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Aus der Klinik und Poliklinik fur Allgemeine Orthopadie
Der Westfalischen Wilhelms-Universitat Munster
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. W. Winkelmann
Zusammenfassung
CD44-Expression bei experimentell induzierter Arthrose im Kaninchengelenk

Stephanie Anne-Marie Ocken

Einleitung: Vorangegangene Studien zeigen eine Beteiligung des CD44-Rezeptors bei
der Aufrechterhaltung der Homdostase des Knorpelstoffwechsels und der Verankerung
der extrazellularen Matrix und legen eine Beteiligung dieses Rezeptors in der
Pathogenese der Arthrose nahe. Es gibt jedoch bis jetzt nur wenige Informationen Uber
die CD44-Expression in den Frihphasen der Arthroseentstehung.

Ziel der vorliegenden Studie war die Bestimmung der Expression der Isoformen v5 und v6
des CD44-Rezeptors im Laufe der Entwicklung einer experimentell induzierten Arthrose
im Kaninchengelenk.

Methode:12 ausgewachsenen Neuseelandkaninchen wurde das vordere Kreuzband
reseziert, 12 weitere erhielten lediglich eine Er6ffnung und Spulung des Gelenkes
(Kontrollgruppe). Aus jeder Gruppe wurden jeweils vier Tiere nach 3, 6 und 12 Wochen
getotet. 4 weiteren Tieren wurden ohne vorausgehende Operation die Kniegelenke
entnommen. Die enthommenen Gelenke wurden makroskopisch und histologisch auf
arthrotische  Veranderungen des Knorpels untersucht. Es erfolgte eine
immunhistochemische Farbung von CD44v5 und -v6 (Tierversuchsgenehmigung
durch die Bezirksregierung Munster vom 25.07.00; Az 23.0835.1.0.(G49/2000)).
Ergebnis: Nach Kreuzbanddurchtrennung zeigte sich in der Versuchsgruppe eine sowohl
makroskopisch als auch histologisch schnell progrediente Arthroseentstehung.
Immunhistochemisch konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein Anstieg der CD44v5-
und v6-Expression in der Versuchsgruppe nachgewiesen werden. Es ergab sich eine
signifikante Korrelation der Expression von v6 mit dem histologischen bzw.
makroskopischen Arthrosegrad (r = 0,271 bzw. 0,624, p < 0,05). Fir v5 ergab sich eine
signifikante Korrelation mit dem histologischen Arthrosegrad (r = 0,622; p < 0,05). Die am
starksten ausgepragte Expression beider Isoformen zeigte sich in Regionen mit starkem
Proteoglykanverlust.

Schlussfolgerung: Diese Studie zeigt eine Zunahme der Expression der Isoformen
CD44-v5 und -v6 auf Chondrozyten im Laufe der Entstehung einer Arthrose, die eng mit
den morphologischen Veranderungen des Knorpels assoziiert ist. Dies spricht fir eine

Beteiligung dieser CD44-Isoformen an der Pathogenese der Arthrose.



Einleitung

1.1 Der hyaline Gelenkknorpel

1.2 Arthrose
1.2.1 Epidemiologie und sozio6konomische Bedeutung
1.2.2 Atiologie
1.2.3 Pathogenese
1.2.4 Therapie
1.3 CD 44
1.3.1 CD 44 in der Tumorforschung

1.3.2

CD 44 in der Arthroseforschung

14 Fragestellung und Zielsetzung

2 Material und Methode

2.1 Versuchsaufbau

2.2 Operationsmethode

2.3 Probenentnahme und Aufarbeitung der Proben

2.3.1

2.3.2

2.3.3

234

2.3.5

2.3.6

Probenentnahme

Makroskopische Beurteilung
Gewinnung der histologischen Schnitte
Farbeverfahren

Histologische Beurteilung

Auszahlung von Zellen mittels Image Pro Plus

10

10

14

15

18

20

21

23

23

23

25

25

25

26

27

28

29



24

Statistische Auswertung

3 Ergebnisse

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.7.1

Knorpelschaden

Osteophyten

Ergussbildung

Makroskopischer Arthrosegrad
Proteoglykanverlust

Histologischer Arthrosegrad
Immunhistochemische Farbung CD44v5 und v6

Kontrollen

3.7.2 CDA44-v5 Rezeptornachweis

3.7.3 CD44-v6 Rezeptornachweis

3.8

Regionale CD44v5 und v6 Expression

4 Diskussion

41

411

Diskussion der Methodik

Tiermodellauswahl

4.1.2 Probenentnahme

4.2

4.2.1

Diskussion der Ergebnisse

Arthroseentstehung nach Kreuzbanddurchtrennung

4.2.2 CD44-v5und v6

5 Literaturverzeichnis

6 Abbildungsverzeichnis

30

31

31

32

33

34

37

40

44

44

45

49

51

53

53

53

54

55

55

56

62

69



7 Danksagung

8 Lebenslauf

9 Anhang
9.1 Makroskopische Befunde
9.2 Histologische Befunde
9.3 CD44v5-Expression
9.4 CD44v6-Expression
9.5 Genehmigung des Tierversuch

72

73



Einleitung

1.1 Der hyaline Gelenkknorpel

Formen des Knorpelgewebes sind hyaliner Knorpel, elastischer Knorpel und
Faserknorpel. Die haufigste Form im menschlichen Kdrper ist der hyaline Knorpel. Der
elastische Knorpel unterscheidet sich von ihm durch den Besitz elastischer Fasern, der
Faserknorpel durch einen erhdhten Anteil von Kollagenfasern. Knorpel dient als
Gelenkknorpel und Zwischenwirbelscheibe mechanischen Aufgaben, als Stitzgewebe
zum Beispiel in Trachea oder Ohr und wahrend des Langenwachstums in der
Epiphysenfuge als Vorstufe des Knochens.

Der Gelenkknorpel lberzieht als wenige Millimeter dicke Schicht die Oberflachen der
ans Gelenk grenzenden Knochen. Er ist gefal’- und nervenlos. Wahrend junger
Knorpel in den tieferen Zonen seine Nahrstoffe auch von den Markgefallen des
darunterliegenden Knochens erhalten kann, ist der ausgereifte Gelenkknorpel nach
Ausbildung der Verkalkungszone von diesen abgeschnitten, so dass seine Ernahrung
ausschlieBlich durch Diffusion vom Gelenkspalt erfolgt [42].

