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1. Einleitung

1.1 Atiologie der Arthrose

Als Arthrose bezeichnet man eine degenerative Gelenkerkrankung, die mit einem
irreversiblen Verlust/Verschleil der Knorpelmatrix einhergeht. Die genauen Ursachen sowie
die zugrunde liegenden zelluldren und molekularen Verdnderungen in der Anfangsphase sind
noch nicht vollstédndig bekannt. Doch wihrend des Krankheitsverlaufs durchlduft der Knorpel
mehrere Stadien. So versuchen die Chondrozyten durch verdnderte Syntheseleistungen den
Verlust der Matrix zu ersetzen, gleichzeitig erscheint die Matrix um die Chondrozyten herum
geschwollen und amorph, was auf eine Wassereinlagerung schlieen ldsst [1]. Die verstirkte
Wassereinlagerung fithrt zu einer Anschwellung und zur Aufweichung des Knorpels. Der
Knorpel verliert die Proteoglykane und danach kommt es zu einem Abbau der
Kollagenfibrillen, die dem Knorpel seine Zugfestigkeit geben.

Beim Ubergang zur Arthrose verindern die Chondrozyten ihren Metabolismus. Die Synthese
der Matrixbausteine ist im gesunden Knorpel fein abgestimmt und jegliche Verdnderung
dieses Gleichgewichts beeinflusst rasch die funktionale Integritit der Knorpelmatrix.
Chondrozyten in einem gesunden Knorpelgewebe sind in der Lage, durch Umbau der Matrix
diese an die mechanische Beanspruchung anzupassen, vergleichbar mit der Funktion der
Osteoblasten und Osteoklasten im Knochen. Im gesunden Knorpel werden Hyaluronan und
das Proteoglykan Aggrekan in dhnlicher Geschwindigkeit synthetisiert und abgebaut mit einer
Halbwertszeit von sechs bis sieben Stunden [2]. Der Kollagenumsatz ist damit verglichen
deutlich langsamer [3]. Werden Regionen nur schwach belastet, liberwiegen katabole
Vorginge, bei stiarkerer Belastung wird mehr Matrix gebildet mit dickeren Kollagenfasern.
Diese Adaption geht im arthrotischen Knorpel verloren. Eine hohere Hyaluronanproduktion
und gleichzeitig verminderte Aggrekansynthese fiihren zur Aufweichung des Knorpels, der so
genannten Chondromalazie [4]. Im Knorpel finden sich neben den gesunden Chondrozyten,
welche Kollagen II produzieren, auch Knorpelzellen, die nach einer Dedifferenzierung
Kollagene vom Typ I und IIl bilden, welche untypisch fiir den Knorpel sind. Andere
Chondrozyten beginnen zu hypertrophieren, wie sie es sonst nur vor der Calcifizierung
machen und bilden Kollagen X. Chondrozyten besitzen zwar die Féhigkeit zur Regenerierung
der Knorpelmatrix, dies allerdings nur in begrenztem Umfang. Vor allem die Proteoglykane
konnen leicht nachsynthetisiert werden, das zerstorte Kollagennetzwerk zu ersetzen ist

dagegen sehr viel problematischer und findet nur spérlich statt [5]. Zytokine wie IL-1 oder der
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Tumor Nekrose Faktor (TNF) stimulieren auch die Sekretion von Matrix abbauenden
Enzymen wie den Matrixmetalloproteasen. Auf deren genaue Wirkung wird zu einem
spéteren Zeitpunkt noch eingegangen. Eine erhohte Synthese dieser katabolen Enzyme trigt
im arthrotischem Knorpel zum Matrixabbau bei.

Im Gegensatz zur rheumatischen Arthritis ist die Arthrose keine entziindliche
Gelenkerkrankung. Allerdings findet man auch bei der Arthrose Entziindungsmediatoren wie
IL-1 in der Synovialfliissigkeit. Weiterhin kann eine rheumatische Arthritis eine Arthrose
auslosen. Da der Knorpel in den Gelenken nicht durch Blutgefia3e innerviert ist, muss er liber

die Synovialfliissigkeit mit Nahr-

exponierter stoffen versorgt werden. Dies kann

Knochen
sich im Abbau
befindender
Knorpelbereich

jedoch nur geschehen, wenn das
Gelenk alternierend be- und ent-
lastet wird. Der hyaline Knorpel
wird sozusagen ordentlich durch-
geknetet. Ist das Gelenk z.B. durch
einen Gips flir ldngere Zeit ruhig

o dierter gestellt, oder wird es von sich aus

y isk ;
B Meniskus nicht genug bewegt, kommt es zu

Abb. 1: arthrotisches Kniegelenk einer Minderversorgung der Chon-

drozyten. Auch zu hohe Belastungen mit zu kurzen Entlastungsphasen fithren zu Versor-
gungsproblemen, in dessen Folge sich die Syntheseleistung der Chondrozyten verdndert und
ein Knorpelabbau beginnt (Abb. 1). Besonders anfillig sind Gelenke, die grofle Teile des
Korpergewichts tragen miissen, wie Knie, Hiifte und Bandscheiben. In Deutschland sind ca.
80 % aller iiber 65-jahrigen und 90% aller iiber 80-jdhrigen von dieser Krankheit betroffen.
Frauen und iibergewichtige Menschen haben ein erhdhtes Risiko, an Arthrose zu erkranken.
Auch gibt es eine gewisse genetische Prdposition, z.B. bei der Fingergelenkarthrose.
Insbesondere harte korperliche Arbeit oder angeborene Gelenkfehlstellungen fithren zur
Ausbildung der Arthrose. Man kann in diesem Zusammenhang von der Volkskrankheit Nr.1
sprechen, die sehr hohe Kosten im Gesundheitssystem verursacht. In Deutschland werden die
jéhrlichen Aufwendungen im Gesundheitssystem und entstehenden Kosten durch
Produktionsausfall auf 12 Milliarden Euro taxiert. Die Kosten sind sehr viel hoher als z.B. fiir
Krebs, vor allem auch deswegen, weil die Arthrose keine tddliche Krankheit ist, sondern
»hur starke Schmerzen und eine eingeschriankte Mobilitdt verursacht. Puhl verdffentliche

1997 [6] epidemiologische Daten zur Arthrose, nachdem 27 % aller Frithberentungen 1991
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und 42 % aller durchgefiihrten RehabilitationsmaBnahmen auf degenerative Erkrankungen des
Bewegungsapparates zuriickzufiihren sind. Durch die zunehmende Uberalterung unserer
Gesellschaft wird die sozialokonomische Bedeutung der Arthrose, die mit dem Alter eine
tiberproportional zunehmende Prdvalenz zeigt, in den kommenden Jahrzehnten weiter rasch
an Bedeutung gewinnen.

Die ersten Anzeichen sind Spannungsgefiihl und Steifigkeit in den Gelenken. Dann treten -
vor allem bei stofartigen Belastungen - Schmerzen auf, die mit der Zeit stiarker werden.
FlieBende Bewegungen wie Radfahren sind hdufig noch schmerzfrei moglich. Bei feuchtem
und kaltem Wetter konnen sich die Beschwerden verstarken. Nach lingeren Ruhepausen kann
es duBerst mithsam sein, "wieder in Schwung zu kommen". Arzte sprechen vom so genannten
Anlaufschmerz. In besonders schweren Féllen kann sich ein Dauerschmerz einstellen. Dann
ermiidet korperliche Bewegung besonders schnell. Wenn die Gelenke ofter {iberwdrmt und
gerdtet sind, liegt dies an abgeriebenem Knorpel- oder Knochenmaterial, welches
Entziindungen hervorruft. Dies bezeichnet man als Detritussynovitis.

Eine Diagnose erfolgt per Rontgenuntersuchung. Bei starker Erodierung des Knorpels konnen
diese Schiden gut sichtbar gemacht werden. Die Stirke der Schmerzen korreliert allerdings
nur ungeniigend mit dem Grad der Abnutzung des Knorpels. Nichtmedikamentose
Behandlungen zielen in erster Linie darauf ab, das betroffene Gelenk zu entlasten, dies
bedeutet zum Beispiel eine Gewichtsreduktion. Diese MafBnahmen werden durch eine
verbesserte Versorgung der Chondrozyten unterstiitzt, was durch Bewegung der Gelenke ohne
Belastung erreicht werden kann. Geeignet dafiir sind Aktivitdten wie Radfahren in kleinen

Géngen oder Schwimmen.

1.2 Therapie der Arthrose

Die Therapie der Arthrose stiitzt sich bis zum heutigen Zeitpunkt noch sehr stark auf die
Klasse der nichtsteroidalen Antirheumatika. In den letzten Jahren haben sich fiir dieses
Anwendungsgebiet auch die COX-2 Hemmstoffe etabliert, da diese weniger gastrointestinale
Nebenwirkungen hervorrufen. Diese Medikamente sind in der Lage, Symptome wie den
Schmerz und etwaige Schwellungen zu bekdmpfen. Weiterhin werden mit ihnen eine
Verbesserung der Lebensqualitit und eine Minimierung der Behinderung erreicht. Inwiefern
so die ursdchlichen Ausloser der Arthrose behandelt werden, ist strittig und zweifelhaft. Zu

Recht werden Arzneistoffe wie Paracetamol, Morphin und Tramadol als ,,Symptom
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modifying OA (osteoarthrotic) Drugs® eingestuft. Eine andere Mdglichkeit ist die Injektion
von Hyaluronan in das Kniegelenk. So kann vielen Patienten Linderung verschafft werden, da
die erhohte Hyaluronankonzentration in der Synovialfliissigkeit fiir eine erhohte Viskositét
und damit verbesserte Schmierfihigkeit sorgt. Diese Behandlung muss nach drei bis sechs
Monaten allerdings wiederholt werden. Als letzte medikamentdose Moglichkeit konnen auch
Glucocorticoide in hohen Dosen gegeben bzw. in das Gelenk gespritzt werden. Eher selten
werden das topisch zu applizierende Capsaicin oder Prdparate aus Weidenrindenextrakten
(Assalix®) angewendet. Unter den nichtmedikamentdsen Therapieformen gibt es zum
Beispiel die Wirmetherapie mit warmen Wickeln, Fango- und Moorpackungen oder die
Kiéltetherapie mit Kaltluft und Kaltwasserpackungen. Besonders hervorzuheben ist hier die
Ergotherapie, die es Patienten oft ermoglicht, alltdgliche Aktivitdten wieder selbststindig zu
erledigen.

Die finale Alternative ist ein Ersatz des betroffenen Gelenks durch eine Endoprothese. Diese
haben mittlerweile hohe Qualitéitsstandards erreicht und halten 20 bis 25 Jahre. Besonders
hdufig kommt dieses Verfahren bei Knie- und Hiiftgelenken zum Einsatz. In Deutschland
werden zurzeit jahrlich ca. 200.000 Hiift- und 50.000 Kniegelenke durch eine Endoprothese
ersetzt. Ein kiinstliches Gelenk weist aber noch immer gegeniiber einem gesunden Gelenk
einen 30fach hoheren Reibungsquotienten auf.

In der ABDA-Datenbank findet man unter ,,Medikamente zur Behandlung der Arthrose* 17
Arzneimittel aufgefithrt. 16 von ihnen enthalten Hyaluronan zur Injektion und eines
Glucosaminsulfat (Dona-S®). Daran lésst sich erkennen, dass man dieser Erkrankung hilflos
gegeniiber steht. Bei der oralen Gabe von Glucosamin ist nur schwer nachzuvollziehen, wie
dies der Knorpelmatrix zugute kommen soll. Da es aber keine ,,wirksamen* Medikamente
gibt, erzielt dieses Medikament einen beachtlichen Umsatz. Allen Behandlungen gemein ist
die rein symptomatische Behandlung. Es ist also klar, dass diese Behandlungen die
Progression der Arthrose nicht aufhalten, sondern maximal verlangsamen konnen. Ein viel
versprechender Ansatz konnte der IL-1 Antagonist Kineret® sein, der sich seit 2002 auf dem
deutschen Markt befindet, aber bis dato nur zur Therapie der rheumatischen Arthritis
zugelassen ist. Vielleicht wird hier bei positiven Studien eine Indikationserweiterung auch fiir

Arthrose beantragt.
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1.3 Aufbau der Knorpelmatrix
Der hyaline Knorpel ist aus
Knorpelzellen (Chondrozyten) und
Knorpelmatrix zusammengesetzt.
Die Knorpelmatrix an sich besteht
aus zwei Hauptkomponenten, dem
hoch molekularem Proteoglykan
Aggrekan sowie neben Typ IX und
XI insbesondere aus Kollagen Typ
IT [7]. Aggrekan ist ein Proteo-

glykan (Abb. 2), welches aus

Kernprotain
\\\ e
]

Chondroitinsulfat

Keratansulfat
Bindeprotein

Hyaluronan

Abb. 2: Aggrekan, gebunden an Hyaluronan

einem Kernprotein aufgebaut ist, an das lange Ketten aus Chondroitinsulfateinheiten und

kiirzere Ketten aus Keratansulfateinheiten gebunden sind [8]. Viele Aggrekane binden iiber

ein Linkprotein an ein ,,Riickgrat®

In der Mitte sieht man den
Hyaluronanstrang, an den
sich ca. 200 Aggrekanmolekile
uber das Linkprotein gebunden

haben.

(Buckwalter & Rosenberg,1982)

aus dem  Glykosaminoglykan
Hyaluronan, so dass man sich das
entstehende Riesenmolekiill wie
eine Art Flaschenbiirste vorstellen
kann (Abb. 3). Das Hyaluronan
hilt durch diese Bindungen iiber
das Linkprotein das Aggrekan im

Knorpel. Es entstehen so riesige

Abb. 3: Elektonenmikroskopische Aufnahme des Aggrekans

Molekiile von bis zu 100.000
Kilodalton [9]. Diese Aggregation

findet allerdings erst direkt in der Matrix statt. Das Hyaluronan selbst ist wiederum an der

Zellmembran iiber den Oberflichenrezeptor CD44 verankert [10;11]. Uber diesen Rezeptor

kann Hyaluronan durch Endozytose wieder in die Zelle aufgenommen werden. Eine hohe

CD44 Expression findet man in Geweben mit hoher Proliferation, wofiir ein hoher Hya-

luronanumsatz notwendig ist. Interessanterweise nimmt in humanem und bovinem Knorpel

mit dem Alter der Gehalt an Hyaluronan zu [12;13], es ist allerdings noch nicht sicher geklért,

ob diese Anderung auf eine gesteigerte Synthese oder auf einen verminderten Abbau in der

Matrix zuriickzufithren ist.
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Die Matrix des Knorpelgewebes
besteht neben Kollagen und
Proteoglykanen vor allem aus

Wasser. Kollagen macht 50 % des

Gelenkoberflache

oberflachliche Zone .
(10-15%) Trockengewichts und sogar 90 %
|

f—— mittlere Zone (40-60%)

Ubergangszone__ Y@ des Proteingehalts aus. In den

kalzifizierter Knorpel ! AR f tiefe Zone (30%) oberen KIlOI’pGlSChiChtel’l verlau-

subchondrale __—

Knochenplatte fen die Kollagenfasen parallel zur
spongidser Knoéh_e_n . .
Scheme of the articular cartilage, Knorpel()berﬂaChe um dann mn
Minas,T and Nehrer, Seite 1997

den tieferen Schichten sich

Abb. 4: Aufbau des Gelenkknorpels ) )
umzubiegen und senkrecht in den

subchondralen Knochen einstrahlen. Die Kollagenfasern weisen nur eine geringe Elastizitdt
auf. Thre Zugfestigkeit ist allerdings groB. So konnen Sehnen, die fast ausschlieBlich aus
Kollagenfasern bestehen, eine Zugkraft von 500-1000 Kilogramm pro Quadratzentimeter
(kg/cm?) aushalten.

Das Proteoglykan Aggrekan besteht aus einem Proteinanteil mit angelagerten Glycosamino-
glykanketten. Die Zucker des Aggekans sind in hohem Malle sulfatiert. Dies fiihrt zu einer
enorm hohen negativen Ladungsdichte im Knorpel, die neben dem Wasseranteil auch die
Elastizitit bedingt, da nach einer Stauchung die negativen Ladungen wieder den
groBtmoglichen Abstand zueinander einnehmen. Durch ihre hohen Ladungsdichte verhindern
die Proteoglykane auch die freie Diffusion von Molekiilen durch den Knorpel [14;15].
Wihrend in der Wachstumsphase die Chondrozyten noch in der Lage sind, sich zu teilen und
Knorpelwunden zu heilen, haben adulte Knorpelzellen ihre mitotischen Fahigkeiten verloren
und konnen Knorpeldefekte nicht mehr reparieren. Auch in der Erndhrung des Knorpels
besteht ein Unterschied zwischen Kindheit und Erwachsenenalter. In der Wachstumsphase
wird der Knorpel sowohl iiber die Gelenkfliissigkeit (synovialer Trift) als auch iiber die sub-
chondrealen Blutgefif3e (subchondraler Trift) versorgt. Diese Versorgung wird aber durch die

Kalzifizierung der Wachstumsfuge gekappt. Die Knorpelmatrix selbst ist avaskuldr (Abb. 4)
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1.4 Aufbau, Synthese und Abbau von Hyaluronan

Hyaluronan ist ein nicht-sulfatiertes Glycosaminoglykan, welches im Jahr 1934 erstmals von
dem deutschen Chemiker Karl Meyer in den Glaskorpern von Rindern entdeckt wurde [16].
Es ist das einzige bekannte Glycosaminoglykan, welches sowohl bei Prokaryonten als auch

bei  Eukaryonten  vorkommit.

Hyaluronan konnte bisher aus der

sich wiederholende Disaccharideinheit extrazelluliaren Matrix vieler

CH Vertebratengewebe wie z.B. der
Nabelschnur, der Synovialfliissig-

keit der Gelenke, der Haut sowie

Hahnenkdmmen isoliert werden.

| Bei den Prokaryonten findet es
(4. Glucuronsaure U _ ) ] i
N-Acetyl-Glucosamin sich allein bei den mucuiden

Abb. 5: Hyaluronanstruktur Stammen von Streptokokken der
Gruppe A und C sowie bei
pathogenen Pasteurella-Stimmen vom Serotyp A und B. Die Hyaluronanhiille der Bakterien
schiitzt diese vor der Erkennung und anschlieBender Bekdmpfung durch das Immunsystem.
Hyaluronan besteht aus unverzweigten 250 bis 25.000 Disaccharideinheiten, die B(1->4)-
glycosidisch miteinander verkniipft sind. Die Disaccharid-Grundeinheit besteht aus D-
Glucuronsédure und N-Acetylglucosamin (Abb. 5), welche B(1->3)- glycosidisch miteinander
verkniipft sind. Durch die Aneinanderkettung von bis zu 25.000 dieser Einheiten konnen
Molmassen von mehreren Millionen Dalton erreicht werden. Untersuchungen von Scott
zeigten 1989, dass Hyaluronanketten durch intramolekulare Wechselwirkungen entlang der
Kettenachse eine stabformige, doppelhelikale Struktur ausbilden, welche das Polymer in
wissrigen Losungen als unregelméssiges Kniuel vorliegen ldsst [17]. Diese Sekundérstruktur
fiihrt dazu, dass innerhalb des Molekiils hydrophobe Bereiche auftreten, die fiir die
intermolekulare Aggregation unter Bildung eines Hyaluronan-Netzes verantwortlich sind.
Dabei ist die Netzstruktur aber offen genug, um die Diffusion kleinerer Molekiile zu
ermoglichen. Damit spielt Hyaluronan zusammen mit anderen Polysacchariden eine wichtige
regulatorische Rolle bei der Verteilung und dem Transport von Plasmaproteinen im Gewebe.
Bei physiologischem pH-Wert liegt Hyaluronan polyanionisch vor, so dass aufgrund der

hohen negativen Ladungsdichte eine enorme Quellfahigkeit besteht. Dies fiihrt zu einer mehr
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als tausendfachen Volumenvergrosserung (ein Gramm Hyaluronan kann bis zu sechs Liter
Wasser binden) mit Molekiildurchmessern von bis zu 500 nm [18;19].

Die Biosynthese von Hyaluronan findet nicht wie die der Proteoglykane im endo-
plasmatischen Retikulum und Golgi Apparat, sondern an der Innenseite der Zellmembran statt
(Abb. 6). Auch wird fiir die Synthese kein Protein als ,,Startmolekiil bendtigt, die
Anwesenheit der beiden Nucleotidzucker UDP-Glucuronsidure und UDP-N-Acetylglucosamin

geniigen zur Entstehung eines

Kettenstarts. Markovitz und

- Hoffmann [20] konnten dies 1962

UDP-GIcNAC an Streptokokken-Membranen,

@) Hyaluronan Prehm 1984 an intakten eukaryon-
UDP-GIcA-GIcNAc-GlcA-GlcNAc-GIcA-GIcNAc-GlcA . . . .

/ ) tischen Zellen zeigen. Die naszie-

@ Der UDP-Rest der Hyaluronan- _
uop Katto(l) wird Gogen aimes dor renden Hyaluronan-Ketten konnten
Plasmamembran Vorstufen Monomere . .
ausgetauscht(2). Die Kette durch eine Hyaluronidase Behand-

wachst am reduzierenden Ende.
(nach Prehm, 1984; modifiziert)
lung abgebaut werden.

Abb. 6: Modell der Hyaluronanausschleusung Prehm  [21;22] konnte  an

differenzierten Teratokarzinomzel-
len zeigen, dass die Hyaluronan-Ketten durch alternatierenden Transfer der Vorstufenzucker
UDP-GIcA und UDP-GlcNAc auf UDP-Hyaluronan synthetisiert werden. Dabei wichst die
Kette am reduzierenden Ende, wobei der UDP-Rest des Hyaluronans gegen eines der
Monomere ausgetauscht wird. Versuche mit einem von Prehm [23] entwickelten
Syntheseinhibitor bestitigten den postulierten Mechanismus.
Die Hyaluronansynthase kann in Digitonin solubilisiert werden [24] und in der aktiven Form
als ein 42 kDa Protein aufgereinigt werden. Drei Gene des Has Operons kodieren Enzyme,
die in der Hyaluronansynthese eine Rolle spielen: Das Gen Has A ist notwendig fiir die
enzymatische Aktivitit, Has B exprimiert die UDP-Glucose-Dehydrogenase, welche aus
UDP-Glucose UDP-Glucuronsdure synthetisiert. Das Has C Gen kodiert fiir eine UDP-
Glucose Phosphorylase, die aber nicht zwangsldufig bendtigt wird [25]. Gleichzeitig gibt es
auch drei Hyaluronansynthasen, Hasl, -2 und -3. Wiahrend Hasl und -2 hochmolekulare
Hyaluronanketten bis zu 2000 kDa synthetisieren, produziert Has3 Ketten unter 300 kDa
Gesamtgrofle [26]. Die unterschiedlichen Molekulargewichte der Hyaluronanketten fiihren zu
verschiedenen Reaktionen der Zellen. Da die katalytisch aktiven Regionen auf der
Cytoplasmaseite zu finden sind [27], ist es unklar, wie das Hyaluronan von der Synthase

transportiert werden soll. So wurde in Bezug auf die Aktivitit der Hyaluronansynthase
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Escherichia coli mit dem Synthase Gen transfiziert, eine Hyaluronanproduktion von intakten
Zellen konnte allerdings nicht gezeigt werden [28].
Entgegen der bisherigen Meinung, dass das an der Hyaluronansynthase entstandene

Hyaluronan durch die Synthase

selbst in das extrazelluldre

transporteriose

Mutante Kompartiment transportiert wird,

Wildtyp ¢ - ‘. . konnten Arbeiten von Ouskova
" S und Prehm 2004 aufzeigen, dass
an dem Export auch ein
Transporter beteiligt sein muss
. ! [29]. Hierbei wurden bei
S wiederhergestelte

Mutante mucuiden Streptokokken, die

Hyaluronan in der Protoplasten-

Abb. 7: Hyaluronan-Produktion von Transporter Mutante membran  bilden, Insertions-
mutanten geschaffen, die kein
Hyaluronan mehr bilden konnten. Bei anschlieBender Sequenzierung der Nucleotidsequenz, in
der die Insertion lag, stellte sich bei einigen Mutanten heraus, dass der Genabschnitt fiir ein
Protein mit einer ATP-binding cassette (ABC) kodierte. Wurde die Mutante mit DNA, welche
das ABC-Transportersystem kodierte, komplementiert, entstand wiederum der mucoide
Phénotyp (Abb. 7).
Dem Abbau von Hyaluronan kommt mindestens eine ebenso wichtige Rolle zu wie dem
Autfbau. Die Halbwertszeit von Hyaluronan unterscheidet sich stark in den unterschiedlichen
Geweben, von 6 Stunden im Knorpel iiber einem Tag in der Epidermis [30] bis zu 70 Tagen
im Glaskdrper des Auges [31]. Der Hyaluronan Umsatz innerhalb eines Gewebes ist abhingig
von der lokalen Degradierungsrate oder der Freisetzung aus dem Gewebe ins
vaskuldre/lymphatische System. Ins lymphatische System gelangt das Hyaluronan via zweier
Rezeptoren, zum einen dem Hyaluronan Rezeptor fiir Endocytose (HARE) [32] sowie LYVE
(lymphatic vessel endothelial HA Receptor) [33]. Der Hauptabbau des im Blut- oder
Lymphgefasystem zirkulierenden Hyaluronans findet recht ziigig in der Leber statt. Die
Halbwertszeit von injiziertem Hyaluronan betrdgt z.B. nur 10 Minuten beim Menschen. In der
Knorpelmatrix findet der Abbau durch Aufnahme durch den CD44 Rezeptor [34] und
anschlieBende Degradierung in den Lysosomen zu kleinen Fragmenten statt. Es soll nicht
unerwihnt bleiben, dass auch die im Gewebe vorkommende Hyaluronidase sowie freie

chemische Radikale Hyaluronan abbauen konnen.
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1.5 Biologische Funktionen von Hyaluronan

Hyaluronan spielt in einer Vielzahl zelluldrer Prozesse eine wichtige Rolle, so z.B. bei der
Organisation des Bindegewebes, der Embryonalentwicklung, der Zellmigration und
Zellproliferation sowie der Wundheilung. Dabei ist die biologische Funktion des Polymers

eng mit seinen besonderen

chemischen und physikalischen
Struktur eines
Hyaluronan-
Netzwerkes bei
physiolgischem pH.
Die unterschiedlich
dicken Strange stehen
fur assozierte und
weniger assozierte
Hyaluronanmolekiile.
(Scott, 1995)

Eigenschaften sowie der Moglich-
keit verkniipft, das Verhalten
verschiedener Zellen iiber deren
Rezeptoren zu beeinflussen [35].

Im embryonalen Gewebe stellt
Hyaluronan die Hauptkomponente

der extrazelluliren Matrix dar. Es

konnte gezeigt werden, dass

Abb. 8: Netzwerk-Struktur von Hyaluronan
y mesodermale Zellen des

Hithnerembryos wihrend erster starker Proliferationsphasen eine Hyaluronidase sensitive
Hiille ausbilden. In spateren Differenzierungsstadien wird dann das Hyaluronan durch CD44
vermittelte Endocytose aufgenommen und intrazelluldr degradiert [36]. Eine erhohte Synthese
des Glycosaminoglycans wird auch wéhrend der Mitose von Fibroblasten sowie der
Differenzierung von Teratokarzinomzellen gefunden [37;38]. Allgemein ist die
Zellproliferation vom Zelltyp wie auch vom Molekulargewicht des synthetisierten
Hyaluronans abhédngig. Verschiedene Autoren wiesen nach, dass hohe Molekulargewichte des
Polymers die Proliferation verschiedener Zellen in Kultur inhibierten, wihrend niedrige
Molekulargewichte diese stimulierten [39]. Insbesondere in der Embryonalentwicklung spielt
die Zellbewegung eine groe Rolle. Eine erhohte Hyaluronankonzentration ist vor allem in
Kompartimenten mit verstdrkter Zellmigration zu finden [19]. Auch besitzen viele Tumore
durch gesteigerte Hyaluronansynthese eine grofere Invasivitit [40]. Andere Tumore besitzen
die Mdoglichkeit, in untransformierte Zellen eine erhohte Hyaluronanproduktion zu sti-
mulieren [41]. Es scheint also eine Verbindung zwischen Zellaggregation bzw.
Kontaktinhibition sowie Molekulargewicht und Konzentration von Hyaluronan zu bestehen
[42;43]. In diesem Zusammenhang spielt RHAMM (receptor for HA-mediated motility) eine
wichtige Rolle.

10
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Aufgrund der besonderen rheologischen Eigenschaften ist Hyaluronan in der Knorpelmatrix
und insbesondere in der Synovialfliissigkeit (1,4 — 4 mg/ml) [44] von Knochengelenken eine
von entscheidender Bedeutung. Es dient in der Synovialfliissigkeit zugleich als StoBddmpfer
und Schmiermittel. Bei Erschiitterung ddmpft es diese und verhindert/vermindert den Aufprall
der Gelenkflachen. In diesem Zusammenhang ist auch die Thixotropie des Hyaluronans von
Bedeutung. Ahnlich wie Ketchup verleiht es der Synovialfliissigkeit im unbewegten Zustand
eine gewisse gelartige Festigkeit, wird das Gelenk, z.B. beim Laufen dann allerdings bewegt,
erniedrigt sich die Viskositit und die ,,schmierenden” Eigenschaften des Hyaluronans
kommen zum Einsatz. In der Matrix sind die kontrollierte Synthese und der kontrollierte
Abbau wichtig fiir die gesunde Zusammensetzung des Knorpels.

Hyaluronan ist ebenso ein wichtiger Bestandteil der Haut [45]. Die absolute Menge an
Hyaluronan in der Haut soll 15 g betragen [46]. Man findet es sowohl in der Dermis (~ 0,5
mg/g Gewebe) als auch in der Epidermis (~ 0,1 mg/g Gewebe). Auch dort entfaltet es seine
Eigenschaften als wasserbindendes Glycosaminoglykan. Die Matrix direkt um die
Keratinozyten in der Epidermis hat eine genauso hohe Hyaluronankonzentration wie die
Nabelschnur (4 mg/g Gewebe).

Hyaluronan kann im Korper vielfdltige Aufgaben {ibernehmen. So vermittelt es {iber
RHAMM und CD44 Signalwege, die fiir Zellbewegung und —proliferation, die
Morphogenese, Regeneration, die Wundheilung und Tumorwachstum verantwortlich sind.
[47-52]. In physiologischer Losung kann Hyaluronan als osmotischer Puffer, Platzfiiller,
Schmiermittel, Wassergehaltsregulator und molekulares Sieb dienen. Kleine Molekiile wie
Elektrolyte, Wasser etc konnen frei durch das Gelnetzwerk diffundieren, wihrend groBere
Molekiile nicht permeiren konnen.

Bei den Bakterien beschrinkt sich die biologische Funktion in erster Linie auf die
Hyaluronanhiille. Beim Menschen sind vor allem mucoide Stimme der Serogruppe A von
Streptococcus pyrogenes fiir eine Vielzahl von Krankheitsbildern verantwortlich. Darunter
sind z.B. Rachen- und Mandelentziindungen, Scharlach, Wundrosen und toxische
Schockzustinde [53]. Neben dem M-Protein ist die Hyaluronankapsel ein wichtiger
Virulenzfaktor pathogener Streptokokken [54]. Sie ist nicht immunogen, da bakterielles
Hyaluronan vom Hyaluronan des Bindegewebes nicht unterscheidbar ist. Auflerdem schiitzt
die Kapsel die Streptokokken durch eine hohe negative Ladungsdichte vor der Phagozytose
durch Zellen des Immunsystems. Wessels [55] fand bei unbekapselten Mutanten eine 100-
fach erniedrigte Virulenz im Gegensatz zum bekapselten Wildtyp. Eine weitere wichtige

Funktion scheint die Hyaluronan-Hiille bei der Besiedlung stark aerober Bereiche, wie z.B.

11
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des Nasen-Rachen Raumes zu spielen. Streptokokken sind zwar aerotolerant, zeigen aber
unter anaeroben Bedingungen ein effizienteres Wachstum. Vermutlich schiitzt die
Hyaluronan-Kapsel durch eine verminderte Sauerstoffdiffusion die Zellen vor zu hohen O,-
Partialdriicken, so dass dadurch eine effektivere Besiedlung aerober Bereiche ermoglicht wird

[56].

1.6 Praktische Bedeutung von Hyaluronan

Aufgrund seiner besonderen viskoelastischen und rheologischen Eigenschaften ist
Hyaluronan ein wertvoller Naturstoff, der ein breites Anwendungsspektrum in
biomedizinischen und industriellen Bereichen findet. So wird es in der Kosmetikbranche in
Cremes eingesetzt, wobei man die wasserbindenen Eigenschaften des Hyaluronans ausnutzen
mochte. Mit zunehmenden Alter kann die Haut durch Verlust bzw. Degradierung des
hochmolekularen Hyaluronans in kleinere Fragmente nicht mehr so viel Wasser speichern
wie in jungen Jahren. Eine lokale Therapie mit Hyaluronan macht hier Sinn. Es gibt sogar
Therapien, in denen niedrigmolekulare Hyaluronanstiicke (durch UV-Licht gespalten) auf die
Haut gegeben und einmassiert werden, um anschlieBend durch Bestrahlung mit infrarotem
Licht zu Polymerisierung angeregt werden. In anderen Anti-Aging Ratgebern heil}t es, man
solle Hyaluronan oral zu sich nehmen. Da das Glycosaminoglycan im Magen/Darmtrakt
allerdings abgebaut wird, erscheint diese MaBBnahme wenig erfolgsversprechend im Hinblick
auf eine faltenfreie Haut. Als subkutane Injektion konnen Falten mit Hyaluronan unterspritzt
werden und so zu verminderter Faltentiefe fiihren.

Intraartikuldre Injektionen von Hyaluronan sind eine Behandlungsmdglichkeit fiir Arthrose.
Der Hyaluronangehalt in der Synovialfliissigkeit sinkt bei Arthrose und zugleich verringert
sich das Molekiilgewicht von 4-5 Tausend Kilodalton auf 500 Kilodalton infolge der
Infiltration von proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, freier Radikale und Proteinasen.
Durch die verminderte Hyaluronan Konzentration und/oder ein veridndertes Molekiilgewicht
ist die Viskositdt der Synovialfliissigkeit zu niedrig und es kommt zu einer Fehlfunktion des
betroffenen Gelenkes. Die Viskositét soll mithilfe von Hyaluronaninjektionen wieder erhoht
werden. Dieses Verfahren wird unter anderem in den U.S.A, Kanada, Japan und grofB3en
Teilen der EU angewandt. Allerdings gibt es groflere Unterschiede in der MolekiilgroB3e des
Hyaluronans, welches injiziert wird. So betrdgt z.B. das Molekiilgewicht des Préparats

Hyalgan® (Fidia, Italien) 500-730 Kilodalton, wéhrend Orthovisc® (Anika, USA) eine
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MolekiilgroBe von 1000 — 2900 Kilodalton besitzt. Die therapeutischen Effekte von
Hyaluronan Injektionen auf arthrotische Gelenke sind intensiv in vitro, in vivo und klinisch
untersucht worden [57-65]. Ergebnisse dieser Studien zeigten, dass Hyaluronan den Schmerz
der Patienten vermindern konnte und die Funktion des jeweiligen Gelenkes verbesserte. Der
analgetische Effekt der Injektionen war dquivalent oder stdrker als nach Glucocortikoidgabe
[66] oder nichtsteroidalen antiinflammatorischen Arzneimitteln (NSAIDs) [57]. Andere
Veroffentlichungen besagen hingegen, dass es keinen Unterschied zwischen Hyaluronan und
Plazebo-Gabe gibt. Der Effekt nach Hyaluronan Injektionen fiir einige Wochen hielt bis zu
zweli Monate an, was nicht mit der kurzen Halbwertszeit von Hyaluronan in der
Synovialmembran von einem Tag — bei arthrotischen Gelenken sogar noch kiirzer — vereinbar
zu sein scheint [67]. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass auch neben den rein
physikochemischen Effekten des Hyaluronans auch pharmakologische Effekte zum Teil eine
Rolle spielen. Hier kommen vielleicht die immunmodulatorischen und antiinflammatorischen
Aspekte des Hyaluronans, welche Abhingig vom Molekulargewicht sind, zum tragen [68].
Zum Benetzen und Feuchthalten des Auges gibt es auf dem deutschen Markt das Préiparat
Hylumed®, welches Hyaluronan in einer Konzentration von 0,1% beinhaltet. Des weiteren
wird Hyaluronan auch bei Augenoperationen angewendet, um die Einsetzung kiinstlicher
Linsen zu ermoglichen. Hyaluronan kann am Auge nicht nur allein, sondern auch in
Kombination mit anderen Stoffen verabreicht werden. Generell haben topisch angewandte am
Arzneimittel am Auge eine niedrige Bioverfiigbarkeit in Folge der precornealen Clearance,
welche zu einer raschen Drainage der Stoffe flihrt [69]. Die Arzneistoffe konnen nach
Abtransport vom Auge systemische Nebenwirkungen erzeugen, welche insbesondere bei B-
Sympathomimetika wie Timolol gefdhrlich werden konnen. Eine Moglichkeit, die lokale
Bioverfiigbarkeit von Arzneistoffen am Auge zu erhdhen und systemische Nebenwirkungen
zu vermindern ist die Erhohung der Viskositdt der Formulierung mit Hyaluronan. So wurde
bereits gezeigt, dass fiir Stoffe wie Pilocarpin und Timolol [70], Tropicamid [71] und
Gentamycin [72] eine verldngerte Verweildauer auf der Cornea/erhohte Bioverfiigbarkeit
erreicht werden konnte.

