fur alle Proben wurde ein gemeinsamer Master-Migliiige) hergestellt:

H20 21,7ul (bzw. 21,5ul fir Aggrecan- und Collag¢iCR)
10x NHs-Puffer 3ul
MgCl2 50mM 1ul
dNTPs (10mM) 1ul

Primer forward (5pmol/ul)  1pl
Primer revers (5pmol/ul) 1ul
Tag-Polymerase (5000U/ml) 0,3ul (bzw. 0,5ul fur Agman- und Collagen II-PCR)

Das Endvolumen je Probe betrug dann 29ul.
Der Master-Mix wurde fur alle Proben, eine Wassaoprund eine zusatzliche Probe
berechnet, um eine ausreichende Menge zu erhalten.
Die Tag-Polymerase wurde als letztes in den Madigrpipettiert und erst vor diesem
Pipettier-Schritt in einem Kihlblock aus dem -20Ghischrank geholt. Nach dem
Zugeben wurde sie sofort wieder bei -20°C gelagert.
Im Anschluss wurde der Master-Mix gevortext. Esaeur je 29ul Master-Mix in PCR-
Tubes pipettiert. Dann wurde je 1ul cDNA zugegebed die PCR-Tubes wurden
gevortext. In die Wasserprobe wurde keine cDNAdeon HPLC-HO dazugegeben.
Um eventuell vorhandene Luftblasen zu entfernemdem die PCR-Tubes flr einige
Sekunden in der Fugeone-Zentrifuge zentrifugiert.
Anschlie3end erfolgte die Inkubation im Thermocycl®azu wurde zuerst das
jeweilige PCR-Programm programmiert:
Programm fur ERd:

Stepl 94°C 3 min
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Step2 94°C 30 sec

Step3 55°C 1 min
Step4 72°C 1 min
Step5 Go to Step 2 for 23 times
Step6 72°C 5 min
Step7 12°C forever

Programm fur Aggrecan:

Stepl 94°C 3 min

Step2 94°C 30 sec

Step3 54°C 1 min

Step4 72°C 1 min

Step5 Go to Step 2 for 44 times

Step6 72°C 5 min

Step7 12°C forever

Programm ftr Collagen II:

Stepl 94°C 3 min

Step2 94°C 30 sec

Step3 58°C 1 min

Step4 72°C 1 min

Step5 Go to Step 2 for 44 times

Step6 72°C 5 min

Step7 12°C forever

Die PCR-Produkte wurden dann bei -20°C gelagert

2.5.4 Agarose-Gel-Elektrophorese

Bendtigte Reagenzien:
10x TBE:
- 1089 Trishydroxymethylaminomethan
- 559 Borsaure
- 9,059 EDTA (Dinatriumsalz-Dihydrat =1@H14N2NaxOg*2H,0)
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Die Ingredienzien wurden mit destilliertenp® auf 1000ml aufgefillt. Der pH-Wert
wurde auf 8,3 eingestellt. Die Losung wurde autakld und dann bei Raumtemperatur
gelagert.

0,5x TBE:

Hierfur wurde der 10x TBE mit destilliertem@ 1:20 verdinnt.

10x Loading Dye:

- 3ml Glycerol (absolut)

- 2ml 0,5M EDTA pH 8,0

- 1ml 10% SDS

- 5mg Bromphenolblau SIGMA B 5525

- 5mg Xylen Cyanol SIGMA X 4126

- 4ml destilliertes HO
Es wurden 10ml Loading Dye angesetzt. Bromphenolbked Xylen Cyanol wurden
an der Feinwaage abgewogen. Alle Reagenzien wurdezin Zentrifugenréhrchen
gegeben und etwas gemischt. Als alles geldst wardevdie gesamte Losung filtriert
und in einem neuen Zentrifugenréhrchen aufgefanger® LOsung wurde im
Kahischrank gelagert.
100bpDNA-Ladder (Bereich zwischen 100-3000bp):
(Kit Firma PECLAB Biotechnologie GmbH)

- 100ul 100bpDNA-Leiter Plus (=1 Cap im Kit)

- 100ul Ladepuffer 6x (im Kit enthalten)

- 400p! EDTA 50nM pH 8,0
Nachdem alle Reagenzien gemischt wurden, wurdedtiang bei -20°C gelagert.

