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Fur die Entstehung der Arthrose sind neben mechanischen Faktoren in jlingster
Vergangenheit verschiedene Befunde uber biochemische und molekulare Ablaufe
beschrieben worden. Die Kenntnisse Uber die Beeinflussung von spezifischen
Zellmembraneigenschaften und die daraus resultierenden Veranderungen bestimmter
Funktionszustdnde der Chondrozyten, wie sie von Untersuchungen an anderen
Zellsystemen bereits bekannt sind, sind bisher nicht ausreichend.

Es wurde der Einfluss der lonenkanal-modulierenden Testsubstanzen 4-Aminopyridin (4-
AP), Lidocain, Verapamil und SITS (4- Acetamido-4-iso-thiocyanato-2,2-
stilbendisulfonsaure) auf humane arthrotische Chondrozyten untersucht. Der
Natriumkanalblocker Lidocain, der Kaliumkanalblocker 4-AP und der Chlorid- und
Anionenkanalhemmer  SITS  fuhrten  zur  tempordren  Steigerung der
Chondrozytenproliferation. Der Kalziumantagonist Verapamil bewirkte, wie alle anderen
Testsubstanzen auch, eine Verschiebung des Membranpotentials an der Zellmembran
humaner Chondrozyten.

Neben den Vorgangen der Zellneubildung ist fir die Homdostase eines biologischen
Systems der programmierte Zelltod (Apoptose) von entscheidender Bedeutung. Durch die
gezielte Steuerung der lonenkanalaktivitit an der Zellmembran lasst sich das
Apoptoseverhalten humaner Chondrozyten regulieren.

Fur die Dynamik eines biologischen Systems spielen neben den Fragen der
Zellneubildung und des programmierten Zelltodes Regulationsvorgange von
Stoffwechselleistungen eine entscheidende Rolle. Die vorliegenden Befunde zeigen, dass
die Expression des zelleigenen Oberflachenrezeptors CD44, der bei Chondrozyten
wesentlich die Bindung von extrazellularer Hyaluronsaure steuert, durch
lonenkanalmodulation beeinflusst wird. Des Weiteren wird auch die Synthese von
Kollagen 1l, einem wichtigen Baustein der extrazellularen Matrix, durch
lonenkanalmodulation verandert.

Die hier dargestellten Befunde sind als Grundlage flr weiterfihrende Untersuchungen zu
verstehen, die dazu beitragen, die Zusammenhange unterschiedlicher feinstruktureller
und biochemischer Steuerungs- und Regulationsvorgénge bei humanen Chondrozyten
besser zu erkennen, und so die Erarbeitung neuer therapeutischer Optionen fiir die

Arthrosebehandlung zu ermdglichen.

Wohlrab, David: Regulation der Proliferation , Apoptose und Funktion humaner
Chondrozyten. Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 122 Seiten, 2004
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Einleitung

1 Einleitung

Der Binnenraum eines Gelenkes (Diarthrose, Junctura synovialis) wird durch den
Gelenkknorpel und die Synovialmembran unmittelbar begrenzt. Sie bilden zusammen mit
der Gelenkflissigkeit eine funktionelle Einheit, welche durch weitere sie umgebende
Strukturen wie die fibrése Gelenkkapsel und den subchondralen Knochen unterstiitzt wird.
Der Kapsel-Bandapparat und die auf das Gelenk einwirkende Muskulatur férdern bei
Gelenkbewegungen und bei Belastung eine homogene Verteilung der einwirkenden
Krafte, begunstigen die Erndhrung des Gelenkknorpels und dienen gleichzeitig auch zur
Gelenkfuihrung und zum mechanischen Schutz.

Der hyaline Gelenkknorpel wirkt auf Grund seiner biochemischen Eigenschaften immer
stoddampfend — elastisch, ermdglicht eine optimale Kraftibertragung und ist zusammen
mit der Gelenkflissigkeit fur ein reibungsfreies Gleiten der artikulierenden Gelenkflachen
verantwortlich. Er halt Druckschwankungen von 100 bis 200 Atmospharen und bei
sportlicher Betatigung zum Teil noch vielfach héheren Druckschwankungen stand [83].

Die Synthese der hyalinen Knorpelmatrix erfolgt durch ein spezielles Zellsystem, den
Chondrozyten, denen damit fur die normale Struktur — Funktion des Gelenkknorpels eine
zentrale Bedeutung zukommt. Gelenkknorpel von Kindern und Jugendlichen erhalten
Teile der Nahrstoffe in tieferen Zonen aus Markgefal3en des subchondralen Knochens.
Diese Form der Ernéhrung bleibt auf Grund der Ausbildung einer Verkalkungszone dem
Knorpelgewebe des Erwachsenen verschlossen. Dieser ist frei von Nerven, Blut- und
Lymphgefaen und erndhrt sich ausschlielich durch Diffusion vom Gelenkspalt, die
durch wechselnde Druckbelastung maf3geblich geférdert wird. Die Zufuhr von Nahrstoffen
erfolgt Uber die Schichten der Synovialmembran, die Gelenkflissigkeit und die
extrazellulare  Matrix ~ zum  Chondrozyten. In  gleicher Weise werden
Stoffwechselabbauprodukte abtransportiert. Hauptaufgabe der Synovialmembran ist
weniger die Rolle als Permeabilitéatsbarriere sondern viel mehr die durch B-Zellen
synthetisierten unterschiedlichen Bestandteile der Gelenkflissigkeit und deren
~Entschlackung®. Hauptprodukt der B-Zellen ist die Hyaluronsaure, welche in die
Gelenkflussigkeit abgegeben wird. Aufgrund dieser Mechanismen Uberwiegen im
Knorpelgewebe anaerob ablaufende Stoffwechselprozesse. Chondrozyten sind auch bei
sehr geringen Sauerstoffbedingungen (bis zu einem Sauerstoffpartialdruck von bis zu 1%)

in der Lage, ihre physiologischen Funktionen aufrecht zu halten [83].
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1.1 Struktur — Funktion des hyalinen Knorpelgewebes

Der Gelenkknorpel Uberzieht die artikulierenden Knochenenden als wenige Millimeter
dicke Schicht. Sie kann eine Dicke von bis zu 7 mm erreichenn [83]. Die Chondrozyten
nehmen mit 1 % bis 10% nur einen sehr geringen Teil des Knorpelgewebes ein.
Hauptbestandteil ist mit 70-80% Volumenanteilen Wasser. Die Ubrigen Bestandteile sind
vom Chondrozyten synthetisierte und in den extrazellularen Raum exprimierte
Matrixbausteine. Diese sind im hohen MaRRe wasserbindungsfahig und werden unter dem
Begriff extrazelluldare Matrix zusammengefasst. Sie erscheinen sowohl makroskopisch als
auch mikroskopisch glasern (hyalin). Neben Wasser besteht die extrazellulare Matrix
hauptséchlich aus Kollagenen (ca. 12-14%). Mit 95% aller Kollagentypen kommt dabei
dem Kollagen Typ Il die gro3te Bedeutung zu. Kollagen Typ IX und XI machen nur einen
sehr geringen Anteil der Gesamtkollagenmasse aus [83]. Die ubrige extrazellulare Matrix
wird im Wesentlichen durch Glucosaminglycane gebildet. Hierbei handelt es sich um
unverzweigte Polysaccharidketten. Sie werden in vier Hauptgruppen unterschieden: 1.
Hyaluronan, 2. Chondroitinsulfat und Dermatansulfan, 3. Heparansulfat und Heparin und
4. Keratansulfat. Mit Ausnahme des Hyaluronan liegen die Glucosamine an Proteine
gebunden vor und werden dann als Proteoglycane bezeichnet [6].

Histologisch werden mehrere Schichten im hyalinen Knorpel unterschieden. Die zum
Gelenkbinnenraum zugewandten Seite wird als oberflachlichste Schicht oder Gleit- bzw.
Tangentialfaserzone bezeichnet. Sie ist nur wenige 100 um dick, die Chondrozyten dieser
Zone sind parallel zum flachen Kollagenfasergeriist angeordnet und wirken
Jfibroblastenahnlich“. Die zweite Zone wird als Ubergangszone bezeichnet. Hier finden
sich unregelmafRig angeordnete Chondrozyten im sich  dberschneidenden
Kollagenfasergeriist. An die Ubergangszone grenzt die Radiarzone. Hier sind die
Chondrozyten und das Kollagenfasergerist senkrecht (radiar) zur Gelenkflache
angeordnet. Diese dritte Zone ist die dickste Zone des Gelenkknorpels. Unterhalb der
Radiarzone stellt sich im histologischen Bild eine farberische Grenzlinie, die Tide mark,
dar. Darunter liegt die vierte Zone, die Mineralisationszone. Hier zeichnet sich eine
zunehmende Verkndcherung ab. Die Chondrozyten sind hier degenerativ veréndert. Es
treten Hypertrophien, Brutnesterbildung und blasige Veranderungen auf. Die
Mineralisationszone stellt den Ubergang zum subchondralen Knochen dar [83].

Intakte feinstrukturelle Eigenschaften des hyalinen Knorpelgewebes sind eine wesentliche
Voraussetzung fur die optimale Kraftibertragung und das reibungsfreie Gleiten der

Gelenkpartner.
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1.2 Arthroseinitiation

Der bei der Arthrose zu beobachtende klassische Verlust des Gelenkknorpels beginnt in
der Regel als fokaler Prozess. Er lasst sich tierexperimentell beispielsweise durch partielle
Meniskektomie oder aber auch durch Ruptur des vorderen Kreuzbandes induzieren.
Klinisch imponieren diese lokalen Knorpelschadigungen durch Ausfransungen der
Knorpeloberflache im betroffenen Gelenkabschnitt. Beim Menschen kdnnen sich diese
primar fokalen Prozesse ausdehnen und so ein oder mehrere Gelenkkompartimente
umfassen. Dies fiihrt zu Stérungen in der Kraftibertragung und dem Gleitverhalten des
Knorpelgewebes und daraus resultierender Progredienz der Knorpelschadigung.

Fur die Entstehung und Progredienz einer degenerativen Gelenkerkrankung sind eine
Vielzahl von Faktoren bedeutsam, die Uberwiegend nicht isoliert auftreten, sondern in
unterschiedlicher Kombination und Intensitat die Erkrankung individuell charakterisieren.
Unter den mechanischen Einflissen sind vor allem der Body Mass Index (BMI),
berufliche Belastungen und Freizeitaktivitdten zu nennen (vgl. S. 69 ff) [134]. Daneben
wurden durch fortschreitende Kenntnisse in der biomedizinischen Grundlagenforschung
verschiedene biochemische und molekulare Mechanismen erkannt, die fur die Entstehung
und den Ablauf der Arthrose von Bedeutung sind. Sie fihren Uber Stérungen der
Chondrozytenproliferation und —funktion zur Destabilisierung des Knorpels als
biologisches System. So wurden in diesem Zusammenhang die Wirksamkeit der
Matrixmetalloproteinasen (MMP’s) und deren Inhibitoren (Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases (TIMP’s)), von Zytokinen (insbesondere Interleukin 1), des Tumor

Necrosis Factor-a (TNFa) sowie unterschiedliche Bone Morphogenetic Proteins (BMP’s)

beschrieben (vgl. S. 69 ff). Neben dem daraus resultierenden verbesserten Verstandnis
der Entstehung und des Ablaufes der Arthrose ergeben sich aber auch gleichzeitig
Anséatze zur Entwicklung neuer therapeutischer Verfahren oder
Optimierungsmaoglichkeiten fiir bekannte Behandlungsmethoden.
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1.3 Zellmembran und Chondrozytenfunktion

Entsprechend der zentralen Bedeutung der Chondrozyten und ihrer Stoffwechselprodukte
fur eine normale Funktions-Struktur des Gelenkknorpels sind die Kenntnis der
Regulationsvorgange bei der Steuerung der zellularen Prozesse und ihrer spezifischen
Stoffwechselleistungen von grof3tem Interesse. Die bisher bekannten Mechanismen sind
sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch bei der Entstehung und der
Progredienz der Arthrose zwar als sehr komplex erkannt, jedoch derzeit nur unvollstéandig
zu beurteilen. Wenig berlcksichtigt sind u.a. elektrophysiologische Ablaufe und
Veranderungen an der Zellmembran humaner Chondrozyten, die bekanntlich an der
Regulation unterschiedlicher Zellfunktionen malf3geblich beteiligt sind. So wurde bei
verschiedenen anderen  Zellsystemen ein  Zusammenhang zwischen  der
lonenkanalaktivitdét und der Proliferation nachgewiesen [29, 40]. Der Einfluss der
lonenkanalaktivitat auf das Wachstumsverhalten und spezifischer Stoffwechselleistungen
humaner Chondrozyten ist bisher nur unzureichend untersucht. Transmembranare
Kanalproteine, welche vom Extrazellularraum bis in das Zytoplasma reichen, sind in jeder
tierischen und pflanzlichen Zellmembran nachweisbar. Diese Proteine besitzen zentral
gelegene, hochselektive Poren, welche fir den Transport von anorganischen lonen
spezialisiert sind. Diese Kanalproteine werden deshalb als lonenkanéle bezeichnet. Im
Unterschied zur einfachen wassergefilliten Pore besitzen lonenkanéle eine Selektivitat fur
bestimmte lonensorten und sind nicht standig geoffnet. Sie besitzen sogenannte
Schleusen oder Tore (engl.: gates) welche sich als Reaktion auf spezifische Reize
kurzzeitig 6ffnen und sonst geschlossen sind. Diese lonenkandle besitzen eine enorme
Leistungsfahigkeit. So ist ein lonenkanal in der Lage, mehr als 1 Million lonen pro
Sekunde zu transportieren. Dies entspricht dem 1000-fachen der Transportrate der
schnellsten Carrier-Systeme [165].

Die Aufgabe der lonenkandale besteht also darin, verschiedenen anorganischen lonen,
hauptsachlich Na*, K*, Ca** bzw. CI, eine schnelle Diffusion durch die Lipid-Doppelschicht
zu ermdglichen. Diese Diffusion erfolgt entlang dem elektrochemischen Gradienten. Der
lonentransport durch die Kanalproteine wird durch vielféltige Mechanismen reguliert. Als
wichtigste Reizarten, welche zur Offnung von lonenkanalen fiihren, sind die Veranderung
der Spannung zwischen beiden Seiten der Zellmembran (Spannungs-kontrollierte
Kanale), Dehnung der Zellmembran bzw. des Zytoskeletts (Dehnungs-kontrollierte
Kandle) sowie die Bindung eines Signalmolekils (Liganden-kontrollierte Kanéle) bekannt.
Bei letztgenanntem kann das Signalmolekiul ein extrazellularer Botenstoff (z.B. ein

Hormon), der aul3en an das Kanalprotein bindet, ein membranassoziiertes Molekul (z.B.

4
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eine Untereinheit eines G-Proteins) oder ein intrazellularer Botenstoff (sog. zweiter Bote)
sein. Die Aktivitat vieler lonenkandle wird zusatzlich durch Protein-Phosphorylierung und -
Dephosphorylierung reguliert.

Die Fahigkeit zur Regulation des lonenflusses ist fur viele Zellfunktionen unbedingt
erforderlich. Als Beispiel seien die Nervenzellen genannt, bei denen lonenkanéle so
spezialisiert sind, dass diese zum Empfang, zur Weiterleitung und Ubertragung von
Signalen dienen [5].

Es liegt deshalb nahe, den Einfluss der Modulation der Wirksamkeit von lonenkanélen auf
das Wachstumsverhalten und spezifische Stoffwechselleistungen humaner Chondrozyten
zu untersuchen. Chondrozyten gehoren zu den nicht erregbaren Zellsystemen. Unter
diesem Begriff werden Zellsysteme zusammengefaldt, an deren Zellmembran unter
physiologischen Bedingungen keine Aktionspotentiale (wie z. B. bei Muskel- oder
Nervenzellen) ausgeldst werden kdnnen, die aber, wie alle lebenden Zellsysteme, ein
Ruhemembranpotential  besitzen. Voraussetzung fur die Entstehung dieses
Membranpotentials ist das Vorhandensein von lonenkanédlen an der Zellmembran. Wir
haben bei der Auswahl der Modulatoren einerseits auf Substanzen zuriickgegriffen, deren
Wirksamkeit bei anderen Zellsystemen bekannt ist, andererseits darauf geachtet, den
Austausch sehr unterschiedlicher lonen zu beeinflussen ( vgl. Tab. 2).
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1.4 Zielstellung der Arbeit

Zu den vorliegenden Untersuchungen wurden humane Chondrozyten in vitro kultiviert
und der Einfluss verschiedener lonenkanal-modulierender Substanzen gemessen. Dazu
wurden neben dem Membranpotential der Zellmembran das Wachstumsverhalten der
Chondrozyten hinsichtlich ihrer Proliferation und Apoptose sowie spezifische
Stoffwechselleistungen untersucht. Insbesondere versuchten wir folgende Fragen zu
beantworten:

1. L&aBt sich an der Zellmembran humaner Chondrozyten das Membranpotential
durchflusszytometrisch bestimmen?

2. Wird das Membranpotential an der Zellmembran humaner Chondrozyten  durch
den Einsatz der lonenkanalmodulatoren Lidocain, Verapamil, 4-Acetamido-4-
isothiocyanato-2,2-stilbendisulfonsaure  (SITS) oder 4-Aminopyridin  (4-AP)
beeinflusst?

3. Welche DNA-Verteilungsmuster weisen arthrotische Chondrozyten auf?

4. Kann das Proliferationsverhalten humaner Chondrozyten durch Ionenkanal-
modulation beeinflusst werden?

5. Wird das Apoptoseverhalten humaner Chondrozyten durch die Modulation der

Wirksamkeit von lonenkanalen an der Zellmembran veréndert?

6. Ist eine Anderung von spezifischen Stoffwechselleistungen humaner
Chondrozyten, wie CD44-Rezeptorexpression oder Kollagensynthese durch

gezielte Regulation der lonenkanalaktivitat nachweisbar?

7. Ergeben sich aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen praxisnutzbare

Hinweise fur die Prophylaxe und/oder Therapie der Arthrose?
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur humaner Chondrozyten

2.1.1 Préaparation humaner Chondrozyten

Die vorliegenden Untersuchungen erfolgten an humanen Chondrozyten, welche aus
arthrotisch  verandertem Kniegelenksknorpel isoliert wurden. Verwendung fand
ausschlieBlich das Knorpelgewebe der Femurkondylen und bei erheblicher
Achsfehlstellung nur Knorpel des jeweils geringer belasteten Areals. Da es sich bei der
Uberwiegenden Mehrheit der Praparate um Knorpelgewebe aus Kniegelenken mit einer
Varusgonarthrose handelte, wurde zumeist Knorpelgewebe aus dem lateralen
Kompartment benutzt. Das Knorpelgewebe stammte von Patienten, welche nicht an
relevanten Nebenerkrankungen, insbesondere nicht an theumatoider Arthritis, erkrankt
waren.

Intraoperativ wurden die Knochen-Knorpelfragmente zunachst in steriles L15 Medium
(Seromed, Berlin, Deutschland) als Transportmedium dberfuhrt. AnschlieRend erfolgten
unter sterilen Bedingungen die Ablésung des Knorpelgewebes von subchondralen
Knochen mittels Skalpell sowie eine scharfe Durchtrennung des Gewebes in ca. 1 mm3
grol3e Fragmente. Die Abb. 1 zeigt einen entsprechenden Arbeitsplatz zur Praparation
des Knorpelgewebes. Die enzymatische Isolierung der Chondrozyten aus den
Knorpelsticken wurde entsprechend dem in Tab. 1 beschriebenen Vorgehen
durchgeflnhrt.

Tab. 1: Arbeitsvorschrift zur Isolierung von Chondrozyten aus humanem

Kniegelenksknorpel

Alle nachfolgend aufgefuhrten Arbeitsschritte wurden in den jeweiligen Lésungen unter
sterilen Bedingungen bei 37°C mit Magnetrihrer durchgefuhrt
Fir 5 min. in PBS-Pufferldsung unter Zusatz von 1% Penicillin-Streptomycin-
Losung (10000 IE/ml Penicillin, 20000 pg/ml Streptomycin) (Seromed)
Absaugen der Pufferlésung mit Pipette
Fir 60 min. in 30 ml F12 Medium (Seromed) unter Zusatz von 123 mg Pronase
(Seromed), 1,5% fetales Kalberserum (FKS) (Seromed) sowie 1% Penicillin-
Streptomycin-LAsung

Medium absaugen
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Fir 16 Stunden in 30 ml F12 Medium (Seromed) mit 15 mg Kollagenase A
(Boehringer, Mannheim, Deutschland), 1.5% FKS und 1% Penicillin-Streptomycin-
LOsung

Isolation der Chondrozyten aus der Suspension durch Filtration mit sterilen Sieben
(NUNC GmbH, Wiesbanden) mit einer Porengrof3e von 70 um und 40 pm.
Zellsuspension fur 6 min. bei 1000 U/min. zentrifugieren und anschlie3end dreimal
mit PBS-Pufferlésung (Seromed) spilen

100 pl dieser Zellsuspension werden mit 400 pl PBS-Pufferlésung verdunnt und in
eine Fuchs-Rosenthal-Kammer gegeben

Bestimmung der Zellanzahl durch Auszéhlen von finf Gruppenquadraten und

Berechnung der Gesamtzellanzahl wie folgt:

Summe der Zellen in den Quadraten
x 1000 (Kammerinhalt)
x 5 (Verdinnung)
x Volumen der gewonnenen Zellsuspension in ml

= Anzahl der gewonnenen Zellen in der Zellsuspension
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Abb. 1: Arbeitsplatz zur Praparation des Knorpelgewebes mittels Skalpell
:
| -\a :

2.1.2 Kulturbedingungen humaner Chondrozyten

Zunachst wurden die Chondrozyten wurden entsprechend beschriebenen Vorgehen fir
die Kultivierung prapariert (Tab. 1). Nach der Bestimmung der Gesamtzellanzahl wird das
Reagenzglas mit der Zellsuspension bei 1000 U/min. 6 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand vorsichtig abgegossen und der Bodensatz gut aufgeschiittelt. Nun wird das
Reagenzglas entsprechend der Gesamtzellanzahl mit Kulturmedium aufgefullt, so dass
sich in 1 ml Suspension 1 Million Zellen befinden. Die Chondrozyten wurden in RPMI-
Medium (Seromed) unter Zusatz von 10% fetalem Kalberserum (Seromed) 50 pg/mi
Gentamycinsulfat (Seromed) und 2 pg/ml Amphotericin B (Seromed) bei 37°C und 5%
Kohlendioxid im Brutschrank kultiviert. Die Einsaat der Zellen erfolgte in einer Zelldichte
von 4x10* Zellen/cm?®. Der Wechsel des Kulturmediums wurde dreimal wéchentlich durch
Absaugen des Mediums mittels Pipette vom Rand des KulturgeféaRes und anschlieRender
Zugabe von frischem temperierten Kulturmedium vorgenommen. Die Kulturdauer war fir
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die nachfolgend beschriebenen Versuchsanséatze unterschiedlich und ist bei der
jeweiligen Beschreibung der Versuchsanordnung aufgefihrt. Am Ende der Kulturdauer
wurde das Zellkulturmedium mit Hilfe einer Pipette vom Kulturgefaf3rand abgesaugt,
anschlieRend zum Ablésen der Chondrozyten vom Boden des Kulturgefal3es dieser mit
0,05%-igem Trypsin (Gibco) fur 15 Minuten bedeckt. Die Abb. 2 zeigt ein
mikroskopisches Bild einer Monolayer-Kultur humaner Chondrozyten.

Abb. 2: kultivierte humane Chondrozyten (Monolayerkultur), 4. Kulturtag, 200-fache
mikroskopische Vergro3erung
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2.2 Testsubstanzen

Als Modulatoren der lonenkanalaktivitat wurden Substanzen mit unterschiedlichem
Wirkungsspektrum ausgewéhlt. Neben den als Arzneistoffe bekannten Substanzen
Lidocain und Verapamil, kamen auch die Wirkstoffe 4-Aminopyridin (4-AP) und 4-
Acetamido-4-iso-thiocyanato-2,2-stilbendisulfonséure (SITS) zum Einsatz. Lidocain ist als
spannungsabhangige Na'-Kanal blockierende Substanz bekannt und wird vielfach als
Lokalanasthetikum eingesetzt [89]. Verapamil blockiert vorwiegend spannungsabhangige
Ca’*-Kandle vom L-Typ in glatten und Herzmuskelzellen. Diesem Effekt werden die
vasodilatativen und antiarrhythmischen Eigenschaften des Verapamil zugeschrieben [89].
4-AP ist ein unspezifischer spannungsabhangige K-Kanalblocker [168]. SITS blockiert
Anionenkanéle mit Leitféahigkeiten fur CI und einige andere Anionen (z.B. Aspartat).
Gleichzeitig ist eine hemmende Wirkung auf die Anionenaustauscher-Proteine bekannt
[162, 163].

