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1. Einleitung

Fur die normale Gelenkfunktion ist der hyaline Kprals Gleitflache unerlasslich. Jedoch schon
durch kleinste Schaden verursachte Aufbriche dénkgéache in der Belastungszone bedingen
Gelenkknorpeldefekte, die bis heute ein therapehis Problem darstellen und in der
Bevdlkerung haufig anzutreffen sind. Verantwortlidaftr ist die mangelnde, allein dem
Perichondrium zugeschriebene, Regenerationsfahigldes hyalinen Knorpels, dessen
ausdifferenzierte Chondrozyten ihre Teilungsfahigkesrloren haben. Knorpel reagiert auf
oberflachliche Defekte, sei es akuter, chronisdaer degenerativer Natur, durch eine ineffiziente
lokale Steigerung der Produktion von Glykosaminkghen und Kollagenen. Nur in tiefen
Defekten mit Ausdehnung bis zum subchondralen Keodkann sich Gber ein vom Markraum
einsprieRendes Granulationsgewebe unter entsprehegrostoperativer Therapie bestenfalls
mechanisch minderwertiger Faserknorpel bilden. \&fathr einige Patienten trotz eines
Knorpelschadens keine klinische Symptomatik aufareisntwickeln die meisten im Laufe der
Zeit arthrotische Verédnderungen im Bereich desefffeinden Gelenkes. Diese degenerativen
Veranderungen schreiten fort und, falls keine adégTherapie erfolgt, entstehen ausgepragte,

generalisierte arthrotische Veranderungen.

Die unbefriedigende genuine Defektheilung des hgali Gelenkknorpels erklart den Wunsch
nach einem befriedigenden therapeutischen Konzaptlangfristigen Wiederherstellung der
Gelenkflache. Ziel einer Therapie ist die Wiedestgdlung der Knorpeloberflachenkongruenz,
normale Gelenkfunktion und freie schmerzlose Bewbgeit sowie die Verhinderung einer

weiteren Knorpeldegeneration.

Die zur Zeit in der klinischen Routine angewand¥enfahren fiihren weder zu einer Restitutio ad
integrum noch zu einem langfristig befriedigendegdbnis. Zu den Therapieverfahren gehoren:
Lavage des Gelenkes (Jackson et al.,, 1997: 46%)rid&énent oder Shaving des Knorpels
(Magnuson, 1974: 4), die Abrasionsarthroplastikhdon et al., 1986: 54), subchondrale
Anbohrung (Insall, 1974: 61), die Mikrofrakturieyin(Steadman et al., 1999: 26) oder
Laseranwendung (Imhoff et al., 1995: 549; Thallet¥96: 92). Mit diesen Therapien ist nur
eine symptomatische und meist nur kurz- bis miittife Besserung zu erreichen, wie in
zahlreichen klinischen Studien belegt wurde (Friadnet al., 1984: 200; Glinz, 1993: 371;
Hubbard, 1996: 217; Messner und Maletius, 1996; 1&6kson et al., 1997: 469; Buckwalter und

Mankin, 1998: 477). Auch periostale oder perichateiGrafts ersetzen keinen echten hyalinen
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Knorpel, sondern flgen Gewebe mit chondrogenem nBatein den Defekt ein, das zur
Entstehung von Reparationsgewebe fuhrt.

Einer der heutigen Therapiestandards ist die Ttansion von autologem Knorpel-Knochen-
Gewebe. Angewandtes Verfahren ist die Transplamatron Knorpel-Knochen-Zylindern,
(OATS=autologes osteochondrales Transfer-Systerangbldy et al., 1998: 751; Bobic et al.,
1999: 19; Imhoff et al., 1999a: 33; Imhoff et d41999b: 45). Probleme stellen aber die begrenzte
Verfugbarkeit des zu transplantierenden Materidis,fehlende Integration in den umliegenden
gesunden Knorpel und eine eventuelle Inkongruech naansplantation dar. Ausserdem kann es
bei dieser Operation zu einer Morbiditdt an demBhtnestelle kommen (Desjardins et al., 1991.:
434; Imhoff et al., 1999b: 45).

Eine Therapiealternative, die in den letzten Jaheswickelt wurde, stellt die autologe

Chondrozytentransplantation dar (Brittberg et dl994: 889). Hierbei werden biopsierte

Chondrozyten nach Proliferation unter einen aut@hodPeriostlappen injiziert oder auf eine
Kollagenmatrix besiedelt. In Histologien aus Kolirdhroskopien zeigte sich aber nur die
Bildung hyalinartigen Gewebes mit Clusterbildung Gaondrozyten (Brittberg et al., 1996: 270;
Burkart und Imhoff, 2000: 135). AuRBerdem ist dag@&werat weicher und biomechanisch nicht so
belastbar wie echter hyaliner Knorpel. Weitere Role bestehen in der mdglichen Bildung
hypertrophen Gewebes an der Transplantationsstidtehohen Kontaminationsgefahr und nicht
zuletzt der sehr hohen Kosten (ca. 5.000-10.008t@f#t).

An letzter Stelle einer unterlassenen oder erfalgt@orpelbehandlung steht die prothetische
Versorgung. Wahrend altere Patienten mit Arthrosm einem kinstlichen Gelenkersatz
profitieren, kann diese Behandlung jungeren Persorveegen der noch begrenzten
Uberlebensdauer der Implantate nur in duRerstderFahgeboten werden. Es besteht daher ein
erheblicher Bedarf an Behandlungsalternativenbdsonders flr junge Patienten eine langfristige

Besserung versprechen.

Es steht somit aul3er Frage, dass neue, biologigdternativen zur Behandlung von

Knorpellasionen gefunden werden muissen.

In den letzten Jahren ist das Tissue Engineerifgekammen, welches die Entwicklung und
Manipulation von im Labor gezlchteten Zellen mit édsicht, defekte oder verletzte Teile des
Korpers in ihrer Funktion zu unterstutzen oder gaersetzen, anstrebt (Bujia et al., 1994: 577).

Dessen Weiterentwicklung, durch mit autologen Chongten besiedelte dreidimensionale
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Gewebekomplexe, das Design und die Funktion desschéiobhen Gewebes kopierend,
herzustellen, erweist sich als sinnvoller Therapsaedéz fir die Zukunft (Temenoff et al., 2000:
431). Als Fremdmaterial sind z.B. Kollagen-Typ lkh@&é&mme, wie sie kommerziell zur
Hamostase fir Operationen erhéltlich sind, gut gyesti Unter diesen Bedingungen sollen die
Knorpelzellen in vitro ihre morphologischen, phami$chen als auch funktionellen
Eigenschaften, welche in zweidimensionaler KultarRrozess der Dedifferenzierung weitgehend
verloren gehen, beibehalten (Cao et al., 1998: .4&&)3erdem soll eine Akkumulation von
Matrixprodukten in der Umgebung der Zellen erreimfetrden (Bujia et al., 1994: 577). In dieser
Verbindung mit biokompatiblen Tréagersubstanzen kidnndreidimensionale Zell-Material-

Konstrukte mit knorpel&hnlichen Eigenschaften hstgj# werden.

Parallel zur Knorpelzelltransplantation erscheirg dnwendung von Wachstumsfaktoren als
forderlich, da einige von ihnen das zellbiologisdherhalten wie Proliferation, Matrixsynthese

und Differenzierung modifizieren und stimulieremk@&n (Mason et al., 1998: 1098; Moller et al.,
2000: 75; Shuler et al., 2000: 585; Smith et &Q® 1156). Der Einsatz dieser Zytokine am Ort
des Defektes verspricht ein verbessertes Wachserimaten und damit eine entscheidende
Verbesserung der Knorpelheilung. Besonders vighwechend fur die Knorpeltherapie erscheint
der Einsatz von Bone Morphogenetic Protein-2 (BMPAus verschiedenen experimentellen
Arbeiten geht hervor, dass dieser Wachstumsfaktowokl das Wachstum und die

Differenzierung von mesenchymalen Zellen, als adiehProliferation und Syntheseleistung von
Chondrozyten stimuliert (Sato und Urist, 1984: 1By et al., 1996: 39; Sailor et al., 1996:

937). Daneben kann BMP-2 durch seinen stimulatoeiscEffekt auf die Knochenbildung auch

den subchondralen Knochen bei osteochondralen Befekieder aufbauen (Wozney und Rosen,
1998: 26).

Probleme, die bei der Anwendung von rekombinanteachWtumsfaktoren zur Knorpeltherapie
auftreten, sind zum einen die kommerzielle Verfiigba reiner, aktiver Wachstumsfaktoren in
korpereigener Form, zum anderen die biologischdilgearkeit, weil diese Peptide in vivo einem
raschen enzymatischen Abbau unterliegen (Neided2193). Deshalb lasst sich mit einer
einfachen Applikation noch kein Dauereffekt in deknorpelheilung erreichen. Um einen
konstanten Wirkspiegel dieser Zytokine im Gewebemeichen, missten entweder hohe Dosen
oder mehrmalige Injektionen verabreicht werden, waht zuletzt aufgrund der Risiken wie
Infektion, immunologischen oder toxischen Geschelgpraktikabel erscheint. Oft ist auch die

Zuganglichkeit des Schadens fir Injektionen einlgestkt.



An dieser Stelle bieten sich gentherapeutische dieth an, durch die das gezielte Einbringen
eines fremden Gens, welches z.B. fur Wachstumsfaktoodiert, in Kérperzellen méglich wird
(Kang et al., 1997: 139; Gelse et al., 2003: 30%ermit wird den Zellen eine zusatzliche
Funktion verliehen und so z.B. ein Zytokin in spitoduziert. Arbeitsgerat der Gentherapie sind
Vektoren, die Fremd-DNA in Zellen einbringen kénnéfier finden Retroviren, Adenoviren,
adeno-assoziierte Viren oder auch der nicht-vir@lentransfer durch Liposomen oder Gen-
Kanonen etc. Anwendung (Evans et al.,, 2000: 214¢htNvirale Vektoren weisen jedoch im
Vergleich zu viralen bedeutend niedrigere Gentenesfizienzen auf und erscheinen so im
Hinblick auf einen therapeutischen Nutzen weit \yenisinnvoll (Madry und Trippel, 2000: 286).
Nach erfolgreicher Transduktion der Fremd- DNA bieleren Regulierung unklar. Hierbei bleibt
offen, ob durch die gentherapeutische Manipulatiaareichend oder zu viel Protein produziert
wird, wann und wie lange die Genexpression andaoérideren Aktivitat ausreicht, um einen
Effekt zu erzielen, und ob sie eventuell eine imolagische Reaktion hervorruft. Eine standige
Bildung von Wachstumsfaktoren in situ konnte zueeimalignen Transformation oder einer
UberschieBenden Gewebsneubildung fihren (Donahag, €1992: 1125; Robbins et al., 1998:
35).

Solch eine Transformation kénnte durch eine stearerbGenexpression, welche durch die
Entwicklung induzierbarer Genexpressionssystemeliotbgst, verhindert werden (Mills et al.,
2001: 1461). Die steuerbare transgene Expressiareisr sich als sinnvoll, da z.B. ein
Wachstumsfaktor als Genprodukt lediglich in PhadenReparatur gebraucht wird (Lamartina et
al., 2002: 199). Konstitutive, unregulierte Expieakonnte durch chronische Uberexpression des
Zytokins zu einer unerwinschten abnormalen Reguiation Zellwachstum und mdglichen
Nebenwirkungen fihren. Deshalb erscheint die zbiliKontrolle Uber die Applikation eines

Wachstumsfaktors gegentber konstitutiver Genexjanesds vorteilhaft.

Ziel der Versuche, uUber die die vorliegende Arlbeitichtet, war es, das Tissue Engineering am
Knorpel in der autologen Chondrozytentransplantatioter Verwendung von dreidimensionaler
Zellkultur-Geruste und Gentechnologie, zu etabfieta dem Versuchsansatz sollte eine Heilung
durch die Methode der Chondrozytentransplantatesganzt durch das stabile, effiziente und

konstitutive Einbringen von Wachstumsfaktoren an @et des Defektes, optimiert werden.

Im ersten Teil wurde in vitro unter Verwendung \whisdener Tragermaterialien die

dreidimensionale Zellkulturmethode im Sinne deslésEngineering erprobt.
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Im zweiten Teil wurde mittels der Markergene lacZdUEGFP in vitro eine stabile retrovirale
Transduktion und in Vorversuchen eine steuerbareefggession nach Transfektion an
Chondrozyten untersucht. Nach dreidimensionaleieBletung der transduzierten Chondrozyten
auf eine Kollagen-Matrix wurde der Nachweis einem@xpression in vivo durch Implantation
der Konstrukte in das Kniegelenk von New Zealandit@ViKaninchen Uber einen langeren
Zeitraum erbracht. Gleichzeitig wurde durch die Kaemation mit Tissue Engineering die

Heilungseigenschaft transplantierter tissue-engiaee autologer Chondrozyten-Matrix-

Konstrukte erprobt.

Im dritten Teil der Arbeit wurde in Anfangen die wendung und Wirkung des
Wachstumsfaktors BMP-2 untersucht. Die transduamertauf Kollagengeriste gesiedelten,
Chondrozyten sollten von dem von ihnen produzieB&tP-2 zur Proliferation, Differenzierung
und Matrixsynthese stimuliert werden (Autostimwal. Daneben sollte der eingebrachte
Wachstumsfaktor die am Defekt liegenden ortsst@digellen zur Differenzierung (Trans-

Wirkung) anregen.
Dieser hier beschriebene Therapieansatz, der Tidsngineering mit der Anwendung

gentherapeutischer Methoden vereinigt, stellt eidenmadglichen Schritte der Behandlung von

Knorpellasionen in Zukunft dar.
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2. Methoden und Materialien

2.1. Theoretische Uberlegungen

In der hier beschriebenen Arbeit wird ein neuer a&nszur Therapie von Knorpellasionen
vorgestellt: osteochondrale Defekte im Kniegeleokes mit einem durch Tissue Engineering in
vitro gezlichteten Konstrukt, bestehend aus eindridand gentechnisch veranderten autologen
Chondrozyten behandelt werden. Es werden drei i€s&zungen verfolgt: im ersten Teil der
Arbeit sollen in vitro unter Verwendung unterschiguer Tragermaterialien die verschiedenen
Methoden des Tissue Engineering untersucht wetdenaweiten Teil soll anhand der Markergene
lacZ und EGFP die Durchfiuihrbarkeit und die Straatgr Gentherapie in Knorpelzellen in vitro
und in vivo, in Kombination mit Tissue Engineerirgabliert und untersucht werden. Parallel soll
die Effizienz der einzelnen Vektoren fir das Eingen des Fremdgens in die Zielzelle verglichen
werden. Zudem soll in Grundziigen die steuerbaree@®@ession in vitro untersucht werden. Im
dritten Teil der Studie wird als Fremd-DNA das €i&an Wachstumsfaktor BMP-2 kodierende Gen
in Chondrozyten eingeschleust und nach Kultivieraigser transduzierten Zellen auf einem
dreidimensionalen Tragermaterial in vivo implartti€in solcher Wachstumsfaktor, der durch
heterologe Genexpression direkt am Defekt gebided, konnte nicht nur die eingebrachten
Knorpelzellen, sondern auch einwandernde ZellenBildung von neuem, hyalinem Knorpel

stimulieren.

2.2. Anasthesie und Tierpflege

Die fur die Versuche verwendeten Knorpelzellen stem aus weiblichen Kaninchen der Rasse
New Zealand White bezogen von der Firma CharleeR{@Bulzfeld, Deutschland). Die Tiere
wurden gemald FELASA-Richtlinien konventionell in AZK&figen unter Kkontrollierten
Temperatur-und Licht-Bedingungen gehalten. Die @ui#ne-Zeit betrug sieben Tage. Es
herrschten angemessene Schlaf-Bedingungen soviee Fegang zu Trinkwasser und Nahrung.
Die Tiere kamen mit einem durchschnittlichen Gewiadn 1,4 kg ins Labor. Zum Zeitpunkt des
ersten Eingriffs, der Biopsie, wogen die Tiere ioh&itt 1,8 kg. Zum Zeitpunkt der Implantation
betrug das Gewicht der Tiere durchschnittlich 3ukgl zum Zeitpunkt der Opferung wogen die
Tiere im Schnitt 3,5 kg.
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Im Verlauf der Operationen wurde nach einer kuraigemeinuntersuchung eine Kanile in die
Ohrrandvene gelegt. Nach Injektionsnarkose von fgkg KG Medetomidin und 17 mg/kg KG
S-Ketamin in die lange Sitzbeinmuskulatur schliedén Tiere innerhalb von 5-8 min ein. Anhand
des Muskeltonus liel3 sich die Narkosetiefe gutitmesen. Im n&chsten Schritt erfolgte die
Intubation durch einen Endotrachealtubus bei derTar in Rickenlage mit rekliniertem Kopf
positioniert wurde. Um eine Verbesserung der Arsgeowie einen stabileren Narkoseverlauf zu
erreichen, erfolgte die intravendse Injektion von0 3mg/kg KG Metamizol im
Verdinnungsverhaltnis 1:3 ergédnzt durch die saaiinjektion von 4 mg/kg KG Carprofen.
Wahrend der Operation erhielten die Kaninchen deiden vor die Nase gehaltenen Schlauch
Sauerstoff. Nach Beendigung der Operation wurdee diere durch intramuskulare
Antagonisierung von 0,25 mg/kg KG Atipamenzol (bz@quivalente Menge zu der des
Medetomidin) ausgeleitet. Nach 5-10mindtiger Aufiyaltase erfolgte die Extubation. Um eine
postoperative Analgesie zu gewabhrleisten, bekanefidre im Verlauf der Aufwachphase 0,003
mg/kg KG Buprenorphin subcutan injiziert. Antiobsah erhielten die Kaninchen oral 0,5-1
ml/kg KG Sulfonamid oder Trimethoprim. Beide Sulpgten zeigen keine knorpeltoxischen
Eigenschaften. Im postoperativen Management eenialie Tiere je nach Bedarf einmal taglich
subcutan entweder Buprenorphin zwei Tage postdpef@arprofen funf Tage postoperativ oder
Trimethoprim funf Tage postoperativ. Die Faden vemrdzehn Tage nach der jeweiligen
Operation gezogen. Im Prozess der Opferung wurdeTieren zur Sedierung intravends durch
eine Braunule Propofol verabreicht. Die Euthanasfelgte durch schnelle i.v. Gabe von 5 ml

Pentobarbital.

2.3. OP-Methode der Zellbiopsie

Aus dem sich in Rickenlage befindlichen Kaninchemde aus dem linken Kniegelenk in einer
etwa 10minutigen Operation die Biopsie gewonnerbddavurde das Knie Uber eine ca. 1 cm
lange anteromediale Arthrotomie eroffnet, die Rateach lateral luxiert und der Knorpel aus den
Randgebieten der Femurkondylen, aul3erhalb der tBelgszonen der tibiofemoralen Gelenke,
steril entnommen (Abb. 2). In der Regel wurden,tetst eines Skalpells, durch vorsichtige
Abschabung drei Knorpelschuppen (je ca. 3 x 3 mmyannen, welches einer ungefahren
Zellzahl von 100.000 Knorpelzellen entspricht. Ri€goben wurden direkt in Medium (D-MEM,

10 % FCS, 2 mmol/l Glutamin, Penicillin 100 [U/n8treptomycin 100 pg/ml) gegeben und ca.
zehn Minuten nach der Operation weiterbehandeke Gelenkkapsel wurde schichtweise mit
resorbierbaren Einzelknopfndhten und die Haut rimiere Donati-Ruckstichnaht verschlossen.

Zusétzlich wurde die verschlossene Naht mit eineniil8/erband versiegelt.
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Abbildung 1: Aufsicht auf das Kniegelenk eines New Zealand WKaainchens nach dem Hautschnitt. Hier
wird die Patellasehne sichtbar.

Abbildung 2: Aufsicht auf das erdffnete Kniegelenk eines Newl&@mé White Kaninchens. Hier ist nach
Luxation der Patella die Knorpeloberflache (x) devchiea femoris erkennbar.

-14 -



2.3.1. OP-Methode der Implantation

Nachdem die zellbesiedelten Konstrukte erstelltemamvurde auf der kontralateralen Seite zur
Biopsie ebenfalls eine anteromediale Kniegelenksatwmie durchgefuhrt, die Patella nach
lateral luxiert und die Trochlea dargestellt. In° ¥ieflexion wurden mit einem motorisierten
Bohrer in der Trochlea femoris ein oder zwei stadidéerte osteochondrale Defekte von 3,5 mm
Durchmesser und 3,5 mm Tiefe gesetzt (Abb. 3). N@¢imdlicher Reinigung der Defekte mit
NaCl wurden diese mit dem etwas groReren Kollageisgjen Press-fit Technik gefullt oder leer
gelassen. Fur die Implantation standen entwedertmaitsduzierten Knorpelzellen (lacZ und
BMP-2) besiedelte, mit unbehandelten Knorpelzelesiedelte oder unbesiedelte Resorba®-
Kollagenschwamme zur Verfugung. AnschlieRend wurdienKniegelenke schichtweise wieder
verschlossen. Die zu implantierenden Schwamme wulgle kurz vor der Implantation im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % @@ einem 50 ml-tube in 20 ml Medium zwischengetage

Abbildung 3: Aufsicht auf das eroffnete Kniegelenk eines New ZedlWhite Kaninchens. Erkennbar sind zwei
osteochondrale Defekte im Bereich der Trochlea fesnbiese werden im nachsten Schritt der Operatiiin
einer Kollagen-Matrix befiillt oder unbehandelt lssken.
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2.3.2. Praparation der Femurkondylen

Das Kniegelenk des zuvor euthanasierten Tieres evhirerbei steril grof3zliigig erdffnet und der
distale Femur freiprapariert, sowie durch Durchtremy samtlicher Muskeln, Bander, Gefal3e und
Nerven von Tibia und Fibula komplett getrennt. RDéraurde mit einer Knochensage der gesamte
distale Femur abgesetzt, praparatorisch weitgelemd Weichteilen befreit, und in 6 %igem
Formaldehyd bis zur histologischen Aufbereitung aestens 72 Stunden bei +8 °C gelagert. Im
Falle der lacZ-markierten Zellen wurden die Kondykeierst fir 10 min in 1 molarer Mg-LAsung
inkubiert und im folgenden in ca. 40 ml X-gal-Léguhchtgeschutzt fir ca. vier Stunden im

Brutschrank inkubiert und erst danach in 6 %igesriatddehyd eingelegt.

