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Hintergrund und Fragestellung

Gelenkknorpelverletzungen stellen einen
irreversiblen Knorpelverlust dar, weil der
Gelenkknorpel nur eine geringe Heilungs-
fahigkeit besitzt. Als Folge entsteht oft ei-
ne Arthrose. Weltweit sind Millionen von
Menschen von Gelenkknorpeldefekten
betroffen. Die autologe Chondrozyten-
transplantation (ACT) hat als neuere The-
rapiemethode in den letzten Jahren bei
kleineren nichtarthrotischen Knorpelde-
fekten Erfolg gezeigt [2, 3, 4, 20]. Die Ver-
mehrung differenzierter autologer Chon-
drozyten in vitro fiir eine ACT ist jedoch
begrenzt, weil eine Vermehrung nur in der
Monolayerkultur gelingt und zur Dediffe-
renzierung der Chondrozyten fiihrt [22].
Dedifferenzierte Chondrozyten bilden
keine belastungsfahige extrazellulire Ma-
trix (d. h. Knorpel) mehr [1]. Die Anwen-
dung irreversibel dedifferenzierter Zel-
len zur ACT resultiert in einem funktio-
nell minderwertigen Knorpel, der nicht in
der Lage ist den mechanischen Beanspru-
chungen, denen hyaliner Gelenkknorpel
unterliegt, gerecht zu werden.

Die Knorpelmatrix enthdlt u. a. knor-
pelspezifische Proteoglykane, Typ-1I-Kol-
lagen, Fibronektin und andere kleinere
Kollagene vom Typ IX und XI [6, 9, 15].
Diese Matrix hat eine regulatorische Wir-
kung auf die Pragung der Differenzie-
rungsrichtung, die Proliferation, die Funk-
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tion und die Erhaltung des Chondrozy-
tenphdnotyps [13, 14]. Zentrale Informa-
tionsvermittler zwischen innerem und
duflerem Milieu der Chondrozyten sind
die Integrine [7 25, 27, 30]. Integrine sind
heterodimere Adhésionsmolekiile, die aus
einer a- und B-Kette aufgebaut sind [11, 12,
21]. Integrine der f1-Gruppe wurden im
Knorpelgewebe sowohl in vivo als auch
in vitro nachgewiesen. Die Bindung von
B1-Integrinen an Matrixkomponenten wie
Typ-II-Kollagen fithrt zur Zusammenla-
gerung von fokalen Adhisionskomplexen
[29], welche verschiedene zytoskelettale
Proteine, Verbindungsproteine und Ki-
nasen enthalten. Eine Hemmung der p1-
Integrine verhindert die Differenzierung
von Chondrozytenvorlduferzellen und da-
mit die Chondrogenese [24].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass Typ-II-Kollagen in vitro einen inte-
grinvermittelten Einfluss auf die Stabili-
tdt, auf die Richtung der Differenzierung
und auf den Erhalt des Chondrozyten-
phénotyps hat. Gleichzeitig spielt die Syn-
these und die Interaktion von Schliissel-
signalproteinen des MAPK-Signaliiber-
tragungsweges hier eine besondere Rolle.
Diese neuen Kenntnisse konnten die In-
vitro-Vermehrung autologer Chondro-
zyten verbessern und dem Einsatz die-
ser Technik bei grofieren oder sogar ar-
throtischen Knorpeldefekten mehr Aus-
sicht geben.

Material und Methoden
Materialien

Polyklonaler Antikérper gegen Typ-II-
Kollagen, die monoklonalen Antikor-
per Anti-P1-Integrin und der monoklo-
nale und polyklonale Sekundérantikor-
per (gekoppelt mit alkalischer Phosphata-
se), wurden von der Fa. Chemicon Inter-
national Inc. (Temecula, CA, USA) bezo-
gen. Anti-Phosphotyrosine und anti-Shc
stammen von der Fa. Transduction (Wies-
baden); goldkonjugierter sekunddrer An-
tikorper von der Fa. Amersham (Braun-
schweig). Das Zellkulturmedium (Ham's
F-12/Dulbecco,s modified Eagle's medi-
um mit 10% FCS) wurde bei der Fa. Se-
romed erworben (Miinchen). LR-White
und Thermanoxplittchen wurden bei
der Fa. Plano (Marburg), HMDS (Hexa-
methyldisilazan), Typ-1I-Kollagen, Fluo-
romount und Trypsin bei der Fa. Sigma
(Miinchen), Pronase und Kollagenase bei
der Fa. Boehringer (Mannheim) gekauft.