Tab. 2: Ubersicht Uiber die verwendeten Testsubstanzen und deren Funktion
lonenkanal- Funktion Hersteller

modulator

Lidocain Natriumkanalblocker | Sigma GmbH, Deisendorf,

Deutschland

4-Aminopyridin Kaliumkanalblocker | Sigma GmbH, Deisendorf,
(4-AP) Deutschland
4-Acetamido-4-iso- Chlorid-u. Sigma GmbH, Deisendorf,
thiocyanato-2,2- Anionenkanalblocker | Deutschland

stilbendisulfonséure
(SITS)

Verapamil Calciumkanalblocker |ICN-Biomedicals Inc.
Aurora / Ohio, USA
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2.3 Durchflusszytometrische Bestimmungen

2.3.1 Methodische Grundlagen

Eine moderne Methode zur simultanen Analyse von chemischen und physikalischen
Eigenschaften von Einzelzellen ist die Durchflusszytometrie. lhr zugrunde liegen
verschiedene Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften der Einzelzellen. Die
Durchflusszytometrie zeichnet sich durch eine hohe Analysegeschwindigkeit, eine
objektive Quantifizierung, eine hohe Empfindlichkeit sowie auf Grund der grofRen
gemessenen Zellanzahl durch eine grof3e statistische Sicherheit aus.

Voraussetzung fur die Untersuchung der Einzelzellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
ist ihr Vorliegen in einer Zellsuspension. Nachdem bestimmte Eigenschaften der Zellen
mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes oder auch mittels an Antikdrper gekoppelten
Farbstoffs markiert wurden, kdnnen sie dem Messvorgang zugefuhrt werden. Die Zellen
erreichen einzeln den Messpunkt der Messkammer. Hier werden sie fur wenige
Millisekunden einem Laserlichtstrahl ausgesetzt. Dabei werden die Lichtstreuung und die
Fluoreszenzintensitat der Einzelzelle registriert. Flr diese Arbeit wurde ein analytisches 5-
Parameter-Durchflusszytometer (Becton und Dickinson, Heidelberg) verwendet. Es kann
2 Lichtstreuungen und 3 Fluoreszenzen verschiedener Wellenlangen gleichzeitig
registrieren. Als Systemsoftware wurde CellQuest® (Becton Dickinson) benutzt. Fir die
Messung der Fluoreszenzen und fur die Weiterverarbeitung der Messwerte im
Durchflusszytometer wurde die Software ModFit LT 2.0° (Becton Dickinson) verwendet.
Bei der Lichtstreuung wird das einfallende Laserlicht durch die Zelle ungleichmafig in
verschiedene Richtungen gebrochen. Die Wellenlangen des einfallenden und gestreuten
Lichtes unterscheiden sich jedoch nicht. Im Durchflusszytometer wird nur das Streulicht
der Hauptstreurichtungen gemessen, das Vorwartsstreulicht (forward light scatter (FSC))
und das Seitwartsstreulicht (side scatter (SSC)). Letzteres misst man im Winkel von 90°
zum einfallenden Lichtstrahl.

Fluoreszierende Farbstoffe haben die Eigenschaft, dass ihre Elektronen durch Licht
bestimmter Wellenlange auf ein héheres Energieniveau gehoben werden. Diese
Elektronen kehren nach Beendigung des Lichteinfalls auf ihr Ausgangsenergieniveau
zuriick. Dabei verlieren sie Energie in Form von Licht. Dieses emittierte Licht ist jedoch
langwelliger als das absorbierte. Ursache dafir ist ein geringer Energieverlust in Form von
Warme (58, 66).

Bei der vorliegenden Arbeit wurde als Lichtquelle ein luftgekihlter Argonlaser verwendet,

dessen Licht eine Wellenlange von 488 nm besal3. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde

12
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Propidiumjodid (Calbiochem-Novabiochem GmbH) eingesetzt. Dieser Farbstoff eignet
sich fur die Untersuchungen, weil er Energie des Lichtes der Wellenldnge des
Argonlasers (488 nm) absorbiert. Bei Propidiumjodid handelt sich um eine nicht
membranpermeable Substanz, welche unbehandelte und intakte Chondrozyten nicht
anfarbt. Es bindet sich jedoch an die DNA der Chondrozyten mit Membrandefekten.
Propidiumjodid kann somit u.a. der Unterscheidung der toten von der lebenden Zelle
wéhrend der Fluoreszenzmessung dienen. Es hat seine Absorptionsmaxima bei 350 nm
und 536 nm. Sein Fluoreszenzmaximum liegt bei einer Wellenlange von 611 nm. Die
Fluoreszenzmessung von Propidiumjodid erfolgte bei 585 nm.

Da der als Lichtquelle verwendete Argonlaser eine Wellenl&dnge von 488 nm besitzt, die
Absorptionsmaxima jedoch fur Propidiumjodid bei 350 nm sowie 536 nm liegen, ist
dessen Fluoreszenzintensitat abgeschwacht. Fur die durchgefuhrten Messungen wurde
eine ausreichende Fluoreszenzausbeute erzielt.

Die gemessene Fluoreszenzintensitat sowie das gemessene Streulicht jeder Einzelzelle
wurden Uber einen Sekundarelektronenvervielfacher und einen Analog-Digital-Wandler in
digitale Signale transformiert und mittels eines Computers gespeichert und

weiterverarbeitet.

Abb. 3: Schematische Darstellung vom Aufbau des Durchflusszytometers (FACS)

PMT
FL3

Laser
488 nm
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2.3.2 Bestimmung des Membranpotentials humaner Chondrozyten

Die Bestimmung und Charakterisierung des Chondrozyten-Membranpotentials wurde an
humanen nativen sowie an in vitro kutivierten Chondrozyten durchgefiihrt. Diese
Chondrozyten wurden in Losungen inkubiert, deren genaue lonenkonzentration bekannt
war und die sich ausschlieBlich in der K*-Konzentration unterschieden (vgl. Tab. 3).
Neben den verschiedenen Elektrolyten enthielten die Losungen das lonophor Valinomycin
und den Fluoreszenzfarbstoff Oxonol VI. Durch Valinomycin wird die Zellmembran fir K*
permeabel. Oxonol VI ist ein bis-Oxonol und wird im Zytoplasma depolarisierter Zellen
akkumuliert [129, 160].

Tab. 3: Zusammensetzung der lonenl6sung fir die durchflusszytometrische
Charakterisierung des Membranpotentials
(pH = 7,4; eingestellt mit KOH)

Substanz Konzentration [mmol/l] Hersteller
Hepes 10,0 Sigma, Deisendorf, Deutschland
Glucose 10,0 Sigma, Deisendorf, Deutschland
MgCl, 0,5 Sigma, Deisendorf, Deutschland
CaCl, 0,3 Sigma, Deisendorf, Deutschland
KCI 1; 3; 5; 8; 10; 15; 20; 25; 30; | Sigma, Deisendorf, Deutschland
37,5; 60; 75; 90; 120 oder
150
Valinomycin 0,005 Molecular Probes, Leiden, Holland
Oxonol VI 0,002 Molecular Probes, Leiden, Holland

Primar wurden die Chondrozyten fir 5 min. in der Lésung mit 150 mmol/l KCI (Tab. 3) im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, anschlie@end fir 2 min. bei 1500 U/min.
zentrifugiert und in einer Lésung mit gleicher bzw. geringerer Kaliumionenkonzentration
resuspendiert (Tab. 3). AnschlieBend erfolgte umgehend die durchflusszytometrische
Analyse der Zellen durch Bestimmung der membranpotentialabh&ngigen
Fluoreszenzintensitat von Oxonol VI fur die jeweiligen Kaliumldsungen innerhalb der
folgenden 5 min. bei ca. 70.000 Zellen pro Versuchsansatz. Als Kontrolle wurden humane
Chondrozyten in einer Hepes-Losung unter Zusatz von 5,4 mmol/l KCI, einer CaCl—
Konzentration entsprechend dem Kulturmedium sowie dem Fluoreszenzfarbstoff

Oxonol VI, jedoch ohne Zusatz des lonophors Valinomycin verwandt.
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2.3.3 Einfluss verschiedener lonenkanalmodulatoren auf das Membranpotential

Der Einfluss von lonenkanalmodulatoren auf das Chondrozyten-Membranpotential wurde

an nativen, frisch isolierten, humanen Chondrozyten nach Inkubation mit verschiedenen

lonenkanalmodulatoren unterschiedlicher Konzentration bestimmt. Die Inkubation der

Chondrozyten erfolgte dabei in einem Medium folgender Zusammensetzung:

10 mmol/l Hepes

10 mmol/l Glucose
0,5 mmol/l MgCh
0,3 mmol/l CaCl,
5,4 mmol/l KCI
Zusatzlich enthielt dieses Medium jeweils einen lonenkanalmodulator unterschiedlicher

Konzentration (Tab. 4). Die Membranpotentialanderung im Vergleich zur Kontrolle wurde

wiederum mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Oxonol VI und der Durchflusszytometrie

bestimmt.

Tab. 4: lonenkanalmodulatoren

lonenkanal- Konzentration Funktion Hersteller

modulator [mmol/l]

Lidocain 0,1/ 0,2 Natriumkanalblocker | Sigma GmbH,
Deisendorf,
Deutschland

4-Aminopyridin 1/2 Kaliumkanalblocker | Sigma GmbH,

(4-AP) Deisendorf,
Deutschland

4-Acetamido-4-iso- 0,25/ 0,5 Chlorid-u. Sigma GmbH,

thiocyanato-2,2- Anionenkanalblocker | Deisendorf,

stilbendisulfonséaure Deutschland

(SITS)

Verapamil 0,25/ 0,5 Calciumkanalblocker | ICN-Biomedicals

Inc. Aurora / Ohio,
USA
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2.3.4 Bestimmung der DNA-Verteilungsmuster humaner Chondrozyten

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es mdglich, die prozentuale Verteilung einer
Zellpopulation in den verschiedenen Zellzyklusphasen zu ermitteln. Hierzu wird der DNA-
Gehalt der einzelnen Zellen bestimmt. Entsprechend dem gemessenen DNA-Gehalt
erfolgt eine Zuordnung zu der GO/G1-, der S- oder der G2/M-Phase des Zellzyklus.
AnschlieBend wird der prozentuale Anteil der einer Phase zugeordneten Zellanzahl auf
die Gesamtzahl der untersuchten Zellen berechnet (Abb. 4).

Die Chondrozyten wurden entsprechend der jeweiligen Fragestellung unter Zusatz
unterschiedlicher Testsubstanzen kultiviert. Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes und der
prozentualen Zellzyklusphasenverteilung humaner Chondrozyten erfolgte nach Ablosung
der Zellen von den KulturgefaRen eine Fixierung von 0,5 x10° Zellen in 0,5 ml PBS durch
Zusatz von 4,5 ml 80%-igem Ethanol Uber Nacht. Anschlie3end wurde die Markierung der
Chondrozyten-DNA unter Verwendung des CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit (Becton
Dickinson, San Jose, USA) mittels des Fluoreszenzfarbstoffes Propidiumjodid
vorgenommen. Die Fluoreszenzintensitat, welche proportional dem DNA-Gehalt ist, wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. AnschlieRend wurden die Zellen entsprechend ihres
DNA-Gehaltes sortiert, die prozentuale Verteilung der Zellen entsprechend der einzelnen
Peaks berechnet und grafisch dargestellt.
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Abb. 4. Schema der Zuordnung proliferierender Zellen zu den einzelnen
Zellzyklusphasen entsprechend dem relativen DNA-Gehalt (a) und dem

relativen Proteingehalt (b) (modifiziert nach Arnold et al. [10])
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2.4 Bestimmung der Chondrozytenproliferation

Zur Messung der Proliferation wurde eine Suspension aus Chondrozyten und Medium
hergestellt, die ca. 50000 Zellen / ml enthielt. Als Kulturgefal3e wurden 24-well Platten
(Greiner) verwendet, die aus 24 Einzelkammern (Wells) mit jeweils 1,75 cm?
Wachstumsflache und einem Volumen von 2,9 ml bestanden. In jede dieser Kammern
wurde 1 ml der Suspension (also 50000 Zellen) eingebracht und bei 37,0°C sowie 5%
Kohlendioxid 3, 6, 9, 12, 15, 18 bzw. 21 Tage kultiviert. AnschlieRend wurde zu der
Zellsuspension jeder Kammer 20 pl [BH-methyl]-Thymidin (spezifische Aktivitat 60,3
Ci/mmol; American Radiolabeled Chemicals Inc., St. Louis, USA) gegeben. Dieses wird
statt der Base Thymidin wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die DNA eingebaut. Die
gemessene Radioaktivitdt ist somit ein MaR fir die DNA-Syntheseleistung der
untersuchten Zellen, also ein MaR fir deren Proliferationsrate. Als Ausgangswert wurde
der 3H-Thymidineinbau in frisch isolierten Zellen benutzt [119, 160].

Zwei Stunden nach 3H-Thymidinzugabe wurde das Medium aus den Kammern mit Hilfe
eines Cell Harvesters (Berthold GmbH, Bad Wildbad) abgesaugt. Die Ablosung der Zellen
von den GefaBwéanden erfolgte unter Zugabe von 200 pl Trypsin 0,05%. Nach 20 min.
wurde die Suspension aus Trypsin 0,05% und Zllen wiederum mit dem Zell Harvester
abgesaugt. Die Filterpapiere mit den zuriickgehaltenen Zellen konnten nun in kleine
Plastikrohrchen Uberfuhrt werden. Diese wurden mit je 3 ml Szintillatorflissigkeit (Ultima
Gold) aufgefillt. AnschlieRend erfolgte die Messung der Radioaktivitat der Zellen (Wallac
1410 Liquid Scintillation Counter, Pharmacia Wallac Oy, Turku, Finnland).

Um das Proliferationsverhalten von humanen Chondrozyten unter dem Einfluss
verschiedener lonenkanalmodulatoren beurteilen zu kénnen, erfolgte ab dem ersten
Mediumwechsel die Zugabe des in PBS gelésten lonenkanalblockers in der
entsprechenden Konzentration zum Kulturmedium. Der jeweiligen Kontrolle wurde nur die
entsprechende Menge PBS zugesetzt.
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2.5 Apoptose

2.5.1 Methodische Grundlagen

In der Zellbiologie werden verschiedene Formen des Absterbens von Zellen
unterschieden. So lassen sich der programmierte Zelltod, Apoptose genannt, von einem
zufélligen, als Nekrose bezeichneten Zelltod unterschieden.

Die haufigste Form des Zelltodes ist die Nekrose. Sie lauft sehr schnell ab und wird durch
aulBergewohnliche  physiologische Veradnderungen oder aber durch extreme
Zellschadigungen wie Hitze, Strahlung oder Viren verursacht. Die Nekrose ist keine Form
des Zelltodes, der mit einer physiologischen Organentwicklung in Zusammenhang steht.
Die Apoptose dagegen ist ein physiologischer Prozess, der fir die Aufrechterhaltung einer
Homdostase innerhalb von Geweben, aber auch fiir den gesamten Organismus zwingend
erforderlich ist. Sie ist ein aktiv gesteuerter Prozess, der zur gezielten Eliminierung
einzelner Zellen dient. Die Einleitung der Apoptose kann uber verschiedene Signalketten
erfolgen. Einerseits werden Signale von Rezeptoren auf der Zellmembran empfangen
(z.B. CD95/Fas, TNFR) und Uber verschiedene Caspasen zum Nukleus weitergeleitet.
Andererseits kénnen z.B. strahlungsbedingte Schadigungen der DNA auch auf direktem
Wege zur Umstellung der Transkriptions- und Translationsaktivitaten der Zelle fuhren.
Letztendlich ist das Resultat eine Aktivierung oder Neusynthese von Proteinen, die eine
Veranderung der Zellmembran, DNA-Degradation und letztendlich eine Zerstérung der
Zelle bewirken [149].

Zur Detektion apoptotischer Zellen wurden in den letzten Jahren verschiedene
Nachweisverfahren entwickelt. Diese beruhen auf dem Nachweis von Verdnderungen der
Zellmorphologie, der Zusammensetzung und Transportfunktion der Plasmamembran, der
Funktion von Zellorganellen, der DNA-Stabilitdt gegentiber Denaturierung oder aber der
endonukleolytischen DNA-Fragmentierung. Durchflusszytometrische Messverfahren
besitzen hierbei eine grol3e Sensitivitadt und Spezifitit und sind anderen
Nachweisverfahren, wie beispielsweise immunhistochemischen Methoden, Uberlegen.
Etablierte durchflusszytometrische Nachweisverfahren der Apoptose sind der Nachweis
von DNA-Strangbriichen (TUNEL-Assay), die Umlagerung von Phosphatidylserin
(ANNEXIN V), der Nachweis des mitochondrales Membranproteins Apo2.7 sowie die
Caspaseaktivierung (Abb. 5) [170].

Aufgrund der Tatsache, dass nicht bei jedem Zelltyp und jedem bekannten
Apoptosestimulus samtliche beschriebenen Apopotosemarker nachweisbar sind, sollten
zum Nachweis des programmierten Zelltodes immer mehrere Messverfahren gleichzeitig

verwandt und deren Ergebnisse verglichen werden.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Translokation von Phosphatidylserin an die

AuRRenseite der Zellmembran (nach Riemschneider [119])
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2.5.2 Nachweis der Translokation des Phosphatidylserins (Annexin V)

Bei intakten Zellen befindet sich das Phospholipid Phosphatidylserin nahezu
ausschlieBlich auf der Innenseite der doppelschichtigen Zytoplasmamembran. Diese
Polaritat wird in einer sehr friihen Phase der Apoptose-Kaskade aufgehoben. In der Folge
gelangt Phosphatidylserin auch an die Aul3enseite der Zytoplasmamembran [119].

Der Annexin V — Assay beruht auf dem Nachweis des Phosphatidylserins an der
ZellauRenseite. Annexin V bindet mit hoher Affinitdt an Phosphatidylserin. Voraussetzung
fur die Bindung ist allerdings eine geeignete Ca2’-Konzentration (mindestens 2,5 mM).
Uber den Nachweis des gebundenen Annexin V koénnen die apoptotischen Zellen
dargestellt werden.

Zur Differenzierung von vitalen, apoptotischen und spatapoptotisch/nekrotischen Zellen
wird als zweiter Parameter die Interkalation von Propidiumjodid in die DNA untersucht.
Propidiumjodid kann intakte Zellmembranen nicht durchdringen. Somit zeigen vitale und
apoptotische Zellen kein Fluoreszenzsignal fir Propidiumjodid.
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Nach einer fUr die entsprechende Fragestellung gewéhlten Inkubationszeit und dem
Ablésen der Chondrozyten wurde diese entsprechend dem in Tab. 5 beschriebenen
Vorgehen weiterbehandelt [149].

Tab. 5: Arbeitsvorschrift zum Nachweis der Translokation des Phophatidylserins an

humanen Chondrozyten unter in vitro Bedingungen

Antikorper: Annexin-FITC (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Inkubationspuffer: 10 mM Hepes, 140 mM NacCl, 5 mM CaCl,, ad 200 ml
pH=7,4 (eingestellt mit NaOH)

Markierungslosung: 10 pl Annexin V-FITC, 10 pl Propidiumjodid 5%, 500 pl
Inkubationspuffer

Chondrozyten liegen als Zellsuspension (0,5 x 10° Zellen pro ml) in PBS vor

Uberfiihren der Suspension in ein FACS-Rohrchen

Fur 2 min. bei 1250 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und ca. 100 pl belassen

Pellet aufklopfen

100 pul Markierungslésung hinzugeben und 15 min. im Dunkeln bei

Raumtemperatur inkubieren

Zugabe von 400 pl Inkubationspuffer

Vermessen der Zellen am Durchflusszytometer (FL1-H =Annexin-FITC; FL2-H =

Propidiumjodid)

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit Hilfe des Programms WinMDI 2.7 (Joseph
Trotter, USA). Der Dotplot wurde in 4 Quadranten aufgeteilt und den einzelnen
Zellfraktionen (vitale, apoptotische und spatapoptotisch/nekrotische Zellen) zugeordnet
(Abb. 6).

Um Fehlinterpretationen zu vermeiden und eine Vergleichbarkeit der Messergebnisse zu
erreichen, wurden fir die Auswertung der Messungen nur die Messwerte ganzer Zellen
(Einteilung nach FSC / SSC) berlcksichtigt. So wurden apoptotische Partikel ohne
Zellkern und Zelltrimmer ohne Zellkern ausgeschlossen, da diese Annexin V-positive und
Propidiumjodid-negative Zellen vortdauschen. Ebenso tduschen kleine Partikel, welche

kein Fluoreszenzsignal fur Annexin V und Propidiumjodid liefern, vitale Zellen vor.
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Abb. 6: Darstellung des MelRergebnisses der Translokation von Phosphatidylserin
an die AuRenseite der Zellmembran mit gleichzeitiger PI-Farbung

(flowzytometrische Zweiparametermessung) (nach Riemschneider [119])
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2.5.3 Nachweis des Mitochondrienmembran-spezifischen Proteins Apo2.7

Wahrend des Apoptoseprozesses kommt es zur Bildung des mitochondralen
Membranproteins Apo2.7. Es besitzt ein Molekulargewicht von 38 kD und wird auch als
7A6-Antigen bezeichnet. Seine Funktion ist bisher noch nicht geklart. Der Klon 2.7A6A3
erkennt Apo2.7. Die Bindung des Apo2.7 Antikoérpers korreliert mit dem Auftreten der
DNA-Leiter in der Gelelektrophorese und Caspase-3 Aktivierung. Da es sich bei dem
Apo2.7-Antigen um ein intrazellulares Protein handelt, missen die Zellen zur Detektion
friher Apoptosephasen vor der Markierung mit dem Antikdrper permeabilisiert werden.
Zellen, bei denen die Apoptose bereits fortgeschritten ist bedirfen keiner Vorbehandlung,
da hier die Zellmembran bereits desintegriert und fur den Antikdrper permeabel ist.

Nach einer fir die entsprechende Fragestellung gewahlten Inkubationszeit und dem
Ablosen der Chondrozyten wurde diese nach dem in Tab. 6 beschriebenen Vorgehen

weiterbehandelt [149].
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Tab. 6: Arbeitsvorschrift zum Nachweis von Apo2.7 an unter in vitro Bedingungen
kultivierten humanen Chondrozyten

Priméarantikdrper: Anti-Apo2.7-PE (Coulter-lmmunotech, Marseille, Frankreich)
Isotypkontrolle (DAKO Diagnostika GmbH, Mannheim)
Sekundarantikorper: medac M35001

Chondrozyten liegen als Zellsuspension vor (0,5 x 10° Zellen pro ml) in PBS + 2%
FKS (Biochrom) + 0,01% NaN;

Uberfiihren der Suspension in ein FACS-Rohrchen und fur 5 min. bei 1250 U/min.
zentrifugieren

Uberstand dekantieren, ca. 100 pl Fliissigkeit belassen und Pellet aufklopfen

100 uyl PBS + 2% FKS (Biochrom) + 0,01% NaN; +0,1% Tween 20 (Serva)
zugeben und fur 5 min. bei Raumtemperatur inkubieren

1 ml PBS + 2% FKS (Biochrom) + 0,01% NaNs; zugeben und fir 5 min. bei 1250
U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und ca. 50 pl Uberstand belassen

Pellet aufklopfen

10 ul anti-Apo2.7 bzw. der Isotypkontrolle zugeben und far 30 min. bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

Pellet aufklopfen

Zum Entfernen des Uberschissigen Antikérpers 2 ml PBS + 2% FKS (Biochrom)
+ 0,01% NaN; hinzuftigen

Fur 5 min. bei 1250 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren

Pellet aufklopfen

Pellet mit 0,5 ml PBS resuspendieren und am Durchflusszytometer vermessen
Zur Auswertung wurde der Bereich der Apo2.7-positiven Zellen markiert und der

prozentuale Anteil dieser Zellen an der Gesamtzellanzahl dargestellt. Die Auswertung der

Messungen erfolgte mit Hilfe des Programms WinMDI 2.7.
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2.5.4 Nachweis der Caspaseaktivitat am Zytokeratin 18

M30 ist ein Antikdrper, der an ein Caspase-geschnittenes, formalinresistentes Epitop des
Zytokeratins 18 bindet. Dieses ist am nativen Zytokeratin 18 nicht detektierbar. Der
Nachweis des Zytokeratins 18, der die Casapase-3 Aktivitdt bestimmt, ist ein spateres
Ereignis der Apoptose. Dieses Messverfahren wurde fir den Nachweis der
Caspaseaktivitat humaner Chondrozyten benutzt.

Nach einer fur die entsprechende Fragestellung gewahlten Inkubationszeit und dem
Ablésen der Chondrozyten wurden diese entsprechend der Arbeitsvorschrift in Tab. 7
weiterbehandelt [149].