In der Nase hat sich auch die Anwendung von Hyaluronan zur Erh6hung der Bioverfiigbarkeit
von kleinen Arzneistoffen und Peptiden durchgesetzt. Dies soll eine Folge der guten
Bioadhidsion und Penetrationssteigerung von Hyaluronan sein [73]. So wurde z.B. gezeigt,
dass die Bioverfiigbarkeit von nasal verabreichten Vasopressin verdoppelt werden konnte in
Anwesenheit von Hyaluronan. Diese Effekte traten bei Verwendung von hochmolekularem

Hyaluronan auf (iiber 300 Kilodalton), mit niedrigmolekularem Hyaluronan konnte kein
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Effekt beobachtet werden. In der Tat scheint die Hyaluronan vermittelte Penetrations-
steigerung der Hauptgrund fiir die verstiarkte Aufnahme zu sein, da die Zilienschlagfrequenz
in der Nasenmucosa nicht vermindert ist.

Durch obige Ergebnisse an Auge und Nase ermutigt, wurden auch Tests mit verdiinnten
Hyaluronanlésungen (0,1-0,2 %) und Insulin zur Inhalation gemacht. Dabei konnte eine
verstiarkte Aufnahme bei mit Hyaluronan versetzten Insulinlosungen versus Insulinlésungen
ohne Hyaluronan beobachtet werden.

Hyaluronan wurde desweiteren in Systemen zur verzogerten Freisetzung von Proteinen nach
Implantation getestet. Abhéngig von Grofle und Konzentration konnte gezeigt werden, dass
Liberationskinetiken nullter Ordnung erreicht werden konnten [74]. In jiingerer Zeit wird es
auch gern als Gel zur Wundversorgung benutzt. Die Wundheilung wird durch Hyaluronan

durch den positiven Einfluss auf das Wachstum von Epithelzellen im Corneum beschleunigt.

1.7 Proteoglykane

Die Glycosaminoglykane sind mit

Ausnahme des Hyaluronans alle
CH20H  yossocH )
o —o\ 12 mehr oder weniger stark sulfa-

tiert. Augrund dieser Sulfatgrup-
H  OHSO3H H  NHSOsH Jn

Heparansulfat pen besitzen sie eine hohere

(cs-4)

Anzahl negativer Ladungen pro

CO2H HO3S oy . L. .. .
i Disaccharideinheit im Vergleich
OVH H . .
. lo zum Hyaluronan. Ein weiterer
H H  NHAG n - . .
Chondroitinsulfat Dermatansulfat Unterschied zum Hyaluronan 1st

Abb. 9: Die sulfatierten Glycosaminoglykane des ihre Bindung an Core-Proteine

Knorpels (Proteoglykane). In Abbildung 9
sind die Strukturen der sulfatierten Glycosaminoglykane aufgefiihrt. Im Knorpel kommen in
groBBeren Mengen das Chondroitinsulfat, welches am C4 und an der C6 Position sulfatiert sein
kann, sowie das Keratansulfat, vor. Das Chondroitinsulfat kann mit 25 - 40 Disaccharid-
einheiten deutlich langere Ketten bilden als das Keratansulfat (vergleiche Abbildung 2). Nach
der Ausschleusung durch die Knorpelzellen bilden das Aggrekan und das Hyaluronan in der

Matrix Aggregate aus hunderten von Aggrekanen, die wie die Borsten einer Flaschenbiirste

iiber das Link-Protein an das Hyaluronan gebunden sind. Durch ihre Wasserbindung sind
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diese Aggregate fiir den enormen hydrodynamischen Druck verantwortlich, dem durch das
zugfeste Kollagennetzwerk entgegengewirkt wird. Dieses Netzwerk steht allerdings unter
stindiger Beanspruchung, jeder Defekt oder Schwichung des Knorpelzellverbundes kann zu
einem zusitzlichen Einstrom von Wasser fiihren. Der normale Wasseranteil im Knorpel
betragt 70 %. Dieses steht in einem stindigen Austausch mit der Gelenkfliissigkeit. Die
Synovialfliissigkeit besteht aus einem Ultrafiltrat des Serums und den Produkten der
Synovialzellen, welche unter anderem Proteinasen, Kollagenasen, Hyaluronan und
Prostaglandine bilden.

Friher wurde die Funktion der Proteoglykane vor allem mit ihrer groB3en
Wasserbindungskapazitit in Zusammenhang gebracht. Durch die hohe negative
Ladungsdichte ziehen sie insbesondere Na'-Ionen an und fiihren bedingt durch eine starke
Hydratisierung zu einem hohen Turgor im Knorpelgewebe. Die innermolekularen
AbstoBungskréfte fithren zu einer Immobilisation der Polysaccaridketten und zu einer
partiellen Immobilisation des eingeschlossenen Wassers. Das dreidimensionale Netzwerk der
Hyaluronan-Aggrekankomplexe wirkt wie ein Filter, durch den kleine Molekiile wie Glucose
und Aminosduren ungehindert passieren kdnnen, Makromolekiile in ihrer Diffusion dagegen
behindert oder im Extremfall sogar ganz ausgeschlossen werden. Durch Zerstdrung dieser
Struktur kommt es zum Verlust der ,,Sieb“-Funktion. Das eingeschlossene Wasser dieser
Aggregate wirkt zudem schockabsorbierend und schiitzt das jeweilige Gelenk vor harten
StoBen. In den letzten Jahren dridngt eine weitere Funktion der Proteoglykane immer weiter in
den Fokus der Wissenschaft. John Scott von der Universitit Manchester gelang es 1988
mittels Elektronenenmikroskopie die Querstreifung von Kollagenfibrillen unter dem
Mikroskop zu analysieren. Er konnte bestimmten Banden jeweils eine gewisse Bindungs-
Priaferenz einzelner Proteoglykane zuordnen. Diese Bindungen kommen {iber die nach auflen
stehenden Hydroxylgruppen von Hydroxyprolin und Hydroxylysin der Kollagentrippelhelix
zustande. Die Proteoglykanverbindungen sind nach Scott bivalent und verbinden je zwei
Kollagenfibrillen miteinander. In der extrazelluldiren Matrix gibt es viele verschieden
Briicken, Bindungen, Assoziationen und auch AbstoBungskrifte der Makromolkiile
untereinander, die bis dato noch nicht in allen Einzelheiten erfasst sind. Sie tragen jedoch
entscheidend zur Erhaltung der Integritit der Knorpelmatrix bei. Sinkt der Proteoglykangehalt

im Knorpel ab, fiihrt dies auch zu einem Abbau des Kollagennetzwerkes [75].
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1.8 Kollagenabbau und Matrixmetalloproteasen

Die Kollagene stellen quantitativ die bedeutendsten Proteine des Organismus dar und sind die
strukturgebenen Proteine von Haut, Sehnen, Bindern, Knorpel, Knochen und
Basalmembranen. Es ist eine Vielzahl von verschiedenen Kollagentypen bekannt. Thnen allen
ist gemein, dass sie aus drei Polypeptidketten aufgebaut sind, die identisch oder verschieden
sein konnen. Die drei linksgingigen helikalen Strdnge organisieren sich in manchen
Abschnitten zu einer rechtsgéingigen Superhelix. Diese Konformation ist durch sich
wiederholende Triplet-Sequenzen aus Glycin-X-Y bedingt, denn jeder dritte Rest eines
Strangs fiihrt direkt durch das Zentrum, wo nur die kleinste Aminosdure Platz findet. In der X
und Y Position findet man besonders hédufig Prolin, Hydroxyprolin und Hydroxylysin. Dies
spielt in unseren Ergebnissen eine Rolle, weil wir zur Analyse des Kollagengehaltes die
seltene Aminosdure Hydroxyprolin gemessen haben, die fast ausschlieBlich nur im Kollagen
in nennenswerten Mengen auftritt. Im Knorpel kommen die Kollagene vom Typ II, Typ IX
und XI vor und bilden gemeinsame Strukturen aus. Dabei bildet ein diinner Strang aus
Kollagen XI das Zentrum der im Knorpel vorkommenden Kollagenfibrillen, um die sich eine
dickere Schicht aus Kollagen Typ II Fasern legt. An, beziehungsweise in die dulere Schicht
dieses Gebildes sind Fragmente des Kollagen IX assoziiert. Sie treten vermutlich in
Wechselwirkung mit anderen Knorpelmolekiilen, wie zum Beispiel dem Matrilin [76].
Knorpelzellen sind auch in der Lage, Kollagen X zu bilden, welches ein kurzkettiges
Kollagen darstellt. Dieses Kollagen wird in vivo allerdings nur in der Wachstumsphase von
hypertrophierenden Knorpelzellen gebildet, die spater die Knochensubstanz bilden oder sich
zu Osteoblasten umwandeln [77]. In der normalen Organisation der Matrix spielt Kollagen X
aber keine Rolle.

Die Matrixmetalloproteasen gehoren einem umfassenden proteolytischen System an, das seit
seiner Entdeckung in den 1960er Jahren in der Kaulquappe intensiv untersucht wurde. Das
System besteht aus einem aktivierenden Schenkel, den MMPs, und einem inhibierenden
Schenkel, den TIMPs (tissue inhibitor of matrix metalloproteinases) [78]. Zur Zeit sind 22
humane MMPs und 4 TIMPs beschrieben. Im Falle der MMPs gibt es eine numerische
Nomenklatur sowie gebrduchliche Synonyme, die benutzt werden (MMP-1 — Kollagenase 1,
MMP-2 — Gelatinase A, MMP-3 — Stromelysin-1, etc.).

Die MMP-Gene sind induzierbar durch Wachstumsfaktoren, Zytokine, Phorbolester, Stress
und onkogene Transformation. TGF-B und Glucocorticoide besitzen eine supprimierende

Wirkung. Insgesamt sind die komplexen Interaktionen verschiedener Faktoren noch nicht
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vollstindig geklart und sollen hier auch nicht weiter behandelt werden. Die MMPs werden als
pro-MMPs, also Zymogene, in den Extrazellularraum sezerniert und dann durch bereits
aktivierte MMPs oder diverse Serinproteasen aktiviert. MMPs sind in der Lage, eine Vielzahl
von Proteinen der extrazelluldren Matrix zu verdauen [79]. Dies ist zum Beispiel bei der
Wundheilung [80], aber auch beim invasiven Wachstum von Tumoren von Bedeutung. In
vielen malignen Geweben ist eine Uberexpression von MMP's nachgewiesen, sie gelten als
Schliisselfaktoren fiir Invasion, Metastasierung und Angiogenese. Weiterhin spielen die
MMPs eine wichtige Rolle beim Wachstum, der Differenzierung von Geweben und all-

gemein der Zellmigration [81].

Im Speziellen haben wir uns auf

Trippelhelix . .
N-terminales cterminales | die Matrixmetalloproteasen 2
Telopeptid Telopeptid 1

und 9 konzentriert, da bekannt

al

ot | ist, dass diese beiden Proteasen

priméare Spaltstelle . .
MMP-1,MMP-8, MMP-13 Schliisselenzyme bei degenera-

M tiven und entziindlichen Gelenk-
Y, Abbauprodukt

erkrankungen sind [82;83]. Die

Gly 975 Leu 97

% Abbauprodukt beiden Enzyme besitzen eine

weiterer Abbau der Spaltprodukte durch MMP-2 und MMP-9 groBe Substratspeziﬁtéit bezﬁg-

lich denaturierter Kollagene und

Abb. 10: Abbau der Kollagentrippelhelices durch MMPs anderer  Matrixproteine  [84].

Verschiedene Matrixmetalloproteasen sind in gesundem Knorpel anders exprimiert als in
krankem Knorpel [85]. So konnten in der Synovialfliissigkeit von Rheumapatienten [86] und
von Patienten mit Arthrose [87] erhohte MMP-2 und MMP-9 Level nachgewiesen werden.
MMP-2 und MMP-9 werden auch als Gelatinase A und B bezeichnet. Man kann sie mithilfe
einer Gelatin-Zymographie nachweisen, da die beiden Proteasen in Acrylamidgel eingebette
Gelatine verdauen konnen und nach einer Coomassie-Farbung die entsprechenden Bereiche
dann nicht gefarbt hervortreten. Im Knorpel konnen MMP-2 und -9 Kollagenfibrillen, die
durch die Kollagenasen (MMP-1,8 und 13) in sogenannte Y - % Fragmente zwischen Gly’"
und Leu””® der al(Il) Kette gespalten worden sind [88], weiterverdauen (Abb.10). Thnen
kommt also eine entscheidende Rolle beim Knorpelabbau zu. Die so genannten Kollagenasen
MMP-1, MMP-8 und MMP-13 werden alle direkt im Knorpel von Chondrozyten gebildet
[89-91]. IL-1a als ein proinflammatorisches Zytokin ist in der Lage, die Synthese der
Matrixmetalloproteasen zu erhohen [92] und spielt damit bei der Ausldsung und Unterhaltung

der rheumatoiden Arthritis sowie der Arthrose eine Rolle durch die Induzierung des Kollagen

17



KArPITEL | EINLEITUNG

I Abbaus. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt beim Knorpelabbau scheint nicht die
Spaltung der intakten Helices und deren weiterer Abbau zu sein, sondern der beschleunigte
Abbau der % und % Bruchstiicke durch MMP-2 und MMP-9 [93].

Nach der Endeckung der Kollagenase 1 im Jahr 1962 durch Gross und Lapierre [94] wurde
schnell die mdgliche pharmakologische Wirkung von MMP-Inhibitoren erkannt. Neben dem
potenziellen Einsatz als (Iebenslanges!) Arthrosemedikament erschien auch eine Therapie der
rheumatoiden Arthritis, Osteoporose und von invasiven Krebstumoren vielversprechend.
Bereits 1969 gab es mehrere sehr potente Inhibitoren der Matrixmetalloproteasen. Nahezu alle
forschenden Pharmaunternehmen starteten in dieser Hinsicht Programme, in den darauf
folgenden 30 Jahren wurden hunderte von MMP-Inhibitoren entwickelt und in der Literatur
beschrieben [95]. Von der ersten Generation dieser Inhibitoren mit geringer Bioverfiigbarkeit
wurden bis heute Inhibitoren mit groBem Wirkspektrum auf mehrere Metalloproteasen, hoch
spezifischen Hemmstoffen filir nur eine Protease, gut verfiigbaren und metabolisch stabilen
Inhibitoren kreiert. Mehrere Strategien zur Hemmung konnen dabei verfolgt werden: Die
Verminderung der Expression, eine gehemmte Aktivierung durch andere Proteasen, die
Inhibierung des Enzyms oder eine Erhohung der TIMP Aktivitit.

Nur sind bis heute bis auf eine Ausnahme keine von diesen Substanzen auf den Markt
gekommen. Die Substanzen zeigten in vitro zwar eine Verminderung der Metalloproteasen-
aktivitat, teilweise im nano- und sogar picomolaren Bereich, doch konnten diese Ergebnisse
in vivo nicht wiederholt werden. Mittlerweile forschen nur noch vereinzelt Pharmafirmen an
der Entwicklung von Proteaseinhibitoren. Das Gros der Programme ist eingemottet und fiir
gescheitert erkldrt. Andere Ansétze zur Entwicklung eines Medikaments zur Behandlung der

Arthrose sind im Moment nicht zu erkennen.

1.9 Induzierung einer Arthrose mit IL-1

Wie bereits beschrieben, werden erhdhte IL-1 Spiegel in arthrotischen Gelenken gefunden. In
noch deutlich hoheren Konzentrationen liegt es in Gelenken vor, welche von rheumatischen
Erkrankungen betroffen sind. Dies ist auch nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, dass
Interleukin-1 ein Entzlindungsmediator ist und rheumatische Arthritis mit einer Entziindung
des Gelenkes einhergeht. Sehr gut untersucht ist der Effekt von IL-1 auf den Knorpel. So
wird die Proteoglykansynthese herunterreguliert und in hoheren Konzentrationen beginnt ein

Abbau der Proteoglykane im Knorpel [96;97]. Interleukin-1 wird durch enzymatische
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Prozessierung durch Caspase-l aus einem IL-1 Vorlduferprotein gewonnen. Durch die
enzymatische Prozessierung des gleichen Vorlduferproteins durch Calpain wird IL-1a
gebildet. Somit entstehen IL-18 und IL-la aus einem Vorlduferprotein. Beide Produkte
binden an den gleichen Rezeptor. IL-1 wird von Monozyten, Makrophagen, B-Zellen,
dendritischen Zellen, Endothelzellen und anderen Zelltypen produziert. Eine solche
Hochregulierung des Knorpelabbaus durch IL-1 dhnelt stark dem Knorpelabbau wie er bei
Arthrose und rheumatoider  Arthritis vorkommt [98]. Der Inhibierung der
Proteoglykansynthese steht eine gesteigerte Hyaluronansynthese entgegen [99;100]. Diese ist
zum einen auf eine gesteigerte HAS2 Expression zuriickzufiihren. Da HAS2 von den drei
Synthasen ohnehin schon fiir die Synthese des Hyaluronans am dominantesten ist, ist der
Effekt bei einer verstirkten Expression dementsprechend ausgepragt [101]. Weiterhin wurde
auch eine verstirkte CD44 Expression beobachtet in arthrotischem Knorpel beobachtet, was
auf einen gesteigerten Umsatz des Hyaluronans im Knorpel hindeutet [102]. Aufgrund dieser
Tatsachen erschien das Zytokin Interleukin-1o geeignet, um bei bovinen Knorpelstiicken in

vitro Arthrose auszulosen [103-105].

1.10 Interleukin-1o. und die cGMP-Signalkaskade

Da die in den Versuchen

eingesetzten Inhibitoren darauf

untersucht wurden, inwieweit sie

mit der cGMP-Signalkaskade

‘ tinduzierbare NO-Synthase ‘—» NO

t Guanylatcyclase

cGMP

interagieren, soll an dieser Stelle

t Proteinkinase G
\
lca2+ /
PDE5

kurz darauf eingegangen werden.

Chondrozyt IL-1o erhoht die Expression der

induzierbaren NO-Synthase (i-
NOS) und fordert so die NO

Abb. 11: Signalweg von IL-1a, cGMP betreffend Produktion in der Zelle (Abb. 11).
NO  aktiviert die  16sliche

Guanylatcyclase, welche dann vermehrt cGMP aus GTP bildet. Zum einen werden durch
cGMP Proteinkinasen aktiviert, daneben cGMP abhingig lonenkanile gedffnet und die
Aktivitit der PDES (Phosphodiesterase5) reguliert. Der intrazellulire cGMP Spiegel wird

reguliert durch die Guanylatcyclase einerseits und der abbauenden Phosphodiesterase
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andererseits. Die Phosphodiesterasen bilden eine Superfamilie mit elf Mitgliedern. Sie sind in
der Lage cAMP und cGMP zu spalten. Die PDES, 6 und 9 sind cGMP spezitisch. Die PDE 1-
3, 10 und 11 kénnen cAMP und cGMP spalten, die restlichen Phosphodiesterasen spalten nur
cAMP. Es gibt einmal die 16sliche Guanylatcyclase sowie eine membrangebundene Form.
Die 16sliche Guanylatcyclase kann durch Nitromonooxid (NO) induziert werden. Die cGMP
abhéngigen Proteinkinasen finden sich in besonders hoher Konzentration in den glatten
Muskelzellen, den Thrombozyten und im Kleinhirn. Therapeutisch genutzt wird NO in vielen
NO-freisetzenden Vasodilatatoren (Nitroglycerin, Isosorbiddinitrat, etc.), die die intrazellulire
cGMP Konzentration erhohen. Dies fiihrt zu einer verstirkten Aktivierung der cGMP
abhéngigen Proteinkinasen, welche zu einer verminderten intrazelluliren Calcium-
Konzentration filhren und so zu einer Erschlaffung der glatten Muskelzelle. Die Gefdlle
konnen sich weiten. Ein erhohter Calcium-Efflux wird dabei durch die Phosphorylierung der
in der Membran lokalisierten Calcium-ATPase erreicht, die anschlieBend vermehrt Calcium
herausschleust und das Membranpotenzial so absenkt. Einen dhnlichen Ansatz sollte auch mit
PhosphodiesteraseS Hemmstoffen verfolgt werden. Die PDES spaltet cGMP in 5°-GMP und
unterbricht so die Signalkaskade. Mit der Entwicklung spezifischer PDES Inhibitoren sollte
die Palette der vasodilatatorischen Medikamente, die das Herz entlasten, erweitert werden.
Die Medikamente zeigten auch vielversprechende blutdrucksenkende Effekte, als starke
Nebenwirkung bei ménnlichen Patienten fielen allerdings die verstirkten Erektionen auf.
Denn in den Blutgefden des Penis ist die PDES stark exprimiert, durch einen verminderten
cGMP Abbau erschlafft die Ringmuskulatur in den Arterien des Corpus cavernosum und die
GefiaBBe werden weitgestellt. Bei sexueller Erregung kann so dann leichter Blut in die
Schwellkorper flieBen. Diese urspriingliche Nebenwirkung wurde in Medikamenten wie
Viagra®, Levitra® und Cialis® zur Hauptwirkung gemacht. Die Herkunft der Medikamente
zeigt gleichzeitig, warum herzkranke Patienten, die bereits blutdrucksenkende Medikamente
einnehmen, besonders vorsichtig bei der gleichzeitigen Einnahme von PDES Hemmstoffen
sein miissen. Immer wieder wird bei der Anwendung von Viagra® von Sehstérungen
berichtet. Dies kommt durch die gleichzeitige Hemmung der PDE6 zustande, welche
ausschlieBlich in den Zipfchen und Stibchen der Netzhaut vorkommt. Eine durch PDE6
erniedrigte cGMP Konzentration 16st hier eine Hyperpolarisation der Sehzellen aus, ist diese
gehemmt, kommt es zu Storungen der visuellen Wahrnehmung [106]. Pfizer hat den
Wirkstoff von Viagra®, Sildenafil mittlerweile auch als Medikament gegen pulmonare
Hypertension unter dem Namen Revatio® mit 20mg pro Tablette auf den Markt gebracht.

Interessanterweise sind diese Medikamente auch die Ersten, die wirksam zum Artenschutz
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beigetragen haben, da die Jagd auf seltene Tiere, deren Inhaltstoffe traditionell insbesondere
in Asien zur Potenzsteigerung eingesetzt wurden, seit der Markteinfithrung deutlich
zuriickgegangen ist.

Die PDES Hemmer besitzen neben dieser Wirkung auch noch einen inhibitorischen Einfluf3
auf den MRP5 Kanal, ein Mitglied der ABC Transporter Familie. Wéhrend fiir die Hemmung
der PDE5 nanomolare Konzentrationen ausreichen, ist fiir die Hemmung des MRPS5
Transporters eine rund 1000fach hohere Konzentration im pmolaren Bereich notig [107]. Bei
diesen Konzentrationen wurden auch keine toxischen Effekte in Zellkultur beobachtet [108].
PDES Hemmer wie Sildenafil erhhen die cGMP Konzentration intrazelluldr und cGMP wird
gleichzeitig von MRPS5 transportiert. Deshalb wird dieser Signalweg bei unseren

Untersuchungen eine gesonderte Rolle spielen.

1.11 ABC Transporter

Bei der Aufnahme in den Korper oder von seinem Entstehungsort im Korper muss jeder
exogene und endogene Stoff zahlreiche Zellmembranen im Korper passieren, um zu seinem

Wirkort zu erreichen oder zur

Ausscheidung gebracht zu werden.
Human ATP-Binding Cassette Transporters Fiur diesen Transport stehen zwel

unterschiedliche Mechanismen zur

Verfiigung. Entweder kann der

=
o
0
=
o
o
>
=
O

Name ABC1

OABP GCN20 White

Stoffaustausch rein passiv oder

. aktiv  erfolgen. Der passive
Subfamily ABCA ABCB ABCC ABCD ABCE ABCF ABCG

il | & o 1 P 1 > | sem Transport kann durch Diffusion

Michael Miller, Universitat Wageningen, Niederlande

von nichtpolaren Stoffen durch die

Abb. 12: ABC Transporter Familien Zellmembran erfolgen oder von
geladenen Molekiilen iber

Ionenkanéle, die entlang eines Konzentrationsgradienten arbeiten. Ionenkanidle kdnnen offen
oder geschlossen vorliegen und durch Signalmolekiile in ihrer Funktion moduliert werden.
Die in dieser Arbeit untersuchten ABC Transporter gehoren zur Kategorie des primar aktiven
Transportes.

Die ABC Transporter bestehen aus vier Domédnen, zwei integralen Membrandoménen und

zwei  cytoplasmatischen, ATP bindenden Domédnen [109]. Sie befinden sich in der
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Zellmembran und transportieren unterschiedlichste Substrate wie Zucker, Aminosduren und
Xenobiotika aus der Zelle hinaus nach auBlen. Diese groffite Familie transmembranérer
Proteine kommt sowohl in Eukaryonten als auch in Prokaryonten vor. Sogar in Pflanzen
wurden sie nachgewiesen. Die ABC (ATP-binding-cassette) Transporter lassen sich in sieben
Unterfamilien mit insgesamt 48 Mitgliedern einteilen (Abb. 12). Da die zu transportierenden
Stoffe gegen einen Konzentrationsgradienten transportiert werden, ist fiir den Transport
Energie durch die Hydrolyse von ATP notwendig. Das ATP bindet dabei an zwei hoch-
konservierte Regionen, die so genannten Walker A und Walker B Sequenzen. Diese werden
auch als NBF (Nucleotide binding
folds) bezeichnet (Abb. 13).

ABC Transporter sind in jedem

MSD 1 MSD 2

Gewebe des Korpers vorhanden.

Besonders in den Fokus der

Forschung gelangten diese

Transporter, als sich herausstellte,

dass sie an der Resistenz-

: MSD = membrane spanning domain
entwicklung von Krebstumoren NBE = nuioatide binding folds

beteiligt waren. Manche Tumore

exprimieren  bestimmte  ABC Abb. 13: Topologie des MRP5 Kanals

Transporter wie MDR-1 (Multidrug resistance) oder MRPs (multidrug related protein)
besonders hoch und vermindern durch Transport von Chemotherapeutika aus der Zelle deren
Konzentration in der Zelle und damit die Wirkung. So ist der MDR-1 Transporter (in der
Literatur auch als P-gp, Phospho-Glykoprotein beschrieben) in der Lage, die Konzentration
von cytotoxischen Substanzen wie Doxorubicin, Daunorubicin, Mitoxanthron, Paclitaxel und
Colchicin in der Zelle zu verringern und somit Thre Wirkung abzuschwéchen. Transfiziert
man z.B. Doxorubicin sensitive Zellen mit dem MDR1 Gen, so werden diese Zellen resistent
gegen diese Substanz. In metastasierenden Lungensarkom- Zellen konnte klinisch
nachgewiesen werden, dass innerhalb von nur einer Stunde die Genexpression von MDRI
erhoht war [110]. Des weiteren vermitteln die vielen ABC Transporter allerdings auch
Resistenzen flir Antibiotika und Antimykotika sowie flir Herbizide bei Pflanzen. Bei Pflanzen
sind sogar schon 129 unterschiedliche ABC Transporter identifiziert worden. Das gut
charakterisierte p-Glycoprotein (p-GP) oder auch MDR-1 kommt auch physiologisch in
mehreren Geweben vor [111], so zum Beispiel in den Nieren, der Leber, dem Darm,

Endothelzellen der Blut/Hirn Schranke und auch in dem Endometrium des schwangeren
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Uterus, hier dient der Transporter als Schutzfunktion, da er giftige Stoffe, die das Kind mit
dem Blut der Mutter aufnimmt, aus den Zellen wieder hinaustransportiert.

Die MRP-Familie kommt im Vergleich zu der MDR Familie in geringerer Expression in allen
Sdugetierzellen vor, diese Transporter katalysieren selektiv den Transport von organischen
Anionen, Glutathion, glucuronierten und sulfatierten Konjugaten von Zytostatika wie
Anthrazyklinen oder Vinca Alkaloiden [112]. Die ABC Transporter MRP4, MRP5 und MRP8
nehmen eine besondere Stellung ein in der MRP Familie, da ihnen am N-terminalen Ende
eine dritte membranintegrale Pro-Domidne fehlt [113]. Die beiden membranintegralen
Doménen bilden in der Membran eine Art Pore, durch die dann selektiv die entsprechenden
Substrate transportiert werden. MRP4 und MRP5 sind in der Lage, den Transport von cAMP
und ¢cGMP aus der Zelle zu kontrollieren, wihrend MRP4 aber eine deutlich geringere
Affinitét zu diesen Substraten aufweist [114-116]. Allerdings scheinen diese physiologischen
Substrate nicht das ,,Haupt“substrat zu sein, denn der Transport der cyclischen Nucleotide hat
auf die intrazelluldren Konzentration nur einen untergeordneten Einfluss [117].

Dies liegt zum einen an dem Phosphodiesterasesystem, dass sehr viel effektiver bei hoheren
cGMP/cAMP Spiegeln aktiviert wird und cGMP/cAMP abbaut und zum anderen an dem
Umstand, dass der Transport der cyclischen Nucleotide bei physiologischen Konzentrationen
nur miaBig bis gar nicht stattfindet [114]. MRP5 konnte zuerst im Urogenitalgewebe
nachgewiesen werden [118], was nicht uninteressant ist, wenn man bedenkt, dass cGMP eine
wichtige Rolle bei der erektilen Dysfunktion spielt und das PDES Hemmer wie Sildenafil
(Viagra®) auch den MRP5 Kanal hemmen. Andere gehen mittlerweile von einer ubiquitidren
Verteilung dieses Kanals aus [110]. Der Nachweis von MRPS5 gestaltet sich auch deshalb als
nicht so einfach, da es fiir das Protein keine gut funktionierenden Antikorper gibt [119].

Um eine Resistenz durch ABC Transporter zu verhindern, wurden und werden fiir alle
moglichen Transporter Inhibitoren entwickelt, die eine Ausschleusung der Medikamente aus
den Zellen verhindern und so deren Wirksamkeit erhohen. Gibt es zum Teil fiir ein und
denselben Transporter mehrere Substrate, so ist es bei den Hemmstoffen fiir die ABC
Transporter noch viel diversifizierter. So hemmen zum Beispiel eine Vielzahl von Stoffen aus
folgenden Stoffgruppen den MDR 1 Kanal: Analepika, Antidepressiva, Antiestrogene,
Antimykotika, Antihistaminika, Malariamittel, ~Calcium-Kanal Blocker, Diuretika,
Immunsuppressiva, Neuroleptika, Steroidhormone und andere. Besonders prominente
Beispiele sind Verapamil und Cyclosporin A. Sie gehdren zur 1. Generation der Inhibitoren,
mittlerweile sind bessere Inhibitoren in der Entwicklung, die speziell fiir den Zweck der ABC

Transporter-Hemmung geschaffen wurden. Bei Verapamil ist ein Einsatz des R-Isomers als
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MDRI Inhibitor sogar relativ unproblematisch mdglich, weil es wie das S-Isomer auch

MDR1 hemmt, es aber als Ca-Kanal Blocker unwirksam ist und so keine kardialen

Nebenwirkungen aufweist. Ein riesiger Vorteil der Gabe dieser Inhibitoren zu den

Chemotherapeutika ist auch die gleichzeitige Dosisreduktion und damit auch eine

Verminderung der Nebenwirkungen der eingesetzten Chemotherapeutika.

1.12 Arbeitshypothese und Zielsetzung

MRP2-ABCC2

MRPE-ABCCE MRP1-ABCC1
MRP7-ABCC10
MRP3-ABCC3

ABCC8
%ABCCQ

SPY2195

MRP8-ABCC11

ABCC12

CFTR-ABCC7
MRP4-ABCC4

SPY2194

MDR3
MDR1

ABCA1

ABCA3

Abb 14: Verwandschaftsgrad zwischen Hyaluronantransporter der
Streptococcen(rot) und humanen ABC-Transportern. (MRP5- )

identifiziert werden konnen, sollen dann in Zell-

Inhibitoren eingesetzt werden,

Da der Hyaluronantransporter in
Streptococcen einen hohen Ver-
wandschaftsgrad zu den eukary-
ontischen ABC Transportern auf-
weist (Abb.14) [29], wollen wir per
interspezies PCR mit DNA aus
bovinem Knorpel untersuchen, ob
und gegebenenfalls welche dieser
Transporter im Knorpel zu finden

sind. Bei den Transportern, die

und Organkultur die dafiir bekannten

um zu iberpriifen, ob und wie
stark sie die Hyaluronanaus-
schleusung der Knorpelzellen Joree
hemmen konnen. Dafiir ist es
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damit ein moglicher Effekt der

(&
o/()
o,
// R/

-GlcNAc-GIcA-GIcNAc-GIcA-GIcNAc-GIcA

' Hyaluronan-Synthase

[

ABC-Transporter ]

[

)

Hyaluronan

Plasmamembran

Abb. 15: Neues Modell der Hyaluronansekretion

Inhibitoren auf die Hyaluronan-

ausschleusung leichter nachweisbar ist. Bei

geeigneten

Inhibitoren, welche die

Hyaluronanproduktion senken, wird dann am Knorpel untersucht, welchen Einfluss

a) eine erhohte Hyaluronanausschleusung auf den Knorpel und
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b) eine mit Inhibitoren des ABC Transporters erreichte Verminderung der erhohten
Hyaluronanausschleusung auf den Knorpel hat.

Dazu wollen wir die Proteoglykankonzentration und der Kollagengehalt im Knorpel messen.
Fiir beide Parameter miissen wiederum erst funktionierende Tests erarbeitet werden. Im
Gegensatz zu vielen anderen Arbeitsgruppen, die Proteoglykane und Kollagene im
Kulturmedium der Zellen nachweisen, mochten wir den Anteil dieser Proteine direkt in der
Knorpelmatrix bestimmen. Mit unseren Versuchen wollen wir folgende Hypothese unter
Berticksichtigung des neuen Modells der Hyaluronanausschleusung (Abb. 15) untermauern
oder widerlegen [120;121]:
Die ersten Verinderungen in der extrazelluliren Matrix gehen mit einer Uberproduktion von
Hyaluronan einher. Dies fiihrt in der Folge zu einer verstirkten Wassereinlagerung und einer
Aufweichung des Knorpels. Die Aggregation der Proteoglykane mit Hyaluronan in der Matrix
findet nur noch unvollstindig statt, da das richtige Verhéltnis gestort ist, es wird
verhéltnisméBig viel mehr Hyaluronan als Aggrekan produziert [122]. Des weiteren werden
die noch vorhandenen Proteoglykane durch die iiberschieBende Hyaluronanproduktion aus
dem Knorpel gedriickt. Die MMPs (MatrixMetalloProteasen), die die Kollagentrippelhelices
spalten und verdauen konnen, sind vermutlich in der Lage, leichter durch den Knorpel zu
diffundieren. Dies trdgt zum einen dazu bei, dass die unterschiedlichen pro-MMPs sich
gegenseitig leichter aktivieren koénnen und dass sie sich zum anderen leichter an die
Kollagene anlagern konnen. In vorherigen Versuchen konnte Prehm bereits zeigen, dass zum
einen Inhibitoren verschiedener ABC Transporter die Hyaluronanausschleusung vermindern
konnen und dass ABC-Hemmer wie Valspodar und Nicardipin den Proteoglykangehalt in
bovinen Knorpelschnitten erhéhen konnen. Wir mochten das neue Modell der
Hyaluronanausschleusung in Abbildung 15 mit Experimenten bestdtigen. Diese Arbeit
mochte weitere, moglichst selektive ABC-Hemmer untersuchen und deren Einfluss auf
arthrotischen bovinen Knorpel zusammenhingend beleuchten. Zusammenfassend soll der
Einfluss der Uberproduktion eines nativen und wichtigen Bestandteils der extrazelluliren

Matrix, des Hyaluronan, auf die Knorpelmatrix und den Kollagenabbau untersucht werden.
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MATERIAL & METHODEN

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Biologisches Material

humane Fibroblasten
bovine Chondrozyten

boviner Knorpel

2.1.2 Oligonucleotide

T7:5-TAATAC GAC TCA CTATAG GG-3

Schlachterei Irmer, Nottuln

Schlachterei Irmer, Nottuln

USB,Amersham,Braunschweig

Alle Primer wurden bei der MWG Biotech AG, Ebersberg, bestellt und nach Lieferung als 10

picomolare LAsungen eingesetzt.