Agarosegelherstellung:

Fur PCR-Produkte wie Aggrecan (392bp) und Collag@12bp) wurde ein 2,0%iges
Agarosegel bendtigt. Fur eine mittlere Kammer waor®0g Agarose bendtigt. Die
Agarose wurde in einem Erlenmeyerkolben eingewogdemschlieRend wurde mit
150ml 0,5x TBE-Puffer aufgefillt. Die Mischung werdn der Mikrowelle bis zur

vollstédndigen Losung erhitzt.

Die Gellésung wurde stehen gelassen, bis sie etvgskihlt war. Dann wurden 7,5l
Ethidiumbromid zugegeben und die L6sung geschweride Losung wurde

anschlieBend in eine GelgieBvorrichtung gegosseannDwurden die Kamme
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eingesetzt. Das Gel musste mindestens 30 Minuteméaien. AnschlieRend wurden die
Kamme entfernt und das Gel in die Laufkammer gkste$ wurde 0,5x TBE-Puffer
zugegeben bis das Gel knapp bedeckt war (der LHafgtonnte flr maximal 3 Laufe
benutzt werden).

Beladen des Gels:

In die erste Tasche wurden 5ul 100bpDNA-Ladder gegeln die anderen Taschen
wurden je 10ul PCR-Produkt gegeben. AnschlieBendevdas Gel bei 145V fir circa
45 Minuten laufen gelassen. Wenn der blaue Farfbditeimittlere Einkerbung erreicht
hatte, wurde der Gellauf gestoppt.

Ausdrucken und Aufnahme des Gels:

Nach dem Gellauf wurde das Gel in die UV-Kammergglwobei darauf geachtet
wurde, dass zwischen dem Gel und dem Untergrumk keiftblasen eingeschlossen
wurden. Mit dem Programm BioCaptMW wurden unter B¥lichtung Bilder des Gels

aufgenommen.
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3 Ergebnisse

Nach Vermehrung in Monolayer-Zellkulturen wurden $ Primarkulturen von
dedifferenzierten Chondrozyten (Ch.Pat.1, Ch.P&N350) und von mesenchymalen
Stammzellen (MSC 302, MSC 317, MSC 322) zur weitdbéferenzierung in Form
von Zellpellets in Multi-Well-Platten Gberfuhrt. ®iZellpellets aus mesenchymalen
Stammzellen bzw. Chondrozyten wurden nach Beendiguter 3-wo6chigen
Inkubationsphase bzw. in Zwischenschritten von H &h bzw. 1,5 Wochen per
Histologie, Immunhistochemie und PCR auf die Bilgumon knorpelspezifischen
Produkten (Aggrecan und Collagen Il) untersucht.

Es wurde jeweils ein Ansatz mit TGF-mit TGF$ und WISP-3 oder nur mit WISP-3
behandelt.

3.1 Dedifferenzierte Chondrozyten

Es wurden drei Primarkulturen von dedifferenziert€@hondrozyten (Ch.Pat.1,
Ch.Pat.2, KN350) untersucht.

3.1.1 Histologie

In allen Kulturen der dedifferenzierten Chondromyfeel in den mit TGH3 und den
mit TGF$ und WISP-3 behandelten Zellpellets eine Anderungr duvor
fibroblastoiden Morphologie zu einer typischen almiden Morphologie auf. Es
zeigten sich abgerundete Zellen umgeben von Knodpah. In der Alcian-Farbung fiel
die Blaufarbung der die Zellen umgebenden Matrifx Abb. 9 zeigt ein Zellpellet der
Kultur Ch.Pat.1, das mit TGFund WISP-3 3 Wochen lang behandelt wurde.
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Abbildung 9 Ch.Pat.1 3W +TGF +WISP, Farbung: Al¢isergr. 20fach

Die Zellen wurden fur 3 Wochen in chondrogenem é&#hzierungsmedium mit TGFund WISP-3 als
Pelletkultur kultiviert. Die von den Chondrozyterbjidete extrazellulare Matrix ist durch Alcianblau
blau gefarbt. Die Zellkerne sind durch Kernechtoitgeférbt.