Tab. 7: Arbeitsvorschrift zum Nachweis der Casapaseaktivitat am Zytokeratin 18

bei unter in vitro Bedingungen kultivierten humanen Chondrozyten

Primarantikorper: Clon M30 anti Caspase cleavage product of CK 18
Sekundarantikorper: anti-mouse-Ig-fluorescein
Far die Messungen wurde der M30 CytoDeath Kit (Boehringer Mannheim)

verwandt.

Chondrozyten liegen als Zellsuspension (0,5 x 10° Zellen pro ml) in PBS vor
Uberfiihren der Suspension in ein FACS-Rohrchen und fur 5 min. bei 1250 U/min.
zentrifugieren

Uberstand dekantieren, ca. 100 pl Fliissigkeit belassen und Pellet aufklopfen

1 ml Methanol (-20°C) unter sanftem Rihren eintropfen

Zellen fur 30 min. bei 4°C fixieren

Fur 5 min. bei 1250 U/min. zentrifugieren, Uberstand dekantieren und restliches
Methanol durch Abtropfen auf Filterpapier entfernen

Zum Permeabilisieren der Zellmembran 2 ml PBS + 2% FKS (Biochrom) + 0,01%
NaN; + 0,1% Tween 20 (Serva) zugeben und fur 30 min. bei Raumtemperatur
inkubieren

Fur 5 min. bei 1250 U/min. zentrifugieren, Uberstand dekantieren und Pellet
aufklopfen

10 pl M30 antibody stock solution zugeben und bei Raumtemperatur 30 min.
inkubieren

zum Entfernen des Uberschissigen Antikorpers werden 2 ml PBS + 2% FKS
(Biochrom) + 0,01% NaN; zugegeben und fur 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert
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erneut fur 5 min. bei 1250 U/min. zentrifugieren, Uberstand dekantieren und Pellet
aufklopfen

PBS + 2% FKS (Biochrom) + 0,01% NaN; +0,1% Tween 20 (Serva) zugeben und
fur 5 min. bei Raumtemperatur inkubieren10 pl des Sekundarantikdrpers zugeben
und 30 min. im Dunkeln inkubieren

zum Entfernen des Uberschissigen Antikorpers wird mit 2 ml PBS + 2% FKS
(Biochrom) + 0,01% NaN; gewaschen

Pellet mit 0,5 ml PBS-Losung resuspendieren und am Durchflusszytometer

vermessen.
Zur Auswertung wurde der Bereich der M30-positiven Zellen markiert und der prozentuale

Anteil dieser Zellen an der Gesamtzellanzahl dargestellt. Die Auswertung der Messungen

erfolgte mit Hilfe des Programms WinMDI 2.7.
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2.6 Zellulare Leistungen humaner Chondrozyten

2.6.1 Bestimmung der CD44-Expression

2.6.1.1 Grundlagen

Der CD44-Rezeptor ist an der Oberflache der Zellmembran lokalisiert. Er ist ein
Hyaluronsdure—bindendes, = membraninterkalierendes  Glycoprotein, welches mit
Zytoskelettproteinen interagiert. Er ist an der intrazellularen Signalweiterleitung beteiligt,
so dass man von einer Zell-Matrix-, Matrix-Zell-Interaktion sprechen kann [2, 52, 63, 158].
Diese ist bisher nicht vollstindig aufgeklart. CD44 besitzt eine hohe Affinitat zur
Hyaluronséure. Geringere Affinititen bestehen auch fir Chondroitinsulfat und
Heparansulfan [63, 158].

2.6.1.2 Bestimmung des CD44-Gehaltes humaner Chondrozyten

Der Nachweis des CD44-Membranproteins bei humanen Chondrozyten erfolgte
flowzytometrisch durch Vergleich mit der Isotypkontrolle (ms-IgG1-FITC, Mouse IgG1,
DAKO Diagnostika GmbH, Mannheim). Dabei wurde die Anzahl der merkmaltragenden
Zellen gegen die Fluoreszenzintensitat des FITC-konjugierten CD44-Antikorpers (anti-
CD44H-FITC, DAKO) aufgetragen.

Nach einer fir die entsprechende Fragestellung gewahlten Inkubationszeit und dem
Ablésen der Chondrozyten wurden diese entsprechend der Arbeitsvorschrift in Tab. 8
weiterbehandelt [39].

Tab. 8: Arbeitsvorschrift zum durchflusszytometrischen Nachweis des CD44-

Rezeptors an der Zellmembran humaner in vitro kultivierter Chondrozyten

Antikorper: anti-CD44-FITC (Phagocytic Glycoprotein-1,CD44 / FITC)
(DAKO)
Isotypkontrolle: ms-IgG1-FITC (Mouse IgG1 / FITC) (DAKO)

Nach Zellernte 0,5 x 10° Zellen in 0,5 ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen
Kéalberserum (Biochrom)

FUr 2 min. mit 1250 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und ca. 5 pl Flissigkeit belassen

Zellpellet aufklopfen
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Fir die Kontrolle: 10ul ms-IgG1-FITC zugeben und fur 30 min. im Dunkeln bei
4°C inkubieren

Far die Probe: 5 pl anti-CD44-FITC zugeben und fur 30 min. im Dunkeln bei
4°C inkubieren

Waschen im 1ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum (Biochrom)

Far 2 min. mit 1250 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und ca. 5 pl Fliissigkeit belassen

Zellpellet aufklopfen

Waschen im 1ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen Kélberserum (Biochrom)

Far 2 min. mit 1250 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und ca. 5 pl Fliissigkeit belassen

Zellpellet aufklopfen

1 ml PBS zugeben

Im Anschlufd wurden die Proben und entsprechende Kontrollen innerhalb einer Stunde am

Durchflusszytometer (FL1-H) vermessen. Bis zur Messung wurden sie im Dunkeln

gelagert.
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2.6.2 Bestimmung der Synthese von Kollagen Typ | und Typ I

2.6.2.1 Methodische Grundlagen

Die extrazellulare Knorpelmatrix nimmt einen erheblichen Anteil des Knorpelvolumens ein
und bestimmt die physikalischen Eigenschaften des Knorpelgewebes wesentlich. Sie
besteht aus unterschiedlichen Proteinen und Polysacchariden, welche vom Chondrozyten
selbst produziert und exprimiert werden.

In der extrazellularen Matrix werden zwei Hauptklassen von Makromolekilen
unterschieden. Zur ersten Hauptklasse werden Glucosaminglykane gezéahlt. Hierbei
handelt es sich um Polysaccharide, welche meist an Proteine gekoppelt sind und in Form
von Proteoglycanen vorliegen. Die zweite Hauptgruppe wird durch Faserproteine,
insbesondere durch Kollagene, gebildet. 95% der im physiologischen Knorpelgewebe

vorkommenden Kollagene st Kollagen Typ Il. Es besteht aus drei gleichartigen al1(ll)-

Ketten. Diese Polypeptidketten liegen in Helixformation vor und sind jeweils umeinander
gewunden. Eine zusatzliche Stabilisierung erfolgt durch kovalente Quervernetzung mit
Hilfe von Lysin- und Hydroxylysinresten. So entstandene Kollagenfibrillen haben einen
Durchmesser von 10-300 nm und kdnnen viele um lang sein.

Kollagenfasern sind auf Zugstabilitdt ausgerichtet und extrem belastbar. So halt eine
1mm starke Kollagenfaser einer Last von bis zu 10 kg stand.

Neben Kollagen Typ Il kommen im physiologischen hyalinen Knorpelgewebe Kollagen
Typ IX und Xl vor [83]. Kollagenfibrillen in anderen Geweben enthalten gehauft Kollagen
Typ I, llund V [32, 65].

Wahrend der in vitro-Kultivierung humaner Chondrozyten kommt es zur Dedifferenzierung
der Zellen [45]. Diese Dedifferenzierung fuihrt zu Verdnderungen der Syntheseleistungen
der Chondrozyten. So wird die Synthese des Kollagen Typ Il eingestellt und es ist die
Bildung von Kollagen Typ | nachweisbar [45]. Neben Chondrozyten zeigen auch Zellen
aus Bandscheibengewebe &hnliche Veranderungen wahrend der Kultivierung in
Monolayer-Kultur [12].

Nach langerer Kulturdauer kommt es zu einer Redifferenzierung der Chondrozyten mit
Wiederaufnahme der Kollagen Typ Il-Synthese und einer Einstellung der Kollagen Typ +
Produktion. Der Zeitpunkt der De- und Redifferenzierung ist von vielen Faktoren,
insbesondere von den Kulturbedingungen, abhangig. In Monolayer-Kultur Kkultivierte
Zellen dedifferenzieren friiher und redifferenzieren spater als Chondrozyten in 3D-Kultur
[37, 45, 91].
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2.6.2.2 Bestimmung des Gehaltes an Kollagen Typ | und Typ I

Der Nachweis der Kollagen Typen | und 1l an humanen Chondrozyten erfolgte
durchflusszytometrisch durch Vergleich mit einer Isotypkontrolle. Dabei wurde die Anzahl
der merkmaltragenden Zellen gegen die Fluoreszenzintensitdt des FITC-konjugierten
Antikorpers aufgetragen.

Nach einer fur die Fragestellung entsprechenden Inkubationszeit und dem Ablésen der
Chondrozyten vom Boden des KulturgefalRes wurden diese entsprechend der
Arbeitsvorschrift in Tab. 9 weiterbehandelt.

Tab. 9: Arbeitsvorschrift zur durchflusszytometrischen Bestimmung des Gehaltes

an Kollagen Typ | und Il humaner in vitro kultivierter Chondrozyten

Antikorper: anti-Collagen-Type-1 (ms-lgG2a) (Oncogene, Vertrieb
Calbiochem)
anti-Collagen-Type-1l (ms-lgG1) (Oncogene, Vertrieb
Calbiochem)

Sekundarantikdrper: FITC-konjugiert goat-anti-ms-lgG2a (DAKO)
FITC-konjugiert goat-anti-ms-lgG1 (DAKO)

Isotypkontrolle: fur Kollagen Typ I: ms-lgG2a (Mouse IgG1) (DAKO)
fur Kollagen Typ II: ms-IgG1 (Mouse 1gG1) (DAKO)

Nach Zellernte 0,5 x 10° Zellen in 0,5 ml PBS

Fur 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und Zellpellet aufklopfen

Fixieren mit 1 ml PBS + 2% Paraformaldehyd fir 15 min. bei —2°C bis —-8°C
Fur 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und Zellpellet aufklopfen

Resuspendieren in 2 ml PBS

FUr 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und Zellpellet aufklopfen

Resuspendieren in 2 ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum +
0,12% Saponin

Fur 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren, 50 pl Fliissigkeit belassen und Zellpellet aufklopfen
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Fur die Kontrolle: 10 pl ms-IgG2a, bzw. 10 pl ms-IgG1 zugeben und fir
30 min. im Dunkeln inkubiert

Fur die Probe: 10 pl anti-Collagen-Type-I oder 10 ul anti-Collagen-Type-II
zugeben und fur 30 min. im Dunkeln inkubieren

Waschen im 2 ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum (Sigma)

Fir 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und Zellpellet aufklopfen

Waschen im 2 ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum (Sigma)

Fur 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und Zellpellet aufklopfen, 50 pl Flissigkeit belassen

2 Ul FITC-konjugierter Sekundarantikérper (goat-anti-ms-lgG2a oder goat-anti-ms-

IgG1) zugeben und fur 30 min. im Dunkeln inkubieren

Waschen im 2 ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum (Sigma)

Far 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und Zellpellet aufklopfen

Waschen im 2 ml PBS + 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum (Sigma)

Fir 2 min. mit 1300 U/min. zentrifugieren

Uberstand dekantieren und Zellpellet aufklopfen

1 ml PBS zugeben

In Anschlu® wurden die Proben und die entsprechenden Kontrollen innerhalb einer

Stunde am Durchflusszytometer vermessen. Bis zur Messung wurden sie im Dunkeln
gelagert.
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2.7 Statistische Auswertung

Die biometrische Auswertung wurde unter Zuhilfenahme der Software SigmaStat V. 1.0
fir Windows erstellt. Unterschiede wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p £ 0,05 als signifikant bewertet.

Es war zu untersuchen, ob unter der jeweiligen EinflussgrofRe statistisch signifikante
Unterschiede der einzelnen Mittelwertgruppen vorhanden sind. Dazu wurden der
Mittelwert als MalRzahl der mittleren Lage sowie die Standardabweichung als Mal3zahl der
Streuung berechnet und grafisch dargestellt.

Bei dem Vergleich von zwei unabhéangigen Gruppen miteinander, wurde der t-Test
ausgewahlt.

Sollen jedoch mehr als zwei Stichproben aus normalverteilten Populationen mit gleicher
Varianz miteinander verglichen werden, so empfiehlt sich die Verwendung der
Varianzanalyse als statistischer Test. Da jeweils nur ein Faktor in den Mittelwertgruppen
untersucht wurde, eignete sich die Ein-Weg-Varianzanalyse (one-way-ANOVA).

Wenn mehrere unabhangige Gruppen auf statistische Signifikanz hin verglichen werden
sollen, bietet sich die Verwendung des Kruskal-Wallis-Testes (H-Test) an. Es handelt sich
dabei um einen nichtparametrischen Test, welcher verteilungsunabhangig die analogen
Hypothesen der Ein-Weg-Varianzanalyse prift. Im Kruskal-Wallis-Test werden zunachst
die Beobachtungswerte der Gro3e nach rangiert. AnschlielBend werden die Rangwerte

anstelle der Beobachtungswerte einer Varianzanalyse unterzogen [1, 123, 156].
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3 Ergebnisse

3.1 Durchflusszytometrische Bestimmung des Membranpotentials

humaner Chondrozyten

Zur Charakterisierung des Membranpotentials humaner Chondrozyten wurde initial eine
Membranpotential-Eichkurve ermittelt. Hierzu wurden die in Extrazellul&rldsung mit
verschiedenen Kaliumionenkonzentration inkubierten Chondrozyten durchflusszyto-
metrisch, unter Verwendung des membranpotentialabhéngigen Farbstoffes Oxonol VI,
vermessen (Tab. 3). Durch die Anderung der extrazellularen Kaliumionenkonzentration
diffundieren verstarkt Kaliumionen entlang dem Konzentrationsgefélle durch die
Zellmembran. Dieser ungehinderte lonenstrom durch die Zellmembran wird méglich, da
diese durch Valinomycin fur Kaliumionen permeabel wurde. Nach Ausgleich der intra- und
extrazellularen Kaliumionenkonzentration stellt sich ein neues Gleichgewichtspotential
uber der Zellmembran ein. Diesem neuen Gleichgewichtspotential entsprechend, &ndert
Oxonol VI seine Fluoreszenzintensitat. Die Anderung der Fluoreszenzintensitat wird
durchflusszytometrisch gemessen. Die Abb. 7 zeigt ein Beispiel fiir die Anderung der
Fluoreszenzintensitat nach Anderung der jeweiligen extrazellularen
Kaliumionenkonzentration.

Aus den gemessenen Fluoreszenzwerten wurde unter Kenntnis der exakten

lonenverteilung mit Hilfe der NERNST schen Gleichung:

RXT X
:F&ﬂﬂﬁj
E..... Membranpotential Zo...... Ladung des lons x
R........ spezifische Gaskonstante [X]e....extrazellulare Konzentration des
lons x
J . Temperatur in Kelvin [X].... intrazellulare Konzentration des
lons x

Foereeen Faraday-Konstante

die entsprechenden Membranpotentiale berechnet.
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Abb. 7: Beispiel fur die zeitabhé&ngige Veranderung der durchflusszytometrisch
gemessenen Fluoreszenzintensitat von Oxonol VI bei humanen
Chondrozyten nach Anderung der extrazellularen Kaliumionen-

konzentration [mmol/I]
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Abb. 8: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Charakterisierung des
Membranpotentials nativer humaner Chondrozyten mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes Oxonol VI und des lonophors Valinomycin
(N=10)
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An die Melwerte dieser Eichkurve wurden die Parameter einer Exponentialfunktion
angepaldt. Mit dieser mathematischen Funktion war es moglich, fur jeden gemessenen
Fluoreszenzwert das entsprechende Membranpotential anndhernd zu errechnen. Die
MefRergebnisse sowie deren mathematische Funktion sind in Abb. 8 dargestellt.
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3.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der Beeinflussung des
Membranpotentials humaner Chondrozyten durch

lonenkanalmodulatoren

Zur Untersuchung des konzentrationsabhangigen Einflusses von lonenkanalmodulatoren
auf das Membranpotential wurden Lidocain, 4-Aminopyridin (4-AP), 4-Acetamido-4’-

Isothiocyano-2,2"-Disulfonsaure Stilben (SITS) und Verapamil verwandt.

Die Blockade von Kaliumkanélen mit 4-AP in einer Konzentration von 1 bzw. 2 mmol/l
fuhrte zu einer deutlichen Abnahme der Fluoreszenzintensitat und damit zu einer
Reduzierung des Membranpotentials. Konzentrationsabhéngige Unterschiede zeigten
sich hierbei jedoch nicht. Diese Effekte konnten auch unter dem Einfluss von 0,25 mmol/l
Verapamil sowie bei 0,25 mmol/l SITS beobachtet werden. Die Na*-Kanalblockade durch
Lidocain fuhrte bei einer Konzentration von 0,1 mmol/l zu einer Zunahme der
Fluoreszenzintensitét und somit zur Erhéhung des Membranpotentials an der
Zellmembran humaner Chondrozyten (Abb. 9).
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Abb. 9:
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3.3 Durchflusszytometrische Bestimmung der DNA-Verteilungsmuster

humaner Chondrozyten

Die Auswertung der Ergebnisse zum DNA-Verteilungsmuster humaner Chondrozyten
zeigt, dass sich ca. 95% der untersuchten Zellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus
befinden und lediglich 1% der S-Phase sowie 4% der G2/M-Phase zuzuordnen sind. In
Abb. 10 ist ein Beispiel der DNA-Verteilung einer Chondrozytenpopulation dargestellt.
Neben der DNA-diploiden Stammlinie ist ein tetraploider Verdopplungsgipfel bei einem
DNA-Index (DI)=2,0 erkennbar. Die Zusammenfassung der Melergebnisse aller
Untersuchungen zeigt nach Auswertung der Verteilung der Anteile der einzelnen
Zellzyklusphasen eine sehr geringe Streuung der Chondrozytenpopulationen bei
unterschiedlichen Spendern. In der Abb. 11 sind die Ergebnisse aller Untersuchungen
zusammengefaldt grafisch dargestellt.

Abb. 10: Beispiel der durchflusszytometrisch bestimmten DNA-Verteilung einer

nativen humanen Chondrozytenpopulation
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzyklusphasenverteilung
nativer humaner Chondrozyten (N=11)
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3.4 Bestimmung der Chondrozytenproliferation mit 3H-Thymidin

Um den Einfluss verschiedener Substanzen auf das Proliferationsverhalten der
Chondrozyten zu untersuchen, wurde zunachst das Proliferationsverhalten in
Abhéngigkeit von der Wachstumszeit bestimmt.

Als Mal fur die Proliferation wurde der 3H-Thymidineinbau gemessen [46, 55, 98, 100].
Bei den Messungen der Einbaurate von 3H-Thymidin in Chondrozyten in Abhangigkeit von
der Kulturdauer konnte bereits am 6. Kulturtag ein gegenuber den Ausgangswerten
erhéhter 3HThymidineinbau nachgewiesen werden, der am 12. Kulturtag ein Maximum
erreichte (Abb. 12). Im weiteren Kulturverlauf liel3 sich ein Absinken der Proliferationsrate
beobachten, wobei aber auch noch nach 21 Kulturtagen eine im Vergleich zu den
Ausgangswerten erhohte 3H-Thymidineinbaurate gemessen wurde. Am 12. Kulturtag ist
ein Anstieg des 3H-Thymidineinbaus um den Faktor 11,8 gegenuber dem Vortag
nachweisbar (Abb. 12).

Die statistische Uberpriifung der gemessenen Werte ergab eine signifikante Anderung im
Proliferationsverhalten der Chondrozyten vom 6. bis zum 21. Kulturtag im Vergleich zu
den Werten am Tag des Kulturbeginns. Eine statistisch signifikante Steigerung der
Proliferation im Vergleich zum Vortag wurde am 9. und 12. Kulturtag gemessen. Eine
statistisch signifikante Abnahme der Proliferation im Vergleich zum Vortag konnte am 15.
und 18. Kulturtag festgestellt werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Mittlere Einbaurate von 3H-Thymidin in humane Chondrozyten in
Abhangigkeit der Kulturdauer. Messwerte in dpm. N=5.
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3.5 Der Einfluss von lonenkanalmodulatoren auf die Proliferation humaner

Chondrozyten

In Anlehnung an die bekannten Reaktionen anderer Zellsysteme interessiert der Einfluss
der lonenkanalblocker auf das Proliferationsverhalten von Chondrozyten. Dazu wurde
den sich in Kultur befindenden Chondrozyten beim ersten Mediumwechsel am 2.
Kulturtag jeweils einer von vier verschiedenen lonenkanalmodulatoren zugegeben und ihr
Proliferationsverhalten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe am 6., 12. oder 18. Kulturtag
mit Hilfe des 3H-Thymidineinbaus gemessen (Abb. 13).

Die unter dem Einfluss des Na*-Kanalblockers Lidocain, des K*-Kanalblockers 4-AP sowie
des CI- und Anionenkanalhemmers SITS kultivierten humanen Chondrozyten zeigten am
6. Kulturtag eine deutliche Steigerung der Proliferation. Im Vergleich dieser Substanzen
untereinander war nach Lidocain-Zugabe die hochste Proliferationssteigerung
nachweisbar. Diese proliferationssteigernden Effekte lieBen sich nach 12 und 18
Kulturtagen bei keiner der genannten Substanzen mehr nachweisen (Abb. 13).

Die unter dem Calciumantagonisten Verapamil kultivierten Chondrozyten zeigten am 6.
Kulturtag keine Anderung des Proliferationsverhaltens (Abb. 13).

Bei allen vier lonenkanalmodulatoren konnte die in der Kontrollgruppe gemessene
deutliche Zunahme der Proliferation am 12. Kulturtag nicht nachgewiesen werden. Am 18.
Kulturtag bestanden keine Unterschiede zwischen den Messwerten der unbehandelten

Kontrolle und den unter den lonenkanalmodulatoren kultivierten Chondrozyten (Abb. 13).
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Abb. 13:
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3.6 Apoptose

Durchflusszytometrisch wurde anhand verschiedener Apoptosemarker der Einfluss der
lonenkanalblocker Verapamil, 4-AP, Lidocain und SITS auf die Induktion des
programmierten Zelltodes untersucht. Es sollte geprift werden, ob und in welchem
Umfang diese lonenkanalmodulatoren im Zusammenhang mit solchen Prozessen stehen

und wie sich deren zeitlicher Verlauf gestaltet.

3.6.1 Nachweis der Translokation von Phosphatidylserin (Annexin V)

Verapamil

Bei unter dem Einfluss von Verapamil (0,1; 0,25; 0,5; 1 mmol/l) kultivierten Chondrozyten
lieBen sich bereits nach einer Inkubationszeit von 24 h apoptotische Ereignisse
nachweisen. Insbesondere zeigte sich mit zunehmender Verapamilkonzentration eine
signifikante Abnahme der vitalen Zellpopulation in Verbindung mit einem deutlichen
Anstieg des spatapoptotisch/nekrotischen Zellanteils. Dieser erhohte sich auf mehr als
50% der untersuchten Zellanzahl bei einer Verapamil-Konzentration von 1 mmol/l (Abb.
15)

Nach 48 h Inkubationszeit sind zunehmend apoptotische Prozesse zu beobachten, die bei
einer Verapamil-Konzentration von 0,25 mmol/l ein Maximum zeigten. Die Abnahme der
Anzahl apoptotischer Zellen fiir 0,5 bzw. 1 mmol/l wird bedingt durch den Ubergang der
Zellen in das Stadium der Spatapoptose / Nekrose, welches bereits nahezu 75% der

gesamten Zellpopulation umfaf3t (Abb. 16).
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Messung von humanen Chondrozyten (Zwei-
Parameter-Farbung mit Annexin-V-FITC und Pl nach Exposition mit
Verapamil fir 24 h bzw. 48 h (von oben nach unten: unbehandelte
Kontrolle; 0,25 mM; 0,5 mM; 1 mM)).
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Abb. 15: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 24 h
Exposition mit Verapamil (n=3) (# signifikant im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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Abb. 16: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 48 h
Exposition mit Verapamil (n=3) (# signifikant im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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4-Aminopyridin

Bereits 24 h nach Zugabe des K'-Kanalblockers 4-Aminopyridin ist fir die
Konzentrationen 2,5; 5 und 10 mmol/l eine signifikante Abnahme der vitalen
Zellpopulation festzustellen (Abb. 17). Die Verringerung dieses Anteils steht im
Zusammenhang mit der Erhéhung der spatapoptotisch / nekrotischen Zellanzahl fir den
gleichen Konzentrationsbereich. Die Zunahme des rein apoptotischen Anteils fiel im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nur gering aus.