Methoden

Isolierung von humanen Chondro-
zyten und Monolayerkultur

aus Alginatkiigelchen
Ausgangsmaterial bildeten primére hu-
mane Chondrozyten, isoliert aus 10 Knor-
pelproben von operativen Eingriffen bei



Oberschenkelhalsfrakturen. Der hyaline
Gelenkknorpel wurde bei medialen Ober-
schenkelhalsfrakturen aus nicht-arthri-
tischem Gelenk (mittleres Alter) gewon-
nen. Zuerst wurden die Knorpelstiicke ge-
spiilt, fiir 2 h in 1,0% Pronase und weitere
4 h in 0,2% Kollagenase geschiittelt. Da-
nach wurde die Zellsuspension zentrifu-
giert und in Zellkulturmedium resuspen-
diert. Die primdren humanen Chondro-
zyten wurden unmittelbar nach ihrer Iso-
lierung in Alginatkultur gebracht. Dieses
Alginatkultursystem dient als Reservoir,
das jederzeit zur Gewinnung von Chon-
drozyten genutzt werden kann, schon
nach wenigen Tagen wandern ausrei-
chend Chondrozyten aus dem Alginat aus
(B Abb. 1) [23].

Alginatkultur

Eine genaue Beschreibung der Kultiva-
tion von Chrondrozyten in Alginat wur-
de in der Arbeit von Shakibaei u. De Sou-
za [26] veroffentlicht. Die Chrondrozyten
wurden in Alginat geriithrt und langsam
bei Raumtemperatur (RT) in eine Losung
mit 100 mM CaCl, getropft. Die Alginat-
tropfchen polymerisieren in Anwesenheit
von CaCl, nach ca. 10 min.

Monolayerkultur

Die nach ein paar Tagen aus dem Alginat
ausgewanderten Chondrozyten wiesen
runde bis ovale Phinotypen auf und sie
produzierten das knorpelspezifische Ma-
trixprotein Typ-II-Kollagen [22, 23]. Au-
Berdem tberleben fibroblastendhnliche
Zellen im Alginat nicht (s. oben) [26].
Man kann die Alginatkultur also als Fil-
terstation betrachten, die eine reine Chon-
drozytenkultur liefert. Die ausgewan-
derten Chondrozyten begannen zu adhi-
rieren und bildeten so einen Monolayer.
Die Chondrozyten wurden auf mit oder
ohne Typ-II-Kollagen (0,5-2,0 mg/ml in
0,25% Essigsdure) beschichteten Ther-
manoxplattchen zum Zwecke der Ras-
terelektonenmikrokopie und Glasplitt-
chen zum Zwecke der Lichtmikroskopie
kultiviert.

Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden mit 1% Paraformalde-
hyd fixiert, tiber Nacht mit dem Primir-
antikorper bei 4°C und danach 1 h mit
dem Sekundérantikorper bei RT inku-
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Zusammenfassung

Hintergrund. Die autologe Chondrozyten-
transplantation (ACT) hat als Therapiemetho-
de bei kleineren Knorpeldefekten Erfolge ge-
zeigt. Die Vermehrung der Chondrozyten fiir
ACT gelingt nur in vitro und diese fiihrt zur
Dedifferenzierung der Zellen. Ziel dieser Ar-
beit war, die Zlichtung von Chondrozyten zu
optimieren und eine Dedifferenzierung der
Zellen zu verhindern.