Das Kontrollzellpellet in Abb.10, das weder mit TGFoch mit WISP-3 behandelt
wurde, zeigte noch immer die fibroblastoide Morggi¢ wie zu Beginn der
Kultivierung. Es zeigte sich keine Blaufarbung.
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Abbildung 10 Ch.Pat.1 3W Kontrolle, Farbung: Algiafergr. 20fach
Die Zellen wurden in Differenzierungsmedium ohnegydoe von TGH oder WISP-3 fiir 3 Wochen als

Pelletkultur kultiviert. Sie zeigen eine fibroblashentypische Morphologie mit spindelférmigem
Aussehen und langlichem Zellkern.

Nur in einer der drei Kulturen (KN350) zeigten saich bei der alleinigen Behandlung

mit WISP-3 eine typische Anderung der Zellmorph@ognd eine Blaufarbung der
Matrix (siehe Abb.11).
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Abbildung 11 KN350 3W +WISP, Farbung: Alcian, Vergbfach

Die Zellen wurden in chondrogenem Differenzierungdiam unter Zugabe von WISP-3 fiir 3 Wochen
als Pelletkultur kultiviert. Unter dem Lichtmikrosfx zeigt sich deutlich eine Blaufarbung der
extrazellularen Matrix nach Farbung mit Alcian. Diellkerne erscheinen rot durch die Farbung mit
Kernechtrot.

Allerdings zeigte sich in dieser Kultur, wie in Abk2 zu sehen ist, auch in den weder
mit TGF$ noch mit WISP-3 behandelten Zellpellets eine Andgr der

Zellmorphologie und eine Blaufarbung der Matrix.
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Abbildung 12 KN350 3W Kontrolle, Farbung: Alciangkgr. 20fach

Die Zellen wurden fiir 3 Wochen in Differenzierungstium ohne die Zugabe von T@Fader WISP-3
als Pelletkultur kultiviert. Auch hier zeigt sicline Blaufarbung der extrazellularen Matrix in der
Alcianblau-Férbung.

3.1.2 Immunhistochemie

Wie in Abb. 13 erkennbar ist, lieR sich in der immaytochemischen Farbung bei den
mit TGFf und bei den mit TGB und WISP-3 behandelten Zellpellets eine
Rotfarbung beobachten, die auf die Bildung von &ysh Il hinweist.
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Abbildung 13 Ch.Pat.1 3W +TGF, Farbung: Collagep TiyAntikdrper-Farbung, Vergr. 5fach

Die Zellen wurden fur 3 Wochen in chondrogenem @#ghzierungsmedium unter Zugabe von T&F-
als Pelletkultur kultiviert. Sie zeigen eine kndtpgische Morphologie mit abgerundeten Zellen in
Knorpelhéfen. Die extrazellulare Matrix ist rot geft durch die Collagen Typ II-Antikérper-Farbung.

Nur in einer der drei Kulturen (KN350) war auch den nur mit WISP-3 behandelten
Zellpellets eine leichte positive Farbung zu erl@n(siehe Abb. 14).
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Abbildung 14 KN350 1,5W +WISP-3, Farbung: Collagem II-Antikdrper-Farbung, Vergr. 5fach
Die Zellen wurden fiir 1,5 Wochen in chondrogenerffdbénzierungsmedium unter Zugabe von WISP-
3 als Pelletkultur kultiviert. Sie zeigen eine kpeltypische Morphologie und eine leichte Rotfarbdeg
extrazellularen Matrix durch die Collagen Typ II4#@®rper-Farbung.

Diese leichte positive Farbung zeigte sich allagdiauch in dem Zellpellet in Abb. 15,
das weder mit TGB-noch mit WISP-3 behandelt wurde.
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Abbildung 15 KN350 1,5W Kontrolle, Farbung: Collag€yp II-Antikdrper-Farbung, Vergr. 5fach
Die Zellen wurden fur 1,5 Wochen in Differenziergngedium ohne Zugabe von T@Faeder WISP-3

als Pelletkultur kultiviert. Sie zeigen eine kndtpgische Morphologie und die extrazellulare Matisk
durch die Collagen Typ ll-Antikérper-Farbung leicbt gefarbt.