5-human ABCA1
3"-human ABCA1
5-human MDR1 (ABCB1)
3"-human MDR1
5"-human ABCB5
3"-human ABCB5
5-human MRP1 (ABCC1)
3"-human MRP1

5'-human MRP4 (ABCCA4)
3-human MRP4

5 -human MRP5 (ABCC5)
3"-human MRP5

5"-human MRP6 (ABCC6)
3"-human MRP6

5-human MRP7 (ABCC10)

5-ACC TGT ATT GTT TGC CAC CAC GAT
3-ATT CAACTT CATTTCCTG CTG TCT GC
5-ACC CAA ATC TAC CAG GCT GTG TCT CG
3-CTG TCC AAT CTA AGC CAT CCAACT GC
5-TCA AGC TGC ACT GGA GAA GGA TAC
3"-AAG GGG TCT GAA GGC TCT GGT TTA
5-CCA TGG CAG ACA GTA GAC AGA ACAAC
3'-CCG AAA AGT GGG AGT AGA TAG GTG AG
5-GTG AAG CGC CTG GAATCT ACA ACT CG
5-TTCTTCCCACAATGCCAACCTTTTCT
5-GCC CTG CTC CGC CAC TGT AAG ATT
5-TCC GGA ACT GCT GTG CGA AAG ATA AA
5-GTC CGCCACCTG TCC ACCTACCTATG
5-TGA GCA GCT TGG GGA CAG TGA ACC
5-CTGGTGGGC TTG TCG CTG TCT TAT GC
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3-human MRP7

5-human MRP8 (ABCC11)
3"-human MRP8

5"-human MRP9 (ABCC12)
3"-huamn MRP9

5-human ABCF1

3"-human ABCF1

2.1.3 Nahrmedien

LB-Medium:

SOC-Medium

Agarplatten:

3-AGA TAG CTC CGG CCC CCTTCACC
5-AGC GCATCCGTG TGACCAGTGAAGTT
5-CAG CTC CAG TGC CCC ATT GAC GA
5-GGT GGA TGA TGC CGG GCT ACT CTC
5-TGG TGG CTG GCA AAG GAC AAA ACA AG
5-CGC TTC GGC CTG GAG AGT CAC

5-TAG GGG GAT GCC AAG GAT AAG G

Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCI

MgCl,

MgSO,
Glucose

LB-Medium
Agar-Agar
Ampicillin

1,0%
0,5%
0,5%

2,0%

0,5%

10 mM
2,5 mM
10 mM
10 mM
20 mM

1,5%
100 pg/ml

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) als Standardmedium,
10 % FCS (fotales Kalberserum)
1 % Penicillin/Streptomycin

vor Gebrauch versetzt mit:
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2.1.4 Standardlésungen und Puffer

10x TE-Puffer

50x TAE-Puffer

PBS, pH 7,5:

2.15 Marker

Proteinmarker:

Rechts die Molekulargewichte in Kilodalton.

DNA GroRenmarker: peqGold Leiter-Mix

Die durch héheren DNA-Gehalt starkeren Banden bei 500bp,
1031bp, 2000bp und 3000bp erleichtern die Bestimmung.

SeeBlue Plus 2, Invitrogen

100 mM Tris/HCI, pH 8,0
50 mM EDTA
2 M Tris/HCI
2 M Eisessig
0,5MEDTA
10 mM NayHPOQO4
10 mM NaH,PQO4
130 mM NaCl

Frmeem | Myosin

Phosphorylase

meaE | BSA
= | Glutamic
Dehydrogenase
Alcohol Dehydrogenase
= | Carbonic Anhydrase
@ | Myoglobin Red

W | | vsozyme

- | Aprotinin

Insulin, B Chain

NuPAGE® Novex
Bis-Tris 4-12% Gel

Jria—
Sase——
e
S it
e il
B
P——y
R
S——
A——
B i
m————
A
P -

1.0 2% Agarose

Tris-
Glycine
250

98
64
50

36

16
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2.1.6 Chemikalien

Ascorbinsaure Sigma Pyruvat Sigma
Papain Sigma N-Ethylmaleimide Sigma
DEPC Roth R-Aminopropionitril Sigma
Trequinsin Sigma PBS-Salz Biochrom
samtliche Primer MWG 4-trans-Hydroxyprolin Fluka
Collagenase 1A Sigma Zaprinast Sigma
Taq DNA Polymerase Promega ABTS Tabletten BM
Dipyridamol Sigma ABTS Puffer BM

EDC Sigma Glycin Roth
Omniscript RT Kit Quiagen Chymotrypsin Sigma
RNase Inhibitor Eppendorf Agar Applichem
Verapamil HCI Sigam Hefeextrakt Applichem
Bromo-cGMP Sigma Coomassie Brillant Blue R-250 Biorad
Dibutyryl-cGMP Sigma DMSO Roth
Interleukin 1a Sigma Acrylamid/Bisacrylamid Applichem
[*C]L-Proline ICN p-Aminophenylmercuricacid ~ Sigma
[*S]Sulfat ICN Saccharose Roth
Trypsin Gibco Ethidiumbromid Applichem
Penicillin/Streptomycin 1/100 Gibco Tetraethylammoniumchlorid ~ Fluka
Fungizone Gibco Triton X-100 Sigma
Tenoxicam Sigma dNTP-Set Rot
Pepsin Sigma Peroxidase Sigma
Ammoniumbicarbonat Fluka Griess Reagenz Sigma
Alamar Blue Biosora L-Thyroxin Sigma
UDP-[*C]Glucuronséure NEN all-trans-Retinsaure Sigma
[*H]Glucosamin NEN Mercaptopurin Sigma
Na-Citrat Sigma p-Nitrophenyphosphat Sigma
NaCl Sigma Harnstoff Roth
Na-EDTA Sigma SDS Serva
Citronensaure Roth Roti-Histol Roth
Essigsaure Roth Roti-Histokitt Roth
Benzbromaron Sigma Silymarin Sigma
Streptavidin-Horseradish- biotinyliertes Hyaluronan Calbiochem
Peroxidase Conjugat Amersham Isosorbiddinitrat Fluka
NaOH Platzchen Merck Vanadiumtrichlorid Fluka
Alcianblau 8GS Chroma Benzamidin Sigma
Acetonitril Roth

Vardenafil HCI war eine freundliche Gabe der Firma Bayer, Leverkusen

Tadalafil HCI war eine freundliche Gabe der Firma Eli Lilly, Indianapolis, USA
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2.1.7 Gerate

Analysenwaage, Typ AE163
Autoklav

Brutschrank B6060

Coulter Counter Z1

DNA Sequenzieranlage

ELISA PlattenReader Synergy HAT
Elekktrophorese-Kammern
Geldokumentationsanlage
Mikroskop Axiovert 100

mit Photoaufsatz MC 80

Parr Bombe

Elektrophorese Spannungsquelle:
Electrophoresis Constant Power Supply
ECPS 300/150

PCR Gerét “Mastercycler personal”
Speedvac

Szintillationsz&hler

Tischschuttler Thermoshake
Universalwaage

UV-Vis Recording
Spectralphotometer UV-160
Zentrifugen:
Eppendorf-Minizentrifuge Typ 5412
(r=8,5cm)

Rotana P fur die Zellkultur
(r=13,5cm)

Mettler, GieRen

H + P Labortechnik GmbH, Oberschleilheim
Heraeus, Dusseldorf

Beckman Instruments GmbH, Klosterneuburg

BIOTEK

Eigenbau der Institutswerkstatt
MWG-Biotech, Miinchen
Zeiss, Jena

Eigenbau der Institutswerkstatt
Pharmacia, Freiburg
Eppendorf, Hamburg
Bachhofer,

Gerhardt, Bonn

Sartorius, Gottingen
Shimadzu, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Hettich

weitere, in jedem Labor vorhandene Geréte werden nicht expliziert aufgefihrt.
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2.2. Allgemeine Methoden

2.2.1 Zell- und Organkultur

2.2.1.1 Isolierung boviner Chondrozyten aus Knorpel

Die Rinderknie wurden nach dem
Schlachten des Tieres grof3ziigig aus
dem Bein herausgeséagt. Die Haut war
zuvor abgezogen worden. Die Knie
wurden dann bei 4 °C aufbewahrt und

im
Nach
Desinfektion (Keimver-

wurden am néchsten Morgen

Institut  sofort  bearbeitet.

aullerlicher
minderung) des Gewebes mit 70 %-
unter der

igem  Ethanol wurde

Abb.16: eingekreistes Gelenk wurde entnommen

Sterilwerkbank mit einem Skalpell das umgebende Gewebe entfernt und durch Tasten die

Gelenkspalte erflihlt. An dieser entlang wurde mit einem sterilen Skalpell dann das Gelenk

Abb. 17: vom Bein getrenntes Kuhknie ohne Haut

Abb. 18: Knorpel im gedffneten Knie

die

und

vorsichtig  aufgeschnitten.  Waren

Gelenkflachen  komplett  freigelegt
getrennt, wurde die Knorpeloberflache mit
kaltem sterilen PBS zur Entfernung von
Blutresten und der Synovialflissigkeit
gespult. Mit einer neuen, sterilen Klinge
(Aesculap AG, GrolRe 23) wurden dann die

Knorpelsticke aus der Knorpeloberflache

Abb. 19: Knie nach Knorpelentnahme
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herausgeschnitten. Dabei wurde darauf geachtet, nicht zu tief in den Knorpel zu schneiden,
um keine hypertrophen Chondrozyten in den Proben zu haben. Die Knorpelstiicke wurden auf
mehrere Petrischalen mit jeweils 30 ml DMEM + 10 % FCS, 2 % Penicillin/Streptomycin
sowie 1 % Fungizone (Amphotericin B) gegeben. Nach den ersten 24 Stunden wurden die
Knorpelstucke dann in normalem Medium weiterkultiviert (10 % FCS, 1 % Pen/Strep, kein
Fungizone). Waren die Knorpel am Tag nach der Entnahme nicht durch Mikroorganismen

befallen, konnten die Versuche gestartet werden.

2.2.1.2 Einbettung der Chondrozyten in Alginatbeads

Zu einer Petrischale mit Knorpelstiicken wurde 3 mg/ml Kollagenase 1A, welche zuvor in
PBS gel6st und sterilfiltriert worden war, zugegeben. Der Verdau blieb tber Nacht im
Brutschrank. Am nédchsten Tag wurde das Medium mit dem aus der Matrix gel6sten
Knorpelzellen in eine 20 ml Spritze vorsichtig aufgesogen und durch einen sterilen Swinex-
Filter mit drei Ubereinander gelegten Nylonmembranen (PorengroRe 100 pum) in ein 50 ml
Tube gedriickt. Die Zellen wurden dann zehn Minuten bei 604 g abzentrifugiert und das
Sediment wieder in zehn Milliliter warmen DMEM aufgenommen und mit der Pipette
vorsichtig durchmischt. Dann wurden die Zellen wieder fur zehn Minuten bei 604 g
abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Vor der letzten
Zentrifugation nahm man 100 pl der durchmischten Zellsuspension in 10 ml isotonischer
Kochsalzlésung auf und zahlte diese Losung im Coulter Counter. Das nach der Zentrifugation
erhaltene Pellet wurde entsprechend der Zellzahl in warmem Alginat aufgenommen (1,2 %
Alginat in 0,9 %iger NaCl-Ldsung). Es sollten sich ca. 1,25 Millionen Chondrozyten in 1 ml
Alginatlésung befinden. Diese Losung wurde mit einer Pipette vorsichtig durchmischt und
dann in eine 2 ml Spritze aufgesogen. Durch eine 22 G Kanule wurde dann die Alginatldsung
mit den Zellen in zuvor vorbereitet 24-Loch Platten mit 500 pl einer 102 mM CaCl, Lésung
gepresst. In jedes Loch wurden neun Tropfen getropft, die Platte blieb dann 10 min stehen,
damit das Alginat auspolymerisieren konnte. Das negativ geladene Alginat war in der Lage,
mit Calcium-lonen Gele zu bilden. Dieses stark negativ geladene Gel, in dem die
Chondrozyten dann eingebettet waren, imitierte die naturliche Knorpelmatrix. Es konnte
gezeigt werden, dass de-differenzierte humane Chondrozyten in negativ geladenen

Alginatbeads wieder den typischen Chondrozytenphanotyp annahmen [123;124].
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Knorpelzellen von Menschen und Rindern, die in Alginatbeads kultiviert wurden, behielten
fiir lange Kulturzeiten ihren Phanotyp [125;126]. Es ist weiterhin bekannt, dass zum Beispiel
bovine Chondrozyten in solchen Kulturen insbesondere die knorpelspezifischen Molekile wie
Kollagen Typ Il und Aggrekan fir bis zu acht Monate bilden kénnen [123]. Nach der
Gelbildung wurden die Alginatbeads einmal mit isotonischer Kochsalzlésung, und dann
dreimal mit DMEM gewaschen, um Uberschissiges Calcium zu entfernen. Ein weiterer
Vorteil der Algiantbeads war, dass die Chondrozyten begannen, wieder eine Matrix mit
Proteoglykanen und Kollagenen aufzubauen, sowie die Mdglichkeit, nach Beendigung eines
Versuchs die Alginatbeads mit 55 mM Natriumcitrat-Losung wieder aufzul6sen und die

Zellzahl per Coulter Counter zu bestimmen.

2.2.1.3 Zellkultur

Bovine Knorpelzellen wurden bei 7,5 % CO, und 37 °C kultiviert. Im Normalfall wurde alle
zwei bis drei Tage das Medium gewechselt. Adharente Zellen wurden kurz vor der Passage
einmal kurz mit warmem PBS gespiilt, um Mediumreste zu entfernen. Dann erfolgte eine ca.
5-10 minutige Behandlung mit Trypsin/EDTA, um die Zellen vom Untergrund zu lésen. Die
Zellen wurden dann im Verhdltnis 1:3 geteilt und umgesetzt. Zur Lagerung der Zellen wurden
die Zellen in 2 ml Medium mit 10 % DMSO suspendiert und in flissigem Stickstoff

eingefroren.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung cytoplasmatischer RNA aus bovinen Chondrozyten mit dem RNeasy Kit

Es wurden ca. zehn Millionen Zellen eingesetzt. Vor der Isolierung wurde dem RLN-Puffer
1000 U/ml RNasin und 1 mM DTT zugegeben und der Puffer auf Eis vorgekihlt. Nachdem
der Knorpel Uber Nacht in Kollagenase aufgelést worden war, wurde das Medium mit den
Zellen durch einen Swinex-Filter (PorengroRe 100 um) gepresst und die Zellen bei 340 g
abzentrifugiert um das Pellet dann in kiihlem PBS aufzubewahren. Das Zellpellet wurde durch
leichtes Klopfen gelockert und 175 pl kalter RLN-Puffer hinzugegeben, dieser Ansatz wurde
dann fir 5 min auf Eis inkubiert. Es wurde fur zwei Minuten bei 4°C zentrifugiert, das
Sediment (die Zellkerne) verworfen und mit dem Uberstand weiter gearbeitet. Zum Uberstand
gab man 600 pl Puffer RLT, welcher 6 pl 14,5 mM R-Mercaptoethanol enthielt. Dazu wurden
430 pl absoluter Ethanol gegeben und der Ansatz mit einer Pipette gut durchmischt. 700 pl
des Lysats wurden auf eine RNeasy Saule aufgetragen und 15 sec bei 18625 g zentrifugiert.
Der Durchlauf wurde verworfen, die restliche Probe aufgetragen und ebenfalls zentrifugiert.
Dann wurde 700 ul Puffer RW1 auf die Sdule gegeben und fur 15 sec zentrifugiert. Die Séule
wurde in ein neues Gefél Gberfiihrt, 500 ul RPE-Puffer wurden aufgetragen und fir 15 sec.
zentrifugiert. Dann wurden weitere 500 pl RPE-Puffer auf die Sdule pipettiert, 2 min
zentrifugiert und die Saule vorsichtig aus dem Tube entfernt, ohne den Durchlauf zu berihren.
Sie wurde in ein Eppendorf-Rohrchen Gberfuhrt, 30 ul DEPC-Wasser direkt auf die Membran
gegeben und 1 min bei 18.625 g zentrifugiert. Dann konnte die RNA Konzentration gemessen

werden.

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von RNA/DNA

Die fotometrische Bestimmung von DNA beruht auf deren Absorptionsmaximum im
kurzwelligen Spektralbereich bei 260 nm. Bei dieser Wellenlange entspricht eine Einheit der
der optischen Dichte (OD), unter Verwendung einer Glaskuvette mit der Schichtdicke 1 cm,
der Konzentration 50 pg/ml. Proteine besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Um
Proteinverunreinigungen in Nukleinsaureproben zu bestimmen, wurde der Quotient der
Extinktion bei 260 nm und 280 nm gebildet. Lag das Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,0 war die
Verunreinigung durch Proteine gering.
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2.2.2.3 Umschreiben der RNA in DNA

Fur die Reverse Transkriptase Reaktion wurden zwischen 50 ng - 2 pg RNA eingesetzt.
Normalerweise wurde allerdings 1jpg boviner RNA fir die Reaktion mit dem Omniscript
Reverse Transkriptase Set genommen. Alle bendtigten Lésungen wurden aufgetaut, kurz
gevortext, zentrifugiert und dann auf Eis gestellt. RNasin wurde in eiskaltem 1xRT-Puffer auf

25 % verdinnt. Folgender Ansatz wurde zur RT-Reaktion benétigt:

Random Primer(Octamere) 100 pmol/ul 2 ul
10 x Puffer RT 2 ul
dNTP-Mix 2 ul
RNasin (10 U/ul) 1l
Omniscript Reverse Transkriptase 1yl
RNA (insg. 1 pg) xpl
DEPC-Wasser ad 20 pl

In der Kontrolle wurde anstatt der RNA-L&sung in entsprechender Menge DEPC-Wasser
zugesetzt. Die Ansatze blieben noch 10 min bei Raumtemperatur stehen bevor sie fiir 60 min

bei 37 °C inkubiert wurden. Danach wurden sie bis zum Gebrauch bei -20 °C eingefroren.

2.2.2.4 Polymerasekettenreaktion

Die PCR ist die wichtigste Methode, um definierte DNA-Sequenzabschnitte gezielt zu
amplifizieren. Grundsatzlich besteht der PCR-Zyklus aus drei Schritten. Im
Denaturierungsschritt wird die doppelstrangige  DNA durch Inkubation bei 95 °C
aufgeschmolzen, an die einzelstrangige DNA lagern sich im Hybridisierungsschritt zwei
kurze, genspezifische Oligonucleotide an (typischerweise 16-26mere), von denen ausgehend
die Synthese des Zweitstranges in 5 = 3"-Richtung durch eine thermostabile DNA-abhéngige
DNA-Polymerase im Extensionsschritt bei 72 °C durchgefihrt wird. Durch eine
Wiederholung dieses Zyklus wird eine (nahezu) exponentielle Amplifikation der Matrize
ermoglicht. Die gezielte Amplifikation von Genabschnitten ermdglicht einen qualitativen und

quantitativen Nachweis von Genen.
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Fur jede PCR wurde ein Ansatz von 25 pl hergestellt. Hierzu wurden

0,5 ul dNTPs

2,5 ul 10x ThermoPolPuffer (inkl. 2 mM MgSO, Endkonzentration)

1,5 ul'5° Primer

1,5 pl 3° Primer

2,5 ul DNA (aus der RT-Reaktion)

16,5 pl Wasser

zusammen pipettiert. Das jeweilige PCR Programm richtete sich nach den verwendeten
Primern. Fir die MRP5 Primer ist hier ein Programm exemplarisch aufgefihrt:

95°C 2 min

. Pause (um 0,5 pl Tag-Polymerase zuzugeben)
95°C
52°C 30 sec

72°C 45 sec
3-5 3 x wiederholen
.95°C 30 sec
.54,5°C 30 sec

. 72°C 45 sec
10. 7-9 3 x wiederholen
11. 95°C 30 sec
12.57°C 30 sec
13.72°C 45 sec
14.11-13 30 x wiederholen
15. 72°C 5 min
16. 4° hold

© ® N @ oA ®w N e

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

6 x Ladepuffer: 0,2 % Bromphenolblau
0,2 % Xylencyanol
60 mM EDTA
60 % Glycerin
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DNA Fragmente mit einer GroRe von 100-10.000 Basenpaaren wurden in 1 %igen
Agarosegelen mit Hilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt. Zur Herstellung des Gels (30 ml)
wurde 0,3 g Agarose eingewogen und in 30 ml TAE Puffer (40 mM Tris-Acetat, 2 mM
EDTA, pH 8,0) aufgekocht. Ein Gewichtsverlust wurde anschlieBend durch destilliertes
Wasser ersetzt. Zur Visualisierung der DNA Fragmente wurde Ethidiumbromid zugesetzt
(Endkonzentration 0,2 pg/ml) und die Flussigkeit in eine Gelkammer gegossen. Vor dem
Gelauftrag wurde je 5 pl PCR-Probe mit 2 pl 6x Ladepuffer und 5 pl H,O versetzt. Es wurde
eine Spannung von 70 Volt angelegt und im Horizontalgelsystem aufgetrennt. Anschliel3end

wurde das Gel auf eine UV Lampe gelegt und fotografiert.

2.2.2.6 Gelextration

Zur lIsolierung der DNA aus einem Agarosegel wurde das QIlAquick Gel Extraction Kit
benutzt. Zuerst wurde mit einem sauberen Skalpell die betreffende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten. Der Gelstreifen wurde in einem kleinen Réhrchen gewogen und die dreifache
Menge QG Puffer hinzugegeben. Um das Gel aufzulésen, wurde das Réhrchen fiir 10 min bei
50 °C inkubiert und alle 2-3 min gevortext. Nach dem Auflosen des Gels sollte der Puffer
immer noch gelb sein, was einem pH von etwa 7,5 entsprach. Denn nur bei diesem pH band
die DNA optimal an die Membran. Dann wurde das Gewicht des Gelstreifens als Isopropanol
zugesetzt. Eine QIAquick spin Saule wurde in ein 2 ml Auffanggefal? gesetzt und die Probe
auf die Saule pipettiert und fir eine Minute zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und
die Saule wieder in das Sammelgefal gesetzt. Durch hinzufiigen von 500 pl Puffer QG und
Zentrifugation fur 1 min wurden die letzten Agarosereste entfernt. Zum Waschen wurden 750
pl Puffer PE auf die Sdule gegeben und ebenfalls fiir 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde wieder verworfen und die S&ule noch einmal leer fir 1 min zentrifugiert, um
Ethanolreste zu entfernen. Dann wurde die Séule in eine sauberes 1,5 ml Tube gegeben und
50 ul von Puffer EB (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) genau in die Mitte der Saule pipettiert und 1
min bei 16.060g zentrifugiert. Die DNA Konzentration des Durchflusses konnte danach
gemessen werden und die DNA anschlieBend bei -20 °C eingefroren werden.
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2.2.2.7 Topo-TA Kilonierung

Um das aufgereinigte PCR Fragment zu vervielfachen wurde das TOPO TA Cloning KIT von
Invitrogen benutzt. Dazu wurden 80 pl 2 %iger X-Gal auf LB-Platten ausgestrichen. Fir den
Transformationsansatz wurden One-shot-Zellen auf Eis aufgetaut. Der Ansatz bestand aus 2
pl des PCR Produkts, 1 pl pCRII-TOPO-TA-Vektor und 3 pl Wasser. Dieser wurde
vorsichtig gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Ansatz kurz
zentrifugiert und bis zur Transformation auf Eis aufbewahrt. Bei der Transformation wurden
dann 2 pl des Transformationsansatzes zu den kompetenten One-shot Zellen hinzugegeben
und vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und dann fir 30 sec bei
42 °C erwarmt um danach sofort wieder fur 2 min auf Eis gestellt zu werden. Durch diesen
Hitzeschock wurde die Zellmembran fir kurze Zeit stark durchldssig gemacht und das
Plasmid konnte in die Zellen aufgenommen werden. Es wurden 250 pul warmes SOC-Medium
hinzugefligt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Von diesem Ansatz wurden dann 10, 50 und
100 pl auf die Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C gehalten. Am néchsten Tag
wurden von den Platten einzelne Kolonien gepickt und in Réhrchen mit 5 ml SOC Medium
(mit Ampicillin) gegeben. Nach einer weiteren Nacht bei 37 °C wurden die Zellen bei 4 °C
und 604 g fur 10min abzentrifugiert und anschlielend die Plasmid cDNA mit dem QIAprep
Spin Miniprep Kit isoliert. Die Zellen wurden in 250 pl Puffer P1 resuspendiert und in ein
Réhrchen Gberfihrt. Wichtig ist, dass dem Puffer zuvor RNase A zugesetzt wurde. Dann
figte man 250 pl Puffer P2 zu und mischte den Ansatz durch fiinfmaliges Umschitteln des
Rohrchens. Ein zu starkes Schitteln und Vortexen war zu vermeiden, da sonst genomische
DNA freigesetzt wurde. Nach Zugabe von 350 ul Puffer N3 wurde die Lésung nach erneutem
finfmaligem Umschitteln milchig. Es entstand nach zehnmindltigem Zentrifugieren ein
weilles Sediment. Wéhrenddessen steckte man eine QIAprep spin Sdule in die Vakuum-
absaugvorrichtung, den Uberstand gab man dann auf diese Saule, durch Anlegen des
Vakuums wurde dieser dann abgesaugt. Die Séule wurde noch mit 500 pl Puffer PB und
danach mit 750 ul Puffer PE gewaschen. Die Sdule wurde dann in ein Réhrchen gesetzt und
fur 1 min zentrifugiert, um letzte Pufferreste zu entfernen. Die Sdule wurde anschliel3end in
ein sauberes Tube uberfuhrt und 50 pl Puffer EB (s.0.) in die Mitte der Sdule pipettiert. Nach
einminltigem Inkubieren wurde fir 1 min zentrifugiert. Die gewonnene DNA wurde dann mit

ECO R1 fir 2 Stunden verdaut und anschlieBend auf ein Gel aufgetragen.
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2.2.2.8 DNA-Sequenzierung

Zur Bestimmung der DNA-Sequenz wurde das ABI Prism® BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reacting Kit genutzt. Bei diesem Verfahren werden fluoreszensmarkierte
Primer eingesetzt. Die Generierung der Sanger-Abbruch-Fragmente wurde durch zyklische
Wiederholung eines Reaktionsablaufes erreicht. Die eingesetzten Komponenten sowie das
Temperaturprotokoll gleichen denen einer PCR. Es ist jedoch zu erwéhnen, dass nur ein Cy5-
markierter Primer zur Hybridisierung und Initiation der Zweitstrangsynthese eingesetzt
wurden. Es fand somit im Gegensatz zur PCR keine exponentielle, sondern eine lineare
Amplifizierung statt. Die fluorenzoptische Auswertung der Sequenz erfolgte computer-

gestitzt.

2.2.3. Proteinchemische Methoden

2.2.3.1a Proteinbestimmung nach Lowry (héher konzentrierte Proben)

Die Proben wurden mit H,O auf ein Volumen von 0,2 ml aufgefillt, mit 1 ml Reagenz 3
vermischt und 15 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden 0,1 ml Reagenz 4 hinzugeflgt,
der Ansatz kréftig geschuttelt und weitere 30 min inkubiert. Bezug nehmend auf eine
Eichgerade aus 0, 10, 20, 40, 60, 80 pg BSA (bovines Serum Albumin), konnte der
Proteingehalt der Probe bei einer Wellenldnge von 660 nm im Fotometer bestimmt werden.

Material: Reagenz 1
N&zCOg 18,0 g
NaOH 3640
Na-Tartrat 149
SDS 9,0 g auf 1000 ml H,O
Reagenz 2
CuSO,4 - 5H,0 3,6 g auf 100 ml H,O
Reagenz 3 1 % Reagenz 1 + 99 %Reagenz 2
Reagenz 4 1:1 Folin-Ciocalten/H,O
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2.2.3.1b Proteinbestimmung nach Bradfort (niedrig konzentrierte Proben)

Die Proben wurden mit H,O auf ein Volumen von 20 ul aufgefillt und mit 300 pl Bradfort-
Reagenz (Biorad, funffach verdinnt mit H,O) vermischt. Nach funf Minuten konnte die
Proteinkonzentration an Hand einer Eichgeraden von BSA-Standards bei einer Wellenlénge
von 595 nm photometrisch ermittelt werden. Da diese Proteinbestimmung auf
Mikrotiterplatten durchgefiihrt wurde, erfolgte die Auswertung im Synergy HT Reader mit
der zugehorigen Software der Firma Biotek.

2.2.3.2a Coomassie-Farbung

Polyacrylamidgele wurden fir ca. 30 min in die Férbeldsung gelegt und bei Raumtemperatur
auf einer Wippe leicht geschwenkt. Die Gele wurden anschlielend solange in Entfarbeldsung
gelegt, bis sich die Proteinbanden gut vom Hintergrund abhoben. Nach Auswaschen der

Essigsdure und organischen Losemittel mit Wasser konnte das Gel getrocknet werden.

Farbelosung: Coomassie-Blue R250 0,25 % (w/v)
Methanol 50,00 % (w/v)
Eisessig 10,00 % (wi/v)
Entfarbeldsung: Methanol 50,00 % (w/v)
Eisessig 10,00 % (w/v)

2.2.3.2b Silberfarbung

Bei geringen Proteinkonzentrationen (10 ng - 1 pg) wurde aufgrund der wesentlich héheren
Empfindlichkeit eine Silberfarbung durchgefiihrt. Dazu wurde nach der Gelelektrophorese das
Gel erst flr eine Stunde fixiert mit 100 ml 40 % (v/v) Ethanol/ 10 % (v/v) Essigsaure und
anschlieBend die Proteine mit dem gleichen Volumen Inkubationslésung tber Nacht vernetzt.
Danach wurde das Gel dreimal fur 10 min mit H,O gewaschen und nachfolgend fiir eine
Stunde mit 100 ml Silbernitratlésung (0,2% (w/v) AgNOs; / 0,02% (v/v) Formaldehyd)
behandelt. Nach wiederholtem, zweimaligem Waschen mit H,O erfolgte das Entwickeln des
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Gels mit 100 ml einer Loésung aus 2,5 % (w/v) Na,CO3/ 0,02% (v/v) Formaldehyd solange,
bis sich braungeféarbte Proteinbanden gut vom Hintergrund abhoben. Abgestoppt wurde die

Reaktion durch Waschen in 5 %iger Essigsaure.

Inkubationslésung: Ethanol 30,0% (viv)
Na-Acetat 0,5M
Natriumthiosulfat 0,2% (w/v)
Glutaraldehyd 0,13% (v/v)

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gele wurden in Gelkassetten der Firma Invitrogen gegossen und bei 150 Volt in den
Invitrogen X-Cell System laufen gelassen. Proben wurden vor dem Auftragen in
reduzierendem Puffer 5 min gekocht. Es wurden entweder 7,5 %ige oder 10 %ige Gele

angefertigt. Folgende Lésungen wurden verwendet:

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

30 % Acrylamid/Bisacrylamidldsung

10 % SDS

10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)

TEMED

Laufpuffer: Glycin 192 mM (14,1 g/l), Tris 25 mM (3,03 g/l), SDS 10,0 g/

Zusammensetzung 7,5 %iges Gel (10 %iges):

Trenngel: Sammelgel (3,5%):
2,9 ml H,0O (2,4 ml) 1,9 ml H,0O
1,5 ml Trenngelpuffer (1,5 ml) 750 pl Sammelgelpuffer
1,5 ml Acrylamidlésung (2 ml) 350 ul Acrylamid
60 pl 10 %iges SDS (60 pl) 30 pl 10 %iges SDS
40 pl 10 %iges APS (40 pl) 15 ul 10 %iges APS

6 pul TEMED (6 pl) 10 ul TEMED
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Nachdem das Trenngel in die Gelkassette bis zum 3. Teilstrich eingefillt wurde, wird Butanol
vorsichtig dartiber gegeben, um eine glatte und ebene Oberflache zu erhalten. Nach 15 min
wird das polymerisierte Gel dreimal mit Wasser gewaschen und nach dem letzten Waschgang
die obere Kante vorsichtig mit Zellstoff getrocknet. Darauf wird dann das Sammelgel
gegossen. In das flissige Sammelgel wird der Kamm geschoben und das Gel bis zum

Gebrauch in feuchten Papiertiichern mit einer Plastiktlite darum bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.3.4 Gelatin Zymographie

2 X nicht reduzierender Puffer: 2,8 ml H,0O
1,0 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
3,2 ml 10 %iges SDS
0,8 ml Glycerin
0,2 ml Bromphenolblau-Ldsung

Inkubationspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
5 mM CaCl,
1 uM ZnS0O4

Fir die Gelatin-Zymographie wurden 7,5 %ige Acrylamidgele verwendet, die 0,1 % Gelatine
enthielten. Die Mediumproben wurden mit einem zweifach nicht reduzierendem Puffer
versetzt und nicht gekocht, um nicht die Aktivitit der Matrix Metalloproteasen zu zerstoren.
Die Proben wurden aufgetragen und die Elektrophorese bei 120 Volt laufen gelassen. Nach
Ende der Elektrophorese wurde das Gel zweimal 30 min in 2,5 %igem Triton-X 100
gewaschen, dann fur dreimal 10 min in Wasser gewaschen, um das Triton-X 100 wieder zu
entfernen. Danach wurde das Gel fiir finf Tage bei 37 °C in Inkubationspuffer geschwenkt.
Nach diesen finf Tagen wurde das Gel fir zwei Stunden in Coomassie gefarbt und
anschlieflend solange in Entfarbelosung gelegt, bis man deutlich die hellen, durchscheinenden
Banden, wo die Matrixmetalloproteasen die Gelatine verdaut hatten, in dem ansonsten Blau
gefarbten Gelen erkennen konnte. Die Gele wurden nach kurzem Wassern gescannt und

getrocknet.
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2.2.3.5 Casein Zymographie

Fur die Casein Zymographie wurden 7,5 % Acrylamidgele mit 0,1 % Casein benutzt. Hier
konnte man MMP-13 nachweisen. Wenn keine Banden in der Casein Zymographie auftreten,
welche in der Gelatinzymographie zu sehen waren, l&sst dies auf MMP-2 schliessen.

Ansonsten war der Ablauf wie unter 2.2.3.4 bereits beschrieben.

2.2.3.6 Hyaluronidase-Zymographie, modifiziert nach Stern [127]

Um die Aktivitat der Hyaluronidasen nachzuweisen, wurden 7,5 %ige Acrylamidamidgele
mit 1 mg/ml Hyaluronan versetzt. Die Gele enthielten kein SDS. Fur die Mediumproben
wurde der gleiche Probenpuffer benutzt wie in 2.2.3.4. Nach dem Lauf des Gels wurde dieses
in einem Natriumformiatpuffer bei pH 3,7 flr 24 Stunden inkubiert. Die Gele wurden nach
Waschen in Essigsaure in Alcianblaulésung geféarbt und anschlieBend in 7 %iger Essigsaure

entfarbt. Hyaluronidaseaktivitaten zeigten sich durch Banden im hellblau gefarbten Gel ab.