2.4. Zellisolierung

Alle hier folgenden Schritte zur Etablierung derltkten wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefihrt. Die in Komplett-Medium gelagerten Kpelstiicke wurden in der Zellkultur in eine
10 cm-Schale, geflllt mit 10 ml PBS, gegeben. Miteen Skalpell wurden die Biopsate auf
mehrere ca. 0,5 mm x 0,5 mm Stiicke mechanischeirekt und in einen mit 20 ml Trypsin
beflllten 50 ml-Tube gegeben. Im Anschlufd wurdenkhorpelsticke auf einem Schittler bei 37
°C und 120 U/min far 20 min angedaut. Anschlie3&ridte eine 5minitige Zentrifugation bei
900 U/min, damit sich die Zellen als Pellet am @Gmndes Tubes absetzten. Nach nun
25minttiger Trypsin-Behandlung wurde dieses abggsaund die Zellen in einem 20 ml
Kollagenase-Medium-Gemisch (50 ug Kollagenase imR8omplett-Medium steril gefiltert mit
einem 20 um Filter) suspendiert und wiederum bef@7nd 120 U/min fur ca. 20 h auf dem
Schuttler inkubiert. AnschlieRend wurden die Zel®emin lang bei 900 U/min zentrifugiert und
das Medium-Kollagenase-Gemisch abgesaugt. Daseileéide Pellet wurde in 10 ml Komplett-
Medium resuspendiert und in ein 25 cm? Zellkultusridlayer-Flask gegeben. Danach wurden die
Zellen fur 2-3 Tage unbehandelt im Brutschrank3¥efC und 5 % C@in wassergesattigter Luft
kultiviert, um sich auf den Boden der Flasks zasetund sich an die zweidimensionale Kultur zu

adaptieren.
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2.4.1. Zellkultur

Nachdem die frisch gewonnenen Zellen nach ca. a¢geit am Boden des Flask adharent waren,
wurde das Medium zum ersten Mal gewechselt. Hieshede das Medium bei schrag gehaltener
Flasche vorsichtig mit einer sterilen GlaspipettenvRand abgesaugt. Im fogenden wurde die
Zellkulturflasche ein-bis zweimal mit PBS (je na@éhilRe 25 cm2: 10 ml PBS; 75 cm2: 15 ml PBS;
150 cm2 20 ml PBS) gewaschen, um das Medium kample entfernen. Im Zuge des ersten
Mediumwechsels nach Biopsie wurden hier zusatZieltrund Gewebereste abgesaugt. Danach
wurde mittels einer Einmal-Pipette (je nach GroBe@?: 7 ml Medium; 75 cm?: 12 ml Medium;
150 cm2: 20 ml Medium) frisches Medium vorsichtigf die Zellen gegeben. Das Medium wird
bei +8 °C im Kuhlschrank gelagert. Vor Benutzung die Zellkultur wurde es ca. eine Stunde
lang bei 37 °C Raumtemperatur erwarmt. Gleichadigildas PBS und das Trypsin. Im folgenden
wurde das Medium alle 2-3 Tage nach immer dem lgggicSchema gewechselt. Bevor eine
Zellkulturflasche eine konfluente Bewachsung zeigterden die Zellen gesplittet. Hierbei wurde
wie beim Mediumwechsel dasselbe abgesaugt undedienZein-zweimal mit PBS gewaschen. Im
nachsten Schritt wurden die Zellen, je nach Adh#émem den Kulturboden, fir ca. 2-5 min mit
Trypsin inkubiert (je nach Grol3e 25 cm?: 1 ml Tigps/5 cm2: 3 ml Trypsin; 150 cm?: 5 ml
Trypsin). Durch leichtes Beklopfen der Kulturschmmlkonnte man den Vorgang verkirzen. Die
Kulturen wurden wéahrend der Trypsinisierung stangiger dem Mikroskop kontrolliert, ob sie
sich schon vom Boden abgeldst hatten, um einermelaellschadliche Behandlung mit Trypsin
zu vermeiden. Wenn sich die meisten Zellen geléatieh, wurde die Wirkung des Trypsin durch
Zugabe von Medium gestoppt, und die Zellen meidtalf jeweils neue Kulturflaschen verteilt.
Je nach Zellinie bzw. Proliferationsverhalten wurdige Zellen einmal pro Woche oder einmal in
zwei Wochen gesplittet. Bei gutem Wachstumsverhatter Zellen gewinnt man aus einer 150
cm? Flasche innerhalb einer Woche drei 150 cmZhkas. Auf diese Art und Weise kann man die
Knorpelzellen, je nach Individualitat der jeweiliggellinie, Uber einen langen Zeitraum in Kultur

halten.

2.4.2. Kollagen-Matrix-Besiedelung

Die Zellen wurden in vitro auf verschiedene Kollagdatrices gebracht. Verwendet wurden
hierbei Tachotop®, Verigen® und Resorba® (Abb. H).vivo implantiert wurden lediglich
unbesiedelte bzw. besiedelte Resorba®-Matrices.dgame Kollagengerist Tachotop® verfugt

Uber die geringste, Verigen® lber eine mittlere Bedorba® tber die héchste Porendichte mit
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2,8 mg nativen Kollagenfibrillen pro 1 cm2 (Abb. ®a. 800.000 Zellen wurden vom Monolayer
gel6st und zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugl das Pellet in ca. 50 pl Medium
suspendiert. Nun wurde das Medium-Zellgemisch e éeine 1 ml-Luer Spritze aufgezogen und
mittels einer sehr feinen Nadel (0,4 mm x 19 mmisiahtig in ein ca. 5 mm x 5 mm x 5 mm
groBes Matrix-Stick injiziert. Der Injektionsvorganwurde mehrfach wiederholt, um eine
optimale Besiedelung des Gerlstes zu erreichen. Wunden die Schwamme in eine
unbeschichtete 60 mm Kulturschale gebracht und 5Metium zugegeben. Nach einer 2-
3wdchigen Kulturzeit standen die besiedelten Magrizur Implantation bereit. Auch hier wurde

im folgenden alle 2-3 Tage das Medium gewechselt.

Abbildung 4: Makroskopische Ansicht einer Resorba®-Kollagen+iMat
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Abbildung 5: Lichtmikroskopische Aufnahme eines unbesiedelteroRe®-Kollagen-Gerlistes.
VergrofRerung 100fach

2.4.3. Zellkultur-Zeiten

Es wurde immer der gleiche Zeitplan fur die Zeltbuleingehalten. Nach Biopsie 6-10 Stunden
zum Losen der Zellen aus ihrer Matrix. Folgend Z#@ge zur Adharenz der Zellen an die
zweidimensionale Kulturflasche. Ca. 5 Tage zur ifn@tion, um eine ausreichende Menge fur
die Infektion zu haben. Infektionsablauf ca. 3 Tagd darauf ca. 2 Wochen Proliferationszeit bis
zur Besiedelung von mindestens zwei Matrices. In Ft@ge 2-3 Wochen in Kultur auf dem

Kollagengerist und darauf die Implantation. Vetidsi der Konstrukte in vivo bis zur Opferung
ca. 3 Wochen. Die Zellkultur-Zeit betrug demnach éawochen, der gesamte Ablauf ca. 9

Wochen.

2.5. Retrovirusproduktion und Infektion

Retrovirale Partikel wurden mittels transienter nigfektion von 293T Zellen generiert. Als

retrovirales Backbone wurden Vektoren basierendlaaf Vektor pBullet verwendet (von R.

-19 -



Willemsen zur Verfugung gestellt). pBullet ist dderivat des MFG-Vektors. Hierbei handelt es
sich um einen auf dem MoMLV-Retrovirus basierentfektor, welcher durch eine Deletion U3
Region der 3'LTR zu den selbstinaktivierenden Vedtogehort. Als Transgen wurden nisLacZ
(pBulletLZ), eGFP (pBulletEGFP) oder hBMP2 (pBuB&tP2) verwendet. Algag-pol-Plasmid
wurde pHit60 verwendet. Die viralen Partikel wurddurch VSV.G pseudotypisiert. Hierdurch
wurde die Infektionsrate im Vergleich zu einem awotpbpen Envelope deutlich verbessert. Die
Generierung sogenannter rekombinanter replikatiomgletenter Viren wurde durch die
Verwendung eines selbstinaktivierenden Vektors einés Mehrplasmidsystems verhindert. Die
transiente Transfektion erfolgt mittels Calcium Bploat Prézipitation der drei oben genannten
Plasmide. Hierfir wurden am Vortag der Transfektitb@ Zellen ausplattiert, am Tag nach der
Transfektion das Medium gewechselt und der virdgjeal Zelliberstand etwa 40 h nach
Transfektion abgenommen. Bei der retroviralen Itiéek wurde der virushaltige Zelluberstand
durch einen 4%um Filter filtriert und anschlieBend entweder fridéin eine Infektion verwendet,
oder zur Lagerung bei —80 °C tiefgefroren und memi spateren Zeitpunkt flr eine Infektion
verwendet. Solche gefrorenen Uberstande wurden iaeimem 22 °C Wasserbad aufgetaut und
innerhalb von 60 min verwendet. Die Infektion egtel nach Zusatz von 8 mg Polybrene/ml
Uberstand und dauerte zwei Stunden. Dann wurdevilashaltige Uberstand mit frischem
Medium aufgefillt. Nach 48 h wurde das Medium gewgedt und die Zellen in Kultur genommen
bzw. analysiert. Zur Infektion wurden jeweils 24/ér Infektion ca. 250.000 Zellen auf 25 cm?
Flasks ausgesat. Der retrovirale Vektor wurde fodiaherweise vom Institut fur experimentelle

Onkologie des Klinikums rechts der Isar, Minchen\zerfligung gestellt.
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Abbildung 6: Darstellung der Plasmide pBulletLZ (A) und pBulletBRMB). Rechts ist der schematische
Aufbau des Plasmids dargestellt. Die Transgenexpressrd von dem Promotor PhCMV gesteuert. Stad un
Richtung sind durch einen Pfeil gekennzeichnet.|ID&e Teil zeigt eine Darstellung der Plasmide nach
retroviraler Integration in das Zellgenom (Provitu3je Transgenexpression wird von dem retroviralemidtor
der 5’LTR gesteuert. Start und Richtung ist durcleeiRfeil gekennzeichnet. PhCMV: intermediate early
Promotor des humanen Cytomegalievirus, R, U5, Uschnitte der Mo-MLV LTR; nisLacZ: Gen der 3-
Galaktosidase- mit Kernlokalisierungssignal; hBMRE2n des humanen Bone Morphogenic Protein-2; S¥i0
origin of replication des Simian Virus 40; AmpR: G#ir die Ampicillinresistenz, LTR: long terminal regt des
Mo-MLV.

2.6. Liposomale Transfektion

Am ersten Tag wurden die Zellen ausgesat. Prordellieweils ca. 200.000 Zellen in einer 60
mm Schale, wurden drei Transfektionen durchgefiilBihe Kontrolle ohne DNA und zwei
Transfektionen mit DNA, wobei im Rahmen der Indok8versuche eine davon als Kontrolle
nicht induziert wird. Am zweiten Tag, dem Tag deafsfektion, wurde 2 h vorher das Medium
gewechselt. In einer 24-well Platte wurde 300 plti®em mit 10 pl Lipofectamine® pro
Transfektion gemischt, sowie in der gleichen Pl&0® pl Opti-Mem mit 5 ul DNA. Beide
Ansatze wurden zusammen pipettiert und 15 min laeinRemperatur inkubiert. Das Medium der
Zellen wurde abgesaugt und die Kultur zweimal nitSPgewaschen. Nun wurde das DNA-
Lipofectamine®-Gemisch in die Mitte der Zellkultgegeben und dann bei 37 °C und 5 %,CO

kultiviert. Nach 5-6 h wurde das Gemisch abgesagiginal mit Medium gewaschen und 4 mi
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Medium dazugegeben. Im Falle der induzierbaren @aession wurden die Zellen am vierten
Tag induziert. Hierbei wurde das Medium abgesaungt & ml Medium sowie 5 pl Doxyzyklin
dazugegeben. Bei der konstitutiven Transfektiondenr auch am vierten Tag, die Zellen aus der
Kulturschale geldst und mit 3 ml Medium resusperdien zweiten Schritt wurden jeweils 1 ml
der gelosten Zellen in 9 ml Medium (Medium + 50G418 mit einer Konzentration von 200
mg/ml) gelost und auf drei 10 cm Schalen vertelth weiteren Verlauf wurde das
Selektionsmedium alle 3 Tage solange gewechselhlden Schalen der Negativkontrolle (ohne
DNA) keine lebenden Zellen mehr nachzuweisen wakeri. den Transfektionsplatten konnte
man sich mit Klonierungszylindern aus den gebildet®lonien der transfizierten Zellen Klone
picken. Dabei wurden die Zellen einmal mit PBS gesis@n und auf jede zu pickende Kolonie ein
autoklavierter Klonierungszylinder gesetzt. In édesvurde 50 pl Trypsin gegeben und 3 min
inkubiert. Dann wurden die Zellen mit 50 pl Mediumsuspendiert und vermischt mit 1 ml

Medium in eine 24-well Platte gegeben. Die Zellarraden bis zum Einfrieren hochgeziichtet.

Im Falle der Transfektion des induzierbaren PlasmnetacZ, unter Verwendung des Vektors N2-
AP mittels des Transfektions-Kits Fugene®, wurde Beginn in ein 10 ml Tube 100 ul

serumfreies Medium gegeben. Hinzu kamen 12 ul Fe®erBeide Komponenten wurden

vorsichtig vermischt. Als nachstes wurden 4 pl DNWazugegeben und erneut vorsichtig
vermischt. Nach einer Inkubationszeit von ca. 15 bei Raumtemperatur wurde der Fugene®-
Ansatz gleichmafig auf ca. 250.000 Zellen, kultivie einer 60 mm Platte, verteilt. Nach 6-8 h
Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % g@urde das serumfreie Medium durch Komplettmedium

ersetzt und die Zellen im Verlauf normal weitertkuért.

2.7. Farbung mit dem Chromogen X-Gal

36 Stunden nach der Transfektion oder TransdukierChondrozyten wurden ca. 300.000 auf 60
mm Schalen ausgeséte Zellen zunachst zweimal m# BBwaschen und dann mit einer
Fixierlosung (471 ml PBS + 27 ml 37 %iges Formaldkhk 2 ml 50 %iges Glutaraldehyd) fur 5
min bei Raumtemperatur fixiert. Anschliel3end wurdém erneut zweimal mit PBS gewaschen
und mit der X-Gal-Farbelésung (0,044 M HEPES, p#, 15 mM NacCl, 1,3 mM MgG) 0,625
mg/ml X-Gal in 100 % DMSO, 3 mM #Fe(CN)), 3 mM Ky(Fe(CN}), alles geldst in dest.
Wasser, fur 10 h bei 37 °C und 5 % f£@ngefarbt. Im Lichtmikroskop konnte die
Transfereffizienz dann kontrolliert werden. Gelageurden die fixierten Zellen lichtgeschlitzt bei

+4 °C und konnten jederzeit wieder im Lichtmikropkmegutachtet werden.
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2.8. Nachweis der Effizienz mittels FACS-Vantage

Um die Effizienz der Infektion quantitativ genauchaeisen zu kbnnen, verwendeten wir die
FACS-(fluorescens-activated cell sorter) Analysanee automatisierte Durchfihrung der

Immunzytometrie im Durchflussverfahren. Sowohl &8&FP- als auch die lacZ-Effizienz kann

damit nachgewiesen werden. Ca. 300.000 Zellen wurditels Trypsin aus der Kulturschale

gel6st und im Falle des EGFP-Nachweises ledigligi2mml sog. FACS-Puffer (50 ml PBS + ca.

2 % FCS) in ein FACS-Reagenzglas gebracht undgeduhitzt auf Eis gelagert. Auch bei dem
lacZ-Nachweis wurden ca. 300.000 Zellen verwendegse jedoch wurden erst in 100 pl FACS-
Puffer geldst und lichtgeschitzt auf Eis gelagéuvor wurde die FACS-LAsung vorbereitet: Das
bei —20 °C gelagerte fluorescein-3-D galactopyrah@@DG), Bestandteil des Fluo Reporter lacZ
Flow Cytometry Kit, wurde zu Beginn im Wasserbad3&°C 10 min erwéarmt. Die Verdlinnung

hierbei betrug 1:10 mit destilliertem Wasser. Davurden 100 pul FACS-LOsung zu den lacZ-
markierten Zellen, gel6st in 100 pl FACS-Puffergegleen, kurz mittels Vortex durchmischt und
darauf fur 1 min bei 37 °C im Wasserbad lichtgestthiinkubiert. Die Zwischenlagerung bis zur
Analyse erfolgte auch hier lichtgeschitzt auf H¥as gleiche Prozedere wurde mit nicht-
infizierten Zellen als Negativ-Kontrolle durchgeftih

Zur Verwendung des FACS-Vantage wird auf das FAG®Hisge Reference Manual (Februar

1997) verwiesen.

2.9. ELISA

Die Menge an BMP-2 in vitro wurde aus dem Mediunetsiand der Zellkultur mittels eines
BMP-2 Immunoassay-ELISA (enzyme-linked immuno satbassay) gemessen. Dieser Assay
verfolgt eine quantitative Sandwich Enzym Immunags$echnik (Abe et al., 1989: 223). Am
ersten Tag der Vorbereitungen auf den eigentlidfleffvorgang wurden ca. 250.000 Zellen auf
ein 25 cm2-Flask gebracht und unter Ublichen Bediggn weiter kultiviert. Am zweiten Tag
wurde zu einer bestimmten Uhrzeit das Medium ahggsand 5 ml Medium dazugegeben. Am
dritten Tag, genau 24 h spater, wurden die 5 mlikadn ein 10 ml-Tube gegeben und 10 min
bei 10 °C und 3000 U/min zentrifugiert. Aus demtriéungierten Uberstand wurden 2 ml Medium
auf 4 Kryo-Réhrchen verteilt und umgehend bei —8D tlefgefroren oder alternativ gleich
gemessen. Es wurden jeweils eine infizierte une eiicht-infizierte Zellinie zur Bearbeitung
herangezogen. Bei der Messung wurden in eine 9% Rwaystyrene Mikroplatte, die mit

monoklonalen Antikérpern gegen BMP-2 ausgekleidetr,wder zuvor gewonnene Uberstand
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gegeben. Das in dem Uberstand enthaltene BMP-2 &iahdan diese immobilisierten Antikorper

und blieb bei Auswaschung des well in der Platie nichsten Schritt wurden enzymgebundene
monoklonale Antikérper auf die Platte gegeben. Wiedurde das 96 well gewaschen und im
entscheidenden Schritt eine Substrat-Losung zugegetorauf sich das Gemisch proportional zu
der Menge an enthaltenem BMP-2 anfarbte. Mittate®iCytometers liel’ sich der genaue Anteil

an BMP-2 quantifizieren.

2.10. Messung der alkalischen Phosphatase

Die alkalische Phosphatase wurde aus dem Zell-Lygeat Zellkultur gemessen. Aus einer
bestimmten Zellzahl, in der Regel 250.000 Zellenyden nach einmaligem Waschen mit PBS
mit einem Cell-scraper die Zellen vorsichtig vom Mdtayer geldst und in ein 10 ml tube
gegeben. Nach Zentrifugation bei 1500 U/min fir $ mnd 10 °C wurde der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und das Pellet mit einem [Buser resuspendiert und im Vortex vermischt.
Anschlie3end wurde die Probe bei —20 °C konseruedt stand flr die Messung der alkalischen
Phosphatase bereit. Die Messung erfolgte am Ihgtituklinische Chemie des Klinikums rechts
der Isar, Munchen. Es wurden jeweils eine infigetnd eine nicht-infizierte Zellinie zur

Bearbeitung herangezogen.

2.11. Histologien

Zwei verschiedene Zellzustande wurden histologlgmftrolliert. Einmal die Femurkondylen der
geopferten Kaninchen, sowie die besiedelten MariBeide Proben wurden vor der eigentlichen
histologischen Bearbeitung mindestens 72 h in 6ethig-ormaldehyd gelagert. Im Falle der
Matrices wurden diese nach Einbettung in Paraffindem Mikrotom in 7 um dicke Scheiben
geschnitten und auf einen Objekttrager gebracht emtd/ieder mit Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-,
Alcianblau- oder Elastica-van-Gieson-Farbung antefdm Falle der Femurkondylen wurden
diese fur ca. 6 Wochen in einer 10 %igen EDTA-Ld@sentkalkt. AnschlieRend, ebenfalls nach
Einbettung in Paraffin, mit dem Mikrotom in 7 umesd® pm dicke Scheiben geschnitten, auf
einen Objekttrager gebracht und fur ca. 12 h gktrec Im nachsten Schritt wurden die
Histologien entparaffiniert und wiederum fiur eini§ainden getrocknet. Abschliel3end wurde die

jeweilige histologische Anfarbung durchgefihrt.
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2.12. Histomorphologische Kontrolle

In  regelméafligen Abstanden wurden die Zellen aufgruihrer Morphologie, ihres
Differenzierungsgrades, ihrer Vitalitat und ihreanktionellen Eigenschaften am Institut far
Pathologie und pathologische Anatomie des Klinikusthts der Isar, Minchen untersucht und

begutachtet.