3.1.3 Apoptose-Farbung

Bei einer der drei Kulturen (KN350) wurde auch #goptose-Farbung durchgefuhrt.
Dabei zeigte sich, dass die Zellen bei allen Artesr Behandlung und zu allen
Zeitpunkten apoptotisch waren (siehe Abb. 16).
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Abbildung 16 KN350 3W +TGF+WISP, Farbung: Apoptdsrbung Annexin V-CY3, Vergr. 20fach

Die Zellen wurden fir 3 Wochen in chondrogenem @#hzierungsmedium unter Zugabe von TgF-
und WISP-3 als Pelletkultur kultiviert. In der Apgope-Farbung zeigt sich eine rote Fluoreszenz durch
die Bindung von Annexin-Cy3.18 an Phosphatidylserifas sich in der &uferen Schicht der

Plasmamembran von Zellen, die den apoptotischereBsdeginnen, befindet.

3.1.4 PCR

In der PCR liel3 sich bei allen drei Kulturen eingglecan- und eine Collagen II-
Produktion nachweisen, was beispielhaft an den ukeit Ch.Patl. und Ch.Pat.2
gezeigt werden soll.

3.1.4.1 Aggrecan

In der Kultur Ch.Pat.1 wurden jeweils finf Repl&a(Zellpellets) pro Ansatz
ausgewertet. Die Aggrecan-Produktion war am Tagd in den Zellpellets, die mit
TGF{ oder mit TGFB und WISP-3 behandelt worden waren, am starkstehg#bb.
17 und 18).
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Abbildung 17 Ch.Pat.1 PCR auf Aggrecan.

Die Aggrecan-Produktion der Chondrozyten wurde atsttPCR und Gel-Elektrophorese gemessen.
Aggrecan hat eine Grofe von 392 bp. Die Chondrozyieoduzierten zu allen Zeitpunkten der
Kultivierung Aggrecan, wobei die Banden im Verlaiie variable Intensitit zeigen. Chondrozyten, die
sowohl mit TGFB als auch mit WISP-3 behandelt wurden, zeigten siiekere und zunehmendere
Aggrecan-Produktion als die Chondrozyten, die niirlf@F-f oder nur mit WISP-3 behandelt wurden.

Allerdings sank die Produktion im Verlauf wieder. ab

Aggrecan_Ch.Pat.1
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Abbildung 18 Auswertung Ch.Pat.1 PCR auf Aggrecan.

Die Auswertung der Aggrecan-Produktion der Chongtexz im Verlauf zeigt eine verstarkte Aggrecan-
Produktion bei mit TGH- und WISP-3 behandelten Zellen mit einem Maximurohna Wochen. Die
alleinige Behandlung mit WISP-3 fiihrte zu eineretitmenden Aggrecan-Produktion.

In der Kultur Ch.Pat.2 wurden jeweils funf (1,5Wxvb sieben (3W) Replikate

(Zellpellets) pro Ansatz ausgewertet. Die AggrePaoeduktion war am Tag 0 und in
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den Zellpellets, die nur mit TGFbehandelt worden waren, am grofdten (siehe Abb. 19
und 20).

Abbildung 19 Ch.Pat.2 PCR auf Aggrecan..
Die Aggrecan-Produktion wurde mittels PCR und GlekEophorese gemessen. Aggrecan hat eine

Grof3e von 392 bp. Die Intensitéat der Banden wamiinTGF{3 behandelten Chondrozyten am hdchsten
und nahm im Verlauf zu. Chondrozyten, die mit TBRknd WISP-3 behandelt wurden, zeigten eine
starkere Intensitat der Banden als Chondroyztenndi mit WISP-3 behandelt wurden.

Aggrecan_Ch.Pat.2
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Abbildung 20 Auswertung Ch.Pat.2 PCR auf Aggrecan.