Erst nach 48 h Inkubationzeit ist fur die hochste Konzentration von 10 mmol/l ein
signifikanter Einfluss auf die Apoptoseauslosung zu verzeichnen. Fur die gleiche
Konzentration konnte dabei ein zunehmender Verlust der Membranintegritat
nachgewiesen werden, der sich in einem erhdhten Anteil spatapoptotisch / nekrotischer
Zellen ausdruckt (Abb. 18).

Abb. 17: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 24 h
Exposition mit 4-Aminopyridin (n=3) (# signifikant im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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Abb. 18: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 48 h

Exposition mit 4-Aminopyridin (n=3) (# signifikant im Vergleich zur
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Lidocain

Chondrozyten, welche 24 h unter dem Einfluss von Lidocain kultiviert wurden, zeigten in
keiner der verwendeten Lidocainkonzentrationen (0,5; 1; 2,5; 5 mM) eine Erhdhung der
Annexin-V-FITC-positiven Zellen (Abb. 19). Erst nach 48-stindiger Inkubationszeit liel3
sich bei Lidocainkonzentrationen von 2,5 mmol/l und 5 mmol/l eine Zunahme der Annexin-
V-FITC-positiven Zellen nachweisen. Diese apoptotischen Ereignisse standen in
Verbindung mit einer geringfiigigen Erhéhung des spatapoptotisch / nekrotischen Anteils
und einer Verringerung der vitalen Zellpopulation (Abb. 20).

Abb. 19: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 24 h
Exposition mit Lidocain (n=3) (# signifikant im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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Abb. 20: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 48 h
Exposition mit Lidocain (n=3) (# signifikant im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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SITS

Unter dem Einfluss des CI- und Anionenkanalblockers SITS konnten weder nach 24 noch
nach 48 h fir den Konzentrationsbereich 0,5-5 mmol/l apoptotische Effekte anhand der
Quantifizierung des Annexin-V-FITC-Signals nachgewiesen werden. Die signifikante
Verringerung der vitalen Zellen nach 24 h bei einer SITS-Konzentration von 2,5 bzw.
5mmol/l ist allein auf die Zunahme der spatapoptotisch / nekrotischen Zellanzahl
zurtckzufihren (Abb. 21). Nach 48 h sind nur geringfligige Veranderungen des
Funktionszustandes der Zellpopulation gegeniber 24 h zu beobachten (Abb. 22).

Abb. 21: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 24 h
Exposition mit SITS (n=3) (# signifikant im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle, p < 0,05)

120
I vital
[ apoptotisch
100 A B spatap./nek.
4 #
§ 80 A
=
S 60 -
C
L
T #
N 40 -
#
20 A

Kontrolle 0.5 1 2.5 5
SITS [mmol/l]

51



Ergebnisse

Abb. 22: Quadrantenanalyse der durchflusszytometrischen Messung von Annexin V-
FITC und Propidiumjodid bei humanen Chondrozyten nach 48 h
Exposition mit SITS (n=3) (# signifikant im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle, p < 0,05)
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3.6.2 Nachweis des Mitochondrienmembranproteins Apo2.7

Zur Detektion von Apoptoseprozessen stellt die Bestimmung des Mitochondrien-
membranproteins Apo2.7 einen weiteren Parameter dar. Der Nachweis von Apo2.7 dient
wie auch die Bestimmung der Translokation des Phosphatidylserins dem Nachweis
frihapoptotischer Ereignisse. Die Ergebnisse zur Bestimmung der Apo2.7-Expression
sind Einzelwerte (Tab. 10). Da sie keine zusatzlichen Aussagen zum apoptotischen
Verlauf erbrachten, wurde auf Grund der begrenzt verfligbaren Zellanzahl auf eine weitere
Durchfiihrung verzichtet (Siehe Kapitel 4.2.3).

Tab. 10: Darstellung der MelRRergebnisse fir die flowzytometrische Bestimmung der
Apo2.7-Expression in humanen Chondrozyten nach der Behandlung mit

lonenkanalblockern (N=1)

Blocker Konzentration [mM] |24 h Behandlung 48 h Behandlung
pos. Anteil in % pos. Anteil in %
Verapamil Kontrolle 5 5
0,1 4,96 3,27
0,25 4,18 9,28
0,5 13,04 59,1
1 37,91 60,0
4-Aminopyridin Kontrolle 5 5
1 452 9,0
2,5 5,37 6,89
5 6,68 7,24
10 24,51 38,52
Lidocain Kontrolle 5 5
0,5 5,19 6,13
1 5,55 7,58
25 6,55 7,3
5 7,53 7,26
SITS Kontrolle 5 5
0,5 7,03 5,92
1 8,86 6,56
2,5 22,86 11,4
5 33,27 14,85
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Verapamil

Nach 24 h Inkubationsdauer zeigte sich bei Chondrozyten, welche mit 1 mmol/l Verapamil
behandelt wurden, eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat. Eine deutliche Erhéhung der
apoptotischen Zellanzahl liel3 sich nach 48-stindiger Inkubation mit 0,5 mmol/l und

1 mmol/l Verapamil nachweisen. Bei 1 mmol/l Verapamil wiesen 60% der untersuchten
Zellen apoptotische Merkmale auf (Abb. 23).

Abb. 23: Durchflusszytometrische Bestimmung der Apo2.7-Expression in humanen
Chondrozyten 48 h nach Verapamilzugabe: a) unbehandelte Kontrolle
b) 0,1 mmol/l ¢) 0,5 mmol/l d) 1 mmol/l
80 25
__ 607 _ 59,1% positiv.Anteil
< ] 5% positiv. Anteil <
N 40 1 N
c c
< ] <
20 1
0 n Al
a FL2-H

c FL2-H

100

40

3,3% positiv. Anteil 60% positiv. Anteil

Anzahl

Anzahl

b FL2-H d FL2-H

4-AP

Unter Zugabe von 4-AP war nach 24 h fur die Konzentration von 10 mmol/l eine Zunahme

der apoptotischen Zellen zu beobachten. Die Fluoreszenzintensitat zeigte einen

deutlichen Apo2.7-positiven Anteil im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Nach 48-

stundiger Inkubationszeit nimmt der Apo2.7-positive Anteil von 25% auf 39% nochmals zu
(Abb. 24).
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Abb. 24: Flowzytometrische Bestimmung der Apo2.7-Expression in humanen
Chondrozyten a) 24h unbehandelte Kontrolle b) 24 h nach Exposition mit
10 mM 4- Aminopyridin ¢) 48 h unbehandelte Kontrolle d) 48 h nach
Exposition mit 10 mM 4- Aminopyridin
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Die unter dem Einfluss von Lidocain kultivierten Chondrozyten zeigten bei keiner der

verwendeten Konzentrationen unabhangig von der Inkubationszeit eine Erh6hung Apo2.7-

positiver Zellen.

SITS

Unter Einfluss von SITS war nach 24 h bereits fur 2mmol/l ein erhéhter Anteil Apo2.7-
positiver Zellen im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Die resultierende Erh6hung der
Fluoreszenzintensitat setzte sich fur SITS-Konzentrationen von 2,5 bzw 5 mmol/l fort und

ergab fur diese Konzentrationen eine deutliche Steigerung gegentiber der unbehandelten
Probe. Die hdchste Steigerungsrate von 33% wurde bei einer SITS-Konzentration von 5

mmol/l gemessen. Nach 48 h Inkubation war keine signifikante Steigerung der Apo2.7-
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positiven Zellanzahl und somit der apoptotischen Effekte gegeniber 24 h festzustellen

(Abb. 25).
Abb. 25: Flowzytometrische Bestimmung der Apo2.7-Expression in humanen
Chondrozyten a) 24 h unbehandelte Kontrolle b) 24 h nach Exposition mit
5 mM SITS c) 48 h unbehandeltete Kontrolle d) 48 h nach Exposition mit
1 mmol/l SITS
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3.6.3 Nachweis der Caspaseaktivitdt am Zytokeratin 18

Die Bestimmung der Aktivierung der Caspase 3 stellt eine weitere Methode zur

Charakterisierung der Apoptose dar und ermoéglicht die Erfassung spéatapoptotischer
Ereignisse.

Verapamil

Bereits 24 h nach der Verapamil-Zugabe waren apoptotische Prozesse fur die
Konzentration 1 mmol/l detektierbar. Der Bereich 0,1-0,5 mmol/l zeigte keinen
signifikanten Einfluss auf das Apoptoseverhalten der Chondrozytenpopulation. Nach 48 h
war neben der Zunahme der Caspase 3-positiven Zellen bei 1 mmol/l eine signifikante
Erhdhung des apoptotischen Anteils bereits bei 0,5 mmol/l festzustellen (Abb. 27).

Abb. 26: Durchflusszytometrische Bestimmung der Caspase 3-Aktivierung in
humanen Chondrozyten; a) 48 h unbehandelte Kontrolle b) 48 h nach

Exposition mit 1 mM Verapamil
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Abb. 27: Quantifizierung der durchflusszytometrischen Messung des aktivierten
Caspase 3-Anteils humaner Chondrozyten nach Zugabe von Verapamil
(n=3) (# signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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Die Abb. 29 laR3t erkennen, dass nach 24 h lediglich fur die hochste 4Aminopyridin-
Konzentration von 10 mmol/l eine signifikante Erhéhung nachgewiesen werden konnte.
48 h nach Zugabe zeigten fir diese Konzentration bereits ca. 40% der Zellen mit dem
anti-aktive-Caspase 3-Antikorper eine positive Reaktion und konnten somit als
apoptotisch nachgewiesen werden. Abb. 28 zeigt beispielhaft den Anstieg des aktivierten
Caspase 3-Anteils einer Chondrozyten-Population.
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Abb. 28: Durchflusszytometrische Bestimmung der Caspase 3-Aktivierung in

humanen Chondrozyten; a) unbehandelte Kontrolle b) 48 h nach Exposition
mit 10 mM 4-Aminopyridin
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Abb. 29: Quantifizierung der durchflusszytometrischen Messung des
aktivierten Caspase 3-Anteils humaner Chondrozyten nach Zugabe
von 4- Aminopyridin (n=3)
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Lidocain

Fur keine der verwendeten Konzentrationen konnte nach 24 h ein Einfluss von Lidocain
auf die Caspaseaktivierung nachgewiesen werden. Auch nach Verlangerung der
Inkubationszeit zeigte sich keine signifikante Zunahme der aktivierten-Caspase 3-
positiven Zellen gegentiber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 30).

Abb. 30: Quantifizierung der durchflusszytometrischen Messung des aktivierten
Caspase 3-Anteils humaner Chondrozyten nach Zugabe von Lidocain (n=3)
(# signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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SITS

Fir keine der verwendeten Konzentrationen konnte nach 24 h ein Einfluss von SITS auf
die Caspaseaktivierung nachgewiesen werden. Auch nach Verlangerung der
Inkubationszeit zeigte sich keine signifikante Zunahme der aktivierten-Caspase 3-
positiven Zellen gegentiber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 31).

Abb. 31: Quantifizierung der durchflusszytometrischen Messung des aktivierten
Caspase 3-Anteils humaner Chondrozyten nach Zugabe von SITS (n=3)

(# signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, p < 0,05)
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3.7 Der Einfluss von lonenkanalmodulatoren auf die CD44-Expression

humaner Chondrozyten

Der CD44-Rezeptor stellt den wichtigsten Hyaluronséurerezeptor dar. Um den Einfluss
von lonenkanalmodulatoren auf die Expression des CD44-Rezeptors zu untersuchen, war
der quantitative Nachweis des CD44-Rezeptors an humanen Chondrozyten notwendig.
Der Nachweis des CD44-Membranproteins bei Chondrozyten erfolgte durch den
Vergleich mit der Isotypkontrolle. Dabei wurde die Anzahl der merkmaltragenden Zellen
gegen die Fluoreszenzintensitat des FITC-konjugierten CD44-Antikérpers bestimmt (Abb.
32).
Die statistische Auswertung der Einzelexperimente zeigt den Unterschied zwischen der
Isotypkontrolle und den mit CD44-Antikdrper behandelten Proben jeweils mit und ohne
Zusatz eines lonenkanalblockers. Dabei wurden die mit CD44-Antikérper behandelten
Proben ohne Zusatz eines Blockers (Kontrollgruppe) als 100% gesetzt. Alle anderen
Werte wurden prozentual auf diese Kontrollgruppe bezogen und statistisch ausgewertet
[166].
Die Abb. 33 zeigt die Ergebnisse des Einflusses der verschiedenen
lonenkanalmodulatoren auf die CD44-Expression humaner Chondrozyten nach 24 h, 48 h
bzw. 72 h Inkubationsdauer. Unter dem Einfluss von Lidocain und 4-AP konnten
Veradnderungen der CD44-Expression humaner Chondrozyten nachgewiesen werden.
Hier kam es zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensitéat von 43% bzw. 30% bei Lidocain
nach 24 h bzw. 48 h. Fiur 4AP waren Fluoreszenzintensitaten von 43% bzw. 3% nach
24 h bzw. 48 h nachweisbar (Abb. 33). Diese Steigerung der CD44-Expression war nach
langerer  Einwirkungsdauer der genannten lonenkanalmodulatoren nicht mehr
nachweisbar (Abb. 34).
Nach verlangerter Inkubationszeit bei Zugabe der lonenkanalblocker am 2. Kulturtag und
Bestimmung der CD44-Expression nach 6, 12 bzw. 18 Kulturtagen lieRen sich
Veranderungen der Fluoreszenzintensitat lediglich bei Verapamil und SITS nachweisen.
Unter dem Einfluss von Verapamil zeigte sich nach 6 und 12 Kulturtagen eine
Verminderung der Fluoreszenzintensitdt um 37% bzw. 45% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Bei dem Chlorid- und Anionenkanalblocker SITS war eine
Abnahme der Fluoreszenzintensitat als Mal3 fiir die CD44-Rezeptorexpression an allen
Messtagen nachweisbar. Es zeigte sich nach 6 Kulturtagen eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat auf 68% im Vergleich zur Kontrolle. Nach 12 bzw. 18 Kulturtagen
betrugen die mittleren Fluoreszenzwerte 52% bzw. 71% im Vergleich zur Kontrolle. (Abb.
34).
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Abb. 32: Durchflusszytometrischer Nachweis des Hyaluronséure-Rezeptors CD44

bei humanen Chondrozyten im Vergleich zur Isotypkontrolle (IK)
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Abb. 33: Durchflusszytometrische Bestimmung der CD44-Rezeptorexpression
humaner in vitro kultivierter Chondrozyten unter dem Einfluss eines
lonenkanalmodulators in Abhangigkeit von der Kulturdauer. Zugabe des
lonenkanalmodulators am 10. Kulturtag (KT). Lidocain 0,1 mmol; Verapamil
0,08 mmol; SITS 0,25 mmol; 4-AP 1,0 mmol. (N=5)
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Abb. 34: Durchflusszytometrische Bestimmung der CD44-Rezeptorexpression
humaner in vitro kultivierter Chondrozyten unter dem Einfluss eines
lonenkanalmodulators in Abhéngigkeit von der Kulturdauer. Zugabe des
lonenkanalmodulators am 2. Kulturtag (KT). Lidocain 0,1 mmol; Verapamil
0,08 mmol; SITS 0,25 mmol; 4-AP 1,0 mmol. (N=5)
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3.8 Der Einfluss von lonenkanalmodulatoren auf die Synthese von

Kollagen Typ lund Typ Il

Kollagen Typ Il stellt einen wesentlichen Baustein der hyalinen Knorpelmatrix dar und wird
von den Chondrozyten selbst synthetisiert. Werden Chondrozyten aus dem
Knorpelverbund herausgeldst, ist wahrend der in vitro Kultur eine Dedifferenzierung
nachzuweisen. Hierbei andern sie neben ihrem Phanotyp auch zellspezifische
Leistungen, insbesondere Syntheseleistungen. Ein klassisches Merkmal der
Dedifferenzierung von Chondrozyten ist die Einstellung der Synthese von Kollagen Typ II
und stattdessen eine sonst nicht zu beobachtende Synthese von Kollagen Typ |. Bei
langerer in vitro Kultur redifferenzieren Chondrozyten auch wieder und nehmen dann ihre
primaren Syntheseleistungen wieder auf [45].

Um den Einfluss von lonenkanalmodulatoren auf die Steuerung dieser spezifischen
Stoffwechselleistungen der Chondrozyten zu untersuchen, wurde der quantitative
Nachweis des zellularen Kollagen Typ | und Typ Il humaner Chondrozyten durchgefinhrt.
Der Nachweis dieser beiden Kollagen-Typen bei Chondrozyten erfolgte
durchflusszytometrisch durch den Vergleich mit der Isotypkontrolle. Dabei wurde die
Anzahl das merkmaltragenden Zellen gegen die Fluoreszenzintensitit des FITC-
konjugierten Kollagen Typ | bzw. Typ II-Antikérpers bestimmt.

Die statistische Auswertung der Einzelexperimente zeigt den Unterschied zwischen den
mit Kollagen Typ | oder Typ Il behandelten Proben jeweils mit und ohne Zusatz eines
lonenkanalblockers. Dabei wurden die mit Antikdrper behandelten Proben ohne Zusatz
eines Blockers (Kontrollgruppe) als 100% gesetzt. Alle anderen Werte wurden prozentual
auf diese Kontrollgruppe bezogen und statistisch ausgewertet.

In Abb. 35 sind die Ergebnisse des Einflusses der verschiedenen lonenkanalmodulatoren
auf die Kollagen Typ | - Expression humaner Chondrozyten zusammengefasst. Die
Zugabe des jeweiligen Ionenkanalmodulators erfolgte am 10. Kulturtag. Die
durchflusszytometrische Bestimmung der Chondrozyten-eigenen Kollagen Typ FSynthese
erfolgte nach einer Inkubationszeit von 24h, 48h bzw. 72h. Aufgrund der zum Teil grof3en
Standardabweichungen waren hier keine Unterschiede der Kollagen Typl| -
Syntheseleistung durch den Einsatz der genannten spezifischen lonenkanalblocker
statistisch zu sichern.
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Abb. 35: Durchflusszytometrische Bestimmung der Kollagen Typ | - Expression
humaner in vitro kultivierter Chondrozyten unter dem Einfluss eines
lonenkanalmodulators in Abhéngigkeit von der Kulturdauer. Zugabe des
lonenkanalmodulators am 10. Kulturtag. Lidocain 0,1 mmol; Verapamil
0,08 mmol; SITS 0,25 mmol; 4-AP 1,0 mmol. (N=5)
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In Abb. 36 sind die Ergebnisse des Einflusses der verschiedenen lonenkanalmodulatoren
auf die Kollagen Typ Il - Expression humaner Chondrozyten dargestellt. Die Zugabe des
jeweiligen lonenkanalmodulators und die durchflusszytometrische Messung der Kollagen
Typ II-Synthese erfolgte in Analogie des Verfahren zur Kollagen Typ | — Bestimmung. Die
Ergebnisse zeigen, dass bei allen lonenkanalblockern die Expression von Kollagen-Typ Il
gehemmt wird. Die Hemmung der Kollagen Typ II-Synthese war bei Na'-Kanalblockade
durch Lidocain und bei Hemmung der CI - Kandle mittels SITS am ausgeprégtesten. So
konnte unter dem Einfluss von Lidocain nach 24-stindiger Inkubation ein maximaler
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Hemmeffekt gemessen werde. Hier sank die Kollagen Typ Il — Expression auf 53% im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die deutlichste Abnahme der Syntheseleistung

durch SITS war erst nach 72-stindiger Inkubation feststellbar. Hier war eine Abnahme der

Kollagen Typ Il — Syntheserate auf 48% messbar.
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4 Diskussion

4.1 Pathomechanismus der Arthrose

Die Arthrose ist ein Krankheitsbild, welches unter volkswirtschaftlichen Gesichtspunkten
extrem hohe Kosten fur die betroffenen Patienten und die Gesellschaft verursacht. Am
haufigsten sind Knie- und Huftgelenke betroffen. Nach einer US-amerikanischen Studie
leiden schéatzungsweise 13% aller Frauen im Alter von 55 bis 64 Jahren sowie ca. 17%
aller 65- bis 74-jahrigen unter Arthrose-typischen Symptomen wie Schmerzen und
funktionellen Einschrankungen des Kniegelenkes [134]. Aus der Rotterdam-Studie geht
hervor, dass von 1040 Probanden im Alter von 55 bis 65 Jahren lediglich 135 keine
radiologischen Zeichen einer Arthrose der Knie-, Hift-, Wirbel- oder Handgelenke
aufwiesen [84]. Mehrere klinische Studien belegen, dass die Inzidenz fur die Arthrose
steigt. So sind in den Niederlanden in der Bevdélkerungsgruppe der 46- bis 66-jahrigen bei

Frauen jahrlich 2% und bei Mannern 0,8% Neuerkrankungen zu beobachten.

Fiur die Entstehung und Progredienz einer degenerativen Gelenkerkrankung ist eine
Vielzahl von Faktoren von Bedeutung. An erster Stelle steht hier das Korpergewicht. Mit
steigendem Kdorpergewicht nimmt die Belastung der Gelenke, insbesondere der Gelenke
der unteren Extremitat, zu. Weiterhin stellen das Patientenalter und die damit
verbundenen strukturfunktionellen Veranderungen einen Risikofaktor fur die Entstehung
der Arthrose dar. Chondrozyten des alternden Knorpelgewebes zeigen eine
beeintrachtigte Zellfunktion mit sich &andernden Reaktionen auf die Présenz von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Zusatzlich werden im Alter gelenkprotektive nervale
und mechanische Strukturen wie z. B. die Propriozeption, die Varus-Valgus-Laxizitat, die
Muskelspannung und das Korpergewicht beeintrachtigt [134]. Geschlechtsspezifische
Merkmale wie z.B. Unterschiede im Hormonhaushalt, im Knorpelmetabolismus und bei
den Folgen von Verletzungen mit Gelenkbeteiligung sind ebenfalls fir die
Arthroseentwicklung von Bedeutung. So zeigen im Verhaltnis von 3:2 mehr Frauen als
Méanner eine Gon- oder Coxarthrose in der Bevolkerungsgruppe der tber 60-jahrigen.
Berufliche und Freizeitaktivitaiten werden ebenfalls fir die Entstehung der Arthrose mit
verantwortlich gemacht. Das standige Tragen schwerer Lasten, eine falsche
Lastenverteilung und Verletzungen kdnnen die Arthroseentstehung begtinstigen. Mlssen
dauerhaft Lasten von 25 kg oder mehr bewaltigt werden, ist das Risiko fur die Entstehung
einer Gonarthrose in Abhangigkeit vom Body Mass Index (BMI) bis um das 5fache
erhoht. Bei mittelschwerer korperlicher Arbeit steigt das Arthroserisiko fur die Hiftgelenke
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auf das 2,4-fache. Dagegen haben Freizeit-Jogger kein erhdhtes Arthroserisiko, wohl aber
aktive und ehemalige Leistungssportler [134].

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mit steigender funktioneller Gelenkbelastung
strukturelle Veranderungen insbesondere des Gelenkknorpels zunehmen.

Neben Knorpelveranderungen sind aber auch weitere Strukturveranderungen auf die
durch die Arthrose hervorgerufene Pathologie der Gelenkfunktion nachzuweisen. So
konnte beispielsweise in der Rotterdam-Studie [20] nachgewiesen werden, dass
Patienten, welche an Arthrosen des Hift- oder Kniegelenkes leiden, neben
Veranderungen des Gelenkknorpels auch eine hohere Knochendichte aufwiesen. Die
Arthrose ist somit eine Erkrankung, die initial an der Oberflache des Gelenkknorpels
beginnt, aber in ihrem Verlauf bei allen Gelenkstrukturen pathologische strukturelle
Veranderungen hervorruft. Diese fuhren zur progredienten Beeintrachtigung der
Gelenkfunktion.

Das Gelenk wird durch eine ganze Reihe weiterer Faktoren wie z. B. hormonelle,
genetische, angeborene oder erworbene Strukturstorungen, aber auch durch

Erndhrungsgewohnheiten und Nikotinabusus in seiner Struktur und Funktion beeinflusst.