2.2.3.7 TCA-Féllung

Zum Nachweis von MMP-9 mittels Westernblot wurden Knorpelstiicke fur drei Tage
kultiviert und je 1 Milliliter Medium mit 140 pul 1 %igem Triton X-100 und 260 pl 60 %igem
TCA Uber Nacht auf Eis gefallt. Die Proben wurden am ndchsten Tag fur zwanzig Minuten
bei 16.060 g und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das entstandene
Sediment wird zweimal mit Ethanol gewaschen und fir je funf Minuten bei 16.060 g
abzentrifugiert. Nach dem letzten Waschen wurde das Sediment mit einem Milliliter Aceton
gewaschen, ebenfalls fur finf Minuten bei 16.060 g und 4 °C abzentrifugiert und der
Uberstand abgenommen, wahrend das Sediment bei 37 °C getrocknet wurde. Das Sediment
wurde dann in Probenpuffer aufgenommen und fur finf Minuten bei 95 °C gekocht. Die
Losung wurde fiir zwei Minuten bei 16.060 g zentrifugiert und der Uberstand auf das Gel

aufgetragen.
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2.2.3.8 WesternBlot

Losungen:

Transferpuffer 40 ml 25 x Tris-Glycin Puffer (18,2 g Tris, 90,0 g Glycin, pH 8,3)
200 ml Methanol
760 ml H,0O

Fur den Western Blot wurden Proteinproben humaner Fibroblasten von 10-100 ug auf ein 3,5
%iges Sammelgel mit 7,5 %igem Trenngel aufgetragen und wie beschrieben durch
Acrylamidgel-Elektrophorese bei 150 Volt analysiert. Das Gel wurde auf eine PVDF
(Polyvinylidenfluorid) Membran passender Grolze gelegt und in einer Sure Lock X-Cell 1l
Blot Modul bei 25 Volt fur zwei Stunden geblottet. Die PVDF Membran wurde dann fiir 1,5
Stunden in 2 % Blockpulver/PBS bei Raumtemperatur blockiert. Als erster Antikrper wurde
anti-Human MRP5 aus Ratte, 1:20 in (MMP-9 1:1000) 2 % Blockpulver in PBS/0,1 % Tween
verdunnt und Uber das Wochenende (Uber Nacht) bei 4 °C auf einen Schittler auf der
Membran gelassen. Die PVDF Membran wurde dann dreimal in PBS/0,05 % Tween
gewaschen. Als 2. Antikorper wurde ein Kaninchen-Anti-Ratte-Peroxidase-Konjugat 1:5000
in 2 % Blockpulver PBS /0,05 % Tween-20 verdinnt und flr eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Auch danach wurde die Membran dreimal mit PBS /0,05 % Tween-20 gewaschen und

anschlieRend mit ECL-Reagenz detektiert.
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2.2.4 Biochemische und analytische Methoden

2.2.4.1 ELISA-Hyaluronanmessung

Probenvorbereitung:

Vor den Versuchen wurden die in den Alginatbeads eingebetteten Chondrozyten fir zwei
Wochen in DMEM mit 10 % FCS Kkultiviert, damit sie neue extrazelluldre Matrix
synthetisieren konnten. Bei Versuchsstart wurden die Alginatbeads dann in serumfreiem
DMEM unter Zugabe von 2 ng IL-1a/ml/Tag sowie den Inhibitoren kultiviert. Die Inhibitoren
waren in DMSO geldst. Um in allen Proben den gleichen Anteil an DMSO zu haben, wurde
die 10 millimolaren Stammldsungen entsprechend verdiinnt. Beispiel:

50 uM Inhibitor entsprach 5 pl Stammlésung auf 995 pl Medium. Fir die 25 uM Probe
wurde ein Aliquot der Stammlésung mit DMSO 1:1 verdunnt und wieder 5 pl auf 995 pl
Medium gegeben. Entsprechend ergeben sich andere Konzentrationen. In der Kontrolle und
den nur mit IL-1la behandelten Proben wurden in diesem Fall 5ul reines DMSO hinzu
pippetiert. Nach drei Tagen in Kultur wurden die Medienproben gesammelt und bis zur
Messung bei -20 °C eingefroren. Die Algiantbeads wurden in 55 mM Natriumcitrat aufgelost
und die Zellzahl bestimmt. Jeweils ein Versuch wurde immer mit Knorpel/Chondrozyten aus

nur einem Tier durchgefihrt, um individuelle Unterschiede auszublenden.

Puffer und Reagenzien
Puffer A:
2 M NaCl, 41 mM MgS0,-7-H,0 in PBS

Puffer B:
Puffer A plus 0,05 % Tween-20

Citrat-Phosphat Puffer 0,1 M:
CeHsO7-H,O 3,5 g; Na,HPO4-7H,O 8,95¢; pH:5,3; auf 500 ml mit Aqua dest.

HABP Puffer:

Na,HPO,4-7H,0 6,164 ¢
NaH,PO;-2H,0 0,312 ¢
1,5 M NaCl
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0,3 mM Guanidinium-HCI

0,08 % BSA

0,02 % NaN3

pH 7.0 auf 1 Liter mit Aqua dest.

Blockreagenz:
0,5 % Milchpulver in PBS

Acht Hyaluronan Standards von 600 ng/ml — 0,00768ng/ml
(220 ng/ml; 24 ng/ml; 4,8 ng/ml: 0,96 ng/ml; 0,192 ng/ml; 0,0384 ng/ml)

Ansetzen der Hyaluronan-beschichteten Platten

0,92 mg s-NHS (N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonséure) wurden in 5 ml Hyaluronanldsung (0,2
mg/ml) gel6st. In einem anderen Ro6hrchen wurden 6,15 mg EDC (1-Ethyl-3-[3-
Dimethylaminopropyl]Carbodiimid) in 5 ml destilliertem Wasser geldst. Dann wurden die
beiden Losungen kurz vor Gebrauch gemischt. In eine 96-Loch Platte wurden je 100 pl pro
Loch gegeben. Die Platte inkubierte tiber Nacht bei 4 °C.

Testdurchfuhrung:

Da Serum in den Proben den ELISA sehr stark storte, wurden alle Versuche, bei denen
Hyaluronan gemessen wurde, in serumfreien Medium durchgefihrt. Dies war moglich, da nie
mit adhdrenten Knorpelzellen gearbeitet wurde, sondern nur mit in Alginatbeads eingebetteten
Chondrozyten oder Knorpelsticken. Von den Mediumproben wurden je 50 pl in 96 Loch
Platten pipettiert. Bei Bedarf konnten Proben mit sehr hohen Hyaluronankonzentrationen mit
PBS verdinnt werden. Zu diesen Proben wurden dann 50 ul HABP-Puffer, in dem Aggrekan-
Biotin 1:300 gelost war, gegeben. Die Platte wurde dann eine Stunde bei 37 °C inkubiert. In
der Zwischenzeit wurden die vorbereitete Hyaluronan-beschichtete Platte dreimal mit 300 pl
Puffer B und einmal mit 300 ul Puffer A gewaschen. AnschlieBend wurden 200 pl des
Blockreagenzes in jedes Loch pipettiert und 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die
Platte dreimal mit Puffer B gespult und dann die Proben der anderen Platte auf die
Hyaluronan-beschichtete Platte Ubertragen. Die Hyaluronan-beschichtete Platte mit den
Proben inkubierte dann eine weitere Stunde bei 37 °C und wurde dann dreimal mit Puffer B
gewaschen. Es wurden 100 pl einer Losung von 100 ul Streptavidin-Meerrettich Peroxidase
in 10 ml PBS/Tween-20 0,1 % auf die Platte pipettiert und 30 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Wéhrend dieser Zeit wog man 5 mg o-Phenylendiamin in 10 ml Citrat-Puffer in
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einem Glasrohrchen mit Alufolie ein. Die fertig inkubierte Platte wurde abschlief3end funfmal
mit Puffer B gewaschen und nach Zugabe von 1 pl H,O,/mg Farbe zu der Farbstofflésung
wurden je 100 pl dieser Lésung in die Locher der Platte pipettiert. Die Platte wurde dann fiir
25 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend in einem

Plattenreader bei 490 nm vermessen.

2.2.4.2 Hyaluronan Synthase Assay

Der Aktivitatstest fr die Hyaluronan-Synthase beruhte auf dem Einbau radioaktiv markierter
Glucuronsédure in hochmolekulare Hyaluronan Ketten. Nicht eingebaute Nukleotidzucker
wurden mit Hilfe der Papierchromatographie abgetrennt. Dazu wurden ca. 10 Millionen
Zellen angezuchtet und am Versuchstag mit zusétzlichem FCS stimuliert. Nach funf Stunden
wurden die Zellen geerntet, 10 min bei 604 g zentrifugiert und in ein 50 ml R&hrchen
Uberfiihrt. Dort wurde das Sediment mit 50 ml kaltem PBS gewaschen und nach dem
Zentrifugieren in 30 ml kaltem PBS suspendiert. Die Zellen wurde dann in der Parr-Bombe
fir 15 min bei 50 atm aufgebrochen. GroRere Bruchsticke wurden 5 min bei 604 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde aufgenommen und mit PBS auf 40 ml verdinnt. 50 pl
Membranlésung wurden dann 50 pl eines Enzymsubstrates zugesetzt und fur 30 min bei 37
°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschliefend mit 10 pl 10 %igem SDS gestoppt. Fir die
Papierchromatographie wurden die Proben auf 3 MM Whatman-Papier aufgetragen und der
Startfleck markiert. Die absteigende Chromatographie erfolgte Uber 24 Stunden, um nicht
eingebaute Nukleotidzucker zu entfernen, wéhrend das hochmolekulare Hyaluronan am
Startfleck verblieb. AnschlieBend wurde das Papier getrocknet, der Startfleck ausgeschnitten

und mit 4 ml Szintillationsflissigkeit im Szintillationszahler ausgewertet.

Enzymsubstrat: 8 UM UDPCIGIcA (300 pCi/mmol)
166 uM UDP-GIcNac
4 mMDTT
20 mM MgCl; in 50 mM Tris/Malonat, pH 7,0

Laufmittel: 600 ml A. bidest.
60 ml Essigsdure, mit NH; konz. auf pH 5,5 einstellen ad 2 | mit Ethanol p.a.
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2.2.4.3 Histochemischer Nachweis des Hyaluronan im Knorpelgewebe

Knorpelstiicke wurden fiinf Tage in Kultur gehalten mit IL-1a und Inhibitoren. Nach flnf
Tagen wurden die Knorpelstiicke im ,,Carnoyschen Gemisch* aus 30 % Chloroform, 10 %
Essigsdure und 60 % absolutem Ethanol fiir nicht langer als sechs Stunden fixiert und dann in
reinen Ethanol Gberfuhrt. Ein l&ngeres Fixieren war problematisch, da die Knorpelstiicke dann
sprode wurden. Die Knorpelstucke konnten dann in Paraffin eingebettet werden und
anschlieBend ca. funf um dicke Scheiben von den Paraffinblocken mit Hilfe eines Microton
abgeschnitten werden. Die Schnitte wurden rehydratisiert durch zweimaliges Waschen fr
funf Minuten in Rotihistol, dann zweimal in 96 % Alkohol, dann in 70 %igem Alkohol und
abschlieRend einmal in 50 %igem Ethanol. Zur Blockung der endogenen Peroxidase Aktivitét
wurden die auf Objekttrager gezogenen Schnitte fir 5 min in 3 %igem H,0, in Methanol
geschwenkt. Danach wurden sie in H,O und dann in PBS gewaschen. Als Kontrolle wurde je
ein Schnitt jeder Probe mit 100 U/ml Streptomyces Hyaluronidase in Natriumacetatpuffer pH
5,0 fur eine Stunde bei 37°C vorverdaut. Dieser Schnitt wurde danach dann zweimal 5 min
mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden alle Schnitte mit 10 pg/ml biotinyliertem
Aggrekan in 10 %igem FCS, 90 %igem PBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Ablauf der Stunde wurde zweimal mit PBS gewaschen und 1/250 verdunntes
Peroxidase gekoppeltes Streptavidin in 10 %igem FCS und 90 %igem PBS fir 20 min bei 37
°C auf die Schnitte gegeben. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS wurde 1 mg/ml
o-Phenylendiamin in 0,05 M Natriumacetat pH 5,0/ 0,03% H,O, fir 10 min auf die Schnitte
gegeben und bei Raumtemperatur im Dunklen stehen gelassen. Die lberschussige Flussigkeit
wurde von den Schnitten abgesaugt, ein Tropfen Glycerin und ein Deckglaschen auf die
Schnitte gegeben und die gelbe Farbung dann direkt fotografiert. Die mit Hyaluronidase
vorverdauten Schnitte enthielten kein Hyaluronan mehr und dienten jeweils als

Negativkontrolle.

2.2.4.4a Bestimmung der Proteoglykankonzentration im Knorpel nach Bjérnsson, [128]

Losungen:

Extraktionslosung 4 M GuHCI

0,1 M Aminocapronsaure
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5 mM Benzamidin
10 mM N-Ethylmaleinimid
0,5 mM Phenylmethylsulfonsdure

Alcian Blau Stamm L&sung 5g Alcian Blau 8GS
in 100ml 0,018 M H,SO4, 0,4 M GuHCI

Reagenz 1 0,3 % H,SO4
0,75 % Triton-X 100

Reagenz 2 2,5 ml Stammldsung
500 pl 10 %ige H,SO4
4 ml 8 M GuHCI
1,25 ml 10 %iges Triton-X 100
29,75 ml H,O

DMSO-Lésung 40 % DMSO in 0,05 M MgCl,

Messldsung 4 M GuHCI in 33 % 1-Propanol

Die Knorpelstiicke wurden nach Beendigung des Experiments gewogen und in 2 ml
Eppendorf-Gefalien tberfiihrt. Nach Zugabe von je 1,5 ml Extraktionslosung wurde die
Knorpelstiicke fur 72 Stunden bei 4 °C auf eine Wippe gestellt, um die Proteoglykane aus
dem Knorpel zu extrahieren. Von den Proben wurden je 50 pl zur Messung verwendet. Zur
Erstellung einer Eichgeraden wurden ebenfalls 50 pl von Standardlésungen mit Kon-
zentrationen von 1, 2, 3, 5, 10 und 20 pg Chondroitinsulfat/ml verwendet. Zu den Standards
wurden 50 pl einer 8 M GuHCI-Lésung gegeben und zu den Proben 50 ul einer 4 M GuHCI-
Losung. Dann wurden in alle Eppendorf-GefaRe 50 pl von Reagenz 1 pipettiert. Nach kurzem
Mischen und Inkubieren fir 15 min bei Raumtemperatur wurden je 750 pl von Reagenz 2 zu
den Standards und Proben gegeben. Die Ansatze wurden gemischt, 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann fiir 10 min bei 16.060 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit einer Kandle vorsichtig abgesaugt und das entstandene Sediment in 500 pl DMSO-
Ldsung aufgenommen und geschittelt und gevortext. Die Ansétze wurden dann wieder fir 10
min bei Raumtemperatur und 16.060 g zentrifugiert und die Uberstande abgesaugt. Das blaue
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Sediment wurde nun in 500l Messlosung aufgenommen und nach Mischen und Auflésen des
Sediments zweimal je 200 pl jeder Probe auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen und die
Absorption bei 600 nm gemessen. Es ist bei dieser, wie auch allen anderen Messungen
zulassig, sich auf das Gewicht des nativen Knorpels zu beziehen, da dieses mit DNA Gehalt
der Knorpelstuicke direkt korreliert [129;130].

2.2.4.4b Messung der Proteoglykankonzentration im Medium

Um die Proteoglykankonzentration im Medium zu messen, wurde den Proben der
Alginatbeads oder Knorpelsticke das Medium entnommen und dieses dann am
Rotationsverdampfer eingedampft und bis zur Messung eingefroren. Um eine gentgend hohe
Proteoglykankonzentration in den Proben zu erreichen wurden zwei bis drei Milliliter
Medium gesammelt bei einer Kulturdauer von 5-10 Tagen. Zur Messung der Proteoglykane
wurde wie beschrieben verfahren, allerdings wurde zu Beginn mit 100 pl 8M GuHCI und 100

ul Reagenz 1 gearbeitet.

2.2.4.5 Messung der Proteoglykan-Synthese

Chondrozyten wurden wie oben beschreiben in Alginat eingebettet und zur Synthese einer
Matrix zwei Wochen in Kultur gehalten. Den Alginatbeads wurde dann IL-1o sowie die
Inhibitoren in Konzentrationen bis 100 uM zugesetzt um zu Uberprifen, wie stark die
Proteoglykansynthese durch die Inhibitoren beeinflusst wird. Dazu wurde radioaktives [*°S]-
Sulfat frischem Medium zugesetzt (5 uCi/ml) und die Alginatbeads darin fir 24 Stunden
kultiviert. Das radioaktive Medium wurde am ndchsten Tag entfernt und die Alginatbeads fur
dreimal 30 min in einer Calciumchlorid-Ldsung (116 mg/l) gewaschen. Durch das Waschen
wurde das nicht eingebaute, freie radioaktive Sulfat entfernt. Anschlieend wurden die Beads
in Natriumcitrat-Losung (55 mM) aufgelést und mit 3 ml Lumasafe Plus Lésung versetzt.

Dann wurde die Radioaktivitat der Proben im Counter bestimmt.
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2.2.4.6 Histochemische Anfarbung der Proteoglykane im Knorpel

Losungen:

Paraldehyd 3,7 % 7,4 g Paraformaldeyd in 160 ml H,O
auf 68°C erhitzen, +12 ul 10 N NaOH
abkuhlen lassen
+20 ml 10x PBS pH 7,0
+2 ml 10% Tween-20
mit H,O auf 200ml auffillen

Knorpelsticke wurden fir finf Tage in Medium mit IL-1a und den Inhibitoren kultiviert.
Dann erfolgte eine Fixierung der Stiicke in 4 %igem Paraformaldeyd bei 4 °C flr einen Tag.
Die fixierten Knorpelstiicke wurden dann in Paraffinblécken eingebettet, in feine Streifen
geschnitten und auf Objekttrager gezogen. Die Schnitte werden dann entparaffiniert (siehe
oben) und in Wasser gebracht. Dann wurden sie fir 3 min in 3 %ige Essigsdure gestellt.
AnschlieRend erfolgte die Farbung fir 30 min in 1 %iger Alcianblau 8GX, geldst in 3 %iger
Essigsadure pH 2,5. Danach wurden die Schnitte mit 3 %iger Essigsaure abgespult und in
Aqua dest. gewaschen. Dann wurden die Schnitte mit Kernechtrot fir 5 min gegengefarbt und
anschlieBend in Aqua dest. gewaschen. Nachdem die Schnitte dann in Xylol entwassert

worden waren, wurden sie in Balsam eingeschlossen und nach dem Trocknen fotografiert.

2.2.4.7 Kollagenfragmente

Knorpelsticke wurden fiir zwei Wochen mit IL-1a kultiviert und bei jedem Mediumwechsel
das ,verbrauchte* Medium gesammelt. Zu je 1 ml Kulturmedium wurden 100 pl
Pepsinlosung (10 mg/ml Pepsin in 1 M HCI) gegeben. Die Ansétze wurden Uber Nacht bei 4
°C inkubiert. Nach Zugabe von 90 ul 1 M Tris wurde der pH Wert mit 1 M NaOH oder 1 M
HCI auf 7,4 eingestellt. Die Kollagene (wie auch das Pepsin) wurden dann mit 4,5 M NacCl
Endkonzentration Uber Nacht bei 4 °C geféllt und abzentrifugiert (18.625 g, 20 min, 4 °C).
Das Sediment wurde in H,O aufgenommen und mit dem dreifachen Volumen eiskaltem
absolutem Ethanol mindestens zwei Stunden bei -20 °C geféllt. Nach dem Abzentrifugieren

(Bedingungen wie oben) wurde diese Prozedur solange wiederholt, bis kein Salz mehr in den
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Proben vorhanden war, gegebenenfalls wurde sonst gegen Wasser dialysiert. Das Sediment
wurde in wenig Wasser aufgenommen und die Proteinkonzentration bestimmt. Anschlie3end
wurden die Proben mit Probenpuffer so verdiunnt und fur 5 min gekocht, damit berall gleiche
Mengen an Protein aufgetragen wurden. Nach der Elektrophorese bei 150 Volt wurde das Gel
anschlieBend in Coomassie gefarbt.

2.2.4.8 Messung des Hydroxyprolingehalts [131]

LOsungen:
Extraktionslosung 4 M GuHCI in Inkubationspuffer
Inkubations-Puffer 0,1 M Tris /HCI pH 7,3

1 mM lodacetamid

1 mM EDTA

10 pg/ml Pepstatin A
Verdau-L6sung 0,5 mg /ml a-Chymotrypsin

in Inkubationspuffer
Citrat-Puffer 57 g Natriumacetat

37,5 g Natriumcitrat

5,5 g Citronensdaure

385 ml 2-Propanol ad 1L mit H,O
Hydrolisierldsung 6 N HCI
Neutralisierlésung 6 N NaOH
Chloramin T Lésung 100 mg Chloramin-T

1ml Hzo
2 ml 2-Propanol
3 ml Citrat-Puffer
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Ehrlichldsung 500 mg Ehrlichreagenz
1,25 ml Ethanol
1,25 ml Diethylenglycolmonoethylether

Knorpelstiicke wurden fir vier Wochen mit Retinsdure, IL-1a, IL-17 und den Inhibitoren
kultiviert. Nach Beendigung des Versuches wurden die Knorpelstiicke gewogen und die
Proteoglykane in 1 ml Extraktionslosung fir 72 Stunden bei 4 °C unter leichtem Schwenken
extrahiert. Nach 24 Stunden wurde die Extraktionslésung erneuert. Die Knorpelstiicke wurden
dann dreimal fir zwei Stunden in der Inkubationslésung gewaschen, um alle Proteoglykan-
und GuHCI-Reste zu entfernen. Da die gespaltenen und ,,anverdauten* Kollagenhelices nicht
gemessen werden sollten, wurden diese Kollagenstrange durch Zugabe von 500 pl
Verdauldsung tber Nacht bei 37 °C weiter abgebaut und so aus dem Knorpel entfernt. Am
néchsten Tag wurden die Knorpelstiicke noch in Inkubationspuffer gewaschen und schlieflich
500 pl Hydrolysierlésung hinzugegeben. Der Ansatz wurde in 1,8 ml Nunc-Cryovials
gegeben und diese fest verschlossen. Die Hydrolyse des organischen Materials fand dann tber
Nacht bei 110 °C statt. Nach dem Abkihlen wurde 500 pl Neutralisierlésung hinzu gegeben.
Die nicht gel6sten Riickstande wurden abzentrifugiert und 25 pl des Uberstandes mit 975 pl
Citrat Puffer verdunnt. Von der Verdiunnung wurden wiederum 200 pl genommen und mit
100 pl Chloramin-T LOsung versetzt. Nach dem Mischen wurden die Ansédtze 20 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Die 100 pl Chloramin-T Losung wurden auch zu einer
Standardreihe mit 1; 2,5 ;5 ;10 ;15 ;20 ;25 und 30 pg Hydroxyprolin/ml in Citrat Puffer
gegeben. Nach den 20 min wurde 100 ul 6,2 M Perchlorsdure zu den Proben gegeben und die
Ansatze fur 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach der Zugabe von 100 pl
Ehrlichlésung und Mischen wurden alle Proben fiir 20 min bei 60 °C inkubiert. Die Proben
wurden innerhalo von 30 min auf eine 96 Loch Platte pipettiert (200 ul/ Loch,
Doppelbestimmung) und in einem Plattenreader bei 565 nm gemessen.
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2.2.4.9 Messung der Kollagensynthese

Die Knorpelzellen wurden wie oben beschrieben in Alginat eingebettet (1,25 Millionen
Zellen/ ml Alginat) und in DMEM/ 10 % FCS gehalten. Nach zwei Wochen wurde frisches
Medium mit der Endkonzentration 1 mM Cystein, 1 mM Pyruvat, 60 pg/ml B-
Aminopropionitril sowie 25 pg/ml Ascorbinsdure zugegeben, um die Kollagensynthese
anzuregen. Nach einem Tag wurde das Medium erneut gewechselt und IL-1a sowie die
Inhibitoren eingesetzt. Zusatzlich zu den oben genannten Stoffen wurde das Medium noch mit
1uCi /500 pl [**C]Prolin radioaktiv markiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium entfernt
und die Alginatbeads dreimal fir 30 min in CaCl,-Lésung (116 mg/l) zur Entfernung des
nicht eingebauten radioaktiven Prolins (und Hydroxyprolins). Nach Auflésung der Beads in
500 pl Natriumcitratlésung (55 mM) und Zugabe von 3 ml Lumasafe Plus konnte die

Radioaktivitat der Proben bestimmt werden.

2.2.4.10 Peroxidase Infiltrationsassay

Fur diesen Versuch wurden die Knorpelstiicke fiir zwei Wochen kultiviert. Nach Ende des
Versuchs wurden aus den Knorpelsticken mit Hilfe einer Lochstanze gleich grofe
»Scheibchen* mit 3 mm Durchmesser gestanzt. Peroxidase wurde aus zwei Grinden fir
diesen Versuch ausgewahlt: Zum einen hat sie mit 66 Kilodalton ein ahnliches
Molekulargewicht wie die Matrixmetalloproteasen und zum anderen lasst sie sich auch in
grolRen Verdinnungen noch sehr gut nachweisen. Die Knorpelscheiben wurden dann fiir eine
Stunde in Peroxidase Lésung gelegt (10 U/ml). Danach wurden die Knorpelscheiben in Aqua
bidest. gewaschen. Jedes Knorpelstiick wurde dann (ber Nacht bei 4 °C in 200 ul PBS
geschittelt, so dass die im Gewebe eingelagerte Peroxidase ins PBS zurlck diffundieren
konnte. Je 50 pl dieser Losungen wurden auf einer Mikrotiterplatte dann mit 150 pl ABTS
Losung ((1 mg 2,2°-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure) in 1 ml ABTS Puffer)
versetzt. Nach ca. 10 min war die Farbreaktion stark genug, so dass die Mikrotiterplatte bei

405 nm gemessen werden konnte.
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2.2.4.11 Nitrit Bestimmung

Losungen:

Vanadiumtrichloridlésung 8% VCl3 in1 N HCL

Griess Reagenz
Ldsung I: 0,2 g 1-Aminonaphthalin in 20 ml H)O
nach sieden Uberstand plus 150 ml 10 %iger Essigséure

Losung 11: 0,5 g Sulfanilséure in 150 mL 10 %iger Essigsdure

Verwendung der beiden Ldsungen im Verhéltnis 1:1.

Die Knorpelstiicke wurden fur den entsprechenden Versuch fir finf Tage in serumfreien und
phenolrotfreiem DMEM/F12 1:1 Medium gehalten. Phenolrotfreies Medium ist in diesem Fall
vorzuziehen, da das Phenolrot die fotometrische Bestimmung stort. Nach Ende des Versuches
wurden die Knorpelstiicke gewogen und verworfen. VVon den Mediumproben wurden jeweils
100 pl mit 100 pl VCls-Loésung und 100 pl Griess Reagenz versetzt. Der Ansatz wurde
gemischt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Von den Proben wurden je zweimal 150 pl auf

Mikrotiterplatten Ubertragen und diese bei 540 nm gemessen.

2.2.4.12 Messung der alkalischen Phosphatase

Ldsungen:
Ldsung A 0,5 % p-Nitrophenylphosphat in 1 M Diethanolamin-HCI
Losung B 2 M NaOH in 0,2 mM EDTA

Die alkalische Phosphatase wird in artikularem Knorpel nur in geringem Mal3e produziert. Sie
dient als ein Marker fur hyperthrophe Chondrozyten. Die Knorpelstiicke wurden fir diesen
Versuch tber zwei Wochen mit 2 ng/ml IL-1a, 25 ng/ml IL-17 und 2 pM Retinsdure
stimuliert. Das Medium wurde als Probe genommen und die Knorpelstiicke gewogen. Zu 50
pl Probe wurden 250 ul Lésung A gegeben und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Zum Stoppen

der Reaktion wurde 300 pl Lésung B hinzugegeben und die Extinktion bei 405 nm gemessen.
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2.2.4.13 Tierversuch

Der Tierversuch wurde an 24 maéannlichen Wistar Ratten im durchgefuhrt. Die
Genehmigungen der Ethik Kommission sowie des zustdndigen Tierarztes lagen vor. Allen
Tieren wurde ins rechte Knie des hinteren Laufs 50 pl einer lodmonoacetatlésung (2mg/ml)
zur Auslosung einer Arthrose gespritzt [132]. Das linke hintere Knie diente als Kontrolle. Die
Tiere wurden in 8 Gruppen zu je 3 Tieren eingeteilt. Je eine Gruppe wurde in einem Kafig
untergebracht. Die Tiere wurden im Zentraltierstall der Uniklinik Minster mit Essen versorgt
und die Ké&fige regelméRig vom dortigen Personal gereinigt. Die Tiere befanden sich in einem
Raum, in dem ein Tag/Nacht Wechsel alle 12 Stunden stattfand. Zur Beruhigung horten die
Tiere Uber Tag ein paar Stunden Musik und als Abwechslung wurden zum Beispiel
Klopapierrollen zum zernagen mit in die Kafige gegeben. Das Trinkwasser wurde in
Absprache mit dem Personal ausschlieBlich von mir gewechselt. Der Versuch lief so, dass alle
drei Tage eine weitere Gruppe den ABC-Transporter Inhibitor ins Trinkwasser bekam. Dafr
wurde Verapamil ausgewdhlt, da es ein breites Spektrum an ABC Transportern hemmt und
sich bis zu einer hinreichenden Konzentration in Wasser l6sen lasst. Das Wasser hatte eine
Endkonzentration von 0,375 mg Verapamil/ml Wasser. Da Ratten ca. 30 ml am Tag trinken,
nahmen sie ca. 11,25 mg Verapamil/Tag zu sich. Gruppe 1 bekam sofort VVerapamil ins
Trinkwasser, Gruppe 2 nach 3 Tagen, Gruppe 3 nach 6 Tagen und so fort bis Gruppe 8, die
kein Verapamil ins Trinkwasser gemischt bekam. Der Versuch endete nach 21 Tagen. Nach
den drei Wochen wurden die Tiere unter Narkose mit Isofluran und Lachgas schmerzfrei
getotet. Anschliefend wurden die Knie freiprapariert und in 3,7 %iger Paraldeydldsung
fixiert. Nach dem Fixieren wurden die Gelenke fir zwei Wochen in eine EDTA-L&sung zum
Entkalken gegeben. Anschlieend erfolgte die Einbettung in Paraffin und eine weitere

Bearbeitung wie unter 2.2.4.6 beschrieben.

2.2.4.14 Zytotoxizitatsassay

Um die eingesetzten Inhibitoren auch auf lhre Zytotoxizitdt zu untersuchen, wurde der
AlamarBlue™ Test verwendet. Mit diesem Test konnte man die Proliferation verschiedenster
Zelllinien bestimmen wie auch die Zytoxizitdt einwirkender Substanzen. Der Test mal die
metabolische Aktivitat der Zellen, welche sich in einer Veranderung der Farbe des Redox-
Indikators &ufert. Zellen produzieren, wenn sie stoffwechselaktiv sind, ein reduziertes
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Umfeld, die Farbe des Indikators &ndert sich dann von der blauen und nicht fluoreszierenden,
oxidierten Form, zur roten fluoreszierenden reduzierten Form. Die Zellen/Alginatbeads oder
Knorpelstiicke wurden 24 Stunden mit den entsprechenden Inhibitoren kultiviert, dann wurde
das Medium gewechselt und wieder die Inhibitoren in den gleichen Konzentrationen
zugesetzt. Dieses Mal wurde dem Medium allerdings auch AlamarBlue in einer
Konzentration von 10 % zugesetzt. Nach weiteren 24 Stunden konnte die Fluoreszenz mit
530 nm Anregungswellenldnge und 590 nm Emissionswellenldénge gemessen werden. Als
Kontrolle dienten jeweils nicht behandelte Proben. Anhand der erhaltenen Werte konnte die

Toxizitat der Inhibitoren auf Knorpelzellen beurteilt werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Verlaufsplan der durchgefiihrten Versuche

Isolierung boviner RNA, 4 _Tierversuch zur generellen )
PCR fir Uberprifung, ob Inhibitoren
ABC-Transporter ‘ der ABC-Transporter einen
Einfluss auf die Knorpelmatrix
\_ haben )

Inhibitoren der nach-
gewiesenen Transporter Untersuchungen, ob die cGMP-
fUr Hyaluronan-Messung Signalkaskade etwas mit der
einsetzen Hyaluronanproduktion oder dem
Abbau der Knorpelmatrix zu tun hat

Festlegung auf viel-
versprechende Inhibitoren.
Testung nach Auslésung
von Arthrose mit IL-1a

Messung des Einflusses Messung des Einflusses
von auf IL-1a und von IL-1o und
Inhibitoren auf den Inhibitoren auf den

Proteoglykanmetabolismus Kollagenmetabolismus

Messung des Einflusses

auf die Quellfahigkeit

und Wassereinlagerung
des Knorpels

Messung des Einflusses
auf die
Matrix -Metalloproteasen

Zu Beginn der Arbeit war bereits bekannt, dass ABC Transporter beim Hyaluronanexport in
Streptokokken eine bedeutende Rolle spielen. In der Arbeitsgruppe von Herrn Professor P.
Prehm liefen auch bereits Versuche an humanen Fibroblasten und Untersuchungen des
Einfusses von Inhibitoren verschiedener ABC Transporter auf die Hyaluronanausschleusung
und die Hyaluronansynthase. Gleichzeitig versuchen wir ABC Transporter im Knorpel
nachzuweisen, die eventuell fir den Hyaluronanexport in Frage kommen. Da humaner
Knorpel nur in sehr begrenztem MaRe zur Verfligung steht, entschieden wir uns fir bovinen
Knorpel als Untersuchungsobjekt. Wenn ABC Transporter im Knorpel, dem fur Arthrose
relevanten Gewebe, identifiziert werden, konnen moglichst spezifische Inhibitoren fir diese
ABC Transporter an Knorpelstiicken oder an Alginatbeads getestet werden. Bei den
Inhibitoren, die den Hyaluronanexport besonders gut hemmen, dabei aber nur wenig bis gar
nicht die Hyaluronansynthase beeinflussen und kaum toxisch sind, lohnt sich eine weitere

Untersuchung am Knorpel. Weiterhin wird dann der Einfluss einer erhohten
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Hyaluronanproduktion auf die Knorpelmatrix untersucht und im gleichen Zug der
verminderte Hyaluronanexport mit den ABC Transporter Inhibitoren. Zur Induzierung einer
erhdhten Hyaluronanproduktion im Knorpel wird IL-1 dienen, da dieses Zytokin auch in vivo
in erhdhten Konzentrationen in der Synovialflissigkeit arthrotischer Kniegelenke
nachgewiesen werden kann. Zur Beurteilung der Knorpelmatrix werden folgende Parameter
untersucht:

¢ Die Konzentrationen an Proteoglykanen in Knorpelstiicken, deren Verlust findet im
Frihstadium arthrotischer VVeranderungen statt.

¢ Der Anteil an intakten, also nicht degradierten oder gespaltenen Kollagenfasern. Der
Abbau von Kollagen gilt als Marker fir die irreversible Schadigung der
Knorpelstruktur, die von den Knorpelzellen nicht mehr oder nur ungenigend
kompensiert werden kann. Werden an der Oberflache des Knorpels im betroffenden
Gelenk Kollagenfasern gespalten, kommt es zu einem Verlust der Matrix und
Erosionen, die die Funktionalitat des Gelenkes negativ beeinflussen.

¢ Den Einfluss von Hyaluronan und den Inhibitoren auf die Aktivitat der Gelatinasen A
und B, die im Knorpel flr den Abbau von Kollagen Il entscheidenden Anteil haben.

e Tragt Hyaluronan zu einer verstarkten Wassereinlagerung und Schwellung des
Knorpels bei? Spielt die Hemmung des ABC Transporters in diesem Zusammenhang
eine Rolle? Ein wichtiger Punkt, denn ob Hyaluronan auf die vorherigen Punkte einen
Einfluss hat, ist so ohne weiteres nicht abzuschétzen. Wenn die bei arthrotischem
Knorpel beschriebene Schwellung des Knorpels, so sie denn durch Hyaluronan
verursacht wird, durch ABC Transporter Inhibitoren vermindert werden kann, wird
weiter zu untersuchen sein, inwieweit dieser Effekt auch einen positiven Einfluss die
anderen Matrixbestandteile besitzt.

Da wir mit einem Tierversuch nicht zu lange warten mdochten, bis sich ein spezieller
Transporter herauskristallisiert hat, wird zu Beginn der Arbeit ein Versuch mit Ratten
durchgefiihrt mit einem ABC Transporter Inhibitor, der ein breites inhibitorisches
Wirkspektrum aufweist. Die Knorpel der Ratten werden erste Aufschliisse geben, ob ABC-
Inhibitoren nach Arthroseausldsung mittels lodacetat die Knorpelmatrix beeinflussen.