Material und Methode. Die humanen Chon-
drozyten wurden auf mit und ohne Typ-Il-
Kollagen beschichteten Oberflachen kulti-
viert. Die Zellen wurden morphologisch und
mittels,Immunoblotting” untersucht.
Ergebnisse. AufTyp-Il-Kollagen bleibt der
chondrogene Phanotyp bis zum 20. Tag stabil
und es werden mehr aktivierte intrazelluldre
Proteine sowie das Adaptorprotein Shc (sarc

homology collagen) nachgewiesen. Behand-
lung mit B1-Integrin-Antikorpern fiihrte zu
einer deutliche Abnahme (82%) der Zell-Ad-
hasion. Typ-Il-Kollagen und Chondrozytenin-
teraktion fiihrte zur Aktivierung der Integri-
ne, die Uiber das Shc-Protein den Ras-MAPK-
Signallibertragungsweg aktivieren, welcher
den chondrogenen Phanotyp stabilisiert.
Schlussfolgerung. Diese Kenntnisse
konnten langfristig die In-vitro-Vermehrung
autologer Chondrozyten verbessern und
dem Einsatz dieser Technik bei grof3eren oder
sogar arthrotischen Knorpeldefekten mehr
Aussicht geben.

Schliisselworter
Chondrozyten - Phanotyp - Typ-lI-Kollagen -
Integrin - Elektronenmikroskopie

Interaction between human chondrocytes and extracellular matrix
in vitro. A contribution to autologous chondrocyte transplantation

Abstract

Background. Autologous chondrocyte
transplantation (ACT) has had reasonable
success for repairing small articular cartilage
defects. A limiting factor for ACT is, howev-
er, the in vitro cultivation of chondrocytes
because it leads to dedifferentiation. There-
fore, the goal of this work was to optimize the
monolayer culture of chondrocytes in vitro.
Material and method. Human articular
chondrocytes were plated on either collagen
type Il or untreated surfaces. The cells were
evaluated morphologically and with immu-
noblotting.

Results. On collagen type Il surfaces, a sta-
ble chondrogenic phenotype, expression of
B1-integrin, and a significant activation of
phosphorylated intracellular proteins and the

adaptor protein Shc could be observed up to
day 20 in culture. Treatment with 1 integrin
antibody led to a loss of cell adhesion (82%).
The results indicate that on collagen type Il,
B1-integrin receptors are activated. Through
the activation of Shc, these stimulate the Ras-
MAPK pathway, which stabilizes the chondro-
genic phenotype.

Conclusion. Our results provide a practi-

cal and low-cost solution for improved long-
term chondrocyte cultivation, thus providing
a new perspective for using ACT on larger or
arthrotic cartilage defects.

Keywords
Chondrocyte - Phenotype - Collagen type Il -
Integrin - Electron microscopy
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biert. Die Glaspléttchen wurden mit Fluo-
romount eingedeckt und mit einem Zeiss
Axiovert 100 ausgewertet.

Rasterelektronenmikroskopie

Die Chondrozyten wurden zuerst fiir
5 min mit 1% Glutaraldehyd fixiert, da-
nach 5 min mit Osmium behandelt, mit
einer aufsteigenden Ethanolreihe entwés-
sert, fiir 5 min in HMDS uberfithrt und
dann luftgetrocknet. Die Préparate wur-
den in einer Kathodenzerstaubungsanlage
goldmetallisiert, und in einem Rasterelek-
tronenmikroskop von Cambridge Stere-
oscan (250 MK2) bei 20 KV untersucht.

Immunelektronenmikroskopie

Bei der Immunelektronenmikroskopie
wurden die Proben in 3% Formaldehyd
fixiert, mit einer aufsteigenden Alkohol-
reihe entwissert und in LR-White einge-
bettet. Dickschnitte wurden mit Toluidi-
ne-Blau fiir lichtmikroskopische Untersu-
chungen gefirbt. Die Ultradiinnschnitte
der Kulturen wurden mit spezifischen Pri-
marantikérpern markiert. Nach mehreren
Spiilschritten wurden dann mit Goldpar-
tikeln konjugierte Sekundérantikorper da-
zugegeben, welche an die Primdrantikor-
per banden und diese sichtbar machten.