Der menschliche Gelenkknorpel besteht im Vergleich zu anderen Geweben aus einer
relativ geringen Zahl von Zellen, den Chondrozyten, die in einer ausgepragten
extrazellularen Matrix eingebettet sind. Im menschlichen Femurknorpel des
Kniegelenks sind beispielsweise nur etwa 10.000 Zellen/mm?® vorhanden. Die
Knorpelzellen liegen einzeln oder in Gruppen von meist 2-8 Zellen, den so genannten
Clustern. Die Knorpelmatrix bildet rund um jede einzelne Zelle oder jede Zellgruppe ein
Territorium, das unmittelbar als zu ihr gehorig erscheint. Chondrozyten und das sie
umgebende Territorium bilden eine funktionelle Einheit, das Chondron, welches
Umsatz und Wasseraustausch der extrazellularen Matrix reguliert [74].

Die extrazelluldare Matrix des hyalinen Knorpelgewebes besteht zu 20-30 % aus
Proteoglykanen, zu ca. 10 % aus Mineralstoffen und zu 60-70 % aus Wasser. An die
Kernproteine der Proteoglykane sind fast ausschlielich Chondroitin- und
Keratansulfate gebunden. Wichtigstes Proteoglykan des Knorpels ist Aggrekan. Eine
weitere Komponente der extrazellularen Matrix ist die Hyaluronsaure. Obwohl sie in
geringeren Konzentrationen als Aggrekan vorkommt, spielt sie eine wichtige Rolle in
der Organisation der extrazellularen Matrix, indem sie Aggrekan bindet. Haufig sind

mehr als 50 Aggrekanmonomere an ein Hyaluronsauremolekil gebunden, die dann



Makromolekiile von 107 bis 10® Dalton Molekulargewicht bilden. Aufgrund ihrer sehr
starken Fahigkeit Wasser zu binden sind diese Proteoglykan-Aggregate fur den hohen
Gewebsturgor und somit fir die Permeabilitit und Elastizitdt des Knorpels
verantwortlich. Da Proteoglykanmolekule bis auf 20 % ihres Volumens komprimiert
werden kénnen, sorgt der bei allen Kérperbewegungen auftretende Wechsel von Druck
und Entspannung fir eine standige Flissigkeitsbewegung.

Zwischen den Proteoglykanen liegen, an diese elektrostatisch gebunden,
Kollagenfibrillen vom Typ Il und Typ V. Sie verlaufen im Knorpelinneren senkrecht zur
Oberflache und biegen gegen die Peripherie in oberflachenparallele Richtung ab [10].
Die aggrekanreiche Matrix ist unter anderem Uber die Interaktion zwischen
Hyaluronsaure und ihrem Rezeptor (CD44) an der Oberfliche der Chondrozyten
verankert [38].

1.2 Arthrose

Die Arthrosis deformans (Synonyme: Arthrose, Osteoarthrose) ist eine primar
degenerative Erkrankung des Gelenkknorpels, die in der Regel mit Umbauprozessen
am Knochen und reaktiven Veranderungen des Gelenkkapselgewebe einhergeht. Sie
fuhrt also nicht nur zum Abbau und letztendlich zum Verlust des Gelenkknorpels,
sondern zusatzlich zu pathologischen Veranderungen am subchondralen Knochen, zur
Bildung von Osteophyten und zu entziindlichen Veranderungen der Synovialmembran.

Auch der Kapsel- und Bandapparat und die periartikuldre Muskulatur sind beteiligt [21].

1.2.1 Epidemiologie und soziookonomische Bedeutung

Die Arthrose ist die haufigste Erkrankung des Bewegungsapparates, wobei
vornehmlich das Kniegelenk, das Huftgelenk, die Wirbelsdule und das Schultergelenk
betroffen sind. Mit steigender Lebenserwartung in den Zivilisationslandern, aber auch
durch Veranderung des Freizeitverhaltens der Bevdlkerung erlangt dieses
Krankheitsbild zunehmend medizinische Relevanz. Gemal Schatzungen leben in
Deutschland 8-10 Millionen Menschen mit einer Arthrose. Von ihnen sind wiederum

etwa 25 % symptomatisch und 5 % befinden sich dauerhaft in arztlicher Behandlung.



Die volkswirtschaftlichen Kosten sind enorm: 37 Millionen Krankheitstage und circa 4,5

Milliarden Euro Kosten jahrlich sind durch diese Erkrankung bedingt [20].

1.2.2 Atiologie

Grundsatzlich unterscheidet man primare und sekundare Arthrosen. Die Ursachen der
primaren Arthrose sind immer noch weitestgehend unbekannt. Allerdings besteht die
Hypothese einer genetischen Pradisposition, die durch biomechanische, geschlechts-
und altersabhangige sowie endokrinologische Faktoren zum Krankheitsbild der
Arthrose fihrt. Die sekundare Arthrose wird durch eine Reihe bekannter Faktoren
ausgeldst. Dazu gehoren posttraumatische Veranderungen wie intraartikulare
Frakturen, Knorpelkontusionen, Bandrupturen oder Meniskusschaden, mechanische
Faktoren wie zum Beispiel Beinachsenfehistellungen und Ubergewicht und
gelenkspezifische Erkrankungen wie Huftkopfnekrosen. Diese Einteilung in primare
und sekundare Arthrosen wird jedoch zunehmend von Autoren in Frage gestellt, die die
atiologischen Faktoren in vielen Fallen fur zu komplex und vielfaltig halten, um eine so
klare Unterteilung zu rechtfertigen. Zudem ist auch die Atiologie der sekundéaren
Arthrose nicht vollstéandig verstanden [21]. Unabhangig von der Atiologie fiihrt jede
Form der Arthrose im Endstadium zum gleichen klinischen und pathologischen Bild,

das zu einem strukturellen und funktionellen Versagen des synovialen Gelenkes flhrt.