2.13. Proliferationsraten-Untersuchungen

In Langzeit-Untersuchungen wurden alle zwei Wochergleichen Zeitpunkten 200.000 Zellen
auf ein 75 cm2-Flask gebracht. Hierbei wurden exangch einige der in den Versuchen
angewandten Populationen untersucht. Eine Woché hacssat wurde die Zellzahl erneut
bestimmt und erlaubte Beurteilungen Uber das Rralifonsverhalten der einzelnen Populationen,

sowie der Zellinien untereinander.
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2.14. Verwendete Materialien

Material

allbuffer

Collagenase A

D-MEM

EDTA

ELISA-Kit

FCS

FDG (Fluo Reporter lacZ Cytometry Kit)
Formaldehyd

Fugene®

HCI

Lipofectamine®

Magnesium

PBS

Pen/Strep (Penicillin/Streptomycin)
Resorba®-Kollagen
Tachotop®-Kollagen

Trypsin

Verigen®-Kollagen

X-Gal

Zellkulturmaterial

Firma

Sigma, Minchen
Roche, Mannheim
Biochrom, Berlin
Sigma, Minchen
R&D Systems, Minneapolis, USA
PAN Biotech, Frankfurt/Main
MoleculaoBes, Leiden, Holland
Sigma, Minchen
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Carlsbad, USA
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Sigma, Minthe
Resorba Clinicare, Nurnberg
Nycomed, Unterschlei3heim
Biochrom, Berlin
Verigen, Leverkusen
Boehringer, Mannheim

Josef Peske, Aindling
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3. Ergebnisse

3.1. Knorpelzell-Isolierung

Die von der Gelenkflache des distalen Femurs geetem Chondrozyten konnten erfolgreich aus
ihrer Matrix isoliert und in eine zweidimensiondeltur gebracht werden. In dieser Form lie3en
sich die Zellen in Einzelfallen bis Passage 20 itrovkultivieren. Ebenso lieBen sich auf eine

dreidimensionale Matrix besiedelte Chondrozyterr ddenate in vitro in Kultur halten.

3.2. Zellkultur

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass slubndozyten Uber einen monatelangen
Zeitraum ohne Veranderung der Proliferationsrateeiimer zweidimensionalen Kultur halten
lieRen. Auch nach retroviraler Infektion oder nighaler Transfektion konnte keine Anderung des
Wachstumsverhaltens oder der Morphologie in detkdiéir beobachtet werden. In den ersten
Tagen nach der Isolierung stellten sich die Knaglégn in der zweidimensionalen Kultur im

adharenten Zustand an die Zellkulturflasche inouvitrnd konfiguriert und ohne Zellauslaufer dar
(Abb. 7A). Nach drei bis funf Tagen hypertrophierthe Zellen im Prozess der Dedifferenzierung
fibroblastenartig und bildeten Zellauslaufer (AbfB). Die morphologischen Veranderungen
waren nach ca. zwei Wochen abgeschlossen und den4sieben von diesem Zeitpunkt an im
gleichen Differenzierungszustand. Die Proliferasiate blieb unveréndert. In dieser
dedifferenzierten Form lieBen sich die Zellen jechdndividualitdt der Zellinie bei einer

Splittingrate von in der Regel 1:3 einmal pro Wodirezwei bis fiunf Monate kultivieren. Bevor

die Zellen nach langerer Zeit in Kultur aufhorteiths zu teilen, wiesen sie erneut eine
morphologische Verdnderung auf. In diesem Prozedsnan die Zellen um das zwei- bis
dreifache an Grof3e zu um dann im folgenden die dditate vollstdndig einzustellen und zu
Grunde zu gehen (Abb. 7C).
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Abbildung 7: Lichtmikroskopische Aufnahmen adulter Chondrozyten in Monolayer-
Kultur

A Lichtmikroskopische Aufnahme adulter Chondrozytemvireidimensionaler Zellkultur nach Isolierung
aus dem Kniegelenk eines New Zealand White Kanirch@&mstand drei Tage nach Isolierung.
Phéanotypisch Knorpelzellen. Klein, rund und keindaZeslaufer. VergroRerung 100fach

B Lichtmikroskopische Aufnahme adulter Chondrozytere &Voche nach Isolierung. Erste Zeichen der
Dedifferenzierung. VergréRerung 100fach
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C Lichtmikroskopische Aufnahme adulter Chondrozytesr Wlonate nach Isolierung. Dargestellte Zellen
weisen sehr wenige bis keine Mitoseraten mehr&iafzeigen eine hypertrophe und véllig
dedifferenzierte Morphologie. VergréRerung 100fach

3.3. Tissue Engineering

Die im folgenden besprochenen Ergebnisse zeigess, es moglich ist, Chondrozyten auf einem
dreidimensionalen Tragermaterial zu kultivieren IfAB). In diesem Zustand konnten die Zellen
Uber einen monatelangen Zeitraum in Kultur gehalterden. Dort waren sie in der Lage sich zu
integrieren und eine milde Matrixproduktion zu dieden. Eine gleichmallige Verteilung der
Zellen auf dem Gerust wurde erreicht. Durch dasbAogen auf eine solche Matrix verfolgten
wir in unseren Versuchen das Ziel, die Chondrozyiieer einen langeren Zeitraum differenziert
in Kultur zu halten, wie es Benya und Mitarbeit@882: 215) oder Cao und Mitarbeiter (1998:
475) zuvor schon bewiesen hatten. Durch eine Vdeniumg des Prozesses der Dedifferenzierung
sollten so die Chondrozyten in guter funktioneNMarfassung der Transplantation zur Verfiigung
stehen. Wéahrend Chondrozyten in zweidimensionalendNayer-Kultur zur Proliferation in der
Lage sind, war dies unter den Bedingungen der idneissionalen Kultivierung nicht mehr

moglich.
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Abbildung 8: Aufnahme des dreidimensionalen Tragermaterials iRa&y das mit adulten Chondrozyten
besiedelt wurde, welche aus dem Kniegelenk eines Zé&aland White Kaninchens isoliert wurden. In diese
Form wurde das Knorpelzell-Matrix-Konstrukt in dasiegelenk eines New Zealand White Kaninchens
implantiert.

3.3.1. Besiedelung der Chondrozyten auf die MatriceVerigen®, Tachotop® und Resorba®

Chondrozyten lie3en sich in vitro gut auf die Kgkamatrix Verigen® besiedeln und zeigten
lichtmikroskopisch eine Integration und eine Vdueg in diese. Auf Grund des Aufbaus der
Matrix, die nur eine Besiedelung in den oberen Been erlaubte, weil in den tieferen Schichten
ein unbesiedelbares Kollagennetzwerk mdgliche Intptzon verbessern soll, stellte sich die Zahl
der besiedelten Zellen als sehr gering dar (AbbB8)onders fiir eine eventuelle Implantation ist
diese Zahl deutlich zu klein. Dieses Tragermatenalde lediglich fur in vitro Versuche mit

unbehandelten Chondrozyten herangezogen.

Chondrozyten lie3en sich in vitro ebenfalls gut dief Kollagenmatrix Tachotop® besiedeln und
zeigten lichtmikroskopisch eine Integration undeeWferteilung in diese (Abb. 10). Die Zahl der
besiedelten Zellen stellte sich jedoch auch besatieSubstanz als nicht ausreichend dar.
Besonders weil diese Matrix eine zu geringe Pocdtidiaufweist, zeigt sie so keine Moglichkeit

einer Besiedelung héherer Zellzahlen.
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Dieses Tragermaterial wurde lediglich fur in vituersuche mit unbehandelten Chondrozyten
herangezogen.

Die besten Ergebnisse bei der Kollagen-Matrix-Baelieng mit Chondrozyten in vitro zeigte die
Verwendung des Tragermaterials Resorba®. Nebenr eeisfacheren und effektiveren
Besiedelung zeigten die Zellen hier auf Grund daintalen Materialeigenschaften und einer
hoheren Faserdichte die beste Integration (Abb. BBreits in vitro konnte eine leichte
Matrixproduktion der Chondrozyten erkannt werdend@m konnten in diesem Fall auch héhere
Zellzahlen, welche eine optimale Integration undnkfwnalitat des Konstruktes in vivo
garantieren, injiziert werden. Besonders die glei@Bige Verteilung der Zellen innerhalb dieser
Matrix weist auf gute Eigenschaften fur eine Impddion hin. Auf die Resorba®-Matrix wurden
unbehandelte und retroviral transduzierte (lacZ,ABR) Chondrozyten gebracht. Beide Gruppen
zeigten auf dem Trager gleiche Eigenschaften. Diedem Markergen lacZ infizierten Zellen in
der dreidimensionalen Kultur lieRBen sich mit glechErgebnissen, wie die in zweidimensionaler
Kultur gefarbte Zellen, anfarben. Die Genexpressiamrde standardisiert Uber einen

zweimonatigen Zeitraum regelméaRig verfolgt und teeighveranderte Stabilitat.

Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahme adulter Chondrozytea,rdich Isolierung aus dem Kniegelenk
eines New Zealand White Kaninchens auf dem dreidéinealen Tréger Verigen® kultiviert wurden. Es zeigt
sich eine Woche nach Besiedelung lediglich in degren Schichten eine Verteilung und IntegrationZigien
innerhalb des Tragers. VergroRerung 40fach
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Abbildung 10: Lichtmikroskopische Aufnahme adulter Chondrozytia,nach Isolierung aus dem Kniegelenk
eines New Zealand White Kaninchens auf dem dreidsinealen Trager Tachotop® kultiviert wurden. Es zeigt
sich innerhalb des Trégers eine Woche nach Besieglelime sehr geringe Zellzahl auf Grund der geringen
Faserdichte. VergréRerung 40fach

Abbildung 11: Lichtmikroskopische Aufnahme adulter Chondrozytia,nach Isolierung aus dem Kniegelenk
eines New Zealand White Kaninchens auf dem dreidsinealen Trager Resorba® kultiviert wurden. Es zeigt
sich eine Woche nach Besiedelung eine gleichmaRege=ilung einer hohen Zellzahl, sowie eine sehegut
Integration der Zellen in das Tragermaterial. Einehies Matrixproduktion der Zellen ist erkennbar.
VergrofRerung 40fach
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3.4. Retroviraler und nichtviraler Gentransfer an Chondrozyten in vitro

Die im folgenden besprochenen Ergebnisse zeigess da mdglich ist, in vitro Reportergene
sowohl mittels viraler als auch mittels nichtviraléektoren in Chondrozyten einzuschleusen und
diese zu exprimieren. Die Expression in vitro kentdnger als drei Monate aufrechterhalten
werden. Sowohl die Markergene lacZ und EGFP, ath alas fir den Wachstumsfaktor BMP-2
codierende Gen wurden erfolgreich retroviral in @dr@zyten eingebracht und konnten
nachweislich in vitro und in vivo exprimieren. Dar vivo Nachweis fur EGFP wurde nicht

erbracht. Auch nicht-virale Transfektionen mit deMarkergen lacZ durch liposomale

Transfektion zeigte eine Funktionstichtigkeit dgst&ms in vitro. Auch das induzierbare Plasmid
tetlacZ wurde mittels FuGene® nichtviral integriemd zeigte eine Genexpression in vitro.
Samtliche hier beschriebene Gentransfer-Versuchidemuan primaren Chondrozyten untersucht.
Frisch isolierte Knorpelzellen wurden im Verlaufrdéellkultur als Chondrozyten-Population

bzw. Zellinie bezeichnet.

3.4.1. Transfektionseffizienz nach liposomaler Trasfektion mit dem Markergen lacZ in

vitro

Bei der nichtviralen, liposomalen Transfektion mipofectamine® zeigten sich Effizienzen von
ca. 0,1 % in vitro. Der Nachweis wurde durch X-Gakoung einmalig lichtmikroskopisch
geliefert und im weiteren Verlauf nicht weiter urstecht. Bei der nichtviralen Transfektion mit
FuGene® zeigten sich Effizienzen von 9 % in vi#doich hier wurde die Effizienz nur einmalig

nach X-Gal-Farbung lichtmikroskopisch untersuchd archt weiter verfolgt.

3.4.2. Transduktionseffizienz nach retroviraler Infektion mit dem Markergen lacZ in vitro

Bei den Versuchen zeigten sich bezulglich der lidekinit dem Markergen lacZ, welches fur das
Protein R-Galactosidase exprimiert, primére Traksduaseffizienzen von durchschnittlich 85 %.
Die Spanne lag bei neun verschiedenen Zell-Populati zwischen 63 % und 98 % erreichter
Effizienzen (Abb. 13). In vitro wurde die Effizierdurch FACS-Analyse und durch Anféarbung
mit dem Chromogen X-Gal nachgewiesen. Im Fall degga{-Farbung liel3 sich anhand der blau
angefarbten Zellkerne lichtmikroskopisch abschgtzee hoch die Transduktionseffizienz war
(Abb.12).
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Abbildung 12: Lichtmikroskopische Aufnahmen adulter Chondrozytia,nach Isolierung aus dem Kniegelenk

eines New Zealand White Kaninchens retroviral mihdéarkergen lacZ transduziert wurden.

Die Zellen, die das lacZ-Gen exprimiert haben, zeigjee positive, blaue Anfarbung nach Zugabe vonakx-G
Farbeldsung. Bei der Aufnahme 72 h nach Infektianrkdie Expression auf tiber 90 % geschatzt werden.

A: VergroRerung 40facB: VergrofRerung 100fach
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Genauere Zahlen lieferte die FACS-Analyse. Zur 3daiktion angewandte Titermengen
zwischen 500.000 und 1000.000 IP/ml erwiesen delyeeignet. Sowohl frisch isolierte, als auch
schon langer in Kultur gehaltene Chondrozyten le8ieh ohne Unterschiede mit der gleichen
Effizienz infizieren. Als Kontrolle fur eine erfalgiche Transduktion wurde drei Tage nach
Infektion eine X-Gal-Farbung durchgefuhrt. Als Laeg-Verlaufskontrolle wurde die Stabilitéat

durch FACS-Analyse und X-Gal-Farbung Uber einennapeatigen Zeitraum im Abstand von

drei Wochen an festgelegten Zeitpunkten regelmé&ifplgt (Abb. 14). Dabei stellte sich heraus,
dass die Transgenexpression in keiner der drersudbten Populationen im Vergleich zu dem
gewonnenen Wert aus der ersten Messung um mel20ds abnahm. Eine Population wies in
Woche 12 eine stabile Restexpression von uber 90dé€$ Ausgangswertes auf. Die

Proliferationsrate blieb auch drei Monate nachldfktion unveréndert.

Retrovirale lacZ-Transduktionseffizienz an Chondroz yten

120

100
80 T
60
40
20
cz1 cz2 cz3 cz4 cz5 cze cz7 czs cz9

Chondrozyten-Population

% lacZ-exprimierender Zellen

o

Abbildung 13: Darstellung retroviral erzielter lacZ-Transduktieffizienzen an neun verschiedenen
Chondrozyten-Populationen (Zellinie) eine Woche rnBi@nsduktion. Die durchschnittlicheTransduktions-
effizienz betragt 85 %. Gezeigte Daten wurden pe€$F-Analyse eine Woche nach Infektion je einmal pro
Population ermittelt. Standardabweichung 13.
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In vitro Langzeitexpression lacZ-transduzierter Cho ndrozyten

120

100 A

80 1

60 1

Expressionsrate in %

40 -

20

Woche 1 Woche 3 Woche 6 Woche 9 Woche 12

Chondrozyten-Population

Abbildung 14: Darstellung der lacZ-Langzeitexpression von dreseleiedenen Chondrozyten-Populationen
(Zellinie) Gber einen beobachteten Zeitraum von 1ZNea. Es zeigt sich eine stabile Expression des Teassg
Gezeigte Daten wurden per FACS-Analyse ermittéitn@ardabweichung 11.

Auch auf die dreidimensionale Tragersubstanz Resdrbesiedelte, fur das Markergen lacZ
exprimierende Chondrozyten, zeigten lichtmikroskopi nach X-Gal-Farbung uUber einen

Zeitraum von zwei Monaten eine unveranderte Germsgon (Abb. 15).
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Abbildung 15: Histologische Schnitte des makroskopch gezeigten Kollagengerustes

A Aufnahme des dreidimensionalen Tragermaterials iRa®y das mit adulten, lacZ-transduzierten
Chondrozyten besiedelt wurde. Nach Zugabe des ClgensoX-Gal zeigt sich 14 Tage nach der
Infektion und sieben Tage nach Besiedelung des g@tla eine gleichméaiige Anfarbung der sich in
dreidimensionaler Umgebung befindlichen Chondrazyte

B In der lichtmikroskopischen Aufnahme des in A diilgketen Gerlistes zeigt sich die gute Verteilung
sowie hohe Expressionsrate der dreidimensionaMieiten Chondrozyten. Vergréf3erung 10fach
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C In starkerer Vergrof3erung wird die gute Integratimd Expression der in der Matrix kultivierten

Chondrozyten deutlich. Zudem sind keine funktiomebeler morphologischen Anderungen aufzufinden.
VergrofRerung 100fach

3.4.3. Transduktionseffizienz nach retroviraler Infektion mit dem Markergen EGFP in vitro

Bei der Transduktion mit dem Markergen EGFP zeigteh Effizienzen von durchschnittlich
75 %, nachgewiesen durch optische Kontrolle mit deooreszenzmikroskop (Abb. 16) und
mittels der FACS-Analyse. In dieser Versuchsgrufgmelen gleiche Titer wie bei der Infektion
mit dem Markergen lacZ Anwendung. Auch in diesert @b es keine Zeichen fiir Unterschiede
bezlglich der Transduktionseffizienz zwischen frigsolierten oder schon langer in Kultur
gehaltenen Chondrozyten. Im Falle des EGFP blietEdffizienz fir zwei Monate stabil, jedoch
verringerten die Zellen ihre Proliferationsrate $asliel3lich nach ca. zehn Wochen keine Mitosen

mehr nachweislich waren und die Kulturen zu Grugidgen.
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Abbildung 16: Lichtmikroskopische Aufnahmen adulter Chondrozytiéa,nach Isolierung aus dem Kniegelenk
eines New Zealand White Kaninchens retroviral mihdéarkergen EGFP transduziert wurden. 72 h nach
Transduktion fluoreszieren Zellen, die das Gen exprinhaben. Die Effizienz kann hier auf 75 % gesohat
werdenA: VergroRerung 40facB: VergrofRerung 100fach
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3.4.4. BMP-2-Bildung nach retroviraler Infektion von Chondrozyten in vitro

Chondrozyten, die das Zytokin BMP-2 exprimierenlteal wurden ausschlief3lich retroviral
transduziert. Es wurden gleiche Titer wie bei deariBduktion mit lacZ und EGFP angewandt.
Nachweis fur eine erfolgreiche Transduktion war Bi®duktion von BMP-2 in vitro, welche
mittels des enzyme-linked immuno sorbent assaysT&dtISA) bestimmt wurde. Drei Tage nach
der Transduktion wurde nach einem standardisierechema der Zellkulturiiberstand
abgenommen und daraus mittels ELISA die produzidtege an BMP-2 gemessen. Sechs
infizierte Zellinien, je 250.000 Zellen zur Messuagsgesat, produzierten in 24 h in vitro im
Schnitt 15 ng/ml BMP-2 (Abb. 17A). Die interindiwidlle Produktion an BMP-2 zwischen den
einzelnen Zellinien lag zwischen minimal 4 ng/mldumaximal 45 ng/ml BMP-2. In den
angelegten Negativkontrollen konnte kein BMP-2 mgetiesen werden. Ebenso wie bei dem
Markergen lacZ, wurde auch hier Gber einen siebehwén Zeitraum die Langzeit-Expression
der Fremd-DNA an drei verschiedenen ChondrozytguuiRtionen regelméal3ig zu festgelegten
Zeitpunkten Uberwacht. Die intraindividuelle Prodak an BMP-2 variierte im Verlauf des
Langzeit-Versuchs teilweise um den Faktor vierogbdvaren alle drei Zellinien in der Lage Uber
den gesamten beobachteten Zeitraum BMP-2 zu prexunz{Abb. 17B).

Um die Produktion von BMP-2 auch an sich in dreensionaler Kultur befindlichen
Chondrozyten Uber einen zweimonatigen Zeitraumrifep, wurde nach genanntem Schema ein
ELISA aus diesem Zellkulturmedium gemessen. Dierdgstandenen Ergebnisse sind vergleichbar

mit denen aus zweidimensionaler Zellkultur.
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In vitro BMP-2-Produktion von Chondrozyten
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BMP-2-Menge in ng/ml

Chondrozyten-Population

Abbildung 17 A: Darstellung der Produktion an BMP-2 von sechsaleeslenen Chondrozyten-Populationen
(Zellinien) eine Woche nach Transduktion. GezeigteeBnisse wurden pro Population je einmal mittels ELISA
bestimmt. Die Bezeichnung + steht fur transduzigaken. Die Bezeichnung — steht fur nicht-transduei

Zellen. Standardabweichung 13.

In vitro Langzeit-BMP-2-Produktion von Chondrozyten

||

BMP-2-Menge in ng/ml

Woche 1 Woche 3 Woche5 Woche 7

Chondrozyten-Population

Abbildung 17 B: Darstellung der Langzeit-Produktion an BMP-2 voei éerschiedenen Chondrozyten-
Populationen tber einen Zeitraum von 7 Wochen. Zunpidekt der Messung wurde mittels ELISA pro
Population ein Wert bestimmt. Standardabweichung 2.

-41 -



Bei samtlichen Nachweisen einer Effizienz, gleicelechem Gentransfer die Zellen unterlagen,
wurden Negativkontrollen angesetzt. Im Falle dezZianarkierten Zellen zeigte sich nach
Anfarbung durch X-Gal in der Negativkontrolle liahikroskopisch keine blau gefarbte Zelle. In
der FACS-Analyse lieRen sich keine genexprimierandgellen nachweisen. Bei EGFP-

markierten Zellen zeigten die Versuche gleiche Bnggse wie bei lacZ-markierten Zellen. Die
Negativkontrollen der BMP-2-produzierenden Zellmigeigten im ELISA-Test keinen Nachweis
von BMP-2.

Sowohl retroviral transduzierte, als auch nichtviteansfizierte Chondrozyten zeigten im

gesamten Verlauf der zweidimensionalen Zellkultar\iergleich zu nicht genetisch veranderten
Chondrozyten keine Unterschiede in Bezug auf Maiqajie, Proliferationsrate oder funktionellen

Eigenschaften, wie z.B. Adharenz zur Zellkulturtlas. Auch die den Wachstumsfaktor BMP-2-
produzierenden Chondrozyten zeigten lichtmikrosgopiin zweidimensionaler Kultur keinerlei

Unterschiede im Vergleich zu nichtinfizierten Chore/ten.