Adhdsionsassay in vitro

Die Chondrozyten wurden isoliert und
dann mit Pi-Integrin-Antikorper und
mit normalem Serum (NS) behandelt,
anschlieffend wurden die beiden Grup-
pen auf mit Typ-II-Kollagen beschichte-
ten Unterlagen und auf Plastik in Mono-
layerkultur kultiviert. Die Zellzahl wurde
durch die Zéhlung der adhdrierten Zel-
len von 10 mikroskopischen Feldern be-
stimmt.

Western-Blot-Analyse

Eine detaillierte Beschreibung der ange-
wandten Western-Blot-Technik findet
sich bei Shakibaei et al. [28, 30]. Die Pro-
ben wurden in Lysispuffer bei 4°C homo-
genisiert. Die Proben mit gleichem Ge-
samtproteingehalt wurden in 7,5 %igen
Polyacrylamidgelen unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und anschlie-
Bend mittels eines Transblot-Elektropho-
reseapparats auf Zellulosemembranen
transferiert. Die Membranen wurden fiir
1 h bei RT mit dem Primérantikérper und

Abb. 1 » Lichtmikros-
kopisches Bild emigrie-
render Zellen aus dem
Alginat: Nach Haftung
der Alginatkiigelchen
(Sternchen) am Boden
der KulturgefaBe wan-
dern Zellen (Pfeile) aus
und bilden eine Mono-
layerkultur (Vergr. 40:1)

Abb. 2 » Lichtmikros- +**

kopisches Bild einer %

Monolayerkultur nach
dem Auswandern aus

dem Alginat: kleine

runde, bipolare oder

sternformige Zellen. Es

finden sich alle Uber-

géange zwischen die-
sem Zelltypund den =
groBen runden Zellen
(Vergr. 160:1)

anschliefSend fiir 1 h bei RT mit dem an al-
kalische Phosphatase gekoppelten Sekun-
dérantikorper inkubiert. Die spezifische
Antikérperbindung wurde mittels Nitro-
blautetrazolium und 5-Bromo-4-chloro-
3-indoyl-phosphat als Substrat nachge-
wiesen.

Ergebnisse

Bedeutung von Typ-lI-Kollagen
fiir den Chondrozytenphanotyp
in Monolayerkultur

Die primédren humanen Chondrozyten
wurden unmittelbar nach ihrer Isolierung
in Alginatkultur gebracht. Nach wenigen
Tagen wandern meist ausreichend Chon-
drozyten aus dem Alginat (s. @ Abb. 1)
[23] aus. Fiir die Versuche werden diese
Chondrozyten dann im Monolayer kulti-
viert (8 Abb. 2).

Nach einer Kultivationsdauer von
24 h auf mit Typ-II-Kollagen beschich-
teten Unterlagen lief3 sich die Haftung
der Chondrozyten in Form einer Mo-
nolayerkultur nachweisen (B Abb. 3a).
Die Chondrozyten behielten ihren run-
den Phinotyp bis zum 20. Tag nach Be-
ginn der Kultivation auf Typ-II-Kollagen
(8 Abb. 3b). In den ersten Tagen bis zum
20. Tag nahm die Zahl und die Dichte der
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Zellen zu (B Abb. 4). Die Zellen 16sten
sich von diesem Zeitpunkt an mehr und
mehr von der Unterlage ab. In der Mono-
layerkultur ohne Beschichtung mit Typ-
II-Kollagen wurde vom Beginn der Kul-
tivation an eine Mischkultur von flachen
Fibroblasten und runden Chondrozyten
beobachtet (B8 Abb. 3a, @ Abb. 4). Nach
einer Kultivationsdauer von 3-5 Tagen
kam es hier zu einer zunehmenden Ver-
mehrung von fibroblastendhnlichen Zel-
len (8 Abb.3c).