1.2.3 Pathogenese

Die Knorpeldegeneration im Rahmen einer Arthrose ist in zwei Phasen unterteilbar;
eine biosynthetische Phase, in der die Chondrozyten versuchen, die geschadigte
extrazellulare Matrix zu reparieren und eine degenerative Phase, die durch
enzymatischen Abbau der extrazellularen Matrix, gehemmte Matrixsynthese und damit
fortschreitende Knorpelzerstérung gekennzeichnet ist [75]. In gesundem Knorpel
besteht eine genaue Regulation des Matrixumsatzes, ein Gleichgewicht zwischen
Synthese und Abbau. Bei der Arthrose ist dieses Gleichgewicht gestort, wobei sowonhl
Abbau als auch Synthese erhoht sind [59].
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Die genauen Vorgange der Pathogenese der Arthrose sind noch unklar, es werden
jedoch im Folgenden die Faktoren aufgezahlt, die nach heutiger Kenntnis an der
Degradation von Knorpel und damit an der Entstehung von Arthrose beteiligt sind.
Interleukin-1 (IL-1), ein Entzindungsmediator, unterdriickt die Synthese des im
hyalinen Knorpel vorkommenden Kollagens Typ Il und verstarkt die Synthese von
Kollagen Typ |, eines flr Fibroblasten typischen Kollagens. Es induziert die Produktion
von Metalloproteinasen, die im Matrixabbau eine Rolle spielen, und unterdriickt die
Neusynthese von Proteoglykanen in den Chondrozyten. Auflerdem hemmt IL-1 die
Proliferation von Chondrozyten, induziert die Produktion von Stickoxid (NO) in den
Chondrozyten und bewirkt eine vermehrte Apoptose der Knorpelzellen. Es wird
hauptsachlich von Knorpelzellen und aktivierten Makrophagen gebildet [7]. IL-1 ist im
Serum und in der Synovialflissigkeit von Patienten mit Arthritiden unterschiedlicher
Genese gemessen worden. Biologisch aktives IL-1 ist bei verschiedenen seropositiven
und seronegativen Arthritiden gefunden worden und die Plasmaspiegel von IL-13
korrelieren gut mit dem klinischen Befund bei Patienten mit rheumatoider Arthritis. In
einer Studie Uber IL-1-produzierende Zellen war der Anteil der IL-1-produzierenden
Makrophagen in der Synovia von Patienten mit Osteoarthrose signifikant hdher als in
Proben aus gesunden Knien. Zusatzlich zeigte eine Studie, dass die Gabe von
Antikérpern gegen IL-1 die Knorpelzerstérung bei experimentell induzierter Arthrose
bei Mausen stark reduzieren kann [36]. Die erhdhte Expression des Typ |-Rezeptors
fur IL-1 auf arthrotischen Chondrozyten ist ein weiterer Faktor in der Pathogenese der
Arthrose, da die IL-1-Konzentration flr eine halbmaximale Stimulation von
Metalloproteinasen damit 3-4-mal geringer ist als in gesundem Gewebe. Schon eine
Bindung von IL-1 an 1 % der Rezeptoren I6st eine Produktion kataboler Enzymen in
arthrotischen Chondrozyten aus. In gesundem Gewebe mussen 4 % der Rezeptoren
besetzt sein [75].

Der Tumornekrose-Faktor (TNF) gehort auch zur Gruppe der katabolen Zytokine. Sein
knorpelzerstérendes Potential ist jedoch zehnmal kleiner als das von IL-1 und die
Hinweise fir seine Produktion und Prasenz im arthrotischen Gelenk sind sehr
umstritten. Er wurde nur selten und in kleinen Mengen in der Synovia von Patienten mit
Osteoarthrose nachgewiesen [75]. In Proben von Patienten mit rheumatoider Arthritis
war er allerdings in signifikanter Menge messbar. Wie IL-1 erhoht er die Synthese von
Metalloproteinasen. Im Gegensatz zu Anti-IlL-1-Antikdrpern oder dem IL-1-

Rezeptorantagonisten (IL-1ra), die die Knorpeldestruktion in experimentellen Modellen
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der Arthrose stark reduzieren koénnen, wirken Anti-TNF-Antikérper hauptsachlich
antientzindlich [7].

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gehdren zu einer Familie von Enzymen, die im
aktivierten Zustand alle Komponenten der extrazellularen Matrix abbauen kénnen. Im
arthrotischen Knorpel sind vor allem die Kollagenasen, Stromelysine und Gelatinasen
erhoht. Sie haben ihre optimale enzymatische Aktivitat im physiologischen pH-Bereich.
Es ist nachgewiesen worden, dass Chondrozyten im Gelenkknorpel eine Vielzahl
dieser Enzyme synthetisieren kdnnen und dass deren Aktivitat durch héhere Synthese,
erhdhte Aktivierung von Proenzymen oder durch verminderte Aktivitat ihrer Inhibitoren
in arthrotischen Gelenken erhoht ist [9]. Kollagenase-1, -2 und -3 sind in Zellen aus
arthrotischem Knorpel identifiziert worden und ihre Konzentration korrelierte dabei gut
mit der Starke der histologischen Veranderungen im Knorpel. Auch in der
Synovialflissigkeit arthrotischer Gelenke wurde eine erhohte Enzymaktivitat von
Stromelysin und Kollagenasen gemessen. Gelatinase B wurde nur in arthrotisch
verandertem Knorpel nachgewiesen, jedoch nicht in gesundem [23]. Die Aktivitat
dieser Enzyme im Extrazellularraum wird durch spezifische Inhibitoren (tissue inhibitors
of matrix-metalloproteinases = TIMPs) reguliert. Es handelt sich dabei um
Glykoproteine, die - bedingt durch eine hohe Affinitdt zu den MMPs - feste Komplexe
mit ihnen bilden und sie dadurch inaktivieren. Erhdhte MMP-Spiegel sind sowohl im
arthrotischen Knorpel des Menschen als auch im experimentellen Tiermodell
gemessen worden. |hr spezifischer Inhibitor (TIMP) war im Knorpel und in der Synovia
von Patienten mit Osteoarthrose leicht erhoht, aber nicht in dem MafRe wie die
Enzyme. Dies lasst vermuten, dass ein Ungleichgewicht zwischen Metalloproteinasen
und ihren Inhibitoren eine Rolle bei der Progression der Osteoarthrose spielt. Es
besteht ein relativer Mangel der Inhibitoren [69].

IL-4, IL-10 und IL-13 gehdren zu der Gruppe der regulatorisch wirkenden Faktoren. Sie
konnen die Produktion von destruierenden Zytokinen wie IL-1 und TNF durch
Makrophagen oder Chondrozyten hemmen und zusatzlich auch die Synthese der
Inhibitoren dieser Zytokine wie z. B. IL-1ra steigern. IL-4 hat auch einen direkten
protektiven Effekt auf Chondrozyten, indem es die Menge an NO-Synthetase reduziert.
Dieses Enzym ist stark an der Bildung von Stickoxid in Chondrozyten nach Exposition
mit IL-1 beteiligt und vermittelt den grofiten Teil des inhibitorischen Effekts von IL-1 auf
die Synthese von Proteoglykanen [7].