Die Beurteilung des cGMP Signalweges und dessen Beeinflussung ergibt sich zum einen
durch die Auslésung der arthrotischen Veranderung mit IL-1a, welche eine Erhéhung von
cGMP nach sich zieht, zum anderen wird diese Fragestellung im Verlauf der Arbeit noch
wichtiger, da einige Inhibitoren wiederum diesen Signalweg beeinflussen und ebenfalls zu
erhohten cGMP Spiegeln beitragen.
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3.2 Untersuchungen zur Hyaluronanausschleusung

3.2.1 Nachweis von ABC Transportern

Nach der Entnahme des Knorpels aus den Rinderknien wurden die Knorpelstiicke mit
Kollagenase behandelt. Nach Filtration durch mit Nylonmembranen bestiickten Swinexfilter
und anschlieBendem Waschen in kaltem PBS waren die Chondrozyten fertig zur RNA
Isolierung. Mit Ausnahme der Sequenz fur MDR1 waren alle anderen Sequenzen flr die
ausgewahlten ABC Transporter fur Rinder unbekannt. Deshalb wurden die humanen Primer
fiir die ABC Transporter bestellt. Es wurden in der Folge also Interspezies-PCR durchgefiihrt.
Zwischen Rind und Mensch besteht eine ca. 91 prozentige Homologie der Gensequenzen.
Bei den durchgefihrten PCRs wurde diesem Umstand durch erniedrigte
Annealingtemperaturen und héherer Zyklenzahl Rechnung getragen.

Da es nicht sinnvoll war, fur alle

ABC Transporter Substrate 48 humanen ABC Transporter
MDR1 diverse Stoffgruppen . ]
— , Primer zu bestellen und bei
MRP1 anionische Konjugate

MRP4 Prostaglandine (nur MRP4), jedem erst in mehreren PCRs die
MRP5 Methotrexat und cGMP optimalen Bedingungen heraus-
MRP6 u-a. Anthrazykiine zufinden, wurde im Vorfeld die

MRP7 Xenobiotika+Glucuronsaure o
VRPS ahnlich MRP4/5 Substratspezifitat der Transporter
ABCA1 Cholesterol recherchiert. Ein besonderes Au-
ABCB5 Doxorubicin genmerk wurde auf die ABC-
u.a. Proteine . .
ABCFL Transporter gelegt, die etwas mit

Abb. 20: Untersuchte ABC-Transporter und ihre Substrate Hyaluronan oder im weiteren

Sinne mit der extrazellularen Matrix zu tun haben sowie diejenigen, die anionische Substrate
transportieren. Auf MDR1, der auch ABCBL1 oder p-Glycoprotein genannt wird, wurden die
Chondrozyten hin untersucht, da dieser Transporter ubiquitdr in vielen Geweben vorkommt
und gleichzeitig eine Vielzahl von Stoffgruppen transportieren kann [133]. Des weiteren
wurde MDR1 bereits in Knorpeltumoren und in bovinen Chondrozyten der Wachstumsfuge
nachgewiesen [134]. MRP1 (ABCC1) transportiert organische anionische Konjugate wie
Cysteinyl-Leukotrien C4, Glutathion und Glutathion konjugierte Xenobiotika [135]. MRP1
sowie auch seine Homologe MRP2 - MRP6 sind alle daflir bekannt, konjugierte organische
Anionen zu transportieren [136], weshalb diese Transporterfamilie besonders intensiv
untersucht wurde. MRP4 und MRP5 weisen eine hohe Ahnlichkeit auf, ihnen fehlten im

Gegensatz zu anderen Multidrug Related Proteins finf transmembrandre Domanen am N-
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terminalen Ende [137]. Beide Transporter besitzen die F&higkeit, Methotrexat und cyclische
Nukleotide zu transportieren [138]. Fir MRP5 sind der Transport weiterer organischer
Anionen bekannt [139]. Dartiber hinaus soll er eine besondere Affinitat zu cGMP haben,
dessen Transport allerdings mit PDE5 Hemmern wie Sildenafil und Trequinsin gehemmt
werden kann [140].

MRP6 wurde ausgewdhlt, da bekannt ist, dass bei Patienten, welche eine Mutation in der
Sequenz fur MRP6 haben, die Krankheit Pseudoxanthoma elasticum oder auch Grénblad
Strandberg Syndrom ausbricht. Bei dieser Krankheit kommt es zu einer Veranderung des
Bindegewebes durch vermehrtes Auftreten von Proteoglykanen und Hyaluronan sowie einer
Einlagerung von Mineralsalzen [141]. Die Bindegewebsfasern werden briichig und es kommt
zu Beeintrachtigungen der Haut, der GefalRe und des Herzkreislaufsystems. Infolge
Einblutungen in die Netzhaut kommt es zum Verlust des zentralen Sehens.

MRP7 (oder auch ABCC10) transportiert zum Beispiel 17R-Estradiol-(173-D-Glucuronséure),

MRP-1(462bp)

ol L
:

‘m MRP-6

MDR-1(487bp)

‘1‘ l 'Jﬂ' ‘ f oo ! MRP-5 (417bp)
/

500 Basenpaare ‘ MDR-1

ABCA-1(482bp)

4

MRP-4 (565bp)

Abb. 21: PCR mit DNA aus bovinen Chondrocyten, Abb. 22: PCR mit DNA aus bovinen Chondrocyten,
Nachweis MRP-1, MDR-1 & ABCA-1 Nachweis MRP-4 & MRP-5. MRP-6 nicht nachweisbar.

~ | Negativkontrolle

~ MRP-7 (572bp)

MRP-5 (417bp)

" ABCB-5 (205bp)

Abb. 23: PCR mit DNA aus bovinen Chondrocyten, Abb. 24: PCR mit DNA aus bovinen Chondrocyten,
Nachweis MRP-5(ABCC5) & MRP-8(ABCC11) Nachweis MRP-5, MRP-7, ABCB-5 & ABCF-1

also eine anionische Verbindung, die insbesondere deshalb interessant ist, weil sie konjugierte

Glucuronséure transportiert [142], eine Komponente der Dissaccharideinheit von Hyaluronan.
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MRP8 und MRP9 wurden spater ebenfalls noch getestet, als klar war, dass in den bovinen
Chondrozyten MRP5 nachgewiesen konnte, da diese beiden ABC-Transporter eng mit MRP5
verwandt sind. Die Ubereinstimmung betragt 40 bzw. 42% der Aminosiuresequenz von
MRPS5 [143]. Aufgrund der hohen Verwandschaft zu den bakteriellen Hyaluronantransportern
wurde auch die ABCA Transporterfamilie untersucht. Diese Familie spielt eine Rolle beim
Fettstoffwechsel. So transportiert der ABCA1 Kanal zum Beispiel Cholesterol [144]. Neben
diesen beschriebenen Transportern wurde auch auf ABCB5 und ABCF1 getestet.

Bis auf den MRP6 Transporter konnten alle eingesetzten Transporter im Knorpel
nachgewiesen werden. Die Banden der Transporter mit der dazugehorigen Lange des PCR
Produktes sieht man in den Abbildungen 21-24. Nach der PCR wurden die Banden der
jeweiligen Transporter kloniert und sequenziert. Abschlielend wurde eine Blastanalyse
durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob die klonierten Sequenzen tatséchlich zu den jeweiligen
Transportern gehdrten. Da mit boviner DNA gearbeitet wurde, sollte eine Ubereinstimmung
von 91% zu den humanen Sequenzen der ABC Transporter gefunden werden, da dies der
generellen Ubereinstimmung der Nucleotidsequenz zwischen Mensch und Kuh entspricht. Als

ein Beispiel einer solchen Blastanalyse ist Abbildung 25 eingefligt.

L]>gi|s0321 00 |ref |NM 005688.1 | mmE Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-famil
(ABCCS5) , mRNA i
Length = 5838

Score = 513 bits (259), Expect = e-142
Identities = 377/414 (91%), Gaps = 2/414 (0%)
Strand = Plus / Minus
Query: 72 IJllrlil[IIlrITr?TTTTT?nggaaaggcaaggtttc gcaggaggacgcagtgag 131
) PV EET e ey trrerrtinl II||
Sbjct: 4563 aa cgaaagataaaatcgagaaaggcaaggtttocggtaggaggacgcgatgag 4504
Query: 132 cagggaatggcaatgctccaaagaaaagagatgtggacggcactgg 191

I|||IIJ|I||||J||J|Il|!||l||||'||| RN T e

Sbjct: 4503 gggccocgocccoccaggcagggaa tggcaatgctctaaagaaaagagacttcocgtcaacag-gg 4445

Query: 192 gggagttagcccttgacg ggcgatcttgttctotgoagecagecaaacatggocatagaaccgg 251

FELEL FREEEEEEEr PLer LT T e e T T |||

Sbjct: 4444 aggagtcagcccttgacagocgaccttgttctctgocagocagcaaacatggcatagaatcgg 4385

Query: 252 gagctgtcgttggaaagaaggaccgatggggtgtcgaacteocaccacctgocccetggge 311

LU PREETEE e teer T HIIIIIII

Sbjct: 4384 gaactgtcgttggacagaaggaccgatggggtgtcaaactccaccacctgtccctgggee 4325

Query: 312 aatcctatcagagcctaggactgtgtgtaggcgatgggcaatcgtcagecatg 371

|I|I|I|I|!I]|IJ|I FITLLEET L T PP et Theimind

Sbjct: 4324 taatcctatcggagcctagaacegtgtgoaggocgatgggcocaatggtcagecatg 4265

Query: 372 gtgcagtcagcgaatg

L LLLLE L L

g9
_ r I
Sbjct: 4264 gtacagtctgcaaatg

?? Ttggatcagtaagtctgtctcggtcg:c 431

LV FEEETLERir 1t il

cttcte at tete
RN ERRERRRRARE
cttcteggatggtctocttgaatcaataagtctgtctctgt-gte 4206

Query: 432 catggcagctgnggcttcatctagaatcagaatcttacagtggcggaccaggge 485

CILTTLETLET Tl I||l||||1|fI|II|H|I|l| [REERN

Sbjct: 4205 catggcagctgtggeotteoatctaaaatcagaatcttacagtggcggagcaggge 4152

Abb. 25: Blastanalyse der bovinen MRP-5 Sequenz
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3.2.2 Induzierung der Hyaluronansynthese mit IL-1a.

Zu Beginn der Arbeit wurde untersucht, wie viel IL-1a tber einen wie langen Zeitraum auf
Chondrozyten einwirken muss, um eine deutlich vermehrte Hyaluronansynthese im Knorpel
zu induzieren. Mit der richtigen Dosierung an IL-1o wurde danach dann der Effekt einer
gesteigerten Hyaluronansynthese auf die Knorpelmatrix analysiert. Fur die Experimente
wurden in Alginat eingebettete Chondrozyten eingesetzt, da die Alginatbeads &hnlich wie die
Proteoglykane im Knorpel auch negativ geladen sind und die Knorpelzellen im Alginatgel
genau wie im Knorpel keinen direkten Kontakt zueinander haben. Ein weiterer Vorteil ist,
dass nach Beendigung eines Versuches die Alginattropfen in Natriumcitrat aufgeldst werden

konnten und ein Teil der Lésung zur

Bestimmung der Zellzahl eingesetzt

14
werden kann. Die Versuche wurden

121 B - 10ng IL-10/ml

10 0 =1ng IL-1a/ml
[ =Kontrolle

zu Beginn immer in DMEM mit

zehnprozentigem FCS durchgefuhrt.

Bei Messung der Mediumproben

mit dem unter 2.2.4.1 beschriebenen
ELISA Test konnten aber nur

unwesentliche Unterschiede zwisch-

ng Hyaluronan / Million Chondrozyten

24 8 72 en Kontrollen und mit IL-1a
Stunden

Abb. 26: In Alginatbeads mit IL-1o. induzierte Hyaluronan-
synthese werden. Es stellte sich heraus, dass

versetzten ~ Proben  festgestellt

FCS die ELISA Messung erheblich stért. Deshalb wurde der Test in serumfreien Medium
durchgefihrt. Dies war sowohl mit Alginatbeads als auch mit Knorpelgewebe mdglich, bei
adhadrenten Zellen ist es dagegen schon schwierig, da sie beginnen, sich vom Untergrund
abzulésen. Mit serumfreien Medium wurden signifikante Unterschiede zwischen der
Kontrolle und mit IL-1ac behandelten Proben erhalten. Bei der Frage nach der IL-la
Konzentration wurde einfach nach der Methode ,,Versuch und Irrtum* vorgegangen. Wir
wollten einen Kompromiss finden zwischen einem sichtbaren Effekt einerseits und einem
geringem Kostenaufwand andererseits. Als Ideal erwies sich eine Konzentration von 2ng IL-
lo/ml Medium/Tag. Dies ist im Verhéltnis zu anderen in der Literatur benutzen
Konzentrationen zwar eine relativ geringe Konzentration [145], durch die tagliche Gabe wirkt
es aber kontinuierlich und es kommt der physiologischen Situation im Gelenk auch naher,

denn dort liegen die Entzindungsmediatoren auch in konstanten Konzentrationen vor. IL-1o

63



KAPITEL 111

ERGEBNISSE

wurde auch deshalb als Zytokin ausgewahlt, weil es in arthrotischen Gelenken nachgewiesen

61 [] Kontrolle
[ ] IL-1, 2ng/mliTag
5 ] IL-1, 1x6ng/mi/T

B 'L-1, 1x12ng/mliTag

ag

ng Hyaluronan / Million Chondrozyten

Ny

R

T

24 Stunden

48 Stunden 72 Stunden

Abb. 27: Hyaluronansynthese in Alginatbeads

wurde [146].

Aufgrund dieser Tatsache und er
in der Einleitung beschriebenen
Effekte, erschien das Zytokin
Interleukin-1o. geeignet, um bei
bovinen Knorpelstiicken in vitro
Arthrose auszul6sen. Abbildung
26 zeigt die Hyaluronankon-
zentration im Medium von in
Alginatbeads kultivierten Chon-

drozyten nach einmaliger Gabe

von IL-1a. Die Hyaluronankonzentration steigt tber drei Tage abhéngig von der Hohe der IL-

1o Gabe. In einem weiteren Versuch wurde in Alginatbeads untersucht, ob eine einmalige

Gabe von IL-1a gegenlber der taglichen Gabe kleinerer Mengen vorteilhafter ist. Dafr

wurde die Hyaluronankonzentration in Medium von Alginatbeads téglich Gber drei Tage

gemessen (Abb.27). Die Hyaluronansynthese sprach bei der taglichen Gabe von 2 ng/ml im

Durchschnitt am besten an, wahrend héhere Dosen von bis zu 12 ng/ml am ersten Tag keinen

deutlicheren Effekt zeigten. Aufgrund dieser Ergebnisse, welche sich bei der Messung der

Proteoglykane bestétigen sollten, wurde als Standardkonzentration fiir die IL-la Gabe 2

ng/ml/Tag Uber drei Tage in Kultur gewéhlt und fir alle Versuche, in denen die

Hyaluronanproduktion der Chondrozyten gemessen wurde, beibehalten.
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3.2.3 Inhibierung der Hyaluronansezernierung mit verschiedenen ABC Trans —

porter Inhibitoren

Von den in bovinen Knorpel nachgewiesenen ABC Transportern wurden die ABCA1, MDR1,
MRP1 sowie MRP5 Kandéle ndher auf ihre Beteiligung bei der Hyaluronansezernierung
untersucht. Dies sollte mit Hilfe entsprechender Inhibitoren dieser Transporter geschehen. Als
Inhibitoren wurden Glibenclamid(ABCAL) [147] , Verapamil(MDR1), Probenecid(MRP1)
und  Zaprinast(MRP5)  [148]
ausgewahlt. Der Versuch wurde

3500

[ ] = Glibenclamid

.y os . . .. 3000 ~
mit jeweils drei Knorpelstlicken [] = Verapami
2500 1 B = zaprinast

100 %

pro Loch einer 24-Loch Platte

Q )
durchgefiihrt.  Pro  Messwert g 2000 K = Probenec —
standen  vier  Proben  zur ; 1500
Verfligung (Kontrolle und IL-1a § 1000 -
= sechs). Die Hyaluronan- £ 500 |

konzentration im Mediumdiber-
Kontrolle IL-1 6,25 uM 12,5 uM

stand wurde nach vier Tagen

. . Abb. 28: Hyaluronan im Medium von Knorpelkulturen
gemessen und Dreifachbestim- y P

mungen durchgefuhrt. Wie auch bei den Alginatkulturen wurde jeden Tag 2ng IL-1a/ml zu
dem Medium gegeben. Mit IL-1a wurde eine Erhohung der Hyaluronankonzentration im
Medium auf 1470 % des Kontrollwertes erreicht. Verapamil schien diesen Effekt bei 6,25 uM
noch zu ubertreffen. Die ubrigen Inhibitoren reduzierten die Hyaluronankonzentration im
Medium. Einen besonders starken Effekt zeigte Glibenclamid, der ABCAL1 Transporter
Inhibitor. 6,25 pM Probenecid und Zaprinast verminderten den Mediumgehalt des
Glycosaminoglykans auf etwa 2/3 des mit IL-1a stimulierten Messpunktes. Probenecid schien
bei 12,5 uM noch starker wirksam zu sein als Zaprinast. Welche Effekte im Einzelnen an der
verminderten Hyaluronankonzentration Dbeteiligt sind, sollten Gegenstand weiterer
Forschungen sein. Im Folgenden wurde der Einfluss dieser Inhibitoren auf die

Hyaluronansynthase untersucht.
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3.2.4 Untersuchung des Einflusses von ABC Transporthemmern auf die

Hyaluronansynthase

110 Um abschétzen zu konnen, ob
O\C’ *0 - . o . .
8 W = Zaprinast der inhibitorische Effekt bei der
105 v B = Probenecid H
= o | & = verapamil Hyaluronansezernierung  durch
S j0glett e O = Glibenclamid i
5 o ¢ die Hemmung des jeweiligen
- 4—s ¢
g 9 \ ABC Transporters oder durch die
ey
= w0 " | Hemmung der  Hyaluronan-
—_ o
i o synthase zustande kam, wurde
2 - | durch den Einbau [*C]Glu-
<C 80 T T T T 1

0 20 40 60 80 100 | curonsdure aus UDP-[**C] GIcA
UM Inhibitor

Abb. 29: Hemmung der HA-Synthase durch die Inhibitoren die Synthaseaktivitt an iso-

lierten Chondrozytenmembranen
bestimmt. Dabei wurden die ABC-Transporter Inhibitoren Verapamil (MDR1), Probenecid
(MRP1), Glibenclamid (ABCA1) und Zaprinast (MRP5) in einer Konzentration von 0-100
MM eingesetzt. Im relevanten Konzentrationsbereich bis 50uM zeigte Glibenclamid eine
gewisse Hemmung der Synthase (rosa Linie). Die anderen drei Substanzen beeintrachtigten

die Hyaluronansynthase nicht signifikant.
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3.2.5 Untersuchung des Einflusses von MRP5 Inhibitoren auf die

Hyaluronansezernierung

Parallel zu meinen Untersuchungen an bovinem Knorpel und dem Nachweis von MRP5
untersuchte Herr Professor Prehm an humanen Fibroblasten den Hyaluronan-Export mit
verschiedenen ABC Transporter Inhibitoren. Seine Ergebnisse wiesen ebenfalls auf MRP5 als
maoglichen Transporter fur Hyaluronan hin [149]. In der parallel durchgefiihrten Dissertation
von Herrn Diplom Biochemiker Tobias Schulz deuteten Arbeiten mit si-RNA Versuchen flr
ABC Transporter mit verschiedenen Zelllinien auf eine Beteiligung von MRP5 an der
Hyaluronanausschleusung hin. Aufgrund dieser gemeinsamen Ergebnisse wurden die
Untersuchungen zur Hyaluronanausschleusung auf den MRP5 Kanal fokussiert

Als Inhibitoren fir den MRP5 Transporter sind Zaprinast, Sildenafil und Trequinsin bekannt.
Sie gehoren alle zu den Phosphodiesterase Hemmstoffen. Dabei haben Zaprinast und dessen
um ein Sulfonamid erweitertes Analogon Sildenafil eher Phosphodiesterase5 Praferenz,
wéhrend Trequinsin besonders PDE3 und 4 hemmt. Die erst 2004 in den deutschen Markt
eingefihrten Medikamente Levitra® und Cialis® mit den Wirkstoffen Vardenafil und
Tadalafil sind ebenfalls PDE5 Hemmer, so dass auch diese beiden Substanzen auf ihre
inhibitorische Wirkung beziglich des MRP5-Kanals getestet wurden. Insbesondere
Vardenafil weist auch chemisch eine sehr groBe Ahnlichkeit zu Sildenafil auf (Abb 30).

Diese Inhibitoren mit MRP5 Praferenz wurden auf Alginatbeads getestet wie im Material und

O\\ 4
(\N/S
_N
Sildenafil (Viagra®) Vardenafil (Levitra®)
o
HN Nay

|
T | MNH
M .
Zaprinast
WCHQ
O

Abb. 30: Phosphodiesterase5 Inhibitoren
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Methodenteil beschrieben. Da Knorpel ein sehr heterogenes Gewebe ist, spricht der Knorpel
auf gleiche Dosen IL-la. zum Teil unterschiedlich stark an. Neben der heterogenen
Beschaffenheit des Knorpels mdgen auch individuelle Unterschiede der Rinder (Alter,
Haltung, Erbgut) eine Rolle spielen. Wir fiihrten unsere Versuche zur Messung des
Hyaluronans sowohl mit Knorpelstiicken als auch mit Alginatbeads durch. Im Vordergrund
stehen in diesem Teil die Versuche an Alginatbeads, da wir hier die Hyaluronankonzentration
im Medium in direkte Korrelation zur Zellzahl stellen konnten und nicht wie bei den
Knorpelstiicken auf das Gewicht der einzelnen Stiicke. Da in den Beads viele Chondrozyten

als eine homogene Mischung vorliegen, erschien uns diese Methode reproduzierbarer und

verlésslicher als die Messung an

200 M = Zaprinast I =vardenafil [ = Tadalafil KnorpeIStUCken mit der bereits
£ 600 I [ erwéhnten Heterogenitat.
T 500 - In Abbildung 31 ist die Hyalu-

200 | ronankonzentration im Medium

300 dargestellt. In diesem Versuch

sind Knorpelsticke mit IL-1la
und je 12,5- und 50 pM der
PDE5 Hemmer Zaprinast, Var-
denafil und Tadalafil fur drei

Tage inkubiert worden. Zur

200 -

Hyaluronan, Kontrolle

100 -

0 |
2ng/ml/Tag IL-1a. + 12,5 uM 50 uM

Abb. 31: Hyaluronan im Uberstand von Knorpeln mit Inhibitoren

besseren Wiedererkennung und Zurechtfindung in dieser Arbeit sei noch folgendes
angemerkt: IL-1o oder Retinsdure sind in den Abbildungen jeweils rot eingefarbt, Zaprinast
marineblau, Vardenafil orange und Tadalafil hellblau. Man erkennt eine rund flinffache

Erhohung der Hyaluronankonzentration im Uberstand der Knorpel in den mit IL-la

behandelten Proben (je sechs) im

2000

Vergleich zur Kontrolle. Bei den

mit IL-1o und den Inhibitoren

100%

1500 A

inkubierten Knorpeln sieht man
1000 A

eine Reduzierung der Hyalu-

ronankonzentration im  Uber-

500

Hyaluronan, Kontrolle

stand. Im Fall von Tadalafil wird

sogar der Kontrollspiegel er-

. . IL-1a 2ng/ml/Tag + 6,25uM 12,5uM 25uM
reicht. Der Nachteil der Messung romed " zaprinast "

Abb. 32: Inhibierung der Hyaluronansekretion mit Zaprinast
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an Knorpelstticken wird hier an den recht grof3en Fehlerbalken noch mal deutlich.

Auf der vorhergehenden Seite sieht man in Abbildung 32, wie Zaprinast die Hyaluronan-

2000

100%

1500 -

1000 -

500 +

Hyaluronan, Kontrolle

o4
IL-1a 2ng/mliTag + 6,25 uM

12,5 pM
Tadalafil

25 uM

Abb. 33: Inhibierung der Hyaluronanausschleusung mit Tadalafil

Alginatbeads konnte eine re-
duzierte Konzentration von Hyalu-
ronan im Medium verglichen mit
den mit IL-1a allein inkubierten
Proben nachgewiesen werden.

In der Abbildung 33 links ist
Hyaluronankonzentration im Me-
dium von Alginatbeadkulturen mit
Tadalafil gemessen worden. Um

6,25 UM st bei allen drei PDE-5

ausschleusung ins  Medium in
Alginatbeadkultur senkt. Deutlich
zu erkennen der beschriebene
Unterschied zwischen Knorpel und
Alginatbeads:

Die Standardabweichungen sind in
Abbildung 32 wie auch den anderen
in Alginat durchgefuhrten Ver-
suchen geringer. Die Ergebnisse
aus den Versuchen mit Knorpel-

sticken bestatigten sich, auch mit

2000

1500 ~

100%

1000 ~

500 ~

Hyaluronan, Kontrolle

0

IL-1a 2ng/ml/Tag + 6,25 uM

12,5 uM
Vardenafil

25 uM

Abb.34: Inhibierung der Hyaluronanausschleusung mit

Vardenafil

400

350 4

300 +

250 +

200 1

150 ~

100 +

Hyaluronan, Kontrolle = 100%

50
' — t

IL-1 2ng/ml/Tag  + 32 uMl

64 uM

Trequinsin

Abb. 35: Inhibierung der Hyaluronanauschleusung mit

Trequinsin

Inhibitoren die Wirksamkeitsgrenze
betreffend einer reduzierten Hyalu-
Da-

runter sind bei den hier gewahlten

ronanausschleusung erreicht.

Versuchsbedingungen mit 2ng IL-
la/ml/Tag keine Effekte mehr zu
Auch bei Tadalafil

bestétigten sich die Ergebnisse aus

beobachten.

den Experimenten mit Knorpel-

stiicken, bis auf den Hyaluronan-
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spiegel der Kontrolle konnte Tadalafil die Hyaluronanausschleusung allerdings nicht
zurilickfahren. In Abbildung 34 ist die Hyaluronankonzentration im Medium von Alginat-
beadkulturen mit IL-1a und Vardenafil dargestellt. Der Effekt einer verminderten Hyalu-
ronansekretion ist hier nicht so stark ausgepragt wie bei Zaprinast und Tadalafil. Dies
entspricht den mit Knorpelstiicken gemessenen Werten. Wiederholungen dieser Versuche
bestatigten den etwas schwécheren hemmenden Effekt von Vardenafil auf den MRP5
Transporter. Zu Beginn der Arbeit wurde auch der Einfluss von Trequinsin auf die
Hyaluronanausschleusung gemessen. Es konnten sehr starke inhibitorische Effekte
nachgewiesen werden, die die Hyaluronan-konzentration im Medium unter die der Kontrolle
reduzierte, wie in Abbildung 35 zu sehen ist. Aufgrund des sehr hohen Preises fir diese
Substanz und der Tatsache, dass es im Gegensatz zu Vardenafil und Tadalafil nicht als
zugelassenes Arzneimittel auf dem Markt ist, wurde Trequinsin flr weitere Experimente nicht
mehr beriicksichtigt.

Fur jeden Inhibitor wurden mindestens zwei Wiederholungen der Versuche im

Konzentrationsbereich zwischen

1000
900 -
800
700 -

6,25 -50 umol/l angesetzt, die die
Ergebnisse der obigen Abbil-

100%

dungen im Trend wiedergaben.
Um einen Effekt der PDE5

Hemmstoffe auch bei geringeren

600 4
500
400 1
300
200

Konzentrationen zu sehen, wurde

Hyaluronan, Kontrolle

die IL-1a. Gabe von 2ng/ml/Tag 100 |

auf 10ng/ml/Tag verflinffacht.

Kontrolle 10ng/ml/Tag + Zaprinast Vardenafil Tadalafil

Sonst blieb der Versuchsaufbau Lo e 05 M
Abb. 36: Reduzierte Hyaluronausschleusung mit je 0,5uM der Inhibitoren

gleich und nach drei Tagen

wurde das Medium von den Alginatbeads eingesammelt und die Beads aufgeldst um die
Zellen zu zéhlen. Die Ergebnisse dieses Versuches sind oben in Abbildung 36 aufgefiihrt.
Dort sieht man bereits bei einer Inhibitorkonzentration von 0,5 pumol/I eine deutliche Senkung
der Hyaluronanausschleusung. Wieder zeigte Tadalafil die grofte Reduktion der
Hyaluronankonzentration im Medium von den drei PDE5 Hemmstoffen. Dieser Versuch
zeigte die verminderte Hyaluronanausschleusung auch bei geringeren Dosierungen. Die
weiteren Versuche wurden wieder mit der bisherigen IL-1o Konzentration von 2ng/ml/Tag

durchgefihrt, da noch hohere Dosierungen zum einen nicht die in vitro Bedingungen
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realistisch imitieren und da ein hoherer IL-1a Einsatz flr die Arbeitsgruppe unwirtschaftlich

ware.

300

250 4

100%

200 ~

150 -

100 4

Hyaluronan, Kontrolle

50 +

0 -

1uM
Tretinoin

16 pMI

32 uM

64 UM

Abb. 37: Induzierung der HA-Synthese und Inhibierung der
Ausschleusung mit Zaprinast und Tadalafil

Nach diesen Untersuchungen
wurde der Einfluss von Zaprinast,

Vardenafil und Tadalafil auf die

Hyaluronanproduktion nach
Inkubation mit Retinsaure
untersucht. Die all-trans-

Retinsdure wirkt stimulierend auf
die Hyaluronansynthese durch
eine Erhohung der HAS2 mRNA
Expression in
[150].

Chondrozyten

Hier spielt also die

hormonartigen Wirkungen vieler Vitamin A Derivate eine Rolle. Wenn Hyaluronan tber den

MRPS5 Transporter transportiert wird, missten die PDES5 Inhibitoren auch nach Inkubation mit

Retinsdure die Hyaluronanaussschleusung ver-mindern. In Abbildung 37 links

ist ein

Versuch mit Retinsdure dargestellt. Die eingesetzte Men-ge von 1 uM Retinsdure flhrte zu

einer moderaten Erh6hung der Hyaluronankonzentration um 100%, trotzdem konnte man mit

den PDE5 Hemmstoffen eine vom Trend her reduzierte Hyaluronanausschleusung

beobachten. Wir schliel3en daraus, dass die verminderte Hyaluronankonzentration im Medium

nicht durch eine Hemmung des IL-1a. Signalweges durch die PDE5 Inhibitoren zustande

kommt.

3.2.6 Auswirken der PDE5

Inhibitoren auf die
Hyaluronansynthase

Um  abzuschatzen, ob die
Hemmung der Hyaluronan-

produktion auf die Hemmung des
MRP5 Kanals oder

Hemmung

auf die
der  Hyaluronan-

synthase  zuriickzufuhren ist,
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Abb. 38: Beeinflussung der Synthaseaktivitat durch MRP5-Inhibitoren
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wurde isolierte Chondrozyten-membranen mit den Inhibitoren Zaprinast, Vardenafil und Ta-

dalafil und radioaktiven Sulfat inkubiert wie unter Material und Methoden beschrieben. In

Abbildung 38 sieht man die Ergebnisse des Versuchs. Zaprinast zeigte so gut wie keine

Hemmung, wéhrend Vardenafil und Tadalafil bei unterschiedlichen Konzentrationen die

Synthaseaktivitat ein wenig reduzierten, aber dieser Effekt kann nicht als Erklarung flr die

starke Senkung der Hyaluronansduresynthese herangezogen werden.

Die verminderte

Hyaluronanproduktion nach Gabe der Inhibitoren ist also auf die Hemmung des MRP5

Kanals zurtickzufihren.

3.2.7 Untersuchungen zur Toxizitat der eingesetzten Stoffe

ob die
aufgrund

Um zu untersuchen,
Stoffe
einer toxischen Wirkung den
Stoffwechsel und die Synthese-

eingesetzten

leistung der Chondrozyten be-
eintrdchtigen, wurde mit dem
Alamar-Blue® die
Stoffwechselaktivitat der Zellen

Assay

gemessen. Dabei wurde sowohl
die Stoffwechselrate mit Alginat-

beads und mit Knorpelstlicken

‘ relative Fluoreszenz-Einheiten ‘
v
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Abb. 39: Toxizitat von Tadalafil, gemessen am Knorpel
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Abb. 40: Toxizitat der MRP-5 Inhibitoren auf bov. Chondrozyten

gemessen. Die jeweiligen Proben
wurden fir 24 Stunden mit
unseren Inhibitoren Zaprinast,
Vardenafil Tadalafil

inkubiert und dann gemessen. In

und

erster Linie beobachteten wir den
Konzentrationsbereich bis 100
KM, denn dies war die hochste in
unseren Versuchen eingesetzte
Konzentration. Sowohl bei der

Messung von Knorpel, wie in
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Abbildung 39 mit Tadalafil gezeigt, sowie in Abbildung 40 mit allen drei Inhibitoren an in
Alginat kultivierten bovinen Chondrozyten, konnten wir keine Verminderung der
Stoffwechselaktivitat bis 200 umol/l und deutlich dartiber hinaus feststellen. Effekte, welcher
Art auch immer, haben also nicht mit einer beeintréchtigten Vitalitat unserer Zellen zu tun.
Auch in der Literatur sind Zytotoxizitatsstudien zu MRP5 Inhibitoren beschrieben. In ihnen
konnten ebenso keine toxischen Effekte in Zellkultur in diesem Konzentrationsbereich
beobach-tet werden [151].

3.2.8 Histochemischer Hyaluronannachweis im Knorpel

Nachdem in Uberstanden von Zell- und Organkulturen die Hyaluronankonzentration
gemessen worden ist, wurde nun die Hyaluronankonzentration direkt im Knorpel histologisch
untersucht. Dazu wurden Knorpelstticke fur finf Tage in DMEM kultiviert mit IL-1o und den
PDES/MRP5 Inhibitoren Zaprinast und Tadalafil versetzt. Der Nachweis erfolgte wie in dem
von uns eingesetzten ELISA mit biotinylierten Aggrekan. In den Abildungen 41 - 44 sieht

Abb. 41: Kontrolle Abb. 42: Interleukin-1a

Abb. 43: IL-1o + 25 UM Zaprinast Abb. 44: IL-1a + 25 pM Tadalafil
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man das Hyaluronan in den Knorpelschnitten gelb eingefarbt. Besonders achten sollte man bei
der Fixierung der Schnitte darauf, nicht das normale Paraldehyd zu benutzen, sondern lieber
auf das Carnoysche Gemisch zuriickzugreifen. Bei der Fixierung in Paraldehyd kann das
Hyaluronan aus dem Gewebe hinausdiffundieren und so spater nicht mehr detektiert werden.
Mit der Verwendung des Carnoyschen Gemisches fur nicht langer als drei bis vier Stunden
verhindert man den Verlust des Hyaluronans. In der Kontrolle erkennt man eine moderate
Gelbfarbung, wéhrend man in dem mit Interleukin-lo behandeltem Knorpel eine sehr
intensive Gelbfarbung erkennen kann (Abb. 42). Es liegt also nicht nur eine hdohere
Hyaluronankonzentration aufRerhalb des Knorpels nach Inkubation mit IL-1o vor, sondern
auch innerhalb. In den Knorpelstiicken, die mit den PDE5/MRP5 Inhibitoren inkubiert
wurden, kann man eine deutliche Reduktion der gelben Hyaluronanfarbung feststellen. Die
Ergebnisse aus vorherigen Untersuchungen bestatigen sich also auch hier: Es wird weniger
Hyaluronan aus den Zellen nach auRen transportiert. Nach Auswertung aller Schnitte konnte
bei der Hyaluronanverteilung im Knorpel kein bestimmtes Muster erkannt werden. Die
Uberproduktion schien gleichmaBig tber den ganzen Knorpel verteilt zu sein. Somit werden
alle Zellen gleichermalRen von der Stimulierung angesprochen. Mit IL-1o ist also eine
Erhohung der Hyaluronanproduktion im Knorpel nachzuweisen. Die PDE5 Hemmer
Zaprinast, Vardenafil und Tadalafil sind in der Lage, die Uberproduktion an Hyaluronan in
Zell- und Organkultur zu reduzieren.

Inwieweit nur der MRP5 Transporter allein an der Ausschleusung von Hyaluronan beteiligt
ist, lasst sich nicht sagen. Das Hyaluronan auch durch andere ABC-Transporter
hinausgeschleust werden konnte, kdnnen wir mit unseren Ergebnissen nicht ausschlieRen. Es
gibt aber sichere Hinweise auf
die Beteiligung des MRP5

Transporters, wenn wir die

250

200 [

100%

obigen Experimente betrachten.

150

Ein weiterer Versuch unter-
mauert diese Theorie. Es wurden 100

Alginatbeads fir drei Tage mit

Hyaluronan, Kontrolle

50 -
Doxorubicin inkubiert. Doxo-

rubicin (angelséchsisch: Adria- 0-
mycin) induziert die MRP5
MRNA Expression [152]. In den

in Abbildung 45 gezeigten Messungen zeigten die in einem pM Doxorubicin inkubierten

Kontrolle 1 uM Doxorubicin

Abb. 45: Hyaluronanausschleusung mit Doxorubicin

74



KAPITEL 111 ERGEBNISSE

Chondrozyten eine Erhéhung der Hyaluronanproduktion um rund 2/3. Wir gehen deshalb fest
von einer Beteiligung von MRP5 an der Ausschleusung von Hyaluronan in Chondrozyten aus
und beleuchten in den nachsten Kapiteln den Einfluss einer MRP5 Hemmung auf die

extrazellulare Matrix.

