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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Kniegelenk

Das Kniegelenk ist das gréfite Gelenk im menschlichen Kérper und besteht aus zwei
Teilen, dem Patellofemoralgelenk und dem Femorotibialgelenk. Die knéchernen
Anteile sind die Patella, das gréflite menschliche Sesambein, der Femur und die Tibia.
Letztere kommunizieren lber die beiden Femurkondylen des Oberschenkels mit dem
dazugehérigen Tibiaplateau. Die Inkongruenzen der Gelenkflachen werden durch
einen medialen und einen lateralen Meniskus ausgeglichen. Bei Flexions- und
Extensionsbewegungen vollzieht sich eine Kombination aus Kompression sowie Roll-
und Gleitbewegung, wobei letztere auch durch die Synovialflissigkeit ermoglicht wird
(Putz et al. 2007). Umgeben wird das Gelenk von einer Kapsel. Die Gelenkflachen
sind mit hyalinem Knorpel Uberzogen. Die Achse des Scharniergelenks steht parallel
zum Untergrund, die mechanischen Achsen des Femurs und der Tibia stehen jeweils
ca. 87° zur Knieachse, wobei im Falle der Tibia normalerweise die mechanische der
anatomischen Achse entspricht. Aufgrund der Form des Femurs steht seine
anatomische Achse ca. 81° zur Knieachse. Kinematisch gesehen wird das
Kniegelenk nur begrenzt durch kndcherne Strukturen stabilisiert, denn die statische
und dynamische Stabilitdt wird hauptsachlich durch die umgebenden Bander und
Muskeln hergestellt. Oftmals wird das Kniegelenk als Scharniergelenk beschrieben,
jedoch besitzt es sechs Freiheitsgrade: neben der Flexion und Extension sind Innen-
und Aulenrotation, Varus- und Valgusbewegungen, sowie fur wenige Millimeter eine

anterior-posterior Translation mdglich (Abbildung 1) (Thompson 2009).

Extension/ Valgus/ Anterior/Posterior Medial/Lateral
Flexion Varus Proximal/Distal Innen-/AuBenrotation
; Femur
Patella /
Menisken
=]

‘ Fibula

Tibia

Lateral Ventral Medial Dorsal

Abbildung 1. Die 6 Freiheitsgrade des Kniegelenks. Modifiziert nach Buescher et al.
(Buescher E.S. et al.). Griin eingezeichnet sind die Richtungen der Freiheitsgrade.
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Die Knieflexion wird aus vollstandiger Extension und in Innenrotationsstellung des
Femurs gegeniber der Tibia eingeleitet. Der Femur rollt und gleitet dabei
charakteristisch auf dem Tibiaplateau zuriick und vollzieht dabei eine Aul3enrotation.
Aufgrund dieser AulRenrotationsbewegung des Femurs ist die laterale Wegstrecke
um ein Vielfaches groRer als die mediale. Die Femurposition ist mit und ohne
Flexorenkontraktion in ca. 30° und ca. 90° Flexion deutlich weiter posterior als in der
Ausgangslage (Abbildung 2) (von Eisenhart-Rothe et al. 2012).

gl tateral midial ey ateral

peer e

- - : E b cabiics E

Abbildung 2. Kinematik des Kniegelenks a ohne und b mit Kontraktion der Flexoren.
grin = 0°, blau = 30°, rot = 90° Flexion (von Eisenhart-Rothe et al. 2012)

1.2. Hyaliner Gelenkknorpel

1.2.1.Chondrogenese

Hyaliner Knorpel ist der klassische Knorpel des Gelenks. Das Knorpelgewebe besteht
dabei hauptsachlich aus extrazellularer Matrix, denn die fir die Knorpelbildung
verantwortlichen Chondrozyten und deren Vorlaufer, die Chondroblasten, machen
lediglich 1% des Gesamtvolumens von hyalinem Knorpel aus. Aufgrund der damit
verbundenen Zellarmut mit wenig bis keinen BlutgefalRen wird die Ernahrung
hauptsachlich Uber Diffusion sichergestellt. Mechanische Belastung wirkt dabei
unterstitzend in Hinblick auf die Verteilung von Nahrstoffen. Folglich ist die
metabolische Aktivitat sehr gering und Uberwiegend auf anaeroben Stoffwechsel, wie

der Glykolyse ausgerichtet (Buckwalter 1983).

1.2.2.Die Extrazelluldare Matrix

Die =zellarme Extrazellularmatrix (EZM) besteht aus drei Klassen von
Makromolekulen: Proteoglykane, Kollagene und nicht-kollagene Molekdle
(Buckwalter 1983; Buckwalter et al. 2005).
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Dabei haben Kollagene am Trockengewicht einen Anteil von bis zu 60%, wovon
wiederum Kollagen Il mit Gber 90% besonders stark vertreten ist. Die Quervernetzung
insbesondere von Kollagen I, IX und XI, verleiht dem Knorpel seine Zugfestigkeit und
Stabilitat. In unmittelbarer Umgebung der Chondrozyten liegt ein hoher Anteil an
Kollagen VI vor, welches die Chondrozyten mit der umgebenden Matrix verbindet
(Buckwalter 1983; Buckwalter und Mankin 1997). Fir die gallertige Konsistenz wird
des Weiteren Aggrekan, ein Proteoglykan, gebildet, welches aus Chondroitinsufalt-
und Keratanketten besteht. Mehrere Proteoglykane sind an ein Core-Protein
gebunden. Getragen wird dieser Komplex, der mal3geblich fir die Wassereinlagerung
und somit fur die Belastungsfahigkeit verantwortlich ist, durch das Polysaccharid
Hyaluronsaure (siehe unten und Abbildung 3).

Die Chondrozyten sind aber nicht nur bewegungslose Produzenten der EZM, sondern
sie bewerkstelligen aktiv die Strukturierung sowie Anordnung dieser Makromolekiile
und den Abtransport degradierter Anteile, abhangig vom Bedarf und der Belastung
des Knorpels (Buckwalter 1983).

Chondrozyt mit Zellkern

- Kollagenfibrille

Hyaluronsdure

Chendroitin-Sulfat-reiche Region -

Keratan-Sulfat-reiche Rogion

Link-Proteine - - -'.-.:.': —

Aggrokan-Maolekil ==

Abbildung 3. Molekularer Knorpelaufbau. Kollagene stellen das Grundgerist der EZM. Fir
die Wassereinlagerung dienen Proteoglykane, welche mittels Linkprotein an ein
Hyaluronsaure-Riickgrat gebunden sind. Abbildung modifiziert nach Vorlage von Chen et al.
und Moreland (Chen et al. 2006; Moreland 2003).

1.3. Die Gonarthrose

Die Arthrose zahlt zu den haufigsten Erkrankungen und ist Ausldser fiir korperliche
Bewegungseinschrankungen; die Haufigkeit ihres Auftretens korreliert dabei mit

zunehmendem Alter (van Saase et al. 1989). Bei dieser Erkrankung handelt es sich
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um einen Degenerationsprozess des Gelenkknorpels mit Beteiligung des
Knochengewebes, welches sekundar geschadigt und umgebaut wird (Abbildung 4).
Als Ursache kommen Uberbelastung, Traumata, sowie Fehlstellungen in Frage.
Zusatzlich muissen aber auch (infektidse) Entziindungen, sowie metabolische
Grunderkrankungen als Ausloser in Betracht gezogen werden (Buckwalter und
Mankin 1997; Silverwood et al. 2015). Zu Beginn der Erkrankung stehen

belastungsabhangiger Schmerz und der sog. ,Anlaufschmerz” im Vordergrund.

Young normal Old normal OA

Abbildung 4. Hyaliner Knorpel in Safranin-O-Farbung im Vergleich. Links: gesunder
junger Knorpel, mitte: gealterter gesunder Knorpel, rechts: OA (engl.: Osteoarthritis)
arthrotischer Knorpel (Lotz und Loeser 2012). Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Martin
Lotz.

Im weiteren Verlauf kommen Ruheschmerz und eine eingeschrankte
Bewegungsfreiheit (engl.: Range of Motion, ROM) aufgrund der generalisierten
entzindlichen Reaktion mit konsekutiver Fibrosierung hinzu (Wagenhauser 1991;
Theiler 2002).

1.3.1. Radiologische Einteilung der Arthrose nach Kellgren und Lawrence
(K&L)

Eine bis heute gultige radiologische Einteilung der Arthrosegrade wurde 1957 von
Kellgren und Lawrence vorgenommen. In ihrer Verdffentlichung ,Radiological
Assessment of Osteo-Arthrosis” legten sie die funf Hauptkriterien fur die Einteilung
des Arthrosegrades anhand eines RoOntgenbildes fest, welche in arthrotischen
Gelenken vorzufinden sind:

(1) Osteophyten an den kommunizierenden Gelenksknochen

(2) Veranderte Form der Knochenenden

(3

4

(5) Pseudo- und Gerdllzysten

Periartikulare Gelenksknochelchen

Gelenksspaltverkleinerung mit subchondraler Sklerosierung

)
)
)
)
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Abhangig vom Ausmal der Auspragung koénnen diese Gegebenheiten in vier

Kellgren/Lawrence-Grade (K&L Scores) eingeteilt werden (Kellgren und Lawrence

1957):
K &L GRAD AUSPRAGUNG
| Fraglich
l Geringflugig
1] Mittelschwer
v Schwer

Tabelle 1. Einteilung des Arthrosegrads nach Kellgren und Lawrence (Kellgren und
Lawrence 1957).

In der vorliegenden Arbeit wurden Proben aus arthrotischen Kniegelenken der
radiologischen Arthrosegrade Il und IV nach Kellgren und Lawrence verwendet
(Abbildung 5).

Abbildung 5. Verwendete Kellgren und Lawrence Grade. Rodntgenbild (ap) eines
Kniegelenks mit Gonarthrose Grad Il nach K&L (li.) und mit Gonarthrose Grad IV nach K&L
(re.)

1.3.2. Molekularbiologische Pathogenese

Die Arthrose in Gelenken ist ein multifaktorielles Geschehen, bei dem zur Ursache
interne und externe Stimuli auf den Knorpel beitragen (Abb. 8). Externe Stimuli
beinhalten z.B. eine inadaquate oder zu grofRe Belastung der Gelenke (Lane Smith et
al. 2000).

Die einstige Annahme, Arthrose wiirde sich aber hauptsachlich durch Abnutzung und
Uberbeanspruchung entwickeln, wurde aufgrund neuerer Erkenntnisse mittlerweile
verlassen. Es wird vielmehr als ein Prozess verstanden, der das gesamte Gelenk,
inklusive Synovia und subchondralem Knochen, betrifft. Ob dieser nun vom
beschadigten Knorpel und dessen Abbauprodukten ausgeht und die
Gelenkentziindung somit selbst unterhalt oder die Arthrose von der Synovia ausgeht,

bzw. ob es sich um eine Kombination beider Moglichkeiten handelt, ist bisher nicht
11
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eindeutig geklart (Berenbaum 2013). Einen groRen Stellenwert haben auch
intrinsische, immunologische Vorgange, die zur Aktivierung von Immunzellen, wie
CD8+, sowie zur Ausschuttung von Chemokinen, wie z.B. einer Reihe von
Interleukinen (IL), fGhren (Abb. 8). Speziell IL-18 ist neben TNF-a einer der
wichtigsten Mediatoren, die zur Entstehung von Arthrose beitragen. Diese Mediatoren
sind in aktiviertem Zustand in der Lage, ihre eigene Sezernierung zu erhéhen und die
Expression weiterer Entziindungsproteine, wie Matrixmetalloproteinasen zu
induzieren (Berenbaum 2013; Haseeb und Haqqi 2013; Scanzello et al. 2009; Tetlow
et al. 2001).

1.3.3. Therapiemodglichkeiten von Gonarthrose

1.3.3.1. Operative Behandlungsmoglichkeiten

Eine operative Versorgung des betroffenen Gelenks mit einem Gelenkersatz stellt das
Mittel der Wahl dar im Endstadium der Arthrose. Dabei kdnnen je nach Befallsmuster
uni-, bi-, oder trikompartimentelle Endoprothesen zum Einsatz kommen (Diehl et al.
2013; Bruyere et al. 2014).

1.3.3.2. Konservative Behandlungsmadglichkeiten

Grundlage ist immer eine Basistherapie, welche die Patientenaufklarung Uber einen
gegebenenfalls notwendigen Gewichtsverlust und aerobe Bewegungstherapie
beinhaltet (Bruyere et al. 2014; Shan et al. 2015). Bei geringen Beschwerden kann
sich die Therapie auf die Verschreibung von Physiotherapie und ggf. Einlagen
beschranken; falls nétig kann die Therapie auch auf Gehhilfen, Warmeapplikationen,
manuelle Therapie, Akkupunktur, transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS),
oder Patellartaping ausgeweitet werden (Bruyere et al. 2014); (Diehl et al. 2013).

Bei groReren Beschwerden kdnnen neben Paracetamol als Grundtherapeutikum
auch SYSADOAs (Symptomatik Slow Acting Drugs in Osteoarthritis), wie
Glucosaminsulfate oder Chondroitinsulfate, eingesetzt werden. Bei Persistenz sind
ebenfalls topische NSAR (Nicht-steroidale Antirheumatika) oder topisches Caspaicin
indiziert.

Far Patienten mit ausgedehnter Beschwerdepersistenz und fortgeschrittenem
Beschwerdebild dient eine fortgeschrittene Pharmakotherapie, bei der NSAR
intermittierend oder als Langzeittherapeutika eingesetzt werden. Je nach
internistischen Risikofaktoren des Patienten sind nach klinischer Abwagung nicht-

selektive-NSAR in Kombination mit Protonenpumpeninhibitoren (PPls) empfohlen.

12
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Die konservative Therapie kann zusatzlich mittels Einsatz von Opioiden eskaliert

werden (Bruyere et al. 2014).

1.3.3.3. Intraartikulare Injektionen als Behandlungsmdglichkeiten

Bei Ausschopfen der o.g. pharmakologischen Therapieoptionen konnen bei
Symptompersistenz als Teil der konservativen Therapie intraartikulare Injektionen
zum Einsatz kommen. Dabei finden neben Kortikosteroiden auch Hyaluronsauren
Verwendung (Bruyere et al. 2014).

Hyaluronsdure ist ein in der Synovialflussigkeit natlrlich vorkommendes
Glykosaminoglykan und ein bedeutender Baustein des hyalinen Knorpels. Die
Konzentration im Gelenk wird mit 1420 bis 3600 mg/L angeben. Sie gehdrt zur
Gruppe der im Gelenk vorkommenden Polysaccharide, deren Grundeinheit
abwechselnd aus D-Glucuronsaure und N-Acetyl-glucosamin besteht. Mit ihren
negativ geladenen Carboxygruppen bindet sie Wasser, was zu ihrer hohen Viskositat
fuhrt (Laurent und Fraser 1992). Hyaluronsaure wird v.a. zur Viskosupplementation
injiziert, da sie wichtiger Bestandteil der Synovialflussigkeit und ihr Anteil im
arthrotischen Gelenk um bis zu 50% vermindert ist. Trotz einer sehr kurzen
Halbwertszeit von wenigen Stunden setzt die Wirkung wahrend der intraartikularen
Behandlung erst verzdgert ein, kann aber Schmerzminderung bis -freiheit fir bis zu
etwa neun Monaten erzielen (Bellamy et al. 2006; Diehl et al. 2013; Laurent und
Fraser 1992; Moreland 2003). In Verwendung finden sich in der Arthrosebehandlung
nieder-, mittel- und hochmolekulare Hyaluronsauren. Es wird jedoch diskutiert, dass
niedermolekulare Praparate den mittel- und hochmolekularen Praparaten unterlegen
sind. Es wurden aber auch gegensatzliche Ergebnisse bezluglich des
Molekulargewichts und der therapeutischen Effizienz publiziert (Berenbaum et al.
2012; Gigante und Callegari 2011). Hinsichtlich des MMP-Metabolismus, welche im
arthrotischen Gelenk eine wichtige Rolle spielt, konnte in vitro und im Tiermodell
jedoch gezeigt werden, dass Hyaluronsaure auf molekularbiologischer Ebene den
MMP-Stoffwechsel beeinflusst und zu einer Reduktion von knorpeldestruierenden
MMPs fuhren kann (Hiraoka et al., 2011; Julovi et al. 2011).

1.4. Matrixmetalloproteinasen

1.4.1. Struktur und Funktion von Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sind eine Gruppe von Enzymen, die an zahlreichen

Gewebeumbau- und Abbauvorgangen beteiligt sind. Nissinen und Kahari geben in

einer Arbeit aus dem Jahr 2014 an, dass bis dato 23 Matrix-Metalloproteinasen
13
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identifiziert werden konnten, wobei diese in verschiedene Gruppen eingeteilt werden.
Es wird zwischen Kollagenasen, Gelatinasen, Stromyelinen, und stromyelin-like
MMPs unterschieden. Des Weiteren zahlen zu den MMPs auch Martilysine,
Transmembran-MMPs, GPI- (Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol) type-MMPs, MMP-19-
ahnliche und weitere MMP-Formen. Im Wesentlichen sind sie sich in der Struktur
untereinander sehr dhnlich, indem sie ein Signalpeptid, eine katalytische Domane und
eine Hamopexin-ahnlichen Domane (engl.. hemopexin-like domain) besitzen
(Abbildung 6 und Abbildung 7 Nr.1) (Nagase und Woessner 1999; Nissinen und
Kahari 2014). Unter physiologischen Bedingungen sind diese Proteasen im
Gesunden streng reguliert, z.B. durch generelle Proteaseinhibitoren wie a-1
Antiprotease und a-2-Makroglobulin, sowie durch sehr spezifische Inhibitoren wie den
Proteinen aus der Familie der tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), welche
wiederum in vier Untergruppen (1 bis 4) eingeteilt werden. Matrixmetalloproteinasen
spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese vieler Erkrankungen, wie z.B.
Autoimmunkrankheiten der Haut, des Gastrointestinaltrakts und der Gelenke, wie
Arthritiden und Arthrose. Des Weiteren ist ihr Mitwirken in der Tumorgenese und —
progression bekannt.

Aktiviert werden die als Proenzyme sezernierten MMPs von plasmatische Proteasen,
welche die Propeptidkomponente abspalten. Um als Proteinasen funktionieren zu
kénnen, besitzen sie in ihrem katalytischen Zentrum ein Zink-lon (Nagase und
Woessner 1999). In vitro Studien konnten zeigen, dass ein weiterer
Aktivierungsmechanismus Uber die Interleukin-1 Rezeptor-dhnliche Domane (engl.:
IL-1 receptor-like domain) (Abbildung 7 Nr. 2), sowie durch das uPA/Plasminsystem
bereitgestellt wird (Nagase und Woessner 1999; Schwab et al. 2004).

Abbildung 6. Grundstruktur von MMPs modifiziert nach Woessner (Nagase und
Woessner 1999).