Die Auswertung der Aggrecan-Produktion im Verlaeigt die hdchste Aggrecan-Produktion bei mit

TGF$ behandelten Chondrozyten. Mit T@Fund WISP-3 behandelte Chondrozyten zeigten eine
hdhere Aggrecan-Produktion als nur mit WISP-3 bdkelia Chondrozyten. Nach einem Nadir bei 1,5

Wochen stieg die Aggrecan-Produktion nach 3 Wocdhetien Kulturen gleichermaf3en wieder an.
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3.1.4.2 Collagen II

In Abb. 21 und Abb. 22 zeigt sich, dass in der &g [I-PCR nur die Zellpellets der
Kultur Ch.Pat.1, die mit TGB-oder mit TGFB und WISP-3 behandelt worden waren,
Collagen Il produzierten. Die Collagen Il-Produktioahm dabei mit der Zeit stark zu.

Es wurden jeweils 5 Replikate (Zellpellets) pro Arzsausgewertet.

"BEELAEEh B

Abbildung 21 Ch.Pat.1 PCR auf Collagen II.
Mittels PCR und Gel-Elektrophorese wurde die Caladi-Produktion der Chondrozyten gemessen.
Collagen Il hat eine GroéRe von 374 bp. Die Intétsiter Banden war bei mit TGFund WISP-3

behandelten Zellen am héchsten und nahm im Lauf3/@Viochen stetig zu. Die alleinige Behandlung

mit WISP-3 fuhrte zu keiner messbaren Intensitéigstung der Banden.

Collagen2_Ch.Pat.1
1400,0% -
1200,0%
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0,0% -
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Abbildung 22 Auswertung Ch.Pat.1 PCR auf Colladen |

Die Auswertung der Collagen II-Produktion zeigt ¢échste Produktion bei mit TGFund WISP-3
behandelten Zellen, wobei die Produktion im Verlstetig anstieg (bis auf das 6-fache im Vergleigh z
Kontrollgruppe). Die nur mit WISP-3 behandelten I&el zeigten keine nennenswerte Steigerung der
Collagen Il-Produktion.
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In den Abb. 23 und 24 zeigt sich, dass nur diep&dits der Kultur Ch.Pat.2, die mit
TGF$ oder mit TGFB und WISP-3 behandelt wurden, eine Collagen |l-Bkadn
aufwiesen. Dabei war die Collagen Il-Produktiondan mit TGF und WISP-3
behandelten Zellpellets etwas hoher als in denmtuiTGF$ behandelten Zellpellets.
Es wurden jeweils funf (1,5W) bzw. sieben (3W) Reyk (Zellepellets) pro Ansatz

ausgewertet.

= B Bt B P g
TGF WSP TGF
= WSP 2

Abbildung 23 Ch.Pat.2 PCR auf Collagen II.
Mittels PCR und Gel-Elektrophorese wurde die Cdladl-Produktion gemessen. Collagen Il hat eine
Grof3e von 374 bp. Die starkste Intensitat der Bangiesen die mit TGB-und WISP-3 behandelten

Zellen auf.
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Abbildung 24 Auswertung Ch.Pat.2 PCR auf Colladen |
Die Auswertung der Collagen IlI-Produktion zeigt d¢héchste Produktion bei mit TGFund WISP-3
behandelten Zellen, wobei die Produktion im Verlaufiahm. Die allein mit WISP-3 behandelten Zellen

zeigten keine nennenswerte Steigerung der Colldg@rmduktion.

3.2 Mesenchymale Stammazellen

Es wurden drei Primarkulturen untersucht.

3.2.1 Histologie

Weder in der HE-Farbung noch in der Alcian-Farblie sich eine Differenzierung zu
Knorpelgewebe nachweisen. Die mesenchymalen Stallemzeeigten in allen
Ansatzen dieselbe fibroblastoide Morphologie, de auch vor der Kultivierung in
Pelletkulturen besal3en. In der Alcian-FarbungKezhe Blaufarbung auf, die auf stark

saure negativ geladene Proteoglykane (z.B. Aggjduagewiesen hatte.

3.2.2 Immunhistochemie

In der immunzytochemischen Farbung konnte in keider drei mesenchymalen

Stammzellkulturen Collagen Il nachgewiesen werden.
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3.2.3 PCR

In der PCR konnte bei einer der drei Kulturen eiAggrecan-Produktion
nachgewiesen werden. Die Aggrecan-Produktion wardém ersten Woche der
Kultivierung in Zellpellets starker als in den daffalgenden zwei Wochen.