Bei den immunmorphologischen
Untersuchungen konnte die Identi-
tat des Knorpelphénotyps mit Hilfe von
Typ-1I-Kollagen nachgewiesen werden
(8 Abb.5a, b). Die Anwesenheit von
Typ-II-Kollagen konnte vom 2. Tag (A)
bis zum 20. Tag (B) verfolgt werden. Die
P1-Integrine kamen verstreut auf den run-
den bis ovalen Chondrozyten vom 2. Tag
(8 Abb. 5¢) bis zum 20. Tag (8 Abb. 5d)
vor. Mittels immunmorphologischer Un-
tersuchungen mit sekundiren goldkon-
jugierten Antikorpern gegen Pi-Inte-
grine konnten sowohl im Kontrollver-
such (B Abb. 6a) wie auch auf mit Typ-
II-Kollagen beschichteten Unterlagen
(8 Abb. 6b) p1-Integrine auf der Oberfli-
che der Chondrozyten nachgewiesen wer-
den. Die Expression der Pi-Integrine auf
der Oberfliche der Chondrozyten, die auf
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Abb. 3 A Rasterelektronenmikroskopisches Bild isolierter, humaner Chondrozyten in Monolayerkul-
tur: Eine Haélfte der Thermanoxplattchen ist mit Typ-ll-Kollagen (Sternchen), die andere Halfte ist nicht
beschichtet. Die Zellen auf der mit Typ-lI-Kollagen beschichteten Hélfte sind rund. Die Zellen auf der
nichtbeschichteten Unterlage sind eine Mischkultur aus runden Chondrozyten und flachen Zellen (a,
Vergr. 350:1). Die Chondrozyten (c) auf der mit Typ-Il-Kollagen beschichteten Unterlage halten wah-
rend der gesamten Kultivationsdauer ihren Phanotyp stabil (b, Vergr. 6300:1). Nach einer Kultivations-
dauer von 5 Tagen wurde auf der unbeschichteten Unterlage eine zunehmende Uberwucherung
durch fibroblastendhnliche Zellen beobachtet (c, Vergr. 350:1)
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Abb. 4 A Proliferation der Chondrozyten auf Plastik und auf mit Typ-Il-Kollagen beschichteten Un-
terlagen in Monolayerkultur: Die Chondrozyten wurden isoliert und dann auf mit Typ-II-Kollagen be-
schichteten Unterlagen und auf Plastik in Monolayerkultur kultiviert. Die Zellzahl reprasentiert hier die
Zahlung der adhérierten Zellen von 10 mikroskopischen Feldern

mit Typ-II-Kollagen beschichteten Unter-
lagen kultiviert wurden, waren jedoch im
Vergleich mit dem Kontrollversuch deut-

licher (B8 Abb.6).

B1-Integrine vermitteln die
Interaktion von Chondrozyten
mit Typ-ll-Kollagen

Um zu priifen, ob die f1-Integrin-Gruppe
eine Zellmatrixinteraktion bereits in vit-
ro vermittelt, wurden die Chondrozyten

unmittelbar nach ihrer Isolierung mit
P1-Integrin-Antikorpern und mit nor-
malem Serum behandelt und die beiden
Gruppen im Anschluss daran auf Plastik
und auf mit Typ-II-Kollagen beschichte-
ten Unterlagen kultiviert. Es wurde be-
obachtet, dass die Adhésion zwischen
Chondrozyten und Typ-II-Kollagen bis
zu 82% durch P1-Integrin-Antikorper ge-
hemmt werden konnte. Zwischen Chon-
drozyten und Plastik konnte eine dhnliche
Adhisionshemmung beobachtet werden
(8 Abb. 7).