Neben den oben beschriebenen mechanischen Faktoren sind in jingster Vergangenheit
mehr und mehr feinstrukturelle Kenntnisse uber biochemische Abléufe beschrieben
worden, die an der Entstehung der Arthrose beteiligt sind und das Gleichgewicht
zwischen Degradation und Synthese der Chondrozyten, der extrazellularen Matrix und
des subchondralen Knochens destabilisieren [112]. Fur die Entstehung der Arthrose sind
multiple Faktoren verantwortlich, welche in unterschiedlicher Art und Weise die struktur-
funktionelle Einheit des Gelenkes negativ beeinflussen. Bei der manifesten Arthrose sind
morphologische, biochemische, molekulare und biomechanische Verédnderungen der
Chondrozyten und der Knorpelmatrix nachweisbar. Diese flihren zur Erweichung,
Auffaserung, zu Ulcerationen, zum Verlust von Knorpelgewebe, zur Sklerosierung und
Eburnisation des subchondralen Knochens sowie zur Ausbildung von Osteophyten und
subchondralen Zysten. Diese Veradnderungen sind Kklinisch charakterisiert durch
Gelenkschmerzen, Bewegungseinschrankung, Krepitation, rezidivierende Ergussbildung
und lokale Entziindungsreaktionen [112].
Der klassische Verlust des Gelenkknorpels, wie er bei der Arthrose beobachtet wird,
beginnt als fokaler Prozess und lasst sich tierexperimentell beispielsweise durch partielle
Meniskektomie oder durch Ruptur des vorderen Kreuzbandes induzieren [112]. Diese
fokalen pathologischen Prozesse werden beim Menschen am haufigsten bei &lteren
Patienten beobachtet, konnen sich ausdehnen wund so ein oder mehrere
Gelenkkompartimente betreffen sowie Veranderungen der artikulierenden Gelenkflachen
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durch Fehlbelastungen induzieren. Die Ausbildung einer idiopathischen Arthrose im Huft-,
Knie- oder Schultergelenk dauert schatzungsweise 20 bis 30 Jahre.
Eine Akzeleration dieser Prozesse kann beispielsweise durch Gelenkverletzungen
erfolgen. Aus experimentellen Untersuchungen an Hunden mit induzierter Arthrose des
Kniegelenkes durch Resektion des vorderen Kreuzbandes ist bekannt [112], dass die
Ausbildung der Arthrose innerhalb von 3-4 Jahren erfolgt. Kommt es nach traumatischen
Verletzungen zu Verdnderungen des gesamten Gelenkknorpels, sind diese bereits
innerhalb von Tagen und Wochen nach dem Unfall in Form eines gesteigerten
Knorpelmatrix-Umsatzes nachweisbar. Die Knorpeldegradation wird zuerst in Form von
Auffransungen an der Knorpeloberflache beobachtet. Initial erfolgt eine Spaltbildung
parallel zur Knorpeloberflache. In fortgeschrittenen Arthrosestadien gehen diese bis in
tiefere Knorpelschichten und reichen z. T. bis zum subchondralen Knochen. Friihzeitig ist
die Bildung von Zellklonen in oberflachlichen Knorpelschichten zu beobachten. Bei
fortgeschrittener Arthrose ist eine Abnahme der Knorpelschichtdicke, ausgehend von der
Knorpeloberflache, nachzuweisen. Frihzeitig konnen hypertrophe Gelenkknorpel-
reaktionen mit gesteigerter Synthese der Knorpelmatrix nachgewiesen werden.
AnschlieBend folgt eine Phase mit erhdhtem Matrixumsatz und Nettoverlust der
Matrixkomponenten. Abschlie3end werden schwere Schaden oder sogar ein Verlust des
Kollagennetzwerkes beobachtet. Pfander et al. [110] konnte zeigen, dass der Anteil der
proliferierenden Chondrozyten in humanem arthrotischen Knorpelgewebe in Abhangigkeit
des Schweregrades der Arthrose zunahm. Erhohte Mitoseraten bei arthrotischer
Knorpeldegeneration fand auch von der Mark [153].
Die Struktur des Knorpelgewebes ist gelenkspezifisch. Kuettner et al. [66] wiesen
Unterschiede der Schichtdicke des humanen Knie- und Sprunggelenkknorpels nach. Sie
konnten auch zeigen, dass diese Gewebe in der Anzahl vitaler Zellen pro Masseeinheit,
der mRNA fir Aggrecan, Proteoglycane, Kollagen Il und andere Matrixbausteine sowie
der IL-1 Rezeptordichte variierten [24, 66, 142].
Die zellularen und molekularen Mechanismen der Gelenkdestruktion bei der Osteoarthritis
sind sehr vielfaltig. Pap et al. [106] wiesen das Cartilage Oligomeric Matrix Protein
(COMP) als ein nicht-kollagenes Knorpelprotein in der Synovialfliissigkeit nach, welches
den Knorpelabbau reflektiert. Neben diesen molekularen Mechanismen wurden auch
biomechanische Verénderungen von degradativem Knorpelgewebe beobachtet [78].
Im tierexperimentellen Ansatz korreliert die biomechanische Funktion mit strukturellen
Veranderungen des Knorpels, wie z.B. die Synthese und Zusammensetzung der
Proteoglycane und mit dem Verlust an Hyaluronséure und link Protein [112].
In der frGhen Phase der Arthrose sind hauptséchlich oberflachliche Knorpelschichten
geschadigt. Hierbei ist neben der oben beschriebenen Knorpelhypertrophie eine
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gesteigerte Synthese von Aggrecanen, vom link protein und auch die Zunahme der
Produktion von Prokollagen 1l in tieferen Knorpelschichten nachzuweisen. Die gesteigerte
Aggrecansynthese wird auf eine vermehrte Synthese von Insulin like Growth Factor-1
(IGF-1) und seines Rezeptors zurlckgefuhrt [27, 128]. Bei fortschreitender
Knorpeldegradation kommt es zur Spaltung von Matrixmolekilen. Hierbei, insbesondere
bei der Spaltung von Kollagen |II und Aggrecan, sind verschiedene
Matrixmetalloproteinasen (MMP’s) von besonderer Bedeutung [3, 113, 154, 159]. Die
Expression von MMP’s wird durch Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP’s)
gehemmt, welche wéhrend der Arthrose signifikant weniger exprimiert werden [3, 113,
154, 159]. In arthrotisch veranderten Gelenken konnte eine erhtéhte Expression
verschiedener MMP’s nachgewiesen werden. Beispielhaft seien Stromelysin 1 (MMP-3),
Gelatinase A (MMP-2) und B (MMP-9), Kollagenase 1 (MMP-1), Kollagenase 2 (MMP-8)
und Kollagenase 3 (MMP-13) genannt. Der Funktion der Kollagenase 3 (MMP 13) wird
derzeit die gro3te Bedeutung zugeschrieben [82, 159].

Experimentell konnte nachgewiesen werden, dass verschiedene MMP’s die
Matrixdegradation bei der Arthrose beschleunigen. Die so entstandenen Spaltprodukte
haben ihrerseits wiederum Matrix-zerstoérende Eigenschaften. So kewirken Fragmente
des bei der Arthrose vermehrt synthetisierten Fibronectins durch Stimulation von
Zelloberflachenrezeptoren eine Chondrozyten-vermittelte Knorpelresorption [82, 159].
Diese zellularen Effekte haben auch Einfluss auf die Zytokinproduktion, insbesondere auf
die Synthese von Interleukin 1 (IL-1). IL-1 stimuliert die Knorpeldegradation und hat eine
essentielle Rolle bei der auto- und parakrinen Fibronectinfragment-vermittelten
Korpelresorption [9]. Neben IL-1 ist auch die Expression des Tumor Necrosis Factor-a
(TNF-a) bei der Arthose erhéht und induziert einen Proteoglycanverlust des Knorpels
[155]. Unter in vitro-Bedingungen sind IL-1 und TNF-a potente Aktivatoren der

Knorpeldegradation und bewirken eine Stimulation der induzierbaren Nitritoxid-Synthase
(INOS). Diese ist bei Chondrozyten aus arthrotischem Gelenkknorpel vermehrt
nachweisbar und fiihrt zu einer vermehrten Produktion von Nitritoxid (NO) [105]. NO
bewirkt eine IL-1 vermittelte Hemmung der Aggrecan-Synthese und bewirkt eine
Apoptoseinduktion [15]. Die durch NO hervorgerufene Apoptose von Chondrozyten kann
durch Hyaluronsaure gehemmt werden, ohne dass hierbei die NO-Synthese gehemmt
wird [141]. Krick et al. konnten zeigen, dass die NO induzierte Apoptose glatter
Muskelzellen der Pulmonalarterie von Ratten durch Blockade von Kaliumionenkanélen mit
Tetraethylammonium (TEA) oder 4-Aminopyridin (4-AP) gehemmt wird [64]. Abgesehen
von der Apoptose-induzierenden Wirkung hat NO vermutlich auch protektive Effekte, da
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durch Blockade der NO-Produktion eine verzogerte Proteolyse und Degradation erfolgt
[112].

Lotz [76] zeigte, dass Zytokine eine wesentliche Ursache fur die Stimulation der
Chondrozyten nach Knorpelverletzungen sind und gleichzeitig die Entziindungsreaktion
des Gelenkes triggern. Die posttraumatische Prasenz von Zytokinen im Knorpelgewebe
ist mit einem abnormalen Matrix-Remodelling bzw. —Verlust verbunden. Neben den oben
beschriebenen Prozessen sind weitere, als Wachstumsfaktoren bezeichnete Substanzen,
fur die Regulation der Zusammensetzung der Knorpelmatrix des arthrotisch verénderten
Gelenkknorpels  verantwortlich.  Von  Bedeutung sind eine Vielzahl von
antiinflammatorischen oder modulierenden Zytokinen der Synovialmembran, des
Knorpelgewebes und auch anderer Gewebe [76, 118]. Sie alle tragen in unterschiedlicher
Art und Weise zum Anabolismus bei. So wirkt IGF-1 neben der oben beschriebenen
Steigerung der Aggrecan-Synthese stimulierend auf die Synthese von Kollagenen,
Proteoglycanen und TNF-a. Gleichzeitig hemmt es die Proteoglycandegradation. Der

Fibroblast Growth Factor (FGF) regt die Chondrozyten zur Proliferation an [18, 76]. TGF-R3
stimuliert die Expression von Kollagen Il und Aggrecan bei synovialen Fibroblasten aber
auch bei Chondrozyten und bewirkt eine Steigerung der Produktion von Plasmin. activator
inhibiting protein 1 sowie eine Zunahme der TIMP-Synthese [18, 76, 112]. Durch diese
vielféaltigen Funktionen der Wachstumsfaktoren erfolgte eine gezielte Steuerung der
Proteolyse, der Synthese von Matrixbestandteilen und die Kontrolle der degradativen
Effekte verschiedener Zytokine (z.B. IL-1, TNF-a) [112]. Wang et al. [154] konnten
nachweisen, dass TGF-31 in der in vitro Kultur humaner Chondrozyten die Akkumulation
von Aggrecan und Hyaluronsédure in der zellassoziierten Matrix fordert, eine
Verminderung der intrazellularen Konzentration von MMP-1 und MMP-3 sowie eine
Steigerung von TIMP-1 und TIMP-3 bewirkt.

In verschiedenen in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Bone
Morphogenetic Proteins (BMP) eine wichtige Rolle bei den Reparaturmechanismen des
Gelenkknorpels spielen. So ist bekannt, dass BMP’s den Metabolismus von
Chondrozyten beeinflussen und Makromolekile der extrazellularen Knorpelmatrix BMP's
binden [109]. Haupl et al. konnten zeigen, dass die Expression der BMP’s bei
rheumatoider Arthritis und bei Arthrose unterschiedlich sind [44]. In arthrotischem Knorpel
stimuliert BMP-4 Dosis-abhangig die Proteoglycansynthese, bewirkt eine Zunahme der
Kollagen Typ Il-und Aggrecan-Expression und hat mitogene Effekte. BMP-2 stimuliert in
vitro die Proteoglycan-Synthese, die Kollagen Typ II- und Aggrecan-Expression ohne die
Zellproliferation, die Kollagen X-Synthese oder die Osteocalcin-Synthese zu beeinflussen.

Die Hypertrophie der Chondrozyten unter in vitro-Bedingungen kann durch Zusatz von
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BMP-7 zum Zellkulturmedium verhindert werden [109]. BMP-2 bewirkt in osteochondralen
Defekten eine Verbesserung der Neuformierung des Gewebes [131, 132]. Neben der
Beeinflussung reparativer Vorgange sind BMP’s aber auch an der Neogenese
unterschiedlicher Gewebe beteiligt. Unterschiedliche BMP-abhéngige Signalmediatoren
(Smad’s) regulieren die Osteo- und Chondrogenese. Hierbei erkannten Gross et al. [41],
dass die BMP-abhéngige Chondrogenese die FGF-abhangige Signalvermittlung involviert.
Insbesondere konnten sie zeigen, dass BMP-2 in murinen fibroblastoiden
mesenchymalen Vorlauferzellen direkt den FGF-Rezeptor 3 (FGFR3) induziert, wahrend
FGFR2 erst spater hochreguliert wird. Die Aktivierung von FGFR3 ist jedoch zur Induktion
der Chondrogenese ausreichend [41].

Diese zunehmenden neuen Erkenntnisse zur Chondrozyten-Funktion und zum
Mechanismus der molekularen Ablaufe dieser Prozesse bedingen zwangslaufig ein
verbessertes Verstandnis der Entstehung und des Ablaufes der Arthrose. Gleichzeitig
lassen sich auch Ansatze zur Entwickung neuer bzw. zur Optimierung bekannter

therapeutischer Verfahren ableiten.

4.2 Modulation der Chondrozytenfunktion

Insgesamt gesehen sind aber die Regulationsvorgénge bei der Steuerung der zellularen
Prozesse und der spezifischen Stoffwechselleistungen von Chondrozyten sowohl unter
physiologischen Bedingungen wie auch bei der Entstehung und dem Ablauf der Arthrose
zwar als sehr komplex erkannt, konnen jedoch auf Grund der unvollstandigen Kenntnisse
noch nicht umfassend beurteilt werden. Wesentlich ist dabei die Anwendung von neuen
Ergebnissen der biologisch-medizinischen Grundlagenforschung oder von daraus
resultierenden Erkenntnissen bei anderen Fragestellungen. Bisher wenig bertcksichtigt
fir die Entstehung und die Progredienz der Arthrose und ihrer struktur-funktionellen
Bedingungen sind die elektrophysiologischen Ablaufe und Veranderungen der
Chondrozyten-Zellmembran. Ebenso weitgehend unbekannt sind die aus der Modulation
elektrophysiologischer Bedingungen resultierenden intrazellularen Veranderungen oder
der spezifischen Stoffwechselleistungen humaner Chondrozyten.

Andererseits liegen Untersuchungen an unterschiedlichen Zellsystemen vor, welche
zeigen, dass durch die Aktivitdt von lonenkandlen der Zellmembran verschiedene
zellulare Vorgange beeinflusst bzw. gezielt reguliert werden kdénnen [48, 160, 164]. Das
betrifft auch einen Zusammenhang der K -Kanalaktivitat und der Mitogenese bzw. der
Proliferation bei verschiedenen Tumorzellpopulationen [26, 43, 71, 81, 98] oder die

Konzentration der freien intrazellularen Ca?* -Konzentration und die Proliferation bzw.
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Entdifferenzierung bei humanen Keratinozyten [160, 164]. Die vorliegenden Ergebnisse
zur Untersuchung des zellularen Membranpotentials und dessen Beeinflussung dirch
lonenkanalmodulatoren belegen, dass sowohl die Proliferation als auch spezifische
Stoffwechselleistungen humaner Chondrozyten durch die elektrophysiologischen
Bedingungen beeinflusst oder auch durch Modulation dieser Bedingungen gezielt

verandert werden kdnnen.

4.2.1 Bedeutung des Membranpotentials

Ein Ruhemembranpotential ist an der Zellmembran aller lebenden Zellsysteme
vorhanden. Das Vorhandensein von aktiven und passiven lonentransportsystemen an der
Zellmembran ist wesentliche Voraussetzung fur das Entstehen und Aufrechterhalten des
Ruhemembranpotentials [48, 127]. Unter physiologischen Bedingungen kdnnen an der
Zellmembran humaner Chondrozyten keine Aktionspotentiale ausgeldst werden. Sie
gehdren deshalb zur Gruppe der nicht-erregbaren Zellen.

Abb. 37: Schematische Darstellung der wesentlichen Ursachen fir die Entstehung
des Membranpotentials. Nach Schmidt und Thews [127]
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An der Zellmembran lebender Zellen sind verschiedene Transportsysteme lokalisiert.
Eines der bekanntesten und wohl auch wichtigsten aktiven Transportsysteme ist die
Natrium-Kalium-Pumpe, welche unter Verbrauch von ATP einen Natriumausstrom und
einen Kaliumeinstrom bewirkt und damit die Ungleichverteilung der lonen fordert. Dadurch
entsteht fur die Kaliumionen ein groBes Konzentrationsgefélle.  Dieses
Konzentrationsgeféalle wird auch als chemischer Gradient bezeichnet. Der chemische
Gradient bewirkt auf Grund der guten Leitfahigkeit der Zellmembran fir Kaliumionen einen
Kaliumionenausstrom aus der Zelle. Dieser Kaliumionenausstrom wird nun durch das
steigende elektrische Potential bzw. den steigenden elektrischen Gradienten gehemmt.
Es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem chemischen und elektrischen Gradienten
ein [127] (Abb. 37).

Die Membran vieler Zellen besitzt auch eine gute Leitfahigkeit fur CI-lonen. Die CI
Konzentration im Intra- und Extrazellularraum folgt langfristig dem elektrochemischen
Gradienten Uber der Zellmembran und damit dem Membranpotential, wenn CI-lonen nicht
aktiv durch die Zellmembran transportiert werden. Kurzzeitigen Anderungen des
Membranpotentials wirken die CI-Strome entgegen. Sie sind also auch wesentlich an der

Stabilisierung des Membranpotentials beteiligt [127].

Wir haben an humanen Chondrozyten den Nachweis und das Verhalten des
Membranpotentials unter dem Einfluss verschiedener Ionenkanalmodulatoren
durchflusszytometrisch untersucht (vgl. S 32 ff). Bei dem Membranpotential handelt es
sich um ein Gleichgewichtspotential, welches von den Gleichgewichtspotentialen der
einzelnen beteiligten lonen abhéngig ist. Die Berechnung des Membranpotentials erfolgt

nach der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung:

RXT P.xK"2+P ., xNa'a+P. >xCl;
— >4n K Na Cl
F P. xK "+ P.: xNa'*i + P,. xCl 4

E = Membranpotential F = Faraday-Konstante
R = Gaskonstante P = konzentrationsunabhangige Permeabilitat
T = Temperatur in Kelvin i/ a =intra- bzw. extrazellulare lonenkonzentration

Mit Hilfe der NERNST-schen Gleichung [127] kann das Gleichgewichtspotential fur die
einzelnen beteiligten lonen bei Kenntnis der intra- und extrazellularen lonenkonzentration

berechnet werden (vgl. S. 32 ff).
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Als Mal3 fir das Membranpotential diente der Nachweis der Fluoreszenzintensitat des
Farbstoffes Oxonol VI. Dieser akkumuliert in depolarisierten Zellen. Mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Oxonol VI konnte nachgewiesen werden, dass verschiedene
lonenkanalmodulatoren konzentrationsabhangig das Membranpotential der Chondrozyten
beeinflussen. Fur verschiedene Bis-Oxonole wurden lineare Zusammenhange zwischen
der Fluoreszenzintensitat und entsprechenden Membranpotentialveranderungen gezeigt
[129]. Sie werden deshalb héaufig fur elektrophysiologische Untersuchungen am
Durchflusszytometer eingesetzt. Im Vergleich zur Patch clamp Technik besteht bei dieser
Methode der Vorteil, dass sie apparativ weniger aufwendig, aber die Variabilitdt der
Ergebnisse dafiir groRer ist. Ursache hierfir ist, dass das Durchflusszytometer statt der
Konzentration der fluoreszierenden Molekile die Gesamtmenge des Farbstoffes in der
Zelle misst. Das Signal wird demzufolge bei sehr heterogenen Populationen stark von der
ZellgrofRe und —form beeinflusst, da groRere Zellen auch vermehrt Farbstoff aufnehmen
kénnen [129]. Weiterhin kann die Anzahl hydrophober Bindungsstellen, an die sich
Oxonole anlagern, von Zelle zu Zelle stark variieren. Auch die verwendete
Farbstoffkonzentration hat Einfluss auf die Messergebnisse [129]. Werden zu hohe
Konzentrationen verwandt, sind alle Bindungsstellen besetzt und eine Depolarisation hat
keinen Einfluss auf die Fluoreszenzintensitat [133]. Haufig stof3t die Flowzytometrie bei
elektrophysiologischen Fragestellungen auch deshalb an ihre Grenzen, da der
Fluoreszenzfarbstoff die hydrophile Phase verlassen und die hydrophoben
Bindungsstellen erreichen muf3 und somit nur solche Membranpotentialanderungen, die
Uber einen Zeitraum von Sekunden oder Minuten erfolgen, detektiert werden kénnen.
Kaliumstrome sind wesentlich an der Entstehung und Aufrechterhaltung des
Membranpotentials einer Zelle beteiligt. Der K-Transport erfolgt hierbei tber einwarts
gleichgerichtete, spannungsabhangige, calziumaktivierte oder ATP-sensitive K*-Kanale.
Long und Mitarbeiter [75] wiesen bei Hiihner-Chondrozyten einen Ca”*-aktivierten
Kaliumionenkanal nach, der sich durch TEA bzw. durch Ba*" blockieren laRt und durch
eine katalytische Untereinheit der Proteinkinase A aktiviert werden kann. Martina et al.
[80] gelang es, bei Schweine-Chondrozyten einen K'-Kanal zu identifizieren, welcher
durch Dehnung aktiviert werden kann. Um einen Uberblick tber die Kaliumkanal-
Expression und deren Bedeutung flr den humanen Chondrozyten zu gewinnen, wurden
die elektrophysiologischen Untersuchungen mit dem unspezifischen K-Kanalblocker 4
AP durchgefiihrt. Dieser blockiert spannungsabhangige K - Kanale [168] und fihrte in
einer Konzentration von 1,0 und 2,0 mmol/l zu einer Hyperpolarisation an der
Zellmembran arthrotischer Chondrozyten. Von Endothelzellen ist bekannt, dass
calziumaktivierte K'-Kanéle existieren, welche bei einem Anstieg der intrazellularen Ca™-
Konzentration eine erhohte Offnungswahrscheinlichkeit aufweisen und damit eine
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Hyperpolarisation der Zellmembran auslésen [50, 129]. Die Einteilung der Kanéle erfolgt
in Kanale mit hoher (BKc,), mittlerer (IKc,) und geringer (SKc.) Leitfahigkeit. Ob die bei
Chondrozyten durch 4-AP ausgeldste Hyperpolarisation durch Blockade dieser calcium-
aktivierten K*-Kanale erfolgt, lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht
beantworten. Noulin et al. [102] konnten nachweisen, dass K' - Kanile neben der
Steuerung des Membranpotentials auch bei der Volumenregulation der Zelle eine
entscheidende Rolle spielen. Diese Eigenschaft ist fir die Regulation von Apoptose-
Prozessen von Bedeutung.
Neben K'-Kanalen spielen auch Anionenkanéle eine wichtige Rolle bei der Regulation
des Membranpotentials. Auswartsgerichtete CI-Kandle sind wesentlich fur die
Volumenregulation der Zelle verantwortlich. Kommt es zu einer Volumenzunahme der
Zelle, werden diese so genannten Volumen-regulierenden Anionenkandle (VRAC)
aktiviert [150]. Andererseits werden diese Kandle auch bei Abnahme des intrazellularen
pH-Wertes aktiviert. Das lasst vermuten, dass diese Kanéle auch an der Steuerung des
intrazellularen pH-Wertes beteiligt sind. Unter physiologischen Bedingungen werden
durch diese VRAC hauptsachlich CI-lonen transportiert.
Tsuga et al. [146] fanden, dass die Zellmembran von Kaninchen-Chondrozyten durch die
Blockade von Cl- und Anionen-Kanalen mittel SITS depolarisiert wird, aber eine Anderung
der extrazellularen  Kaliumionenkonzentration nicht zur  Verschiebung des
Membranpotentials flhrt. Sie schlossen daraus, dass das Membranpotential wesentlich
durch die Chloridleitfahigkeit beeinflusst wird.
VRAC-Kanale sind neben CI' aber auch fiir weitere Anionen, wie z.B. Gluconat, Aspartat,
Glutamat permeabel. Die Inaktivierung des Kanals erfolgt insbesondere bei einem
positiven Membranpotential und kann durch einen sauren extrazellularen pH-Wert sowie
eine Erhdhung der Mg**-lonenkonzentration in der AuRenldsung beschleunigt werden
[150]. Klassische Crl-Kanalblocker, wie z.B. DIDS und SITS, blockieren VRAC-Kanéle,
wobei der Effekt durch eine Verringerung des auf3eren pH-Wertes bzw. eine Positivierung
des  Membranpotentials  verstarkt  werden  kann.  Eine Inhibierung  des
schwellungsaktivierten CI-Stromes geht mit einer Stérung von zellularen Prozessen
einher [121] und fihrt z.T. zu einer vermehrten Aktivierung von Kaliumkanélen, die eine
starke Hyperpolarisation der Membran auslésen und somit einen vermehrten
Calciumeinstrom induzieren. Nilius et al. [99] schlossen daraus, dass Uber eine Blockade
der CI-Kanéle der Einstrom von Ca*-lonen und somit die Ca’*-Signalisierung beeinflusst
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten diese Hypothese nur bedingt untermauern,
da die Zugabe von SITS bei Chondrozyten zu einer Hyperpolarisation an der
Zellmembran fuhrt. Kommt es als Reaktion auf die Blockade des CI Auswartsstromes zu
einer verstarkten K'-Kanalaktivitat, ist eine Hyperpolarisation der Zellmembran und damit
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ein verstarkter Ca’*-Einstrom zu erwarten. Dieser bewirkt letztlich eine Zunahme der
positiven Ladungen an der Innenseite der Zellmembran und damit eine steigende
Permeation von Oxonol VI in das Zellinnere. Andererseits konnte die durch Blockade der
VRAC ausgeltste unkontrollierte Schwellung der Zelle zu einer Ruptur der Zellmembran
fihren [103]. Dadurch kommt es zur Abnahme des intrazellular messbaren
Fluoreszenzfarbstoffes.
Neben den K'- und CI -Strémen haben auch Natriumionen Einfluss auf das
Membranpotential der Zelle. Der lonentransport erfolgt dabei vor allem Uber
spannungsabhangige Na*-Kanale, welche durch Lidocain wirksam blockiert werden. Von
Endothelzellen ist jedoch bekannt, dass mindestens 50% dieser Kanale bei normalem
Membranpotential inaktiviert sind [129]. In Chondrozyten wurden auf3erordentlich hohe
extrazellulare Na'-Konzentrationen nachgewiesen [144, 145]. Diese dienten dem
Ladungsausgleich der negativ geladenen Glycosaminglycane, welche als ein wesentlicher
Baustein der extrazellularen Knorpelmatrix anzusehen snd [85]. Die lonenhoméostase
zwischen intra- und extrazellularem Raum wird durch die sogenannten epithelialen Na'-
Kanale vermittelt. Sugimoto et al. [139] beschrieben bei Kaninchen-Chondrozyten
spezifische lonenkandle sowohl fur Natrium-, Kalium- als auch fur Chloridionen. Diese
lonenkanéle lieBen sich durch die ionenkanalspezifischen Blocker Tetrodotoxin (TTX),
Tetraethylammonium (TEA), 4-AP und SITS blockieren.
Im arthrotischen Knorpel werden die Na* -Kanale vermindert exprimiert, da durch die
vorausgegangene mechanische Beanspruchung die extrazellulare lonenkonzentration
verandert wurde [144, 145]. Fur die hier dargestellten Ergebnisse wurden
Untersuchungen an humanen Chondrozyten aus arthrotischem Knorpelgewebe
durchgefihrt. Es ist somit davon auszugehen, dass bei den untersuchten Zellen eine
verminderte Expression der epithelialen Na'-Kanale vorlag. Trotz dieser verminderten
Kanalexpression fiihrte Lidocain zu einer Depolarisation an der Zellmembran der
Chondrozyten.
Eine Vielzahl von zellularen Prozessen werden durch Steuerung der intrazelluldren Ca**-
Konzentration reguliert. Bei verschiedenen Zellsystemen ist die Hauptaufgabe zahlreicher
lonenkanédle die Regulation der zytosolischen Ca**-Konzentration [95]. Das
Membranpotential spielt als Modulator des Ca’* -Einstroms eine entscheidende Rolle.
Unter  Beriicksichtigung dieser Gesichtspunkte  wurden die Effekte des
Calziumantagonisten Verapamil auf humane Chondrozyten untersucht. Verapamil
blockiert vorwiegend spannungsabhangige Ca>* -Kanale vom L-Typ. Eine Inhibierung des
Cca’* - Einstroms verhindert somit eine Depolarisation an der Zellmembran, so dass der
Fluoreszenzfarbstoff im Extrazellularraum verbleibt. An der Ze llmembran der untersuchten
Chondrozyten kam es unter dem Einfluss von Verapamil in einer Konzentration von
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0,25 mmol/l zu der zu erwartenden Hyperpolarisation. Nach Zugabe von 0,5 mmol/l
Verapamil waren keine Anderungen des Membranpotentials nachzuweisen. Spétere
Untersuchungen zeigten, dass bei diesen Verapamil-Konzentrationen bereits
spatapoptotisch-nekrotische Prozesse ablaufen. Zellen, die nekrotisch sind, weisen u.a.
auch Zellmembrandefekte auf, so dass keine intrazellulare Ansammlung von Farbstoffen
durchflusszytometrisch nachzuweisen ist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
Verapamil neben der oben beschriebenen Blockade der Ca’* - Kanale zusatzlich auch K-
und Na'-Kanale inhibiert [34, 122, 129, 149]. Inwiefern die Blockade der K - Kanale in
Zusammenhang mit der durch Verapamil verursachten Hyperpolarisation der
Zellmembran bei Chondrozyten steht, konnte nicht geklart werden. Diesbeztiglich kénnte
eine Bestimmung der intrazellularen Ca®* - Konzentration differenziertere Aussagen zum
Wirkmechanismus des Verapamils liefern [143].