Lediglich mit dem Markergen EGFP transduzierte Qimomyten wiesen nach finf bis acht
Wochen in Kultur keine Teilungsfahigkeit mehr auf.

Auch in der dreidimensionalen Zellkultur zeigterchsikeine Unterschiede in Bezug auf
Morphologie oder Vitalitat zwischen retroviral temtuzierten, nicht-viral transfizierten oder
nichtinfizierten Chondrozyten (Abb. 11 und 15C).

3.4.5. Steuerbare Genexpression nach liposomaler dnsfektion mit dem induzierbaren

Plasmid tetlacZ in vitro

Nach liposomaler Transfektion durch Fugene® mit deduzierbaren Plasmid tetlacZ betrug die
Expressionsrate in der Zellkultur im nicht-indurger Zustand bei sehr schwacher X-Gal-Farbung
der Zellkerne nach FACS-Analyse ca. 0,8 % in vfkbb. 18A). Angewandte Titer betrugen 2-6
Hg DNA pro Zellkulturplatte, das Verhaltnis FugenB®IA betrug 3:1. 24 h nach Induktion
durch 1 pg/ml Doxyzyklin zeigte sich eine héhergiessionsrate von ca. 6,6 % der Zellen (Abb.
18B).
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Abbildung 18: Lichtmikroskopische Aufnahmen adulter Chondrozytéa,nach Isolierung aus dem Kniegelenk
eines New Zealand White Kaninchens nichtviral didfagene® mit dem induzierbaren Plasmid tetlacZ
transfiziert wurden. Zellen, die das Gen exprimiegtellen sich nach Markierung mit der Farbelos¥r@al

blau dar. In A Effizienz der Transfektion vor unddr24 h nach Induktion mit 1 pg/ml Doxyzyklin. Sowale
Zahl als auch die Intensitat der Expression steigeh tnduktion deutlich.

A undB: VergréRerung 40fach
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3.5. Alkalische Phosphatase

Zur Messung der alkalischen Phosphatase wurdenagémrsechs verschiedene Chondrozyten-
Populationen herangezogen. Sowohl BMP-2 produzileretts auch zur Kontrolle nichtinfizierte
Chondrozyten. Lediglich in einer aus sechs Proben BIMP-2-Gruppe lie3 sich alkalische

Phosphatase in Hohe von 305 U/l nachweisen.

3.6. In vivo Ergebnisse

Die im folgenden besprochenen Ergebnisse zeigess, es moglich ist, mit Fremd-DNA in vitro
infizierte und transfizierte Chondrozyten auf etreidimensionale Matrix kultiviert, in vivo zu
transplantieren und dort das Transgen zu exprimieBde Genexpression in vivo war drei
Wochen nach Implantation noch immer nachweisbar.

Fir die in vivo Versuche wurden Kaninchen der Radd$ses Zealand White herangezogen. Die
weiblichen Tiere vertrugen sowohl die Anasthesis alich die Operation bei Biopsie und
Implantation sehr gut. Einige Tage nach der Biofsienten sie sich in schmerzfreiem Zustand
gut im Kafig bewegen. Auch im Zeitraum nach der lempation zeigten die New Zealand White
Kaninchen eine rasche Schmerzfreiheit, eine unssigénkte Beweglichkeit sowie einen guten
Allgemeinzustand. Im Rahmen der Opferung zeigteadttgotomierte Kniegelenk keine Zeichen

von Entziindungen oder einschrankenden narbigeregsen.

3.6.1. Unbehandelte Defekte

Unbehandelte, also leer gelassene, osteochondefiekt® zeigten drei Wochen nach Defekt-
Entstehung in der histologischen Aufbereitung efdfillung dessen mit minderwertigem
faserknorpelartigem Bindegewebe (Abb. 19A und B)dath konnte ein Einsprie3en von
Chondrozyten in den Randbereichen und aus der diefeDefektes nachgewiesen werden (19B).
Kollagenfasern und Glykosaminoglykane liel3en sighin geringen Mengen nachweisen (Abb.
19C und D).
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Abbildung 19: Histologische Schnitte leer belassenesteochondraler Defekte

A Im lichtmikroskopischen Bild zeigt sich nach H.EirBung besonders am Ubergang (2) die Differenz
von randstandigem unversehrtem Knorpel (3) und efekx befindlichen faserknorpelartigem
Bindegewebe (1). H.E., VergréRerung 40fach

B In starkerer VergroRerung zeigt sich am Uberg@hglie Differenz von randstandigem unversehrtem
Knorpel (3) und im Defekt befindlichen faserknogréigem Bindegewebe (1). Am Ubergang zum
nativen Knorpel lasst sich ein Einspriel3en von Chongen erkennen (2). H.E., VergréRerung 100fach
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Nach Elastica-van-Gieson-Farbung stellt sich Kafagot dar. Es zeigt sich im unversehrten Knorpgel (3

rechts im Bild eine starke Rotfarbung auf Grund hiesen Kollagengehaltes. Im Bereich des Defektes
(1) links im Bild gelingt ein nur sehr geringer Naeis von Kollagen. EVG, VergroRerung 100fach

Nach Alcianblau-Farbung stellen sich Glykosamigkghe blau dar. Es zeigt sich im Gegensatz zum
unversehrten Knorpel (3) rechts im Bild ein nurigger Gehalt an Glykosaminoglykanen im Bereich des
Defektes (1) links im Bild. ALC, Vergrof3erung 100fiac
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3.6.2. Implantierte unbesiedelte Resorba®-Tragersetéamme

Die in die osteochondralen Defekte implantierte agidelte Tragersubstanz Resorba® zeigte
drei Wochen nach Implantation eine Integrationas dmliegende Gewebe (Abb. 20A und B). Es
konnte eine leichte Resorption des implantiertendfaktes dokumentiert werden. Die im Defekt
befindlichen Lymphozyten lassen auf eine stattggdme immunologische Reaktion des
Organismus auf das Fremdmaterial schlieBen (20808l in den Randbereichen, als auch in
der Tiefe des Defektes war ein EinsprieBen von @Gtamryten in die Kollagen-Matrix
nachweisbar (20D). Sowohl der Kollagen- als auahGlgkosaminoglykangehalt war im Bereich
des Defektes niedrig (Abb. 20C und D).
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Abbildung 20: Histologische Schnitte implantierterunbesiedelter Matrices

A Im lichtmikroskopischen Bild zeigt sich nach H.ErBung besonders am Ubergang die Differenz (2)
von randstandigem unversehrtem Knorpel (3) und efekx befindlichen Kollagengertist (1). Eine
immunologische Reaktion auf die Tragersubstanzkstrmbar (4). H.E., VergroRerung 40fach

|
o
=N
‘ f.
e - L\ -
‘ &
B In starkerer VergréRerung zeigt sich nach H.E.-fégbesonders am Ubergang (2) die Differenz von

randstandigem unversehrtem Knorpel (3) und im Ddfekindlichen Kollagengerist (1), welches eine
gute Integration aufweist. H.E., Vergré3erung 10@fac

-48 -



Nach Elastica-van-Gieson-Farbung stellt sich Katagot dar. Es zeigt sich im unversehrten Knorpgel (3
rechts im Bild eine starke Rotfarbung auf Grund higsen Kollagengehaltes. Im Bereich des Defektes
(1) links im Bild ist lediglich an den Ubergangseon(2) ein sehr geringer Kollagengehalt erkennbar.
EVG, VergréRerung 100fach

Nach Alcianblau-Farbung stellen sich Glykosamigkghe blau dar. Es zeigt sich im Gegensatz zum
unversehrten Knorpel (3) rechts im Bild ein nurrsgdringer Gehalt an Glykosaminoglykanen im
Bereich des Defektes links im Bild (1). Jedochtigssh ein Einspriel3en von Chondrozyten aus der Tiefe

des Defektes nachweisen (2). ALC, Vergréf3erung b0fa
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3.6.3. Implantierte autologe Knorpelzell-Matrix-Konstrukte

Auf dem dreidimensionalen Tragermaterial Resorba@ikerte autologe Chondrozyten zeigten,
als Zell-Matrix-Konstrukte in osteochondrale Defekimplantiert, drei Wochen nach der
Implantation makroskopisch eine glatte Knorpeloldetfe, sowie eine gute Integration der
Konstrukte (Abb. 21A). In der histologischen Aufeiiong zeigte sich eine Vitalitat der Zellen
(Abb. 21C). Die Zellzahl konnte bezuglich der Hadudes Defektes als ausreichend bezeichnet
werden, obwohl Bereiche mit niederen Zellzahleneernbar waren. Das Konstrukt wies eine
Integration im umliegenden Knorpel auf und es kergihe Matrixbildung nachgewiesen werden
(Abb. 21B und C). Vergleichbar den histologischegdbnissen der unbesiedelten Gruppe, liel3en
auch hier im Defekt befindliche Lymphozyten aufeesabgelaufene immunologische Reaktion des
Organismus schlielen (Abb. 21B). Eine Produktion ¥mllagenen und Glykosaminoglykanen
im Defekt lie3 sich nachweisen (Abb. 21D und E).
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Abbildung 21: Histologische Schnitte implantierterbesiedelter Matrices

A Makroskopischer Blick auf die Gelenkflache deslanperten distalen Femurkondylus eines New
Zealand White Kaninchens. Im Bereich der Trochleaofésrbefinden sich zwei mit autologen
Knorpelzell-Matrix-Konstrukten aufgefillte Defekpe) drei Wochen nach deren Implantation. Es zeigt
sich eine gute Integration der Konstrukte sowie gjlatte Knorpeloberflache des Kniegelenks.

B Im lichtmikroskopischen Bild wird nach H.E.-Farbuagf der rechten Seite des Defektes (1) der
Ubergang (2) zum unversehrten Knorpel (3) deutlictder Tiefe des Defektes ist eine immunologische

Reaktion erkennbar (4). H.E., VergréRerung 40fach
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In starkerer VergroRerung wird der Unterschiedsetwen unversehrtem Knorpel (3) rechts im Bild und
implantiertem Gerust (1) links im Bild deutlich. B$ eine gute Integration (2) des Konstruktes, sowi
eine hohe Zahl vitaler Zellen erkennbar. H.E., Vergrflg 100fach

Nach Elastica-van-Gieson-Farbung stellt sich Katagot dar. Es ist eine milde Matrixproduktion
innerhalb des Defektes (1) links im Bild zu erkemnigechts im Bild zum Vergleich unversehrter
Knorpel (3). EVG, Vergrof3erung 100fach
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E Nach Alcianblau-Farbung stellen sich Glykosamigkghe blau dar. Es zeigt sich, dass im Bereich des
Defektes (1) links im Bild eine leichte Glykosamitgkan-Produktion stattgefunden hat. Rechts im Bild
zum Vergleich unversehrter Knorpel (3). ALC, Vergedihg 100fach

3.6.4. Implantierte lacZ-markierte autologe Knorpekell-Matrix-Konstrukte

Auf dem dreidimensionalen Tragermaterial Resorba®@tivkerte, autologe, lacZ-infizierte,

Chondrozyten zeigten, als Zell-Matrix-Konstrukte asteochondrale Defekte implantiert, drei
Wochen nach der Implantation makroskopisch eine dutegration der Konstrukte bei glatter
Knorpeloberflache (Abb. 22A). In der histologisch@nfarbeitung wurde eine Vitalitat einer

hohen transplantierten Zellzahl, sowie eine gutedration des Konstruktes erkennbar (Abb.
22B). Noch drei Wochen nach Implantation war dufgktologische X-Gal-Anfarbung eine

Genexpression im Defekt nachweisbar. Aussagen dieegebliebene Effizienz der Expression
konnten nicht gemacht werden, da Chondrozyten aums Riandbereichen und der Tiefe des
Defektes in das eingebrachte Konstrukt einwandBiase Zellen lassen sich X-Gal-technisch
nicht anfarben, da sie kein lacZ-Gen tragen. Deseven dringt die Farbeldsung nicht in alle
Bereiche innerhalb des Defektes ein und lasst gemalerende Zellen teilweise ungefarbt.
Trotzdem zeigten die Zellen sowohl in der Tiefe dafektes, am Ubergang zum gesunden
Knorpel oder an der Oberflache eine Genexpresgibh.(22C). Bei Zellen, die keine Expression
aufwiesen, bleibt die Frage offen, ob die Expressimht mehr aktiv war, der Nachweis in der

Nachbearbeitung nicht geglickt war oder es sicheimgewanderte Zellen handelt. Vergleichbar
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vorhergehender Gruppen liel3 sich in den HistologemDefekte, die mit retroviral transduzierten
Zellen gedeckt wurden, anhand der Lymphozyten elisnkine immunologische Reaktion
nachweisen (auf gezeigten Bildern nicht erkennlfamlglich ist, ob diese wiederum durch das
Kollagenvlies hervorgerufen wurde oder auf die kes@primierende Fremd-DNA zurtckzufiihren

ist.

Abbildung 22: Histologische Schnitte lacZ-markierte implantierter Matrices

A Makroskopischer Blick auf die Gelenkflache deslanperten distalen Femurkondylus eines New
Zealand White Kaninchens. Im Bereich der Trochleaofésrbefinden sich zwei Defekte (x), die durch
das Markergen lacZ exprimierende, autologe Knorfidizatrix-Konstrukte gedeckt wurden. Drei
Wochen nach Implantation zeigt sich auch hier gute Integration der Konstrukte, eine glatte
Knorpeloberflache sowie eine selektive Anfarbungldelantate.
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B Im lichtmikroskopischen Bild ist nach Zugabe desdbiogens X-Gal und H.E.-Farbung eine gute
Verteilung der exprimierenden Zellen im Bereich Defektes zu erkennen. H.E., VergréRerung 40fach

C In stérkerer VergroRerung zeigen sich sowohl arOdeerflache (1) als auch in der Tiefe (2) und den
Randbereichen (3) des Defektes nach X-Gal-Farbypgmierende Zellen. H.E., Vergrdlierung 100fach
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3.6.5. Implantierte autologe Knorpelzell-Matrix-Konstrukte mit BMP-2-produzierenden

Chondrozyten

Die auf dem Tragermaterial Resorba® kultiviertenpsteochondrale Defekte implantierten, fir
den Wachstumsfaktor BMP-2 exprimierenden Chondeogyzeigten in den Versuchen die beste
Heilung des gesetzten Defektes (Abb. 23). Makroskbp zeigte sich drei Wochen nach
Implantation wieder eine gute Integration der Kanmdge bei sich glatt darstellender
Knorpeloberflache (Abb. 23A). Lichtmikroskopisch ndle eine Vitalitat sowie eine optimale, dem
umliegenden unversehrten Knorpel zu vergleiche@@dizahl gefunden (Abb. 23B). Zellfreie
Areale wurden im Bereich der Implantation nichtugefen. Morphologisch konnten die Zellen als
ausdifferenzierte Chondrozyten bezeichnet werddib(R&3D). Die ursprungliche Tragersubstanz
war nahegehend vollstandig resorbiert.

Das Konstrukt zeigte eine sehr gute Integratioden Defekt im Bereich aller Randzonen (Abb.
23C). Knorpelhéfe und Chondrone waren erkennbae.Z@ilen im Defekt ordneten sich teilweise
tangential ausgerichtet saulenférmig an, was ao& enechanisch funktionelle Organisation
hinweist und so im umliegenden unversehrten Knogbeinfalls erkennbar ist (Abb. 23D). Die
implantierten Chondrozyten zeigten eine gute Katagnd Glykosaminoglykan-Matrixbildung
(Abb. 23E-H). Eine immunologische Reaktion war, 8ie sich in den anderen Gruppen auch
gezeigt hatte, erkennbar (Abb. 23B).
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Abbildung 23: Histologische Schnitte eines implanérten BMP-2-transduzierten
Chondrozyten-Matrix-Konstruktes

A Makroskopischer Blick auf die Gelenkflache deslanperten distalen Femurkondylus eines New
Zealand White Kaninchens. Im Bereich der Trochleaofésrbefindet sich ein Defekt (x), der mit einem
BMP-2-produzierenden autologen Knorpelzell-Matrigst§trukt gedeckt wurde. Drei Wochen nach
Implantation zeigt sich eine sehr gute Integraties Konstruktes und eine glatte Knorpeloberflade d

Kniegelenks.

B Im lichtmikroskopischen Bild zeigt sich nach H.ErBung eine gute Heilung des gesamten Defektes,
eine optimale Verteilung der transplantierten Ze(tenin den umliegenden Knorpel (3), eine gute
Integration des Konstruktes (2), sowie eine glatiederhergestellte Knorpeloberflache. Eine leichte
immunologische Reaktion wird erkennbar (4). H.E.tgréRerung 40fach
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In starkerer VergroRerung stellt sich die gutednation (2) des implantierten Konstruktes in den
umliegenden Knorpel (3) dar. Im Bereich des Defeklg ist eine hohe Zahl transplantierter

Chondrozyten erkennbar. H.E.

Cc

VergroRerung 100fach

In einem Ausschnitt aus der Mitte des Defektegtzich die tangentiale Ausrichtung der in einem

Knorpelhof (1) liegenden transplantierten ChondteayH.E., Vergrof3erung 200fach

D
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E Nach Elastica-van-Gieson-Féarbung stellt sich Kafagot dar. Im Bereich des Defektes (1) links indBi
ist eine deutliche Rotfarbung erkennbar. Der Ubegg) zu nativem Knorpel (3) ist durch dessen
intensivere Anfarbung rechts im Bild gut zu erkemrieVG, Vergroflierung 100fach

F In einem Ausschnitt aus der Mitte des Defekteslwlie starke Rotfarbung auf Grund des hohen
Kollagengehaltes deutlich. EVG, Vergrof3erung 200fach
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Nach Alcianblau-Farbung stellen sich Glykosamigkghe blau dar. Im gesamten Bereich des Defektes
wird eine Blaufarbung deutlich. Der Ubergang (2 wmversehrtem Knorpel (3) rechts und links im Bild
zu Implantat (1) Bildmitte ist auf Grund einer gleiintensiven Anfarbung und guten Integration sahwe

auszumachen. ALC, VergréRerung 40fach

In einem Ausschnitt aus der Mitte des Defektesldiirch die gleichmaRig intensive Blaufarbung der
hohe Glykosaminoglykangehalt deutlich. ALC, Vergnifg 100fach
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4. Diskussion

In vorliegender Arbeit wurde gezeigt, dass es natigist, das Markergen lacZ, sowie das flur den
Wachstumsfaktor BMP-2 codierende Gen mittels nichler und viraler Methoden ex vivo in
Chondrozyten einzuschleusen und zu exprimieren.tf2iegsgenen Knorpelzellen wurden auf ein
Kollagen-Typ 1 Tragermaterial besiedelt und in Klicise Knorpeldefekte implantiert. Dort
zeigten die Chondrozyten unter dem EinfluR des BMRedifferenzierung, Proliferation und
gesteigerte Matrixsynthese. Gepaart mit der Behagdimethode des Tissue Engineering kann
eine gute Defektheilung erreicht werden.

Ferner wird die Effektivitat eines Gentransfers sbirdurch Retroviren als auch durch nichtvirale
Methoden anhand von Marker- und Reportergenen bebem. In Ansatzen wird in vitro die

induzierbare Gentherapie untersucht.

4.1. Knorpel

Kein Gewebe des Korpers ist hdheren mechanischistdagen in Form von Druck-, Reibungs-
und Torsionsbeanspruchungen ausgesetzt als denkketepel. Fir Aufbau und Erhalt der fur
solche Belastungen pradestinierten Knorpelmatrix Kollagenen und Proteoglykanen ist der
Gelenkchondrozyt mit der Fahigkeit ausgestattety Ubahrzehnte hinweg ohne messbare Teilung,
Differenzierungs-und Alterungsvorgange anabole kathbole Prozesse zur Erneuerung der
Knorpelmatrix abzuwickeln (von der Mark et al., 092).