3.2.9 Einfluss von entzindungshemmenden Stoffen auf die

Hyaluronansekretion in Chondrozyten

Da zur Behandlung der Arthrose vor allem nicht-steroidale Antirheumatika zum Einsatz
kommen, wurde untersucht, ob diese Stoffe einen Einfluss auf die Hyaluronanproduktion
haben. Exemplarisch wurden funf Substanzen in dem Test eingesetzt, die funf

Wirkmechanismen reprasentieren.

e ML 3247 dualer COX/LOX-Hemmstoff

e Celexoxib selektiver COX-2 Hemmstoff

e ML 3404 p38-MAP-Kinase-Hemmstoff

e AD134 cPLAz0 -Hemmstoff

e Indomethacin dualer COX-1/COX-2 Hemmstoff

Abbildung 46 zeigt die Effekte, die die Substanzen im Konzentrationsbereich von 1 -33 uM
bewirkten. Bei der niedrigsten Konzentration (1 uM) beeinflussten die Testsubstanzen die
Hyaluronankonzentration im Medium nur unbedeutend. Bei der hochsten Konzentration (33
HUM) verursachten der duale Cox/Lox Hemmstoff ML 3247 und der p38 MAP-Kinase
Hemmstoff eine weitgehende Hemmung der IL-1a induzierten Hyaluronanausschleusung.

Auch der PLAa—Hemmstoff

g | reduzierte die Hyaluronankon-
I%L 2500 s zentration noch signifikant. Da-
E 2000 g:'/‘gi;‘i“ gegen hemmten die beiden
§ T [ [ B = indomethacin | | COX-Inhibitoren die Hyaluron-
é 0 . ankonzentration nicht oder nur
§ 1000 " T [ l wenig. Die alleinige Hemmung
% 500 | I der Prostaglandinbiosynthese
_§ N D ﬁﬂt durch Blockade der COX kann
- L+ 1w 3:33 1M o 333 uM demnach fiir die Hyaluronan-

Abb. 46: EinfluR von Entziindungshemmern auf die Hyaluronan-
konzentration im Medium
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ausschleusung nicht bedeutend sein. Die deutliche Hemmung der Ausschleusung durch den
COX/LOX Hemmstoff weist aber auf eine Beteiligung der Leukotriene hin. Die Leuko-
trienbiosynthese wird auch bei Blockade der p38 MAP-Kinase und der PLA,o gehemmt, da

diese in der Entziindungskaskade der LOX vorgestellt sind.
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3.3 Proteoglykane

3.3.1 Proteoglykane in bovinen Knorpelstiicken

Nach Experimenten zur Beurteilung des Einflusses der PDES5 Inhibitoren auf die

Hyaluronanausschleusung wurde untersucht, ob eine verminderte Hyaluronanproduktion

Einfluss auf den Proteoglykangehalt im Knorpel hat. Fir die Versuche wurde mit der

18

ug Proteoglykan/mg Knorpel

16 AN
1 \\ ——Kontrolle
12 AN ——Interleukin
o ANEERN
: AN
: ANEERN
4 N
L —

0 2 4 6 8 10
Tag

12 14 16

18

Abb. 47: Proteoglykangehalt nach 4 — 16 Tagen mit und ohne IL

Inkubation der Knorpelstlicke
spatestens 48 Stunden nach dem
Tod des Tieres begonnen. Die

Knorpelstiicke wurden funf Tage

in  Kultur gehalten. Dieser
Zeitraum  reicht aus, um
Unterschiede  zwischen  den

Kontrollen und den mit IL-
la behandelten  Knorpelstiicken
deutlich zu erkennen (Abb. 47).

Eine langere Kulturdauer wére

also ,,Verschwendung* und fuhrt weiterhin zu immer ungenaueren Ergebnissen, da der bovine

artikulare Knorpel auch bei normaler Kultur in DMEM innerhalb von 12-16 Tagen den

GroRteil seiner Proteoglykane verliert und in diesem Stadium dann nur schlecht Unterschiede

zwischen ,,arthrotischem* und gesundem Knorpel im Hinblick auf den Proteoglykangehalt

auszumachen sind. Bevor die Experimente starteten, wurde auch fir die Proteoglykane

getestet, mit welchen Konzentrationen von IL-1a es sinnvoll ist zu arbeiten. Hierbei stellte

sich heraus, wie in Abbildung 48 gezeigt, dass jeden Tag 2ng IL-1a pro ml einen besseren

Effekt haben als einmalig 10 ng
IL-1oe zu Beginn. Der Effekt war
sogar ahnlich stark wie beim
einmaligen Einsatz von 15 oder 20
ng
gleiche

IL-1ae. Es wurde also die
Dosierung von Il-la
eingesetzt, wie bei den Experi-
menten zur Hyaluronanausschleu-
sung. Obwohl bei den Versuchen

jeweils in allen Proben die gleiche

100 -

80 -

60 -

40 +

Proteoglykangehalt in %

20 +

0 “Kontrolle

2ng IL-1/

Tag

5ngIL-1 10nglIL-1  15ngIL-1

einmalig

20nglL-1

Abb. 48: Knorpel fir 5 Tage mit IL-1a in Kultur, Effekt auf

Proteoglykangehalt
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Konzentration von DMSO eingesetzt wurde, wurde der Einfluss von DMSO auf den
Proteoglykangehalt der Knorpelstiicke dennoch untersucht. Hierbei zeigte sich, dass DMSO
keinen Einfluss auf den Proteoglykangehalt der Knorpelproben hatte, wie in Abbildung 49 zu

erkennen ist.
80

" Die Versuche zur Messung des

100%

6 [ Proteoglykangehaltes wurden je-

5 | weils nach fiinf Tagen beendet

40 und die Proteoglykane mit 4 M
01 Guanidinium HCI und Protease-

0 inhibitoren fiir weitere drei Tage

extrahiert. Die MRP5/PDE5S

Interleukin -1a Interleukin-1a. 2ng/ml/Tag Hemmer wurden fir die Ver-
2ng/ml Medium/Tag in 1% DMSO

Abb. 49: Kein Einfluss von DMSO auf den Proteoglykangehalt suche in Konzentrationen
im Knorpel zwischen 6,25 bis 50 pmol/l

10

Proteoglykangehalt, Kontrolle

eingesetzt. Wurden die Knorpelstiicke mit Zaprinast und IL-1a inkubiert, erkennt man eine
besonders hohen Gehalt an Proteoglykanen bei 6,25 pmol/l wie in Abbildung 50 zu sehen.

Bei einer Inhibitorkonzentration

von 6,25 pumol/l verbleiben 100

100

knapp 40 % mehr Proteoglykane

im Knorpel im Vergleich zu den
mit IL-1a allein behandelten
Proben. Dieses ,,Phdnomen® tritt

bei dieser Substanz auch bei

Proteoglykangehalt, Kontrolle

anderen Versuchen auf. Zaprinast

zeigte des Ofteren besonders in

IL-1 2ng/ml/Tag + 6,25 12,5 . 25 50
niedrigen Konzentrationen starke H Zaprinast

. .. ) Abb. 50: Proteoglykangehalt mit Zaprinast
Effekte, sei es wie hier bei den glykang P

Proteoglykanen oder auch beim Hydroxyprolingehalt. Inhibitorkonzentrationen von unter 5
pmol/l  zeigten allerdings keine signifikanten Effekte mehr. Allen Messungen des
Proteoglykangehalts im Knorpel ist gemein, dass die mit IL-1a allein behandelten
Knorpelstiicke relativ genau noch 50 % des Proteoglykangehaltes der Kontrollen enthielten.
Dies bestatigte sich bei allen Experimenten. Die fotometrische Messmethode zur Bestimmung
der Proteoglykankonzentration in den GuHCI-Extrakten war sehr robust, die Fehlerbalken

resultieren bei diesen Messungen aus der bereits im vorherigen Kapitel angesprochenen
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Heterogenitat des Knorpels, der von Natur aus in einigen Bereichen einen hoheren Gehalt an
Proteoglykanen aufweist als an anderen. Fir diesen Versuchsaufbau macht es auch keinen
Sinn, mit den zwar vom Aufbau her homogeneren Alginatbeads zu arbeiten, da wir damit nur

neu synthetisierte Proteoglykane

100 messen kdnnten. Uns interessiert
90 +
80 1

100%

dagegen, wie sehr oder ob die

2 4 PDES/MRP5 Inhibitoren in der
g Lage sind, den durch vermehrte
= 50 4
fé 40 Hyaluronansynthese auftretenden
$ o Verlust der bereits im Knorpel
S 20
T vorhandenen Proteoglykane zu
0- vermindern. In Abbildung 51 ist
IL-1 2ng/ml/Tag + 6,25 12,5 25 50
WM Tadalafil der verminderte Verlust der

Abb. 51: Proteoglykangehalt mit Tadalafil Proteoglykane mit Tadalafil dar-

gestellt. Als bester Messpunkt kann hier mit 50 pumol/l Tadalafil die Proteo-
glykankonzentration im Knorpel von 50 % auf knapp 80 % erhoht werden. Die im Vergleich
zu den anderen beiden PDE5 Hemmern starkere Verminderung der Hyaluronanausschleusung
spiegelt sich im Gehalt an Proteoglykanen im Knorpel nicht 1:1 wieder. In Abbildung 52 sind
die Konzentrationen an Proteoglykanen von mit Vardenafil inkubierten Proben dargestelit.
Vardenafil zeigt von den drei Inhibitoren die schwéachsten positiven Effekte auf den

Proteoglykangehalt der Knorpelstiicke. Konzentrationsabhéngig steigt der Proteoglykangehalt

der Proben von knapp Gber 50 %
bei 6,25 UM auf bis zu tber 70 %

bei einer Vardenafilkonzentration

100
90 A
80

100%

70
60

von 50 pumol/l. Hier stimmt die

relativ betrachtet geringste Hya- 50 |

luronanexporthemmung mit der 40 7
30 +
20 +

10 A

geringsten Proteoglykankonzen-

Gehalt Proteoglykane, Kontrolle

tration im Knorpel Uberein.

0 ,
IL-1 2ng/ml/Tag + 6,25 12,5 25 50
UM Vardenafil

Abb. 52: Proteoglykangehalt mit Vardenafil

Allerdings ist bei Vardenafil wie

auch bei den beiden anderen
PDE5 Inhibitoren die Proteo-

glykankonzentration im Knorpel an jedem Messpunkt im Vergleich zu den allein mit IL-1o

allein stimulierten Proben hoher. Die Werte unterscheiden sind aufgrund des heterogenen
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Gewebes nur selten signifikant, es lasst sich aber ein reproduzierbarer Trend aufzeigen. Der
Proteoglykangehalt im Knorpel wurde mit Vardenafil nicht nur nach funf Tagen, sondern
auch in einem Experiment zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt, um einen
Uberblick tiber die Entwicklung des Proteoglykanverlustes in Abhingigkeit von Zeit und

Konzentration des Inhibitors zu erlangen. Fir den Versuch wurden die Knorpelsticke wie in

den obigen Versuchen auch tag-

120 . .

] i - lich mit 2ng /ml IL-1a behandelt

gmo Fd=1L-1+625uMm und Proben nach vier, sechs und

= iD=IL-1+lOOpM .

;80 acht Tagen genommen. Wie

g | : : .

E [ bereits zu Beginn dieses Ab-

£ % i 77 | schnittes erwahnt, verliert der

]

§’4o— bovine Knorpel auch ohne IL-

>

g lo. Einwirkung mit der Zeit

§ 20 4

. einen Grofteil seiner Proteo-
4 Tage 6 Tage 8 Tage glykane (Abb. 47). Wird der

Abb. 53: Proteoglykangehalt nach 4/6/8 Tagen mit Vardenafil Knorpel allerdings mit IL-1c in-

kubiert, sinken in den so behandelten Proben noch deutlich schneller die Proteoglykan-
konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle ab. Die roten Balken in Abbildung 53 zeigen die
nur mit IL-lo allein behandelten Proben und man erkennt einen zunehmenden
Proteoglykanverlust nach sechs bzw. acht Tagen in Kultur. Bei diesem Verlauf ist auch mit
6,25 UM Vardenafil ein erhohter Gehalt in der Knorpelmatrix zu erkennen. Die retardierte
Freisetzung der Proteoglykane ins Medium kann durch eine Erhéhung der Vardenafil-
konzentration auf 100 pM verstarkt werden. Besonders an Tag 8 kann man sich den

Unterschied zwischen den Vardenafil und mit IL-1o allein behandelten Knorpeln deutlich

machen: Der Gehalt an

100
[
8

Proteoglykanen ist bei Gabe von
6,25 uM Vardenafil schon um 50

75

% erhoht, bei 100 uM sogar um
knapp 300 %.

Nach den Untersuchungen der

50

25 | Wirkungen von IL-lo auf den

Proteoglykangehalt des Knorpels

Proteoglykangehalt in %, Kontrolle

0,

wurde auch die Wirkung von all-

1 UM Retinséaure + 50 uM Dibutyryl-cGMP

Abb. 54: Proteoglykangehalt mit Retinsaure
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trans-Retinsdaure untersucht. Die Hyaluronanproduktion des Knorpels wurde durch Retinsdure
wie in Kapitel 3.2 gezeigt erhoéht. In unserem Experiment wurde der Knorpel fir drei Tage
mit 1 uM Retinsdure inkubiert und die Proteoglykankonzentration des Knorpels wie in den
Versuchen zuvor gemessen. In einem weiteren Ansatz wurde zu der Retinsdaure 50uM
Dibutyryl-cGMP gegeben, ein cGMP Analogon, welches durch die Zellmembran permeiren
kann und von der PDE5 nicht zu 5'-GMP umgesetzt wird. Die Retinsdure reduzierte wie IL-
1o den Proteoglykangehalt der Knorpelproben auf unter 50 %. Zugabe von Dibutyryl-cGMP
reduzierte den Proteoglykangehalt noch weiter (Abb. 54). Die erhéhte Expression der HAS2
fiihrt neben einer erhdhten Hyaluronankonzentration also zu einer verstarkten Verlust der

Proteoglykane aus dem Knorpel.

3.3.2 Einfluss der PDE5/MRPS5 Inhibitoren auf die Proteoglykansynthese

Um zu untersuchen, ob oder inwieweit eine erhohter Proteoglykangehalt in den bovinen

Knorpelstiicken mit einer ver-

anderten bzw. erhohten Proteo- . 120
glykansynthese zusammenhangt, 7100 - \\ ) i
wurde  der  Einfluss  der E 80 \\\K/,
PDE5/MRP5 Inhibitoren auf die g -
Proteoglykansynthese gemessen. % 40
- T ] -ezaprinast
Daflir wurden Chondrozyten in E = Vardenai
g 207 adalafi
Alginatbeads kultiviert und die | £ T
. . . 0
Inhibitoren in  Konzentrationen 0 125 25 50 100
zwischen 12,5- und 100 uM W nhibitor

) ) Abb. 55: Einbaurate von radioaktivem Sulfat in Proteoglykane
hinzugegeben. Die neu synthe-

tisierten Proteoglykane wurden mit [*°S]Sulfat fiir 24 Stunden markiert. Das nicht eingebaute
Sulfat wurde anschlielend mit einer mit Calciumchlorid versetzten physiologischen
Kochsalzlésung aus den Beads gewaschen. Danach wurden die Alginatbeads in
Natriumcitratlosung geldst und die Radioaktivitat der entstandenen LdOsung bestimmt. In
Abbildung 55 sind die Ergebnisse dieses Versuchs dargestellt. Vardenafil hemmt die
Proteoglykansynthese im Vergleich zu Zaprinast und Tadalafil am wenigsten. Die vier
MeRpunkte pendeln um den 100 % Wert der Kontrolle. Zaprinast und Tadalafil hemmen die

Proteoglykansynthese in Chondrozyten in Konzentrationen ab 25 pmol/l um ca. 20 %. Die
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Abweichungen sind nicht signifikant und zeigen auch keinen Trend auf. Eine vermehrte

Proteoglykansynthese findet nicht statt, eine Erhéhung der Proteoglykankonzentration im

Knorpel durch die PDES/MRP5 Hemmer auf diesem Wege ist also wohl auszuschlieRen.

3.3.3 Proteoglykane in Schnitten boviner Knorpelstiicke

Die Knorpelsticke wurden wie in den Versuchen zur Proteoglykanmessung fur finf Tage in

DMEM mit 10 % fotalem Kalberserum kultiviert. Die Kontrolle blieb unbehandelt, wahrend

Abb. 56: Kontrolle (Proteoglykane blau eingeférbt)

Abb. 57: Interleukin-1o

Abb. 59: IL-1a + 25 uM Tadalafil

Abb. 60: IL-1a + 25 pM Vardenafil

Abb. 61: IL-1a + 25 pM Dibutyryl-cGMP
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allen anderen Knorpelstiicken pro Tag 2ng/ml IL-1a zugegeben wurde. Dabei wurden die
Knorpelstticke mit je 25 uM der PDE5/MRPS5 Inhibitoren inkubiert. Nach fiinf Tagen wurden
die Stiicke Gber Nacht fixiert und bis zur Anfertigung der Schnitte in kaltem PBS aufbewahrt.
Zur Visualisierung der Proteoglykane wurden die Schnitte mit Alcianblau gefarbt. In
Abbildung 56 erkennt man die kraftige Blaufarbung der Kontrolle. In den Randbereichen des
Knorpels ist die Farbung schwécher als in der Mitte des Knorpels, da aus den oberflachen-
nahen Bereichen die Proteoglykane besonders schnell aus der Knorpelmatrix in das
Kulturmedium diffundieren kdnnen. Einen deutlichen Unterschied zur Kontrolle sieht man in
Abbildung 57, dem mit IL-1a behandelten Knorpelstiick. Hier ist nur noch eine ganz
schwache Blauférbung in einigen Bereichen zu erkennen. Dieser Knorpel hat einen GroRteil
seiner Proteoglykane verloren. In den Abbildungen 58, 59 und 60 sind Schnitte von Knorpeln
fotografiert, die neben IL-1a auch mit den PDE5S/MRPS5 Inhibitoren Zaprinast, Tadalafil und
Vardenafil in einer Konzentration von 25 puM behandelt worden sind. Alle drei Knorpel
zeigen eine intensivere Blaufarbung im Vergleich zu Abbildung 57. In Abbildung 58 und 60
erkennt man, wie auch bei der Kontrolle erwéhnt, einen einsetzenden Verlust der
Proteoglykane an der Oberflache des Knorpels. In Abbildung 59, dem mit Tadalafil
inkubiertem Schnitt liegt eine recht homogene Verteilung der Proteoglykane im Knorpel vor.
Die  Knorpel enthalten allerdings im  Vergleich zur Kontrolle geringere
Proteoglykankonzentrationen in der extrazellularen Matrix. Es wurden auch Knorpel mit 25
UM Dibutyryl-cGMP behandelt, um zu sehen ob ein erhéhter intrazellularer cGMP Spiegel
infolge der PDE5 Hemmung einen Einfluss auf die Proteoglykanretention hat. Die so
behandelten Knorpelstiicke zeigten keine gesteigerte Blaufarbung. Nach der Auswertung
unserer Fotos kann man keinen positiven Effekt auf den Proteoglykangehalt durch Dibutyryl-
cGMP, wohl aber durch die PDE5/MRP5 Inhibitoren ausmachen.

83



KAPITEL 111 ERGEBNISSE

3.3.4 Proteoglykane im artikularem Knorpel von Ratten nach Arthroseaus -

I6sung mit lodacetat

Als wir den Tierversuch mit mannlichen Wistar Ratten im Herbst 2003 durchfuhrten, war uns
bereits bewusst, dass ABC-Transporter etwas mit dem Transport von Hyaluronan zu tun
haben konnten, die Involvierung von MRP5 in diesen Prozess war zu diesem Zeitpunkt aber
noch nicht bekannt. Um zu untersuchen, ob ABC-Transporter etwas mit dem
Hyaluronanexport zu tun haben, und ob eine Hemmung der Transporter eine Retardierung der
Arthrose-Atiologie bedingen kann, entschieden wir uns in unserem Tierversuch die Substanz
Verapamil einzusetzen. Verapamil wurde recht friihzeitig als Inhibitor des prominentesten
ABC-Transporters, MDR1 bzw. p-Glycoprotein, bekannt. Dartber hinaus weist Verapamil fur
ein breites Spektrum der ABC Transporter inhibitorische Effekte auf. Wir konnten also mit
dieser Substanz viele Transporter gleichzeitig hemmen, zumindest aber ihre Aktivitat
vermindern. Der Versuch war ber drei Wochen angelegt. 24 acht Wochen alte mannliche
Wistarratten wurden in acht Gruppen zu je 3 Tieren aufgeteilt. Die Tiere hatten zwei Wochen
Zeit, um sich im Tierstall einzugewohnen. Zu Beginn des Versuchs wurde jedes Tier mit
einem Gemisch aus Lachgas und Isofluran betdubt. Den narkotisierten Tieren wurde mit einer
feinen Nadel 20 ul einer Losung von 2 mg lodmonoacetat/ml isotonischer Kochsalzlgsung in
das rechte Kniegelenk injiziert. Dies diente der Induzierung einer Arthrose im Kniegelenk
[153]. Die linken Knie der Ratten blieben unbehandelt und dienten spater als Kontrolle. Die
Tiere wurden in ihren Gruppen in acht Kafige verteilt. Gruppe 1 bekam zum Zeitpunkt tnu
0,375 mg/ml Verapamilhydrochlorid tiber das Trinkwasser verabreicht. Gruppe 2 bekam nach
drei Tagen Verapamil zum Trinkwasser, Gruppe 3 nach sechs Tagen und so fort. Gruppe 8
wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum von 21 Tagen kein Verapamil zum Trinkwasser
hinzugegeben. Die Tiere nahmen ca. 30 ml Wasser am Tag zu sich und wogen mindestens
250 Gramm. Damit nahm jedes mit Verapamil behandelte Tier eine Dosis von 45 mg
Verapamil pro kg Korpergewicht zu sich. Die LD 50 fur die orale Aufnahme von Verapamil-
Hydrochlorid liegt bei 108 mg/kg Kdrpergewicht. Wéhrend der Versuchsdauer starb kein
Tier, alle Ratten zeigten vollig normales Verhalten. Es war kein Unterschied zwischen nicht
mit Verapamil-HCI| behandelten Tieren und mit Verapamil-HCI| behandelten Tieren
auszumachen. Nach Ablauf der drei Wochen wurden die Tiere mit dem oben genannten
Gasgemisch narkotisiert und dann mit CO, getdtet. Anschlieend wurden die Knie der Tiere
fiir die histochemische Farbung der Proteoglykane prépariert. In den Abbildungen 62-65 sieht
man jeweils auf der rechten Seite mehr oder minder blau gefarbt den Knorpel der Gelenk-
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Abb. 64: Gruppe 1, von Beginn an behandelt Abb. 65: nach 9 Tagen behandelte Ratte aus Gruppe 4

oberflache und auf der linken Seite die intensiv blau gefarbten Proteoglykane der
Wachstumsfuge. Zur weiteren grafischen Auswertung der Bilder wurde mit der Scion-Image
Software die Blaufarbung der Gelenkoberflache im Verhéltnis zur Blaufarbung der
Wachstumsfuge gesetzt. Dadurch wurden eventuelle winzige Abweichungen in der
Schichtdicke der Schnitte herausgerechnet. Exemplarisch sind hier Fotos aus der Kontroll-
gruppe, Gruppe 1, Gruppe 4 und Gruppe 8 aufgefiihrt. In der Kontrolle erkennt man die
durchgehend und homogen verteilten Proteoglykane. In dem Foto aus Gruppe 8 (Abbildung
63), also den Verapamil-unbehandelten Tieren erkennt man insbesondere in tieferen
Knorpelschichten den Verlust der Proteoglykane. An der Gelenkoberflache erkennt man
dagegen noch eine schwache Blauférbung. In der Tibia der sofort mit VVerapamil behandelten
Tiere in Abbildung 64 war im Vergleich zur Kontrolle zwar eine verminderte Blauféarbung
auszumachen, es zeigte sich aber immer noch eine kréftige und homogene Alcianblaufarbung,
so dass die Verapamil-Behandlung einen positiven Effekt auf den Proteoglykangehalt hatte.
Ein Bild aus einer ,,Zwischengruppe®, die ungefdhr zur Halbzeit mit der Verapamil-

Behandlung startete, zeigt in Abbildung 65 zwar schon deutliche Proteoglykanverluste,
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allerdings doch noch eine intensivere Blaufarbung der Gelenkoberflache im Vergleich zu der
unbehandelten Tibia. Nach Auswertung aller Bilder wurde untenstehende Grafik generiert
(Abb. 66). Sie zeigt den Gehalt der Gelenkoberflachen an Proteoglykanen im Verhéltnis zu
dem Proteoglykangehalt der Wachstumsfugen. Das schwarze Quadrat auf der linken Seite
zeigt den Proteoglykangehalt der Kontrollen, wéhrend der offene Kreis auf der rechten Seite
den Proteoglykangehalt der unbehandelten Rattenkniee wiedergibt. Von links angefangen
sind dann die Gruppen 1-7 aufgefihrt. In dieser Grafik erkennt man, dass insbesondere eine
recht fruhe ,,Behandlung®* mit Verapamil-HCI einen deutlich positiven Effekt auf die
Proteoglykankonzentration im Knorpel hat. Bei sofortiger

70

"] gesunde
Kontrolle T

50 E
w0d

30

20

,nicht mit
10 Verapamil
behandelt

o
|

0 3 6 9 12 15 18 21

% Proteoglykane, bezogen auf die Wachstumsfuge

Beginn der Verapamil - Behandlung in Tagen nach Versuchsbeginn

Abb. 66: EinfluR der verzogerten Behandlung auf den Knorpel

Verabreichung von Verapamil und bei Gabe nach drei Tagen ist dies der Fall, also in den
Gruppen 1 und 2. Vielleicht aber viel interessanter ist die hthere Proteoglykankonzentration,
die auch noch kurz vor Ende des Versuchs mit einer Verapamil-Gabe erreicht werden kann.
Sogar noch in Gruppe 7, also nur drei Tage vor der Tétung der Tiere, war ein leicht erhéhter
Proteoglykangehalt in den Knorpelproben zu erkennen. Besonders dieser Effekt so kurz vor

Beendigung des Versuches erscheint sehr viel versprechend. Denn (bertrdgt man diese
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Ergebnisse auf arthrotische Verdnderungen beim Menschen, konnte man auch im
fortgeschrittenen Stadium den Krankheitsprozess verlangsamen. Dies ist insbesondere bei der
Arthrose von groRRer Bedeutung, da die Entstehung arthrotischer VVeranderungen in der Regel

nicht mit Schmerzen einhergehen und deswegen erst spat eine Diagnose gestellt wird.
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3.4 Kollagene und Matrixmetalloproteasen

3.4.1 Messung der intakten Kollagenfibrillen im Knorpel

Es ist experimentell nicht einfach, im artikularem Knorpel einen Kollagen Il Abbau zu
erzeugen, weshalb in vielen Arbeitsgruppen auf nasalen Knorpel zuriickgegriffen wird, bei
dem das Kollagengerist nicht so widerstandsféhig ist. Mit IL-1a allein ist ein Kollagen Il
Abbau in artikularem Knorpel nicht zu erzeugen [154]. Da wir aber so nah wie mdglich die
Bedingungen in vivo imitieren wollten, konnten wir nur artikuldren Knorpel verwenden.
Nasenknorpel bildet keine Arthrose aus und besitzt eine andere Textur als der artikulare
Knorpel. Es galt also ein Modell zu entwickeln, mit dem in vertretbar langer Zeit an
artikularen bovinen Knorpelstiicken einen Kollagen Il Abbau erzeugt werden konnte. Bis dato
wurde der Kollagenabbau im Matrixgewebe durch den Anteil an freigesetztem Hydroxyprolin
gemessen oder es wurden mit Antikorpern die offengelegten Epitope der ¥ oder % Fragmente
der Kollagenhelices detektiert (siehe Abbildung 10, Seite 17). Einen direkten Abfall der
Kollagenkonzentration im Knorpel koénnen diese Methoden nicht messen. Mit unserer
modifizierten Methode nach Stegemann und Stalder koénnen Unterschiede in der
Hydroxyprolinkonzentration von arthrotischem und gesundem Knorpel direkt gemessen
werden. Mit unserer Methode konnen wir auch im Knorpel einen Abfall der
Hydroxyprolinkonzentration auf 75-80 % der Kontrollwerte erzeugen. Dies wurde zuvor nicht
gezeigt. Neben IL-1a, welches auch in allen anderen Experimenten eingesetzt wurde, setzten
wir daflr zwei weitere Stoffe ein.

Zum einen setzten wir all-trans-Retinsdure ein, von der bekannt ist, dass sie
knorpeldegradierende Eigenschaften aufweist [155] und die gleichzeitig Uber eine
Induzierung der HAS2 Expression die Hyaluronanproduktion erhoht. Retinséure besitzt als
ein Vitamin A Derivat hormonartige Wirkungen und wirkt auch auf nucledre Rezeptoren, die
komplexe Aufgaben in der Regulierung verschiedener Gene besitzen. Zum anderen wurde
Interleukin-17 gewéhlt. Dieses Zytokin erhéht in Kombination mit Interleukin-1o die Anzahl
gespaltener Kollagentrippelhelices deutlich [156].

Die Knorpelstiicke wurden in DMEM mit 2 ng IL-1a, 25 ng IL-17 und 2 pM Retinsdure
kultiviert und das Medium inklusive der Zytokine alle zwei Tage ausgetauscht. Nach
Beendigung des Experiments wurden die Knorpelstiicke gewogen, die Proteoglykane mit
GuHCI extrahiert, und anschlieend alle degradierten Kollagenfibrillen mit a-Chymotrypsin

weiter verdaut, so dass die entstehenden Bruchstiicke aus dem Knorpel heraus diffundieren

88



KAPITEL 111

ERGEBNISSE

koénnen. Zuriick bleiben im Knorpel nur intakte Kollagenhelices, der Knorpel wird

hydrolysiert und der Hydroxyprolingehalt mit einer nach Stegemann & Stalder modifizierten

Methode gemessen [157].
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Abb. 67: Kein Unterschied im Hydroxyprolingehalt nach zwei Wochen

in Abbildung 68 zu sehen ist. Die

Werden die Knorpelstiicke fir
zwei Wochen kultiviert, reicht
diese Kulturdauer nicht aus, um
einen messbaren Knorpelabbau
zu erzeugen (Abbildung 67).
Deshalb wurde die Kulturdauer
von zwei auf vier Wochen
verdoppelt. Diese Kulturdauer
reicht aus, um einen messharen

Kollagenabbau zu erzeugen, wie

ABC-Inhibitoren Verapamil, Pro-
benecid und Glibenclamid zeigten
in diesem Versuch keine Wirkung
im Vergleich zu den mit IL-1o/ IL-
17 und Retinsdure behandelten
Knorpelstiicken. In Abbildung 68
sind Knorpelstiicke mit den drei

Zytokinen sowie Vardenafil in

Konzentrationen von 12,5- bis 50
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Abb. 68: Verminderter Kollagenabbau mit Vardenafil
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“Kontrolle IL-1/IL17/RA + 6,25 12,5
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Abb. 69: Hydroxyprolingehalt mit Tadalafil

umol/l fur 28 Tage inkubiert
worden. Mit 12,5 pM ist kein
erhéhter Hydroxyprolingehalt zu
erkennen. Mit 25 uM und beson-
ders 50 pM Vardenafil wurde
dagegen ein deutlich héherer Hy-
droxyprolinanteil  im Knorpel
nachgewiesen. Mit Tadalafil
(Abb. 69) konnten besonders

beeindruckende Ergebnisse er-
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zielt werden. Dieser PDE5/MRPS5 Inhibitor zeigte schon in niedrigen Konzentrationen von
6,25 UM einen hoheren Hydroxyprolinanteil als die mit IL-1a, 1L-17 und Retinséure
behandelten Proben. Auch die Messwerte bei Konzentrationen von 12.5-, 25- und 50 pM
wiesen allesamt einen zur Kontrolle vergleichbaren Hydroxyprolingehalt auf. Diese
Ergebnisse sind sehr deutlich und missen noch mal hervorgehoben werden, wenn man den
besonders starken Kollagenabbau in den ,arthrotischen* Proben auf 65 % im Vergleich zu
den anderen Experimenten betrachtet. In Abbildung 70 sind die Ergebnisse fur Zaprinast

dargestellt. Wie auch in anderen Versuchen weist Zaprinast bei 6,25 UM einen besonders

140 ausgepragten Effekt auf und

Ubersteigt sogar den Kollagen-

100
i
)
)

gehalt der Kontrolle. Es ist ein
ahnlicher Effekt zu beobachten

e =
[N
o
o

80 -

wie bereits bei den Proteo-
60 -

glykanen. Auch die hoheren Za-

prinast Konzentrationen zeigen

% Hydroxyprolin, Kontroll

erhdhte Hydroxyprolinwerte im

Kontrolle IL-1a/IL-17/RA + 6,25 125 25 50 Vergleich zu den nur mit den
UM Zaprinast

Abb. 70: Hydroxyprolingehalt mit Zaprinast Interleukinen  und  Retinsaure

behandelten Proben auf.

Wie beim Hyaluronan und den Proteoglykanen wurde auch fir die Kollagene die
Beeinflussung der Synthese durch die Inhibitoren untersucht. Chondrozyten wurden in
Alginatbeads kultiviert und der neusynthetisierten Kollagene durch den Einbau von
radioaktivem [**C]Prolin markiert. Nach 24 Stunden wurde das nicht eingebaute radioaktive

Prolin aus den Beads heraus-

gewaschen und das Alginat in 90000
80000

einer Natriumcitratlésung auf-

70000 [

geldst. Die Messung der Radio-
60000

aktivitdt erbrachte die in Ab- 50000

cpm

bildung 71 aufgefiihrten Ergeb- 40000 |
nisse. In mit IL-1o. behandelten 30000 1

20000 +

Alginatbeads war der Anteil an
10000 -

eingebauten  [*C]JProlin  im

. . Kontrolle IL-1a 100umol ) 30umol
Vergleich zur Kontrolle um die Zaprinast

Abb. 71: Kollagensynthese mit IL-1a & Zaprinast
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Hélfte vermindert. Zaprinast in Konzentrationen

1o beeintrachtigte die Kollagensynthese nicht.

3.4.2 Kollagenabbauprodukte im Medium

von 30- und 100 pM ohne IL-

In diesem Versuch wurde untersucht, ob nach Behandlung mit IL-1la allein und den

PDE5/MRP5 Hemmstoffen Kollagenfragmente, also Bruchstiicke abgebauter Kollagenfasern,

Im Medium von Knorpelkulturen nachgewiesen werde

n konnen. Dadurch kann man dann auf

—
250
148
Kollagen-
fragment |:>
98
64
Pepsin )
50
Kollagen- - | -
fragment = - o - -
36
100 30 10 |100 30 10 Kontrolle
UM Trequinsin UM Zaprinast
IL-1a

den Kollagenabbau im Knorpel
zuruck schlieBen. Das Medium
von Knorpelstiicken, die fir zweli
Wochen mit IL-1o und Zaprinast
inkubiert

bzw. Trequinsin

wurden, wurde Uber diesen

Zeitraum gesammelt und die
Proteine mit Pepsin verdaut.