Interleukin-6 (IL-6) wird auch als beteiligter Faktor in der Pathogenese der Arthrose

diskutiert. Es erhdht die Zahl der Entziindungszellen im Synovialgewebe, induziert die
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Proliferation von Chondrozyten und verstarkt die Effekte von IL-1 auf die Synthese von
Metalloproteinasen und die Inhibition der Proteoglykansynthese. Da Interleukin-6 die
Produktion von TIMP induziert, jedoch nicht die der Metalloproteinasen selbst, kbnnte
dieses Zytokin an einem Feedback-Mechanismus beteiligt sein, der der
Knorpelzerstorung entgegenwirkt [47]. In einer in-vivo-Studie an IL-6-defizienten
Mausen zeigte sich eine verminderte Entziindung im Gelenk, aber eine stark erhéhte
Zerstorung des Knorpels [44].

Wachstumsfaktoren wie der insulin-like growth factor-1 (IGF-1) wirken nicht direkt auf
die Produktion oder Funktionen von IL-1, konnen aber dem katabolen Effekt von IL-1
entgegenwirken. IGF-1 ist unter physiologischen Bedingungen der wichtigste anabole
Wachstumsfaktor im erwachsenen Gelenkknorpel. Erniedrigte Konzentrationen dieses
Zytokins fuhren zu reduzierter Proteoglykansynthese in den Chondrozyten und
verstarken den Abbau von Proteoglykanen. Zusatzlich zu IGF-1 gibt es noch andere
Wachstumsfaktoren, die die Syntheseaktivitat von Chondrozyten stimulieren koénnen.
Beispiele sind der transforming growth factor beta (TGF-), der fibroblast growth factor
(FGF) und der platelet derived growth factor (PDGF). TGF-B stimuliert Chondrozyten
normalerweise nur sehr schwach. Es kommt jedoch bei langerer Exposition der
Chondrozyten mit diesem Wachstumsfaktor zu einer Veranderung des Phanotyps und
damit zu einer Sensibilisierung gegenltber TGF-3. Stimulation mit TGF- flhrt dann zu
einer deutlichen Steigerung der Synthese von Proteoglykanen und zu einer
Entkopplung von Entzindungsprozessen und Knorpelzerstérung. TGF-B stimuliert
weiterhin die Leukozyteneinwanderung in die Synovia und die Proliferation von
Fibroblasten, reduziert aber gleichzeitig deutlich den Proteoglykanabbau im Knorpel
[7].

Insgesamt ist die Knorpeldestruktion im Rahmen der Arthrose durch ein kompliziertes
Zusammenspiel einer grolten Zahl von Mediatoren bedingt. Im Vergleich zum
gesunden Knorpel ist eine (berschiellende Expression von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren nachzuweisen. Das zerstorte Gleichgewicht zwischen protektiven
und destruktiven Zytokinen spielt dabei eine wesentlich wichtigere Rolle als die

absoluten Spiegel der destruktiven Mediatoren.
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1.2.4 Therapie

Die Behandlung der Arthrose kann grob in die konservativen und die chirurgisch-
orthopadischen Verfahren unterteilt werden.

Die konservative Behandlung der Arthrose besteht heute im Wesentlichen in dem
Versuch, vorhandene Beschwerden zu lindern und die Progredienz dieser
Gelenkerkrankung soweit wie mdglich zu bremsen. Zur medikamentds-
symptomatischen Behandlung der Arthrose stehen die schnell wirksamen
nichtsteroidalen Antiphlogistika - wie zum Beispiel Diclofenac oder Tiaprofensaure -
und verschiedene Analgetika (z.B. Paracetamol, Flupirtin) zur Verfigung. Ferner gibt
es noch eine Gruppe von Medikamenten mit verzégertem Wirkungseintritt (Slow Acting
Drugs in Osteoarthritis: “SADOAs®). Hierzu zahlen Ademethionin (Gumbaral®), D-
Glucosaminsulfat (Dona 200 S®), Oxaceprol (AHP-200®) und Hyaluronséure (Hyalart®).
Diese Medikamente zeichnen sich durch antiphlogistische und zum Teil auch
analgetische Wirkung aus. Die in manchen Tierversuchen nachgewiesenen
chondroprotektiven Effekte sind noch umstritten. In  Ergdnzung zu den
medikamentdsen Behandlungsstrategien gibt es noch mechanische, konservative
Méglichkeiten wie Fersenpuffer, Schuhranderhéhungen, Knieschienen und
Gewichtsabnahme. Fir alle aufgezahlten konservativen Methoden ist die tatsachliche
Beeinflussung des Verlaufs der Arthrose noch nicht eindeutig nachgewiesen. Lediglich
die symptomatische, also die Schmerzlinderung, konnte in den meisten Fallen
nachgewiesen werden.

Aus chirurgischer Sicht besteht die Moglichkeit mit einer Gelenkspiegelung und
Ausspllung des Gelenks flr einen gewissen Zeitraum Schmerzfreiheit zu erzielen.
Wenn nur ein Kompartiment des Kniegelenks betroffen ist kann eine so genannte
Umstellungsosteotomie erfolgen, die die Last auf den weniger stark betroffenen
Knorpelanteil verteilt. Aufgrund der Verschlechterung der Symptome mit
zunehmendem Alter stellt der Ersatz der zerstérten Gelenkflachen durch eine
kinstliche Endoprothese in den meisten Fallen ein unumgangliches
Behandlungsverfahren am Kniegelenk dar. Ein Gelenkersatz wird jedoch erst nach
dem 60. Lebensjahr angestrebt. Die Behandlung juangerer Patienten ist problematisch,
da alle Endoprothesen nur eine begrenzte Haltbarkeit haben. Die Versorgung mit
Endoprothesen ist somit limitiert und der Patient ist letztlich in vielen Fallen auf einen

Rollstuhl angewiesen [20].
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1.3 CD 44