Gelenkknorpel entwickelt sich aus dem Mesenchymhnf@d seiner Entwicklung ist der Knorpel
noch dber BlutgefalRe versorgt (Rudert et al.,, 198387). Im ausdifferenzierten Zustand ist
hyaliner Knorpel ein nervenfreies und gefalllosesvébe, das sich aus seinen Zellen, den
Chondrozyten, und der extrazellularen Matrix, einmakromolekularen Gerlst, zusammensetzt
(Tillmann, 1990: 338). Gelenkknorpel erhalt seirmnr und mechanischen Eigenschaften von
seiner Matrix (Buckwalter et al., 1994: 192). Diedddrozyten sind in der Matrix eingebettet und
machen nur einen Anteil von 1 bis 10 % des Knomdelmens aus. In kleinen Tieren, wie auch
Kaninchen, ist dieser Anteil bedeutend hoher (Statk 1967: 753 und 1978: 7). Diese Tatsache
erleichtert die Versuche an Chondrozyten, die vamikchen stammen und kdnnte den Transfer
auf den Menschen in der Zukunft erschweren. Chaytea sind sowohl fir die Synthese als
auch fur den Abbau von Kollagenen und Proteoglykanestandig. Der Knorpelstoffwechsel

erfolgt vorwiegend anaerob. Die Chondrozyten werdeer die Synovialflissigkeit und zum
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geringen Teil aus den Gefal3en des subchondralenh¢ns versorgt (Tillmann, 1990: 338). Die
Knorpelmatrix besteht hauptsachlich aus KollageReateoglykanen und Wasser. Die Interaktion
der Makromolekile mit der flissigen Komponente eidtl dem Konstrukt seine mechanischen
Eigenschaften der Steifigkeit und Spannkraft. (&uiet al., 2000: 1663). Kollagene sind neben
dem gebundenen Wasser, welches ca. 80 % des Gesviobih hyalinem Knorpel ausmacht, der
Hauptbestandteil der Matrix. Das arkadenférmig andjeete Netz aus kollagenen Fasern liefert
die Zugfestigkeit und Festigkeit gegenluber Schétdma Kollagen-Typ 2 macht 90 bis 95 % des
Kollagens aus. Weiterhin enth&lt der Knorpel didl&gene Typ 5, 6, 9, 10, 11 (Burgeson et al.,
1992: 250). Dedifferenzierte Knorpelzellen produeredeutlich mehr Kollagen-Typ 1 und 10 als
differenzierte, weswegen diese Grol3en als Markedédin Differenzierungszustand herangezogen
werden (Benya et al.,, 1982: 215). Ein weiterer wggr Bestandteil der Matrix sind die
Proteoglykane. Sie bestehen aus einem Proteinkath ainer oder mehrerer angehangter
Glykosaminoglykanketten. Diese Ketten enthalten Iutymsaure, Chondroitinsulfat,
Keratansulfat und Dermatansulfat (Hardingham et H92: 861; Rosenberg, 1992: 45). Sie
sorgen aufgrund ihres hohen Wasserbindungsvermdigendie Druckelastizitdt des Knorpels
(Athanasiou et al., 1991: 330). Das grof3te und @nksten vertretene Proteoglykan des Knorpels
ist das Aggrecan (Roughley et al., 1994: 385). Ztilkann noch eine gréRere Gruppe von nicht-
kollagen Proteinen und Glykoproteinen im Knorpelugeen werden, jedoch ist deren Funktion
bisher nur wenig verstanden (Heinegard et al., 1992

Gelenkknorpel lasst sich in vier hochorganisieromeh aufteilen (Buckwalter et al., 1998: 477).
In der oberflachlichen Tangentialfaserzone liegen Khorpelzellen spindelférmig angeordnet.
Ein hoher Gehalt an Kollagenen und ein niedrigePesteoglykanen liegt in dieser Zone vor. In
der zweiten Ubergangszone runden sich die Zellegsiam ab und liegen teilweise zu mehreren
in Chondronen. In der Radiarzone, der breitestare4tes hyalinen Knorpels, liegen die Zellen in
Saulen zusammengefasst. Die Kollagenfibrillen halbésr den gré3ten Durchmesser. Die
Proteoglykankonzentration ist am hochsten und é® \Wassers am niedrigsten (Rudert et al.,
1998: 309). Zwischen der untersten und letzten,ndeeralisierten Zone des Knorpels, befindet
sich die Tidemark, dessen Funktion bisher nochtrgeklart werden konnte (Oegema et al., 1997:
324). Kalziumkristalle sind in dieser Zone in dieatix eingelagert. Haufig sind hier
untergehende Zellen erkennbar. Alle vier Zonen ,sthdch eine scharfe Grenze geteilt, dem
subchondralen Knochen aufgelagert (Rudert et 2981311).

Hyaliner Knorpel bedeckt die Gelenkflache echterleGlee. Er gewadhrleistet ein praktisch
reibungsfreies Gleiten der Gelenkpartner, er hat etolRdampfende Funktion und dient der

Kraftibertragung zwischen den SkelettelementenVémbindung mit der Synovialflissigkeit
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weist er einen extrem niedrigen Reibungswiderstamd Seine biomechanischen Eigenschaften
konnen als viskoelastisch bezeichnet werden (Redet, 1998: 314).

Die Degeneration oder der progressive Verlust demalen Struktur und Funktion von hyalinem
Knorpel fihrt zu dem Klinischen Leitbild der Ostabaose. Verlust von Knorpelgewebe
vergesellschaftet mit dem Versuch der Knorpelreparadem Umbau und der Sklerose des
subchondralen Knochens sowie dem haufigen Auftretam Knochenzysten und Osteophyten
zeichnen das Bild dieser Krankheit (Dieppe etl#195: 1; Felson et al., 1995: 727).

Im Rahmen der Osteoarthrose kommt es zu einer idolorfortschreitenden Zerstérung des
Gelenkknorpels und damit zum Funktionsverlust dekefksystems (Messner et al., 1996: 523).
Neben der Degradation von molekularen Komponentennkt es auch zur Destabilisierung und
Zerstorung von supramolekularen Strukturen wie desllagennetzwerks oder der
Knorpelgrundsubstanz. Beides fuhrt zur mikroskdpesc Matrixzerstorung und letztlich zum
makroskopisch sichtbaren Knorpelverlust (Knorpethr (Maletius, 1999: 711). Fur die
Zerstorung der Knorpelmatrix spielt neben mechdm@iadBelastungen v.a. auch der enzymatische
Abbau von Matrixmolekllen eine Rolle. Wichtig safitezusatzlich auch eine mangelnde oder
fehlgesteuerte Matrixneusynthese zu sein. Entspretshin-situ Analysen konnten hierbei zeigen,
dass gerade in den Knorpelzonen progredierenderiXdatstérung, die zunachst in der frihen
Osteoarthrose verstarkt exprimierenden anabolenriddene, vermindert exprimiert werden
(Bruckner et al., 1994: 378). Im Zusammenspiel ffildies zur osteoarthrotischen
Knorpelmatrixzerstorung auf molekularer (z.B. Pogfigkandegradation), makromolekularer
(z.B. Kollagennetzwerkdestabilisierung), = mikroslsgbier  (z.B.  Fibrillierung)  und
makroskopischer (z.B. Knorpelabrieb) Ebene (Matii999: 711).

Da hyaliner Knorpel nicht vaskularisiert ist, fadktine Reaktion auf Schadigung im Vergleich zu
anderen Geweben anders aus (Mankin, 1982: 460rukiommend sind die Chondrozyten in
ihrer Matrix fixiert, was eine Heilung durch Migrah zum Ort der Schadigung unmdglich macht.
Bei oberflachlichen Knorpelverletzungen konnten dar angrenzenden Knorpelschicht eine
Nekrosezone mit sog. Geisterzellen in Chondrozgtemien gesehen werden (Burkart et al.,
2000: 135). Eine lediglich kurzlebige metaboliseihved enzymatische Knorpelantwort, aus der
jedoch nicht gentigend Zellen oder Matrixproduktiesultierte, um solch einen Minimaldefekt zu
heilen, konnte beobachtet werden (Fuller et al721993). Diese Zellproliferation fuhrt zum
Auftreten von Chondrozytenhaufen. Dieses als Ciusézeichnete Phdnomen konnte auch bei
Arthrosepatienten oftmals gesehen werden (Buckwettal., 1997: 873; Ghadially et al., 1977:
125). Solche oberflachlichen Knorpelverletzungengere keinerlei Heilungstendenz, kénnen
jedoch abhangig von ihrer Grof3e unverdndert bestelrel missen nicht zwangslaufig zu
degenerativen Gelenkveranderungen fuhren (Thompgs®rg: 239; Mankin, 1982: 460). Selbst
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junge Kaninchen, denen ein chondraler Defekt zugéfivurde, zeigten keine Knorpelheilung
(Fuller et al., 1972: 193). Kommt es zu einer Viewag der vaskularisierten subchondralen Zone,
so wird der Defekt mit einem Fibrinpfropf gefiNerbunden mit einer Zelleinwanderung aus dem
Blut und dem Knochenmark (Buckwalter et al., 19942). Dies sind undifferenzierte
mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks (Shepim., 1993: 532). In den tieferen
Zellschichten des Defektes wird Knochen zur Repamatier subchondralen Zone gebildet. Im
Knorpeldefekt selbst kann man eine Metaplasie zalitgrtigem Knorpelgewebe erkennen
(Shapiro et al., 1993: 535).

Kollagen-Typ 2 und rundlich erscheinende Chondrezyteten 2 Wochen nach Schadigung auf.
Jedoch ist zugleich Kollagen-Typ 1 mit einem Anteh 20-35 % nachweisbar (Buckwalter et
al.,, 1988: 87). Im Verlauf nimmt der Anteil an Rroglykanen ab und der Aufbau einer
oberflachlichen tangentialen Knorpelfaserschicleidil aus (Mitchell et al., 1976: 230). Eine
Verbindung der Kollagenfasern des angrenzenden ndesu Knorpels mit denen des
Reparationsgewebes findet nicht statt (Wakitanalet1994: 579; Brittberg et al., 1996: 270).
Vertikale Scherkrafte koénnen nun Uber Mikrobewegumgzwischen Restknorpel und
Reparaturgewebe zur Arthrose fuhren. Zellen undrida&rfahren innerhalb von 6-12 Monaten
eine  Umwandlung zu minderwertigem Faserknorpel. ril#mhliche Auffaserrungen und
azellulare Bezirke, die nach langerer Zeit beolsticherden koénnen, fihren nachfolgend zur
Arthrose (Furukawa et al., 1980: 79; Buckwaltealet1988: 87; Shapiro et al., 1993: 532).

4.2. Bone Morphogenetic Proteins

Marshall R. Urist fand heraus, dass demineralsig¢hochenstiicke entweder subcutan oder
intramuskular implantiert, Knochenwachstum hervianu(Urist, 1965: 893 und 1971: 1392). Die
Suche nach den fur diesen Effekt verantwortlichekiéren fihrte zur Identifikation einer Familie
von Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) (Wang et188: 9484; Wozney et al., 1998: 26).
Mit dieser Information wurde es mdglich, verschieglé-ormen an BMP zu reproduzieren und in
der rekombinanten Gentechnologie zu verwenden. ep@urden sie als Induktoren der
enchondralen Ossifikation am Knochen identifiz{&é&ddi, 1992: 850).

Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten 13 verschied®&MP-Moleklle identifiziert werden
(Schmitt et al., 1999: 269). Die BMPs 1-9 wurdenrctiu Screening menschlicher cDNA
identifiziert. Das Gen, welches fur BMP-2 codidrgfindet sich auf Chromosom Nummer 20.
Defekte in dieser Region fihren nachgewiesen zutosamal dominant vererblichen

Fibrodysplasia Ossificans Progressiva.
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Die BMPs 2-9 sind auf Grund der Ahnlichkeit inremikosauresequenzen Teil der Transforming
Growth Factor-3-Familie (TGF-R) (Kingsley, 1994:; Hogan, 1996: 432). Proteine der TGF-[3-
Familie werden als groR3es Vorlauferprotein syntleti. Dieses besteht aus einem Signalpeptid,
einer Prodomane und einer carboxy terminal redixas Signalpeptid ist fur die Sekretion des
Proteins verantwortlich, die Prodomane ist fur Hreteinfaltung, Dimerbildung und Regulation
der biologischen Aktivitat notwendig. Das reife #in besteht aus der verhaltnismafig kurzen
carboxy terminal region. BMPs bilden Uber Cysteistlfidbriicken miteinander Homo-oder
Heterodimere. Von diesen wird die carboxy termimagion intrazellular als aktive Form
proteolytisch abgespalten (Kingsley, 1994: 18). Badauferprotein des humanen BMP-2 ist 396
Aminosauren grof3 mit einem Molekulargewicht von @7D (SWISS-PROT Datenbank,
P12642). Das reife BMP-2-Peptid des Kaninchendasthumanen Form homolog (SWISS-PROT
Datenbank, O46564). In der aktiven Form bestehégeMlonomer aus 114 Aminosauren mit
einem Gewicht von 32.000 D.

Durch heterotetramere Serin/Threonin Kinase Rezeptand durch intrazellulare Signalproteine
(Smads) I6sen BMPs zellulare Effekte aus (Koenigl.etl994: 5961; Nohno et al., 1995:; 22522).
BMP 2, 4 und 7 binden an den gleichen Rezeptor§ghiitt et al., 1999: 269). Es wird
diskutiert, dass Hox und Sonic Hedgehog Proteire RNA-Bindungsproteine in BMP-
Signalwege involviert sind (Kellner et al., 200315.

BMPs initieren nach Bindung an den Zelloberflaalezeptor ein Zellsignal durch einen
transmembrandren Rezeptor-Komplex, den Bone Momaeige Protein Receptor (BMPR).
Dieser besteht aus Rezeptor Typ 1 (BMPR-1A oder BRMB) und Typ 2 (BMPR2) (Liu et al.,
1995: 3479). Die beiden Rezeptoren unterscheidam Is2zuglich ihres molekularen Gewichts,
ihrer Fahigkeit bestimmte Liganden zu binden und Eeisenz einer Glycerin/Serin-reichen
Region auf Rezeptor Typ 1. Durch Rezeptor-Bindumgteht nach Aktivierung des BMP-Dimers
durch intrazellulare Glykosylation ein Heterotetam(Schmitt et al., 1999: 271). Durch
verschiedene Zusammensetzungen der Proteine kd@uveohl Glykosylations-Variationen, als
auch Homo-und Heterodimere entstehen, welche di@vifik und den Effekt der BMPs
beeinflussen (Wozney et al.,, 1998: 27). Im folgengdosphoryliert der Rezeptor Typ 2 die
Glycerin/Serin-reiche Region des Rezeptor Typ lzeRtor Typ 1 phosphoryliert die MH2
Region (Smad homology domain) von Smad1l, 5 undv&ds und 7 sind eventuell imstande den
Phosphorylierungsvorgang durch Kopplung an Rezepgprl zu stoppen. Die Smads1, 5 oder 8
bilden nach Phosphorylierung mit Smad4 entwederHsgtero-Oligomer und translozieren zum
Nucleus oder stoppen die Kaskade durch Bindungnaed8 oder 7. Smad5 wird spezifisch durch
BMP-2 aktiviert und assoziiert mit Smad4. Sobatthsiie Smads im Inneren des Kerns befinden,

aktivieren sie die Gentransskription. Die Interaktizwischen der DNA und den Smads wird
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durch ein Smad Interacting Protein (SIP) moduliahmitt et al., 1999: 272). Es wird vermutet,
dass Rezeptor Typ 2 durch Autophosphorylierung letitip zu Rezeptor Typ 1 kontinuierlich
arbeitet, jedoch unabhangig kein Zellsignal ausiokann. Rezeptor Typ 1 dagegen arbeitet
lediglich spezifisch. Die Expression von BMP-Repeeh an der Zelloberflache wird bendtigt,
um den differenzierten Phanotyp beizubehalten (Eroriwamoto et al., 1998: 409). Durch die
extrazellularen BMP-Antagonisten Noggin, Chordimef@lin, Dan und Cerberus werden die
biologischen Effekte reguliert (Brunet et al., 199855; Hsu et al., 1998: 673).

4.2.1. Die Wirkung des BMP-2

Aus verschiedenen experimentellen Arbeiten gehtdredass BMP-2 sowohl das Wachstum und
die Differenzierung von mesenchymalen Zellen, aishadie Proliferation und Syntheseleistung
von Chondrozyten stimuliert (Sato und Urist, 19880; Chen et al., 1991: 509; Duprez et al.,
1996: 448; Riley et al., 1996: 39; Sailor et aP9@&: 937). Diese Eigenschaft erweist sich als
sinnvoll, da Regeneration eine Rekapitulation vonbE/ogenese und Morphogenese ist (Caplan
et al., 1997: 254). Schmitt et al. beschrieben 919¥1), dass Mause ohne BMP 2, 4 und 7
wahrend der Embryogenese oder kurz nach der Gstaulien. Méause, die kein BMP-2 besal3en,
zeigten Entwicklungsabnormalitdten an Schédel, ddiatif und Niere. In der Vergangenheit
wurden rekombinante BMPs schon haufiger eingesetdt zeigten die Fahigkeit, Defekte an
Schadel-, Mandibular- und langen Knochen zu regeresr (Toriumi et al., 1991: 1101; Yasko et
al.,, 1992: 659; Marden et al.,, 1994: 1127). In dagllkultur ist BMP-2 imstande die
phanotypische Expression von Chondrozyten in \stabil zu halten (Sailor et al., 1996: 937;
Erickson et al., 1997: 371). Daneben kann BMP-Zldgeinen parakrinen stimulatorischen Effekt
auf die Knochenbildung auch den subchondralen Kewdiei osteochondralen Defekten wieder

aufbauen (Wozney und Rosen, 1998: 27).

In den Versuchen von Gooch et al. (2002: 591) bsswiesich BMPs als Wachstumsfaktoren,
indem sie die Wachstumsrate von in vitro kultiveeriChondrozyten steigern konnten. Unter dem
Einflu@ von BMP-2 Uber einen Zeitraum von vier Wecshkonnte das Totalgewicht von auf
Tragermaterialien besiedelten Chondrozyten im \&ecfl zur Kontrollgruppe um 121 %

gesteigert werden. Sowohl eine gesteigerte Zellzalsl auch eine erhéhte Menge an
Glykosaminoglykanen waren der Grund fur diese Gbismunahme. Zu &hnlichen Ergebnissen
kamen Erickson und Mitarbeiter (1997: 371) alsesreen allgemeinen anabolen Effekt der BMPs

durch Proteinsynthesesteigerung, quantifizierckiessung der Menge an mRNA, nachweisen
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konnten. Enomoto-lwamoto et al. wiesen (1998: 4@8)h, dass in vitro die Glykosaminoglykan-
Produktion von Chondrozyten durch Zugabe von BMRw2 Vergleich zur Kontrollgruppe
gesteigert werden konnte. In in vitro Versuchen anserem Labor mit BMP-2-transduzierten
Chondrozyten konnte keine Steigerung der Proli@natate nachgewiesen werden. Jedoch auf
einem Tragermaterial besiedelte, in Defekte imjpéate Chondrozyten, die nach Gentransfer
BMP-2 produzierten, konnten in vivo eine starkeratfi’produktion etablieren als angelegte

Kontrollen. Diese Ergebnisse enthnahmen wir unsbkiginlogischen Schnitten.

Zugleich zeigten BMPs in anderen Versuchsreiherreiginflull auf die Morphogenese von
verschiedenen Zellen. Mehrere Studien zeigen, dessenchymale Zellen in vitro unter dem
Einflul von BMP-2 einen chondrogenen Phanotyp exieriten (Chen et al., 1991: 509; Boyan et
al., 1992: 286). Multipotente Zellen produzierteaci der Wirkung von BMP fur Knorpelzellen
charakteristische extrazellulare Matrix-Komponen{gvang et al., 1988: 9484). Durch BMPs
konnte in vitro in ausdifferenzierten Chondrozyten Vergleich zur Kontrolle sowohl die
Produktion von Kollagen-Typ 2 als auch die von Aggn gesteigert werden (Luyten et al., 1994
224). Valcourt et al. (2002: 33545) konnten in mhrdersuchen ebenfalls die Produktion von
Kollagen-Typ 2, sowohl Typ 2a als auch Typ 2b, iitrovdurch den Einflu@ von BMP-2
aufrechterhalten. Chondrozyten dedifferenziereavieidimensionaler Kultur innerhalb weniger
Tage und verlieren in diesem Prozess die FahiglegiExpression von Kollagen-Typ 2 (Benya et
al., 1982: 215; Binette et al., 1998: 207). Zudleigird die Expression von Kollagen-Typ 1
gesteigert (Kaps et al., 2002: 149). In den inalidxbeit angefertigten Histologien zeigten, auf
ein Kollagengerist besiedelte und im nachsten ®&chmplantierte, BMP-2 produzierende
Chondrozyten, ebenfalls eine Kollagen-Typ 2 Prowkim Defekt. In einer anderen Studie
konnte unter dem Einflu@ von BMP-2 die Synthese fpateoglykanen gesteigert und deren
Abbau gemindert werden (Hiraki et al., 1991: 13Z3yten et al. 1992: 224). Auch eine Aktivitat
der alkalischen Phosphatase unter BMP-2-Einflu3denun vitro gezeigt (Hiraki et al., 1991:
1376; Erickson et al., 1997: 374). Einen Anstieg alkalischen Phosphatase in der Zellkultur
zeigte auch eine Probe in den von uns unternommpbtessungen an Zellkulturiiberstand von
BMP-2-produzierenden Chondrozyten. Einen weiterdfekE zeigte rekombinantes BMP-2,
indem durch dessen Einful3 die Konzentration an BM&utostimulatorisch in der Zellkultur
anstieg. Gleichen Effekt zeigte das rhBMP-2 aufSiy@athese von BMP-4 (Erickson et al., 1997:
375). AulBerdem war rhBMP-2B in der Lage die chekitehe Anziehung von humanen
Monozyten in vitro zu induzieren. Grund fur dies&ffekt sind BMP-Rezeptoren auf der
Oberflache von Monozyten. Bei steigender Konzemmmaan BMP konnten die Monozyten zur

Produktion von TGF-3 angeregt werden. TGF-R3 istWachstumsfaktor flr Matrixproduktion,
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im besonderen Kollagen-Typ 2. Monozyten, die wiederdurch TGF-3 stimuliert werden,
sezernieren eine Reihe von chemotaktischen undgem@n Zytokinen. Diese rekrutieren
endotheliale und mesenchymale Zellen, welche zurtH®ge von Kollagen und assoziierten
Matrix-Komponenten angeregt werden. In Kombinatrait der Rekrutierung von Monozyten
reguliert TGF-B Chemotaxis, mesenchymale Prolii@natDifferenzierung, Angiogenese und
kontrollierte Synthese von extrazellularer MatrQuqningham et al., 1992: 11740). Zuletzt
agieren sie als Inhibitoren der fibroblast growthctérs (FGF) wahrend der Proliferation

mesenchymaler Zellen (Niswander et al., 1993: 820).