4.2.2 Regulation der Chondrozytenproliferation

Hyaliner Gelenkknorpel ist ein Gewebe mit ausgesprochen geringer proliferativer Tendenz
[68, 114, 161]. Dies spiegelt sich auch in den Untersuchungen zur
Zellzyklusphasenverteilung humaner Chondrozyten wieder (vgl. S. 37 f). Hier befinden
sich 95% der untersuchten Zellen in GO/G1. Lediglich 1% der Zellen konnten in der S
Phase und 4 % in der G2/M-Phase lokalisiert werden (vgl. Abb. 11).

Wie jede postmitotische Zelle hat auch der postmitotische Chondrozyt unterschiedliche
Madglichkeiten der Entwicklung. In der Dichophase wird entschieden, ob die Zelle weiterhin
der Wachstumsfraktion zugeordnet wird oder als postmitotische Zelle die Differenzierung
einleitet und damit spezifischen Stoffwechselleistungen zur Verfiigung steht [31, 36, 51,
138]. Dann aktiviert die Zelle Stoffwechselwege, deren Ergebnis die Synthese von
Matrixbausteine des hyalinen Knorpels ist. Ist die Differenzierung der Chondrozyten
fortgeschritten, ist eine Wiederaufnahme der DNA-Synthese und der Zellteilung nicht
mehr moglich. Diese Zellen haben die Fahigkeit zur Proliferation endgtiltig verloren.

Als weitere Entwicklungsmaoglichkeit kénnen postmitotische Zellen in einen Ruhezustand
Ubergehen. Aus dieser GO-Phase sind die Zellen bei Bedarf ,reaktivierbar® um entweder
fur die Zellproliferation oder fir die weitere Differenzierung genutzt zu werden. Diese GO-
Phase wird vor allem von Zellen schnell proliferierender Gewebe genutzt. So befinden
sich beispielsweise ca. 60% der Keratinozyten in der gesunden Epidermis in dieser GO-
Phase [35].

Neben Differenzierung und Ruhephase koénnen die postmitotischen Zellen auch wieder in
den Zellzyklus einmiinden, also proliferieren. Dann durchlaufen sie die G1-, S- und G2-

Phase des Zellzyklus und teilen sich in der Mitosephase. Als Ergebnis entstehen zwei
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Tochterzellen, die als postmitotische Zellen wiederum differenzieren, proliferieren oder in
einen Ruhezustand gelangen (Abb. 38).

Die Entwicklung postmitotischer Zellen erfolgt jedoch nicht rein zufallig. Die Mechanismen
dieser Steuerung sind insbesondere bei humanen Chondrozyten nicht vollstandig
aufgeklart. Bekanntlich sind verschiedene Steuerproteine (z.B. p53, bcl2),
Gewebshormone und Zytokine an der Steuerung der Proliferation und der
Syntheseleistungen von Chondrozyten beteiligt [25, 42, 87, 108]. Durch das Protein p53
werden Zellen in der G;-Phase (G,o) arretiert. Damit besteht auch langer die Mdglichkeit,
Schéaden an der DNA zu reparieren oder eine Apoptose auszuldosen [38, 77]. Bei
Keratinozyten ist bekannt, dass auf Grund von proliferativen Reizen die Konzentration von
p53 sinkt. Dadurch wird der Arretierungsmechanismus aufgehoben und es treten in sehr
kurzer Zeit vergleichsweise viele Zellen in die Mitosephase ein und teilen sich [77]. Diese
Tochterzellen stehen anschlieend z.B. fur die Reparatur von Defekten bei Verletzungen
zur Verfugung.

Gewebshormone bewirken in der G;- und G,-Phase ein Ubertreten von Zellen in
Ruhezustande, die als Go-bzw. Gq-Phase bezeichnet werden (Abb. 38). Aus diesen
Ruhezustéanden konnen die Zellen durch unterschiedliche proliferative Reize wieder in
den Zellzyklus einmiinden.

Bei Chondrozyten ist eine Vielzahl von Regulatoren insbesondere der Syntheseleistungen
bekannt. An dieser Stelle sei auf die bereits oben beschriebenen Funktionen vielfaltiger
Substanzen MMP’s, TIMP's, IGF-1, Interleukine, TNF-a etc. verwiesen. Stdrungen dieser
sehr komplexen, im Detail nicht vollstdndig (berschaubaren Steuerungs- bzw.
Regulierungsprozesse der Chondrozytenproliferation und - funktion kdnnen als Ursachen

fur eine frihzeitige Knorpeldegradation gesehen werden.
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Abb. 38: Zellzyklus der Proliferation und Differenzierung humaner Zellen
(modifiziert nach Bullough [19])
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Bei verschienden Zellsystemen wurde nachgewiesen, dass die Proliferationssteigerung
durch Modulation der lonenkanalaktivitat auf einen Ubertritt von Zellen aus der GO-Phase
des Zellzyklus in die G1-Phase zurickzufiihren ist [77, 160]. Daneben gilt als
wahrscheinlich, dass zusatzlich die Arretierung von Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
teilweise aufgehoben wird [77, 160]. Als Ergebnis dieser Vorgdnge werden vermehrt
Zellen in den Zellzyklus eingeschleust, d.h. die Proliferationssteigerung wird durch eine
prozentuale Verschiebung von Zellen innerhalb der Zellzyklusphasen erzielt, also durch
Veranderung der Regulation im Ablauf der Zellproliferation. Da sich die untersuchten
humanen Chondrozyten tberwiegend (ca. 95%) in der GO/G1-Phase befanden (vgl. Abb.
11), ist eine Proliferationssteigerung durch vermehrtes Ubertreten von Zellen aus GO in
G1 bzw. von G1 in S durchaus nahe liegend. Zusammenhénge dieser Art sind aber

sowohl bei humanen als auch bei nicht-humanen Chondrozyten bisher nicht vollstdndig
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geklart, allerdings ist auf Grund von experimentellen Ergebnissen an anderen
Zellsystemen ein Zusammenhang zwischen lonenkanalaktivitat und Mitogenese zu
vermuten [26, 43, 71, 81, 98].
Bei verschiedenen Zellsystemen konnte nachgewiesen werden, dass die Regulation des
komplizierten und komplexen Prozesses der Zellproliferation wesentlich Uber die
cytosolische Calziumkonzentration erfolgt. Hierbei fiihrt eine Inhibierung des Ca’*-
Einstroms zur Hemmung des Zellwachstums. Fir den Calciumantagonisten Verapamil
konnten in unterschiedlichen Zellsystemen antiproliferative Effekte nachgewiesen werden.
Ursache hierfir ist offensichtlich eine Arretierung der Zellen in GO/G1 [129]. Neben der
Blockade der Ca**-Kanéle vom L-Typ wird vermutet, dass auch andere Mechanismen fiir
die antiproliferative Wirkung von Verapamil verantwortlich sind. Hoffman et al. [49]
postulierten, dass die durch Verapamil erzielten Effekte auf einer Hemmung der
Proteinkinase C beruhen, welche fir die Regulation des Zellwachstums bedeutsam ist.
Bei humanen Chondrozyten erfolgte durch Verapamil eine Hemmung der DNA-
Syntheserate (vgl. S. 41). Da in diesem Konzentrationsbereich jedoch auch eine
Abnahme der vitalen Zellpopulation zu verzeichnen war, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die antiproliferative Wirkung des Verapamils unspezifische zytotoxische
Effekte widerspiegelt.
Im Verlaufe des Zellzyklus kommt es zu einem rezidivierenden Anschwellen der Zelle. Die
Volumenhomoostase wird hierbei durch eine Efflux von CI Uber volumenregulierte
Anionenkanéle aufrechterhalten. Diese VRAC — Kanale sind somit fiir die Regulation der
Proliferation von entscheidender Bedeutung. Bei verschiedenen Zellsystemen wurden
bereits antiproliferative Effekte durch Hemmung der VRAC nachgewiesen [130, 147, 151,
167]. In diesem Zusammenhang wird vermutet, dass die volumenbedingten
Membranveranderungen die Organisation des Zytoskeletts verandern und so die Aktivitat
von Proteinen, die an an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, beeinflussen [121].
Des Weiteren wird angenommen, dass diese Proteine in zwei verschiedenen
Modifikationen vorliegen und bei Volumenzunahme von einem aktivierten in einen
Ruhezustand Ubergehen. Bei Muskelzellen wurde eine starke Verminderung der CI-
Auswartsstrome beim Ubergang von der Proliferations- in die Differenzierungsphase
nachgewiesen [152]. Shenetal. [135] wiesen nach, dass die Aktivitit der
volumenregulierten Anionenkanale bei Arretierung der Zellen in der GO/G1-Phase deutlich
abnimmt und bei Wiedereintritt in den Zellzyklus erneut ansteigt. Sie zeigten ebenfalls,
dass nach Applikation eines VRAC-Blockers die Zellen in der GO/G1-Phase arretiert
werden und schlussfolgerten daraus, dass dieser lonenkanaltyp an der Kontrolle des
Uberganges von der G1- in die S-Phase beteiligt ist. Die Tatsache, dass eine Zelle beim
Eintritt in die SPhase verstarkt Aminosauren und metabolische Substrate, welche u.a.
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auch Uber die VRAC-Kandle transportiert werden, aufnimmt, untermauert diese
Hypothese zusatzlich. Desweiteren wird vermutet, dass die Zellzyklusrate ihr Maximum
bei einem schwach sauren, intrazellularen pH-Wert erreicht und die volumenregulierten
Anionenkanéle die Proliferation auch Uber eine Regulation des pH-Wertes beeinflussen
[129]. Eine Blockade der VRAC-Kandle induziert die Erhdhung des intrazellularen pH-
Wertes [124]. Andererseits fuhrte bei Astrozyten eine Alkalisation des Zytoplasmas zur
Proliferationshemmung [107].

Humane Chondrozyten zeigen unter dem Einfluss des Anionenkanalblockers SITS eine
kurzzeitige Zunahme der DNA-Syntheserate. Nach langerer Inkubationszeit ist eine
Hemmung des 3H-Thymidineinbaus nachweisbar. Diese Ergebnisse sind somit mit den
oben dargestellten Ergebnissen anderer Studien nur teilweise in Einklang zu bringen.
Andererseits ist bekannt, dass VRAC-Kanalblocker bei anderen Zellsystemen erst nach
Zusatz hoherer Konzentrationen zur Proliferationshemmung fuhren [129]. Die Vitalitat der
humanen Chondrozyten wurde durch die Zugabe des lonenkanalblockers in diesem
Konzentrationsbereich nicht beeintrachtigt, so dass Veradnderungen des Zellwachstums

aufgrund unspezifischer zytotoxischer Effekte ausgeschlossen werden kénnen.

Ein Zusammenhang von Proliferation und K'-Kanalaktivitat ist bereits bei verschiedenen
Zellsystemen nachgewiesen worden. So bestatigte sich der Einfluss der
Kaliumionenkanalaktivitdt auf die Mitogenese erstmals 1990 bei Untersuchungen an
Schwannschen Zellen und B-Lymphozyten [26]. Untersuchungen an vielen anderen nicht-
erregbaren Zellen (z.B. Melanomzellen [98], Astrozytom- und Neuroblastomzellen [71]
aber auch an Maus- und humanen Keratinozyten [43, 81]) haben ergeben, dass die
Aktivitdt von Kaliumionenkanalen vermutlich auch bei diesen Zellen einen Einfluss auf die
Proliferation hat. Die Kaliumionenkanal6ffner Mioxidil und Diazoxid bewirken an in vitro
kultivierten Maus-Keratinozyten und Maus-Haarfollikelkulturen eine Stimulation der DNA-
Synthese [43]. Die Blockierung der Kaliumionenkanale durch TEA oder 4Aminopyridin
fuhrt zu einer Hemmung der B-Zellproliferation [7]. Bei Melanomzellen nimmt die DNA-
Syntheseleistung durch Blockierung der Kaliumionenkanale unter TEA bzw. cAMP
ebenfalls ab [47, 72, 97, 100]. Kaliumkanéle steuern scheinbar aber auch die zellulare
Aufnahme und Abgabe bestimmter Substanzen. So induzieren kaliumkanalblockierende
Medikamente nachweislich bei Mastzellen die Histaminfreisetzung sowie die Aufnahme
von Calcium in die Mastzelle [30].

Chondrozyten zeigten unter dem Einfluss des K’ -Kanalblockers 4-AP ein grundsatzlich
ahnliches Verhalten, jedoch mit deutlichen Abweichungen im Ablauf der Reaktion. So war
nach prolongierter Inkubationszeit mit 4-AP wie bei anderen Zellsystemen eine
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Proliferationshemmung zu beobachten, der allerdings eine Phase gesteigerter DNA-
Synthese voraus ging (vgl. Abb. 13)

Im Knorpelgewebe haben epitheliale Na'-Kanale eine besondere Funktion. Trujillo et al.
[144, 145] konnten nachweisen, dass Chondrozyten aus hyalinem Knorpel Uber
besonders viele Na'-Kanale verfligen. Diese werden zum Ladungsausgleich fiir negativ
geladene Glukosaminglycane benétigt [86]. An nicht-humanen Chondrozyten wurden
bereits Na'-Kanale nachgewiesen, welche beispielsweise durch Tetrodotoxin (TTX)
blockiert werden konnten [144, 145]. In arthrotisch ver&ndertem Knorpelgewebe werden
Na" -Kanadle vermindert exprimiert. Dies wird auf die durch die mechanische
Beanspruchung des Knorpels verdnderte extrazellulare lonenkonzentration zurtickgefuhrt.
[144, 145]. Ob diese Reduktion von Na*-Kanalen tatsachlich primar Folge mechanischer
Beanspruchung ist oder erst sekundar durch verstarkte Reaktion auf exogene und
endogene Reize aufgrund mangelhafter Struktur-Funktion des Knorpels in Erscheinung
tritt, ist derzeit noch nicht geklart.

Bei verschiedenen Zellsystemen wurden Zusammenhange zwischen der Na'-
Kanalaktivitdst und dem Proliferationsverhalten untersucht mit sehr unterschiedlichen
Ergebnissen. Tamoxifen, ein kompetitiver Antagonist des Estrogenrezeptors, wird primar
zur Behandlung von Mamma-Karzinomen eingesetzt. Tamoxifen blockiert aber auch TTX-
sensitive Na'-Kanale und wirkt auf Astrozyten als Proliferationshemmer [136]. Dagegen
bewirkt TTX bei Prostata-Karzinomzellen keine Veranderung der Proliferation. Hier l6st
aber Veratridin, ein Na*-Kanaloffner, eine Abnahme der Proliferation um ca. 30% aus
[[34]. MacFarlane und Sontheimer [79] konnten an Astrozyten zeigen, dass die
Expression verschiedener lonenkandle Zellzyklusphasen-abhangig ist und bei Zellen,
welche in der S-Phase arretiert sind, auf das vierfache ansteigt. Bei Keratinozyten hat die
Blockade der epithelialen Na'-Kanale keinen Einfluss auf die Proliferation, ist aber
wahrscheinlich fur Differenzierungsvorgange bedeutsam [16]. Ebenso zeigte die Gabe
von Lidocain bei B- und T-Lymphozyten keine Verdnderung der Mitogenese [14].
Andererseits ist nach Inkubation mit Bretylium Tosylat, einem Na'-Kanal&ffner, innerhalb
von 24 h nach T-Zellaktivierung eine Hemmung des 3H-Thymidineinbaus nachweisbar
[111].

Humane Chondrozyten verdnderten ihr Proliferationsverhalten unter dem Einfluss des
Na'-Kanalblockers Lidocain in Abhangigkeit von der Inkubationszeit (vgl. Abb. 13).
Nachweislich fiihrt eine Inkubation der Chondrozyten vom 2. bis zum 6. Kulturtag zu einer
signifikanten Zunahme der Proliferation. Wird die Inkubationszeit bis zum 12. Kulturtag
verlangert, wird die Proliferation gehemmt.
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4.2.3 Beeinflussung der Apoptose von Chondrozyten

Hinsichtlich der Regulation der Homdostase eines biologischen Systems sind neben den
Vorgangen der Zellneubildung auch die Prozesse des programmierten Zelltodes von
wesentlicher Bedeutung. Die verschiedenen Moglichkeiten zur Bewertung des
Apoptoseprozesses beruhen auf unterschiedlichen molekularen und morphologischen
Veranderungen im Ablauf dieser Vorgange. Die Flowzytometrie ist ein Verfahren, dass
durch die Bestimmung von mehreren Parametern eine umfassende Charakterisierung der
Apoptose zulasst.

Bekanntlich sind nicht bei jedem Zelltyp und jedem Apoptosereiz alle Apoptosemarker
nachweisbar. Deshalb sollten immer mehrere Messverfahren parallel zum Einsatz
kommen [62, 90, 120, 149]. Fiur die Untersuchungen an humanen Chondrozyten wurden
drei verschiedene Nachweisverfahren apoptotischer Prozesse ausgewahlt. Zuné&chst
wurden Veranderungen von Zellmembranstrukturen nachgewiesen. Im Verlauf der
Apoptose kommt es unter dem Einfluss proapoptotischer Signale zur Translokation des
Aminophospholipids Phosphatidylserin an die AuRRenseite der Zellmembran ohne
Verletzung der Membranintegritat [120, 149]. Daher kann Annexin-V, fir die
Flowzytometrie gekoppelt mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC, Ca**-abhédngig an der
AuR3enseite der Membran binden. Durch gleichzeitige Farbung mit dem DNA-Interkalator
Propidiumjodid (PI) ist parallel die Detektion membrangeschadigter nekrotischer Zellen
moglich [120, 149]. Als ein weiterer Parameter wurde die Expression des mitochondralen
Proteins Apo2.7 bestimmt. Der Nachweis mittels des anti-Apo2.7-Antikérpers dient
ebenfalls der Detektion von Ereignissen im Frihstadium der Apoptose. Zusatzlich werden
jedoch auch spatapoptotisch / nekrotische Zellen miterfasst [120, 149]. Als dritter
Parameter wurde die Aktivierung der Caspase 3 am Zytokeratin 18 untersucht (vgl. S.
24 f). Sie ist charakteristisch fur eine spatere Phase der Apoptose. Dieses Enzym gehort
zur Familie der Cysteinproteasen, die unter Einfluss proapoptotischer Signale eine
effektorische Wirkung entfalten. Die Caspase 3 nimmt dabei eine Schlisselposition ein
[11, 120, 149] und fihrt u.a. durch die Aktivierung einer Endonuklease zu der fur die
Apoptose charakteristschen DNA-Fragmentierung. Synthetisiert als inaktives Proenzym
wird die Caspase durch friihere Prozesse der Aktivierungskaskade in die aktivierte Form
Uberfihrt, die mit Hilfe des anti-aktive-Caspase-3-Antikorpers (FITC-markiert)
nachgewiesen werden kann [11, 120, 149]. Durch die parallele Durchfihrung dieser
Methoden gelingt es, verschiedene durch die Apoptose betroffene Strukturen zu erfassen,
anhand derer eine zeitliche Einordnung des Apoptoseprozesses moglich ist.

Fir uns stellte sich im Zusammenhang mit der Auslosung und des Ablaufes der Prozesse,

die zum Krankheitsbild Arthrose fiihren die Frage, welche Bedeutung die Modulation der
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Wirksamkeit von lonenkanalen auf die Initiierung von Apoptose bzw. nekrotischem Zelltod
bei humanen Chondrozyten hat.