CD44 ist ein transmembrandres Oberflachenmolekll, das auf einer Vielzahl
menschlicher Zellen exprimiert wird. Es wurde erstmals 1980 als ein neues
Oberflachenprotein auf Leukozyten identifiziert [18]. Nachtraglich stellte man fest, dass
zumindest zwei andere bis dahin bekannte transmembranare Proteine, die durch zwei
verschiedene monoklonale Antikorper identifiziert wurden, mit CD44 identisch waren
[45],[72]. 1989 wurden cDNA-Klone einer wichtigen Isoform von CD44 auf
hamatopoetischen Zellen isoliert (CD44H) [67]. Die Aminosauresequenz dieser Isoform
(90 kDa) zeigte ein Typ-1-transmembranares Protein, bei dem das N-terminale Ende
aullerhalb und das C-terminale Ende innerhalb der Zelle lokalisiert ist. Es besteht aus
einer aus 248 Aminosauren bestehenden extrazellularen Domane, einem 21
Aminosauren langen transmembranaren Segment und einer zytoplasmatischen
Doméne bestehend aus 72 Aminosauren. Das N-terminale Ende zeigte Ahnlichkeiten
zu Bindungsproteinen im Knorpel. 1990 und 1991 wurden weitere Isoformen von CD44
geklont, darunter war auch eine Isoform, die auf epithelialen Zellen exprimiert wird [68],
[24]. Analysen der genomischen Struktur von CD44 zeigten 19 Exone (e1-e19) [62].
Zwei weitere Exone e6a und e13a wurden nachtraglich identifiziert [78], [61]. CD44
besteht aus 21 Exonen, von denen zumindest 9 variabel gespleilt werden kénnen. Es
handelt sich dabei um die Exone eba - e14, die mit den variablen Exonen v2 - v10
Ubereinstimmen, und um e13a. Das Exon v1 wurde aus Rattenzellen isoliert und findet
sich in der menschlichen DNA nicht [66]. Wie Abbildung 1 zeigt liegen die variablen
Exone in der membrannahen extrazellularen Region ungefahr dort, wo die Ahnlichkeit
der CD44-Rezeptoren zu anderen Molekilen endet. Alternatives SpleiRen dieser
Exone erhoht die Vielfalt der CD44-lsoformen, auch wenn offenbar nicht alle

Kombinationen der variabel gespleil3ten Exone exprimiert werden.
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Verbindungsstick

Variable Region
(Exon v2-v10)

.
s,

Zytoplasmatische Domane

Abbildung 1 schematische Darstellung des CD44-Rezeptors (Abbildung nach J.Bajorath,
Proteins: Structure, Function and Genetics (2000))

CD44-Isoformen sind auf vielen Zellen verschiedener Gewebe zu finden (z.B. Zellen
des Immunsystems, epitheliale Zellen, Knorpelzellen) Sie werden zellspezifisch
exprimiert, wobei inzwischen mindestens 30 verschiedene Isoformen charakterisiert
worden sind. Unter den am meisten vorkommenden sind CD44E und CD44H. Die
Expression von bestimmten variabel gespleif3ten Exonen ist direkt verantwortlich flr
bestimmte Eigenschaften von CD44. Zum Beispiel sind Isoformen, die das Exon v6
enthalten, eng mit der Metastasierung von Tumoren assoziiert [26].

Die strukturelle Vielfalt von CD44 wird durch eine haufige und isoformspezifische,
posttranslationale Modifikation, wie zum Beispiel N- und O- gebundene Glykosilierung
und das Binden von Glykosaminoglykanen, verstarkt. Die Glykosilierung variiert stark
und hangt vom Zelltyp und von extrazellularen Faktoren ab. Die 341 Aminosauren der
CD44H-Isoform haben z.B. nur eine Molekularmasse von ca. 37 kDa. Eine
umfassende Glykosilierung der extrazellularen Domane erhéht die Molekularmasse
des Proteins auf ungefahr 90 kDa [3]. Es ist daher nicht Uberraschend, dass die
posttranslationale Modifikation die Bindungseigenschaften und die Funktionen von

CD44 moduliert. Die verschiedenen Isoformen von CD44 scheinen dabei eine jeweils
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charakteristische Form der Glykosilierung zu haben. CD44s tragt eine kleinere Fraktion
von Chondroitinsulphat, wahrend CD44 auf Keratinozyten grundsatzlich mit
Heparansulphat glykosiliert ist. Es gibt Isoformen, die sowohl in der glykosilierten als
auch in der nicht-glykosilierten Form auftreten, was nahe legt, dass einige Funktionen
des Molekils nicht durch die Glykosilierung beeinflusst werden [29].

Diese strukturelle Vielfalt von CD44 korreliert mit einer groRen Anzahl von noch nicht
klar trennbaren Funktionen im Rahmen der Zelladhasion, Signaltransduktion und der
interzellularen Kommunikation. CD44 ist an der Interaktion zwischen Leukozyten und
epithelialen Zellen beteiligt [19]. Es fungiert als ein Signalmolekll, das Uber
Tyrosinkinasen die Expression von Chemokinen in Makrophagen induziert [48].
Aulerdem kann CD44 Wachstumsfaktoren und Chemokine prasentieren und binden.
CD44-Rezeptoren, die das Exon v3 enthalten und Heparansulfat gebunden haben,
konnen zum Beispiel Heparin-bindende Wachstumsfaktoren prasentieren [5]. CD44
spielt auch eine Rolle bei der Aktivierung von Lymphozyten [64], der Myelo- und
Lymphopoese [50] und der Angiogenese [70].

Es sind mehrere Liganden des CD44-Rezeptors identifiziert worden, darunter
Hyaluronsdure und Chondroitinsulfat [2], Kollagen [11] und die heparinbindende
Doméane von Fibronektin [35]. CD44 ist der wichtigste Zelloberflachenrezeptor flr
Hyaluronsdure. Er bindet Hyaluronsaure Uber eine Aminosauresequenz am N-
terminalen Ende, die Ahnlichkeit zu hyaluronsaure-bindenden Proteinen im Knorpel
hat, wie zum Beispiel zu bestimmten Regionen von Aggrekan. Diese Sequenz befindet
sich in der konstanten extrazellularen Domane von CD44 [39]. Mutationen in diesen
Regionen - zum Beispiel von Arg 41 - vermindern oder verhindern die Bindung von
Hyaluronsdure an den CD44-Rezeptor. Verschiedene Faktoren regulieren die
Interaktion zwischen CD44 und Hyaluronsaure. Die Isoform spielt dabei eine wichtige
Rolle. CD44E (150 kDa) zum Beispiel kann Hyaluronsaure nicht binden. Die Fahigkeit
von CD44v, Hyaluronsdure zu binden, scheint durch seine variablen Exone reduziert
zu werden. Wenn ein Teil der variablen Region durch eine andere Proteinsequenz
ersetzt wird, erhéht sich die Bindungsfahigkeit an Hyaluronsaure. Dieser inhibitorische
Effekt der variablen Exone wird durch ihre Glykosilierung beeinflusst. CD44v bindet
Hyaluronsaure genauso gut wie CD44s, wenn es nicht glykosiliert ist [6]. Als ein
weiterer Faktor kann der extrazellulare Anteil von CD44 zu einer Ansammlung von
CD44 auf der Zelloberflache fihren und so die Interaktion zwischen CD44 und