Es wurden jeweils funf (1W, 2W) bzw. sieben (3W)pHReate (Zellpellets) pro Ansatz

ausgewertet.

"BEBLBAPRB LA

Abbildung 25 MSC322 PCR auf Aggrecan.

Die Aggrecan-Produktion der mesenchymalen Stamerzellurde mittels PCR und Gel-Elektrophorese
gemessen. Aggrecan hat eine GréRe von 392bp. Beesitat der Banden nimmt im Verlauf immer
weiter ab, wobei die starkste Banden-Intensitdithndc Woche in den mit TGB-und WISP-3

behandelten Zellen zu finden ist.
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Abbildung 26 Auswertung MSC322 PCR auf Aggrecan.
Die Auswertung der Aggrecan-Produktion zeigt, ddieshdchste Produktion in mit TGFund WISP-3
behandelten Zellen stattfand. Zellen, die nur miSR/3 behandelt wurden, zeigten eine im Vergleich

zur Kontrolle leicht erhdhte Produktion. Insgesaahm die Aggrecan-Produktion im Verlauf stetig ab.
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Es zeigte sich, dass eine Kombination von TGEAd WISP-3 zu einer starkeren
Aggrecan-Produktion fuihrte als TGFeder WISP-3 alleine.

Es konnte keine Collagen lI-Produktion nachgewiegserden.
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4 Diskussion

Die Arthrose ist eine Volkskrankheit, die bisherinresymptomatisch sowohl
konservativ als auch operativ therapiert wird. Dibisher vorhandenen
Therapiemdglichkeiten haben jedoch jeweils ein gesas Nebenwirkungsspektrum und
sind daher nicht fir jeden Patienten gleichwohkeimbar. Dies gilt vor allem, da die
Arthrose mit zunehmendem Alter haufiger auftritdugtere Patienten auch haufiger
unter Nebenerkrankungen wie kardialen, renalen @gestrointestinalen Problemen
leiden. Es wird daher weiter nach nebenwirkungsaritherapiealternativen gesucht.
Seit einigen Jahren ruckt WISP-3, ein Mitglied @N-Familie, in den Fokus. Die
positive Wirkung von WISP-3 auf das Knorpelwachstumrde an der Progressiven
Pseudorheumatoiden Dysplasie (PPD) erkannt. BeiP&® fihren Mutationen von
WISP-3 zu Knorpelverlust und Degradation, was lerdifenen Patienten bereits in
der dritten Lebensdekade einen Gelenkersatz notgiemachen kann.

Die genauen Wirkmechanismen von WISP-3 sind Gegedsier aktuellen Forschung.
In unserer Arbeit wurde die Wirkung von WISP-3 aledifferenzierte Chondrozyten
und mesenchymale Stammzellen untersucht. Typisdisewsetzt sich Knorpel aus
Chondronen und dem sie umgebenden Interterritoramsammen. Die Chondrone
bestehen aus rundlichen Chondrozyten, die einzedm gruppiert in Lakunen liegen,
und den Knorpelhdfen. Dabei werden die Lakunen eioer Knorpelkapsel umgeben.
Die Matrix des Interterritoriums besteht vor allems Proteoglykanen wie Aggrecan,
Collagenfibrillen aus Typ-1I-Collagen und Hyaluréunse.

In unserer Arbeit legten wir nun Wert auf die maslglgische Beschaffenheit und die
Produktion von Aggrecan und Collagen 1l als Markéir eine normale
Knorpelhomoostase.

Sowohl die dedifferenzierten Chondrozyten als adiehmesenchymalen Stammzellen
wurden zuerst in Monolayer-Zellkulturen angelegie Differenzierung erfolgte in
Pelletkulturen unter Zugabe von verschiedenen Medusatzen wie ITS,
Ascorbinsdure, Dexamethason und Penicillin/Strapase als Antibiotikaprophylaxe.
ITS hat eine proliferative Wirkung, AscorbinsauneduDexamethason induzieren die