Die Interaktion der Chondrozyten
mit Typ-1I-Kollagen induziert

die Tyrosinphosphorylierung
intrazellularer Signalproteine

Die Phosphorylierung intrazellularer Pro-
teine ist eines der ersten Ereignisse bei der
Reaktion der Chondrozyten auf eine spe-
zifische Integrinstimulation. Dieser Effekt
konnte durch Immunoblotting mit Anti-
Phosphotyrosin nachgewiesen werden. Es
wurde gezeigt, dass als Folge der Zelladha-
sion auf Typ-II-Kollagen eine Reihe von
intrazelluldren Proteinen an Tyrosinresten
vom 1. Tag bis zum 20. Tag nach Beginn
der Kultivierung in der Kultur phospho-
ryliert werden (8 Abb. 8). Im Kontroll-
versuch wurde nicht das typische Muster
an phosphorylierten Signalproteinen be-
obachtet (88 Abb. 8).

Integrin-Typ-II-Kollagen-
Interaktion fiihrt zu einer
Aktivierung von Shc

Bei der Charakterisierung der intrazel-
luldren Proteine in humanen Chondro-
zyten konnten zusitzlich Proteine mit
einem Molekulargewicht zwischen 40-
70 kDa gefunden werden (B Abb. 8). Es
handelte sich hier um das Adaptorprotein
Shc. Das She-Protein ist ein 1osliches Adap-
torprotein, dass eine SH2- (Src homolo-
gy 2-)Phosphotyrosin-bindende Domine
besitzt. Shc besitzt 3 Isoformen mit 46, 52
und 66 kDa. Shc ist in der Lage, verschie-
dene Tyrosinkinasen mit dem Ras-Signal-
ibertragungsweg zu verbinden. Im Kon-
trollversuch fehlte bei den Chondrozyten,
die auf unbeschichteten Unterlagen an-
geziichtet wurden, eine Aktivierung aller
Shc-Isomere (8 Abb. 9).



Abb. 5 » Immunfluores-
zenzmikroskopische Dar-
stellung (Vergr. 360:1) von
Typ-lI-Kollagen und B1-In-
tegrin auf der Oberflache
der Chondrozyten in der
Monolayerkultur: Die Pro-
duktion von Typ-lI-Kolla-
gen wurde vom 2. Tag (a)
bis zum 20. Tag (b) in Form
eines Hofes um die Chon-
drozyten verfolgt. Die Ex-
pression von B1-Integrin
konnte wahrend der ge-
samten Kultivationsdau-
ervom 2.Tag (c) bis zum
20.Tag (d) auf den runden
bzw. ovalen Chondrozyten
beobachtet werden

Abb. 6 A Immuntransmissionselektronenmikroskopische Darstellung (Vergr. 45.000:1) von B1-Integrin auf der Oberflache
der Chondrozyten in der Monolayerkultur: Immunmarkierung der Chondrozyten gegen B1-Integrin in der Kontrolle (a) und
auf mit Typ-Il-Kollagen beschichteten Unterlagen (b). Eine dichte Markierung (Pfeile) kann hier auf der Oberflache der Chon-
drozyten, die auf Typ-lI-Kollagen kultiviert waren, beobachtet werden

Diskussion

Die ACT ist ein modernes Verfahren zur
Therapie von isolierten Knorpeldefekten
an Gelenkfldchen. In den Defektzonen
kénnen nach der Transplantation hyali-
ne Knorpelregenerate nachgewiesen wer-
den. Die durch Peterson et al. [19] erstmals
1984 durchgefiihrte ACT beim Kaninchen
stellt inzwischen eine etablierte und aner-
kannte Methode in der Behandlung von
isolierten artikulidren Knorpeldefekten
dar. Nach Feststellung eines Knorpelde-
fekts wird das Knorpelgewebe arthrosko-
pisch aus unbelasteten Gelenkarealen ge-
wonnen, enzymatisch isoliert und die aus
dem Gewebe gewonnen Knorpelzellen in
vitro vermehrt [18]. In vitro kommt es da-

bei zum Phénomen der Dedifferenzierung
der Zellen, d. h. die Chondrozyten keh-
ren in ein Teilungsstadium zuriick und
bilden keine knorpelspezifische extrazel-
luldre Matrix (EZM) mehr. Dabei verlie-
ren sie den Kontakt mit der umgebenden
Matrix, bilden Fortsétze aus, produzieren
Typ-1-Kollagen, flachen ab und werden fi-
broblastenéhnlich.