Legende: I Signalpeptid
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I katalytische Dombine
[ Linker
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[ L1 Rezeptor-hnliche Doméne

Abbildung 7. Schematische Darstellung von MMPs nach Nagase & Woessner (Nagase
und Woessner 1999). (1) Grundstruktur mit Hamopexin-ahnlicher Doméne. (2) Zusatzliche
IL-1 Rezeptor-ahnliche Domane.
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1.4.2. MMPs in arthrotischen Gelenken

Wie bereits angedeutet kommt bei der Pathogenese der Arthrose immunologischen
Vorgangen eine groRe Bedeutung zu (Abbildung 8). Dabei kommt es zur Aktivierung
von Immunzellen sowie zur Ausschuttung von Chemokinen, wie z.B. einer Reihe von
Interleukinen. Speziell IL-1B ist neben TNF-a einer der wichtigsten Mediatoren im
Rahmen der Arthroseentstehung, indem dieses Zytokin zur Hochregulierung der
MMP-Expression fuhrt (Tetlow et al. 2001). Ein wichtiger Signalweg dabei ist der
Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor (UPAR). Dieser ist zugleich ein
direkter Regulator von MMPs. Schwab et al. konnten in ihrer in vitro Studie zeigen,
dass Chondrozyten, welche mit IL-1B stimuliert wurden, nicht nur MMPs vermehrt
exprimierten, sondern ebenfalls uPAR vermehrt nachweisbar war (Schwab et al.
2004). Ebenso wurde eine vermehrte Induktion anderer Proteasen beobachtet,
welche Bestandteile der extrazellularen Matrix abbauen, wie Aggrekan und (Pro-)
Kollagen-Il, oder deren Synthese vermindern ( Fan et al. 2005; Goldring et al. 1988;
Nietfeld et al. 1990). Wichtige MMPs im Rahmen der Pathogenese der Arthrose sind
vor allem MMP-1 und MMP-13. Wie Burrage et al. in ihrer zusammenfassenden Arbeit
darstellen, sind diese MMPs innerhalb des arthrotischen Knorpels in verschiedener
Weise und auch in verschiedenen Schichten am Knorpelabbau beteiligt. Wahrend
MMP-13 eher in den tiefen Schichten des Knorpels aktiv ist, wird MMP-1 vornehmlich
in oberflachlichen Schichten vorgefunden. Unterschiede zwischen diesen beiden
Proteinasen bestehen hinsichtlich ihrer Substratspezifitat und Konzentration. Zum
Beispiel zeigt MMP-13 aufgrund seiner Substratspezifitat zu Kollagen Il eine 5- bis
10-fach hohere Aktivitat als MMP-1, wohingegen MMP-1 daflr in einer 10-fach

héheren Konzentration vorliegt (Burrage et al. 2006).

Synoviozyten

Entzindungszellen

Synovium

/-~ [MMPs 1
Kollagen Il |
Aggrecan |

Knorpel

l Knochen

Abbildung 8. Schematische Darstellung der Einflussfaktoren im arthrotischen Gelenk
modifiziert nach Kapoor et al. (Kapoor et al. 2011).
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1.4.2.1. MMP-1

MMP-1, auch Kollagenase-1 oder interstitielle Kollagenase genannt (Abbildung 9),

war die erste Matrix-Metalloproteinase, die im Tiermodell vollstandig sequenziert

wurde (Goldberg et al. 1986). Eine Induktion der Genexpression geschieht vor allem
durch das akute Phase Protein IL-13 (Barchowsky et al. 2000). Da MMP-1 unter
anderem im menschlichen Knorpel gegenwartig ist, zahlen zu seinen Zielstrukturen
auch Typ Il Kollagene (Mitchell et al. 1996).

Abbildung 9. Dreidimensionale Struktur der Matrixmetalloproteinase 1 (Bertini et al.
2012). Mit freundlicher Genehmigung vom Verlag Elsevier.

1.4.2.2. MMP-2

MMP-2, auch Gelatinase A genannt, hat als hauptsachliches Substrat Kollagen IV
und Gelatin. Die Proteinase ist ebenfalls in der Lage, wie die interstitiellen
Kollagenasen zu arbeiten (Aimes und Quigley 1995). Aber auch Kollagene, die zuerst
von Kollagenasen abgebaut werden, degradieren bei Kérpertemperatur zu Gelatin,
welches dann wiederum zum Substrat flr Gelatinasen wird (Johansson et al. 2000).
Mittlerweile ist bekannt, dass im entziindeten Gelenk MMP-2 zwar als wesentlicher
Teil der abbauenden Enzyme exprimiert wird, jedoch konnte gezeigt werden, dass
MMP-2 eher einem schwachen Einfluss von IL-18 bzw. der Stimulation durch
Zytokine unterliegt (Fan et al. 2005; Konttinen et al. 1999; Tetlow et al. 2001).
Untersuchungen deuten darauf hin, dass das Zymogen Pro-MMP-2 durch MT1-MMP
aktiviert wird, welches in den oberflachlichen Knorpelschichten, sowie in der
Ubergangszone vorliegt. Die Hohe der MMP-2-Expression im arthrotischen Knorpel
korreliert dabei linear mit der MT1-MMP-Expression und ist im arthrotischen Gelenk
um ein vielfaches hoher als im gesunden Gelenk. MMP-2 spielt eine bedeutende
Rolle beim weiteren Abbau von Kollagenen, nachdem deren Triple-Helix-Struktur
bereits abgebaut wurde. Des Weiteren werden durch MMP-2 ebenfalls Komponenten
der EZM wie Aggrekan, Fibronektin, Typ X und Xl Kollagene prozessiert (Imai et al.
1997).
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1.4.2.3. MMP-13

Die Sequenzierung von MMP-13, auch Kollagenase-3 genannt, wurde erstmals 1994
veroffentlicht (Freije et al. 1994). Anfanglich war die Rolle von MMP-13 in der
Tumormetastasierung bekannt, bevor die Bedeutung in der Genese von Arthrose
entdeckt werden konnte. Im Vergleich zum Gesunden ist die Kollagenase im
arthrotischen Gelenk vermehrt exprimiert, wobei diese innerhalb des Knorpels nicht
nur in den oberflachlichen, sondern auch in den tieferen Schichten vermehrt
nachweisbar sein kann (Burrage et al. 2006; Johansson et al. 2000; Moldovan et al.
1997; Tetlow et al. 2001; Tetlow und Woolley 1998; Shlopov et al. 1997).
Interessant ist, dass die Kollagenase-3 zur ihrer Aktivierung nicht nur auf andere
Serin-Proteasen angewiesen ist, sondern auch Matrixmetalloproteinasen bendtigt
werden. Wie schon bei MMP-2 erwahnt, konnte auch im Falle von MMP-13 in vitro
gezeigt werden, dass bei der Aktivierung MT1-MMP, sowie aktiviertes Protein C eine
wesentliche Rolle spielen (Burrage et al. 2006; Jackson et al. 2014; Knauper et al.
1996; Mitchell et al. 1996). Im aktivierten Zustand kann MMP-13 Knorpelkollagene
um einiges effizienter verarbeiten als MMP-1 (Burrage et al. 2006; Mitchell et al.
1996).

1.5. Nachweismethoden von MMPs und Bestandteilen der
extrazellularen Matrix (EZM)

Zum Nachweis von MMPs kénnen verschiedene Methoden zum Einsatz kommen.
Dabei stehen zum einen bewahrte Techniken, wie z.B. die Zymographie und die
Immunhistochemie zur Auswahl. Aber auch neuere und zunehmend haufiger
eingesetzte Methoden, wie die Polymerase-Kettenreaktion, haben sich etabliert.

Die Zymographie ist eine oft verwendete semi-quantitative und sehr sensitive
Nachweismethode von MMPs, die es erlaubt, kleinste Mengen von Proteinen
nachzuweisen. Die MMP-Konzentrationen konnen bestimmt werden, indem bekannte
Testkonzentrationen von rekombinanten MMPs im selben Versuch als Kontrolle
dienen. Die Grundlage dieser Untersuchungsmethode ist eine Gelelektrophorese mit
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS), um die Proteine zu linearisieren (Heussen und Dowdle
1980; Hu und Beeton 2010; Kleiner und Stetler-Stevenson 1994). Durch das SDS
kénnen Proteine entweder durch ihr Molekulargewicht oder durch elektrophoretische
Geschwindigkeit unterschieden bzw. aufgetrennt werden (Kindt et al. 2006). Des
Weiteren werden Substrate flr die MMPs bendtigt, im Falle von MMP-2 oder -9 z.B.
Gelatine, bzw. Kollagen als Substrat fir MMP-1 und -13. Unter konstanter elektrischer

Ladung wandern die Proteine das Gel entlang, wobei kleinere Proteine in gleicher
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Zeit eine weitere Strecke als grofe wandern (Hu und Beeton 2010). Anschliel3end
kann die Enzymaktivitdt gemessen werden, indem das Substrat angefarbt wird.
Verdaute Substrate hinterlassen eine klare Bande; je deutlicher die Verdauung
erscheint, desto konzentrierter war die Protease im Versuchsmaterial (Hu und Beeton
2010). Als Nachteile der Zymographie zur Detektion von MMPs sind der nicht zu
unterschatzende technische Aufwand (u.a. hinsichtlich der nachfolgenden
Farbungen) und die nétige Arbeitsroutine, die diese Methode in Anspruch nimmt, zu
nennen (Zucker et al. 1994). Obwohl sie sehr sensitiv ist, bleibt sie eine semi-
quantitative Nachweismethode von Matrix-Metalloproteinasen (Heussen und Dowdle
1980).

Eine weitere Nachweismethode von MMPs stellt das Enzyme-linked Immunosorbend
Assay (ELISA) dar (Zucker et al. 1995). Das Prinzip der heute gangigen ELISA-
Verfahren ist der antikorperbasierte Nachweis von Enzymen. In unserer
Arbeitsgruppe ist zur Detektion von MMPs das ,,Sandwich-Verfahren® etabliert. Dabei
entsteht das sog. Sandwich aus (Detektions-) Antikérper-Antigen-Antikbper. Die
Quantifizierung der MMP-Menge erfolgt durch die Messung der Lichtabsorption eines
detektierbaren Farbstoffs, welcher Uber enzymatische Verdauung aus einer
Substratlésung freigesetzt wird (Siebuhr et al. 2012). Im Gegensatz zur Zymographie
wird diese zwar als sensitiver betrachtet, jedoch kann nicht zwischen ruhenden und
aktiven Enzymen unterschieden werden (Zucker et al. 1994).

Um das Vorhandensein von MMP-Enzymen zu Uberprifen kann auch die
Immunhistochemie zur Anwendung kommen (Zhou et al. 2014). Hier kommen
spezifische Antikbrper zum Einsatz, welche nach vorheriger Beimpfung von
Versuchstieren hergestellt werden (Edwards et al. 1996). Diese Antikdrper, welche
mit Detektoren gekoppelt sind, binden auf dem histologischen Praparat an ihre
spezifischen Epitope der MMPs und markieren diese. Durch die Farbung der
Detektoren werden diese somit sichtbar. Sind die Detektoren Fluoreszenzfarbstoffe,
so nennt man dies auch Immunfluoreszenzfarbung. Grundsatzlich unterscheidet man
eine direkte von einer indirekten Immunofluoreszenz. Beim direkten Anfarben ist der
primare Antikorper direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert. Bei der indirekten
Methode ist der primare Antikorper unkonjugiert und wird erst mit einem weiteren
Reagenz an den Farbstoff gekoppelt (Kindt et al. 2006). Es handelt sich hierbei also
um eine sehr sensitive Nachweismethode, die jedoch mehrere Nachteile in sich birgt.
Dazu zahlt die zur Vorbereitung notwendige und aufwandige Herstellung mehrerer
histologischer Schnitte, um die verschiedenen Gewebsschichten darstellen zu
koénnen. Folglich kénnen die jeweiligen Einzelschnitte méglicherweise die tatsachliche

Menge des gesuchten Antigens nicht aussagekraftig reprasentieren. Eine
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inhomogene Verteilung des gesuchten Antigens kann die Aussagekraft einer
immunhistochemischen Auswertung ebenfalls limitieren. Die Immunhistochemie und
die damit verbundene Bewertung der Farbung bleibt daher untersucherabhangig
(Nistor et al. 2006; Vilmar et al. 2012).

Um den genannten Nachteilen auszuweichen und eine quantitative Methode
anzuwenden, steht die Polymerase-Kettenreaktion zur Verfliigung. Sie wird in der
Literatur auch als Goldstandard zum Nachweis von Nukleinsauren aufgefiihrt, welche

das hauptsachliche Ausgangsmaterial dieser Studie darstellen (Mackay et al. 2002).

1.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Mitte der 80er-Jahre entwickelte Methode,
welche DNA- oder cDNA-Produkte enzymatisch exponentiell amplifiziert (Saiki et al.
1985). Anders als bei einer herkdmmlichen PCR, welche die amplifizierten Produkte
erst am Endpunkt (z.B. mittels Gelelektrophorese) misst, werden die Produkte bei der
real-time-PCR nach jedem Zyklus quantifiziert. Statt die vervielfaltigten (c)DNA-
Produkte direkt zu bestimmen, bedient sich die real-time-PCR der Fluoreszenz, deren
mit der Anzahl der Zyklen ansteigende Intensitat direkt proportional mit der Menge
der kopierten PCR-Produkte ist (Abbildung 10). Je nach Menge des
Ausgangsmaterials, ist die Amplifikationskurve in einem friheren oder in einem
spateren Zyklus erkennbar, z.B. wenn das Ausgangsmaterial in geringen Mengen
vorlag (Kubista et al. 2006).
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Abbildung 10. Beispiel eines Amplifikationsgraphs mit Hintergrundrauschen. Werden
Intensitat und Zykluszahl gegeneinander aufgetragen, so entsteht der charakteristische Plot.
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Wahrend der PCR werden im Wesentlichen drei wichtige Schritte durchlaufen. Um
die Bindung der Polymerase an die DNA zu ermdglichen, muss die doppelstrangige
DNA aufgetrennt werden. Dies wird als Denaturierung bezeichnet. Damit die Primer,
welche eine Komplementarsequenz zur DNA besitzen, binden kénnen (sog.
Annealing), ist eine Temperatur von 60°C nétig. Diese Temperatur liegt etwa 5°C
unter der errechneten Schmelztemperatur Tn der Primer. Bei kleinen
Ausgangsmengen kann das Annealing zusammen mit der Verlangerung erfolgen
(s.u.), welches gewohnlich bei etwa 70°C stattfindet (Haras und Amoros 1994).

Die Messung einer Fluoreszenzanderung erfordert die vorhergehende Installierung
einer Baseline, was empirisch oder automatisch erfolgen kann. Die Baseline stellt das
Fluoreszenzlevel der initialen Zyklen dar, in denen noch geringe Aktivitat vorliegt.
Diese wird an das sog. ,Hintergrundrauschen® angepasst. Derjenige Punkt, bei dem
es zu einem signifikanten Anstieg gegenliber der Baseline bezlglich der gemessenen
Fluoreszenz kommt, wird Threshold (Schwelle) genannt. Der Zyklus, in dem die
Fluoreszenz die Schwelle Uberschreitet, nennt sich Threshold-Cycle (Nehrer et al.
1997; Biosystems 2014). Anhand des Ct-Werts kann auch auf den relativen
Mengenunterschied zwischen den Proben geschlossen werden. Hat z.B. Probe A
eine doppelte Ausgangsmenge an DNA als Probe B, so Uberschreitet diese den
Schwellenwert einen Zyklus friher als Probe B (Abbildung 11 und Abbildung 12)
(Applied Biosystems 2014). Zur Einordnung der quantifizierten Ci-Werte erfolgt der
Vergleich mit einem Standard-Housekeeping-Gen (Dheda et al. 2004).
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Abbildung 11. Visualisierung unterschiedlich hoher Expressionslevel. Die linke Kurve
(1) zeigt eine friihere Amplifizierung an, daher ist in dieser Gruppe das gesuchte Gen niedriger
exprimiert als in der Gruppe mit der rechten Kurve (2).
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RQ vs Sample

RQ

1 Sample 2
Abbildung 12. Auswertung der Genexpression durch StepOne-Software.

Barplotdarstellung der unterschiedlichen Expressionslevel von Proben 1 und 2 aus Abbildung
11.

Wichtig dabei ist eine hohe Effizienz der Amplifizierung, welche ein zuverlassiges
Kopieren der DNA-Produkte in jedem Zyklus sicherstellt (Kubista et al. 2006). Bei der
Verwendung von TagMan®-Reagenzien wird vom Hersteller eine Effizienz von 90%

bis 110% angegeben (Andergassen et al. 2013).

Taqg-Polymerase

! synthetische
k Domane

doppelstringige DNA

Richtung der DNA-Synthese W

Abbildung 13. Schema der Taqg-Polymerase mit 5'-Nukleaseaktivitit nach Applied
Biosystems (Applied Biosystems 2014).

Das verwendete TagMan®-System ist ein zusammengesetzter Komplex aus
TagMan®-Polymerase, eine synthetischen Domane und einer Domane mit 5'-
Nukleaseaktivitat, welche in der Lage ist, Downstream-DNA, welche an der
Zielsequenz gebunden ist, zu degradieren (Abbildung 13). Ein weiteres
entscheidendes Merkmal dieser Domane ist die Moglichkeit zum FRET, Fluorescent
Resonance Energy Transfer, d.h. es werden zwei fluoreszierende Systeme
nebeneinander verwendet, wobei ein System, ein sog. Quencher (Ausldscher), das
andere System aufgrund eines niedrigeren Energielevels durch Energietransfer vom
fluoreszierenden héheren Energielevel (Reporter) unterdrickt. Zu Beginn einer PCR-
Reaktion ist dieses System noch intakt, jedoch dissoziieren diese beiden Systeme bei

Fortschreiten der Reaktion aufgrund der unterschiedlichen Annealingorte, sodass der
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Reporterfarbstoff bei Polymerase- und Nukleaseaktivitat fluoreszieren kann. Diese
Fluoreszenz wird von einem speziellen Detektor im Thermocycler erkannt und
mathematisch aufbereitet. Die verwendeten Mastermixe enthalten eine passive
Fluoreszenz-Kontrolle (ROX™), um die in den Primern verwendete FAM-Fluoreszenz
zu normalisieren, welche vom StepOne-System erkannt wird. Dies ist wichtig, um eine
stabile Baseline zu etablieren und das Hintergrundrauschen von PCR-
Reaktionsemissionen zu unterscheiden. Um auch auf Genexpressionsebene falsch
positive Ergebnisse zu vermeiden, werden als interne Kontrolle die Genexpressionen
von Housekeeping Genen (s.u.) verwendet (Applied Biosystems 2014).

Die Genexpressionen einer stimulierten Probe werden mit der des Kalibrators
verglichen. Parallel werden die Genexpressionen vom Housekeeping-Gen GAPDH
im Kalibrator und in der stimulierten Probe miteinander verglichen. Die Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen werden nochmals gegeneinander ausgewertet und die

Hohe der Vervielfachung ermittelt:

AC: probe = Ct gesucht Probe _ C; standard P™P®

Kalibrator Kalibrator

Act Kalibrator = Ct gesucht - ct Standard

AAC: = CiPprobe — Ct standard

Mit:  Probe = stimulierte Probe; Kalibrator = unstimulierte Probe (Kontrolle, s.0.)
Ct standard ist derjenige Zyklus mit Schwellenwertiiberschreitung der unstimulierten Probe
Ct gesucht ist derjenige Zyklus mit Schwellenwertiiberschreitung der stimulierten Probe

Die ermittelten AAC; — Werte werden nun zur Ermittlung der relativen Quantifikation
in folgende Formel eingesetzt: 224Ct (Applied Biosystems 2014; Boone et al. 2014;
Dheda et al. 2004).