Hyaluronsaure erhéhen [12].
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CD44 ist auch am Abbau von Hyaluronsaure beteiligt. Der Komplex aus CD44 und
Hyaluronsadure wird in die Zelle aufgenommen und in den Lysosomen durch
Hydrolasen abgebaut. Proliferierende Zellen exprimieren eine hohe Zahl von CD44-
Rezeptoren. In diesen Bereichen ist die Hyaluronsaurekonzentration niedrig und es
wird vermutet, dass ein lokalisierter Abbau von Hyaluronsdure zu einer
morphologischen Veranderung des Gewebes flhrt [71].

CD44 wird von einigen Zellen fir hyaluronsaureabhangige Adhasionsprozesse
gebraucht. Diese kénnen durch Zugabe von Hyaluronidase, niedrige Konzentrationen
von Hyaluronsaure oder monoklonale Antikérper gegen CD44 reduziert werden [25].
Die Bindung von CD44 an Hyaluronsaure ist im Vergleich zu anderen Mechanismen
der Zelladhasion (z.B. Uber Cadherine oder Integrine) relativ schwach. Es wird
vermutet, dass dies dort ein Vorteil ist, wo Zellen die Bindung nur zum Austausch
chemischer Signale bendtigen [71]. Dies konnte bei der Aktivierung und Reifung von
Lymphozyten eine Rolle spielen.

Experimente mit hAdmatopoetischen Zellen zeigten, dass es drei mogliche Zusténde
des CD44-Molekils zu geben scheint: inaktiv, aktiv und durch Stimulation aktivierbar.
Auch wenn CD44 durch eine Zelle exprimiert wird, kann er in inaktiver Form vorliegen
oder zur Aktivierung die Stimulation durch Lipopolysacharide, Zytokine oder Antikorper

bendtigen [43].

1.3.1 CD 44 in der Tumorforschung

CD44 spielt eine wesentliche Rolle in der Erforschung von Zelldifferenzierung, Invasion
und Metastasierung in der Tumorpathologie. 1991 gelang es Gunthert et al. [26] das
metastatische Potential eines Adenokarzinoms der Ratte auf ein nicht-
metastasierendes Adenokarzinom zu Ubertragen, indem sie die fir eine Form des
CD44-Rezeptors kodierende cDNA des metastasierenden Karzinoms auf das nicht-
metastasierende Ubertrugen. Dieses Phanomen wurde auch an Mammakarzinomen
gezeigt. Guo et al. [27] zeigten, dass monoklonale Antikérper gegen CD44 die Bindung
von Melanomzellen an Hyaluronsaure in vitro unterbinden und auch die
Metastasierung in vivo verhindern. Hofmann et al. [31] beschrieben, dass die
Expression von CD44v in geklonten embryonalen Fibroblasten von Ratten mit ihrem

metastatischen Potential korrelierten. Bei immunsupprimierten Tieren reichte schon die
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Expression geringer Mengen von CD44v aus, um die Fahigkeit zur Metastasierung zu
Ubertragen. Die CD44v-Expression dieser Zellen konnte durch Ubertragung des
aktivierten Onkogens ras erhdht werden.

Inzwischen ist eine hohe CD44-Expression in vielen Typen von malignen Tumoren
nachgewiesen worden. Dazu gehdren Karzinome, Gliome und Non-Hodgkin-
Lymphome. Da CD44 auf einer groRen Zahl von Zelltypen exprimiert wird, haben viele
Studien die Expression von CD44 auf den Tumorzellen mit dem entsprechenden
normalen Gewebe verglichen. Tumore, die von epithelialen Zellen abstammen, die
normalerweise CD44-positiv sind, bleiben weiterhin positiv und produzieren haufig
hohere Konzentrationen von CD44-RNA [76]. Allerdings gibt es auch gegenteilige
Ergebnisse. In von Hudson et al. [33] untersuchten Plattenepithelkarzinomen wurde
eine verminderte Expression von einem oder mehreren in gesundem Plattenepithel
vorkommenden Exonen festgestellt. Diese verminderte Expression von CD44-
Varianten war in den am wenigsten differenzierten Arealen und den Fernmetastasen
am starksten ausgepragt.

Es gibt einige Theorien zur Rolle von CD44 in der Tumorpathologie. Die Expression
von CD44 ist mit einer hohen Zellteilungsrate assoziiert. Die Zellteilung von Tumoren,
die auf mit CD44v6-Antikbrpern beschichteten Platten wachsen, erhéht sich.
Interaktionen des CD44-Rezeptors mit seinen Liganden konnten die Produktion
autokriner Wachstumsfaktoren in Tumorzellen induzieren.

Neben seiner Rolle in der Zelladhésion spielt CD44 auch bei der Ubertragung
intrazellularer Signale eine Rolle. Diese Tatsache kénnte CD44 befahigen, Zellteilung
und Zellwachstum zu beeinflussen. Tumorzellen, die CD44 exprimieren, kdnnen sich
mittels seiner Liganden - zum Beispiel Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat oder
Fibronektin - an die extrazellulare Matrix binden. Die Konzentration von Hyaluronsaure
kann mit der Invasivitdt und dem metastatischem Potential eines Tumors korrelieren
[79]. Hyaluronsaure 6ffnet durch ihre Wasserbindungskapazitat den Interzellularspalt,
durch den die Tumorzellen sich bewegen koénnen. Dieser Faktor koénnte den
Tumorzellen das Eindringen in gesundes Gewebe erleichtern. Die Aufnahme und der
Abbau von Hyaluronsaure durch den CD44-Rezeptor kénnte das Eindringen von
Tumorzellen in  hyaluronsaurereiche  Gewebe ermoglichen. In manchen
Mammakarzinomen korrelierte der durch CD44 vermittelte Abbau von Hyaluronsaure
besser mit der Invasivitat des Tumors als die CD44-Expression.