Synthese der Matrixproteine.
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Zuerst wurden die dedifferenzierten Chondrozyters aen drei Priméarkulturen
untersucht. Dedifferenzierte Chondrozyten habenfibmoblastoides Aussehen. Nach
der Behandlung mit TGB-und WISP-3 zeigte sich morphologisch in der Albilan-
Farbung eindeutig eine Redifferenzierung zu tymsch Knorpelgewebe. Auch
immunhistochemisch konnte im Vergleich zur Kongyalippe eindeutig die Bildung
von Collagen Il nachgewiesen werden. Vor allem dmi Kultur KN350 zeigte sich
nach Behandlung mit TGE-und WISP-3 eine eindriickliche Redifferenzierung mi
eindeutig knorpelartiger Morphologie, allerdings clauin der Kontrollgruppe.
Mdoglicherweise ist dieser Effekt auf das jungerteeAtles Spenders zuriickzufihren.
Per PCR wurden die dedifferenzierten Chondrozytem muf die Bildung von
Aggrecan und Collagen Il untersucht. Sowohl fir Aeggn als auch fur Collagen I
zeigte sich die hochste Produktion bei der Behamdimit TGF$ und WISP-3. Die
alleinige Behandlung mit WISP-3 fuhrte zwar ebdsfaku einer vermehrten
Stimulation, aber bei weitem nicht so stark wieder Kombination mit TGH. Die
Wirkungsverstarkung durch einen Wachstumsfaktoeisthalso sinnvoll zu sein. Die
Aggrecan-Produktion nahm nach einem Peak nachi4,3 Wochen dann wieder ab,
wahrend die Collagen IlI-Produktion weiter stieg. Bggrecan eine wesentlich kirzere
Halbwertszeit als Collagen Il von nur Tagen bis lgen Wochen aufweist, ist dieses
Verteilungsmuster nachvollziehbar.

Wir untersuchten au3erdem die Wirkung von WISP{3naesenchymale Stammzellen
im selben Setting. Dabei zeigte sich allerdings phologisch keine Entwicklung zu
knorpeltypischem Gewebe. In der PCR konnte marern eine Abnahme der
Aggrecan-Produktion im zeitlichen Verlauf feststall auch wenn die Aggrecan-
Konzentration bei mit TGB-und WISP-3 behandelten mesenchymalen Stammzellen
im Vergleich hoher war als bei nur mit T@F-oder WISP-3 behandelten
mesenchymalen Stammzellen oder in der Kontrollgeugpne Collagen Il-Produktion
konnte bei keiner der mesenchymalen Stammzellleritaachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu den dedifferenzierten Chondrozykemnte also bei den
mesenchymalen Stammzellen keine suffiziente chgaie Differenzierung zu
hyalinem Knorpelgewebe eingeleitet werden. Mdoglialeese ist die Pelletkultur fir
diese Zielsetzung nicht geeignet und es musserramkdgtivierungsmethoden erprobt

werden. Eine andere Ursache kdnnte in den untexdiathien Differenzierungsstadien
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der aus dem Knochenmark gewonnenen Stammzelleenlidgventuell reagieren die
Zellen somit unterschiedlich auf die zugegebenenchWsamsfaktoren und eine
homogene Differenzierung wird dadurch erschwerichAdie Anzahl der Passagen und
der Ursprung der Zellen spielt mdglicherweise élode.

WISP-3 reguliert die Knorpelhomobostase und Intégritwobei die genauen
Wirkmechanismen noch nicht endgultig geklart siBther konnte z.B. durch Sen et
al. dargelegt werden, dass WISP-3 durch Integrimene positiven Effekt auf
Transkriptionsfaktoren aus der SOX-Familie hat, woli die Produktion von
Aggrecan und Collagen Il gesteigert wird. Die Tiaigionsfaktoren aus der SOX-
Familie sind somit essentiell flr die chondrogeneffelenzierung und die
Skelettentwicklung. Ein  weiterer  Gesichtspunkt Istelder Effekt auf
Wachstumsfaktoren wie IGF-1 dar. Die Wirkung vonF#G wird durch WISP-3
erhoht. WISP-3 fiihrt damit durch IGF-1 zu einer Riegulation der Knorpelmatrix-
Synthesé?