Als spezifisch fur Knorpelheilung tauglicher Waahssfaktor in vivo erwies sich das BMP in der
Behandlung von osteochondralen Defekten, die n#MB-2 impragnierten Kollagengeristen
gedeckt wurden. Diese zeigten histologisch eineifékgnt schnellere und verbesserte Steigerung
von neuem Gewebe im Vergleich zu unbehandeltenkiafe Kriterien waren Integration in die
Randzonen des Defektes, zellulare Morphologie, igktur innerhalb und an der Oberflache des
Defektes sowie Neubildung der Tidemark (Frenkellet2000: 980; Sellers et al., 1997: 1452 und
2000: 151). In den Versuchen aus unserem Labor tezeigbesiedelte, implantierte
Tragermaterialien, dessen Zellen BMP-2 produzierten Vergleich zu angelegten Kontrollen
eine deutlich starkere Produktion an Kollagenen Giykosaminoglykanen. Nakase et al. (2003:
278) untersuchten Kniegelenkshistologien, die amhatalem wachsendem hyalinen Knorpel, aus
normalem adultem hyalinen Knorpel sowie aus mildl wtark osteoarthrotisch geschadigtem
Knorpel gewonnen wurden auf die Prdsenz von BMPRNA und BMP-2-Protein. Im
neonatalen Knorpel konnte BMP-2-mRNA nachgewiesemnden, im adulten jedoch nur sehr
gering. In mild osteoarthrotisch geschadigtem Kebgelang der Nachweis von BMP-2-mRNA
sowohl in sich in Clustern befindlichen als auclailein stehenden Zellen. Der Nachweis gelang
in oberflachlichen und mittleren Schichten, jedadicht in tiefen. In stark osteoarthrotisch
geschadigtem Knorpel wurde allerdings in allen 8ugin BMP-2-mRNA nachgewiesen. Durch
beschleunigte Formation des subchondralen Knochanh BMP-2-Einflu3 kann eine erhdhte
biomechanische Stabilitdt erreicht werden, welche @rganisation des ihm aufliegenden
Knorpels unterstitzt und eine eventuelle Instatildurch beispielsweise Fissuren verhindert
(Sellers et al., 1997: 1452).
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4.2.2. Der BMP-2-Rezeptor

BMPs uben ihre biologische Wirkung durch Interaktioit einem Zelloberflachenrezeptor, dem
Bone Morphogenetic Protein Rezeptor (BMPR), augsBi Rezeptor besteht aus Heterodimeren
oder Heterotetrameren von Typ 1- und Typ 2-Rezept@¢Koenig et al., 1994: 5961; Liu et al.,
1995: 3479; Nohno et al, 1995: 2252). Beide Rewggien besitzen intrazellulare
Serin/Threonin Kinase Domanen, die fur den Signglwetwendig sind, sowie heterotrimere
Komplexe, die fur Ligandenbindung und ebenfalls d&gnalweg zustandig sind. Enomoto-
Iwamoto et al. (1998: 409) konstruierten einen BRizeptor, welcher keine intrazellulare
Kinase Doméne besitzt. Solch ein Rezeptor bindePBMiber eine Signalweiterleitung bleibt aus
(Ishikawa et al., 1995: 26). Dadurch konnte bewieserden, dass Chondrozyten, die einen
kinstlichen, nicht funktionierenden BMP-RezeptopTy (DN-BMPR 2) auf ihrer Oberflache
tragen im Gegensatz zur Kontrollgruppe unter BM&ich BMP-2) Einflul3, ihre Fahigkeit
verlieren, Kollagen-Typ 2 und Aggrecan zu produamerDie Produktion von Kollagen-Typ 1
wurde gesteigert und die Zellen nahmen eine filastehartige Form an. Fir den Typ 1A und 1B
Rezeptor (BMPR 1A und 1B) wurden gleiche Ergebnigsgoch mit weitaus geringerem Effekt
erzielt (Enomoto-lwamoto et al., 1998: 410). Esdmrermutet, dass der BMP 1B Rezeptor mit
anderen Rezeptoren interagiert (Rosenzweig e1295: 7632; Streit et al., 1999: 51) und so im
besonderen mesenchymale Differenzierung bewirkthrevé der BMP Typ 2 Rezeptor eine
groRere Rolle bezuglich ausdifferenzierten Chongtez spielt. BMP-Signale, im besonderen im
Bezug auf den Rezeptor Typ 2 (BMPR 2), sind demmattvendig, um eine Differenzierung und
Proliferation von Chondrozyten beizubehalten. Dietsn DN-BMPR 2-Rezeptor tragenden
Chondrozyten wurden vom Monolayer in SuspensiondiKugebracht. Auch unter den
geanderten zellkulturellen Bedingungen konntenChendrozyten keine normale Proteoglykan-
Produktion etablieren, wobei dieses Phanomen vony®eet al. (1982: 215) zuvor schon

beschrieben wurde.

4.3. Tissue Engineering

Die National Science Foundation legte 1988 folgebddinition fur Tissue Engineering fest:
.Tissue Engineering ist die Anwendung der Prinzipiend Methoden der Ingenieur- und
Lebenswissenschaften fir das grundlegende Verssden Wechselwirkung von Struktur und
Funktion normalen und kranken Gewebes sowie zuwiEkiung von biologischem Gewebeersatz

zur Rekonstruktion, dem Erhalt oder der Verbesgerder Gewebefunktionen.” Innerhalb der
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letzten Jahre ist dieses neuartige Gebiet von @&eénition zur Herstellung klinischer Produkte
gewachsen.

Tissue Engineering ist die Entwicklung und Manipiola von im Labor gezichteten Molekdlen,
Zellen, Geweben oder Organen mit der Absicht defekler verletzte Teile des Kdrpers in ihrer
Funktion zu unterstitzen oder gar zu ersetzene@ellerden schon langer aul3erhalb des Korpers
gezuchtet oder kultiviert. Jedoch die Moglichkeridimensionale Gewebekomplexe, das Design
und die Funktion des menschlichen Gewebes kopierbedzustellen, ist eine sehr junge
Entwicklung. Dieses Forschungsgebiet verbindeBdisziche Zellbiologie, Biomaterialforschung
und Chirurgie mit der Absicht, lebende Ersatzgewebhé Organe herzustellen. Es ist mdglich,
jede denkbare Art menschlichen Gewebes, Leber, iemgadviuskel und auch Knorpel, zu bilden.
Kommerziell hergestellte Haut ist bereits zur Baellang von Patienten mit z. B. diabetischen

Ulzera verfugbar.

Neueste wissenschatftliche, biologische und materi@rtschritte bringen das Tissue Engineering
an die vorderste Front der Knorpel-Reparatur-Tdami(Temenoff et al., 2000: 431). Eine
geeignete Methode zur in vitro Herstellung von Kredgewebe mit lebenden Zellen ist nur durch
moderne Gewebekulturmethoden maglich, die die Erhglder phanotypischen Charakteristiken
von Chondrozyten erlauben (Bujia et al., 1994: 577)

Verschiedene Systeme zum Tissue Engineering ampeéhd@amen bisher in experimentellen
Studien zur Anwendung: von isolierten Chondrozyteie als Zellsuspension unter einen
Periostlappen injiziert wurden (Brittberg et al99#: 889) bis hin zu dreidimensionalen Gerlsten
unterschiedlicher Materialien, auf denen Zellenigétet wurden (Benya und Shaffer, 1982: 215;
Sittinger et al., 1996: 237; O'Driscoll, 1998: 17%5eed et al., 1999: 46; Rudert et al., 1999: 68;
Sittinger et al., 1999: 130). Bereits ndher untelgal Scaffolds zur Anziichtung von Chondrozyten
sind Agarose-Gele (Benya und Shaffer, 1982: 21&lydtoxanon, Polyglactin, PLLA oder PLGA
(Sittinger et al., 1994: 451; Rudert et al., 1988), Hyaluronsaure (Brun et al., 1999: 683),
Alginat (Domm et al., 2000: 91), Fibrin (Hendrickset al., 1994: 485), Kollagen-Gele (Kimura
et al., 1984: 231; Wakitani et al., 1994: 579) odellagene (Sams und Nixon, 1995: 47; Frenkel
et al., 1997: 831; Nehrer et al., 1998: 2313; Fisd., 2000: 303; Lee et al., 2000: 998).

Das Kollagen als Tragermaterial bekam auf Grundheseiguten Eigenschaften bei der
Verwendung mit Knorpelzellen grof3e Aufmerksamkeiten den Matrices und kam schon in
mehreren Studien zur Anwendung. Grundsatzlich redudie Verwendung von Matrices eine
Morbiditat an der Entnahmestelle drastisch und ltsteligleich ein Transportsystem fir

Chondrozyten dar, an welches diese sich anhaftangsd(Thomson et al., 1995: 511). Auch in
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unseren Versuchen zeigten kinstliche Resorba®-g@tlalyp 1-Scaffolds im Vergleich zu den
anderen angewandten Tragermaterialien Tachotop® \erigen® die besten Eigenschaften

wahrend ihrer Anwendung beim Tissue Engineering.

Die Gruppe von Kimura et al. (1984: 231) fand heralass Chondrozyten, fir sechs Wochen in
Kollagen-Gel eingebettet, ihre phanotypische Défesierung sowie die Produktion von
Glykosaminoglykanen beibehalten konnten. Ein besmrdVorteil des Kollagens besteht darin,
dass es von zellularen Enzymen erkannt wird. Ddrelsich so erdffnende Mdglichkeit des Um-
oder Abbaus wird Platz frei fir das einwachsendeébe (Speer et al., 1979: 326). Im Vergleich
zu anderen Tragermaterialien stimulierten Kollagraptantate transplantierte Zellen sogar zur
Kollagenproduktion (Grande et al., 1997: 211). Dufigssue Engineering stiel3en Caplan et al.
(1997: 254) auf eine Rekapitulation von Embryogeniesi auf Kollagen besiedelte, in Defekte

implantierte, Zellen.

An Tiermodellen sind bereits verschiedene Verfahdes Tissue Engineering untersucht und
publiziert worden. Meist verbesserte sich das logische Bild der Lasionen, eine Restitutio ad
integrum oder eine Fullung der Defekte mit reineyalimen Knorpel konnte aber bisher nicht
erreicht werden (Robinson et al., 1993: 75; Fraeal.e1994: 891; Hendrickson et al., 1994: 485;
Vacanti et al., 1994: 485; Hunziker und Rosenb&®8§6: 721; Nehrer et al., 1998: 2313).

Werden Chondrozyten aus ihrer Matrix gelost, zeigjerin zweidimensionaler Kultur im Prozess
der Dedifferenzierung eine fibroblastenartige Maiplgie. Sie produzieren Kollagen-Typ 1 und
stoppen die Produktion charakteristischer Molekiile Kollagen-Typ 2 und Proteoglykan (West
et al., 1979: 491; Oegema et al., 1981: 1015).r&ddnensionaler Kultur dagegen behalten sie
ihre phanotypische Morphologie, Differenzierung upghktion bei. Auf diese Art und Weise
ermoglichen dreidimensionale TragermaterialienKlgtur von Chondrozyten ohne den Verlust
von wichtigen Eigenschaften durch Dedifferenzierui@po et al., 1998: 475). Benya und
Mitarbeiter (1982: 215) bewiesen, dass in zweidisn@maler Kultur dedifferenzierte
Chondrozyten, die in eine dreidimensionale Kultebracht wurden, Redifferenzierung zeigten.
Der Augenschein lag in diesen Versuchen auf derddktmon von Kollagen-Typ 2 und
Proteoglykan. In unserem Labor zeigten auf eineriddnensionalen Trager gebrachte
Chondrozyten unter zellkulturellen Bedingungen déhiésy eine knorpelzellartige Morphologie,
sowie eine milde Matrixproduktion. Es konnten obangesprochene Forschungsergebnisse

reproduziert werden.
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Frenkel und Mitarbeiter (1997: 831) verglichen dassheilungspotential von leeren Defekten mit
dem von unbesiedelten und mit dem von mit Chondewryesiedelten Tragermaterialien an
einem Kaninchenmodell. Das beste histologische lifigeerzielte das besiedelte Implantat.
Sowohl der Proteoglykangehalt als auch die Kollaggm 2 Menge waren in der besiedelten
Gruppe gleich den Werten wie sie in gesundem Knorpefinden sind. Die anderen zwei
Gruppen wiesen keine vergleichbare Regeneration Bufe Reihe anderer Arbeiten zeigte
ahnliche Ergebnisse (Wakitani et al., 1989: 74; Satal., 1995: 47; Chen et al., 1997: 396;
Riesle et al.,, 1998: 313). Im Vergleich zu leer agsknen Defekten oder lediglich mit
unbesiedelten Kollagen-Matrices gedeckte Defekt&amnchen aus unseren Versuchen, zeigten
Defekte, die mit BMP-2-produzierenden Chondrozytenf eine Kollagen-Matrix besiedelt,
gedeckt wurden, eine deutlich bessere Ausheilumgerischaften, die nur die Histologien der
besiedelten transgenen Gruppe zeigten, waren edhe HEahl differenzierter Chondrozyten,
Glykosaminoglykan- und Kollagen-Produktion sowieneei funktionelle Anordnung der

transplantierten Zellen im Defekt.

Zu guter letzt konnte eine gute mechanische Stabdurch Tissue Engineering erreicht werden.
Duda et al. (2000: 673) bewiesen, dass in vitrgéstellte Knorpelzell-Matrix-Konstrukte bis zu

50 % der Stabilitdt von nativem Knorpel erreichten.

Diese besprochenen Ergebnisse lassen den Schluflagsi,durch solch ein dreidimensionales
Kultur-Modell eine in vitro-Herstellung von Knorggdwebe flir die Transplantation méglich und

sinnvoll anwendbar ist.

4.4. Wachstumsfaktoren in Kombination mit Tissue Egineering

In einer Studie von Blunk et al. (2002: 73) wurder dEffekt von vier verschiedenen

Wachstumsfaktoren auf durch Tissue Engineeringdstefiten Knorpel untersucht. Der Fokus lag
dabei auf der Fahigkeit des Konstruktes, die Warhstate zu steigern und die Konzentration an
Glykosaminoglykanen (GAG) und Kollagen zu erhdéhenter dem Einflul3 der verschiedenen
Zytokine zeigten die auf ein kunstliches Tragermale polyglycolic acid (PGA), besiedelte

Chondrozyten innerhalb von 4 Wochen eine Steigerdag Gewichts um das 1,5-2,9fache.
AulRerdem konnten, mit Unterschieden zwischen deze#en Faktoren, die extrazellularen
Matrixkomponenten gesteigert werden. Jakob et28l01: 368) besiedelten in ihren Versuchen,

nach einer kurzen Phase in Monolayer-Kultur, edent@hondrozyten auf eine dreidimensionale
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Matrix und setzten diese dann der Wirkung von Jaestenen Wachstumsfaktoren aus. Sowohl
das Verhaltnis von Kollagen-Typ 2 zu Kollagen-Tystieg zugunsten des Kollagen-Typ 2 als
auch das Verhaltnis von Aggrecan zu Versican stiggunsten des Aggrecan. In beiden Fallen
stieg der Markeranteil, der phénotypisch differena Chondrozyten ausmacht. Durch diese
Studien wird bewiesen, dass Wachstumsfaktoren diengésition von tissue-engineertem
Knorpel signifikant verbessern konnen und sogarosclledifferenzierte Chondrozyten zu
redifferenzieren in der Lage sind. Eine Produktiom extrazellularen Matrixkomponenten zeigt
sich als besonders sinnvoll, wenn Knorpelzellergrimattrlichen Umgebung nahekommend, auf
einem dreidimensionalen Trager Kkultiviert werdenen® nur dann kann eine wirkliche
Vernetzung und Interaktion der Zellen, an allen tSeiihrer Oberflachen, sowie der
Matrixkomponenten untereinander ein funktionierengenstrukt garantieren. Auf diese Art und
Weise potenzieren sich die Effekte des Tissue HEmging und des Wachstumsfaktors

gegenseitig.

4.5. Gentherapie und Methoden der heutigen Genthepae

Gentherapie im einfachsten Sinne bedeutet die Knrdbzw. Auswechslung eines defekten Gens
durch ein normales. Praktisch heil3t dies, dassrdakte Gen in die genetisch defekten Zellen
eingeschleust und zur Expression gebracht werdd$) oma die Fehlfunktionen des defekten Gens
auszugleichen. Auf einem Papier, das 1932 auf dmhssen Internationalen Genkongrel3 unter
dem Namen ,Gentechnik® (genetic engineering) eemthiwurde dieser Begriff zeitgleich mit
anderen Autoren zum ersten Mal verwendet. ,Gertetigineering” wurde als die Anwendung
genetischer Prinzipien auf die Zucht von Tieren Bfidnzen definiert.

1966 sagte Tatum in New York voraus, dass Virenutenwerden konnten, um Gene zu
Ubertragen. Aposhian beschrieb 1969 die Bedeutesgedbgutes so: ,Wenn jemand den Zweck
eines Medikamentes darin sieht, die normale Funkémes bestimmten Prozesses im Korper
wiederherzustellen, dann kénnte die DNA als damalive Medikament betrachtet werden.*

In den 80er Jahren entwickelten unabhangig vonderandrei verschiedene Gruppen
rekombinante Retroviren als Vektoren fur Transg@teémotohno und Temin, 1981: 67; Tabin et
al., 1982: 426; Wei et al., 1981: 935). Diese wuargeeiterentwickelt und fir klinische Studien

verwendet.

Sinn der Gentherapie ist es, in situ ein ProteiB, zinen Wachstumsfaktor, produzieren zu

lassen, um so eine Heilung zu erreichen. JedochliéstHalbwertszeit solcher Proteine nach
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Injektion oder operativer Platzierung im Koérper stesehr kurz und verspricht so nur einen
geringen Effekt. Aus diesem Grund bedient man sieh Alternative des Gentransfers der fur
diese Proteine codierenden Gene in bestimmte Gewabalamit einen konstanten Wirkspiegel
zu gewahrleisten (Makarov et al., 1996: 402; Owinal., 1996: 3558). Hannallah et al. (2003:
753) postulierten, dass Gentherapie das Poterdiaé,hdie Behandlung von muskuloskeletalen
Krankheiten zu revolutionieren. Neben der therapebén Anwendung flr verschiedene andere
Erkrankungen haben gentherapeutische Techniken @incgrof3es therapeutisches Potential in
orthopadischen Fragestellungen. Die Rolle der Geathie in diesem Fach wachst im
Besonderen, da die Kenntnis Uber Proteine, die Waohund Regeneration von Knorpel und
Knochen beeinflussen, zunehmend gréRer wird. Lewaitievet al. (1994: 467) injizierten erfolglos
eine Bolus-Injektion von rekombinantem InterleultinflL-1) Protein in Kaninchen, in der
Absicht, Arthritis zu verhindern. Makarov et al.9@6: 402) transferierten das gleiche Protein
durch Gentherapie in Kaninchen und konnten so dasmAall und die Rekurrenz der Arthritis
verhindern. Gerade fir Proteine wie das BMP-2 ise éVerabreichung mittels genetischer
Methoden notwendig, da eine therapeutisch wirksBogs bei direkter Applikation im Vergleich
zur durch Gentherapie erreichten Dosis millionehf&a®her wéare (Yasko et al.,, 1992: 659;
Kirker-Head et al., 1995: 222; Bostrom et al., 19282; Johnson et al., 2000: 61). Zusatzlich
lassen sich durch Gentherapie spezifische Zellenichen, was die Effektivitat zusatzlich steigert
(Sandhu et al., 1999: 217). Ein idealer Vektor @bertragung von DNA in Chondrozyten sollte
zu einer hohen Genexpression in der Wirtszelle éiihd.h. effizient sein. Er sollte weder
immunogen noch toxisch sein und einen stabilen d&intles Transgens gewahrleisten. Ferner
sollte der Vektor sein rekombinantes Genom spetifisinbauen, d.h. nicht mutagen durch
zufallige Integration in andere Zellen sein.

In den Versuchen vorliegender Arbeit wurden im &adler viralen Methode Retroviren als

Vektoren verwendet. Bei der nonviralen Methode \euwtk liposomale Transfektion angewandt.

4.6. Marker/Reportergene fur den Gentransfer

Um die erreichte Transfereffizienz der infiziertether transfizierten Zellen abzuschétzen, wurden
sogenannte Markergene verwendet. Eines dieser kpke war das lacZ-Gen. Das Reportergen
lacZ, welches fiir das Protein 3-Galactosidase (R¢sadiert, wird schon lange zur Kontrolle der
Gentransfereffektivitat an Zellen in vitro oder @ewebe in vivo angewandt (Couffinhal et al.,
1997: 929). Durch Zugabe von X-Gal (5-Brom-4-Cheindolyl-3-D-galactosid), einem

unphysiologischen Substrat, das von der Beta-Gadaddse gespalten wird und dunkelblaue
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Reaktionsprodukte ergibt, konnen so infizierte @elangefarbt und histochemisch nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zu Genen (Gorman et al., 19824), die zum Transport von
Genexpression in ganzen Zellkulturen verwendet amrderlaubt das lacZ-Gen die Analyse

zellularen und topographischen Ausmalies des Gefgran

Fur denselben Zweck eignen sich SelektionsmarkBr, das Green Fluorescent Protein (GFP),
das nach Expression in den Zielzellen unter UV-tiflnoresziert. Dieses aus der Qualle
Aequorea victoria gewonnene Protein ist wenigesisienm Nachweis von exprimierten Genen
als die Beta-Galaktosidase. Durch Einfihrung vorormiophoben Mutationen konnte aber eine
Variante des GFP, das sogenannte Enhanced GFP JE&iHAckelt werden, das 35-mal heller
ist. Es ist etwa 16-24 h nach Transfer nachweisbdrweist eine hohere Sensitivitdt auf als die
Methode der X-Gal-Farbung (Zhang et al., 1996: 7@i¢ Methode der lacZ-Markierung und
deren anschlieBende Analyse durch FACS wurde sohlmn Nolan et al. (1988: 2603)
beschrieben. Markergene dienten schon in einigendi&t zur Quantifizierung von
Transfereffizienzen.