Eine Kontamination mit Fibroblasten
und ihre Uberwucherung [5, 17], Reifung
und Alterung der Chondrozyten mit Bil-
dung fibroblastendhnlicher Zellen [32]
und eine Auflosung der Zell-Matrix-Ver-
bindung [10, 16] sind als mdgliche Ursa-
chen fiir die Dedifferenzierung der Chon-
drozyten in der Monolayerkultur in vit-
ro diskutiert worden. Diese sog. ,,dedif-

ferenzierten“ Zellen werden in der ACT
dann als Suspension in den Defekt ein-
gefiillt und dieser mit einem Periostlap-
pen (bioaktiver Kammer) abgedeckt, mit
dem Ziel, in vivo wieder hyalindhnliches
Knorpelgewebe zu bilden. Diese Metho-
de hat bisher jedoch nur bei kleinen, trau-
matischen Defekten gute Ergebnisse ge-
zeigt [3, 4, 20].

Das Ziel dieser Arbeit war es deshalb
zu untersuchen, ob exogene Matrixkom-
ponenten eine Monolayerchondrozyten-
kultur fiir langere Zeit in differenzier-
tem Zustand stabilisieren konnen. Da-
durch konnte die Moglichkeit entstehen,
den differenzierten Phénotyp von auto-
logen Chondrozyten fiir die ACT zu nut-
zen. Derzeit ist ihre Anwendung auf die
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GRULiCr LS Behandlung kleinerer traumatisch ent-

54618 S standener Knorpeldefekte begrenzt. Dies

220 E3 E3 E3 konnte die Technik der ACT soweit ver-

fgg ‘I_ bessern, dass auch grofiere und im Friith-

160 stadium der Osteoarthritis entstandene

1‘2‘8 Knorpeldefekte behandelbar werden.

100 Es konnte in diesem Versuch gezeigt
gg werden, dass die Chondrozyten bei Kul-
40 tivierung auf mit Typ-II-Kollagen be-
28 schichteten Unterlagen 20 Tage ohne eine

g 18 3&"1 E & Veranderung ihrer Morphologie und ih-
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zieren Typ-II-Kollagen und exprimieren

ihre typischen Oberflichenrezeptoren.
Ohne Beschichtung mit Typ-II-Kollagen
sind bereits am 3. Tag viele Zellen zu fi-
broblastenahnlichen Zellen umgewandelt.

Abb. 7 A Adhdsionsassay der Chondrozyten auf Plastik und auf mit Typ-Il-Kollagen beschichte-
ten Unterlagen in An- und in Abwesenheit von Anti-B1-Integrin in Monolayerkultur: Die Chon-
drozyten wurden isoliert und dann mit B1-Integrin-Antikdrper und mit normalem Serum (NS)
behandelt, anschlieend wurden die beiden Gruppen auf Plastik und auf mit Typ-ll-Kollagen
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beschichteten Unterlagen kultiviert
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Abb. 8 A Western-Blot-Analyse — Monolayerkultur — Expression von Tyro-
sin-phosphorilierten Proteinen in den Chondrozyten: Die Expression von
Tyrosin-Phosphorylierten Proteinen vom 1.Tag bis zum 20.Tag in der Kul-
tur in den Chondrozyten, die auf beschichteten (K) und auf nichtbeschich-
teten Unterlagen (PL) kultiviert wurden. Das Molekulargewicht wird auf der
linken Seite gezeigt
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Abb. 9 A Western-Blot-Analyse — Monolayerkultur — Expression des Shc-
Proteins in den Chondrozyten: Expression des Shc-Proteins (mit 3 Doma-
nen) vom 1.Tag bis zum 20. Tag in der Kultur in den Chondrozyten, die auf
beschichteten (K) und auf nichtbeschichteten Unterlagen (PL) kultiviert wur-
den. Das Molekulargewicht wird auf der linken Seite gezeigt

Nach langerer Kultivierung im Monolayer
kommt es allerdings zur irreversiblen De-
differenzierung. Die Chondrozyten haben
ihr chondrogenes Potential verloren und
konnen nach Uberfithrung in die Algi-
nat- oder Massenkultur nicht mehr iiber-
leben und somit nicht fiir ACT angewen-
det werden [22, 23].