1.7. Uberblick iiber Bioreaktoren

Beim Fortschreiten einer Arthrose handelt es sich um einen Prozess, welcher in vivo
einer zyklischen Belastung unterliegt (Buckwalter et al. 2013). Bioreaktoren
ermdglichen hierzu eine Zellkultur, welche der Physiologie im Organismus naher ist
als die bisherigen, herkdbmmlichen Kultivierungsbedingungen der Zellkultur. Neben
chemischen Belastungen im Kulturmedium lassen sie auch mechanische
Belastungen zu. Somit kdénnen bisher unbekannte zelluldare Vorgange besser
erforscht oder neue therapeutische Ziele effektiver erkannt werden (Portner et al.
2005; Spitters et al. 2013). Wegen der unterschiedlichen Beanspruchung bendtigt
jedes Gewebe auch seine ganz individuelle Bioreaktorgestaltung (Ratcliffe und
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Niklason 2002). Hinsichtlich der unterschiedlichen Bauart und Zweckerfullung kdnnen
die Bioreaktoren, die in der Knorpelforschung hauptsachlich verwendet werden, in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Grad et al. unterscheiden zwischen
Bioreaktoren basierend auf hydrostatischem Druck, Zug, Kompression, sowie
Kompression kombiniert mit Scherkraften (Grad et al. 2011). Neben diesen
genannten Bioreaktoren fanden aber auch sog. Spinner Flasks Anwendung. Hier Ubt
die durch Rotation induzierte Gravitation Scherkrafte auf den Knorpel aus. Sie sind
eher den geschlossenen Systemen zuzuordnen, welche den Knorpel durch Diffusion
ernahren. Durch ihre Einfachheit simulieren sie die physiologischen Belastungen auf
den Knorpel nicht ausreichend (Mauck et al. 2000). Bioreaktoren, welche
hauptsachlich mit hydrostatischen Druck arbeiten, werden eingesetzt, um innerhalb
einer Chondrozytenkultur die Matrixentstehung zu stimulieren, wobei je nach Kulturart
die Hohe des Drucks, die Frequenz und die Dauer der Stimulation angepasst werden
mussen. Beispielsweise flihren 5.0 MPa Druck bei einer Frequenz von 0.5 Hz in einer
Monolayerkultur zu einer verminderten Glykosaminoglykan-Synthese, wohingegen in
einer Explantkultur diese vermehrt wurde. Bioreaktoren, welche die Knorpelkultur
unter Zug versetzen, spielten bisher eher eine untergeordnete Rolle, da diese Art von
Stimulation tendenziell mehr negative Folgen fir die Knorpelmatrix hatte. Die meisten
Arbeitsgruppen verwendeten jedoch Druck ohne oder in Kombination mit
Scherkraften, um die Belastungen der menschlichen Gelenke mdglichst gut zu
simulieren, wobei die Integration von Roll-und Gleitbewegungen eine grof3e Rolle
spielen. Die tatsachlichen Verhaltnisse sind aber viel komplexer und schwer zu
simulieren, da selbst innerhalb des gleichen Gelenks die Knorpelbelastung erheblich
variieren kann (Grad et al. 2011) .

Komplexere Bioreaktoren, welche mit alleiniger Kompression arbeiten, stellen die
Proform der tribolischen Pin-on-Ball-Systeme dar. Dabei konnte gezeigt werden, dass
bereits die Berucksichtigung von Knorpelbelastung eine Erhohung der
Genexpression extrazellularer Matrixbestandteile als Resultat hatte oder diese durch
verschiedene Arten der Kraftapplikation beeinflussbar sind (Angele et al. 2004);
(Davisson et al. 2002). Bezuglich der Art der mechanischen Stimulation kommt auch
Abscherkraften eine grof3e Bedeutung zu (Waldman et al. 2003). Diese Erkenntnisse
fuhrten dazu, eine noch genauere Simulation der Bewegungsablaufe in menschlichen
Gelenken zu konstruieren, welche neben Kompression und Abscherkraften auch
Gleitbewegungen mitberiicksichtigen.

Um die in vivo Verhaltnisse im Knie zu simulieren, eignet sich ein Bioreaktor mit der
Méglichkeit Druck-, Gleit-, und Scherkrafte kombiniert anzuwenden (Abbildung 14).

Ein sogenanntes Pin-on-Ball-System nach den Vorgaben von Wimmer et al. wird
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hauptsachlich fir bereits dreidimensional organisierte Knorpelproben eingesetzt wird
(Wimmer et al. 2004; Wimmer et al. 2009).

Ball; hier: Keramikkugel

Pin; hier: Knochen-Knorpel-Zylinder
Knorpelkulturmedium

Probenbehilter

//

Abbildung 14. Pin-on-Ball-System verwendet im Bioreaktor von Endolab. Die
Keramikkugel stellt den Ball dar, welche auf die Knorpelprobe, also den Pin, Kraft ausibt.

1.8. Aufgabenstellung

In dieser Arbeit war es Zelsetzung, matrixdegradierende Prozesse im
Knorpelgewebe, wie sie bei der Arthrose vorzufinden sind, zu erzeugen. In diesem
artifiziellen Milieu war unter mechanischer Belastung die Wirkung von Hyaluronsaure
auf den Knorpelmetabolismus zu untersuchen.

Dies sollte erreicht werden mittels:

- Implementierung eines Bioreaktors in die kliniknahe Arthroseforschung

- Etablierung einer moglichst sensitiven Nachweismethode fir MMPs im
arthrotischen Knorpel sowie Komponenten der extrazellularen Matrix

- histologischer Beschreibung der verschiedenen Kaultivierungs- bzw.
Belastungsschemata

- statistischer Auswertung der vorgefundenen Ergebnisse und Vergleich mit

dem gegenwartigen Stand der Forschung
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2. Material und Methoden

Die Laborarbeiten beinhalten nach der Probengewinnung die Vorinkubation der
Proben, die Kultivierung im Bioreaktor sowie molekularbiologische und histologische

Analysen. Der Arbeitsablauf wird in Abbildung 15 zusammengefasst.

14 Patienten

s (7 K&L I, 7 K&L IV) B

—
~~

Molekularbiologie

Abbildung 15. Allgemeiner Ablaufplan der Laborarbeiten
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2.1. Zellkultur

2.1.1. Knorpelentnahme und Vorinkubation

Die bei der Knie-Totalprothesen-Implantation gewonnenen distalen Femurschnitte
wurden noch wahrend der Operation tbergeben. Der Entnahmeort war dabei immer
der weniger von Arthrose betroffene Kondylus, d.h. bei einer Varusgonarthrose das
laterale, bei einer Valgusgonarthrose das mediale Kompartiment (Abbildung 16).

Direkt im Anschluss wurden die Knochen-Knorpel-Zylinder mittels einer Lochstanze,

welche einen Durchmesser von 6 mm fasst, unter sterilen Bedingungen gewonnen
(Abbildung 17 und Abbildung 19) und im Zellkultumedium in einer 6-Well-Platte im
Inkubator bei 37°C und 5% CO- aufbewahrt (Abbildung 18).

Abbildung 16. Knorpelentnahme aus Femurkondyle. Die Probengewinnung durch
Anbringung der Lochstanze und Entnahme des Zylinders.
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Abbildung 17. Ubersicht Femurkondyle und Knochen-Knorpel-Zylinder.

Abbildung 18. Beginn der Kultivierung in einer 6er-Well-Platte zur Gewéhnung an in
vitro Bedingungen.
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Condylus lateralis femoris

Condylus medialis femoris
Femur

Entnahmeorte mit
Innendurchmesser:

Lig. cruciatum post.
9 P 6,0 mm

Lig. cruciatum ant.

. e Meniscus medialis
Meniscus lateralis

Tibia
Lig. capitis
fibulae ant.

Fibula

Abbildung 19. Knochen-Knorpelzylinder-Entnahmeorte. Abbildung modifiziert nach
Sobotta 22.A (Putz et al. 2007). Rot markiert sind beispielhaft die Entnahmeorte mittels
Lochstanze mit Innendurchmesser 6,0 mm.

Die Zylinder wurden am Folgetag erneut mit neuem Kulturmedium versorgt und Uber
weitere drei Tage zur Vorbereitung an in vitro Bedingungen kultiviert. Alle Arbeiten
der Zellkultur wurden unter einer Laminar-Flow-Sterilwerkbank getatigt und die
Arbeitsmaterialien im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

Als Medium wurde ein Basismedium flr Chondrozyten gewahlt. Zur Herstellung
wurden in 500ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (MEM) Low Glucose Medium,
Primocin (0,2%), Vitamine (1%), sowie Glutamin (1%) gelést. Fir den
Mediumwechsel wurden jeweils 50ml Knorpelkulturmedium hergestellt, in welches

zusatzlich zum Basismedium folgende Substanzen zugefuhrt wurden:

Zusitze Endkonzentration
Dexamethason 0,2 %
Ascorbinsdure-2-Phosphat 1%
Natrium-Pyruvat 1%

Prolin 1%

ITS+1 Liquid Media Supplement 1%

Tabelle 2. Zusatze zum Basismedium fiir Knorpelkulturmedium.
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Zur Verwendung wurden in destilliertem Wasser L-Ascorbinsaure 2-Phosphat (0,5%),
L-Proline (0,4%) und Natrium-Pyruvat (1%) gelost; zusatzlich wird 1% ITS+1 Liquid
Media Supplement beigemengt, welches gebrauchsfertig ist und aus ITS Media
Supplement mit 50mg/ml bovinen Serumalbumin und 470ug/ml Linolsdure besteht
Die Kultivierung sowie die Zusammensetzung der Medien erfolgte nach laborinternen

Protokollen und Modifikationen.

2.1.2. Knorpelkultivierung im Bioreaktor

Nach viertagiger Vorinkubation wurden die Knochen-Knorpel-Zylinder aus dem
Inkubator entnommen und in den Bioreaktor Uberfiihrt. Als Kontrolle diente jeweils ein
Knochen-Knorpelzylinder, der lediglich im Knorpelkulturmedium im Bioreaktor mit
kultiviert und nicht weiter stimuliert oder belastet wurde. Eine weitere Probe wurde,
wie alle folgenden Proben, mechanisch belastet. Den weiteren Proben wurde
zusatzlich 2ng/ml IL-1B zugesetzt. Den letzten beiden Proben einer Patientenreihe
wurde, zusatzlich zum Interleukin, eine niedrige Konzentration (1mg/ml HA) sowie
eine hohe Konzentration (3mg/ml HA) zum Kulturmedium zugegeben (Abbildung 20).
Bei der Hyaluronsdure wurde das Praparat OSTENIL® mit einem mittleren
Molekulargewicht von der Firma TRB Chemedica verwendet. Es handelt sich dabei
um ein Hyaluronsaurepraparat (1% Natrium-Hyaluronsdure) mit einem
Molekulargewicht von etwa 1200-1400 kDa, welches zusatzlich Natriumchlorid,
Natriummonohydrogenphosphat, Natriumdihydrogenphosphat, sowie Aqua ad
injectabile enthalt (Tikiz et al. 2005; TRB Chemedica LTD 2009).
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Abbildung 20. Kultivierungsschema Bioreaktor.

Um die Bewegung des menschlichen Kniegelenks simulieren zu kdnnen, verfugt der
Bioreaktor Uber die Mdglichkeit, Dreh-, Kompressions-, und Scherbelastungen auf die
Proben auszuiben. Dazu rotierten die Keramikkdpfe um die Horizontalachse und die
Probenhalterungen mit der Probenbeschriftung um die Vertikalebene (Abb. 24).
Dabei werden Schwenkamplituden der Keramikkopfe von 30°, sowie der
Probenhalterungen von 15° erreicht (Abb. 21).

Die mechanische Belastung wurde taglich fir zwei Stunden ausgefihrt. Dabei wurde
auf die Zylinder eine Belastung von 2.0 MPa bei 0,5 Hz Horizontal- und 0,1 Hz
Vertikalbelastung eingestellt (Fitzgerald et al. 2006; Sauerland et al. 2003; Waldman
et al. 2007).
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Abbildung 21. Inkubation im Bioreaktor. Richtungen der Krafteinwirkung auf die Knochen-
Knorpelzylinder (links dargestellt).

Die Kulturbedingungen im Bioreaktor waren identisch zu jenen der Vorinkubation. Die
Proben wurden in speziell angefertigte Passformen mit einem Flllvolumen von ca.
8ml eingesetzt. Es handelt sich dabei um ein nonconfined-System, in welchem die
Knorpel zur besseren Versorgung durch das Medium nur am Knochen fixiert und am
Knorpel freiliegend waren.

Nach zweitadgiger Kultivierung der osteochondralen Zylinder erfolgte erneut ein
Kulturmediumswechsel, bevor nach 5-tadgigem Verbleib im Bioreaktor diese wieder
entnommen wurden. Anschlieend erfolgte eine Abtrennung der Knorpelzylinder vom
Knochen mittels eines Skalpells. Diese wurden anschliefend in zwei gleichgrolie
Halften geteilt, eine fir die molekularbiologischen Analysen, die Zweite fur die
histologische Auswertung (Abb. 15 bis 18). Alle Proben wurden schock-gefroren und
bei -80°C gelagert.

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. RNA-Isolation aus dem Knorpel

Alle Arbeiten wurden auf einem RNase-freien Arbeitsplatz durchgefiihrt. Zur
Gewahrleistung wurde RNase Away® verwendet. Damit eine endogene RNase-
Aktivitat so gering wie moglich gehalten werden kann, wurden die Pipettierarbeiten
auf Eis getatigt.

Zum Aufschluss der RNA werden die Knorpelproben noch im tiefgefrorenen Zustand
gemorsert, wozu ein RNase-freier Medikamentenmorser dient. Hierdurch wird der

Knorpel pulverisiert. Zur weiteren RNA-Isolation wurde das RNeasy Mini Kit® von
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Qiagen verwendet und die Isolation nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Das
Prinzip der Isolation basiert auf der von Chomczynski und Sacchi 1987
veroffentlichten Methode (Chomczynski und Sacchi 1987). Da die zu erwartende
Knorpelzellmenge weniger als 5x10° Zellen betragt, werden 350ul RLT-Lysepuffer
zum Knorpelpulver in ein Eppendorfreaktionsgefald gegeben und das Gemisch
mehrere Male gut auf- und abpipettiert, um die Zellen zu lysieren. Das im Lysepuffer
geldste B-Mercaptoethanol, sowie das Guanidium Isothiozyanat erfiillen zusatzlich
die Aufgabe, RNase zu eliminieren. Anschlielend erfolgt das Homogenisieren der
Zellen, indem das Lysat nun in einen Quiashredder® gegeben und 2 Minuten bei
Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert wird. Damit die RNA im Verlauf in den Saulen
gut an die Silicamembranen anhaftet und zudem die nicht anhaftende DNA
ausgewaschen wird, bedarf es zusatzlich Ethanol (96-100%). Nach Messen des
Durchflusses wird dazu Ethanol (70%) im Verhaltnis 1:1 hinzugeflgt und das Lysat
durch mehrmaliges auf- und abpipettieren durchgemischt. Im nachsten Schritt wird
die RNA auf RNeasy-Saulen gebunden, wobei darauf zu achten ist, dass maximal
700ul auf eine Rneasy-Saule pipettiert werden; diese wird auf ein Auffang-Tube
gesetzt. Bei einem groferen Volumen werden die Schritte der RNA-Bindung mit dem
Rest entsprechend wiederholt. Anschliel3end erfolgt ein Zentrifugieren bei 8000 G (15
sec.), nachdem sich die RNA gebunden auf der Saule befindet. Damit die RNA
gewaschen wird, muss zur Saule 700ul RW1-Puffer zugefligt und diese bei 8000 G
(15 sec.) zentrifugiert werden. Nun werden der Sdule 500ul RPE-Puffer zugefuhrt und
diese wird fir 15 sec. bei 8000 G zentrifugiert. AnschlieRend erfolgt eine zweite
Waschung mit 500ul, jedoch wird bei diesem Durchgang flir 2 min. bei 8000 G
zentrifugiert. Um die RNA abschlieRend nochmals von restlichen Puffern zu reinigen
wird die Saule fir 1 min. bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Da die RNA noch
von der Saule geldst werden muss, wird auf diese 30ul RNase-freies Wasser pipettiert
und nun far 1 min. bei 8000 G zentrifugiert. Die RNA findet sich nun im RNase freien
Wasser geldst. Aufgrund geringer Knorpelmengen konnte die RNA nur einmal isoliert
werden, worauf pro Patient diese zweimal in DNA (s.u.) umgeschrieben wurde
(Chomczynski und Sacchi 1987).

2.2.2. Messen der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration und —Reinheit erfolgte mittels Nanodrop®2000 und der
dazugehdrigen Software. Das Funktionsprinzip beruht auf der Messung der
Lichtabsorption. Dabei wird die Intensitat des Lichtstrahls, welcher in das Wasser mit

der darin enthaltenen RNA eintritt, mit der Intensitat des austretenden Lichtstrahls
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verglichen. Die Abhangigkeit der Lichtabsorbierung in verdinnten Lésungen wird
durch das Lambert-Beer'sche Gesetz beschrieben: A = € x ¢ x d, wobei A der
logarithmierte Quotient aus der Intensitat des einfallenden und ausfallenden Lichts
ist. € ist der molare Extinktionskoeffizient (L mol* cm '), ¢ die molare Konzentration
der absorbierenden Substanz (mol/L) und d die Schichtdicke (cm).

Nukleinsduren haben ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260nm und
Proteine von 280nm (Watts). Die Reinheit wird nun mittels Computer berechnet und
als Quotient der beiden Wellenlangen als 25%/,50 —Wert angegeben. Generell wird eine

Probe mit einem Wert von ca. 2.0 als sehr rein angesehen (Nanodrop).

2.2.2.1. Reverse Transkription

Um die nachfolgende Polymerase Kettenreaktion (PCR) durchfihren zu kénnen, ist
es notig, die vorher gewonnene Messenger-RNA (mRNA) in die ,Complimentary
DNA® (cDNA) zu transkribieren (Wilczynska et al. 2006). Fur die Transkription der
gewonnenen RNA wurde das fir die spatere Praamplifizierung vom Hersteller
empfohlene High Capacity Reverse Transcription Kit® verwendet. Eine
Praamplifikation war aufgrund der sehr geringen Mengen an gewonnener RNA nétig.
Der notwendige Mastermix wurde fiur 6 RNA-Proben inklusive Pipettierfehler

siebenfach angesetzt (s. Tabelle 3.).

10x RT 2,0 ul 14,0 pl
25x dNTP Mix (100mM) 0,8 ul 5,6 pl
10x RT Random Primers 2,0 ul 14,0 ul
MultiScribe Reverse | 1,0 ul 7,0 ul
Transcription

RNase Inhibitor 1,0 ul 7 ul
Nuclease-free water 3,2 ul 22,4 ul
TOTAL 10,0 pl 70,0 pl

Tabelle 3. Herstellung des 2X Mastermix fiir die Reverse Transkription.