Im Rahmen der Metastasierung muissen sich die Adhasionseigenschaften einer

Tumorzelle dndern. Dies kénnte durch eine Veranderung der CD44-Dichte an der
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Oberflache der Zellen bedingt sein, da CD44 - wie oben beschrieben - eine wichtige
Rolle bei der Interaktion von Zellen mit Nachbarzellen oder mit der extrazellularer
Matrix spielt. Eine erhéhte Expression von CD44 kann die Bindung an Hyaluronsaure
oder hyaluronsaurereiche Matrix erhdhen und die Bindung an entdifferenzierte
Tumorzellen erniedrigen. Diese erhdhte Mobilitat der Zelle kdnnte CD44 (ber seine
Verbindung zum Zytoskelett der Zelle vermitteln. Der CD44-vermittelte Abbau von
Hyaluronsadure kénnte auch von der Tumorzelle genutzt werden, um durch die
Basalmembran in Blut- oder LymphgefaRe einzudringen. In einem Tiermodell zur
Erforschung der lymphatischen Metastasierung konnte durch Gabe von CD44-
Antikoérpern die Zahl neuauftretender Metastasen gesenkt werden, nicht jedoch das

Wachstum schon vorhandener Metastasen beeinflusst werden [66].

1.3.2 CD 44 in der Arthroseforschung

Die Pathogenese der Arthrose ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstandig geklart.
Zunehmend werden verschiedene Faktoren entdeckt, die in der Pathogenese der
Arthrose eine Rolle spielen kénnten. In den letzten Jahren gibt es immer mehr Studien,
die auf eine Beteiligung des CD44-Rezeptors bei der Entstehung der Arthrose
hinweisen. Salter et al. [58] wiesen 1996 mittels immunhistochemischer
Untersuchungen nach, dass sowohl gesunder als auch arthrotischer menschlicher
Knorpel CD44-Rezeptoren exprimiert. CD44H wurde auf allen Chondrozyten
nachgewiesen, wahrend eine Expression von CD44E, der epithelialen Form, in keiner
Probe nachgewiesen wurde. Zusatzlich lielen sich verschiedene Isoformen in
geringeren Mengen nachweisen, die jedoch nicht genau charakterisiert wurden. 1997
wiesen Ostergaard et al. [54] CD44 sowohl im Knorpel arthrotischer als auch im
Knorpel makroskopisch gesunder menschlicher Femurkdpfe nach. Es zeigte sich in der
oberflachlichen Zone des Knorpels kein signifikanter Unterschied bezlglich der
Intensitat der Farbung von arthrotischem und gesundem Knorpel. Dagegen lief? sich in
der tiefen Zone des Knorpels eine gegenliber gesundem Knorpel vermehrte Farbung
von CD44 im arthrotischen Knorpel nachweisen. Cheryl Knudson et al. [38]
untersuchten die perizellulare Matrix embryonaler Hldhnerchondrozyten und
erwachsener Rattenchondrozyten. Nach Entfernung der perizelluldaren Matrix durch

Hyaluronidase konnten sie durch Zugabe von Hyaluronsaureoligosacchariden, die eine
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kompetitive Hemmung des CD44-Rezeptors bewirken, eine Neusynthese verhindern.
Bei intakter perizellularer Matrix fliihrte eine Zugabe der Hyaluronsaurefragmente zu
einem Verlust der Matrix. CD44 spielt somit eine Rolle bei der Verankerung der
extrazelluldaren Matrix am Chondrozyten. 1998 hemmten Chow et al. [15] die
Transkription des CD44-Rezeptors in menschlichen Knorpelzellen. Infolge dieser
Blockierung traten ein deutlicher Proteoglykanverlust und hohe Konzentrationen von
Aggrekanfragmenten auf, die auf einen enzymatischen Abbau der extrazellularen
Matrix schlieen lassen. Dies beweist einen aktiven Abbau der Matrix und widerspricht
einer passiven Abdiffusion. Nishida et al. [52] wiesen nach Behandlung menschlichen
Knorpels mit IL-1 eine Steigerung der CD44mRNA-Synthese um das Dreifache nach.
Die Hochregulation von CD44 wurde dabei besonders in den Regionen nachgewiesen,
in denen der Proteoglykanverlust am starksten war. In einer Studie von Knudson et al.
[40] wurden Kulturen von tierischen und von menschlichen Chondrozyten-Kulturen mit
Hyaluronsaureoligosachariden behandelt, um die CD44-Rezeptoren kompetitiv zu
blockieren. Es kam zu einem zeit- und dosisabhangigen Matrixverlust, einer um das
Achtfache erhdhten Proteoglykanabgabe ins Medium, einer erhdhten Neusynthese von
Proteoglykanen und einer erhdhten Gelatinase-Aktivitat. Die Chondrozyten zeigten
somit deutliche katabole Reaktionen auf die blockierte Interaktion mit ihrer

extrazellularen Matrix.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Trotz standiger Bestrebungen die Therapie der Arthrose zu optimieren, gibt es derzeit
keine kausale Therapie der Arthrose. Ein Grund daflr ist das immer noch
unvollstandige Wissen bezlglich der Entstehung und der Pathogenese der Arthrose.

Vorangegangene Studien zeigen eine Beteiligung des CD44-Rezeptors bei der
Aufrechterhaltung der Homdostase des Knorpelstoffwechsels und bei der Verankerung
der extrazellularen Matrix und legen eine Beteiligung dieses Rezeptors in der
Pathogenese der Arthrose nahe. Es gibt jedoch bis jetzt nur wenige Informationen Gber
die CD44-Expression in den Frihphasen der Arthroseentstehung. Da eine
Probengewinnung bei beginnender Arthrose des Menschen aus ethischen und
praktischen Griinden nicht mdglich ist, kann eine Erforschung dieser Sachverhalte in

vivo nur am Tiermodell stattfinden. Dabei sollte die Atiologie der experimentellen
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Arthrose der im menschlichen Gelenk vorkommenden Arthroseformen moglichst
entsprechen.