Die Versuche von Reinecke et al. (1997: 412), Shetleal. (2000: 585) und Moller et al. (2000:
75) zeigten die Funktionalitit des Transgens aral vimit dem lacZ-Gen transduzierten
Chondrozyten in vitro. Auch Adachi et al. (2002209 bedienten sich dem lacZ-Gen in ihren in
vitro und in vivo Versuchen an Chondrozyten. Umeeirransfektionseffizienz zu quantifizieren
zogen Dinser et al. (2001: 69) fur ihre Versuche B&FP-Gen heran. In vitro konnte unter dem
Fluoreszenz-Mikroskop die Expressionsrate kongdlhverden. Ebenso Hirschmann et al. (2002:
109) verwendeten das GFP-Gen bei Versuchen an @mwyidn in vitro. Musgrave et al. (2002:
120) transduzierten in vitro Skelettmuskelzelleravimit dem R-Galaktosidase-tragenden Gen. Es
konnte nach Injektion dieser Zellen in vivo eineaffsgenexpression nachgewiesen werden. In
einer anderen Studie wurden isolierte Chondrozyieai mit einem lacZ-tragenden Gen infiziert.
Nach Besiedelung auf eine Kollagen-Typ 1 Matrix i die transduzierten Zellen wieder in die
Kaninchen implantiert. In der histologischen Aufgitbng konnte eine, wenn auch abnehmende,
Expression nachgewiesen werden (Baragi et al., :1295). Ebenfalls in den von uns
unternommenen Versuchen konnte fir das TransgeZ lkine Expression im Defekt
nachgewiesen werden. Eine Aussage uber den pr@entAnteil exprimierender Zellen konnte

nicht gemacht werden.
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4.7. Nonvirale Methoden

Transfektion beschreibt den Prozess, in dem eukache Zellen fremde DNA aus ihrer
Umgebung aufnehmen. Die direkte Genubertragungi@nz@&llen ist zwar moglich, aber nicht
besonders effizient. Jedoch sind nonvirale Transégnoden auf Grund einer minimalen
Immunogenitat sicherer als virale Methoden und mudeinfacher in der Produktion.
Verschiedene Verfahren zum nichtviralen Gentransfghnen in der Anwendung zur Verfigung.
Bei der Technik der Mikroinjektion werden DNA-Moligle mit Hilfe einer feinen Glaskapillare
unmittelbar in den Kern der Zelle injiziert. Diebtethode ist sicher und mdglich bei Tier- und
Pflanzenzellen, eignet sich aber nicht fur die Angieng bei grofl3en Zellzahlen.

Eine andere Mdglichkeit, DNA zu Ubertragen, ist lg@somale Transfektion. Hierbei kommt es
zu einer Komplexbildung der negativ geladenen Fr@NA mit positiv geladenen
Lipidpartikeln, den uni- oder multilamellaren Ligoseen, die mit der Membran der Empféanger-
zelle verschmelzen und dabei das genetische Miaégritnzytotisch in die Zelle entlassen. Dieses
Verfahren ist weder toxisch noch immunogen, erlaldgr keinen gezielten Transfer in bestimmte
Zellen und kann nur kleinere DNA-Partikel transpsn.

Der Transfer eines Fremdgens kann auch erreicidemedurch Bombardements der Zellen mit
stark beschleunigten Gold- oder Wolframpartikelig, ohit DNA Uberzogen sind und aus einer
Partikelkanone abgeschossen werden. Der DurchmessePartikel betragt hierbei ca. 1 pm.
Allerdings kann man mit dieser Methode nur obetflidhe Gewebeschichten erreichen.

Mit Liganden-DNA-Komplexen erreicht man eine hoh&alispezifitat des Gentransfers, aller-
dings ebenfalls bei geringerer Effizienz als mihderalen Vektoren. Hierbei wird die Fremd-
DNA an Liganden von Oberflachenrezeptoren der Blldzgebunden. Bindet der Komplex dann
mit dem Liganden an seinen Rezeptor, wird er endizgh in die Zielzelle aufgenommen. Mit
dieser Methode stellt sich das Problem, dass dggegauommene DNA von zelleigenen Lysosomen
abgebaut werden kann.

Bei der Kalziumphosphat-Technik wird die DNA in d@rm von feinkérnigen Kalziumphosphat-
Prazipitaten auf die Zellen aufgebracht und vorseliedurch Endozytose aufgenommen. Das
Prazipitat erhalt man durch Mischung einer DNA/Kiaachlorid-Losung mit einer Losung, die
Phosphat-lonen enthalt.

Beim Elektroporationsverfahren werden die Zellmesmlen der in Suspension befindlichen,
exponentiell wachsenden Empfangerzellen, durchek(@ pus) elektrische Pulse hoher Feldstarke
(ca. 12,5 kV/cm) fur hochmolekulare Molekile duéddig gemacht, bevor man sie der DNA-
Losung aussetzt. Dieses Verfahren, das auch alkdr&i@nsfektion bezeichnet wird, eignet sich

fur eine Vielzahl von Zellarten und Spezies undnstielen Fallen auch dann anwendbar, wenn
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andere Methoden versagen. Eine Variante der Tranwfstechniken ist der sogenannte
Chromosomen-vermittelte Gentransfer, bei dem rilddA\, sondern Chromosomen in die Zellen
eingeschleust werden. Eine Vielzahl von Arbeitengtzelie Machbarkeit eines nonviralen
Gentransfers, jedoch wird zugleich klar, dass géleannten nonviralen Mechanismen beziglich
der Transfektionseffizienz noch nicht voll befrigein konnen.

Wolff et al. (1990: 1465) transfizierten Skelettrkelserfolgreich durch Injektion nackter DNA.
Jedoch blieb die Transfektionseffizienz sehr ngegd8owohl Goomer et al. (2000: 189 und 2001
248) als auch Madry und Trippel (2000: 286) verwetad Liposomen zum Gentransfer an
Chondrozyten in vitro. Doch blieb auch in dieserbditen die Expressionsrate mit 0,5 % sehr
niedrig. Rodin et al. (2000: 197) machten sich Zuansfektion am Knorpel eine sogenannte

Genkanone zu Nutze, jedoch zeigten auch ihre Veesniedrige Erfolgsraten.

4.7.1. Effektivitat einer Transfektion isolierter adulter Chondrozyten mit Liposomen

Unter den nichtviralen Gentransfermethoden ist d@mansfektion mit Liposomen die am
haufigsten verwendete Methode (Caplen et al.,, 198IR). Fur Liposomen sind die wohl
ausfuhrlichsten pharmakokinetischen Studien unten dsentransfersystemen durchgefihrt
worden (Ledley, 1995: 1129). Es ist eine grol3e Beagite an verschiedenen Transfersystemen,
die die Methode der liposomalen Transfektion vegeal, verfligbar. Die Technik beruht auf den
elektrischen Ladungseigenschaften der DNA, katai@s Lipide und der Zelloberflache. Die
Transgenexpression wird mit durchschnittlich 1-3dhen angegeben (Zhu et al., 1993: 209). In
Versuchen aus unserem Labor wurde die Transgerssiprebei beiden verwandten Systemen
nur einmalig initial untersucht und es konnen son&eAussagen uUber die Stabilitdt der
Transfektion tber einen langeren Zeitraum gemaehntan. Alton et al. (1993: 135) konnten nach
Applikation eines DC-chol-DOPE-Aerosols und dem #aRktosidase-Reportergen bei Mausen
eine Blaufarbung, als Ausdruck einer erfolgreichEansfektion, von mindestens 40 % des
respiratorischen Epithels von Trachea und Hauptiimem nachweisen. Yamamoto et al. (1999:
241) konnten in ihren Versuchen nach liposomal@lectamine®) Transfektion in vitro eine
Effizienz von bis zu 80 % an 293T Zellen erreicheuhuber et al. (2002) zeigten in vitro eine
Expressionsrate nach Transfektion von 20-30 % ate8knuskelzellen. Im Vergleich zu unseren
Versuchen fiihrte seine Gruppe die Transfektionargteichen Population jedoch mehrmals aus.
Liposomen wurden in der Vergangenheit auch zum @ester an Chondrozyten in vitro
angewandt (Goomer et al., 2000: 189 und 2001: R¥Riry und Trippel, 2000: 286). Madry und

Trippel (2000: 287) konnten unter Verwendung desn$fersystems Lipofectamine® am
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humanen hyalinen Knorpel eine Genexpression von0O¢a. % in vitro nachweisen. Diese
Ergebnisse sind denen aus unseren Arbeiten vemnpkeicin unseren Versuchen wurde eine sehr
niedrige Transfektionseffizienz von lichtmikroskeghh abgeschatzt 0,1 % erreicht. Auf Grund
dieser niedrigen Expressionsraten wurde die Methdde liposomalen Transfektion mit
Lipofectamine® nicht weiter verfolgt und lediglichum Vergleich herangezogen. Deutlich
bessere Ergebnisse konnten wir in unseren Versucheh der Verwendung des
Gentransfersystems Fugene® erzielen. Expressiensigtiegen dabei auf 9 % exprimierende
Zellen. Diese Ergebnisse liegen in den Bereichenaddere Arbeitsgruppen erreichen konnten.
Fur Chondrozyten, aus Kaninchenknorpel gewonnemptem Madry und Trippel (2000: 287) mit
dem Gentransfersystem ,Fugene®" eine Transfektifimgnz von 9 % zeigen. Eine Toxizitat an
den Zellen war nicht nachweisbar. Dinser et al0(29) transfizierten Chondrozyten ebenfalls
mit Fugene®. Die Expression, quantifiziert durchFEG betrug in vitro 42 %. Die Methode der

liposomalen Transfektion lasst sich sicher optieter

4.7.2. Transfektion mit dem Tetrazyklin-induzierbaren Plasmid tetlacZ mittels Fugene®

Die Methode der induzierbaren Gentherapie wurdehigr dargestellten Versuchen nur in
Grundzugen bearbeitet. Bedeutender Vorteil derzietbharen Gentherapie besteht darin, dass die
Applikation des zur Reparatur benétigten Proteiasbestimmten Zeitpunkten erméglicht wird
und so eine nicht bendétigte Produktion, die zu umdadliertem Wachstum fuhren konnte,
ausbleibt. Verschiedene induzierbare Genexpressisteane wurden beschrieben (Mills et al.,
2001: 1461). In dieser Arbeit wurde das induziezb&lasmid tetlacZ durch nichtviralen
Gentransfer auf die Chondrozyten Ubertragen. DiduKktion geschah durch Doxyzyklin.
Lamartina et al. (2002: 199) zeigten in ihren Vehsn in vitro und in vivo eine gute Kontrolle
der Transgenexpression nach nicht-viraler Trangfekhduzierbarer Gene, sowie im Vergleich
zur Kontrolle eine gesteigerte Genexpression nadultion. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen
Koponen et al. (2003: 459) unter Anwendung von i@&en. In den von uns unternommenen
Versuchen in vitro konnte ebenfalls die Expresgiatesnach Induktion gesteigert werden. Das
tet-kontrollierte System wurde zuvor schon in varedenen Zellen (Howe et al., 1995: 14168), in
transgenen Mausen (Furth et al., 1994: 9302; Shibekeal., 1995: 6522), im Photorezeptor-
System (Chang et al., 2000: 4281), im Herzen (Fashet al., 1994: 1864), im Gehirn (Haberman
et al., 1998: 1604; Mansuy et al., 1998: 257) undSkelettmuskel (Dhawan et al., 1995: 233;
Lamartina et al., 2002: 199) beschrieben.
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4 .8. Virale Vektoren

Der Gentransfer mit Hilfe viraler Vektoren ist efénter als der mit nonviralen Methoden.
Werden Viren verwendet, mul3 man sie verdndern,ass die sich in der Zielzelle nicht mehr
replizieren kénnen und somit nicht selbst weiterdlen infizieren. Die fur die Vermehrung
fehlenden Funktionen werden bei der Synthese di&8sn entweder durch Helferviren
bereitgestellt oder durch sogenannte Verpackungseel (KB-, HeLa, HEK-, oder 293-Zellen),
die ein in ihr Genom integriertes, mutiertes Prasitragen, ersetzt. Als virale Vektoren kdnnen
Retroviren, Adenoviren, Vaccinia-Viren oder Her@siplex-Viren eingesetzt werden. In den

Versuchen aus dieser Arbeit wurde lediglich aur®eten zurlckgegriffen.

4.8.1. Retroviren

Retroviren wurden 1910 erstmals von Rous beschmi¢Beus-Sarkom). Sie sind Mitglied der
Familie der Retroviridae. Als einzige RNA-Viren [igen sie onkogenes Potential. Nach
morphologischen Kriterien lassen sich die SubfamiliSpumavirinae, Oncovirinae und
Lentivirinae abgrenzen. Zuletzt angesprochene Klagsspricht durch die Fahigkeit auch sich
nicht teilende Zellen zu infizieren, bei sonst mRitroviren vergleichbaren Eigenschaften, eine
klinische Zukunft, welche auch schon angewandt w({Khfri, 2001: 316; Trono, 2001: 19). Der
Nachweis von Retroviren gelang bisher in Bandwimémsekten, Fischen, Reptilien, Vdgeln
und Saugern. Als erstes infektiosses menschlichéoW®eis wurde 1978 HTLV 1 (human T-cell
lymphotropic virus Typ 1) isoliert. Retroviren vesachen Leuk&mien, Lymphome, Sarkome und
andere Tumoren mesodermaler Herkunft (Mamma, Le¥iere) sowie Autoimmunkrankheiten
und Immundepression (z.B. HIV).

Retrovirale Vektoren wurden in mehr als 2/3 alléshbr durchgefuhrten klinischen Studien
verwendet (Herrmann et al., 1996: 145). Retroveem umhillte, kugelférmige einzelstrangige
RNA-Viren, die nach der Infektion der Wirtszellgrale Proteine (reverse Transkriptase) nutzen,
um RNA in DNA umzuwandeln, um diese anschlieRendas Genom dieser einzuschleusen. Die
meisten retroviralen Vektoren basieren auf dem MeyoMurin Leukamie Virus, der nur sich
aktiv teilende Zellen infizieren kann. Retrovireablen eine lange Geschichte bei Infektionen
zwischen verschiedenen Spezies (Weiss et al., 8E8und 1999: 171). Sie sind verantwortlich
fur eine Reihe von zoonotischen Geschehnissen gimigsion von infektibsem Agens von Tier zu
Mensch), wodurch klar wird, dass sie dazu imstaside, DNA in den Menschen zu tragen

(Weiss et al.,, 1998: 391). Das retrovirale Genoinrgativ simpel und macht es einfach,
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rekombinante virale Vektor-Partikel, die unfahig Replikation sind, zu reproduzieren (Shinnick
et al., 1981: 543; Romano et al., 1999: 361). Rtmte Vektoren wurden schon in klinischen
Studien zur Krebsbehandlung (Romano et al., 196%),3ei monogenen Krankheiten (Romano
et al., 1999: 361) und zur Behandlung von AIDS (@wocet al., 1999: 294) angewandt. Auch zum
in vitro Transfer von Genen in Knorpelzellen wurdetrovirale Vektoren in der Vergangenheit
angewandt (Evans et al., 1996: 1261; Kang et 8671139; Mason et al., 1998: 1098). Die fur
die Wachstumsfaktoren codierenden Gene BMP-2, I1G&fl TGF- wurde in vitro in
Chondrozyten transferiert, wodurch anschlieRene gesteigerte Proteoglykan-Synthese in der
Zellkultur nachgewiesen werden konnte (Smith et24l00: 1156).

Da die meisten retroviralen Vektoren auf dem MoloMurin Leukamie Virus basieren, kdnnen
sie lediglich sich aktiv teilende Zellen infizierdfolgedessen kann dieser Virus nicht zur direkten
Gentherapie an sich nicht mehr teilenden, postisdioén Zellen, wie z.B. Chondrozyten in vivo,
verwendet werden (Nita et al., 1996: 820). Ein areit Nachteil der Retroviren besteht in ihrem
onkogenen Potential. Die Gefahr geht dabei vonkapbnskompetenten Retroviren (RCR) mit
dem Risiko der Vektor-induzierten malignen Trangfation aus. Tatsachlich wurde die
Entstehung aggressiver T-Zell-Lymphome in 3 vorrilnBten dokumentiert, die hamatopoetische
Stammzellen erhalten hatten, welche mit RCR-pamitiwirusproben kontaminiert waren
(Donahue et al., 1992: 1125).

Jedoch besitzen Retroviren einige grol3e VorteileVengleich zu anderen Vektorsystemen. Sie
verfigen zum einen Uber eine sehr gute in vitraaSiereffizienz fur ein weites Spektrum
proliferierender Zellen und erzielen zum anderemcldudie Integration in das Genom der
Wirtszelle eine Langzeitexpression des Transgem®sddurch die Integration in das Genom der
Zielzelle eine Weitergabe an Tochterzellen gewiddtde (Varmus, 1982: 812; Mulligan, 1993:
926; Kang et al, 1997: 139; Robbins und Ghivizza@B98: 35). Vor allem die
Langzeitexpression wurde bisher durch kein and&fektorsystem erreicht. Bezuglich der
Transduktionseffizienz waren bisher nur Adenovireder Lage, gleiche Ergebnisse zu erzielen.
Des weiteren besitzen sie ein nur sehr niedrigégeaares und immunogenes Potential, welches

sie zusatzlich neben der Langzeitexpression gegerriB. Adenoviren tUberlegen macht.

4.8.2. Struktur und Infektionszyklus

Retroviren sind im Durchmesser 80-140 nm grof3. An zwei Hullproteinen befinden sich 8 nm
lange Glykoproteinrezeptoren (sog. Spikes oderrBaken). Im Inneren sind vier unglykolysierte

Strukturproteine zu erkennen. Der InnenkoOrper (casé von einem ikosaedrischen Kapsid
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umhallt und beinhaltet zwei identische, helikal-sgatrische Einzelstrang-RNA-Molekiile. Diese
enthalten 50 Gene sowie daran angeheftet 20-70 Killeleder reversen Transkriptase (RNA-
abhangige DNA-Polymerase). Die Information des Kktifssen Virus ist in drei Genen
gespeichert: 5-gag-pol-env-3. Das Gag-Gen kodi@rtifinere Proteine, das Pol-Gen fir die
reverse Transkriptase und das Env-Gen fur die Iiiljne. Im Verlauf der Replikation
katalysieren diese Hillproteine, abhéangig von demfizierenden Zellart, eine Fusion zwischen
Virushille und  Zelloberflachenrezeptor der  Wirtdzel Nach  einer  solchen
Membranverschmelzung wird das Virus internalisiddy Core gelangt ins Cytoplasma und von
dort aus in den Zellkern. Die einstrangige VirusARWird von der reversen Transkriptase in eine
doppelstrangige cDNA-Zwischenstufe transkribierted® wird als Provirus in das Genom der
Wirtszelle eingebaut. Der Core kann bei Oncovirifaeders als bei Lentivirinae) eine intakte
Nuklearmembran nicht passieren, daher ist eingedlethg fur die erfolgreiche Fortfihrung des
viralen Lebenszyklus erforderlich. Die Integratidas Provirus in das Genom erfolgt zufallig,
moglicherweise mit einer leichten Haufung in tramstionell aktive Bereiche. Es entsteht immer
die Abfolge LTR-Gene-LTR. Die beiden identischemfderminal repeats (LTR) begrenzen das
integrierte Provirus auf beiden Seiten und beimmaltegulatorische Sequenzen (Promoter,
Enhancer, Poly-A-Schwanz). Dazwischen liegen dralen Gene gag, pol und env. Aus Full-
length-Transskriptionsprodukten werden gag- und-gEePolyproteine translatiert, aus einem
kleineren gespleil3ten Transkript entsteht env. tmiteres Full-length-Transkript wird als
genomische RNA verpackt. Die genomische RNA bind@er ihre 5 gelegene
Verpackungssequenz (Psi) an das gag-Polyproteihrend die gag- und gag-pol-Polyproteine
oligomerisieren. Die gebildeten Komplexe verlasséie Zelle Uber einen als Budding
bezeichneten Prozess, bei dem das Kapsid von Bereider Plasmamembran, in die sich die
viralen Hullproteine eingelagert haben, umschlossed. Infektidsitat erreichen die Viren dann
durch Protease-vermitteltes Schneiden der gag-uemlegv-Polyproteine in ihre einzelnen
Bestandteile. Dieser gesamte Prozel3 der Virusptmfukscheint die Wirtszelle nicht zu
beeintrachtigen. Beobachtungen aus unserem Labigtere dass Chondrozyten durch die

Infektion in ihrer Funktion und Vitalitat nicht bedusst wurden.

4.8.3. Zuchtung rekombinanter Retroviren

Da sich Viren nur in Zellen vermehren kdnnen, bedman sich auch in der Gentherapie der
Zellkultur zur Virusreproduktion. Bei der Herstally einer Virus-produzierenden Zellinie wird

ein volles retrovirales Genom, dem jedoch die Vekpagssequenz fehlt, auf eine andere Zellinie
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transient transfiziert (z.B. 293T Zellen). Fur dieemdgene der Versuche in dieser Arbeit wurde
der Promotor des Cytomegalie-Virus (CMV) verwendet.

Die transiente Transfektion erfolgte in der hiesdieiebenen Arbeit mittels Calcium Phosphat
Prazipitation. Es wurden Viruspartikel gebildete deer bleiben. Eine solche Zellinie nennt man
Verpackungszellinie (VPC). Es wurde ein retrovisal®lasmid transfiziert, bei welchem gag, pol
und env durch das Transgen ersetzt wurden und da#gruad seiner erhaltenen
Verpackungssignalsequenz von den leeren Virusgdmtigebunden werden kann. Die VPC geben
Viren in den Zellkulturiberstand ab, die eine Zadlz einmalig infizieren kbnnen und auch zur
Integration ins Wirtszellgenom mit Expression eiff@gansgens befahigt sind, aber keine neuen
Virusstrukturelemente  aufbauen  konnen, also reptikainkompetent sind.  Die
Aufnahmekapazitat fir Fremd-DNA betragt bis zu 8 whs, je nach Gengro3e, 1-3 Transgenen
entspricht. Die Expression kann von einem einzefremoter, gewohnlich der 5’-LTR, gesteuert

werden.