Die im Mastermix enthaltenen Randomprimer kdnnen sich im ersten Schritt
unspezifisch an die RNA anheften. Die Transkription erfolgt im zweiten Schritt bei
37°C durch die MultiScribe® Reverse Transkriptase, welche einen Mix aus dNTP,
also Nukleotidtriphosphate, als Bausteine fir die cDNA-Synthese verwendet. Die

Transkriptase wird inaktiviert, indem im nachsten Schritt auf 85°C erhitzt wird.

33



Material und Methoden

Vor Durchfuhrung der reversen Transkription werden in die fir eine RT-Reaktion
geeigneten Reaktionsgefalie jeweils 10ul des 2X RT Master Mix pipettiert, sodass
das Reaktionsvolumen 20ul betragt. Aufgrund der hohen RNase-Aktivitat von Knorpel
wurde ein Kit mit Randomprimern (s.0.) gewahlt, welches auch fur degradierte RNA
verwendet werden kann. Dazu werden 10ul RNA-Proben hinzugegeben und durch
auf- und abpipettieren durchgemischt. Durch anschlieBendes Zentrifugieren werden
Luftblasen eliminiert. Die Reaktionsgefalte werden nun bis zur weiteren Verwendung
im Thermocycler auf Eis gelagert.

Die reverse Transkription ist in vier Schritte mit folgenden Temperaturen unterteilt:

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur (°C) | 25 37 85 4
Zeit (min) 10 120 5 Unendl.

Tabelle 4. Ablauf der Reversen Transkription.

Die RNA kann bis zur Weiterverwendung innerhalb 24h bei 2-6 °C und gelagert
werden, wurde jedoch zur Langzeitaufbewahrung bei —25 °C eingefroren (Applied
Biosystems 2000).

Um genomische DNA auszuschlieen, wurde exemplarisch mit einer Referenzprobe
eine PCR Uber 40 Zyklen gefahren. Die Amplifizierung zeigte, dass bei 40 Zyklen mit
GAPDH als Referenzprimer keine oder erst sehr spat Amplifizierungen mit CT-Werten
bei Uber 38 zu sehen waren, welche jedoch kein Plateau erreichten (Abbildung 22).
Somit ist die Kontaminierung der Proben mit gDNA als sehr gering einzuschatzen.
Die nachfolgende Praamplifizierung fand wiederum spezifisch mit den Primern der

nachzuweisenden Gene statt.

Test auf gDMA mit RNA Samples
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Abbildung 22. Testung auf gDNA.
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2.2.2.2. Praamplifizierung

Bei der Verwendung der kleinen Knorpelproben zur RNA-Gewinnung wurden
aufgrund des zusatzlich zellarmen arthrotischen Knorpels nur kleine Mengen an RNA
und folglich auch cDNA gewonnen. Damit dennoch eine erfolgreiche Polymerase
Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt werden kann, wurden die cDNA Proben
praamplifiziert. Da die Proben fiir die PCR vergleichbar sein missen, wurden die
Proben gemafl der RNA-Ausgangskonzentration durch Verdlinnung aneinander
angeglichen. Zur Vorbereitung der Praamplifizierung werden die dazugehdérigen 20x
TagMan Gene Expression Assays® jeweils in einem Volumen von 10yl in einem
Eppendorfgefald gesammelt. Wenn beispielsweise funf verschiedene MMPs
bestimmt werden sollen, missen die 5 dazugehoérigen Primer gesammelt werden,
was ein Volumen von 50yl ergibt. Im nachsten Schritt werden die gesammelten
TaqgMan Assays mit 1xTrisEDTA (TE) Puffer verdiinnt, sodass eine Konzentration von
0.2x entsteht. Im oben genannten Beispiel mussen zu den entstandenen 50l
TagMan Assays nun noch 950pul 1x TE gegeben werden. Das Protokoll wurde nach
vorheriger Testung so modifiziert, dass 1 Volumenanteil zum gesammelten Assay
hinzugegeben wurde, um ein ausreichendes Angebot sicherzustellen und bei der
geringen Menge Pipettierungenauigkeiten, durch Verluste hervorgerufen, zu
vermeiden. Abhangig von der Anzahl der Reaktionszyklen (10 oder 14) muss die
Verdunnungsstufe gewahlt werden. Fur die héhere Anzahl der Zyklen spricht eine
streng limitierte Probenanzahl oder eine hohe Anzahl an bendtigten Wells in der PCR.
Wir haben uns fur 10 Zyklen entschieden, um ein mdglichst reines Praamplifikat zu
erhalten.

Fir den Praamplifizierungsansatz werden folgende Reagenzien verwendet:

Reagenz/Komponente Volumen (pl/Reaktion)
TagMan Preamp Master Mix (2x) 25,0 pl

Pooled Assay mix 12,5 pl

1-250ng cDNA Probe und Nuklease-freies | 12,0 pl

Wasser

TOTAL 50,0 pl

Tabelle 5. Herstellung des Praamplifizierungsansatzes.

Die Amplifizierung unterteilt sich in 2 Schritte analog des Ablaufs der PCR (Tab. 7)
mit Erreichen der Arbeitstemperatur fir die Polymerase und Annealing der Primer,
sowie der sich wiederholenden Zyklen, in denen die eigentliche Amplifizierung

stattfinden soll (Tab. 6).
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HOLD Zyklus (10 oder 14)
Temperatur (°C) 95 95 60
Zeit 10 min 15 sec 4 min

Tabelle 6. Ablauf Praamplifizierung.

Nach der Praamplifizierung mussen die Reaktionsgefalle sofort auf Eis
weiterbearbeitet werden oder bei —20°C eingefroren werden (Applied Biosystems
2010).

2.2.2.3. Durchfuihrung der real-time-Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion wurde nach Herstellerangaben mit dem TagMan®
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) durchgefuhrt. Die vorher
praamplifizierten cDNA-Produkte missen vor der PCR im Verhaltnis 1:5 mit 1x TE-
Puffer verdinnt werden. Das Verhaltnis wird durch die Anzahl der
Praamplifikationszyklen (10 Zyklen, s.0.) bereits festgelegt.

Die einzelnen Wells der 96-Well-Platte werden also, wie in unserer Auswertung
festgelegt, bei einem Reaktionsvolumen von 20ul wie folgt vorbereitet:

1,0 pl TagMan® Gene Expression Assay, 5,0 ul, Praamplifizierte cDNA (1:5
verdunnt), 10,0 yl TagMan® Gene Expression Master Mix, sowie 4,0 pl und Nuklease-
freies Wasser. Es sollten dabei mindestens 10% Verlust wegen unvermeidbarer
Pipettierungenauigkeiten bei der Planung bericksichtigt werden. Nachdem die 96-
Well-Platte mit einer optischen Klebefolie versiegelt worden ist, wird die PCR nach

folgendem Schema durchgefihrt:

Schritt 1 Schritt 2 Zyklus (40 Zyklen)
Temperatur 50°C 95°C 95°C 60°C
Zeit 2 min 10 min 15s 1 min
Denaturierung | Annealing
und
Extension

Tabelle 7. Ablauf der Polymerase Kettenreaktion. Denaturierung, Annealing und Extension
erfolgen wahrend der Zyklusphase.
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Zur Bestimmung der Genexpressionsmuster wurden die nachfolgenden TagMan®

Primer verwendet (Applied Biosystems 2010):

Humanes GAPDH: Human GAPDH (NM_002046.3)
Matrix-Metalloproteinase-1: MMP-1 (Hs00899658 m1)
Matrix-Metalloproteinase-2: MMP-2 (Hs01548727_m1)
Matrix-Metalloproteinase-13: MMP-13 (Hs00233992_m1)
Aggrekan: ACAN (Hs00153936_m1)
Kollagen II: Col2A1(Hs00264051_m1)

Tabelle 8. Verwendete TagMan® Primer fiir die PCR.

Das Gen fur die Glyzerinaldehyd-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als
valide interne Referenzkontrolle zur Bestimmung der Genexpressionen benutzt
(Dheda et al. 2004). Aus den zwei cDNA-Proben pro Patient (s.0.) wurde jeweils eine
PCR-Bestimmung durchgefiihrt. Die dritte PCR-Bestimmung ergibt sich aufgrund
limitierter Verflgbarkeit aus einem Pooling von erster cDNA-Umschreibung und
zweiter reversen transkribierten cDNA-Proben im Verhaltnis 3:7. Die Ergebnisse der
PCR wurden mithilfe der AAC-Methode ermittelt und die Daten zur statistischen

Auswertung in das Statistikprogramm R Uberfuhrt (s.u.).

2.3. Histologische Methoden

2.3.1. Anfertigen der Histologischen Schnitte

Die verbleibenden, tiefgefrorenen Knochen-Knorpelzylinder wurden als Kryoschnitte
im Kryotom Kryostat MH 560 angefertigt. Dabei wurden eine Messertemperatur von
-18°C und eine Objekttemperatur von -14°C, sowie eine Schnittdicke von ca. 9um
gewahlt. Um die Proben im Kryotom befestigen zu kdnnen, wurden diese mit
Gefriermedium an den Objekttrager im Kryotom angehéaftet. Nach dem Schneiden

wurden die Schnitte vollstandig getrocknet, bevor diese wiederum gefarbt (s.u.)
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wurden. Die Anfertigung und Farbung der Praparate erfolgte nach laborinternen

etablierten Methoden und Modifikationen.

2.3.2. Hamatoxylin-Eosin- (H.E.) Farbung

Zuerst mussen die Kryoschnitte aufgetaut und anschlief3end fur 10-15 Minuten in 4%
Paraformaldehyd (PFA) gestellt werden. AnschlieRend werden die Schnitte in einer
phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) flr 2 min. wieder rehydriert. Im nachsten
Schritt wird mit Mayer’s Hamalaun fir 5 min gefarbt, woraufhin fur 15 min flieRend
gewassert werden muss, bis keine Farbwolken mehr vom Schnitt abgehen. Im
Anschluss erfolgt eine Gegenfarbung mit Eosin fir etwa 5 Minuten und eine Spullung
mit destilliertem Wasser. Um die Schnitte wieder zu entwassern erfolgt eine
aufsteigende Alkoholreihe, beginnend mit einer kurzen Spllung in 70% und 80%
Ethanol. Danach werden die Schnitte noch jeweils 5 min. in 90% und 96%, sowie
zweimal je 5 min. in 100% Ethanol entwassert. Nach je zweimal 5 min. Xylol werden
die Schnitte mit Eukitt® eingebettet und kdnnen zum Ausharten gelagert werden. Es

wurde nach dem laborinternen Protokoll gefarbt.

2.3.3. Safranin-O-Lichtgriin-Farbung
Wie unter Punkt 2.3.2 wurden die Schnitte nach Auftauen in PFA flir 10-15 min. fixiert

und fur 2 min. rehydriert. Danach werden die histologischen Praparate fir 10 min. in
einer Weigert'schen Ldsung gefarbt, welche sich aus einer gebrauchsfertigen
Stammlésung A und B zusammensetzt, wonach die Knorpelgewebe fir 10 min.
flieRend gewassert werden missen. Im Anschluss erfolgt die Farbung mit Lichtgrin
fur 5 Minuten. Nachdem die Schnitte kurz (10-15 Sekunden) mit Essigsaure (1%)
behandelt wurden, erfolgt eine Gegenfarbung fur 5 min. mit Safranin. Bei sehr starker
Farbung kann mit destillietem H>O gespllt werden. AbschlieRend erfolgt eine
aufsteigende Alkoholreihe zur Entwasserung, beginnend mit 5 min. 70% Ethanol und
jeweils zweimal 5 min. in 96% und 100% Ethanol. Nach jeweils zweimal 5 min. Xylol-
Behandlungen werden die Schnitte mit Eukitt® versiegelt (Rosenberg 1971). Das
Safranin-O-Pulver wurde 1%-ig in 50% Ethanol, das Lichtgrin 1%-ig wassrig mit 2

Tropfen Eisessig in 100ml angesetzt.
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2.4. Statistische Methoden

2.4.1. Molekularbiologische statistische Methoden

Die Grundlage fur die molekularbiologische statistische Auswertung stellen die Werte
der relativen Quantifikation dar, welche jeweils die Hbohe der Genexpression
reprasentieren (Boone et al. 2014). Um die verschiedenen Expressionslevel
vergleichen und gegeneinander auswerten zu kdnnen, wurde fir die statistische
Auswertung durchgehend ein Wilcoxon Test flr verbundene Stichproben gewahit
(engl. Wilcoxon signed ranked test), da dieser eine Normalverteilung der Daten nicht
voraussetzt. Fur die Auswertung wurde ein zweiseitiger Test gewahlt. Die
Nullhypothese H, geht davon aus, dass zwischen dem Median der beiden Gruppen
kein Unterschied besteht, wohingegen die Alternativhypothese H, das Gegenteil
darstellt. Bei einem Standardsignifikanzlevel von a = 0,05 wird die Nullhypothese bei
einem p-Wert < a abgelehnt. Ist p > a kann die Nullhypothese nicht abgelehnt werden
(Rosner 2011). Eine Korrektur von a aufgrund multipler Tests erfolgte wegen der
geringen Patientenzahl nicht. Zur Auswertungsunterstiitzung und Graphikerstellung
wurde die Software R mit der Benutzeroberflache RStudio (Version 0.97.551 — ©
2009-2012 RStudio, Inc.) benutzt. Die Barplots wurden mit dem Package ,graphics®
erstellt. Der Wilcoxontest flr verbundene Stichproben benétigte das Package ,stats®
(R Team 2012; R Core Team 2013).

Zur Veranschaulichung wurde ein Standardbarplot mit den folgenden Merkmalen
gewahlt: In den Barplots stellt die HOhe eines Balkens den Mittelwert der Daten in der
jeweiligen Gruppe dar. Zusatzlich sind Fehlerbalken eingezeichnet welche die Lange
der Standardabweichung haben und jeweils vom Mittelwert ausgehend angetragen
sind (Mittelwert + Standardabweichung) (Rosner 2011).

Gruppennummerierung Belastungs- und Stimulationsschema
0 Kontrolle

1 Mechanische Belastung

2 Mechanische Belastung

+ Interleukin-18

3 Mechanische Belastung
+ Interleukin-18

+ 1 mg/ml Hyaluronséure
4 Mechanische Belastung

+ Interleukin-18

+ 3 mg/ml Hyaluronsaure

Tabelle 9. Zuteilung der in den Graphiken verwendeten Zahlen zu den Proben.
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2.5. Histologische statistische Auswertung

Die histologische Auswertung der Gewebsschnitte erfolgte durch drei unabhangige
Bewerter. Der Auswertung liegt ein modifizierter Mankin-Score zugrunde. Dabei
wurde die Auswertung der Knorpel-Knochengrenze, welche in der urspringlichen
Bewertungsskala vorzufinden ist, ausgelassen (Mankin und Lippiello 1970). Es wurde
auszugsweise jeder zweite Patient eines Kultivierungszyklus ausgewertet, d.h. pro
Kultivierungs- und Stimulationszyklus wurden die Knochen-Knorpelzylinder von zwei
Patienten im Bioreaktor kultiviert, wovon jeweils ein Patient eines gemeinsamen
Zyklus histologisch aufbereitet wurde.

Folgende Kriterien wurden untersucht und mit einem Punktwert versehen:

Knorpelstruktur Normal
Oberflachenunregelmaigkeiten
Pannus, Oberflachenunregelmafigkeiten
Risse bis in Uberganszone
Risse bis in Radiarzone
Risse bis in verkalkte Zone
Komplette Desorganisation

oo wWwN-~O

Zellmorphologie Normal
diffuse Hyperzellularitat
Cloning
Hypozellularitat

WN -0

o

Intensitat der Safranin-O- Normal
Farbung
Gering reduziert
MaRig reduziert
Stark reduziert
Keine Farbung nachweisbar

A WN -

Tabelle 10. Histologische Einteilung des Arthrosegrads abgeédndert nach Mankin (s.o.).

Fir die histologische Auswertung wurde die Urteilsubereinstimmung dreier
unabhangiger Bewerter mittels Krippendorffs Alpha und Kendalls W untersucht. Daftir
wurde in der Software R das Zusatzpackage ,irr“ verwendet (Gamer 2012). Beide
Mafe der Objektivitat nehmen Werte zwischen 0 und 1 an, wobei ein hoher Wert flr
eine hohe Verlasslichkeit der Ubereinstimmung steht. Ab einem Wert von 0.8 geht
man in der Regel von einer hohen Ubereinstimmung aus (Kendall 1962; Krippendorff
1986). Analog der molekularbiologischen Auswertung wurde auch bei der Histologie
ein Wilcoxon Test (s.0.) verwendet um jeweils zwei Gruppen miteinander zu
vergleichen. Zusatzlich erfolgte eine Kontinuitatskorrektur bei der Berechnung. Diese
fuhrt zu einer besseren Naherung der binominalen Verteilung durch die
Normalverteilung. Die Korrektur ist notwendig, wenn die verwendeten Rangsummen

zur Berechnung der Teststatistik keine ganzen Werte annehmen (Rosner 2011).
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3. Ergebnisse

3.1. Molekularbiologische Ergebnisse

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Gruppen (p<0,05) wurden mit einer
Klammer und einem * in den Barplots gekennzeichnet. Zur Legende der Plots gibt es
aulRerdem folgende Anmerkungen bezliglich der Achsenbeschriftungen:

Die Ordinaten beschreiben die jeweiligen Genexpressionen, ermittelt anhand des
berechneten RQ-Wertes. Diese wurden Uber insgesamt drei PCR-Bestimmungen
gemittelt. Die Abszisse enthalt eine nominale Auflistung der verwendeten Proben. Die

Zahlenkodierung wurde, wie in Tabelle 9 ersichtlich, festgelegt (Rosner 2011).

3.1.1. MMP-1
Die statistische Auswertung der MMP-1-Gesamtexpression (Abbildung 23) zeigt in

den Barplots keinen Anstieg nach mechanischer Belastung. Nach alleiniger Zugabe

von IL-1B wurde die MMP-1-Expression hochreguliert, was sich als statistisch

signifikant (p=0,04) erwies. Der Abfall der Expression nach einer Dosis von 1mg/ml

HA ist markant, jedoch nicht signifikant (p=0,06). Zwischen 2 und 4 gibt es keine

statistischen Unterschiede, auch die scheinbar hohere Genexpression bei

gesteigerter Dosis HA zwischen Gruppe 3 und 4 hat keine statistische Signifikanz.
MMP-1 - Expression

100+
.

75+

50+

Expression (RQ-Wert)

25

I—_!_—l

T
0 1

2
Probengruppe

Abbildung 23. MMP-1 Gesamtexpression.

Nach Aufteilung der Proben nach dem K&L-Score kann bei Betrachtung des Grades ||

Abbildung 24) lediglich eine Hochregulierung der MMP-1-Expression nach Zugabe

von IL-1B verglichen mit Gruppe 1 (p=0,22) beobachtet werden. Auch der Anstieg
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nach Zugabe von 3mg/ml HA im Vergleich zu Gruppe 2 ist deutlich, jedoch ohne
statistische Signifikanz (p=0,69).