Kollagene werden dabei nicht

verdaut. AnschlieBend werden sie

Abb. 72: aus Knorpel freigesetzte Kollagenfragmente im Med

um (wie auch das im Uberschul

vorhandene Pepsin) mit 4,5 M Natriumchlorid ausgeféllt. Die Methode wurde modifiziert

nach Benya [158]. Je nach Gewicht der inkubierten

Knorpelstucke wurden vergleichbare

Mengen von Proteinen auf das 10 %ige Acrylamidgel aufgetragen und anschlieBend mit
Coomassie Blue geféarbt (Abb. 72). In der Mitte des Gels sind bei den acht Proben die dicken

Pepsinbanden zu erkennen. Im oberen Bereich des Bildes erkennt man schwache Banden von
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Abb. 73: Einfluss von Zaprinast auf die Hyaluronan Ausschleu-  Abb. 74

sung und den Proteoglykangehalt bei htheren Konzentrationen

. Einfluss von Trequinsin auf den Hyaluronanexport
und Proteoglykangehalt
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Kollagenabbauprodukten, bei der Kontrolle sowie den mit je 100 pM Zaprinast und
Trequinsin behandelten Proben erkennt man diese Bande allerdings nicht. Deutlicher werden
die Unterschiede bei den kleinen Kollagenabbauprodukten, von denen mehr im Medium
vorhanden sind, da diese ja auch einfacher aus der Knorpelmatrix hinaus in das Medium
diffundieren koénnen. Im Vergleich zwischen Kontrolle und Interleukin-1o behandelten
Knorpelstiicken sieht man beim IL-1a eine deutliche Bande, wéhrend man bei der Kontrolle
keine Bande erkennen kann. Gibt man zum IL-1a noch Trequinsin oder Zaprinast hinzu, so
lasst die Intensitidt der Bande mit zunehmender Konzentration der MRP5 Inhibitoren nach.
Der Effekt erscheint beim Trequinsin starker ausgepragt zu sein als beim Zaprinast. Eine
Erklarung kénnen die Abbildungen 73 bzw. 74 geben. Die Versuche zeigen in den schwarzen
Balken die Hyaluronankonzentration im Medium von in Alginatbeads Kkultivierten
Chondrozyten. Die weien Balken zeigen die Proteoglykankonzentration in Knorpelstlicken
bei den entsprechenden Konzentrationen der Inhibitoren. Beim Zaprinast sind bei tber
100pmol/l die Hyaluronankonzentration im Medium und die Proteoglykankonzentration des
Knorpels wieder auf dem Spiegel der Kontrollen. Bei dieser Zaprinastkonzentration finden
sich im Medium keine Kollagenabbauprodukte mehr. Bei einer Konzentration von 32 pmol/I
Zaprinast liegt die Hyaluronankonzentration noch bei 250 % des Kontrollwertes und der
Proteoglykangehalt bei gut 60 %. Unter diesen Umsténden finden sich Kollagenfragmente im
Medium. Ahnlich verhalt es sich beim Trequinsin. Hier ist bei einer Konzentration von 32 uM
die Hyaluronankonzentration schon unter dem Kontrollspiegel und der Proteoglykangehalt
liegt bei 100 %. Auf dem Gel sieht man bei 30 uM Trequinsin nur noch eine sehr schwache
Bande fur das kleinere Kollagenfragment. Es scheint also ein direkter Zusammenhang
zwischen Hyaluronanausschleusung und Proteoglykangehalt des Knorpels einerseits sowie
Kollagenabbau andererseits zu bestehen. Dieser Versuch fiigt sich nahtlos in die
vorhergegangenen ein und zeigt einen verminderten Verlust von Kollagenfragmenten aus und
Abbau von Kollagen in der Knorpelmatrix bei gleichzeitiger Gabe der PDE5/MRP-5
Inhibitoren. Die Experimente aus Abbildung 73 und 74 zeigen dartiber hinaus die

Reproduzierbarkeit der in Kapitel 3.2 und 3.3 gemachten Untersuchungen.
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3.4.3 Aktivitat der Matrixmetalloproteasen

Am Abbau der Kollagene im
Knorpel sind in erster Linie die
Matrixmetalloproteasen beteiligt.
Fir uns stellte sich die Frage, ob
und wenn inwieweit eine Hem-
mung des MRP5 Transporters

und die damit verbundene ver-

] minderte Hyaluronanausschleu-
i i humanes H H i
bovine Proben mit Bandenmuster MMP.o sung einen Einfluss auf die Syn_

Abb. 75: MMP-2 in unseren Zymogrammen these und/oder auf die Aktivitat

der Matrixmetalloproteasen ha-
ben. Vielleicht geben uns diese Versuche eine Erklarung fur den verminderten Kollagenabbau
mit den PDE5/MRP5 Inhibitoren. Die Knorpelstiicke werden kultiviert und die ins Medium
sezernierten Matrixmetalloproteasen 2 und 9 koénnen mit Hilfe der Gelatin-Zymographie
nachgewiesen werden. Die Proteine werden mit einer normalen Arylamidgelelektrophorese
aufgetrennt. Dem Gel ist Gelatine zugesetzt. Nach einer Inkubation in einem Tris/HCI Puffer
mit Calcium und Zinkionen, welche die Matrixmetalloproteasen fiir Ihre Aktivitat bendtigen,
wird das Gel in Coomassie Blue gefarbt. Die Stellen, an denen MMP-2 und MMP-9 die
Gelatine verdaut haben, entstehen nicht gefarbte, helle Lysehdfe. Je nach GroRe dieser
Banden kann auf die Aktivitdt der MMPs in der Probe zuriick geschlossen werden. Nachdem
wir unter unseren Kulturbedingungen immer mehrere Banden feststellen konnten, galt es
abzuklaren, ob diese Banden auch zu den Gelatinasen A und B gehorten (MMP-2 und MMP-
9). Im Fall von MMP-2 mit der pro-Form bei 72 Kilodalton und der aktiven Form bei 62
Kilodalton wurde eine Probe von humanem MMP-2 mitgelaufen lassen. Wie man in der
Zymographie in Abbildung 75 sieht, lauft das humane MMP-2 auf Ho6he der besonders
prominenten Banden. Dies sind die zweiten von unten, sie laufen ein wenig unter die
Standardbande von 64 kDa. Das sieht man in dieser Zymographie nicht, aber in Abbildung 79
ist das Gel hell genug, so dass man auch die dunklen Banden des Proteinstandards erkennen
kann. Die MMP-2 Form mit 62 kDa l&uft also wie erwartet. Die jeweils schwachen hellen
Banden am unteren Ende der Zymographie sind nicht zu identifizierende Abbauprodukte der
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Matrixmetalloproteasen. Damit ist geklart, dass es sich um die zweite Bande von unten um

die aktive Form von MMP-2 handelt.

Im Falle von MMP-9 wurde uns ein Antiképer gegen dieses Enzym von Frau Dr. Dreier zur

Standard,

98 Kilodaltonbande pro MMP-9 (92 kDa)

e B
- -
WEYZ

MMP-9, aktive Form (82 kDa)

25ug Protein 10ug Protein  *~  5pg Protein

Abb. 76: Westernblot, Nachweis pro MMP-9 & MMP-9

Verfligung gestellt. Das Medium
von kultivierten Knorpeln wurde
mit TCA geféllt und in mehreren
Schritten die Proteine aufge-
reinigt. Der Westernblot wurde
wie in Kapitel 1l beschrieben
durchgefiihrt. Auf dem Blot kann
unter der 98
Kilodaltonbande des SeeBlue®
Plus2 Standards zum einen die

man  kurz

Zymogenform von MMP-9 mit

einem Proteingewicht von 92 Kilodalton erkennen, sowie darunter die starkere Bande der

aktiven MMP-9 Form mit einem Molekulargewicht von 82 Kilodalton. Damit konnten wir

unsere Versuche durchfuhren und davon ausgehen, dass in unseren Kulturen mit bovinen

Knorpelstiicken die Matrixmetalloproteasen-2 und -9 aus der Knorpelmatrix ins Medium

gelangten und dort dann mit Hilfe von Gelatin-Zymographien nachgewiesen werden konnten.

Nun wurden die Aktivitdten der MMPs in den Knorpeln untersucht. In unseren Experimenten

wurden Knorpelstiicke mit den Inhibitoren fur finf Tage mit und ohne Interleukin-la

Kontrolle Interleukin-1laa.  + 25 uM 10 uM 30 uM

Dibutyryl-cGMP Vardenafil

Abb. 77: Verminderte MMP Aktivitat mit Vardenafil, nicht mit
Dibutvrvl-cGMP

inkubiert, die  Knorpelstiicke
anschlieBend gewogen und eine
auf das Gewicht bezogene
aquivalente Menge von Medium
auf die Gele aufgetragen. Die
Entwicklung der Zymogramme
erfolgte  wie in Kapitel 1l
beschrieben. Sowohl bei der
Kontrolle als auch den mit
Interleukin-lo behandelten

Knorpelproben konnte im

Medium immer MMP-2, pro MMP-2 und MMP-9 nachgewiesen werden. In den meisten

Fallen war die oberste Bande, welche pro-MMP-9 darstellte, nur schwach zu erkennen. Wenn
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der Knorpel besonders aktiv war, konnte aber auch diese Bande starker ausgepragt vorliegen.
In dem Zymogramm in Abbildung 77 erkennt man eine erhéhte MMP-Aktivitat in den mit
IL-1a behandelten Knorpelstiicken. Eine gleichzeitige Inkubation der Knorpel mit 25 puM
Dibutyryl-cGMP und IL-1a. hat im Vergleich zu IL-1o alleine keine reduzierte MMP-
Aktivitat zur Folge. Sowohl 10 uM wie auch 30 uM Vardenafil reduzieren die Aktivitat der
Matrixmetalloproteasen. MMP-9 wird schwacher, wéahrend die MMP-2 Aktivitat nur noch zu
erahnen ist und auf die Aktivitdt der Kontrolle reduziert wird. In Abbildung 78 wird die
Aktivitat der MMPs mit zwei Kontrollen, zwei mit IL-1a aktivierten Proben sowie 10- und 30
pumol/l Tadalafil gezeigt. IL-1a steigert Aktivitdt der MMPs im Verhéltnis zur Kontrolle

deutlich. Tadalafil ist in den eingesetzten Konzentrationen in der Lage die MMP-9 Aktivitét

leicht zu reduzieren und senkt
Kontrolle Interleukin-la 10 uM & 30 M
die MMP-2 Aktivitdt auf das a b 3 b e
Niveau auf das der Kontrollen
ab. Als letzter PDE5/MRP5
Inhibitor wurde Zaprinast unter-
sucht. In Abbildung 79 erkennt
man sehr gut die Doppelbanden
von pro-MMP-9 und MMP-9.

Weniger stark ausgeprégt ist in

{3 pro-MMP-9
{3 MMP-9

{—3 pro-MMP-2
{1 MMP-2

. . Abb. 78: Verminderte MMP-Aktivitat mit Tadalafil
diesem Zymogramm die MMP-2

Aktivitat. Wie bei Vardenafil und Tadalafil reduziert Zaprinast die MMP Aktivitét sichtbar.
Auf der linken Seite ist zur Orientierung ein Proteinstandard aufgetragen. Zaprinast besitzt

wieder einen ausgeprégten Effekt bei 6,25 uM im Vergleich zu 12,5- und 25 pM.

Kontrolle IL-1a + 6,25 pM 25 uM
Zaprinast

a8 Koh 12,5 uM 50 pMl

-

Abb. 79: Zymogramm mit Zaprinast
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Um zu untersuchen, ob die
reduzierte MMP Aktivitat Folge

einer reduzierten MMP Synthese
(—3 MMP-9 seitens der Chondrozyten war,
() prop-2 wurden die Knorpelstiicke mit
(1 MmP-2 100 pM Zaprinast, Vardenafil

Kontrolle ~ Zaprinast Vardenafil Tadalafil oder Tadalafil ohne IL-1a
(je 100uM)

inkubiert. Hierbei konnte kein

Unterschied zwischen den

Abb. 80: Keine verminderte MMP-Synthese durch die Aktivitaten festgestellt werden.
MRP-5 Inhibitoren . . .

In Abbildung 80 sind die Banden

fir MMP-9, pro-MMP-2 und MMP-2 deutlich zu erkennen. Die reduzierte MMP Aktivitét in

den Zymogrammen 77, 78 und 79 ist also nicht eine Folge der reduzierten Synthese durch die

PDE5S/MRP5 Inhibitoren, sondern auf andere Griinde zuriickzufiihren.

3.4.4 Messung der Diffusion von Proteinen im Knorpel nach Interleukin - 1a
Behandlung

Um abschatzen zu konnen, ob eine gesteigerte Hyaluronanproduktion infolge
Interleukinbehandlung die Diffusionsgeschwindigkeit fur die Matrixmetalloproteasen erhoht,
wurde eine neue Methode entwickelt. Die Methode funktioniert nach einem einfachen
Prinzip. Die Knorpelproben werden fiir zwei Wochen kultiviert. Dann werden Stlicke gleicher
Oberflache und GroRe aus dem Knorpel herausgestanzt und in eine Peroxidaselésung, einem
Enzym mit ahnlichem Molekulargewicht wie die Matrixmetalloproteasen, gelegt. Die
Peroxidase kann dann fir eine Stunde in die Knorpelmatrix eindiffundieren. Dies geschieht in
Abhangigkeit von dem Quellgrad und Wassergehalt des Knorpels. Nach einer Stunde werden
die Stiicke grindlich gewaschen und ber Nacht in PBS gelegt. Je mehr Peroxidase zuvor in
das Gewebe eingewandert ist, desto héher ist dann die Konzentration der Peroxidase im PBS.
AnschlieBend kann die Peroxidasekonzentration sehr einfach mittels einer ABTS-L&sung
fotometrisch bestimmt werden. In unserem Versuch wurde also Knorpel mit IL-1o und den
PDE5S/MRP5 Hemmern fur zwei Wochen kultiviert. Danach wurden die Knorpel wie gerade
beschrieben behandelt. Die Abbildung 81 =zeigt den Versuch, es wurden achtfach

Bestimmungen durchgefiihrt. Inkubiert man die Knorpelstiicke mit Interleukin-1a allein, ist
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AbDb. 81: Peroxidaseinfiltration in Knorpelmatrix mit IL-1c. und det

MRP-5 Inhibitoren

die

Gewebe doppelt so hoch im

Peroxidaseinfiltration ins

Vergleich  zur unbehandelten
Kontrolle. Werden die Knorpel-
stlicke (iber die zwei Wochen mit
Zaprinast, Vardenafil oder Tada-
lafil behandelt, vermindert sich
die

Gewebe diffundierten Peroxidase

Konzentration der ins
ab einer

50 WM

deutlich und geht

Konzentration von

Vardenafil und Tadalafil bis auf den Kontrollspiegel zurtick. Die mit Zaprinast inkubierten

Knorpelstiicke zeigen parallel versetzt eine hohere Peroxidasekonzentration

in der

extrazellularen Matrix, hier gehen die Werte bei 50 pM auf 120 % des Kontrollspiegels

zurlick. Wir schlieRen aus diesen Ergebnissen, dass die Matrixmetalloproteasen in Knorpel,

der mit IL-1lo behandelt wird, leichter hinein- und hindurchdiffundieren kdnnen als in

unbehandelten Knorpel oder mit IL-1oc und den PDE5/MRP5 Hemmstoffen behandelten

Knorpel. Dies kann als Erklarung fir eine reduzierte Aktivitat der Matrixmetalloproteasen

nach Inkubation des Knorpels mit Zaprinast, Vardenafil oder Tadalafil gesehen werden.

3.4.5 Hyaluronan-Zymographie

kann durch die

Hyaluronidase verdaut werden.

Hyaluronan

Es wurden schon viele

Untersuchungen  durchgefihrt,
um eine Korrelation zwischen
Hyaluronidasespiegeln im Plas-
ma oder der Synovialflissigkeit
und dem Vorliegen einer
Avrthritis

Arthrose festzustellen. Wahrend

rheumatischen oder

es weitgehend anerkannt ist, dass

A

Kontrolle
B

Interleukin 1o +

A

je 30 uM
B Tadalafil Zaprinast DB-cGMP Vardenafil

Abb. 82: Hyaluronan-Zymographie
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im Plasma erhohte Hyaluronidasespiegel bei gleichzeitiger rheumatischer Arthritis
nachgewiesen werden konnen, ist dies flir eine arthrotische Erkrankung noch nicht
hinreichend nachgewiesen worden [159]. Eine einfache semiquantitative Methode zur
Aktivitatsbestimmung stellt die Hyaluronan Zymographie dar. Hierzu wird in ein
Polyacrylamidgel Hyaluronan mit eingemischt. Nach Auftrennung der Proteine muss das Gel
fir gewisse Zeit bei pH 3,7 und 37 °C inkubiert werden, da hier das pH Optimum der
Hyaluronidase liegt. Die Zymographie wurde wie bei Afify 1993 beschrieben durchgefiihrt
[160]. Nach Inkubation wird das nicht verdaute Hyaluronan mit einer Alcianblaulésung
gefarbt. Zwei Umstande fuhren zu einer etwas ungunstigen Ausgangslage beziglich der
Schérfe der Banden. Erstens wird das Gel hellblau geféarbt, so dass nur ein schwacher
Kontrast zu den klaren Banden entsteht und zweitens teilt sich die Hyaluronidase in zwei
Banden bei 42 und 50 kDa auf, die nach der Elektrophorese nicht scharf genug aufgetrennt
werden. So kommt also das etwas unscharfe Zymogramm in Abbildung 82 zustande. Zum
Zwecke einer stérkeren Kontrastierung ist einmal in der oberen Hélfte der Abbildung das Gel
dunkler gemacht worden und in der unteren Halfte die Farbgebung invertiert. Folgendes
erkennt man dennoch recht deutlich: Die beiden Kontrollen zeigen eine hdhere
Hyaluronidase-Aktivitat als die beiden Banden der mit IL-1o behandelten Knorpelproben.
Von den mit IL-1a und den Inhibitoren bzw. Dibutyryl-cGMP behandelten Proben ist noch
erwdhnenswert, dass die mit Vardenafil behandelte Probe &hnlich aktiv ist wie die Kontrolle.
Eine Deutung dieses Befundes konnte sein, dass aus dem Knorpel weniger Hyaluronidase ins
Medium gelangt, weil in den mit IL-1a behandelten Proben ja innerhalb des Knorpels mehr
Substrat fur die Hyaluronidase vorhanden ist und sie deshalb nicht frei aus dem Knorpel
diffundieren kann. Dies bringt uns zum nachsten Punkt. Es ist bekannt, dass
Hyaluronanoligosaccharide in der Lage sind, die Produktion von Matrixmetalloproteasen
erhohen [161]. Die Fragmente sollen insbesondere die Transkription von MMP-9 und MMP-
13 erhohen.
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3.5 Einflisse des cGMP-Signalweges auf den Metabolismus von Hyaluronan,

Proteoglykanen und Kollagen

3.5.1 Versuche mit cGMP Analoga und anderen Modulatoren des cGMP-

Signalwegs

Die MRP5 Inhibitoren Zaprinast, Vardenafil und Tadalafil hemmen mit einer 1000fach
hoheren Affinitdt die Phosphodiesteraseb, die auch konstitutiv in Chondrozyten exprimiert
wird [162]. Da die Phosphodiesterase5 cyclisches Guanosinmonophosphat abbaut, fihrt eine
Hemmung dieses Enzyms zu einer Erhéhung des intrazellularen cGMP Spiegels. Da dieser
Effekt untrennbar mit der MRP5 Hemmung verbunden ist, galt es zu untersuchen, ob ein
erhdhter cGMP Spiegel bzw. eine Hemmung der Phosphodiesterase5 einen Einfluss auf die
Matrixmolekiile besitzt. Zuvorderst wurde das nicht hydrolisierbare Dibutyryl-cGMP fir
diese Untersuchungen eingesetzt, welches die Chondrozytenmembran passieren kann und
durch die Phosphodiesterase5 nicht abgebaut wird. Daneben wurde auch ein hydrolysierbares
cGMP Analogon, das Bromo-cGMP, untersucht. Indem wir beide c¢cGMP Analoga
untersuchten, konnten wir gleichzeitig feststellen, inwieweit die Aktivitdt der
Phosphodiesterase5 eine Rolle bei der Synthese von Hyaluronan spielt. Beim Dibutyryl-
cGMP ist die Phosphodiesterase nicht aktiv, beim Abbau des Bromo-cGMP schon.

Neben diesen cGMP Analoga wurden auch weitere Modulatoren des cGMP Signalweges
untersucht. Deren ,,Angriffspunkte” sind in Abbildung 83 dargestellt. Zum einen noch ODQ),
welches vom englischen Namen fir die Substanz abgeleitet ist (1H-[1,2,4]-Oxadiazolo

(4,3a)quinoxaline-1-one). ODQ ist ein selektiver und potenter Inhibitor der I6slichen und NO-

© \

induzierbaren  Guanylatcyclase
[163]. Interleukin-1 induziert

NIO
v

uber NO die Guanylatcyclase,

welche vermehrt ¢cGMP bildet. mae
cGMP
Mit ODQ wurde untersucht, ob cGMP-gated
ATP

ion channels

a) \&
m b\ /d‘ 5-GMP

uberproduktion in Chondrozyten Zaprinast, Vardenafil
Tadalafil
fihrt. Wenn ODQ die Hya- e )

luronanproduktion  nach  IL-1a Abb. 83: Intrazellulare Effekte der PDE5 Hemmung

dieser Signalweg nach IL-1a

Gabe zu der Hyaluronan-
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Gabe hemmt, ware dies ein Hinweis fiir Beteiligung von cGMP an der Hyaluronansynthese.
Desweiteren wurde mit KT5823 ein Hemmstoff der Proteinkinase G untersucht. Die
Proteinkinase G wird durch cGMP aktiviert und vermittelt einen verminderten Ca®*-Einstrom
in die Zelle. Die Untersuchungen mit KT5832 werden Aufschluss dartiber geben, ob die
Proteinkinase G die Hyaluronansynthese beeinflusst. Mit Natriumnitroprussid wurde auch ein
NO-Donator eingesetzt, der ganz am Anfang der Signalkaskade eingreift. Das atriale
natriuretische Peptid aktiviert im Gegensatz zum NO nicht die l6sliche Guanylatcyclase,
sondern die membranstandige Guanylatcyclase und bildet auf diesem Weg mehr cyclisches
GMP. Als letzten Modulator wurde das Flunarizin untersucht, ein Calmodulin-Antagonist,
was dann zu einer Aktivierung der Phosphodiesteraseaktivitét fiilhren soll.

In Abbildung 84 ist die Hyaluronankonzentration im Medium von in Alginatbeads

kultivierten ~ Chondrozyten zu
sehen. Weder 25 uM Di-butyryl-
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cGMP noch eine Hemmung der

500 1
I6slichen  Guanylatcyclase  mit
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ODQ beeinflusst die Hyaluronan
300 | . . .
konzentration im Medium nach
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Inkubation mit IL-1a. Die Hem-

Hyaluronan, Kontrolle

100
mung der Proteinkinase G mit 1

Kontrolle  IL-la + 25uM  25pM  1uM 25 puM UM KT5832 fuhrt zu einer
OoDQ DB-cGMP KT5832 Flunarizin

Abb. 84: Beeinflussung der Hyaluronankonzentration durch erhdhten  Hyaluronankonzentrat-
Modulatoren des cGMP-Signalweges

ion im Medium. Die Gabe von 25
UM Flunizarin vermindert den Gehalt an Hyaluronan auf rund 2/3 des mit IL-1o erzielten
Wertes. In Abbildung 85 ist der
gleiche Versuchsaufbau mit IL- 700
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Abb. 85: Einfluss von NO und atrialem natriuretischen Peptid
auf die Hyaluronanausschleusung

Ergebnissen nach wirkt sich
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weder eine Erhohung noch eine Erniedrigung des intrazellularen cGMP Spiegels auf die
Hyaluronansynthese aus.

Bromo-cGMP wirkte in Konzentrationen von 3-30 uM auf bovine Knorpelstiicke ein. Nach
Beendigung des Versuchs wurde einmal die Hyaluronankonzentration im Uberstand
gemessen und die Proteoglykankonzentration in den  Knorpelsticken. Die

Hyaluronankonzentration wird in
Abbildung 86 durch die gelben
Balken dargestellt. Die Alcian-

35

30 [ ] =ng/ml Hyaluronan

I =ug PG/mg Knorpel

25 A

blauen Balken stehen fir die

20
Proteoglykane.  Erwartungsge-
* mal sinkt die Proteoglykankon-

7 zentration nach Inkubation mit

IL-loc ab. Die Zugabe von

© " Kontrolle Interleukin-1 + 3 pM 10 UM 30 uM Bromo-cGMP in Konzentration-
Bromo-cGMP
en von 3, 10 und 30 pM

verdndert den Proteoglykan-

Abb. 86: Einfluss von Bromo-cGMP auf Knorpelstiicke

gehalt der Proben im Vergleich zu den nur mit IL-1a inkubierten Knorpelstiicken nicht. Die

Hyaluronankonzentration wird durch Bromo-cGMP auch nicht signifikant beeinflusst.

Der Einfluss von ODQ, Dibutyryl-cGMP, KT5832 und Flunarizin auf den Proteo-
glykangehalt des Knorpels wurde

120

gemessen. Die Ergebnisse des
Versuches sind in Abbildung 87
zu sehen. Der Proteoglykangehalt | 8o -

100 ~

der Knorpel sank nach IL-lo | 4 |

Behandlung auf unter 50 % des
40 +

Kontrollwertes ab. Keine der

oben aufgefihrten Substanzen 201

fuhrte zu einer Veranderung des 0- :
Kontrolle  Interleukin-1 25 uM 25 uM 1uM 25 uM
- oDQ DB-cGMP KT5832 Flunarizin
Proteoglykangehalts im Knorpel. Abb. 87: Beeinflussung des Proteoglykangehalts durch
Wahrend KT5832 und Flunarizin Mediatoren des cGMP-Signalwegs

die Hyaluronansynthese in geringem Male beeinflussten, ist bei diesen Substanzen hier kein

Effekt zu erkennen.
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140

100

120 4

100 4

80 -

60 ~
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% Hydroxyprolin, Kontrolle

20 -

O ,
Kontrolle IL-1/IL17/RA + 25 uM 25 uM 1uM 25 uM
ODQ DB-cGMP  KT5832 Flunizarin

Abb. 88: Beeinflussung des Hydroxyprolingehaltes durch
Modulatoren des cGMP-Signalweges

Nach der Hyaluronankonzen-
tration im Medium und den
Proteoglykanen im  Knorpel
wurde auch der Kollagengehalt
der Knorpelstiicke nach Inku-
bation mit den Modulatoren des
cGMP-Signalweges untersucht.
Um innerhalb von vier Wochen
einen messbaren Kollagenabbau
zu erzeugen, wurden die Proben

mit IL-1o, IL-17 und Retinsaure

inku-biert. Der Hydroxyprolinanteil so behandelten Knorpelstiicke lag nach Beendigung des
Experiments bei 80 %. Die mit ODQ, Dibutyry-cGMP, KT5832 und Flunarizin zusatzlich
behandelten Proben lagen mit ihren Hydroxyprolinwerten im gleichen Bereich. Eine

Steigerung der Hydroxyprolinkonzentration war in Abbildung 88 ganz klar nicht zu erkennen.
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3.5.2 NO-Produktion im Knorpel

Interleukin-lo erhoht in
Chondrozyten die NO-Produktion
[164-166]. NO spielt eine Rolle
bei der Proliferation und

Apoptose  der  Chondrozyten
[167;168]. Mit den MRP-5

Inhibitoren wurde die NO Pro-

nmol NO/mg Knorpel
I

duktion im Knorpel deutlich

o IL-1 30 uM 100 pM 30 uM 100 pMI gesenkt. In Abblldung 89 ist dies

Zaprinast Vardenafil

Abb. 89: NO-Produktion im Knorpel nach IL-1 Gabe fur  Zaprinast - und  Vardenafil

gezeigt. In der unbehandelten
Kontrolle konnte kein NO im Medium nachgewiesen werden. Die Ergebnisse stehen im
Einklang mit Ergebnissen aus der Literatur, in denen gezeigt wurde, dass die
Phosphodiesterase5 fiir die NO-Synthese bendtigt wird und bei einer Hemmung auch weniger
NO produziert wird [162]. Da NO an mehreren Stellen den Stoffwechsel von Chondrozyten
beeinflusst, ist es durchaus vorstellbar, dass dieser NO hemmende Effekt mit zu der besseren
Knorpelkonstitution nach Arthrose-Induktion durch IL-1a. Gabe beitrdgt. In der Literatur ist
man sich noch nicht véllig einig, ob NO direkt an der MMP-Synthese beteiligt ist, oder ob es
im Zuge der Aktivierung der MMPs durch Zytokine wie Interleukin-1o auch hochreguliert

wird [169;170].

3.5.3 Messung der alkalischen Phosphatase

Die alkalische Phosphatase ist ein Indikator fiir den Ubergang der Chondrozyten in ein
hypertrophes Stadium. Artikuldrer Knorpel produziert eher geringe Mengen davon. Unsere
Messung fand zwei Wochen nach Beginn des Versuches zur Messung des
Hydroxyprolingehaltes statt. In Knorpel, der nur fir wenige Tage mit IL-1a allein behandelt
wurde, konnte man keinen Unterschied zwischen den sehr niedrigen alkalischen Phosphatase-
Spiegeln ausmachen. Wenn Chondrozyten hypertrophieren bilden sie neben der alkalischen

Phosphatase vor allem Kollagen X und nicht mehr die Matrix aufbauenden Kollagene I, 1X
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und XI [171] [172]. Sie werden groRer, sterben ab und calcifizieren. In arthrotischem Knor-
pel ist der Anteil an hypertrophen Chondrozyten im Vergleich zum gesunden Knorpel erhoht.
Darum konnen erhdhte Spiegel von alkalischer Phosphatase auf eine vermehrte Anzahl von
hypertrophen Chondrozyten hinweisen. In den Ergebnissen des Versuchs, zu sehen in
Abbildung 90, wurde die alkalische Phosphatase in Uberstanden von Knorpelstiicken

gemessen, die bereits flr zwei
Wochen mit IL-1o, IL-17 und

=
o
o
o

100

900

Retinsdaure behandelt worden 800 |

waren. Die nur mit diesen 997
600 1

Stoffen behandelten  Knorpel-

500 -

proben wiesen knapp siebenmal 400 -

hohere alkalische Phosphatase- 3007

200

konzentrationen auf im Vergleich 100

% alkalische Phosphatase, Kontrolle

zur unbehandelten Kontrolle. Die
mit je 25 puM der PDE5/MRP5

Inhibitoren behandelten Knorpel-

0 ,
Kontrolle IL-1a/IL-17/RA + Tadalafil Zaprinast Vardenafil
je 25 uM

Abb. 90: Alkalische Phosphatase aus Knorpelstticken

proben zeigten verminderte Phosphatasespiegel im Medium. Dabei nahm die Senkung vom
Tadalafil Uber Zaprinast bis zum Vardenafil hin ab. In den Knorpelstticken, die mit den PDE5

Hemmern behandelt wurden, war also die Anzahl an hypertrophen Chondrozyten vermindert.
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4. Diskussion

4.1 Neue und uUberarbeitete Methoden

Um den Rahmen dieser Arbeit nicht unnétig aufzublédhen, wurde darauf verzichtet, den Weg
zu neuen oder modifizierten Methoden explizit aufzuzeichnen. Auch wenn die Besché&ftigung
mit der Methodik und deren Modifizierung den groRten Teil der vorliegenden Arbeit
ausgemacht hat. In Kapitel 11 sind alle Methoden ausfiihrlich so dargestellt, wie sie im Verlauf
der Arbeit auch zum Einsatz gekommen sind. Besonders hingewiesen sei auf die Messung der
Proteoglykane in Knorpelstiicken. Die Alcianblaumethode zeigte sich als robuster und
genauer als die sonst vielfach in der Literatur benutzte Methode mit 1,9-Dimethyl-
Methylenblau.

Die Methode zur Messung der Infiltration von Proteinen mit einem Molekulargewicht ahnlich
dem der Matrixmetalloproteasen in bovinen Knorpel mittels Peroxidase wurde vollstéandig
neu entwickelt. Sie stellt eine einfache und giinstige Moglichkeit der Messung dar, in
welchem Ausmal? Enzyme in die Knorpelmatrix hinein diffundieren kénnen.

Die Methode zum Kollagenabbau und die Methodik der anschlieRenden Hydroxyprolin-
Messung wurden fast vollstandig umgearbeitet. Die Kombination aus IL-1a, IL-17 und
Retinsdure ist nicht zuvor in der Literatur beschrieben worden. Die Sensitivitat der
Hydroxyprolinmessung wurde durch Zugabe und/oder Austausch organischer Ldsemittel
erhoht. Bei dem ganzen Versuchsaufbau wurde auf hohe Praktikabilitit und einem
dkonomischen Mitteleinsatz Wert gelegt. So ist es mit dieser Methode mdglich, innerhalb von
28 Tagen einen Kollagenabbau in artikularem, bovinem Knorpel zu erzeugen und dies mit
einem vertretbaren Einsatz an Zeit und Mitteln zu messen. Die ebenfalls durchgefiihrte
Messung des Hydroxyprolingehalts mittels HPLC und Fluoreszenzdetektor kbnnen wir hier
nicht weiterempfehlen.

Die Beschreibungen zu der Kultivierung der Chondrozyten in Alginatkulturen sind allesamt
Erfahrungswerte aus Uber drei Jahren Arbeit mit dieser Kulturform, sie werden
Neueinsteigern die Arbeit damit sicher erleichtern.

Nahezu alle anderen Methoden wurden ebenfalls tiberarbeitet und angepasst.
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4.2 Nachweis der ABC-Transporter

Zu Beginn der Arbeit wurde mittels PCR untersucht, welche ABC Transporter in bovinen
Chondrozyten exprimiert werden. Es konnten insgesamt neun ABC Transporter aus vier
Unterfamilien nachgewiesen werden. Die Transporter der MRP-Unterfamilie (Multidrug-
Related Protein) MRP4, MRP5 und MRP8 weisen eine besonders hohe Verwandschaft auf.
Von den in Abbildung 91

ABC Transporterfamilien aufgeflhrten neun Transportern
wurden der ABCAl, MDRI1,
ABCA AI\/II?)DCRB AI\EFSPC ABCF
ABCAL MDRL VIRPL ABCFL MRP1 und der MRP5 Trans-
porter weiter untersucht, da die
ABCB5 MRP4 _ _ )

in der Literatur beschriebenen

MRP5 :
Substrate dieser  Transporter
MRP7 aufzeigen, dass auch Hyaluronan
MRP8 von ihnen transportiert werden

konnte. Diese  Transporter

Abb. 91: ABC Transporter im bovinen Knorpel .
schleusen  negativ  geladene

organische Molekule aus der Zelle heraus. Als Inhibitoren fir diese Transporter wurden
Glibenclamid (ABCA1), Verapamil (MDR1), Probenecid (MRP1) und Zaprinast (MRP5)
eingesetzt. Wurde die Hyaluronankonzentration im Medium von mit IL-1a. und den ABC-
Inhibitoren kultivierten Knorpelstlicken gemessen, erreichte Zaprinast, im Vergleich zum
Verapamil und Probenecid ein recht selektiver Inhibitor fiir einen ABC Transporter, eine
Hemmung der Hyaluronanausschleusung bei gleichzeitig der geringsten Hemmung der
Hyaluronansynthase.  Untersuchungen mit Doxorubicin, einem Antibiotikum aus
Streptomyces peuceticus, zeigten an unstimulierten Chondrozyten in Alginatbeads in 1
pmolaren Konzentrationen eine Erhohung der Hyaluronanproduktion um 62 %. Diese
vermehrte Hyaluronanproduktion fiihren wir auf die durch Doxorubicin erhohte Expression
von MRP5 zuriick. Gleichzeitig von Herrn Professor P. Prehm durchgefuhrte Inhibitorstudien
an humanen Fibroblasten und Versuche einer parallel angefertigten Dissertation in der
Arbeitsgruppe mit si-RNA fir ABC Transporter deuteten ebenfalls auf MRP5 als den an der
Hyaluronanausschleusung beteiligten ABC Transporter hin. Aufgrund dieser Ergebnisse
gehen wir von MRP5 als einem Hyaluronantransporter in Chondrozyten aus. Bis dato kdnnen
wir aber die Beteiligung von anderen ABC Transportern an der Hyaluronanausschleusung

nicht ausschlieRen.
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4.3 Verminderte Hyaluronanausschleusung

Da Chondrozyten einen gemaRigten Stoffwechsel haben und unter normalen Bedingungen nur
wenig Hyaluronan produzieren, sind die Zellen in diesem ,unstimulierten” Zustand
ungeeignet, um die Ausschleusung von Hyaluronan an ihnen zu testen. Man erkennt keine
Unterschiede bei der Gabe der PDES/MRP5 Inhibitoren. Um eine erhohte
Hyaluronansynthese zu erreichen, gibt es mehrere Mdglichkeiten wie zum Beispiel eine
Stimulierung mit FCS, Gabe von Retinséure oder Inkubation mit Interleukin-1o. Da wir uns
mit unserem Modell so nah wie mdglich an der realen Situation in vivo in arthrotischen
Gelenken orientieren wollten, wurde in erster Linie mit Interleukin-1lo als stimulierendem
Zytokin gearbeitet. Unsere Untersuchungen an bovinen Chondrozyten zeigten, dass eine Gabe
von 2ng/ml IL-1o/Tag optimal ist, um eine erhdhte Hyaluronanproduktion zu erreichen.
Diese Konzentrationen (bis zu einem ng/ml) wurden auch in der Synovialflissigkeit
erkrankter Patienten bereits festgestellt [173-175].