Des Weiteren wurde durch Baker et al. festgestetlass WISP-3 die
Knorpelhoméostase auch durch die Wirkung auf Pmas®n beeinflusst. Unter
anderem wird die Proteinase ADAMTS-5 durch WISRu3terreguliert. Da ADAMTS-

5 eine potente Aggrecanase darstellt und somit Zarfall der Knorpelmatrix fuhrt,
wird durch die Regulation durch WISP-3 der vorggitAbbau vermindert. ADAMTS-
5 konnte vor allem in der Entzindungssituation gaghesen werden. Eine weitere
Proteinase, die durch WISP-3 beeinflusst wird, das MMP-10. Bei verstéarkter
Anwesenheit steigt auch die Expression von MMP-NMP-10 fuhrt zur
Remodellierung der Knorpelmatrix und zur Wundheglun durch
Chondrozytenmigratiof.

WISP-3 stellt also einen regulierenden Faktor inKigorpelhomdostase dar, indem es
verschiedenste Wirkmechanismen beeinflusst, z.Bchdiviinderung des vorzeitigen
Knorpelabbaus und durch indirekte Steigerung degrécpn- und Collagen II-
Produktion. Diese Wirkmechanismen sollten weiteforscht werden, um das
therapeutische Potential dieses Proteins und sS8igeralwege ausnutzen zu kénnen.
Das Vorhandensein von Wachstumsfaktoren scheirdiéioptimale Wirkung sinnvoll

zu sein, wie sich auch in unseren Kulturen zeigte.
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Die weitere Erforschung zur Differenzierung von ereahymalen Stammzellen zu
Knorpelgewebe sollte weiter vorangetrieben werd#SP-3 kdonnte auch hier eine
Rolle spielen, wobei die optimalen Wirkbedingungandiesem Setting noch nicht

erreicht sind.
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5 Zusammenfassung

Degenerative Gelenkerkrankungen (Arthrosen) singyeider haufigsten Ursachen fur
eine Vorstellung und Beratung in der allgemeinmietdzhen Praxis. Der Grol3teil der
Uber 65-jahrigen ist davon betroffen, wenn auch Siyfenptome in ihrer Auspragung
stark variieren kénnen. Eine urséchliche Therapiebisher nicht bekannt. Es wird
symptomatisch behandelt und versucht, die Symptmedern und den Progress der
Erkrankung zu verlangsamen. Dabei entstehen demn@bsitssystem durch die hohe
Pravalenz nicht unerhebliche Kosten fir Medikamemteysiotherapie, Operationen
und Reha-Aufenthalte.

Arthrosen beruhen auf Knorpelschadigungen, die ofiinerapie immer weiter
fortschreiten konnen und zu Schmerzen, Bewegung&®iéinkung und Verformung
des Gelenks flihren kénnen. Diese Knorpelschadigug@mnen auf verschiedenen
Ursachen beruhen wie z.B. zu hoher Belastung (bdipdsitas), Traumata oder
Erkrankungen des Skelettsystems. Neue Behandlus@izan werden mit
zunehmendem Durchschnittsalter der Bevolkerung invghtiger werden.

Ein Ansatzpunkt ist die weitere Erforschung vont&ren wie z.B. WISP-3, die einen
positiven Effekt auf die Knorpelhomoostase bewitkeie Bedeutung von WISP-3 fiel
bei der Erforschung der Progressiven PseudorheigeatoDysplasie auf, einer
seltenen Gelenkerkrankung, die v.a. bei KindertrigiufDabei treten auf Grund von
Mutationen von WISP-3 Stérungen in der Knorpelhostése und Gelenkarchitektur
auf, die sogar eine Therapie mittels Gelenkersat@endig machen kénnen.

In unseren Versuchen zeigte sich, dass WISP-3 rhiMdung mit Wachstumsfaktoren
eine positive Wirkung auf das Wachstum und dieddéhzierung von dedifferenzierten
Chondrozyten aufweist. Somit werden neue Forsclanggdze in der Arthrosetherapie
aufgezeigt. FUr die weitere Forschung kann auch rmesenchymale Stammzellen
zuruckgegriffen werden, die vielversprechende Aisn besonders im Tissue
Engineering bieten.

Fur die gesamte CCN-Familie ergeben sich noch weeitevielfaltige
Forschungsmaoglichkeiten, wie z.B. in der Therape Wlamma-, Gebarmutter- oder

Nierenzellkarzinomen.
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