MMP-1 - Expression Kellgren/Lawrence Il

100 -

Expression (RQ-Wert)

1 Y D =

2 3
Probengruppe

Abbildung 24. MMP-1 Genexpression Kellgren/Lawrence Score Il.

Die Proben mit dem hdheren Arthrosegrad (K&L-Grad V) in Abbildung 25 zeigten
nach alleiniger physikalischer Belastung kein verandertes Expressionsmuster
bezuglich MMP-1. Nach Zugabe von IL-13 kam es zwischen Gruppe 1 und 2 zu einem
Anstieg der MMP-1-Expression (p=0,22), sowie zu einer Downregulation nach
zusatzlicher Gabe von 1mg/ml HA und 3mg/ml HA zwischen Gruppe 2 und 3 (p=0,16)
bzw. zwischen Gruppen 2 und 4 (p=0,44). Diese Unterschiede waren statistisch nicht
signifikant. Es wurden zusatzlich jeweils die Probengruppen 3 und 4 der beiden K&L-
Grade mit einander verglichen, um mdgliche Unterschiede der HA-Wirkung abhangig
vom Arthrosegrad feststellen zu kénnen. Hierbei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied des K&L-Scores auf die Gruppen mit HA-Applikation. Zwischen den
Gruppen 3 des K&L-Score Il und IV (p=0,81) sowie zwischen den Gruppen 4 des
K&L-Score Il und IV (p=0,65) gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied.
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MMP-1 - Expression Kellgren/Lawrence IV
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Abbildung 25. MMP-1 Genexpression Kellgren/Lawrence Score IV.

3.1.2. MMP-2

Die Barplots fur die MMP-2-Gesamtexpressionslevel (Abbildung 26) zeigen eine
relativ homogene Verteilung. Lediglich die alleinige Stimulation mit IL-18 zeigt eine
Hochregulierung der MMP-2-Expression. Hyaluronsaure konnte in diesem Versuch
die Expression von MMP-2 zwar geringfugig bei der héher gewahlten Dosierung
verringern, jedoch waren alle Unterschiede zwischen den Probengruppen ohne
statistische Signifikanz (p>0,05).

MMP-2 - Expression
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Abbildung 26. MMP-2 Gesamtexpression.
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Die Auswertung der Proben mit Arthrose 2. Grades (Abbildung 27) zeigt zwischen
Gruppe 0 und 1 eine statistisch nicht signifikante geringe Downregulation. In Gruppe
2 zeigt sich erneut eine Upregulation der MMP-2 Genexpression (p=0,078). Gruppe
3 (1mg/ml HA) hatte wiederum niedrigere Expressionswerte als Gruppe 2, jedoch ist
dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (p=0,058).

MMP-2 - Expression Kellgren/Lawrence Il
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Expression (RQ-Wert)
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Abbildung 27. MMP-2 Genexpression Kellgren/Lawrence Score Il.

Die MMP-2-Expression bei Arthrose 4. Grades nach K&L (Abbildung 28) zeigte
jeweils verglichen mit Gruppe 2 in Gruppe 3 (p=0,44) und 4 (p=0,32) eine statistisch
nicht signifikante Downregulation der Expression. Eine alleinige physikalische
Belastung der Proben resultierte in einer deutlichen, aber nicht signifikanten
Hochregulierung der MMP-2-Expression (p=0,09).
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MMP-2 - Expression Kellgren/Lawrence IV

Expression (RQ-Wert)
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Abbildung 28. MMP-2 Genexpression Kellgren/Lawrence Score IV.

Auch der Vergleich der beiden Arthrosegrade in Gruppe 3 und 4 miteinander zeigte
keinen wesentlichen Unterschied bezlglich der MMP-2-Expression unter

Hyaluronsaureapplikation.

3.1.3. MMP-13

Das artifiziell erzeugte arthrotische Kultivierungsmileu mit IL-18 bewirkte bei der
MMP-13 Gesamtexpression (Abbildung 29) einen statistisch signifikanten Anstieg
(p=0,00098). Durch Applikation von 1mg/ml HA (Gruppe 3) wurden im Vergleich zu
Gruppe 2 eine statistisch signifikant niedrigere Expression vorgefunden (p=0,007),
ebenso zwischen Gruppe 2 und 4 (p=0,016).
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MMP-13 - Expression
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Abbildung 29. MMP-13 Gesamtexpression.

Nach Unterteilung der Proben nach K&L-Grade zeigte sich bei den Proben mit
geringeren Arthrosegrad (Abbildung 30) zwischen Gruppe 1 und 2 ein deutlicher
Anstieg der MMP-13-Expression (p=0,063). Die zusatzliche Gabe von Hyaluronsaure
konnte eine geringere Genexpression in Gruppen 3 (p=0,094) und 4 (p=0,094)

verglichen mit Gruppe 2 erzielen. Diese Unterschiede waren nicht signifikant.

MMP-13 - Expression Kellgren/Lawrence |
125+

100+

754

504

Expression (RQ-Wert)

25+

2
Probengruppe

Abbildung 30. MMP-13 Genexpression Kellgren/Lawrence Score Il.

Die nach K&L-Grad IV eingeteilten Proben (Abbildung 25) zeigten im Vergleich mit
der Kontrollgruppe 0 nach alleiniger physikalischer Belastung (Gruppe 1) eine

unveranderte Genexpression. Jedoch konnte nach IL-Applikation (Gruppe 2)

46



Ergebnisse

verglichen mit Gruppe 1 eine statistisch signifikant gesteigerte Expression (p=0,031)
erzielt werden. Verglichen mit Gruppe 2 zeigten Gruppe 3 und 4 erneut niedrigere
Expressionslevel, wobei zwischen Gruppe 2 und 3 (p=0,063) und zwischen Gruppe
2 und 4 (p=0,16) keine statistische Signifikanz vorliegt.

MMP-13 - Expression Kellgren/Lawrence IV
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Abbildung 31. MMP-13 Genexpression Kellgren/Lawrence Score IV.

3.1.4. Aggrekan

Vergleicht man, beide Arthrosegrade zusammengenommen (Abbildung 32), die
Kontrollgruppe 0 mit der Gruppe 1 (rein mechanische Belastung), so kann eine leichte
Hochregulierung ohne statistische Signifikanz (p=0,080) festgestellt werden. Nach
Zugabe von Interleukin zum Kulturmedium wurde Aggrekan im Vergleich zur
Probengruppe 1 deutlich und hoch signifikant herunterreguliert (p=0,0034).
Verglichen mit der Kontrolle war diese Downregulation ebenfalls signifikant (p=0,020).

Die Zugabe von Hyaluronsaure zeigte keine signifikante Anderung der Aggrekan-
Expression.
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Aggrekan - Expression
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Abbildung 32. Aggrekan Gesamtexpression.

Bei Betrachtung der Gruppe mit K&L-Grad Il (Abbildung 33) zeigt sich kein
Unterschied im Expressionslevel von Aggrekan bei physikalischer Belastung. Alleinig
die Stimulation mit IL-13 zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied zu Gruppe
1 (p=0,031), sowie zwischen Gruppe 1 und 3 und 1 und 4. (p=0,031). Eine zusatzliche
Applikation von HA zeigt in den Barplots keinen Unterschied.

Aggrekan - Expression Kellgren/Lawrence Il

Expression (RQ-Wert)
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2 3 4
Probengruppe

Abbildung 33. Aggrekan Genexpression Kellgren/Lawrence Score Il.

Beim fortgeschrittenen Arthrosegrad IV zeigt sich ein dhnliches Bild (

Abbildung 34). Die IL-Stimulation zeigte ein statistisch signifikant niedrigeres

Expressionslevel von Aggrekan zwischen Gruppe 1 und 2 (p=0,031). Dieser

Unterschied blieb auch signifikant niedriger bei zusatzlicher HA-Applikation zwischen
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Gruppe 1 und 3 (p=0,031), sowie 1 und 4 (p=0,016). Dartber hinaus zeigt die alleinige
physikalische Belastung eine statistisch signifikante Hochregulierung (p=0,031) der

Aggrekan-Genexpression bei fortgeschrittenem Arthrosegrad.

Aggrekan - Expression Kellgren/Lawrence |V
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Abbildung 34. Aggrekan Genexpression Kellgren/Lawrence Score IV.

Vergleicht man die Arthrosegrade miteinander, so hat der Kellgrenscore zwar keinen
Unterschied auf die jeweiligen Gruppen 1 beider K&L-Grade, aber Gruppe 3 zeigt
eine statistisch signifikant hohere Aggrekan Genexpression (p=0,047) im K&L-Grad
IV verglichen mit Il. Bezuglich der Gruppen 4 ergab sich ein dhnliches Bild jedoch

ohne statistische Signifikanz (p=0,078).

3.1.5. Kollagen Il

Die statistische Auswertung der gesamten PCR-Ergebnisse von Kollagen Il
(Abbildung 35) zeigte ein ahnliches Muster, wie die Untersuchung der Genexpression
von Aggrekan (s.o.). Es zeigt sich, dass die alleinige Belastung im Bioreaktor eine
Hochregulierung der EZM-Komponente Kollagen Il zur Folge hat. Dieser Unterschied
besitzt keine Signifikanz (p=0,091). Wurde zusatzlich zum Kulturmedium Interleukin
gegeben, resultierte dies, verglichen mit Gruppe 1, in einer statistisch signifikanten
Downregulation der Kollagen II-Genexpression (p=0,025). Der Unterschied zwischen
Gruppe 2 und der Kontrolle 0 war statistisch nicht signifikant (p=0,058). Die
Anreicherung des Knorpelmediums mit Hyaluronsaure hat, verglichen mit Gruppe 2
weder in hoher (p=0,30), noch in niedriger Dosierung Auswirkungen auf die Kollagen

Il — Expression (p=0,46).
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Kollagen Il - Expression
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Abbildung 35. Kollagen Il Gesamtexpression.

Nach Aufteilung der PCR-Ergebnisse in die jeweiligen Kellgren/Lawrence Scores
zeigt sich in den Gruppen mit Arthrosegrad 2 ein deutlicher Anstieg der
Kollagenexpression bei physischer Belastung im Bioreaktor (Abbildung 36), jedoch
ohne statistische Signifikanz (p=0,30). Nach Zugabe von IL-1B wurde Kollagen Il
herunterreguliert (p=0,078), was sich auch durch zusatzliche Zugabe von
Hyaluronsdure in niedriger (p=0,78) und hoher Konzentration (p=0,11) nicht

veranderte. Diese Feststellungen haben keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 36. Kollagen Il Genexpression Kellgren/Lawrence Score Il.
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Auch bei K&L-Grad |V zeigt sich ein ahnliches Bild (Abbildung 37) wie bei Grad Il. Die
Belastung im Bioreaktor bewirkt eine Hochregulierung der Kollagen Il — Expression
und Interleukin eine Downregulation. Statistisch signifikant ist lediglich der
Unterschied zwischen Gruppe 1 und 4 (p=0,031).

Kollagen Il - Expression Kellgren/Lawrence |V
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Abbildung 37. Kollagen Il Genexpression Kellgren/Lawrence Score IV.

Vergleicht man die Probengruppen 1 (p=0,94) und 2 (p=0,94) der jeweiligen
Arthrosegrade miteinander, so kann kein statistisch signifikanter Unterschied

bezuglich des K&L-Scores festgestellt werden.
3.2. Histologische Ergebnisse

3.2.1. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte aufgrund der Probenanzahl ohne Unterteilung in
die jeweiligen Arthrosegrade. Bezliglich der drei unabhangigen Beobachter ergab
sich fiur die Gesamtauswertung eine Interobserver-Konkordanz von 0,90, welche
durch Krippendorffs Alpha analysiert wurde. Krippendorffs Alpha ergab fur die
Schnitte vom Arthrosegrad Kellgren und Lawrence |l eine Konkordanz von 0,94, bei
K&L IV ergab die Ubereinstimmung den Wert 0,79. Der Kendall’s Coefficient of
Concordance W ergab fir die Gesamtauswertung 0,92, flr K&L 11 0,93, sowie fur K&L
IV 0,84, woraus sich insgesamt eine hohe Ubereinstimmung beziiglich der drei
unabhangigen Beobachter ergibt. Die Bewertung des Arthrosegrades anhand des

modifizierten Mankin-Scores ergab folgende Mittelwerte:

51



Ergebnisse

Gruppe 0 6,72
Gruppe 1 4,72
Gruppe 2 6,0
Gruppe 3 50
Gruppe 4 8,06

Tabelle 10. Mittelwerte des modifizierten Mankin-Scores der jeweiligen Gruppen.

Histologische Gesamtauswertung
*

10.0 1 I

Gemittelter mod. Mankin-Score

2
Probengruppe

Abbildung 38. Histologische Gesamtauswertung Barplots.

Die statistische Auswertung der histologischen Ergebnisse ist in Abbildung 38
zusammengefasst. Im Gegensatz zur Kontrolle (Gruppe 0) ergab die reine
mechanische Belastung (Gruppe 1) einen niedrigeren Score. Dieser Unterschied war
statistisch nicht signifikant. Die zusatzliche Applikation von Interleuin-1f resultierte in
einem hoheren Punktewert. Obwohl auch dieser Unterschied statistisch nicht
signifikant war, liegt er jedoch mit einem p-Wert von 0,059 sehr nahe an der
statistischen Signifikanz. Eine niedrig dosierte HA-Applikation verringerte zwar den
histologischen Score, es zeigte sich aber keine statistische Signifikanz. Die Erhéhung
des modifizierten Mankin-Scores von Gruppe 2 auf 4 war nicht signifikant (p=0,059).
Zwischen Gruppen mit reiner Belastung (Gruppe 1) und den Gruppen mit einer hohen
Konzentration an Hyaluronsaure (Gruppe 4) ergab der Vergleich einen statistisch
signifikanten Unterschied im modifizierten Mankinscore (p=0,035).
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3.2.2. Histologische Ergebnisse der H.-E.- und Safranin-O-Lichtgriin-

Farbungen

3.2.2.1. Kellgren/Lawrence Il

Im Folgenden werden stellvertretend fir den K&L-Score |l Histologie-Bilder von
Patient 1 aufgeflhrt. Der linke Schnitt ist jeweils mittels H.-E., der rechte mittels
Safranin-O-Lichtgriin angefarbt.

Die in Abbildung 39 dargestellten Kontrollschnitte zeigen in der Safranin-O-
Lichtgrinfarbung durch die blau/grine Anfarbung einen aullerst geringen Anteil an

Proteoglykanen (PG). Die Knorpeloberflache ist stark zerkliftet und unregelmafig.

Abbildung 39. Patient 1: Kontrolle.

Nach mechanischer Belastung (Abbildung 40) zeigt sich durch die intensive Safranin-
Farbung ein hoher Anteil an Proteoglykanen. In den oberen Knorpelschichten ist
jedoch auch dieser deutlich reduziert. Die Knorpeloberflache ist stark unregelmafig
mit insgesamt deutlichem Cloning.

Abbildung 40. Patient 1: mechanische Belastung.

Gruppe 2 (Abb. 41) mit zusatzlicher chemischer Belastung mittels IL-1B zeigt einen
relativ hohen Proteoglykangehalt in den tieferen Knorpelschichten, jedoch reichen die

PG-armen Areale von der Oberflache hier tiefer in das Knorpelgewebe als in
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Gruppe 1 (Abb. 40). Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist hier die Knorpeloberflache

weniger zerkluftet.

Abbildung 41. Patient 1: mechanische und chemische Belastung mit IL-1.

Die in Abb. 42 dargestellte Probengruppe 3 zeigt wiederum einen reduzierteren PG-
Gehalt als Gruppe 2. Die tieferen Schichten zeigen zum einen eine geringere

Safraninfarbung, zum anderen reichen die PG-freien Areale noch weitere in die Tiefe

des Gewebes.

dsa W

Abbildung 42. Patient 1: 1mg/ml HA zusétzlich im Kulturmedium.

Die Probengruppe 4 (Abb. 43) zeigt ein ahnliches Bild wie die Kontrollen (Abb. 39).
Eine sehr geringe Safranin-Farbung ist in einem kleinen Areal zu erkennen,
wohingegen weite Areale blau/grin gefarbt und somit PG-frei sind. Ein Cloning der

Zellkerne ist hier gut zu erkennen.
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e R

Abbildung 43. Patient 1: 3mg/ml zusétzlich im Kulturmedium

3.2.2.2. Kellgren/Lawrence IV
Nachfolgend sind Histologische Schnitte vom K&L-Score IV aufgefuhrt, welche

reprasentativ von Patient Nr. 4 angefertigt wurden. Der jeweils linke Schnitt ist jeweils
immer mit einer H.-E.-Farbung versehen, der rechte mit einer Safranin-O-Lichtgriin-
Farbung.

Die in Abb. 44 dargestellte Probengruppe 0 (Kontrollen) besitzt bis auf die
oberflachlichen Bereiche einen relativ hohen Proteoglykangehalt, was an der recht

intensiven Safraninfarbung zu erkennen ist.
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Abbildung 44. Patient 4: Kontrolle.

Die Gruppe 1 zeigt in Abb. 45 nicht nur einen stark reduzierte Safraninfarbung,
sondern ebenfalls grofle UnregelmaRigkeiten auf der Knorpeloberflache, was

ebenfalls gut in der H.-E.-Farbung zu erkennen ist.
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Abbildung 45. Patient 4: mechanische Belastung.

Die zusatzliche Stimulation mit IL-1B in Probengruppe 2 (Abb. 46) zeigt eine weitere
Reduktion der PG-Anfarbung, welche nun weiter in die tieferen Schichten reicht. Die

Knorpeloberflache hingegen ist hier weitaus regelmafiger.

R
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|

Abbildung 46. Patient 4: mechanische und chemische Belastung mit IL-1.

Abb. 47 zeigt die Probengruppe 3 von Patient 4. Hier Iasst die intensive Safranin-
Farbung auf einen hohen PG-Gehalt zurickschlieBen. Neben der unregelmafigen

Knorpeloberflache ist eine ausgepragte Hypozellularitat des Gewebes erkennbar.

Abbildung 47. Patient 4: 1mg/ml zusétzlich im Kulturmedium.
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Nach Applikation der hohen HA-Konzentration von 3mg/ml zeigt sich in Abb. 48 eine
sehr geringe Safranin-Anfarbung. In dieser Abbildung ist ein deutliches Cloning der

Zellkerne zu erkennen.

Abbildung 48. Patient 4: 3mg/ml zusitzlich im Kulturmedium.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Methoden

Die Arthrose ist eine multifaktorielle Erkrankung, deren Pravalenz durch den
demographischen Wandel zukinftig weiter steigen wird (Zhang und Jordan 2010).
Somit ist nicht nur die Behandlung, sondern auch die Pravention von
gesundheitlichem und 6konomischem Interesse, da die Behandlungskosten mit dem
Schweregrad und dem damit verbundenen héheren Leidensdruck des Patienten
zunehmen (Loza et al. 2009). Da es sich jedoch um eine sehr komplexe Erkrankung
handelt, bei der zahlreiche verschiedene Signalwege, sowie das Zusammenwirken
zwischen lokalen und systemischen Faktoren eine Rolle spielen, sind viele Aspekte
der Pathogenese noch nicht ausreichend erforscht (Zhang und Jordan 2010). Zur
Vereinfachung der Rahmenbedingungen und zur gezielten Beantwortung der
Fragestellung erfolgte in der vorliegenden Studie daher die Kultivierung und
Stimulation der Knorpelproben in einem Bioreaktor. In dieser Konstellation war es
moglich, einzelne Parameter gezielt zu verandern und deren Effekt zu messen.