4.8.4. Effektivitat einer Transduktion isolierter adulter Chondrozyten mit Retroviren

Schon in mehreren Studien wurde die Methode degevirGentransfers an Chondrozyten in vitro
beschrieben (Arai et al., 1997: 1787; Wehling etE)97: 1092; Doherty et al., 1998: 153; Evans
et al., 2000: 16). Auch Retroviren im besonderemden zur Knorpelbehandlung herangezogen
(Evans et al., 1996: 1261; Kang et al., 1997: M&son et al., 1998: 1098). Reinecke et al. (1997:
412) infizierten erfolgreich isolierte adulte Choozlyten retroviral mit dem Markergen lacZ in
vitro. Hirschmann et al. (2002: 109) infiziertewlisrte Chondrozyten mit einem GFP-tragenden
Gen retroviral. Erzielte Transduktionseffizienzagén zwischen 60-90 %. In zweidimensionaler
Kultur konnte die Expression uber 8 Monate aufredtdlten werden. Die in unserem Labor
erreichten Effizienzen betrugen fur das Gen EGFBamnitt 75 % und decken sich mit den eben
angesprochenen Ergebnissen. Jedoch gingen undémaltdeen auf Grund der Toxizitat des von
uns verwendeten EGFP nach ca. 2 Monaten zugrundachh et al. (2002: 1920) isolierten
Chondrozyten und infizierten sie ex vivo retrovinait lacZ. Die erreichten Effizienzen betrugen
initial zwischen 93 % und 95 %. Diese Ergebnissespmrchen denen aus unseren Versuchen,
wobei wir Effizienzen von durchschnittlich 85 % eiohen konnten. Nach 4 Wochen reduzierte
sich die Effizienz in den Versuchen von Adachile{2002: 1926) auf 76-84 %. Eine Reduktion
der Effizienzrate ist auch in einigen anderen Amdyeischon beschrieben worden. Diese
Expressionsreduktion trat im besonderen bei dereirimit Priméarkulturen auf. Cytosin-

Methylation und sogenannte somno-Komplexe scheimséchlich zu sein (Pannell et al., 2001:
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205; Swindle et al., 2002: 449; Iba et al. 2003). #benso in unseren Versuchen konnte eine
Reduktion der Effizienzrate nach 4 Wochen beobachierden, jedoch fielen die
Expressionsraten auch nach 12 Wochen Beobachtutrgsre nicht mehr als 20 % vom initial
gemessenen Ausgangswert ab. Im zweiten Teil ihezsiiche implantierten Adachi et al. (2002:
1920) die Chondrozyten in kinstliche osteochondrélefekte von Kaninchen. Eine
Genexpression konnte nach Opferung in der histetbgin Aufbereitung erkannt werden. In
gleichem Versuchsaufbau kamen wir bei unseren fgbeiu dhnlichen Ergebnissen. Aussagen
Uber eine genaue Expressionsrate konnten nichtigietéerden. Grinde hierfir bestehen unter
anderem in der Einwanderung nicht-transduzierteledeaus ortsstandigem Knorpel der
Randbereiche, welche keine Genexpression zeigenekjrin Zonen der implantierten Zellen.
Solch eine Vermischung bringt notwendigerweise cfalsiedrige Ergebnisse hervor. Andere
Autoren kamen nach retroviralem Gentransfer an @tomyten in vitro nicht Gber 31 %
(Musgrave et al., 2000: 290). Goto et al. (199®8)9%eigten an isolierten Meniskuszellen eine
Expressionsrate zwischen 10 und 20 %, nachgewieseHilfe des Markergens lacZ. Baltzer et
al. (1999: 419) zeigten eine lacZ-Effizienz nacfektion durch einen Retrovirus an isolierten
Osteoblasten in vitro von 60 %.

Carlberg et al. (2001: 128) infizierten mesenchymdkllen retroviral mit einem BMP-2
tragenden Gen. Die Transduktionseffizienz betrugnimhistochemisch nachgewiesen 90-95 %.
Die Funktionalitat des Zytokins zeigte sich duraladiktion von Aggrecan und Kollagen-Typ 2
in der Zellkultur. Auch in unseren Versuchen unédmen wir retrovirale Transduktionen mit
dem BMP-2-tragenden Gen an in vitro Kkultivierten o6tirozyten. Der Nachweis Uber
Transduktionseffizienzraten wurde nicht unternomndeaoch produzierten die Zellen tber einen
beobachteten Zeitraum von 3 Monaten in vitro BMRk2da et al. (2000: 990) beschrieben die
erfolgreiche Kultivierung transduzierter Chondreaytauf kinstlichem Tragermaterial. Auch in
unserem Labor gelang die Besiedelung kinstlichetritdés durch transduzierte Chondrozyten.

Des weiteren konnten die sich auf der Matrix bdiaetn Zellen eine Genexpression zeigen.

4.9. Histochemische Untersuchung nach lacZ-Gentrafes

Lichtmikroskopische Analyse der lacZ-Genexpressieruht auf einer Blaufarbung, die sich nach
Behandlung der Zellen mit dem Substrat 5-bromodérok3-indolyl-3-D-galactopyranoside (X-

Gal) ergibt. Solch eine histochemische Anfarbunigitzeicht, ob das Genprodukt anwesend ist,
sondern ob es aktiv ist (Couffinhal et al.,, 199299 Diese Hypothese sagt aus, dass die

erfolgreiche Genexpression nach X-Gal-Farbung lfafgsedrig angegeben werden kann. Bezogen
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auf in vitro Versuche aus unserem Labor kann diesesage nicht unterstitzt werden, da wir
zumindest in den ersten zwei Monaten nach TrangmukEffizienzraten von durchschnittlich
85 % erreichten. Jedoch kann diese Hypothese hehigér von uns unternommenen in vivo
Untersuchungen unterstiitzt werden. In Histologigie, drei Wochen nach Implantation lacZ-
markierter Chondrozyten angefertigt wurden, zeigtaoh X-Gal-Farbung nicht 85 % der Zellen
eine Expression, wie es die in vitro-Versuche etavatdie3en. Couffinhal et al. (1997: 929)
wandten die X-Gal-Farbemethode nach in vivo Tréisfa von nackter DNA, die fur lacZ
codiert, an. Eine Transfektionseffizienz von ledigl 0,015 % wurde durch die X-Gal-
Farbemethode erreicht. Jedoch nach immunhistockberigehandlung mit einem monoklonalen
Antikorper anti-3-Galactosidase ([3-Gal) zeigte sofe Transfektionseffizienz von 0,64 %. Das
entspricht einer 42,9fach héheren Anzahl an Zelliém,als positiv erkannt wurden. Zabner et al.
(1994: 585) und Rios et al. (1995: 2241) kamen kuoliéhen Ergebnissen. Im besonderen
Transfektionseffizienzen nach nichtviralem GentfangNabel et al., 1993: 844; Isner et al.,
1996: 370), die durch X-Gal-technische Anfarbungtkalliert wurden, kdnnen bei erreichten
Effizienzen von kleiner 0,1 % in Frage gestellt eaar. Grinde fur solche falsch niedrige
Ergebnisse modgen darin liegen, dass fur einen apgimFarbevorgang durch X-Gal gewisse
Variablen erfillt sein missen. Neben einer hoherymatischen Aktivitdt des Proteins, muf
sowohl die Temperatur im optimalen Bereich liegals, auch der Zeitpunkt des Féarbevorgangs
genau richtig gewahlt werden (Fire, 1992: 151). Huest in vitro kann die Sensitivitat durch
FACS-Analyse nach Behandlung mit FDG (Nolan et E988: 2603; Fiering et al., 1991: 291,
Zabner et al., 1994: 585) verbessert werden. ZurochiNeis eines erfolgreichen Gentransfers
wurden in unseren Versuchen lediglich die X-Galdeanethode fir in vitro und in vivo Versuche
angewandt. Die FACS-Analyse nur fur in vitro Versec Neben den oben angesprochenen
Problemen bei der X-Gal-Féarbung in vivo tritt beendin unseren Versuchen angefarbten
Kaninchen-Knie-Préaparaten des weiteren das Probdnkindringtiefe der Farbereagens auf. Die
von den Knorpelzellen, auch wenn in dieser Versuwghs nur minderwertig, aufgebaute
extrazellulare Matrix verhindert ein Eindringen désal in die Tiefe des Defektes und lasst so
die Frage nach bestehender Transduktion an in igée Defindlichen Zellen offen. Daraus kann
geschlossen werden, dass die von uns gezeigtenvin Brgebnisse, die eine erfolgreiche
Transduktion durch lacZ zeigen, wahrscheinlich dlalsiiedrige Ergebnisse présentieren. Die
guten histologischen Resultate bei unseren in inyolantaten mit BMP-2-transduzierten Zellen
lassen den Schlul3 zu, dass erzielte Transduktiemsraoher waren, als sie die in vivo
Vorversuche mit lacZ-markierten Zellen erwartenéa. Unterstitzt wird diese Hypothese

dadurch, dass Vergleichshistologien ohne die Wigkuwmn BMP-2 deutlich schlechter ausfielen.
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4.10. Gentransfer am Knorpel mit Wachstumsfaktorerals Transgen

Die Tatsache, dass Chondrozyten in vivo ausscidieBingebettet in ihrer extrazellularen Matrix
aufzufinden sind, macht einen in vivo Gentransfehrsschwierig (lkeda et al., 1998: 1666).
Gleiches Problem stellt sich bei der direkten Aggiion von Wachstumsfaktoren (Howell et al.,
1997: 124). Mehrere Studien zeigten jedoch, dadieite adulte Chondrozyten sehr gut ex vivo
transduziert werden konnen und erfolgreich wiedandplantiert wurden (Baragi et al., 1995:
2454; Kang et al.,, 1997: 139; Doherty et al., 19983). Am Knorpel wurde der Gentransfer
bereits in einigen anderen Studien zuvor beschni¢beans et al., 1996: 1261; Kang et al., 1997:
139; Mason et al., 1998: 1098). Ebenfalls die Andvety von bestimmten Wachstumsfaktoren
durch viralen Transfer in der Therapie des Knoigd®slens wurde in einigen Studien zuvor
publiziert (Arai et al., 1997: 1787; Smith et &Q00: 1156). Shuler et al. (2000: 585) zeigten in
ihren Versuchen, dass isolierte, viral fur das T&FGen codierende, infizierte Chondrozyten in
vitro den Wachstumsfaktor exprimieren konnten. Molet al. (2000: 75) infizierten isolierte
Chondrozyten retroviral in vitro. Die nun das TGR£5en tragenden Zellen zeigten in vitro
biologische Reaktionen auf den Wachstumsfaktor.

Mason et al. (1998: 1098) benutzten einen retrtamrd/ektor, um mesenchymale Zellen mit
einem fur den Wachstumsfaktor BMP-7 tragenden Getransduzieren. Diese Zellen wurden,
auf ein Tragermaterial besiedelt, verwendet, uraadtondrale Defekte am Kaninchen zu decken.
Im Vergleich mit Kontrollen wurde eine verbessertteilung erreicht. Unter gleichen
Versuchsbedingungen, jedoch adulte Chondrozyten weth Wachstumsfaktor BMP-2
verwendend, zeigten die Versuche aus unserem Lalmwgleichbare Ergebnisse. Die
Arbeitsgruppen um Hidaka et al. (2001: 751), iredia Fall jedoch BMP-7 einsetzend, kamen mit
den gleichen Methoden zu &hnlichen Resultaten. kuwsget al. (2002: 6) transduzierten viral
Skelettmuskelzellen mit dem BMP-2 tragenden Gewvitno. Diese Zellen wurden wieder in vivo
injiziert und produzierten dort BMP-2. Carlbergaét(2001: 128) zeigten, dass retroviral mit dem
BMP-2-Gen transduzierte mesenchymale Zellen in oviteiner chondrogenetischen
Differenzierung unterlagen. Diese Versuche unteicten das Potential von sowohl Retroviren

als auch das von BMP-2.

4.11. Andere Ansétze fur die Therapie von Knorpeldéden

Bei der Verwendung von Wachstumsfaktoren gibt egiteemehrere Ansatze, die experimentell

untersucht wurden. Neben dem von uns verwendeteR-BMvurden der transforming growth
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factor-R1 (TGF-R1), der insuline-like growth fact@GF-1), der platelet-derived growth factor
(PDGF), interleukin-4 (IL-4), das bone morphogeneti und 7 (BMP-4 und BMP-7) und der
fibroblast growth factor-2 (FGF-2) in der Knorpdlbehandlung verwendet. Bezlglich ihrer
Wirkung auf einzelne bestimmte Komponenten derazeltularen Matrix zeigten sie teilweise
verschiedene Effekte. Ebenso deren Applikation wuadif verschiedenen Schritten wie der
unsere erreicht. Hauptséachlich wurden die Zellemcldudirekte Gabe von rekombinantem
Wachstumsfaktor beeinflusst oder durch virale Tdakion mittels Adenoviren zur

Eigensynthese gebracht. Beim Tissue Engineeringversien neueste Arbeiten gehé&ufter
Bioperfusionskammern. Einige arbeiten lediglich nmurchfluR-Technik, andere unter
Verwendung hydrostatischer oder mechanischer Druekedurch das Knorpelzell-Matrix-

Konstrukt in vitro dem Milieu in vivo naher gebrdatkerden soll.

Der in dieser Arbeit angewandte Versuchsaufbauovietle Transduktion fur BMP-2 und

anschlieBendes Tissue Engineering, zeigt eine sllenkKombination der Matrix-gekoppelten

Transplantation autologer Chondrozyten mit einefiziehten, gentechnisch ermdglichten,
Anwendung eines Wachstumsfaktors, dessen Wirkuobgweislich forderlich in der Heilung von

Knorpeldefekten ist.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt den Versuch daesden Wachstumsfaktor BMP-2 codierende
Gen mit Hilfe von retroviralen Vektoren ex vivo i@hondrozyten einzuschleusen und nach
Transplantation der autologen Knorpelzellen diesesvivo zu exprimieren. Durch Tissue

Engineering wurden, sich in dreidimensionaler Umgep befindliche transduzierte

Knorpelzellen, zur Transplantation generiert. Inr@suchen wurde die Transduktionseffizienz
und die Stabilitat eines solchen Gentransfers ddieiMarkergene lacZ und EGFP in vitro und in
vivo etabliert, sowie mit Methoden eines nichtweralGentransfers verglichen. In Grundzigen

wurde in vitro die induzierbare Gentherapie untehnsu

Geschadigter Knorpel zeigt kein eigenes Heilungsual. Entstandene Defekte enden meist in

schmerzhaften arthrotischen Veranderungen undtbareoch immer therapeutische Probleme.

Ein sinnvolles Therapieverfahren des Knorpeldefelgeellt die Knorpelzelltransplantation dar.
Probleme in der autologen Chondrozytentransplamatibestehen jedoch in der

zweidimensionalen Kultur der Knorpelzellen. Beraisch kirzester Zeit bilden, die sich nach
Biopsie urspringlich rund und klein darstellenddro@rozyten, Zellauslaufer und weisen eine
fibroblastenartig, hypertrophe, flache Morphologid. Dieser Prozel3 der Dedifferenzierung stellt
eine der grofRten Herausforderungen in der zellkeilen Arbeit mit Knorpel dar. Um dem

entgegenzuwirken, wurde eine dreidimensionale H#llkmethode im Sinne des Tissue
Engineering eingefiihrt. Mit dieser Methode kdnndro&irozyten ihrer naturlichen Umgebung,
der extrazellularen Matrix, nahekommend, kultivieitrden. Auf diese Art und Weise kann in
vitro dem Prozel3 der Dedifferenzierung entgegendggewind sogar eine Redifferenzierung
erreicht werden. Dreidimensional engineerter Knbg®gt so schon weit vor Transplantation
eine genuine Phéanotypie und halt so das Potentiaireer weit besseren Defektheilung inne, als
sie von zweidimensional kultivierten Zellen zu ertiga ware. Die dreidimensionale

Kulturmethode erwies sich in unseren Versucheremsgut funktionierendes Verfahren. In der
Art kultivierte Chondrozyten zeigten im Verlauf piwdypisch bessere Eigenschaften als
dedifferenzierende Zellen aus zweidimensionaler tu€ul In vitro konnten Merkmale wie

Redifferenzierung und Matrixsynthese beobachtetdemr In vivo konnten diese tissue-
engineerten Konstrukte als guter Transfertragdemihzierter Chondrozyten, sowie durch eine
gute Integration in das Empfangergewebe in derudgilkinstlicher osteochondraler Defekte

uberzeugen.
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Als erganzendes Therapieverfahren verspricht diwefrdung von Wachstumsfaktoren weitere
Moglichkeiten in der Behandlung von KnorpeldefektBarch sie erzielte Effekte konnen sowohl
die sich ortsstandig im Defekt befindlichen Chormyten, als auch durch autologe
Chondrozytentransplantation eingebrachte Knorplelzetlurch eine Vielzahl von férderlichen
Faktoren eine Knorpelheilung erbringen. Ein Haugitpem stellt jedoch ihre Applikation an den
Ort des Defektes dar. Als Losung ermdoglicht die Gerapie eine sehr effiziente Verwendung
solcher Wachstumsfaktoren. Das Problem der Genileevéiederum besteht in dem Transfer des
Fremdgens. Nonvirale Transfermethoden erweisen saf Grund einer minimalen
Immunogenitéat sicherer als virale Methoden und gimdem einfacher in der Produktion, jedoch
stellen sehr niedrige Transfereffizienzen ihremapeutischen Nutzen in Frage. Virale Methoden
gewahrleisten eine weit hohere Transfereffiziemz sber auf Grund von in der Vergangenheit
aufgetretenen Nebenwirkungen risikobehaftet. Inselie Arbeit ausschlie3lich verwendete
Retroviren erzeugen nach ihrem Gebrauch fast keineunologische oder antigene Reaktion auf
transduzierte Zielzellen und gewahrleisten zuglente stabile und hocheffiziente Transduktion
einer groRen Menge an Fremd-DNA. Um die Effektividds Gentransfers an Chondrozyten zu
quantifizieren, wurden in dieser Arbeit Marker- bzReportergene verwendet. Dazu wurden
adulte Chondrozyten isoliert und in vitro mit fliedViarkergene lacZ-und EGFP-codierenden
Genen retroviral transduziert oder nonviral trazisft. Eine anschlieRende Farbung mit X-Gal,
bzw. eine Analyse durch FACS zeigte eine positiveakion von durchschnittlich 85 % der
Chondrozyten nach retroviraler Transduktion im &alés lacZ und im Schnitt 75 % im Falle des
EGFP. Die untersuchte Langzeitexpression des TeasstacZ erwies sich Uber einen Zeitraum
von 12 Wochen als stabil. Nach liposomaler Trartgfekmit lacZ konnte in vitro eine Effizienz
von maximal 9 % erreicht werden. In Grundzigen wurdie induzierbare Gentherapie
angewandt, welche in Zukunft eine Regulation deprégsion von Wachstumsfaktoren, die am
Gewebe auch zu UberschieRendem Wachstum fuhrerkoarmoglichen kénnte. In vitro zeigten
6,6 % der induzierten Chondrozyten nach X-Gal-Fagbaine Genexpression, wahrend in der
nicht-induzierten Kontroll-Gruppe nach X-Gal-Farlguneniger als 0,8 % der Chondrozyten eine
Genexpression zeigten.

Fur die in vivo-Gentransfer-Versuche wurden ledigli lacZ-transduzierte Chondrozyten
verwendet. Diese lacZ-markierten Zellen wurden dineénsional auf einem Kollagengerust
kultiviert und in vivo implantiert. Noch drei Wochenach Implantation konnte histologisch eine

Genexpression im Defekt nachgewiesen werden.

Ziel des letzten Teils der Arbeit war die Kombiwativon Tissue Engineering des Knorpels in

Verbindung mit der effizienten Applikation eines Watumsfaktors durch Gentherapie. Schon
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diverse Wachstumsfaktoren haben sich in ihrer Wigkauf Knorpelzellen ausgezeichnet. In
dieser Arbeit wurde das Bone Morphogenetic Profeinerwandt. Es zeigt EinfluR auf
Proliferation, Differenzierung und MatrixsynthesenvKnorpelzellen. Das BMP-2-Gen wurde
ausschlie3lich ex vivo retroviral auf die Zielzelldibertragen. Transduzierte Knorpelzellen
produzierten in vitro Uber einen beobachteten Zeitr von 3 Monaten BMP-2. Genaue Aussagen
uber die quantitative Transduktionseffizienz komntecht gemacht werden. Ebenso wie in den
Vorversuchen wurden das BMP-2-Gen tragende autolgleen dreidimensional auf einem
Kollagengerist kultiviert und fir drei Wochen inveiimplantiert. Im Vergleich zu angelegten
Kontrollen zeigten diese Konstrukte die beste Hhwgjluer kinstlich gesetzten ostechondralen
Defekte. Eine gute Integration des implantiertem$touktes, eine hohe Zahl transplantierter
differenzierter vitaler Chondrozyten, sowie einetiNdgynthese im Defekt konnten beobachtet
werden. Ergebnisse aus diesem Versuchsteil wuréeloch lediglich unter Anwendung
verschiedener Farbemethoden histologisch begutachielgeversuche mit Analytik der
Matrixbildung durch gentherapeutisch manipulierteelléh, sowie die Untersuchung
biomechanischer Aspekte der Chondrozyten-Tragermhktéonstrukte missen abgewartet
werden, um eine weitere Aussage Uber einen mdogligusitiven Effekt von BMP-2 auf die

Heilung osteochondraler Defekte zuzulassen.

Zusammenfassend laRt sich sagen, dass der Gentranifels Retroviren eine effiziente und
durchfuihrbare Methode zur Einschleusung von Tramsgén Chondrozyten in vitro darstellt. Der
so integrierte Wachstumsfaktor BMP-2 verspricht ctlurseine Wirkung auf Proliferation,
Differenzierung und Matrixsynthese der transplateie Chondrozyten eine gute
Knorpeldefektheilung. Ergénzt durch die dreidimenasie Kultur im Sinne des Tissue
Engineering erfahrt die autologe Transplantation #morpelzellen eine sinnvolle Modifikation

und verspricht die Applikation des Wachstumsfaksinsvoll zu erganzen.

In Zukunft wird es vielleicht moglich sein, durcledoarallele Anwendung von zwei oder mehr
Wachstumsfaktoren die Ergebnisse am Gewebe zu ssbe Gleichzeitig konnte die Methode
der induzierbaren Gentherapie die regulierte Agpidn von Wachstumsfaktoren im Sinne einer
Homoostase besser auf das Zielgewebe anpassen.daschissue Engineering kann eventuell
durch eine optimale Anwendung einer druckgesteneBmperfusionskammer dem genuinen
Knorpel sehr @hnliche Konstrukte bilden, ex vivat#e deutlich verkirzen und evtl. eine Kultur

unter zweidimensionalen Bedingungen vollig tbegigsnachen.

-89 -



Der gentherapeutisch erméglichte Einsatz von Waaohsfiaktoren und das Tissue Engineering
werden auch in Zukunft eine sinnvolle Alternatimedier Therapie des Knorpelschadens darstellen

und kann sich eventuell irgendwann in der kliniscReutine etablieren.
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