Durch Typ-II-Kollagen-Kontakt wird
also eine Dedifferenzierung ab dem 3. Tag
verhindert. Die Stabilitdt des Chondrozy-
tenphénotyps ist offenbar abhingig von
dem Kontakt mit der knorpelspezifischen
extrazelluliren Matrix. Diese Matrix hat
deshalb eine regulatorische Wirkung auf
die Pragung der Differenzierungsrich-
tung, die Funktion und den Erhalt des
Chondrozytenphianotyps. Diese wichtigen
Wechselwirkungen zwischen der extra-
zelluldren Matrix und den Chondrozyten
koénnen das Syntheseverhalten der Chon-
drozyten kontrollieren [7, 8, 13] und wer-
den tiber spezifische Rezeptoren (Integri-
ne) vermittelt. Im Kontrollversuch, d. h.
bei einer Kultivierung der Chondrozyten
ohne Beschichtung mit Typ-II-Kollagen,
kommt es nach einer Kultivationsdauer
von 5 Tagen zu einer Uberwucherung mit
fibroblastendhnlichen Zellen. Diese Zel-
len produzieren Typ-I-Kollagen und ex-
primieren andere Integrine auf der Ober-
flache [25].

Es ist bekannt, dass der Zell-Matrix-
Interaktion im Knorpelgewebe eine be-
sondere Bedeutung zukommt. Bei Ver-
lust der Zell-Matrix-Verbindung, z. B. im
alternden oder pathologisch veranderten
Knorpel, dedifferenzieren die Chondro-



zyten und wandeln sich zu fibroblasten-
ahnlichen Zellen um. Diese Zellen dndern
gleichzeitig auch ihr Syntheseprogramm
und ihre Oberflichenrezeptoren [31].

Die Behandlung der Chondrozyten
mit f1-Integrin-Antikorpern fiihrte zu ei-
ner deutlichen Abnahme der Chondrozy-
tenadhision. Dieser Befund ist ein Hin-
weis darauf, dass Pi-Integrine wichtige
Rezeptoren der Chondrozyten-Typ-II-
Kollagen-Wechselwirkung sind. Die In-
tegrin-Typ-1I-Kollagen-Interaktion bei
Chondrozyten induziert die Tyrosinphos-
phorylierung von einer Reihe von Signal-
proteinen, die an den fokalen Kontakt-
stellen der Zelle liegen und an der Orga-
nisation der Zytoskelettproteine beteiligt
sind. Diese Signalproteine assoziieren spa-
ter mit dem Adaptorprotein Shc. Das She-
Protein assoziiert mit weiteren Adaptor-
proteinen Grbz und Erki und 2. Es ist be-
kannt, dass der Shc-Grb2-Komplex dann
den Ras-MAPK-Signaliibertragungsweg
stimuliert. Das Adaptorprotein Shc ver-
bindet sich physikalisch mit Integrinen
[28]. Eine Hemmung des Ras-MAPK-Si-
gnaliibertragungsweges bei den Chondro-
zyten fithrt dann zur Apoptose der Zellen
in vitro [29]. Die extrazelluldre Matrix hat
also diverse Effekte auf das zelluldre Ver-
halten der Zellen und aktiviert via Inte-
grinen die intrazelluldren Signaliibertra-
gungswege.

Fazit fiir die Praxis

Diese Befunde sind von groBer prak-
tischer Bedeutung, da die Méglichkeiten
v. a. der Langzeitkultivierung von Chon-
drozyten in vitro immer noch sehr be-
grenzt sind. Mit diesen Arbeiten kdnnte
eine Optimierung der Kultivationsbedin-
gungen erreicht werden. Darauf basie-
rend lasst sich die chirurgische Knorpel-
transplantation verbessern und genii-
gend Material zur Verfiigung stellen.
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