Dazu wurden fir die vorliegende Studie 14 Patienten im Alter von 63 bis 84 Jahren
eingeschlossen. Der gewahlte Altersbereich liegt damit in den Gruppen der héchsten
Pravalenz und Inzidenz. Obwohl es epidemiologische Unterschiede bei beiden
Geschlechtern gibt, wurden diese im experimentellen Ansatz vernachlassigt (Robert-
Koch-Institut 2013; Zhang und Jordan 2010). Als Auswahlkriterium wurden die
radiologischen Arthrosegrade Il und IV nach Kellgren und Lawrence herangezogen.
Anhand der beiden Arthrosegrade wurden die Proben in zwei gleich grofde Gruppen
aufgeteilt und die in vitro Response dieser osteoarthrotischen Knochen-
Knorpelzylinder auf zwei unterschiedlich hohe Hyaluronsaurekonzentrationen
untersucht. Im vorliegenden Versuchsaufbau war der Einsatz eines Pin-on-Ball-
Bioreaktors mit rhythmischer Be- und Entlastung von entscheidender Bedeutung, um
in vivo Belastungssituationen simulieren zu konnen. Um diesen naher kommen zu
kénnen, wurde in Anlehnung an die Vorgaben von Wimmer et al. ein Bioreaktor
ausgewahlt, welcher den tribolischen Grundsatzen und verschiedenen
Freiheitsgraden des Kniegelenks maglichst nahe kommt. Somit konnten die Knorpel-
Knochenzylinder mittels einer Dreh-Gleitbewegung belastet werden. Um das
arthrotische Milieu ebenfalls vereinfacht zu etablieren, wurde zusatzlich zur Belastung
das Zytokin Interleukin-18 zum Kulturmedium hinzugefugt (Tetlow et al. 2001;
Wimmer et al. 2004). Aufgrund der Mdglichkeit der dreidimensionalen Belastung des
in dieser Studie verwendeten Bioreaktors wurde der komplexe Bewegungsablauf und

die damit verbundene mehrdimensionale Belastung des Knorpels im Kniegelenk im
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Gegensatz zu vielen anderen verwendeten Bioreaktoren bertcksichtigt (Mauck et al.
2000; Grad et al. 2011). Insgesamt wurde somit eine in vitro Simulation erreicht,
welche nahe an die in vivo Verhaltnisse heranrtickt.

Die Stimulation mit IL-18 wurde in diesem Projekt erfolgreich durchgefuhrt, was sich
in der in vitro Response anhand der erhdhten Genexpression der Metalloproteinasen
zeigte. Diese Ergebnisse stehen damit im Einklang mit anderen in vitro Studien,
welche allerdings groRtenteils ohne mechanische Belastung durchgefihrt wurden,
wie z.B. eine Studie von Julovi und Kollegen (Julovi et al. 2004). Nach Erstellung der
arthrotischen Verhaltnisse wurde die metabolische Antwort des arthrotischen
Knorpelgewebes auf mechanische Belastung und Hyaluronsauregabe untersucht,
indem Hyaluronsaure (HA) zum Kulturmedium hinzugegeben wurde. Julovi et at.
konnten in ihrer Studie nachweisen, dass die hinzugefligte Hyaluronsaure in das
Knorpelgewebe eindringen kann (Julovi et al. 2004). Entgegen anderen
Publikationen, in denen lediglich in arthrotischen und nicht-arthrotischen Knorpel
unterteilt wird, wurden in dieser Arbeit die Knorpel-Knochen-Zylinder in Kellgren-
Lawrence Grad Il und IV unterteilt, um mdgliche Differenzen bei unterschiedlich
vorgeschadigtem Knorpel besser detektieren zu konnen (Hiraoka et al. 2011).
Interessant war hierbei der Unterschied zwischen beiden Arthrosegraden
Kellgren/Lawrence Il und IV in der MMP-Auswertung. Zwar waren diese Unterschiede
statistisch nicht signifikant, dennoch aber durchgehend deutlich zu erkennen. Die
Stimulation mit Interleukin zeigte dabei beim K&L-Grad I hdéhere MMP-
Genexpressionswerte als im K&L-Score IV. Diese Beobachtung machten bereits Fan
et al. und weisen auf die Mdglichkeit hin, dass Chondrozyten im spaten
Arthrosestadium schon ausgereizt und moglicherweise nicht weiter stimulierbar sind.
Diese Arbeitsgruppe fand die groRte Stimulierbarkeit mittels IL-18 bei einer
Konzentration zwischen 1ng/ml und 10ng/ml (Fan et al. 2005). Im eigenen
Versuchsaufbau wurde eine Konzentration von 2ng/ml gewahlt, welche somit im von
Fan et al. empfohlenen Bereich liegt. Diese Konzentration von IL-18 wurde von Julovi
et al. ebenfalls verwendet, um in-vitro IL-1B-induzierte Matrixmetalloproteinasen
mittels HA zu supprimieren. Hinsichtlich der HA-Konzentration wird 1mg/ml als
effiziente Dosis angegeben (Julovi et al. 2004). Bezuglich des gewahlten
Molekulargewichts herrschen weiterhin kontroverse Meinungen. In dieser
Dissertation wurde ein Hyaluronsaurepraparat mittleren Molekulargewichts gewahlt
und somit méglicherweise die Vorteile von hoch- und niedermolekularen Praparaten
vereinigt (Colen et al. 2012).

Um die erzielten Effekte hinsichtlich der Genexpressionen erfassen zu kénnen kam

in dieser Arbeit die Polymerasekettenreaktion als tragende Nachweismethode zum
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Einsatz. Die PCR hat als Nachweismethode gegentber der Zymographie den Vorteil,
dass diese eine quantitative Auswertung erlaubt. Die Zymographie als sensitive
Nachweismethode ist im Vergleich zur PCR aufwendiger und nur semiquantitativ
auswertbar (Zucker et al. 1994). Zucker et al. weisen zudem darauf hin, dass die
Zymographie als Nachweismethode sehr gut etabliert sein muss, um reproduzierbare
Ergebnisse liefern zu kénnen. Zudem kann die semi-quantitative Auswertung nur
anhand eines gleichzeitig getesteten Standards erfolgen (Zucker et al. 1994). Die
PCR hat sich dabei zum Nachweis von mRNA des Knorpels zunehmend etabliert,
sodass auch andere Arbeitsgruppen auf den Einsatz der Zymographie verzichtet
haben. In diesen Studien wurden ebenfalls die Genexpressionen von Kollagen Il und
MMP-13, sowie Aggrekan, Kollagen Il, MMP-1, MMP-2 und MMP-13 bei ahnlicher
Fragestellung untersucht (Fan et al. 2005; Mackay et al. 2002; Rutgers et al. 2013).
Jedoch hat auch die PCR ihre Limitierungen. So vermag sie nicht wie die
Zymographie, zwischen aktivem und passivem Enzym zu unterscheiden, da durch
die real-time PCR lediglich mRNA-Expressionslevel nachgewiesen wurden. Die PCR
prasentierte daher immer nur den aktuellen mRNA-Gehalt, nicht jedoch die
Transkription einer RNA in ein Protein. Es ist daher nur mit Vorsicht auf den aktuellen
und tatsachlichen Zellstatus zu schlieen (Bustin 2002). Hinsichtlich der relativ kurzen
Inkubationszeit von funf Tagen im Bioreaktor bergen die von Bustin genannten
Limitationen der PCR (s.o.) fur diese Untersuchung aber auch einen wesentlichen
Vorteil, der fur den vorliegenden Versuchsaufbau schlussgefolgert werden kann. Die
MRNA kann mittels spezifischer Primer direkt nachgewiesen werden, noch bevor das

Protein nach Transkription sezerniert wird (s. Kapitel 1.6).

4.2. Die in vitro Response: Molekularbiologische

Ergebnisse

4.2.1. Matrixmetalloproteinasen

4.2.1.1. MMP-1

Die gemessene MMP-1 Expression zeigte in der Gesamtauswertung sowie nach
Unterteilung in die beiden Kellgren und Lawrence Arthrosegrade den gleichen Trend.
Wahrend eine rein mechanische Belastung kaum Einfluss auf die MMP-1-Expression
zu haben schien, zeigte sich ein Anstieg nach IL-1 3 -Stimulation. Julovi et al. konnten
die Genexpression von MMP-1 ebenfalls mittels IL-1B3 steigern (Julovi et al. 2004).

Obwohl der IL-1 Anstieg in unserer Studie nur in der Gesamtauswertung statistisch
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signifikant war, konnten Fan et al. in ihrer Verdffentlichung zeigen, dass
matrixdestruierende Enzyme wie MMPs unter einer starken Induktion von IL-1f3
stehen. Diese Arbeitsgruppe konnte jedoch einen noch grofReren regulatorischen
Effekt von Interleukin-6 nachweisen, was die komplexen molekularbiologischen
Ablaufe im Rahmen einer Arthrose unterstreicht (Fan et al. 2005).

Des Weiteren zeigte sich in der Gruppe mit 1mg/ml HA eine Herabregulierung der
MMP-1-Expression. Zu diesem Ergebnis kamen ebenfalls Julovi et al. Nach einer HA-
Behandlung analysierten sie dabei nicht nur das in Chondrozyten produzierte MMP-
1 mittels Immunfluoreszenz, sondern =zusatzlich sezerniertes MMP-1 (ber
Immunblotting im konditioniertem Medium (Julovi et al. 2004).

In der eigenen Studie war auffallend, dass 3mg/ml HA, also eine relativ hohe Dosis
Hyaluronsaure, eine zwar statistisch nicht signifikante, aber deutlich hoéhere
Expression an MMP-1 lieferte als die niedrigere Dosis HA. Dies konnte auf einen
moglichen schadlichen Effekt von Hyaluronsaure hinweisen. In der Literatur herrscht
ebenfalls keine Einigkeit dartiber, ob Hyaluronsaure einen herabregulierenden Effekt
besitzt. So wurden mit niedermolekularer Hyaluronsaure (800 kDa) zum einen
herabregulierende Ergebnisse erzielt (Julovi et al. 2004). Zum anderen wurde im
Osteoarthrose-Modell auf Grundlage von Chondrosarkomzellen eine MMP-1-
induzierende Wirkung von HA mit niedrigem Molekulargewicht nachgewiesen,
wohingegen ein hohes Molekulargewicht einen gegenteiligen Effekt hatte (Chang et
al. 2012). Daruber hinaus existieren auch Berichte Uber eine ausbleibende Wirkung

bei niedermolekularem HA im Tierexperiment (Han et al. 1999; Qiu et al. 2005).

4.2.1.2. MMP-2

Die Messungen der MMP-2 Expressionen zeigten sowohl in der Gesamtauswertung
als auch im K&L-Score Il recht gleichmalig niedrige Expressionslevel ohne grolie
Unterschiede zwischen den Gruppen. Lediglich der Trend der Auswirkungen von IL-
1B und HA auf das Knorpelgewebe ist mit den Ergebnissen von MMP-1 vergleichbar.
Dieser war jedoch in wesentlich geringerer Auspragung und ohne statistische
Signifikanz. Anders als bei MMP-1 ergab die Applikation von Hyaluronsaure eine
deutliche, aber statistisch nicht signifikante Herabregulierung der MMP-2 Expression.
Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch die Arbeitsgruppe um Wang et. al, welche
durch Analyse humaner Synovialflissigkeit aus arthrotischen Gelenken zeigen
konnte, dass hochmolekulare HA das Expressionslevel von MMP-2 supprimieren
kann. Dieser Effekt war nach Zugabe von IL-1B geringer als ohne die chemische

Stimulation mit IL. Die deutlichsten Unterschiede zur Kontrollprobe wurden mit HA-
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Konzentrationen von 100ug/ml und 1mg/ml erzielt, wobei eine Konzentration von
10ug/ml HA nach IL-Zugabe keinen Einfluss hatte (Wang et al. 2006). Andere
Publikationen kamen ebenfalls zu dem Schluss, dass MMP-2 einer eher schwachen
externen Regulierung unterliegt. So konnten Fan et al. zeigen, dass sich hinsichtlich
MMP-2-Expression im arthrotischen Knorpel unabhangig von der gewahlten IL-1[3-
Konzentration keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle ergeben (Fan et al. 2005). Von Lemos et al. konnte hingegen
im Tiermodell eine signifikante Downregulation von MMP-2 durch Hyaluronsaure
nachgewiesen werden (Lemos et al. 2015).

Auffallig waren die PCR-Ergebnisse bei fortgeschrittenem Arthrosegrad der eigenen
Untersuchungen. Hier zeigte sich bei den mit HA inkubierten Proben, wie bei Lemos
et al.,, eine Downregulation. Eine mechanische Belastung hatte im eigenen
Experiment zudem eine Erhéhung der MMP-Expression zur Folge (Lemos et al.
2015). Ahnliche Ergebnisse wurden, ohne mechanische Belastung, jedoch bereits
von Aigner et al. vorbeschrieben. Eine Upregulation von MMP-2 wurde dabei erst bei
fortgeschritten = geschadigtem  Knorpelgewebe gefunden. Hieraus kann
schlussgefolgert werden, dass diese Diskrepanz moglicherweise daran liegt, dass der
MMP-2-Metabolismus in der vorliegenden Versuchskonstellation unter Belastung und
bei fortgeschrittener Arthrose gegeniber IL-1B3 erst im Verlauf suszeptibler werden
konnte (Aigner et al. 2001; Lemos et al. 2015).

Eine andere Studie von Jeon et al. berichtet, dass eine mechanische Belastung von
Knorpelgewebe eine Erhdhung der MMP-2-Genexpression bewirkte, welche jedoch
nicht mit der im Kulturmedium gemessenen Proteinmenge korrelierte. Hierbei fanden
sich sogar gegenteilige Effekte hinsichtlich der MMP-2- und proMMP-2-Menge. Die
Arbeitsgruppe wies jedoch darauf hin, dass zwischen gemessener Genexpression
und dem Vorhandensein des Genprodukts keine Ubereinstimmung herrschen muss,
zumal die mRNA aus kurzzeitig belasteten Proben gewonnen wurde und die MMP-2-
Menge aus dem gepoolten Medium von Proben mit zweiwochiger Langzeitbelastung
bestimmt wurde. Als weitere Determinante bezuglich einer Up- oder Downregulation
von der MMP-2-Proteinmenge im Medium wird von Jeon et al. eine in ihrem Versuch
durchgefiihrte Vorinkubation genannt. Bei dieser wurden unter mechanischer
Belastung niedrigere Mengen von MMP-2 im Medium gefunden. Als mdgliche
Ursache wird eine Art perizelluldre Matrix mit hohem Gehalt an Kollagen VI genannt,
welche sich wahrend der Vorkultivierung um die Chondrozyten bildet. Diese soll

wiederum als chondroprotektive Schicht agieren (Jeon et al. 2013).
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4.2.1.3. MMP-13

Reboul et al. konnten bereits 1996 einen Zusammenhang zwischen Arthrose und
einem erhohten Level von MMP-13-mRNA feststellen. Zudem stellten sie die
Vermutung auf, dass diese Erhéhung durch IL-18 und TNF-a mitbedingt ist (Reboul
et al. 1996). Der Zusammenhang zwischen IL-18 und erhéhten MMP-13-Level
konnte unter anderem von Aigner et al. bestatigt werden (Aigner et al. 2001). Little et
al. zeigten darUber hinaus anhand von MMP-13 Knock-out-Mausen, dass diese bei
chirurgisch induzierter Arthrose im Vergleich zu Wildtyp-Mausen einen geringeren
Proteoglykanverlust und Knorpelschadigung aufweisen (Little et al. 2009).

Nimmt man beide Kellgren-Grade dieser Studie zusammen, so zeigte sich eine
statistisch signifikante Erhdhung der MMP-13 Expression nach Stimulation mit
Interleukin-1-B. Das beabsichtigte arthrotische Milieu konnte also erfolgreich etabliert
werden. Nach Applikation von Hyaluronsdure konnte bei beiden gewahlten
Konzentrationen (1mg/ml und 3mg/ml) eine statistisch signifikant geringere MMP-13-
Expression festgestellt werden. Die Arbeitsgruppe um Julovi et al. konnte &hnliche
Ergebnisse nachweisen und stiitze sich bei ihrer Auswertung auf Immunoblottings zur
Bestimmung von sezernierter MMP-13 und Immunofluoreszenz-Analyse flr
intrazellulare MMP-13. Nach Applikation von IL1-B lieRen sich die MMP-13-Level
mittels Hyaluronsaure reduzieren. Es zeigten sich dabei niedrigere Werte je hoher die
Konzentration an Hyaluronsaure gewahlt wurde. Als ein mdglicher Pathway wurde
dabei das Protein CD44 identifiziert, welches als einer der wichtigsten Rezeptoren fur
HA in Chondrozyten fungiert. Die Bindung von HA an diesen Rezeptor blockierte
wiederum den p38-MAPK-Signalweg, welcher die MMP-13-Transkription inhibierend
beeinflusste (Julovi et al. 2011). Dieser Effekt konnte von Julovi et al. auch ohne
mechanische Belastung nachgewiesen werden, woraus geschlossen werden kann,
dass eine mechanische Belastung hinsichtlich der MMP-13-Expression eher eine
untergeordnete Rolle zu haben scheint (Julovi et al. 2011). Jedoch hatte eine
mechanische Belastung arthrotischer Kniegelenke im Tiermodell in einer Studie von
Hamamura herabregulierende Effekte hinsichtlich der MMP-13-Aktivitat (Hamamura
et al. 2013). Zudem konnten auch Jeon et al. nachweisen, dass mechanisch belastete
Chondrozyten signifikant weniger MMP-13 exprimieren, ohne jedoch den
Entnahmeort weiter hinsichtlich eines Arthrosegrades zu spezifizieren. Die
Auswertung erfolgte dabei nach 2 und 4 Wochen, bei der beide Male eine Reduktion
der MMP-13-Expression unter Belastung festgestellt wurde. Dabei war diese
Downregulation erst im Verlauf ausgepragter (Jeon et al. 2013). Insgesamt bleibt der
Effekt von Hyaluronsdure nicht nur auf das Knorpelgewebe selbst beschrankt.

Hiraoka et al. konnten am Tiermodell eine positive Wirkung von Hyaluronsaure Gber
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das Knorpelgewebe hinaus am subchondralen Knochen feststellen. In ihrer Arbeit
zeigten sie ebenfalls, dass Hyaluronsaure die Expression von MMP-13 vermindert.
Der gewahlte Untersuchungszeitraum betrug hierbei insgesamt 10 Wochen (Hiraoka
et al. 2011). Somit waren moglicherweise noch deutlichere Ergebnisse in der eigenen
Studie, vor allem in Hinblick auf die Unterteilung in die K&L-Grade, bei einem langer

gewahlten Untersuchungszeitraum denkbar.