Die intrazellulare Ca**-Konzentration ist fiir die Regulation vieler zellularer Prozesse von
entscheidender Bedeutung. Deshalb wurden die Effekte des  Ca**-Antagonisten
Verapamil, der vorwiegend spannungsabhadngige Ca’*-Kanale vom L-Typ blockiert, auf
humane Chondrozyten untersucht. Dabei ergab sich, dass die Zugabe von Verapamil bei
humanen Chondrozyten unter den genannten Kulturbedingungen deutliche zytotoxische
Effekte auslost (vgl. Kapitel 3.6). Aufgrund der grofRen Streuung der MelRergebnisse
konnte jedoch die Zunahme des rein apoptotischen Anteils um bis zu 25 % im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle nicht statistisch gesichert werden. Dies ist vermutlich auf die
Heterogenitat der Chondrozyten, welche aus Kniegelenken unterschiedlicher Spender
stammten, zurlckzuftihren. Abgesehen von der Zunahme des apoptotischen Anteils der
Zellen spricht auch die signifikante Zunahme des spatapoptotisch / nekrotischen Anteils
und der aktivierten Caspase 3 nach 24 h fur eine stark vorangeschrittene Zellschadigung.
Daraus ist zu folgern, dass bereits vor dem MefRzeitpunkt apoptotische Prozesse
stattgefunden haben. Balakumaran et al. [13] zeigten an Thymozyten, dass Verapamil
bereits nach 1,5 h apoptotische Effekte auslost, die nach 3,5 h ihr Maximum erreichen.
Aufgrund der schellen Apoptoseinduktion durch Verapamil sind Untersuchungen zur
Erfassung dieser apoptotischen Prozesse in kirzeren Zeitabschnitten sinnvoll. Zur
Beurteilung der Zytotoxizitdt der verschiedenen lonenkanalmodulatoren unter dem
Gesichtspunkt eines langerfristigen therapeutischen Einsatzes erfolgten die
Untersuchungen nach 24- bzw. 48-stiindiger Inkubationszeit. Dabei ergab sich, dass die
durch Verapamil bei Chondrozyten ausgeltste Zellschadigung konzentrationsabhéngig ist
und bereits ab Konzentrationen von 100 umol/l nachzuweisen war. Im Gegensatz dazu
fanden Kameda et al. [56], dass Verapamil bei der Lymphozytenzellinie U937 in
Konzentrationen bis zu 100 pmol/l keine zytotoxischen Effekte ausloste. Allerdings
wurden flr diesen Konzentrationsbereich auch Hinweise fir eine Proliferationshemmung
beobachtet [49]. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass mit Verapamil in nichttoxischen
Konzentrationen Apoptose auch gehemmt werden kann [8]. Eine starke Zunahme der
intrazellularen Ca’*-Konzentration fiihrt nachweislich zur Aktivierung von Endonukleasen
und andernen hydrolytischen Enzymen [54].
Insgesamt gesehen ist die Reaktion von verschiedenen humanen Zellsystemen auf den
Ca’*-Kanalblocker Verapamil unterschiedlich. Neben einer zytoprotektiven Wirkung des
Ca’**-Kanalblockers Verapamil werden aber auch die zytotoxischen Wirkungen auf die
Ca’*-Kanalblockade zuriickgefiinrt. Die Folge einer Ca’*-Kanalblockade ist eine
Hemmung des Ca*-Einstromes in die Zelle und senkt somit die intrazellulare Ca’*-
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Konzentration, welche eine Stérung Ca’*-abhangiger Prozesse nach sich zieht. Dies kann
auch zur Induktion der Apoptose filhren [157]. Fir Verapamil konnte neben der Ca*'-
Kanalblockade zusatzlich die Blockierung von K'-Kanalen nachgewiesen werden [34,
122]. Inwiefern die Suppression von K-Stromen in Zusammenhang mit der Auslosung
von Apoptose bei humanen Chondrozyten steht, bleibt bisher unbeantwortet. Um der
Klarung dieser Fragestellung nachzugehen, bietet sich die Messung der intrazellularen

Ca’*-Konzentration an [143].

Fur die Volumenhomoostase einer Zelle sind auswarts gerichtete Cl-Kanale von
entscheidender Bedeutung. Die Aktivierung dieser sogenannten volumenregulierten
Anionenkanale (VRAC) erfolgt bei entsprechender Volumenzunahme der Zelle und
verhindert so ein unkontrolliertes Anschwellen [96]. Im Gegensatz dazu verursacht eine
Hemmung dieser VRAC ein unkontrolliertes Anschwellen der Zelle. Dies geht mit der
Stoérung verschiedener zelluldrer Prozesse einher [121].

Die Modulation der Wirksamkeit von CI -Kanalen bei humanen Chondrozyten wurde mit
dem bekannten CI -Kanalblocker SITS untersucht. Unter Einsatz von SITS an humanen
Chondrozyten konnte nur eine geringe Reduktion der Anzahl vitaler Zellen bei erhdhten
Wirkstoffkonzentrationen und nach prolongierter Anwendungszeit beobachtet werden, die
anhand der Annexin V / Propidiumjodid-Bestimmung vorwiegend als nekrotische Effekte
erklart werden konnten (vgl. Kapitel 3.6). Kokubun et al. [61] beobachteten bei glatten
Gefallmuskelzellen eine vollstandige Kanalblockade durch SITS bei einer Konzentration
von 1 mmol/l. Diese Ergebnisse legen einen Zusammenhang von CI -Kanalblockade und
Zellschaddigung nahe, wobei die ausbleibende Caspase 3-Aktivierung bei unseren
Untersuchungen daraufhin deutet, dass die nekrotischen Zellen nicht aus einer zuvor
induzierten Apoptose hervorgehen und somit diese Form des Zelltodes unter SITS-
Einfluss vermutlich keine entscheidene Bedeutung hat. Die von Okada et al. [104]
gemachte Beobachtung, dass eine Volumenvergrof3erung zur Ruptur der Zelle und damit
zur Nekrose fuhrt, unterstitzt diese Hypothese. Eine Blockade von CI -Kanélen bewirkt
aber auch eine Steigerung der intrazelluldaren Ca**-Konzentration [96] sowie eine
vermehrte Aktivierung von K'-Kanalen, um die Regulierung des Zellvolumens zu
gewahrleisten. Folge dessen ist eine Hyperpolarisierung der Zellmembran, die durch die
Zelle mit einem gesteigerten Calciumeinstrom beantwortet wird. Eine erhdhte Ca*'-
Konzentration kann dann ihrerseits neben der Apoptose auch nekrotische Prozesse
induzieren [169]. Welche Form der Zellschadigung auftritt, hangt dabei vom Mald der
Ca’*-Konzentrationserhéhung ab.
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Die Volumenhomoostase wird neben den auswarts gerichteten CI-Kanalen auch tber K*-
Kandle gesteuert. Bei humanen Chondrozyten wird durch  Blockierung
spannungsabhangiger K*-Kanale mit 4-AP konzentrationsabhéngig eine Apoptose
induziert (vgl. Kapitel 3.6). Die Tatsache, dass der Anteil Annexin-V-FITC positiver Zellen
im Vergleich zu den Plkpositiven Zellen vermindert war, deutet auf eine frihe
Apoptoseinduktion hin, die deutlich vor dem Zeitpunkt der Messung stattgefunden hat. So
befand sich der tGiberwiegende Teil der geschéadigten Zellen bereits im spatapoptotischen
Stadium bzw. im Ubergang zur Nekrose. Der Nachweis der aktivierten Caspase 3
unterstreicht diese Beobachtung. Bei Hepatoblastomzellen liel3 sich bereits nach 16
stundiger Inkubationsdauer von 4-AP in einer Konzentration von 2,5 mmol/l eine Zunahme
des apoptotisches Anteils der Zellpopulation nachweisen [60]. Aufgrund des Ausmalies
der Zellschadigung an humanen Chondrozyten muf3 nach 48 stindiger Inkubation mit 4-
AP in einer Konzentration von 1 mmol/l oder hoher auf eine toxische Reaktion der Zellen

geschlossen werden.

K*-Kanale spielen sowohl bei der Steuerung des Membranpotentials als auch bei der
Volumenregulierung [102] eine entscheidende Rolle. Im Zusammenhang damit wird die
Auslésung von Apoptose unter 4-Aminopyridin-Einfluss gesehen. Durch die Blockade der
K'-Kanale kommt es zum Anstieg der intrazellularen K*-Konzentration. Dies hat eine
Depolarisierung der Zellmembran zur Folge, welche zur Aktivierung von nichtselektiven
Kationenkanalen (NSCC) fiihrt [60]. Uber diese gelangt vermehrt Ca®* in die Zelle. Der
daraus resultierende Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration fiihrt zur Aktivierung
hydrolytischer Enzyme, hat Einfluss auf den Energieverbrauch der Zelle sowie auf die
Zerstbrung des Zytoskeletts [94]. Die Apoptoseinduktion von 4-AP beruht demzufolge auf
der durch K'-Kanalblockade vermittelten Wirkung der intrazelluldren Ca’*-Konzentration.
Eine &ahnliche Vermutung formulierten Okada et al. [104] im Zusammenhang mit der
veranderten Zellvolumenregulierung nach 4-AP-Behandlung. Durch die Suppression der
auswarts gerichteten K*-Strome [21] kommt es im weiteren Verlauf zur osmotischen
Schwellung der Zelle. Die Aktivierung von dehnungsabhéangigen Ca’*-Kanalen fiihrt zum
Einstrom von Ca®" [137] und entsprechend zum Apoptose-induzierenden Anstieg der
intrazelluldren Ca**-Konzentration. Die vorliegenden Ergebnisse lassen keine Aussagen
dariiber zu, welcher Mechanismus der Apoptose in den mit 4-AP behandelten
Chondrozyten zugrunde liegt. Es ist jedoch zu vermuten, dass sowohl die Veranderung
der Volumenregulation als auch des Membranpotentials an der Induktion der Apoptose

bei humanen Chondrozyten beteiligt sind.
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Chondrozyten verfiigen tiber ungewohnlich hohe extrazellulare Na'-Konzentrationen [144,
145], die zum Ladungsausgleich fiir negativierte Glucosaminglycane dienen [86]. Dieses
lonengleichgewicht wird Gber epitheliale Na'-Kanale (ENaC) vermittelt. Es wird
angenommen, dass sie auf Grund einer vorangegangenen mechanischen Beanspruchung
und der damit verbundenen Anderung des lonenmilieus in arthotischem Knorpel
vermindert exprimiert werden [144, 145].

Fur den spannungsabhangigen Na'-Kanalblocker Lidocain konnten an humanen
Chondrozyten nur nach langerer Inkubationszeit zellschadigende Effekte hachgewiesen
werden, die sich in der Erhéhung des Anteils Annexin-V bzw. Pl-positiver Zellen aul3erte.
Allerdings lagen dabei die wirksamen Konzentrationen um bis zu 500-fach hoher als die
von Raley-Susman et al. ermittelten Werte zur Na'-Kanalblockade an Neuronen durch
Lidocain [117]. Da fur unsere Untersuchungen ausschlie3lich humane Chondrozyten aus
arthrotisch verandertem Knorpelgewebe verwandt wurden, ist zu vermuten, dass bei den
untersuchten Chondrozyten eine verminderte Expression der ENaC vorlag und diese in
Zusammenhang mit den geringfugigen Effekten des Lidocain gebracht werden kann. Die
Abnahme der Vitalitstt nach 48 h wird bedingt durch die entsprechend hohen
Konzentrationen und der langen Inkubationszeit, die zusammen letztlich doch eine
Storung zellularer Ablaufe hervorrufen. Es bleibt unklar, ob die vergleichsweise geringe
Toxizitat von Lidocain auf der verminderten Expression der Kanale beruht oder ob der
Funktionszustand der Chondrozyten durch die Na'-Kanalblockade generell nur

geringfuigig beeinflusst wird.
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4.3 Modulation spezifischer Stoffwechselleistungen von Chondrozyten

4.3.1 Modulation der CD44-Expression

Neben der Zellneubildung und dem programmierten Zelltod sind Fragen nach der
Regulation von spezifischen Zellfunktionen von entscheidender Bedeutung fir die
Dynamik eines biologischen Systems. Wesentlich fiir die Funktion des Knorpels sind u.a.
der Gehalt und die Synthese von Hyaluronsaure in ausreichender Menge und Qualitat.
Die Bindung von Hyaluronsaure an der Zelloberflache wird hauptsachlich durch ein
membraninterkalierendes Glykoprotein (80-95 kD), den CD44-Rezeptor, gesteuert. Dieser
Rezeptor wird von Chondrozyten exprimiert [2] und interagiert mit Zytoskelettproteinen, ist
an Vorgangen der Zellinteraktion, der Zellmigration, der Funktion des Immunsystems [17]
und anderen physiologischen Prozessen beteiligt. Fur die Zellinteraktion sind neben CD44
noch RHAMM (Receptor for Hyaluronan-mediated Motility) und ICAM-1 als
Oberflachenrezeptoren von Bedeutung [4].

Der CD44-Rezeptor spielt auch bei verschiedenen Tumoren fir die Regulation von
Wachstum, der Matrixdegratation aber auch fir die Angiogenese eine entscheidene Rolle
[57, 59, 63, 70, 158]. Bei Tumoren konnte insbesondere eine gesteigerte Expression von
CD44v5 und bzw. oder CD44v6 nachgewiesen werden [67-69]. Wahrend der
embryonalen Entwicklung ist CD44 fiir die Morphogenese und Organogenese bedeutsam
[148].

Das Gen dieses Rezeptors ist auf dem Chromosom 11 lokalisiert und besteht aus 20
Exons, von denen immer 10 exprimiert und als CD44H bezeichnet werden. Die anderen
10 kodieren extrazellulare Regionen (genannt v1-v10), die unterschiedliche
Splicevarianten darstellen. Diese Splicevarianten entstehen durch unterschiedliches
SpleiRen der mRNA mit darauffolgender Modifikation durch Glycolyse [67]. CD44-
Isoformen kommen in unterschiedlichen humanen Geweben vor (z.B. Tonsillen,
Schilddriise, Brust, Prostata, Cervix, Osophagus, Epithel, Haut) [63, 158]. Auch an der
Zellmembran humaner Chondrozyten wurde bereits der CD44-Rezeptor nachgewiesen
[2]. Die CD44-Expression der Chondrozyten im hyalinen Knorpelgewebe ist fur die
Aufrechterhaltung der Knorpelhoméostase von entscheidender Bedeutung [23]. Sie ist
wesentliche Voraussetzung fir die Bindung von Hyaluronséaure [52] und ist bei der
Gelenkentwicklung von Bedeutung [28]. Die im Knorpelgewebe gebundene
Hyaluronséure ist in der Lage, die entsprechenden Funktionen als Matrixbaustein zu
erflllen [2].
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So ist bekannt, dass der Schutz der Matrix durch Bindung von Hyaluronsdure an die
CD44-Rezeptoren moglich ist [53, 92]. Des Weiteren wird diskutiert, ob CD44 auch als
Adhéasionsrezeptor fir andere Matrixbausteine (z.B. Kollagene und Fibronectin) fungiert
[125]. Takagi et al. stellten fest, dass der CD44-Rezeptor auch eine wichtige Rolle
wahrend des Ablaufes von Entziindungsprozessen spielt [140]. Auch ist die Zunahme der
CD44-Rezeptorexpression bedeutsam bei der Knorpeldegratation bei der Arthrose und
der rheumatoiden Arthritis [93, 126, 140]. Die Bindung von Hyaluronsaure spezifische
Rezeptoren CD44 und CD54 (ICAM-1) l6st bei Chondrozyten aus arthrotischem Knorpel
anti-apoptotische Effekte aus [73].

Andererseits gibt es Hinweise, dass die durch IL-13, TNF-a oder rheumatoide synoviale
Fibroblasten verursachte Zerstérung der Knorpelmatrix durch Vorbehandlung der
Chondrozyten mit anti-CD44 verringert wird [53, 92]. Eine Verminderung der CD44-
Expression, wie sie auch durch lonenkanalmodulation erzielt werden kann, kénnte somit
auch einen Schutz vor der Degeneration der Knorpelmatrix bewirken [23, 86, 92], ist aber
andererseits nachweislich gleichzeitig auch mit dem Verlust an proteoglykanreicher Matrix
verbunden [53, 92]. Chow et al. [22] konnten nachweisen, dass die katabole Wirkung von
Fibronectin und IL-1a zu einem Anstieg der CD44-H-Expression boviner Chondrozyten
fuhrt. Sie schlussfolgerten daraus, dass Mechanismen, die den Katabolismus von
Chondrozyten beschleunigen, mit einer Steigerung der CD44-Rezeptorexpression

verbunden sind. Ahnliche Zusammenhange konnten Nishida et al. nachweisen [101].

Die vorliegenden Befunde belegen, dass durch gezielte Beeinflussung der Wirksamkeit
von lonenkanélen die CD44-Expression humaner Chondrozyten moduliert werden kann.
So fuhrt die Blockade der oben beschrieben Na*-Kanale mit Lidocain nach 24- und 48-
stundiger Inkubation zu einer Zunahme der CD44-Expression auf 143% bzw. 130%. Die
Zugabe von 4-AP steigert die Expression des Hyaluronsaure-Rezeptors CD44 auf 143%
bzw. 135%. Nach 72 h Inkubationszeit waren diese Effekte nicht mehr nachweisbar. Eine
Blockade der CI -Kanale mit SITS oder die Zugabe des Ca’*-Antagonisten Verapamil
riefen dagegen keine Veradnderungen der CD44-Rezeptorexpression humaner
Chondrozyten bis zu einer Inkubationszeit von 72 h hervor. Anders stellen sich die
Untersuchungsergebnisse nach noch langerer Inkubationszeit dar. Die oben
beschriebenen Veranderungen der CD44-Rezeptorexpression durch 4AP und Lidocain
treten nach kurzer Einwirkungszeit auf, sind jedoch bei prolongierter Einwirkung nicht
mehr nachweisbar. Eine Ca’*-Kanalblockade durch Verapamil bewirkt bei humanen
Chondrozyten am 6. und 12. Kulturtag eine signifkante Abnahme der CD44-Expression

auf bis zu 55% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Bei noch langerer Inkubation
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mit Verapamil zeigten die Chondrozyten keine Verdnderungen der Rezeptorexpression
mehr. Anders verhielten sich die Zellen unter dem Einfluss des CI - Kanalblockers SITS.
Hier zeigten sie sowohl nach 6, 12 und auch nach 18 Kulturtagen eine Verminderung der
CD44-Rezeptorexpression. Unterschiede der Rezeptorexpression an den jeweiligen
Messzeitpunkten waren nicht zu ermitteln, so dass davon auszugehen ist, dass bei
humanen Chondrozyten die CD44-Expression nach Hemmung der Anionenkanéle unter
dem Einfluss von SITS kontinuierlich herabgesetzt ist.

Die durch lonenkanalmodulation an humanen Chondrozyten ausgelésten Veranderungen
der CD44-Expression lassen die Schlussfolgerung zu, dass CD44-vermittelte Prozesse,
wie z.B. Signaltransduktionen und Steuerung von Mechanismen der Zellinteraktion, tber
die Aktivitat von lonenkanéalen reguliert werden. Daraus ergibt sich die Moglichkeit, durch
Steuerung der lonenkanalaktivitdt bei humanen Chondrozyten Uber eine Beeinflussung
der CD44-Rezeptorexpression die Matrixdegeneration des hyalinen Knorpels sowie die
Bindung der Hyaluronsdure im Knorpelgewebe zu beeinflussen. Damit kdnnte ein
therapeutischer Ansatz zur gezielten Behandlung der Funktion der Knorpelmatrix tber die

Steuerung der lonenkanalaktivitdt gegeben sein.

4.3.2 Modulation der Kollagensynthese

Hauptbestandteil des hyalinen Knorpelgewebes ist die so genannte extrazellulare Matrix.
Sie besteht aus einer Reihe unterschiedlicher Polysaccharide und Proteine, die von den
Chondrozyten synthetisiert und exprimiert werden und sich dann in enger Verbindung mit
den Zellen zu einem strukturierten Maschenwerk zusammen lagern. Die Chondrozyten,
welche die Makromolekile der extrazellularen Matrix bilden, tragen auch zu ihrer
Strukturierung bei. Es werden zwei Hauptklassen der extrazellularen Makromolekile
unterschieden, zum einen die Glukosaminglycane, die zu den Polysacchariden gehoéren
und andererseits die Faserproteine [6].

Glucosaminglycane sind unverzweigte Polysaccharidketten, die auf Grund ihrer Sulfat-
und Carboxylgruppen eine starke negative Ladung tragen. Die Glucosaminglycane
werden in vier Hauptgruppen unterteilt: 1. Hyaluronan, 2. Chondroitinsulfat und
Dermatansulfat, 3. Heparansulfan und Heparin und 4. Keratansulfat. Alle
Glucosaminglycane liegen mit Ausnahme von Hyaluronan an Proteinen gebunden vor und
werden als Proteoglycane bezeichnet. Glucosaminglycane wirken anabol auf in vitro
kultivierte Chondrozyten. Kawasaki et al. konnten nachweisen, dass Hyaluronsdure die

Chondrozytenproliferation sowie deren Chondroitinsulfatsynthese steigert [58].
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Wegen der hohen Dichte von negativen Ladungen der Glucosaminglycane zehen sie
eine Wolke osmotisch aktiver Kationen (z.B. Na’) an und saugen so auch groRe
Wassermengen in die extrazelluldre Matrix. Der so entstehende Quelldruck im
Knorpelgewebe, auch Turgor genannt, dient als Widerstand gegenuber den einwirkenden
Druckkraften. Im Gegensatz dazu widerstehen Kollagenfibrillen angreifenden Zugkraften.
Kollagene gehéren zu den Faserproteinen, die neben den Glucosaminglycanen die
zweite Hauptklasse der extrazellularen Makromoleklle bilden. Zu den Faserproteinen
gehoéren Strukturproteine wie Kollagene und Elastin sowie Adhdasionsproteine (z.B.
Fibronectin und Laminin). Kollagene werden als Prokollagene von den jeweiligen
Bindegewebszellen, so auch von Chondrozyten, synthetisiert und exprimiert. Im
extrazelluaren Raum erfolgt durch proteolytische Enzyme die Umwandlung in
Kollagenmolekile, welche sich zu Kollagenfibrillen und schlie3lich zu Kollagenfasern
zusammenlagern [6].
Bei Saugetieren sind Kollagene Hauptbestandteile von Haut und Knochengewebe sowie
mit 25% des Gesamtproteins die am haufigsten vorkommende Proteinklasse.
Charakteristisches Merkmal eines Kollagenmolekiils ist die lange, steife dreistréngige
Helixstruktur, welche von drei Polypeptidketten (so genannte a—Ketten), die sich zu einer
Superhelix umeinander winden, gebildet wird [6].
Im hyalinen Knorpelgewebe sind verschiedene Kollagene (Typ II, IX, XI) nachgewiesen
worden [83]. Auch hier erfolgt die Synthese der Kollagene bzw. Prokollagene durch
Chondrozyten als spezifische Bindegewebszellen. Kollagene sind zusammen mit den
Glucosaminglycanen fir die biomechanische Stabilitatt des Knorpelgewebes
verantwortlich. Schatzungsweise 95% der im Knorpelgewebe vorhanden Kollagene sind
Kollagen Typ Il. Chondrozyten-spezifisch ist die Anderung der Kollagenexpression im
Rahmen der Arthrose, aber auch nach Herauslésen der Zellen aus der extrazellularen
Matrix ex vivo [45, 153] Chondrozyten in initialen Arthrosestadien sind durch eine
gesteigerte Synthese von Kollagen Typ Il und Proteoglycanen gekennzeichnet. Die
fortgeschrittenen Arthrosestadien sind durch einen Verlust der Kollagen II-Synthese und
eine Steigerung der Synthese von Kollagen Typ Ill und Typ VI charakterisiert [153].
Neben der Arthrose fuihrt auch vermehrte statische oder dynamische Belastung des
Knorpelgewebes bzw. der Chondrozyten zu Veranderungen ihrer Syntheseleistungen
[88]. So konnten Ragan et al. [115] zeigen, dass mit zunehmender statischer Belastung in
Abhangigkeit der zeitlichen Dauer der Krafteinwirkung die Synthese von Aggrecan und
Kollagen Typ Il vermindert wird. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte weiterhin nachweisen,
dass im vergleichbaren Versuchsansatz eine dynamische Kompression zur Steigerung
der genannten Bausteine der extrazellularen Matrix fuhrten [116]. In einem anderen
Versuchsmodell, welches kurzzeitige mechanische Druckkrafte von mehr als 20 MPa
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verursacht, wie sie bei Verletzungen von Gelenken vorkommen, konnte gezeigt werden,
dass eine solche Verletzung des Knorpels in Abhangigkeit der einwirkenden Krafte zu
einer Gewebsschwellung, einer Abnahme der Glucosaminglycan-Synthese, steigenden
Nitritkonzentrationen und letztlich auch eine Induktion der Apoptose bewirken [74].