Die Inkubierung der Chondrozyten in Alginatbeads war bei diesem Versuch von Vorteil, da
man nach Beendigung des Versuches und Auflésung der Beads in Citratldsung die genaue
Zellzahl messen konnte und auch ein aktiverer Stoffwechsel durch eine hohere Dichte der
Chondrozyten im Vergleich zum Knorpel erzielt wurde. Da die Chondrozyten (iber lange Zeit
in Alginatbeads ihre Form beibehalten und auch weiterhin knorpelspezifische Proteine bilden,
bot sich diese Kulturform an [176]. Ein weiterer ganz entscheidender Vorteil ist die Tatsache,
dass Knorpelstiicke immer ein kleiner Ausschnitt aus einem Gelenk sind und so zwangslaufig
ein recht heterogenes Gewebe darstellen. Dies ist durch die unterschiedlich starke
Beanspruchung im Gelenk wahrend des Lebens des Rindes nicht zu verhindern. Alginatbeads,
hergestellt aus einer Zellsuspension, sind dagegen homogen.

Unsere Versuche zeigen, dass die PDE5/MRP5 Inhibitoren Zaprinast, Vardenafil und
Tadalafil in der Lage sind, die Hyaluronanausschleusung der mit IL-1a stimulierten Zellen zu
reduzieren. Neben den Versuchen mit in Alginatbeads kultivierten Chondrozyten konnten wir
dies auch in Organkultur an Knorpelstiicken wiederholt werden. Die Konzentrationen der
Testsubstanzen im Bereich von 6,25-50 pmol/l, die wir fir die Hemmung der
Hyaluronanauschleusung einsetzten, decken sich mit den Werten in der Literatur [177]. Je
starker der MRP5 Kanal durch die Hyaluronanausschleusung ,,beansprucht“ wird, desto
niedrigere Konzentrationen der MRP5 Inhibitoren reichen aus, um einen Erniedrigung der
extrazellularen Hyaluronankonzentration zu erzielen. So wurde bei einer Stimulierung der

Chondrozyten mit 10 ng/ml IL-1a eine rund 50 %ige Hemmung der Ausschleusung bereits
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bei einer Konzentration von 0,5 pmol/l der PDE5/MRP5 Inhibitoren beobachtet. Die
reduzierten extrazellularen Hyaluronankonzentrationen wurden nicht durch eine Hemmung
der Hyaluronansynthase hervorgerufen. Unsere Ergebnisse zeigen keine signifikante
Inhibierung der Hyaluronansynthase durch Vardenafil und Tadalafil. Zaprinast beeinflusste
die Hyaluronansynthase nicht. Untersuchungen zur Toxizitdt mit Zaprinast, Vardenafil und
Tadalafil an bovinen Chondrozyten ergaben keinen Einfluss auf den Stoffwechsel unterhalb
von 200 pmol/l. Diese Versuche wurden sowohl an Alginatbeads als auch mit Knorpelstiicken
durchgefiihrt. Eine verminderte Synthese in Folge eines gehemmten Stoffwechsels ist also
nicht der Grund fir die reduzierte Hyaluronanausschleusung.

Diese Versuche weisen eine verminderte extrazelluldre Hyaluronankonzentration sowohl in
Zell- und Organkultur nach, wenn Chondrozyten mit IL-1a. und PDE5/MRP5 Inhibitoren
inkubiert werden. Auch histochemisch konnten die genannten Ergebnisse bestétigt werden.
Damit kann nach unserer Hypothese ein wichtiger Schritt auf dem Weg der Entstehung einer
Arthrose unterdriickt werden. Die erhohten extrazelluldaren Hyaluronankonzentrationen in der
Knorpelmatrix fihren neben der Aufweichung des Knorpels [178] zu einer Kaskade, die
schlieBlich in der Zerstérung der Knorpelmatrix mindet.

In vivo wadre es interessant zu untersuchen, wie sich eine Kreuzbandresektion beim Hasen als
anerkannte Methode zur Ausldosung einer Arthrose nach unterschiedlichen Tagen auf die
Hyaluronanproduktion im Knorpel auswirkt.

4.4 Proteoglykangehalt im Knorpel

Wenn man an der Entstehung von Arthrose forscht, ist es unabdingbar, sich intensiv mit dem
Abbau der Proteoglykane in der extrazellularen Matrix zu beschaftigen. Generell gilt ein
Verlust/Abbau der Proteoglykane als erster Schritt auf dem Weg zur Entstehung einer
Arthrose [Poole et al: Cellular biology of cartilage degradation; Academic Press p. 163-203
1995] [179]. IL-la kann durch eine verminderte Proteoglykansynthese zur allmé&hlichen
Reduktion der Proteoglykane im Knorpel fihren. Beim Abbau der Proteoglykane sind aber
vor allem Proteasen beteiligt [180], die je nach Stimulus (IL-1 oder Retinsdure) an
unterschiedlichen Stellen des Proteinriickgrats von Aggrekan angreifen und die Proteinkette
spalten [181]. Erhohte Spiegel dieser Spaltprodukte finden sich zum einen in der
Synovialflussigkeit &alterer Menschen und in der Synovialfliissigkeit unter Arthrose oder

rheumatischer Arthritis leidender Patienten [182].
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Weiterhin ist bekannt, dass neben der reduzierten Aggrekansynthese die Hyaluronansynthese
durch IL-1a und Retinséure deutlich ansteigt [183;184]. Einen Zusammenhang zwischen
erhohter Hyaluronanproduktion und vermindertem Proteoglykangehalt im Knorpel stellten
Matrixforscher allerdings bisher nicht her. Stattdessen konzentrierte sich die Forschung auf
die Hemmung der Proteasen im Knorpel, um den Abbau von Proteoglykanen und anderen
Matrixbausteinen zu verhindern. Nachhaltige Erfolge konnten damit trotz jahrzehntelanger
Forschung und viel versprechender Ansétze aber nicht erreicht werden. Unserer Meinung
nach gibt es dafur bei naherer Betrachtung zwei Grinde:

1. Mit einem Proteasehemmer einen Prozess aufhalten zu wollen, an dem sehr viele
verschiedene Proteasen in teilweise komplizierten Mechanismen gegenseitiger
Aktivierung und Hemmung beteiligt sind, ist einfach nicht maoglich.

2. Die Proteasen sind erst in einem zweiten Schritt am Abbau der Proteoglykane
beteiligt. Vor der erhdhten Proteaseaktivitat setzt bereits eine vermehrte
Hyaluronansynthese ein [179;185].

Unsere Arbeit zeigt, dass die Uberschielende Hyaluronanproduktion der primére Grund fir
den Verlust der Proteoglykane im Knorpel ist. Die starke Hyaluronanproduktion ,,driickt* die
Proteoglykane praktisch aus dem Knorpel und eine vermehrte Wassereinlagerung findet statt.
Die zuvor hohe negative Ladungsdichte wird vermindert, die Proteinketten des Aggrekans
werden durch diese beiden Umstande leichter zugénglich fur die verschiedenen Proteasen. In
gesundem Knorpel liegen die Proteasen auch bereits in ihrer aktiven Form vor, doch erst
durch die oben genannten Effekte der vermehrten Hyaluronanproduktion andert sich das
Gleichgewicht zwischen anabolen und katabolen Prozessen so drastisch, dass es zu einem
Verlust der Proteoglykane im Knorpel kommt. Hier bestdtigen sich Ergebnisse der
Matrixforschung, welche auf die fundamentale Bedeutung der Balance zwischen Hyaluronan-
und Proteoglykansynthese fir die Integritat der Knorpelmatrix verweisen [186].

In unseren Versuchen an Knorpelsticken mit PDE5/MRP5 Inhibitoren konnte eindeutig
gezeigt werden, dass Zaprinast, Vardenafil und Tadalafil den Proteoglykangehalt nach
Inkubation mit IL-1a erhéhen im Vergleich zu den mit IL-1a allein behandelten Proben. Dies
konnte durch Histochemie direkt im Knorpel und nach Extraktion der Proteoglykane aus dem
Knorpel mittels einer fotometrischen Messung bestétigt werden. Dartber hinaus zeigte ein
Tierversuch mit Verapamil, einem Hemmstoff mehrerer ABC-Transporter, ebenfalls erhéhte
Proteoglykangehalte im Knorpel von Rattenknien, bei denen durch intraartikulére
lodacetatinjektion Arthose ausgelost wurde. Besonderes Augenmerk mochten wir auf die

positiven Effekte der Inhibitorgabe kurz vor Ende des Versuches legen. Diese geben Anlass
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zur Hoffnung, dass ein spater Therapiebeginn bei der Arthrose sich trotzdem noch positiv auf
die Zusammensetzung der Knorpelmatrix auswirkt. Da die erhéhten Proteoglykangehalte
nicht auf eine vermehrte Proteoglykansynthese zuriickzufiihren sind, kbnnen wir einen klaren
Zusammenhang zwischen einer verminderten Hyaluronanproduktion und einem erhghtem

Proteoglykangehalt im Knorpel feststellen [186].

45 Einfluss einer reduzierten Hyaluronanausschleusung auf den

Kollagenabbau

Eine arthrotische Verdnderung des Gelenkknorpels ist mit einer Zerstérung des
Kollagennetzwerkes in der Knorpelmatrix verbunden, wodurch es schliel3lich zur Erosion des
Knorpels und dem Funktionsverlust/-behinderung des betroffenden Gelenkes kommt. Vollig
zu Recht wird in der Forschung ein groRes Augenmerk auf die Mdglichkeiten zur Erhaltung
des Kollagennetzwerkes gelegt, um pathologische Verdanderungen der Knorpelmatrix zu
verhindern. Wie in Kapitel 4.4 der Proteoglykanverlust als erster Schritt bei der Entstehung
einer Arthrose gilt, so gilt der Abbau von Kollagen Il Fibrillen als zweiter Schritt auf diesem
Weg [179]. Wie bereits bei den Proteoglykanen, wurde fiir das Kollagen noch in deutlich
starkeren Umfang daran geforscht, Inhibitoren fir die Kollagen-abbauenden Proteasen zu
entwickeln. In der Einleitung wurde auf diese Entwicklung schon eingegangen. Die
Ergebnisse sind nicht befriedigend und bis dato ist nur ein Proteaseinhibitor als zugelassenes
Medikament bekannt. Viele Pharmaunternehmen haben Programme flr solche
Matrixmetalloproteasehemmer unterhalten und haben diese inzwischen eingestellt.

Wir stimmen mit der Literatur Gberein, dass ein Kollagenabbau erst nach dem Verlust der
Proteoglykane aus der Knorpelmatrix einsetzt. Dies zeigten auch unsere Versuche deutlich.
So konnten nach 12-16 Tagen nur noch knapp 20 % des urspriinglichen Proteoglykangehaltes
im Knorpel nachweisen, erst nach 28 Tagen konnten wir aber erst den Abbau von
Kollagenfasern messen. Nicht konform gehen wir in der Einschatzung, dass der
Proteoglykanverlust der erste Schritt und der Kollagenabbau der zweite Schritt ist. Wie oben
beschrieben sehen wir die erh6hte Hyaluronanproduktion nicht nur zeitlich als ersten Schritt,
sondern gesttzt durch unsere Ergebnisse zusammen mit dem Proteoglykanverlust als
Ursache fiir die Kollagendegradierung an. Dies korreliert auch vom zeitlichen Ablauf mit den

in vivo Prozessen [186].
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Da in Organkultur eine Degradierung von bovinem Typ Il Kollagen mit IL-1a allein nicht zu
erzeugen ist [187], untersuchten wir zuerst eine daflr geeignete Methode, die es uns erlaubte,
in einem praktikablen Zeitraum Kollagenabbau zu erzeugen. In unseren Versuchen
inkubierten wir Knorpelstiucke mit IL-1a, IL-17 und all-trans Retinsdure, um innerhalb von
vier Wochen ein Abbau von Kollagen 11 zu erzeugen. Diese Kombination haben wir in dieser
Form so zum ersten Mal angewandt. Eine Inkubationsdauer von 14 Tagen reichte nicht aus,
um einen messbaren Kollagenabbau zu erzeugen, darum wurde die Kulturdauer auf vier
Wochen erhoht. Nach vier Wochen enthalt der mit IL-1c, IL-17 und Retinsdure behandelte
Knorpel nur noch 75-80 % des Hydroxyprolinanteils der Kontrolle. Wir haben somit eine
Methode zur Induzierung einer Kollagendegradierung geschaffen, die dazu noch mit einer
relativ einfachen Nachweismethode fotometrisch gemessen werden kann.

Die PDE5/MRP5 Inhibitoren Zaprinast, Vardenafil und Tadalafil vermindern nach vier
Wochen den Anteil an degradiertem Kollagen im Knorpel im Vergleich zu den nur mit IL-1q,
IL-17 und Retinsdure behandelten Proben. Den stdrksten Effekt erzeugte Tadalafil, der
Hydroxyprolingehalt im Knorpel war hier schon bei einer Konzentration von 6,25 uM nur
knapp unter dem Hydroxyprolinspiegel der Kontrolle. Messungen der Kollagenabbauprodukte
im Medium erbrachten weitere Ergebnisse, die auf einen verminderten Kollagenabbau durch
MRP5 Inhibitoren schlieBen lassen. Die aus dem Knorpel freigesetzten Kollagenfragmente
konnten in den mit IL-1o allein behandelten Proben nachgewiesen werden. Bei steigenden
Konzentrationen von den Phosphodiesterase-Inhibitoren Trequinsin und Zaprinast wurden
keine Kollagenfragmente mehr im Medium nachgewiesen. Das Verschwinden der
Kollagenfragmente korrelierte bei diesem Versuch sehr genau mit einem Absinken der
extrazellularen Hyaluronankonzentration auf Kontrollniveau und gleichzeitigem Ansteigen
des Proteoglykangehaltes auf das Kontrollniveau. Bei Zaprinast ist dies erst bei einer
Konzentration um 100 uM erreicht, bei dieser Konzentration sind keine Kollagenfragmente
mehr zu detektieren. Bei Trequinsin liegen der Hyaluronan- und Proteoglykanspeigel schon
bei 32 uM wieder auf Kontrollniveau, hier sieht man bereits bei 30 uM Trequinsin keine
Kollagenfragmente mehr im Medium.

Unsere Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass sowohl die verminderte
Hyaluronanausschleusung und die verringerte Wassereinlagerung einerseits sowie die hohere
physiologische Proteoglykankonzentration und der dadurch bedingten negativen
Ladungsdichte andererseits den Abbau der Kollagene vermindern. Die Wirkungen der
PDE5/MRP5 Inhibitoren auf den hoheren Proteoglykangehalt im Knorpel bietet den
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Kollagenfasern Schutz vor dem Angriff der Proteasen, wie in der Literatur beschrieben:
»Aggrecan protects cartilage collagen from proteolytic cleavage* [188].

Die Aktivitat der Matrixmetalloproteasen wurde durch Zaprinast, Vardenafil und Tadalafil im
Vergleich zu den mit IL-1a allein inkubierten Knorpeln vermindert. Diese Reduzierung der
Aktivitat kam jedoch nicht durch eine verminderte Synthese zustande, sondern durch eine
verminderte Aktivierung der Matrixmetalloproteasen. Diese konnte an einer erschwerten
Diffusion der Proteasen in Knorpelkulturen mit PDE5/MRPS5 Inhibitor + IL-1a im Vergleich
zu IL-1a allein liegen. In einem Experiment, in dem die Peroxidaseinfiltration ins
Knorpelgewebe in einer Stunde gemessen wurde, wiesen IL-1a behandelte Knorpel doppelt
so hohe Peroxidasekonzentrationen auf wie die Kontrolle. Wurde den IL-1a. behandelten
Knorpelsticken  Zaprinast, Vardenafil oder Tadalafil zugegeben, sank die
Peroxidasekonzentration im Knorpel bei 50 uM Inhibitor bis auf Kontrollspiegel ab. Die von
uns entwickelte Methode ist einfach durchzufihren und l&sst aufgrund der vergleichbaren
Molekulargewichte von Peroxidase und den Matrixmetalloproteasen Riickschlisse auf die
Migrationsfahigkeit der MMPs durch den jeweiligen Knorpel zu. Infolge einer verminderten
Hyaluronansynthese quillt der Knorpel nicht so stark an, die hohe Ladungsdichte der
Proteoglykane bleibt erhalten und die MMP konnen nicht so leicht durch die Matrix
diffundieren und deswegen nur vermindert

a) sich gegenseitig aktivieren und
b) sich an die Kollagenhelices anlagern und sie spalten.

Im Knorpel spaltet die Hyaluronidase das Hyaluronan in kleinere Bruchstiicke. Im Medium
von mit und ohne IL-1a inkubierten Knorpelstiicken erkennt man eine starkere Aktivitét der

Hyaluronidase in der Kontrolle.

Aufgrund der weitaus hoheren
vermehrte )
| avonenproduaion | BY Hyaluronankonzentation in den

IL-1a behandelten Knorpeln kann

Abbau Hyaluronan zu
Oligosacchariden

. !

leichtere Diffusion und
Aktivierung der MMPs

Proteoglykanverlust

die dann ,permanent” Substrat

gebundene Hyaluronidase gar
vermehrte MMP Synthese

nicht aus  dem Knorpel
) % herausdiffundieren. Die Hya-
- luronanbruchstucke kénnen
ihrerseits ~ weiter zu  einer

Abb. 92: Hyaluronaneffekte Induzierung der MMP Produktion

beitragen. Hyaluronan wirde dann einen positiven Feedback anschieben [189].  Unsere
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Versuche zum Kollagenabbau konnten zeigen, dass die PDE5/MRP5 Inhibitoren Zaprinast,
Vardenafil und Tadalafil in der Lage sind, den nach Hyaluronaniuiberproduktion einsetzenden

Abbau des Kollagennetzwerkes zu vermindern.

4.6 NO- und alkalische Phosphatase Produktion im Knorpel

Neben den Matrixkomponenten und den MMPs wurden auch in den Uberstanden von
Knorpelstiicken die Konzentrationen von NO (Nitroxid) und der alkalischen Phosphatase
bestimmt. Mit den PDES/MRP5 Inhibitoren wurde in beiden Fallen niedrigere
Konzentrationen im Medium im Vergleich zu den allein mit IL-1oc behandelten Proben
gemessen. Die niedrigeren NO Spiegel kdnnten Folge der PDE5 Hemmung sein, da die PDES
an der NO Bildung tber die Aktivierung der iNOS beteiligt ist [190]. Die reduzierten Spiegel
der alkalischen Phosphatase mit Zaprinast, Vardenafil und Tadalafil lassen auf eine geringere
Anzahl hypertropher Chondrozyten schlieBen. Da die Hypertrophierung der Chondrozyten
sowohl durch NO als auch durch eine vermehrte Hyaluronanproduktion ausgeldst wird,
spielen hier der PDE5 und der MRP5 Effekt zusammen eine Rolle und sorgen fir eine héhere
Zahl gesunder Chondrozyten, die mit ihrem Stoffwechsel zur Erhaltung/Reparatur der

extrazellularen Matrix beitragen kénnen.

4.7 Zusammenhange zwischen IL-la Wirkung, PDE-5 Hemmung,

Hyaluronanausschleusung und dem cGMP-Signalweg

Unsere Versuche mit Modu-
IL-la Wirkungen latoren des cGMP-Signalwegs
Signalmolekile Matrixkomponenten Enzyme .
_ wurden durchgefiihrt, um eine
NO Aggrekan | INOS .
eventuelle  Beteiligung  von
IL-6 Kollagen Il J |Guanylatcyclase
Interferony |Hyaluronan § PLA, cGMP an der
PGE COX-2 Hyaluronansynthese zu
2
MAPK untersuchen. Fur die Experimente
MAPK Kinase wurden verschiedene Substanzen,
Tyrosinkinase die im cGMP Signalweg eine
AbD. 93 IL-1o Wirkungen, hochregulierte Signalmolekiile Rolle spielen, eingesetzt.
und Enzyme
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Folgende Uberlegungen spielten hier eine Rolle:

1. Unterbrechen die PDE5/MRP5 Inhibitoren die IL-1a. Signalkaskade und hemmen

deshalb die Hyaluronanausschleusung bzw. —produktion?
2. Beeinflusst die erhohte cGMP-Konzentration in den Chondrozyten infolge der PDES
Hemmung die Hyaluronanproduktion in irgendeiner Weise?

IL-1o vermittelt Gber den IL-1 Rezeptor (IL-1RI) sowie dem IL-1-receptor accessory protein
(IL-1RACP) seine Wirkungen. Die wichtigsten Wirkungen von IL-1a sind in Abbildung 93
dargestellt [184;191-199].
In unseren Versuchen konnte weder das durch die PDE5 hydrolisierbare cGMP Analogon
Bromo-cGMP noch das nicht durch die PDES abbaubare Dibutyryl-cGMP eine Beeinflussung
der Hyaluronanproduktion nachgewiesen werden. cGMP kann auch selbst durch den MRP5
Kanal transportiert werden [200], dies geschieht jedoch nur zu einem sehr geringen Anteil, so
dass erhohte cGMP Spiegel keinen hemmenden Einfluss auf die Hyaluronanausschleusung
ausiiben. Ein erhohter cGMP Spiegel wirkt sich normalerweise negativ auf die Knorpelmatrix
aus, denn die Kollagen und Proteoglykansynthese werden reduziert [201].Weiterhin stimuliert
cGMP die Synthese von Matrixmetalloproteasen [202]. Es vermittelt wie IL-1 und NO
Effekte, die zur Hypertrophie und Apoptose von Chondrozyten fiihren [203].
Der cGMP Signalweg hat keinen Einfluss auf die Hyaluronanausschleusung in Chondrozyten.
Weder NO aus Natriumnitroprussid, was Uber die lésliche Guanylatcyclades die cGMP
Bildung induziert, noch die Gabe von atrialem natriuretischen Peptid, welches die
membranstdndige Guanylatcyclase der Chondrozyten induziert und auf diesem Wege die
cGMP  Konzentration in der Zelle erhoht, beeinflussen die extrazelluldren
Hyaluronankonzentrationen. Mit ODQ, einem Hemmstoff der 16slichen Guanylatcyclase war
auch kein Unterschied zwischen den mit IL-1a allein behandelten Proben auszumachen. Mit
KT5832, einem Hemmstoff der Proteinkinase G, welche durch cGMP aktiviert wird, wurden
hohere Hyaluronankonzentationen gemessen. Dagegen erniedrigte Flunarizin, ein Calmodulin
und Calcium Antagonist die extrazelluldare Hyaluronankonzentration. Diese beiden Ergebnisse
lassen sich vielleicht deuten, wenn man einen Zusammenhang zum Calcium-Influx herstellt.
KT5832 hemmt die Proteinkinase G, die die Calciumkanéle schlieRt und die intrazellulére
Calciumkonzentration erniedrigt. KT5832 erhéht also die Calciumkonzentration innerhalb der
Zelle. Flunarizin vermindert als Calciumantagonist die intrazelluldare Calciumkonzentration.
Es scheint also ein  Zusammenhang zwischen  Calciumkonzentration und

Hyaluronanproduktion zu bestehen.
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Die genaue Regulierung der Hyaluronansynthese ist heute nur zum Teil bekannt. Die
Aktivierung der Hyaluronansynthese scheint mit der Aktivierung der Proteinkinase C
zusammenzuhéngen, welche NO und cGMP unabhadngig Uber eine Tyrosinkinase verlauft
[204]. Es konnte mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), einem Proteinkinase C Aktivator,
eine Stimulierung der Hyaluronansynthese gezeigt werden [205]. Die Proteinkinase C wird
sowohl von TGF als auch von IL-1a aktiviert [206;207]. Eine verminderte extrazellulére
Hyaluronankonzentration nach IL-1o. Behandlung und den PDE5/MRP5S Inhibitoren muss
somit der Hemmung des MRP5 Kanals zugeschrieben werden.

Die vier Substanzen Dibutyryl-cGMP, ODQ, KT5832 und Flunizarin wurden auch eingesetzt,
um den Einfluss dieser Stoffe auf den Proteoglykan- und Kollagengehalt des Knorpels zu
untersuchen. Die Versuche zeigten jeweils keinen Unterschied zu den allein mit IL-
1o behandelten Knorpelproben. Auch histologische Untersuchungen zum Proteoglykangehalt
und Messungen der MMP Aktivitat in Gelatin-Zymogrammen zeigten keinen Effekt von
Dibutyryl-cGMP im Vergleich zu den allein mit IL-1a. inkubierten Proben. Vor dem
Hintergrund des infolge PDE5 Hemmung vermittelten erhohten cGMP Spiegels und dessen
Induzierung von MMP Synthese und Hypertrophie ist es umso bemerkenswerter, dass die
Hemmung der Hyaluronanausschleusung die ,,negativen Effekte auf die Knorpelmatrix mehr
als aufwiegen. Dies verdeutlicht nachhaltig die therapeutische Potenz, welche in der
Hemmung des MRP5 Kanals bei arthrotischen Veranderungen des Knorpels schlummert.

4.8 Unser Entwurf zur Entstehung der Arthrose

Nach der Beobachtung des Einflusses von MRP5 Inhibitoren auf die Knorpelmatrix und

Uberlegungen zum zeitlichen und urséchlichen Ablauf der Entstehung einer Arthrose

postulieren wir folgenden Entstehungsweg:

Der Knorpel produziert, ausgeldst durch

einen Ausloser unklaren Ursprungs (meist

A =Aggrekan A

A - Traumata), IL-1 und verdndert seine
=Hyaluronan

O =Chondrooy Syntheseaktivitat. Man ist sich nicht ganz
=Kollagenibrilen sicher, wodurch eine Arthrose genau

ausgelost werden kann. Man kann einmal die

e &
i@% Mi;\éﬁ primaren Arthrosen mit einer weitgehend
&
* *

Abb. 94: Knorpel im normalen Zustand
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unbekannten Ursache sowie die sekunddren Arthrosen als Folge einer primaren Ursache

Synovialflussigkeit

Knorpelmatrix

P
F % * \‘ﬂ*@ '
TSl by

( n 2

Abb. 95: vermehrte Hyaluronaﬁsynthese

Die

haben einen Anteil von 80 %.

Arthrosen
Bei den

sekundaren Arthrosen kann man Formen wie

unterscheiden. priméren

die chemische, neurologische, hormonelle,
entziindliche und mechanische Arthrose
unterscheiden. In Frage kommen Traumata
des Gelenkes durch starke StofRe oder
Verdrehen  der

unnaturlich starkes

Gelenkflachen gegeneinander. Eine zu starke

mechanische Beanspruchung des Gelenkes oder eine dauerhaft erhohte sportlich oder

beruflich bedingte Belastung (VerschleiR) kénnen ebenfalls zu einer Arthrose fuhren. Wird

das Gelenk fur langere Zeit nicht bewegt und dadurch die Chondrozyten im Knorpel nicht mit

genugend Néhrstoffen versorgt,

kann dies auch zur Arthrose fihren.

Einen sehr

entscheidenden Einfluss auf das Risiko, eine Arthrose zu entwickeln, ist letztlich das Alter.

Die Inzidenz nimmt mit zunehmenden Alter
Uberproportional stark zu. Die Entstehung
der Arthrose stellt sich unserer Meinung wie
folgt dar: Zu Beginn produzieren die
Knorpelzellen vermehrt Hyaluronan und
vermindern gleichzeitig ihre Proteoglykan-
synthese (Abbildung 95). Da die beiden
Komponenten in der Matrix aneinander

binden und so die charakteristische

Wassereinlagerungen

r
:
ot =

Abb. 96: Wassereinlagerung fithrt zur Schwellung

»Flaschenbirste” bilden, wirkt sich eine verénderte Syntheserate storend auf diese

Aggregation aus. Es konnen weniger Proteoglykane an die Hyaluronanketten binden, dazu

werden die wenigen nachsynthetisierten
Proteoglykane auch noch von dem vermehrt
nachproduziertem Hyaluronan schneller als
im gesunden Knorpel aus der Matrix in die
Synovialflussigkeit gedrickt. Zum einen
enthalt der Knorpel dann also weniger
durch

Synthese und zum anderen verliert er sie

Proteoglykane eine  verminderte

Erodierung der Knorpelmatrix

Abb. 97: Erosion der Knorpelmatrix
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durch die UberschieRende Hyaluronanproduktion (Abb. 95). Dieser fundamentale erste Schritt
fihrt zur einer Kaskade von Ereignissen, die schlieflich zur Ausbildung einer Arthrose
fiihren. Ganz wichtig ist die Erhéhung des Wasseranteils im Knorpel (Abb. 96). Der Knorpel
schwillt an, das noch intakte Kollagennetzwerk verhindert erst eine noch stérkere
Aufquellung des Knorpels. Durch die Wassereinlagerung konnen Proteine wie die
Matrixmetalloproteasen leichter durch den Knorpel diffundieren. Diese erleichterte Diffusion
fiihrt auch zu einer leichteren und zugigeren Aktivierung der Matrixmetalloproteasen aus den
pro-Formen. Weiterhin sind die Kollagenhelices durch den erhdhten Wasseranteil leichter zu
erreichen und so durch die Proteasen leichter abzubauen. Die Diffusion verschiedener
Proteasen wird ebenfalls durch den Verlust der Proteoglykane erleichtert. Sie haben zuvor mit
ihrer hohen negativen Ladungsdichte die Kollagenfasern eingebettet und sowohl die freie
Diffusion als auch eine Anlagerung von Proteasen an die Kollagenhelices erschwert
[208;209]. Der Knorpel ist durch seine visco-elastischen Eigenschaften in der Lage, Druck
von auBen gut zu widerstehen. Ubt eine héhere Hyaluronankonzentration mit vermehrter
Wassereinlagerung allerdings aus dem Inneren des Knorpels Druck aus, reiRen
Dermatanbriicken, welche die Kollagenfasern verbinden, auseinander. Dies ist eine Erklarung
fiir die bei einer Arthrose zu beobachtenden Risse in der Knorpelmatrix. Die erhohte Aktivitat
der Metalloproteasen, eine geringere mechanische Belastbarkeit und die verminderte
Regenerationsfahigkeit fiihren schliellich zu einem Abbau der Knorpelmatrix (Abb. 97).
Werden die Kollagenfasern gespalten und weiterverdaut, kann weiteres Wasser in den
Knorpel eingelagert werden. In diesem Stadium findet dann ein positiver Feedback statt, der
Verlust der Knorpelmatrix wird durch einen Abbau der Kollagenfasern weiter verstarkt. Die
Chondrozyten hypertrophieren, bilden Kollagen X und gehen schlielich tber in die
Apoptose. Die Ausbildung der so genannten Lacunen um die Chondrozyten und der Eintritt in
ein hypertrophes Stadium wird durch die vermehrte Hyaluronanproduktion begunstigt [1].

Die Schutzmechanismen des Korpers bringen in dieser Situation auch nichts mehr. Es werden
als Kompensationsmechanismus Osteophyten an den Réndern des Gelenkes ausgebildet, um
die Gelenkflache zu vergroBern und Entlastung zu schaffen. Doch sind diese Osteophyten
nicht von intaktem Knorpel bedeckt, so dass sie fir die Gelenkfunktion nutzlos sind. Ein
weiterer Mechanismus ist die Verminderung der Belastung durch unnatirliche Haltung des
Korpers, so entstehen dann Haltungschaden des Korpers, die auch durch unnatirliche
Belastung anderer Gelenke in zur Ausbildung einer Arthrose fiihren.

Kurz zusammengefasst vermuten wir den folgenden Ablauf bei der Entstehung einer

Arthrose, bestétigt durch unsere Experimente:
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I A

Verletzung, Reizung oder Traumatisierung des Knorpels

Induzierung der Zytokinproduktion (IL-1)

Hyaluronaniberproduktion und reduzierte Proteoglykansynthese

Verlust der Proteoglykane, vermehrte Wassereinlagerung

vermehrte Infiltration des Knorpels durch Proteasen, Kollagenabbau
Dedifferenzierung und Hypertrophierung der Chondrozyten, letztendlich

Apoptose
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Doktorarbeit zum Thema ,,Untersuchungen zum Hyaluronan Export aus

Chondrozyten bei arthrotischen VVorgangen hat in drei Bereichen Resultate erbracht:

A) Hemmung der arthrotischen Veranderungen

Die PDE5/MRP5 Inhibitoren Zaprinast, Vardenafil und Tadalafil sind in der Lage, in
bovinem Knorpel durch IL-1a ausgeldste arthrotische Veranderungen zu vermindern. Dies
geschient wohl durch die Hemmung der Hyaluronanausschleusung durch den MRP5
Transporter, der in Chondrozyten nachgewiesen werden konnte. Damit greifen die Substanzen
auf einer ersten Stufe der Arthroseentstehung ein und sind so in der Lage, den
Proteoglykangehalt im Knorpel zu erhéhen, die Quellung des Knorpels zu vermindern, die

Aktivitat der Matrixmetalloproteasen zu reduzieren und den Kollagenabbau zu verringern.

B) Atiologie der Arthrose
Diese Arbeit beleuchtet die Entstehung der Arthrose aus einem ganz neuen Blickwinkel. Die
Ergebnisse zeigen, dass eine uberschieBende Hyaluronanproduktion in der Atiologie der
Arthrose zeitlich und ursachlich ganz nach vorne eingeordnet werden muss. Die vermehrte
Hyaluronanproduktion infolge der Freisetzung von Zytokinen wie IL-1 im betroffenden
Gelenk fiihrt zu

e einem Verlust der Proteoglykane aus dem Knorpel

e einer vermehrten Wassereinlagerung

o erleichterten Diffusion der Matrixmetalloproteasen durch die Knorpelmatrix

e erhohten Aktivitat und der Matrixmetalloproteasen und Verdau der Kollagenhelices

e Hypertrophie der Chondrozyten und schlieBlich Apoptose

e Erosion der Knorpelmatrix und Funktionsbeeintrachtigung des Gelenkes
Unsere Ergebnisse erkldren gleichzeitig, warum Forschungen an Proteasehemmern, einem

nach geschalteten Schritt im Krankheitsverlauf, so wenig erfolgreich verliefen.

C) Methoden

Die Methode zur Messung der Infiltration des Knorpels von dhnlich groRen Proteinen wie die
Matrixmetalloproteasen mittels Peroxidase wurde vollstandig neu entwickelt. Die Methode
zur Induzierung eines Kollagenabbaus mit IL-1a, IL-17 und Retinséure ist so ebenfalls noch

nicht zuvor beschrieben worden.
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6. Ausblick

Diese Arbeit tragt zu einem neuen Verstdndnis zur Entstehung der Arthrose bei. Die
pharmazeutische Forschung muss sich einem Paradigmenwechsel unterwerfen, will sie
wirksame Medikamente gegen eine Krankheit auf den Markt bringen, die die bundesdeutsche
Gesellschaft jahrlich tber 12 Milliarden Euro kostet. Die jahrzehntelange Forschung an
Proteasehemmern ist in einer Sackgasse verlaufen. Es konnten trotz aufwendigster
Forschungsprogramme fast aller grof3en Pharmaunternehmen kein geeignetes Medikament zur
Behandlung einer Arthrose entwickelt werden. Diese Arbeit begriindet, warum die Forschung
an Proteaseinhibitoren das falsche Konzept zu sein scheint und nicht die erhofften Erfolge
liefern kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine neue Zielstruktur auf, mit der wirksam

der Krankheitsverlauf bei Arthrose verlangsamt werden kann.

Wir konnten weiterhin eine Mdglichkeit aufzeigen, mit der man die Uberproduktion des
Hyaluronans vermindern kann. Dies soll keineswegs als die einzige mogliche Ldésung hier
propagiert werden. Die Hemmung des MRP5 Kanals, der an der Ausschleusung des
Hyaluronans aus der Zelle beteiligt ist, scheint aber ein viel versprechender Ansatz zu sein.
Die eingesetzten PDE5 Hemmstoffe Zaprinast, Vardenafil und Tadalfil durften dagegen kaum
geeignet sein, um beim Menschen als Arthrosemedikament eingesetzt zu werden. Die ca.
1000fach stérkere inhibitorische Wirkung auf die Phosphodiesterase5 wirde zu nicht
tolerierbaren Nebenwirkungen fiihren. Von Seiten der pharmazeutischen Chemie wirde es
sich anbieten, die Struktur-Wirkungsbeziehungen beziglich der MRP5 Hemmung zu
untersuchen. Als Angriffspunkte einer zukiinftigen Therapie waren auch ein Eingriff in den

Signalweg der Hyaluronansynthese méglich oder eine Hemmung der Hyaluronansynthase.
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