4.2.2. Extrazellulare Matrix Bestandteile

4.2.2.1. Aggrekan

Fan et al. publizierten, dass unter artifiziellen arthrotischen Bedingungen durch
Stimulation mit IL-1B Kollagen Il sowie Aggrekan downreguliert werden (Fan et al.
2005). Diese Feststellungen konnten ebenfalls in der eigenen Studie, auch unter
zusatzlicher mechanischer Belastung, bestatigt werden.

Die alleinige mechanische Belastung durch den Bioreaktor ergab nach statistischer
Auswertung durchgehend einen Trend zur Erhdéhung der EZM-Komponenten
Aggrekan und Kollagen Il, was mit der Publikation von Schatti und Kollegen korreliert.
In dieser wird beschrieben, dass Kompression und Scherkrafte, ohne Zugabe
zusatzlicher Wachstumsfaktoren, eine signifikante Upregulation von Bestandteilen
der EZM in vitro bewirken. Bei ihren Analysen fanden sie die effizienteste
Upregulation der EZM Bestandteile bei Kombination aus Kompression und
Abscherrkraften vor, welche weitaus effizienter war als die Applikation von nur einer
Belastungsart. Diese Vorgaben einer komplexen mechanischen Belastung konnten
in der eigenen vorliegenden Studie mit dem verwendeten tribolischen Pin-on-Ball-
Bioreaktor ebenfalls erflllt werden (Schatti et al. 2011). Die Aggrekan-Genexpression
wurde dabei im K&L-Grad IV bei mechanisch belasteten Proben im Vergleich zu den
Kontrollproben statistisch signifikant hochreguliert. Torzilli et al. konnten im
Tierexperiment unter IL-1a- und mechanischer Belastung sogar eine Reduktion des
Verlustes von Proteoglykanen nachweisen, was fur einen protektiven Effekt durch
mechanische Belastung spricht (Torzilli et al. 2011).

Die Untersuchung beider Kellgrengrade zusammengenommen ergab hinsichtlich der
Aggrekan-Genexpression durch HA-Applikation keine zusatzliche Steigerung der
Genexpression. Es zeigte sich jedoch auch keine weitere Downregulierung.
Hyaluronsdure scheint daher keinen wesentlichen Effekt zu haben. Torzilli et al.
untersuchten zuséatzlich den Verlust von Proteoglykanen pro Tag. Auffallig hierbei
war, dass alleinige Belastung keinen Unterschied bewirkte, sondern erst zusammen

mit IL-18 den Verlust pro Tag zu reduzieren vermochte. So kdnnte man anhand dieser
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Studie annehmen, dass eine Wirksamkeit einer HA-Applikation erst bei
vorgeschadigtem Knorpelgewebe eintritt und der IL-13-Stoffwechsel einen moglichen
Angriffspunkt far HA darstellt (Torzilli et al. 2011).

Eine statistisch signifikant hdhere Genexpression bei einer Konzentration von 1mg/ml
HA im fortgeschrittenen K&L-Grad IV als im Grad I, steht insgesamt méglicherweise
in Einklang mit oben genannten Feststellungen von Torzilli et al. Demnach konnte
vorgeschadigter Knorpel, in der eigenen Studie anhand der Ergebnisse von K&L-IV
erkennbar, suszeptibler gegentber Stimulationen mit Hyaluronsaure sein (Torzilli et
al. 2011). Aigner et al. untersuchten die zonalen Unterschiede des
Knorpelmetabolismus und stellten dabei groRe Unterschiede abhangig von der
jeweiligen Schichttiefe fest. In ihrer Arbeit fanden sie eine wesentlich héhere Aktivitat
in tiefen Knorpelschichten fir Kollagen Il und Aggrekan vor, wobei die Auspragung
fur Letzteres geringer ausfiel. Arthrotisches Knorpelgewebe zeigte zudem einen
ausgepragteren Turnover, sodass die Kollagen-Expression ohnehin bereits
hochreguliert sein konnte (Aigner et al. 1997). In dieser Arbeit zeigten sich leicht
erhdhte Werte bei fortgeschrittenem K&L-Score nach HA-Applikation unter artifiziell
erzeugtem arthrotischen Milieu mit IL-18, was nun zum einen durch eine
vorbestehende hohe Kollagen-Genexpression, oder zum anderen durch die

Applikation von HA zu erklaren ware.

4.2.2.2. Kollagen Il

Kollagen Il wies, verglichen mit den Ergebnissen der Analyse der Aggrekan-Daten,
ahnliche Expressionsmuster vor. Dabei wurde Kollagen Il unter Belastung deutlich,
aber ohne statistische Signifikanz hochreguliert. Des Weiteren konnte, analog zu den
oben genannten anderen Ergebnissen, durch IL-13 die Expression statistisch
signifikant downreguliert werden. Dies kann als erfolgreiche Etablierung des
osteoarthrotischen in vitro-Modells gewertet werden. Im Gegensatz zu den
vorhergehenden Ergebnissen, konnte bei der Auswertung der Kollagen II-Daten nach
Applikation von Hyaluronsdure kein statistisch signifikanter Unterschied
nachgewiesen werden.

Im eigenen Projekt fand sich eine deutliche Hochregulierung von Kollagen Il unter
alleiniger mechanischer Belastung. Die eigenen Ergebnisse bestatigend, konnten
Juhasz et al. namlich zeigen, dass das richtige Ausmal an mechanischer Belastung
durchaus positive Effekte auf die Chondrogenese zeigt. Als mdgliche Signalwege
wurden im Tiermodell eine verminderte Expression von Proteinkinase A sowie eine
reduzierte Aktivitat der Proteinphosphatase 2A identifiziert (Juhasz et al. 2014). Nach
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Unterteilung in die beiden Kellgren und Lawrence Grade zeigte sich ein dhnlicher
Trend, aber ohne statistische Signifikanz. Eine mechanische Uberbelastung hingegen
ist als Risikofaktor fur das Fortschreiten einer Arthrose bekannt, sodass klinisch bei
ubergewichtigen Patienten die Empfehlung zur BMI-Reduktion ausgesprochen wird
(Anandacoomarasamy et al. 2012; Lohmander et al. 2009). Dem gegenuber wird aber
auch eine geringere Bedeutung des Body-Mass-Indexes hinsichtlich der Progression
von Arthrose diskutiert, wenn diese durch Fehlistellungen bedingt ist (Felson et al.
2004).

Gonzales-Fuentes et al. stellten nach intraartikularer Injektion bei Gonarthrose eine
Erhéhung von Collagen type-ll C-telopeptide im Urin, ein Marker flr
Knorpeldestruktion und Krankheitsprogression, fest. Obwohl sich die klinische
Symptomatik unter Hyaluronsduretherapie in Hinblick auf Schmerzempfinden
verbesserte, stellte diese Arbeitsgruppe die Vermutung auf, dass sich die klinische
Verbesserung auf Kosten des Knorpelgewebes hinsichtlich seiner EZM-Bestandteile
einstellt (Gonzalez-Fuentes et al. 2010). Da Kollagen Il ein Zielsubstrat fur MMP-1
darstellt, waren diese Ergebnisse mit den eigenen vereinbar, auch aufgrund der
héheren Expressionswerte von Kollagen Il bei der niedriger gewahlten Konzentration
von 1mg/mlim K&L-Score Il. Die vorgefundene verminderte Expression von Kollagen
Il bei 3mg/ml HA Iasst sich jedoch mit der erhéhten MMP-1-Expression damit nicht
erklaren (Mitchell et al. 1996). In den eigenen Untersuchungen verringerten 3mg/ml
Hyaluronsaure zwar im Gegensatz zur alleinigen IL-1B-Applikation nicht die Kollagen
[I-Expression. Im K&L-Grad IV war jedoch Kollagen Il in der Gruppe mit 3mg/ml HA
im Medium verglichen mit der alleinigen mechanischen Belastung statistisch
signifikant niedriger exprimiert. Zusammen mit der Upregulation von MMP-1 bei der
hoheren HA-Konzentration muss, wie von Gonzales-Fuentes et al. diskutiert, an eine
schadliche Wirkung von HA selbst gedacht werden (Gonzalez-Fuentes et al. 2010).
Aigner et al. stellten schon die Vermutung auf, dass fortgeschritten geschadigte
Chondrozyten eine gesteigerte Kollagenexpression und Turnover zeigen (Aigner et
al. 2001). Neugebildetes Kollagen erfahrt damit im arthrotischen Knorpel verglichen
mit gesundem Vergleichsgewebe einen schnelleren Abbau, wobei MMP-1 dabei eine
entscheidende Rolle zukommt (Dahlberg et al. 2000). Eine mdgliche
Schlussfolgerung fir das erniedrigte Expressionslevel von Kollagen Il bei gleichzeitig
erhdhter Genexpression von MMP-1 ware, dass durch die Vorschadigung des
Knorpels MMP-1 noch hochreguliert war. Die Kollagen II-Expression dagegen kénnte
sich schon an die Stimulation mit HA angepasst haben und war daher erniedrigt.

Daneben sind im arthrotischen Gelenk am Kollagenmetabolismus aber noch weitere
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Proteasen beteiligt, sodass das gesamte System um ein vielfaches komplizierter sein
durfte (Dejica et al. 2012).

4.3. Histologische Ergebnisse

Die Analyse der Interobserver-Konkordanz mittels Krippendorffs Alpha ergab in der
Gesamtauswertung eine Ubereinstimmung von 0,897. Des Weiteren betragt die
zusatzlich dber Kendall’'s Coefficient of Concordance W berechnete Konkordanz
0,917. Beide Ergebnisse sprechen fiir einen hohen Grad der Ubereinstimmung,
sodass die dreifache histologische Auswertung als verlasslich angesehen werden
kann. Auffallig dabei ist, dass die mechanische Belastung durchaus positive Effekte
auf den Knorpel hatte, was an den niedrigeren Punktewerten des Mankin-Scores zu
sehen ist. Auch bei Stimulation mit Interleukin zeigte sich durchwegs ein Anstieg des
Punktewertes im Sinne einer Schadigung des Knorpels, wohingegen sich dieser mit
1mg/ml HA nicht wieder reduzieren lie3. Jedoch bewirkte die Stimulation, analog zu
den Ergebnissen der Molekularbiologie, bei dieser Konzentration keine
Verschlechterung des histologischen Arthrosegrades. Bemerkenswert ist, dass auch
in der Histologie die Hyaluronsaureapplikation von 3mg/ml negativere Werte bezogen
auf den Arthrosescore ergab, als die Applikation von 1mg/ml. Diese Ergebnisse
wirden ebenfalls die von Gonzalez-Fuentes et al. in Betracht gezogene Mdglichkeit
einer schadlichen Wirkung von Hyaluronsaure miteinschlieRen (Gonzalez-Fuentes et
al. 2010). Aufgrund der niedrigen Fallzahl sind hierzu nur vorsichtige Aussagen zu
treffen, jedoch scheint der Unterschied wiederum im fortgeschrittenen
Kellgren/Lawrence-Grad |V ausgepragter zu sein.

Der Vergleich histologischer Ergebnisse mit Genexpressionsmustern arthrotischer
Knorpel allgemein muss kritisch betrachtet werden. Stove et al. berichten in ihrer
Studie zwar Uber eine positive Korrelation zwischen Befunden in der radiologischer
Bildgebung und histologischer Auswertung, sowie Uber eine positive Korrelation
zwischen Kellgren-Lawrence-Score und der Proteoglykangehalt. Zwischen der Hohe
der MMP-13 oder Aggrekan-Genexpression und histologisch festgelegtem Mankin-
Scores konnte von ihnen jedoch keine Korrelation ermittelt werden (Stove et al. 2006).
Bericksichtigt man hierzu den physiologischen Gehalt von Hyaluronsaure, so wird
dieser in der Synovialflissigkeit mit etwa 2-4mg/ml angegeben (Scott et al. 2000).
Erhéht man nun den Gehalt von Hyaluronsaure zusatzlich, so kénnten durch das
Uberangebot kurzfristig knorpeldegradierende Proteasen induziert werden, um

mdglicherweise eine Homdostase im Knorpel-Turnover wiederherzustellen. Die
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Induktion von MMPs durch Hyaluronsaure uber den CD44-Rezeptor ist bisher nur von
Hyaluronsaure-Oligosacchariden bekannt, welche kompetitiv an diesen Rezeptor
binden und damit eine Signalkaskade aktivieren, welche gegensatzlich zur Wirkung

von hochmolekularem Hyaluron ist (Ariyoshi et al. 2012).

4.4. Hyaluronsaure in der Arthrosebehandiung

Die Hyaluronsaurepraparate, welche zur Therapie der Gonarthrose zu Verfigung
stehen, sind in verschieden hohen Molekulargewichten erhaltlich. Bezuglich
therapeutischer Effizienz, Nutzen und Schaden hinsichtlich des molekularen
Gewichts herrscht noch immer keine Einigkeit. Die systematische Ubersichtsarbeit
von Colen et al. Uber randomisiert kontrollierte Studien kam zu dem Ergebnis, dass
auch ein Placeboeffekt in den klinischen Auswertungen einen erheblichen Effekt von
bis zu 30% betragt und somit oftmals mit HA kein zusatzlicher Benefit erreicht wird.
Vergleiche zwischen verschiedenen Produkten sind aufgrund des unterschiedlichen
Studiendesigns nur sehr eingeschrankt maéglich. Das in der vorliegenden Studie
verwendete Praparat von TRB Chemedica Ostenil wird mit einer Verbesserung der
klinischen Symptome von ca. 80% bezogen auf eine Schmerzskala angegeben
(Colen et al. 2012). Dabei zeigte vor allem niedermolekulare Hyaluronsaure keinen
Vorteil gegenuber Placebokontrollen mittels Injektionen mit physiologischer
Kochsalzlosung (DeGroot et al. 2012). Diesen Ergebnissen widersprechend haben
Gigante et al. klinische Erfolge mit Hyaluronsduren mit niedrigem Molekulargewicht
hinsichtlich Schmerzreduktion und Funktionsverbesserung erzielen kénnen. Somit
kann nicht davon ausgegangen werden kann, dass mittel- und hochmolekulare
Hyaluronsauren in der klinischen Anwendung grundsatzlich den niedermolekularen
uberlegen seien (Gigante und Callegari 2011). Die Wirksamkeit von Hyaluronsaure
mittleren und hohem Molekulargewichts wurde hinsichtlich einer Verbesserung von
Bewegungseinschrankung und Schmerzen durch Gonarthrose in einer randomisiert-
kontrollierten prospektiven Studie von Maheu et al. als gleichwertig eingeschatzt
(Maheu et al. 2011). Die kurzlich veroffentlichte Arbeit von Band et al. ergab nach
Untersuchung der Synovialflissigkeit in osteoarthrotischen Kniegelenken, dass ein
niedriges Molekulargewicht von Hyaluronsaure darin mit einem rapiden Fortschreiten
der Gonarthrose assoziiert ist. Daruber hinaus zeigte sich bei
Hyaluronsaurepraparaten mit einem héheren Molekulargewicht eine Reduktion der

klinischen Schmerzsymptomatik (Band et al. 2015).
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4.5. Anregungen und Limitierungen

In dieser Studie konnte, aufgrund der erzielten Ergebnisse und nach Vergleich dieser
mit anderen Publikationen, ein gutes in vitro Modell etabliert werden. Zusatzlich
konnten weitere Erkenntnisse tber den Knorpelmetabolismus und dessen Verhalten
auf chemische und mechanische Stimuli gewonnen werden. Wie jede
Forschungsarbeit zeigt auch diese Studie Moglichkeiten der Optimierung fir
nachfolgendende Forschungsprojekte auf. So ware vor allem die Patientenzahl von
N=14 zu erhéhen, um eine noch aussagekraftigere statistische Auswertung zu
erreichen. Womadglich wirden Unterschiede zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen besser erkennbar sein. Zusatzlich ware zu erwarten, dass mit
zunehmender Patientenzahl auch die Varianz der Ergebnisse kleiner ausfallen wiirde.
Die initiale Limitierung der isolierten mRNA-Menge, welche durch Praamplifizierung
geldst wurde, kdnnte durch groRere Samples vermieden werden. Dadurch ware eine
genauere Untersuchung des Knorpel und gegebenenfalls der verschiedenen
Knorpelschichten mdglich, welche pro Schicht verschiedenartig ausgepragte
Stoffwechselprofile und MMP-Konzentrationen zeigen (Burrage et al. 2006). So sind
Bestandteile der EZM besonders in oberflachlichen Schichten bei chemischer
Belastung mit IL mehr betroffen als in tiefen Schichten, was durch mechanische
Belastung kompensiert werden kénnte (Torzilli et al. 2011). Des Weiteren zeigt der
hyaline Knorpel des Kniegelenks eine landkartenartige Stoffwechsel-Topographie
auf, welche besonders unter mechanischer Belastung ausgepragt ist. Es ist daher
eine neue Definition der Entnahmeorte zu Uberdenken. Das von Salzmann et al.
ausgewahlte Areal des Kondylus entspricht jedoch den Entnahmeorten dieser Studie
(Salzmann et al. 2011).
Weiterhin kann die ebenfalls angelegte Dauer der Stimulation von funf Tagen nach
vier Tagen Vorkultivierung variiert werden, um die unterschiedliche in vitro Response
der Probengruppen besser detektieren zu konnen. Diese kann sich moglicherweise
zum Teil erst nach Wochen einstellen (Hiraoka et al. 2011).
Als Limitierung dieser Studie muss ebenfalls eine fehlende Nachweismethode zur
Unterstitzung der in der PCR gefundenen Ergebnisse angefuhrt werden. Als
Mdglichkeiten stehen vor allem die Zymographie, sowie eine Immunofluoreszenz zur
Auswahl, welche in anderen Publikationen zur Anwendung kamen (Hiraoka et al.
2011; Julovi et al. 2011). Zur Proteinmessung wuirde sich auRerdem das ELISA
anbieten, womit zum einen das Knorpelgewebe, zum anderen das Kulturmedium
untersucht werden koénnte (Zucker et al. 1995). Hierdurch lieRen sich prazisere
Aussagen Uber die Differenz bezlglich Geninduktion und umgesetzten Genprodukt
treffen (Jeon et al. 2013; Vilmar et al. 2012).
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Aufgrund der Tatsache, dass Hyaluronsdure den Knorpelstoffwechsel bis zur
Knochen-Knorpelgrenze beeinflusst, ware eine gesonderte Analyse der Knochen-
Knorpelgrenze auf einen von Hyaluronsaure beeinflussten Metabolismus interessant.
Im in-vitro Tiermodell zeigte sich nach Stimulation von IL-18 und Applikation von
Hylan G-F-20 sogar eine positive Auswirkung auf Gelenkosteophyten, indem sich

deren Formation reduzieren liel} (Hiraoka et al. 2011, Li et al. 2012).