Neben statischer und dynamischer Belastung fluhren auch Veranderungen der
lonenkonzentrationen verschiedener lonen zu Veranderungen der Syntheseleistungen
von Chondrozyten. Flechtenmacher et al. beschrieben, dass bei bestimmten Ca’* und
Zinkionenkonzentratioen die Kollagensynthese von Chondrozyten stimuliert wird ohne die
Proteoglycansynthese oder die Prolifartionsrate der Zellen zu verandern [33]. In diesem
Zusammenhang sind auch die Ergebnisse der Untersuchungen zur Steuerung der
Kollagenexpression humaner Chondrozyten durch Modulation der lonenkanalaktivitat zu
sehen. Es konnte nachgewiesen werden, dass insbesondere die Kollagen Typ Il
Expression durch Veranderung der lonenkanalaktivititen und den damit verbundenen
Verschiebungen des Membranpotentials reduziert werden kann (vgl. Abb. 36). Zur

endgiltigen Klarung dieser Ablaufe sind noch weitere Untersuchungen notwendig.
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4.4 Schlussfolgerungen

Die Arthrose stellt das Ergebnis verschiedener mechanischer und biologischer Prozesse
dar, welche das funktionelle Gleichgewicht zwischen Degradation und Synthese der
Chondrozyten, der extrazellularen Matrix und des subchondralen Knochens
destabilisieren und damit neben dem Untergang des Gelenkknorpels strukturelle
Veranderungen aller Gelenkstrukturen hervorrufen.

Im Klinischen Alltag stehen derzeit verschiedene Behandlungsverfahren zur Verfigung.
Neben nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAR) und sogenannten Chondroprotektiva, wie
intraartikular applizierbare Hyaluronsaure-Praparate und orale Glucosaminglycane,
stehen auch andere medikamentdse, physikalische, orthopadietechnische und letztlich
zahlreiche operative Therapieverfahren zur Verfugung. Ziel dieser Therapiemoglichkeiten
ist die Verhinderung des Fortschreitens bzw. eine Hemmung der Progredienz der
Erkrankung. Keine der bisher vorhandenen Therapieoptionen fuhrt zu einer Heilung der
Arthrose im Sinne einer restitutio ad integrum des hyalinen Gelenkknorpels und der
Ubrigen betroffenen Gelenkstrukturen. Die in jingster Vergangenheit erworbenen neuen
feinstrukturellen Erkenntnisse tber biochemische Ablaufe der Arthroseentstehung und
Progredienz haben zu neuen therapeutischen Ansatzpunkten gefihrt.

Andererseits wurden bisher jedoch verschiedene neue Erkenntnisse der bio-
medizinischen Grundlagenforschung fir diese Fragestellungen nicht ausreichend
berlcksichtigt. Hierzu zahlt auch die von anderen Zellsystemen bekannte Beeinflussung
von Zellmembraneigenschaften und die daraus resultierenden Veranderungen bestimmter
Funktionszustande der Zelle. Wir konnten zeigen, dass das an der Zellmembran
humaner arthrotischer Chondrozyten anliegende Ruhemembranpotential durch
verschiedene lonenkanal blockierende Substanzen verandert wird. Diese Anderung der
lonenkanalaktivitat fuhrt zur Modulation unterschiedlicher Chondrozyten-Funktionen. So
lasst sich durch eine gezielte Steuerung der lonenkanalaktivitat das Proliferations- und
Apoptoseverhalten der Chondrozyten modulieren. Andererseits kénnen aber auch
spezifische Stoffwechselleistungen, die fur die Funktion des Chondrozyten und damit
auch des hyalinen Knorpelgewebes von entscheidender Bedeutung sind, gezielt reguliert
werden.

Aus therapeutischer Sicht ist eine anabole Beeinflussung des Chondrozyten und damit
des hyalinen Knorpelgewebes wiinschenswert. Dies kdnnte dazu dienen, die Proliferation
und Stoffwechselleistungen der Chondrozyten im arthrotisch veranderten Knorpel zu
verbessern und damit eine feinfunktionelle aber auch biomechanisch wirksame

Stabilisierung des Knorpelgewebes zu erzielen. Andererseits konnten katabole
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Stoffwechselsituationen fur die Chondrozyten, eine Degradation des hyalinen
Knorpelgewebes und die damit verbundene Induktion der Arthrose verhindert werden. Bei
der Interpretation der vorliegenden Befunde unter den Gesichtspunkten der
Arthrosetherapie bzw. der Beeinflussung des Ablaufes der Erkrankung sind die mit
Lidocain erzielten Ergebnisse am interessantesten. Unter dem Einfluss von Lidocain in
sehr geringen Konzentrationen zeigten humane Chondrozyten unter in vitro Bedingungen
eine temporare Proliferationssteigerung sowie eine Zunahme der CD44-
Rezeptorexpression. Andererseits waren nur bei sehr hohen Lidocain-Konzentrationen
geringe zytotoxische Effekte nachweisbar. Diese durch Lidocain hervorgerufenen
biochemischen Veranderungen, zusammen mit den bekannten analgesierenden
Eigenschaften, lassen diese Substanz fur die intraartikulare Behandlung der Arthrose mit
ihrem teils sehr schmerzhaften klinischen Erscheinungsbild als pradistiniert erscheinen.
Jedoch wird Lidocain aufgrund seiner pharmakologischen Eigenschaften und der damit
verbundenen kurzen intraartikularen Verweildauer allein keine feinstrukturellen
Veranderungen am Chondrozyten und damit des hyalinen Gelenkknorpels hervorrufen
konnen. Vielmehr kénnte man sich die oben geschilderten Effekte des Lidocains durch
Bindung an Tragermaterialen zu nutze machen, welche eine retardierte Freisetzung der
Substanz zulassen und Uber eine prolongierte Verweildauer im Gelenk verfligen. In
diesem Zusammenhang zeigen erste weiterflihrende Untersuchungsergebnisse nach
Bindung von Lidocain an hochmolekulare Hyaluronsaure tber ein spezielles Verfahren
einen retardierten Freisetzungsmechanismus von Lidocain. Hyaluronsaure bietet sich als
Tragermaterial an, da es ein wesentlicher Baustein der extrazellularen Knorpelmatrix ist,
in Abhangigkeit des eingesetzten Molekulargewichts Uber eine Gelenkverweildauer von
mehreren Tagen verfugt, als Radikalfanger fungiert und bereits separat erfolgreich zur
Therapie der Arthrose eingesetzt wird.

Die hier dargestellten Befunde sind bisher als Grundlage fur weiterfuhrende
Untersuchungen zu verstehen, die der Erarbeitung therapeutischer Optionen fur die
Arthrosebehandlung durch gezielte Steuerung der Aktivitdt spezifischer lonenkanéle

dienen.
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5 Zusammenfassung

Die Arthrose ist eine Volkskrankheit, welche fur den Patienten und die Gesellschaft
extrem hohe Kosten verursacht und steigende Inzidenzraten aufweist. Fur die Entstehung
und Progredienz dieser degenerativen Gelenkerkrankungen sind verschiedene Faktoren
von Bedeutung, u.a. der Body Mass Index, berufliche — und Freizeitaktivititen oder
verschiedene préaarthrotische Deformitaten von Bedeutung. Neben diesen mechanischen
Faktoren sind aber in jingster Vergangenheit auch verschiedene Befunde uber
biochemische und molekulare Ablaufe beschrieben worden, welche zu einer
Destabilisierung des Gleichgewichtes zwischen Degradation und Synthese von
Chondrozyten, der extrazellularen Matrix und des subchondralen Knochengewebes
fuhren. Beispielhaft sei hier auf die Einflisse von Matrixmetalloproteinasen (MMP’s),
deren Inhibitoren (Tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteinases (TIMP’s)), verschiedener
Interleukine und anderer Zytokine sowie unterschiedlicher Bone Morphogenic Proteins
(BMP’s) verwiesen ( vgl. Kap. 4.1, S. 69 ff.). Diese feinstrukturellen biochemischen
Erkenntnisse haben zu unterschiedlichen neuen Ansatzpunkten der Therapie der Arthrose
gefihrt.

Andere Erkenntnisse der naturwissenschaftlich — medizinischen Grundlagenforschung
sind in ihrer Bedeutung fur das Verstandnis der Pathogenese der Arthrose oder deren
Prophylaxe und Therapie bisher noch nicht ausreichend bertcksichtigt worden. So ist die
Beeinflussung von spezifischen Zellmembraneigenschaften und die daraus resultierenden
Veranderungen bestimmter Funktionszustdande der Chondrozyten, wie sie von
Untersuchungen an anderen Zellsystemen bereits bekannt sind, bisher nur unzureichend
untersucht.

Um diese mdoglichen Zusammenhange besser zu verstehen, wurden Untersuchungen an
humanen arthrotisch  verdnderten Chondrozyten unter elektrophysiologischen
Gesichtspunkten durchgefuhrt. Dieses Knorpelgewebe fiel bei der Implantation von
Knietotalendoprothesen an. Nach enzymatischer Isolierung der Chondrozyten erfolgte
eine Monolayer-Kultivierung. Der Einfluss der ionenkanalmodulierenden Testsubstanzen
4-Aminopyridin (4-AP), Lidocain, Verapamil und SITS (4- Acetamido-4-iso-thiocyanato-2,2-
stilbendisulfonsaure) auf das Ruhemembranpotential erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Bestimmung der Fluoreszenzintensitat des Farbstoffes Oxonol
VI, der im Zytoplasma depolarisierter Zellen akkumuliert wird und seine
Fluoreszenzintensitdt membranpotentialabhéngig verandert. Chondrozyten zeigten unter
dem Einfluss von 4AP, Verapamil und SITS eine Abnahme des Membranpotentials

98



Zusammenfassung

(Hyperpolarisation). Lidocain dagegen fiihrte in einer Konzentration von 0,1 mmol/l zur
Depolarisation der Chondrozyten-Zellmembran.

Ebenfalls durchflusszytometrisch erfolgte die Bestimmung der DNA-Verteilungsmuster
arthrotischer Chondrozyten. Hierzu wurde nach entsprechender Vorbehandlung der
Zellen die Fluoreszenzintensitat von Propidiumjodid, einem Fluoreszenzfarbstoff, dessen
Fluoreszenzintensitat proportional dem DNA-Gehalt der Zelle ist, bestimmt. Es zeigte
sich, dass ca. 95% der untersuchten Zellen innerhalb der GO/G1-Phase, 1% in der S
Phase und 4% in der G2/M-Phase vorlagen. Dies spricht fir eine ausgesprochen geringe
proliferative Tendenz der untersuchten Chondrozyten.

Das Proliferationsverhalten der humanen Chondrozyten wurde durch Messung der 3H-
Thymidineinbaurate erfasst. Es konnte eine kontinuierliche Zunahme der Proliferation bis
zum 12. Kulturtag beobachtet werden. AnschlieRend sank die Proliferation bis zum 21.
Kulturtag ab. Der Na'-Kanalblocker Lidocain, der K'-Kanalblocker 4-AP sowie der CI -
und Anionenkanalhemmer SITS fihrten zu einer temporaren Proliferationssteigerung.
Diese war unter dem Einfluss des Ca’*-Antagonisten Verapamil nicht nachweisbar.

Neben den Vorgangen der Zellneubildung ist fur die HomoOostase eines biologischen
Systems auch der programmierte Zelltod (Apoptose) von zentraler Bedeutung.
BekanntermalRer sind nicht bei jedem Zelltyp und jedem Apoptosereiz alle
Apoptosemaker nachweisbar. Deshalb wurde zum Nachweis von Apoptoseprozessen bei
humanen Chondrozyten die Translokation des Phosphatidylserins (Annexin V), das
mitochondrale Membranprotein Apo2.7 und die Caspaseaktivitit am Zytokeratin 18
durchflusszytometrisch bestimmt. Die vorliegenden Befunde zeigen, dass bei humanen
Chondrozyten unter dem Einfluss der Testsubstanzen das Apoptoseverhalten verandert
wird. Durch Ca’*-Blockade kommt es zur Hemmung des Ca**-Einstromes in die Zelle.
Dies bewirkt eine Senkung der intrazelluldren Ca**-Konzentration und fiihrt somit zur
Stérung Ca’*-abhangiger Prozesse. Bei Chondrozyten, welche unter dem Einfluss des
Ca’**-Kanalblockers Verapamil kultiviert wurden, waren friihzeitig einsetzende deutliche
zytotoxische Effekte nachweisbar, die sich in einer Abnahme der vitalen Zellpopulation
und signifikanten Zunahme des spatapoptotisch / nekrotischen Anteils der Chondrozyten,
insbesondere beim Nachweis der Caspaseaktivitat am Zytokeratin 18, aul3erte.

Fur die Volumenregulation einer Zelle sind auswarts gerichtete CI - Kandle von
entscheidender Bedeutung. Bei Chondrozyten, die unter dem Einfluss des CI
Kanalblockers SITS Kkultiviert wurden, lieRen sich ohne vorherige Apoptoseinduktion
nekrotische Prozesse nachweisen. Es ist zu vermuten, dass es durch Blockade der
volumenregulierenden CI-Kanale zu einem unkontrollierten Anschwellen der

Chondrozyten kommt und dies schlie3lich zur Zellruptur fuhrt.
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K'-Kanalblockade mittels 4-AP fiihrte bei humanen Chondrozyten zu einer sehr
friihzeitigen Apoptoseinduktion. K'-Kanale sind sowohl fur die Regulation des
Membranpotentials als auch fir die Volumenregulation der Zelle von Bedeutung. In
diesem Zusammenhang wird auch die Apoptoseinduktion durch 4-AP gesehen.
Unbeantwortet bleibt die Frage, ob die durch 4-AP induzierte K'-Kanalblockade tber eine
Offnung von nichtselektiven Kationenkandlen einen Ca®*-Einstrom bewirkt, der zur
Aktivierung hydrolytischer Enzyme fihrt und diese eine Zerstérung des Zytoskeletts
bewirken, oder ob die K'-Kanalblockade eine osmotische Schwellung der Chondrozyten
bewirkt, welche letztlich eine Apoptose induziert.

Zum Ladungsausgleich der negativen Glucosaminglycane verfiigen Chondrozyten Uber
ungewohnlich hohe extrazellulare Na*-Konzentrationen. Dieses lonengleichgewicht wird
Uber epitheliale Na'-Kanale vermittelt. In arthrotischem Knorpelgewebe werden diese
Kandle auf Grund vorangegangener mechanischer Beanspruchung und damit
verbundener Veranderungen des lonenmilieus vermindert exprimiert. Der Na'-
Kanalblocker Lidocain bewirkte nur bei hohen Konzentrationen und nach langerer
Inkubationszeit eine Apoptoseinduktion. Es bleibt jedoch unklar, ob die vergleichsweise
geringe Toxizitat von Lidocain auf der verminderten Kanalexpression beruht, oder ob der
Funktionszustand der Chondrozyten durch Na'-Kanalblockade generell nur geringfiigig
beeinflusst wird.

Fur die Dynamik eines biologischen Systems spielen neben den Fragen der
Zellneubildung und des programmierten Zelltodes Regulationsvorgange von
Stoffwechselleistungen eine entscheidende Rolle. Die Hyaluronsaure ist ein wesentlicher
Baustein der extrazellularen Knorpelmatrix und wird von Chondrozyten synthetisiert und
exprimiert. Die Bindung von Chondrozyten an extrazelluldre Hyaluronsaure wird
wesentlich Uber zelleigene Oberflachenrezeptoren, die CD44-Rezeptoren, gesteuert.
Diese sind an Zell-Zell-Interakionen, Signaltransduktionsprozessen ins Zellinnere und
anderen physiologischen Prozessen beteiligt, haben aber auch bei verschiedenen
Tumorzellinien wachstumsregulierende Eigenschaften. Im hyalinen Knorpelgewebe
konnte nachgewiesen werden, dass die Zunahme der CD44-Expression mit der
Degradation der Knorpelmatrix verbunden ist, aber gleichzeitig zum Verlust von
proteoglycanreicher Matrix flihrt. Die Matrixdegradation kann jedoch durch Bindung von
Hyaluronséure an die CD44-Rezeptoren verhindert werden.

Die Lidocain-induzierte Na'-Kanalblockade und die durch 4-AP hervorgerufene K'-
Kanalblockade an der Zellmembran humaner Chondrozyten bewirkte nach kurzen
Inkubationszeiten eine Seigerung der CD44-Expression. Diese war nach 72-stindiger
Inkubationszeit nicht mehr nachweisbar. Bei l&angeren Inkubationszeiten zeigte sich bei
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Chondrozyten, welche unter dem Einfluss von SITS oder Verapamil kultiviert wurden, eine
signifikante Hemmung der CD44-Rezeptorexpression.

Diese durch Modulation der lonenkanalaktivitdt ausgelosten Verdnderungen der CD44-
Expression bei humanen Chondrozyten lasst die Schlussfolgerung zu, dass CD44-
vermittelte Prozesse Uber eine gezielte Steuerung der lonenkanalaktivitat reguliert werden
konnen. Damit kénnte also Uber eine Steuerung der lonenkandle die Degradation der
Knorpelmatrix beeinflusst werden. Wir sehen in diesen Befunden eine Méglichkeit, neue
therapeutische Ansatze der Arthrosebehandlung zu bearbeiten.

Neben der Expression von CD44-Rezeptoren wurde der Einfluss von
lonenkanalmodulatoren auf die Synthese von Kollagen Typ | und Typ Il untersucht.
Kollagene sind zusammen mit den Glucosaminglycanen der extrazellularen
Knorpelmatrix, wie auch in allen anderen Bindegeweben, fir die Stabilitit des Gewebes
verantwortlich. Kollagene wirken bei mechanischer Belastung vor allem Zugkréften
entgegen, Glucosaminglycane widerstehen hauptsachlich Druckeinwirkungen. 95% der
Kollagene der extrazellularen Knorpelmatrix sind Kollagen Typ Il. Chondrozyten, welche
aus dem Knorpelgewebe isoliert und in vitro kultiviert werden, verlieren diese Eigenschaft.
Die Zellen dedifferenzieren und zeichnen sich durch eine sonst atypische Synthese von
Kollagen Typ | aus. Die vorliegenden Befunde zur Regulation der Kollagenexpression
durch lonenkanalmodulation zeigen, dass unabhangig von der eingesetzten
Testsubstanz, jede lonenkanalblockade und die daraus resultierende Verschiebung des
Membranpotentials, tendenziell zur Senkung der Kollagen Typ II-Expression fiihrt, ohne
das es zu Veranderungen der Kollagen Typ | — Synthese kommt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Uber die Aktivitdt verschiedener
spezifischer lonenkandle an der Zellmembran humaner Chondrozyten unterschiedlichste
feinstrukturelle und biochemische Prozesse reguliert werden. Die genaue Kenntnis dieser
Regulationsvorgénge ist Voraussetzung fur eine mogliche therapeutische Nutzung dieser
Mechanismen. Die hier dargestellten Befunde sind als Grundlage fur weiterfihrende
Untersuchungen zu verstehen, die dazu beitragen, die Zusammenhange dieser
Steuerungs- und Regulationsvorgdnge zu erkennen, und so die Erarbeitung neuer

therapeutischer Optionen fiir die Arthrosebehandlung zu ermdglichen.
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7 Thesen

1. Der Gelenkknorpel Uberzieht die artikulierenden Knochenenden als wenige
Millimeter dicke Schicht. Die Chondrozyten nehmen mit 1 Vol.-% bis 10 Vol-% nur
einen sehr geringen Teil des Knorpelgewebes ein. Hauptbestandteil ist mit 70-80%
Volumenanteil Wasser. Dieses wird durch die vom Chondrozyten synthetisierte
extrazellulare Matrix gebunden. Sie besteht hauptsachlich aus Kollagenen,

insbesondere Kollagen Typ Il und Glucosaminglycanen.

2. Der hyaline Gelenkknorpel wirkt auf Grund seiner biochemischen Eigenschaften
stoRdampfend — elastisch, ermdglicht eine optimale Kraftibertragung und st
zusammen mit der Gelenkflissigkeit fur ein reibungsfreies Gleiten der
artikulierenden Gelenkflachen verantwortlich. Er halt enormen

Druckschwankungen stand.

3. Fur die Arthroseentstehung sind neben verschiedenen mechanischen Faktoren in
jungster Vergangenheit mehr und mehr feinstrukturelle Kenntnisse Uber
biochemische Ablaufe beschrieben worden, welche das Gleichgewicht zwischen
Degradation des Knorpelgewebes und der Synthese extrazellularer

Matrixbestandteile durch die Chondrozyten destabilisieren.

4. Die Regulationsvorgéange bei der Steuerung zellularer Prozesse und spezifischer
Stoffwechselleistungen von Chondrozyten sowohl unter physiologischen
Bedingungen als auch bei der Entstehung und der Progredienz der Arthrose sind
als sehr komplex erkannt, kénnen jedoch auf Grund der noch unvollstandigen
Erkenntnisse derzeit nicht umfassend beurteilt werden. Bisher wenig
berlcksichtigt sind hierbei elektrophysiologische Ablaufe und Veranderungen an
der Zellmembran humaner Chondrozyten.

5. Die Chondrozyten wurden aus humanem  arthotisch  verdndertem
Kniegelenksknorpel enzymatisch isoliert und in einer Monolayer-Kultur kultiviert.
Verwendung fand ausschlief3lich das Knorpelgewebe der Femurkondylen und bei

erheblicher Achsfehlstellung des jeweils geringer belasteten Areals.
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10.

11.

12.

13.

Die Bestimmung des Membranpotentials und dessen Verdnderung unter dem
Einfluss der verschiedenen Testsubstanzen erfolgte durchflusszytometrisch mit
Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Oxonol VI.

Die Messung der DNA-Verteilung humaner Chondrozytenpopulationen erfolgte mit
Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Propidiumjodid und der Durchflusszytometrie.

Als Mal3 fur die Proliferationsrate wurde der 3H-Thymidinmarkierungsindex
bestimmt.

Der Nachweis der Apoptose humaner Chondrozyten erfolgte durch vergleichende
Bestimmung der Translokation des Phosphatidylserins, des
Mitochondrienmembranspezifischen Proteins Apo2.7 sowie der Caspaseaktivitéat
am Zytokeratin 18.

Die Untersuchungen der Beeinflussung zellularer Leistungen humaner
Chondrozyten erfolgten durch Messung der CD44-Rezeptorexpression sowie der
Bestimmung der Synthese von Kollagen Typ | und Typ II.

Das Membranpotential humaner Chondrozyten ist von der Aktivitat der
lonenkandle abhangig. Die Kaliumkanalblockade durch 4- Aminopyridin (4-AP), der
Einsatz des Kalziumantagonisten Verapamil und CI - und Anionenkanalhemmung
mittels SITS @-Acetamido-4-iso-thiocyanato-2,2-stilbendisulfonsaure) flhrten zur
Hyperpolarisation der Zellmembran. Na'-Kanalblockade durch Lidocain
verursachte eine Depolarisation der Chondrozytenzellmembran.

Humane Chondrozyten wiesen eine sehr geringe proliferative Tendenz auf. 95%
der untersuchten Zellen befanden sich in der GO/G1-Phase, lediglich 1% in der S-
Phase und nur 4% in der G2/M-Phase des Zellzyklus.

Die Proliferationsrate der humanen Chondrozyten nimmt in Abhéngigkeit von der
Kulturdauer kontinuierlich zu und erreicht ein Maximum am 12. Kulturtag.
AnschlieRend sank die Proliferationsrate bis zum 21. Kulturtag. Eine temporare
Proliferationssteigerung wurde unter dem Enfluss von Lidocain, 4AP und SITS
beobachtet. Der Kalziumantagonist Verapamil induzierte keine
Proliferationsanderung bei humanen Chondrozyten.

121



Thesen

14.

15.

16.

17.

18.

Das Apoptoseverhalten humaner Chondrozyten wird durch die lonenkanalaktivitét
an der Zellmembran reguliert.

Die Expression des Hyaluronsaure-Rezeptors CD44 wird in Abh&angigkeit von der
Inkubationszeit durch die Testsubstanzen reguliert. Kurzzeitige Inkubation von
Lidocain oder 4-Aminopyridin fihrten zu einer Steigerung der CD44-Expression.
Unter dem Einfluss von Verapamil und SITS zeigte sich nach langerer
Inkubationszeit eine Hemmung der CD44-Expression.

Bei humanen Chondrozyten fiihrt die lonenkanalmodulation durch Lidocain,
Verapamil, 4-Aminopyridin oder SITS nicht zur Veranderung der Kollagen Typ | —
Expression. Die Synthese des Kollagens Typ Il wird durch alle diese Substanzen
gehemmt. Diese Hemmung war unter dem Einfluss des Na'-Kanalblockers

Lidocain und bei Hemmung der CI - Kandle mittels SITS am starksten ausgepragt.

Uber die Aktivitat verschiedener ezifischer lonenkanale an der Zellmembran
humaner Chondrozyten werden unterschiedlichste feinstrukturelle  und
biochemische Prozesse reguliert. Fur eine mdogliche therapeutische Nutzung
dieser Mechanismen, ist die genaue Kenntnis dieser Regulationsvorgange
Voraussetzung.

Die hier dargesteliten Befunde sind als Grundlage fir weiterfihrende
Untersuchungen zu verstehen, die dazu beitragen, die Zusammenhange dieser
Steuerungs- und Regulationsvorgénge aufzudecken, und so der Erarbeitung
therapeutischer Optionen fir die Arthrosebehandlung dienen.
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