4.6. Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die zahlreichen Publikationen zu
diesem Themenkomplex zeigen sowohl neue Erkenntnisse Uber den
Knorpelmetabolismus als auch neue Moglichkeiten fir die zuklnftige Therapie der
Arthrose auf. Es konnten dabei viele unbekannte Determinanten im
Hyaluronsaurestoffwechsel extern applizierter Praparate gefunden werden. So
hemmt Hyaluronsaure nicht nur einen NO-induzierten Entziindungsprozess, sondern
verhindert eine Dedifferenzierung von Chondrozyten (Peng et al. 2010). Mittlerweile
ist ebenfalls bekannt, dass Hyaluronsaure tUber ihrer Hauptrezeptor CD44 in der Lage
ist, die Transkription von MMP-13 zu reduzieren. Auf3erdem wird p38 dosisabhangig
in seiner Aktivitdt gehemmt, was die IL-induzierte MMP-13 Expression ebenfalls
runterreguliert. Auch die Erforschung der Erkrankung und ihrer Pathomechanismen
zeigte, dass mit Fortschreiten der Arthrose sich der Abbau von Kollagen II, der sich
initial hauptsachlich an der Knorpeloberflache abspielt, zunehmend intensiver und in
tieferen Schichten des Knorpels fortzusetzen scheint (Dejica et al. 2012). So ware es
fur die zukunftige Arthrosetherapie denkbar, dass diese sich nicht nur an den
Unterschieden des Metabolismus der verschiedenen Knorpelschichten orientiert,
sondern daruber hinaus eine stadiengerechte Therapie ermaoglicht.

Bezuglich der applizierbaren Hyaluronsaurepraparate werden Hexadecylamid-
Derivate den herkébmmlichen niedermolekularen Wirkstoffen als Uberlegen
beschrieben und kdnnten somit eine mdgliche Alternative darstellen (Smith et al.
2013). Vielversprechende therapeutische Effekte scheint zudem Honokiol zu haben,
welches aus der Rinde der Magnolia officinalis gewonnen wird. In vitro
Untersuchungen  konnten einen  deutlichen  antiinflammatorischen  und
chondroprotektiven Effekt aufzeigen, indem Signalwege proinflammatorischer
Zytokine durch Blockade des NFkB-Transkriptionsfaktors gehemmt werden. Dadurch
kann eine zentrale knorpeldegradierende Protease, MMP-13, in ihrer Genexpression

und Aktivitat blockiert werden (Chen et al. 2014). Ahnliche Ergebnisse konnte ebenso
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die Verwendung von plattchenreichem Plasma in der Chondrozytenkultur erreichen
und wird mit der Applikation von Hyaluronsaure verglichen (Sundman et al. 2014). Als
weiteres Phytotherapeutikum zeigte WIN-34B, ein Extrakt aus der Linoricum
japonicum, eine Erhéhung der Glykosaminoglykan und Aggrekan — mRNA-Menge
(Huh et al. 2012).

Auch die Forschung im Bereich der Genetik zur Entstehung und Vererbung von
Arthrose trugen dazu bei, die Erkrankung als multifaktorielles Geschehen zu
verstehen. Neben bereits bekannten Signalwegen hatten Genanalysen ergeben,
dass bestimmte Gene an der Vererbung von Arthrose beteiligt sind (Chen et al. 2010;
Bruyére et al. 2015). Dariber hinaus sind einzelne Allelvarianten des NFkB-
Transkriptionsfaktors identifiziert worden, die vermehrt mit hohen CRP-Werten und
damit mit der Entwicklung von Arthrose in Verbindung gebracht werden (Hulin-Curtis
et al. 2013). Aulterdem werden aktuell mehrere Single Nucleotide Polymorphismen
(SNP) mit Gonarthrose assoziiert, welche mit weiteren genetischen Faktoren
kombiniert, moglicherweise herangezogen werden kénnen, um den Verlauf der
Erkrankung vorherzusagen (Blanco et al. 2015). Das Wissen Uber diese genetischen
Unterschiede konnte zuklnftig die Behandlung der Arthrose nicht nur

individualisierter, sondern auch noch gezielter und effizienter gestalten.
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5. Zusammenfassung

Die Entstehung und das Fortschreiten von Arthrose ist ein multifaktorielles
Geschehen, was mehrere Ansatzpunkte flr die Therapie erlaubt. Ein anerkannter und
etablierter Teil der Arthrosebehandlung ist die Applikation von Hyaluronsaure (HA).
Dabei ist HA nicht nur in der Lage, das erkrankte Gelenk gleitfahiger zu machen,
sondern scheint ebenfalls metabolisch wirksam zu sein. Wichtige Einflussfaktoren bei
der Pathogenese von Arthrose sind Matrixmetalloproteinasen (MMPs).

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, nach Etablierung eines geeigneten in vitro
Arthrosemodells, den metabolischen Einfluss von Hyaluronsdure auf
Matrixmetalloproteinasen wahrend einer physiologischen Belastung zu untersuchen.
Dazu erfolgte nach Gewinnung osteoarthrotischer Knochen-Knorpelzylinder die
Kultivierung mit mechanischer und chemischer Belastung in einem modernen Pin-on-
Ball-Bioreaktor. AnschlieRend erfolgte die Messung der Genexpression von MMP-1,
-2, und -13, sowie verschiedene Bestandteile der EZM, wie Aggrekan und Kollagen
Il. Hierzu wurden 14 Patienten in die Studie eingeschlossen, die im Zeitraum Mai 2012
bis November 2012 zur Versorgung ihrer Gonarthrose mit einer Knie-TEP stationar
in der Klinik fur Orthopadie und Sportorthopadie des Klinikums rechts der Isar
aufgenommen waren. Noch wahrend der Operation wurden unter sterilen
Bedingungen die Proben mittels Lochstanze entnommen und im Anschluss fur vier
Tage vorinkubiert, um das Knorpelgewebe an in-vitro-Verhaltnisse zu adaptieren. Fur
jeden Kellgren und Lawrence Grad (Il und IV) wurden jeweils 7 Patienten fur die
Studie ausgewahlt. Pro Knie wurden neben einer Kontrollprobe vier weitere Zylinder
entnommen. Eine Probe wurde dabei lediglich mechanisch, eine weitere zusatzlich
mit IL-1B stimuliert. Bei den letzten beiden Probengruppen wurde zum Kulturmedium
dariiber hinaus eine niedrige (1mg/ml) und eine hohe Konzentration an
Hyaluronsdure (3mg/ml) zugegeben. Im Anschluss erfolgte eine fiinf-tadgige
Kultivierung im Bioreaktor mit dreidimensionaler Belastung. Der komplexe
Bewegungsablauf im Kniegelenk konnte damit gut simuliert werden. Zusammen mit
der chemischen Stimulation mit IL-18 konnte ein Kultivierungsschema fir
Arthrosemodelle etabliert werden, welches eine Annaherung der in vitro Verhaltnisse
an die in vivo-Situation darstellt. Nach Entnahme der Proben wurden jeweils aus der
einen Knorpelhalfte die mRNA isoliert und im Verlauf eine PCR durchgefuhrt. Die
andere Knorpelhalfte wurde der histologischen Auswertung zugefihrt, welche zum
einen auf einer Hamatoxylin-Eosin-, zum anderen auf einer Safranin-O-Lichtgrin-
Farbung basierte. Aus den gewonnen Daten erfolgte abschlieRend eine statistische

Auswertung.
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Insgesamt zeigte sich eine Uberwiegend positive Wirkung von Hyaluronsaure auf den
Knorpelstoffwechsel, da matrixdestruierende MMPs, v.a. aber die knorpelspezifische
MMP-13 im gesamten Patientenkollektiv statistisch signifikant reduziert werden
konnte. Wahrend die MMP-2-Genexpression durch den Versuchsaufbau nur gering
beeinflusst wurde, zeigte sich bei MMP-1 bei 1 mg/ml HA eine statistisch nicht
signifikante Downregulation der Genexpression. Beim K&L-Grad Il war dagegen eine
nicht signifikante aber deutliche Upregulation zu verzeichnen. Die Belastung im
Bioreaktor schein laut der vorliegenden Ergebnisse ebenfalls keinen Einfluss auf die
Expression von MMPs zu haben.

Bezlglich der Genexpression der EZM-Komponenten Aggrekan und Kollagen-II hatte
die Applikation von HA keinen Unterschied zur Folge. Hingegen resultierte die
mechanische Belastung in einer deutlichen Steigerung der Genexpressionen von
Aggrekan und Kollagen Il. Die Kultivierung im Bioreaktor hatte daher insgesamt
scheinbar glinstige Auswirkungen auf die Komponenten der extrazellularen Matrix.
Jedoch konnten meist keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden gewahlten Kellgren und Lawrence Graden festgestellt werden. Besonders
aber die signifikante Downregulation von MMP-13, einem Schlisselprotein bei
Arthrose, zeugt jedoch von einer positiven Wirkung von HA hinsichtlich der
Entstehung und Progression dieser Erkrankung. Ein Hyaluronsaurepraparat mit
mittlerem Molekulargewicht scheint gerade fiur den K&L-Grad Il eine geeignete

Therapie darzustellen.
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Tabelle 11. RNA-Konzentrationen

PATIENT 1 RNA-KONZENTRATION puG/ML 260/ 589 LEGENDE
0 5,7 2,09 0= Kontrolle
1 7 2,05 1 = mech. Belastung
2 4,6 2,73 2=1+1L
3 10,6 2,11 3= 2+ 1mg/ml HA
4 7,8 1,79 4= 2+ 3mg/ml HA
PATIENT 2

0 7,9 1,77

1 6,3 1,91

2 4,4 1,61

3 4,3 2,21

4 8,7 1,74

PATIENT 3

0 2,9 1,86

1 8,4 1,89

2 9,3 2,43

3 20,8 2,02

4 9,6 2,38

PATIENT 4

0 14,6 1,97

1 6,1 2,75

2 4,4 3,27

3 5,1 4,17

4 4,9 1,97

PATIENT 5

0 5,8 1,71

1 5,7 1,85

2 2,6 2,73

3 5,6 1,61

4 5,8 1,89

PATIENT 6

0 7,2 2,19

1 5,8 2,15

2 6,7 1,9

3 3,1 1,81

4 8,3 1,73

PATIENT 7

0 5,4 1,87

1 17,4 2,05

2 3,2 2,01

3 6,7 1,86

4 6,3 1,96
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PATIENT 8
0 1,7 2,45
1 5,2 2,15
2 3,6 1,81
3 17,8 2,14
4 7,2 1,89
PATIENT 9

0 10,3 2,09
1 13,4 2,21
2 4,4 1,99
3 24,4 1,83
4 12,8 1,9
PATIENT 10

0 5,6 2,63
1 8 2,15
2 15,7 2,04
3 9,7 1,94
4 5,9 1,69
PATIENT 11

0 14,6 1,97
1 9,1 1,88
2 6,7 1,77
3 6 2,04
4 7,6 1,91
PATIENT 12

0 8,9 2,07
1 7 2

2 5,5 1,86
3 14,1 2,07
4 6,1 2,07
PATIENT 13

0 10,2 2,13
1 7,5 2,19
2 7,2 2,01
3 22,3 2,14
4 6,4 2,3
PATIENT 14

0 11,8 2,34
1 7,1 2,1
2 12 2,2
3 7,6 2,08
4 5,1 2,16
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Tabelle 12. Einteilung der Patienten in K&L-Grade

KELLGREN Il KELLGREN IV
PATIENT-NR. 1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
Tabelle 13. Verwendete Gerite/Software
GERAT / SOFTWARE HERSTELLER

ANALYSEKAMERA FUSION FX7

PeqLab, Erlangen

VERSION 4.8.2.0

ANALYSEMIKROSKOP AXIOVISION | Carl Zeiss, Oberkochen

OBSERVER.Z1

AUTOKLAV VARIOCLAV H+P Labortechnik AG, Oberschleilheim,
BILDANALYSESOFTWARE AXIOVISION, | Carl Zeiss, Oberkochen

ELISA-READER ASCENT SOFTWARE,
VERSION 2.4.2

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

ELISA-READER MULTISKAN ASCENT

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

FEINWAAGE SBC 32

Scaltec, Heiligenstadt

INKUBATOR HERACELL® 150

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

KRYOSTAT MH 560

Microm, Walldorf

MAGNETRUHRER RET BASIC

IKA, Wilmington, USA

NANODROP® 2000C

Peglab, Erlangen

NANODROP®-SOFTWARE, VERSION 1.4.2

Peglab, Erlangen

PCR EXPRESS® THERMOCYCLER

Thermo Hybaid, Ashford, USA

PCR-WERKBANK CAPTAIR BIO

erlab, Val de Reuil, Frankreich

PH-METER PH LEVEL ONE

WTW, Weilheim

PIPETTEN REFERENCE

Eppendorf, Hamburg

PIPETTIERHILFE ELEKTRISCH, EASYPET®

Eppendorf, Hamburg

PLATTENZENTRIFUGE PERFECT SPIN PLATE
SPINNER

Peglab, Erlangen

RNA-WERKBANK

Berner, EImshorn

ROUTINEMIKROSKOP WILOVERT S

Hund, Wetzlar

SCHNITTSTRECKER

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

SPULMASCHINE MIELABOR G7783

Miele, Gitersloh

STEPONEPLUS® REAL TIME PCR SYSTEM

Applied Biosystems, Foster City, USA
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STEPONEPLUS® SOFTWARE VERSION 2.2.2

Applied Biosystems, Foster City, USA

STERILE WERKBANK HERASAFE® HS12

Kendro, Langenselbold

STERILISATOR ED115

Binder, Tuttlingen, Germany

STROMQUELLE EV200

PeqLab, Erlangen

TISCHZENTRIFUGE BIOFUGE FRESCO

Heraeus, Osterode

TISCHZENTRIFUGE EPPENDORF MINISPIN
PLUS

Eppendorf, Hamburg

VORTEX-MINISHAKER (MS2)

IKA, Wilmington, USA

WASSERBAD SUB14

Grant Instruments, Cambridge, UK

ZENTRIFUGE EPPENDORF CENTRIFUGE
5415D

Eppendorf, Hamburg

ZENTRIFUGE EPPENDORF CENTRIFUGE
5804R

Eppendorf, Hamburg

Tabelle 14. Verwendete Reagenzien

REAGENZ HERSTELLER

AEC Dako Dako, Glostrup, Denmark
Azeton Roth, Karlsruhe
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
B-Glycerophosphat Disodium Salt Hydrate Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Biotin-14-dATP, 0.4 mM Invitrogen, Carlsbad, USA
Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Chloroform Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
dCTP, 10 mM Invitrogen, Carlsbad, USA
Dexamethason Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
dGTP, 10 mM Invitrogen, Carlsbad, USA
DNase-, RNase-freies H20 Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
dTTP, 10 mM Invitrogen, Carlsbad, USA
Dulbecco's MEM (w/o Ca2+, low Glucose) Biochrom, Berlin

(w/o Ca2+ , w/o Mg2+)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (10x) | Biochrom, Berlin, Germany

Eisessigsaure Merck, Darmstadt

Eosin G Roth, Karlsruhe

Essigsaure Merck, Darmstadt

Ethanol 70 % Apotheke TUM MRI, Minchen
Ethanol 96 % Apotheke TUM MRI, Miinchen
Ethanol 99.8 % Apotheke TUM MRI, Miinchen
Eukitt® quick Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
ExtrAvidin®-Peroxidase Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Fetal Bovines Serum Biochrom, Berlin

Fetal Bovines Serum 22, Frozen Section | Leica Microsystems, Wetzlar, Germany
Compound

HCI (1M) Merck, Darmstadt

HCI (37%) Merck, Darmstadt

High Capacitiy cDNA Transkriptions-Kit Applied Biosystems, Foster City, USA
Humanes IL-18 Biochrom, Berlin

Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt
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Isopropanol

Roth, Karlsruhe

Isopropanol

Apotheke TUM MRI, Minchen

ITS Media Supplement (100x)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

ITS+1 Liquid Media Supplement (100x)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Kaiser's Glycerin Gelatine

Merck, Darmstadt

KCL

Merck, Darmstadt

Klenow Fragment Buffer (10x)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Klenow Fragment, 10 U/pl

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Linolsaure

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

L-Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

L-Glutamin

Biochrom, Berlin

L-Proline

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Mayer's Hamatoxylin

Apotheke TUM MRI, Minchen

MEM Vitamine (100x)

Biochrom, Berlin

Methanol Merck, Darmstadt
NaCl Roth, Karlsruhe
Na-Pyruvat Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Natronlauge

Merck, Darmstadt

Ostenil Hyaluronsaure

TRB Chemedila AG, Haar, Germany

Penicillin-Streptomycin

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Peroxidase Substrate AEC+

Dako, Glostrup, Denmark

PBS Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

PFA 8% Apotheke TUM MRI, Minchen
PrimocinTM InVivoGen, San Diego, USA

Proteinase K Qiagen, Hilden

Qiashredder® Qiagen, Hilden

RNase Away® Molecular Bioproducts, San Diego, USA

RNase Inhibitor

Applied Biosystems, Foster City, USA

Rneasy® Mini Kit

Qiagen, Hilden

Rotistock SDS 20%

Roth, Karlsruhe

Safranin-O

Roth, Karlsruhe

Salzsaure

Merck, Darmstadt

Steriles Wasser (ddH20)

Braun, Melsungen

TagMan® Gene Expression Assays

Applied Biosystems, Foster City, USA

TagMan® Master Mix Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

TagMan® PreAmp Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, USA

TE Buffer (100x)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

TissueTek O.C.T. Gefriermedium

Sakura Finetek, AJ Alphen aan den Rjin,
Niederlande

Tris-EDTA 100x Concentrate

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Tris-HCI, 1M, pH 7.0

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Tris-Puffer Roth, Karlsruhe
Triton-X-100® Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Tween® 20 Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Weigert'sche Stammldsung A

Merck, Darmstadt

Weigert'sche Stammlésung B

Merck, Darmstadt

Xylol

Merck, Darmstadt
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‘ B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Tabelle 15. Verwendete Verbrauchsmaterialien

C35 MICROTOMKLINGEN

FEATHER SAFETY RAZOR, OSAKA, JAPAN

0,6 ml Reaktionsgefalie

Biozym, Hess

1,5 ml Reaktionsgefalle

Biozym, Hess

2,0 ml Reaktionsgefalle (SafeLock Tube)

Eppendorf, Hamburg

15 ml Falconréhrchen

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

50 ml Falconréhrchen

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Zellkulturflaschen 75 cm2

BD Biosciences, New Jersey, USA

Zelkulturplatten 6-Well

BD Biosciences, New Jersey, USA

Pipettenspitzen 2ml, 10ml, 25ml (Cellstar)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Pipettenspitzen 10ul, 100ul, 1000 pl

Biozym, Hess

Kang Ming Na Einmalpinzetten

Medicon Subine Scholz, Neubiberg, Germany

Medikamentenmorser

Rehaforum Medical GmbH, ElImshorn, Germany

Klebefolie MicroAmp™

Applied Biosystems, Foster City, USA

Reaktionsplatte 96-Well MicroAmp™

Applied Biosystems, Foster City, USA

Objekttrager Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany
Deckglaser Menzel-Glaser, Braunschweig
Pipetten Eppendorf, Hamburg

Skalpelle Grolke 14, 21

Feather Safety Razor, Osaka, Japan

Filter, steril 0,22 ym

Merck Millipore, Billerica, USA

Papierfilter

Spritzen, steril

Braun Melsungen, Melsungen, Germany
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