Die vorliegende Studie soll die Entwicklung der Expression zweier Isoformen des
CD44-Rezeptors in einer experimentell induzierten, sekundaren Arthrose im
Kaninchengelenk untersuchen. Sie soll eine mégliche Korrelation der morphologischen

Veranderungen des Knorpels mit der CD44-Expression nachweisen.
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2 Material und Methode

2.1 Versuchsaufbau

Die Versuchsreihe wurde mit 28 ausgewachsenen, wei’en Neuseelandkaninchen
durchgefiihrt. Die Tiere wurden in drei Versuchsgruppen aufgeteilt. Gruppe 1 erhielt
beidseitig eine Eréffnung des Kniegelenks ohne weitere Eingriffe an Binnenstrukturen
und anschlieBenden Wundverschluss. Sie dient als Kontrollgruppe. Gruppe 2 wurde
nach Erdéffnung des Kniegelenks beidseitig das vordere Kreuzband reseziert und
anschlielend das Gelenk verschlossen (Versuchsgruppe). Gruppe 3 erhielt keinerlei
Operation. Allen Tieren aus Gruppe 1 und 2 wurde zum Zeitpunkt der Operation aus
beiden Kniegelenken eine Probe der Synovialflissigkeit enthommen. Aus Gruppe 1
und 2 wurden jeweils 4 Kaninchen 3, 6 und 12 Wochen nach der Operation getotet.
Eine zweite Probe der Synovialflissigkeit wurde zum Zeitpunkt der Tétung gewonnen.
Die Tiere der Gruppe 3 wurden sofort getotet.

Der Tierversuch und die Haltung der Tiere wurden unter der Tierversuchsnummer
G 49/2000 von der Bezirksregierung Minster und vom Veterinar- und

Lebensmitteliberwachungsamt Minster genehmigt.

2.2 Operationsmethode

Alle Kaninchen wurden durch eine intramuskulare Injektion mit Ketamin (10%, Sanofi-
CEVA GmbH) und Xylazin (2%, CEVA) anasthesiert. Die Dosierung wurde individuell
nach klinischer Beurteilung von Reflexen und Pupillenweite gewahlt und variierte
individuell stark. AnschlieBend wurden beide Kniegelenke grob rasiert und mit
medizinischer Enthaarungscreme (Pilca) vollstandig enthaart. Nachdem das Tier in
Rickenlage gelagert war, wurde das Operationsfeld mit Neokodan mehrmals
desinfiziert und steril abgedeckt.

Anschliellend wurden beide Kniegelenke von mediokaudal punktiert und jeweils 2 mi
Kochsalzlésung (0,9 %) injiziert. Zur Verteilung der Spulflissigkeit wurde jedes
Kniegelenk zwanzigmal durchbewegt und anschlieRend wurde uUber dieselbe

Punktionsstelle die maximal mdgliche Menge an Flissigkeit aspiriert. Nach einer
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medialen, parapatellaren Inzision der Haut (ca. 3 cm) wurde das Kniegelenk eroffnet,
die Patella nach lateral luxiert und das vordere Kreuzband dargestellt. Bei Tieren der
Gruppe 1 (Kontrollgruppe) wurde das Kniegelenk anschlieRend lediglich mit 2 ml
Kochsalzlésung (0,9 %) gespilt und sofort verschlossen. Den Kaninchen der Gruppe 2
wurde nach Darstellung der Kreuzbander das vordere Kreuzband unter Verwendung
eines spitzen Skalpells reseziert und das Gelenk mit 2 ml 0,9 % Kochsalzldsung
gespiilt. Zur Uberpriifung der Durchtrennung des Kreuzbandes wurde intraoperativ ein
Lachmann-Test durchgefiihrt (siehe Abbildung 2 und 3).

Abbildung 2: intraoperativer Lachmann-Test:  Abbildung 3: intraoperativer Lachmanntest:
Knie in Normalstellung deutlich nachweisbare vordere
Schublade

Der Wundverschluss erfolgte in 2 Schichten. Nach Verschluss der Gelenkkapsel mit
Einzelknopfnahten (2-0 Vicrylfaden, Ethicon) wurde die Haut mit Einzelknopfnahten
(Prolene 3-0, Ethicon, Johnson & Johnson) adaptiert. AbschlieRend wurde 0,8 ml
Novalgin (Hoechst Marion Roussel) subkutan und zur antibiotischen Prophylaxe 0,8 ml
eines Breitbandantibiotikums (Tardomyocel) subkutan injiziert. Postoperativ konnten
sich die Tiere frei in den Kafigen (100 cm x 70 cm x 40 cm) bewegen. Sie wurden

engmaschig auf Infektionen und andere Komplikationen hin untersucht.
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Abbildung 4: Postoperative Wundverhaltnisse  Abbildung 5: Ausschnitt der Wundversorgung
beider Kniegelenke des rechten Knies

2.3 Probenentnahme und Aufarbeitung der Proben

2.3.1 Probenentnahme

Die Kaninchen wurden mit Ketamin (10 %, Sanofi-CEVA) und Xylazin (2 %, CEVA)
narkotisiert und dann mittels Durchtrennung der groRen Halsgefalle getdtet.
AnschlieBend wurde aus jedem Knie eine Probe der Synovialflissigkeit entnommen
und beide Kniegelenke durch Querinzision der Patellarsehne erdffnet. Es wurden

Femur, Tibia und Patella entnommen und bei - 80 Grad tiefgefroren.

2.3.2 Makroskopische Beurteilung

Vor der Weiterverarbeitung der Proben wurden die enthommenen Gelenke von zwei
unabhangigen Untersuchern nach 4 Kriterien makroskopisch beurteilt: Es wurde das
Auftreten von Fibrillationen und Ulzerationen des Knorpels, das Ausmal} osteophytarer
Anbauten und das Bestehen eines Ergusses bewertet. Den makroskopischen
Befunden wurde nach Schweregrad ein Punktwert zugeordnet und die
Einzelpunktwerte wurden addiert. Es ergeben sich Gesamtpunktwerte zwischen 0 und

11, wobei ein Punkwert von 0 einer makroskopisch gesunden Gelenkflache und ein
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Punktwert von 11 einer makroskopisch hochgradigen Arthrose entspricht (siehe
Tabelle1).

| Fibrillationen Grad ] Osteophyten Grad
keine 0 keine 0
gering 1 gering 1
mittelgradig 2 mittelgradig 2
ausgepragt 3 ausgepragt 3
Il Ulzerationen v Erguss
keine 0 kein 0
kleinflachig 1 gering 1
groRflachig 2 mittelgradig 2
grod 3

Tabelle 1: Makroskopische Beurteilung

2.3.3 Gewinnung der histologischen Schnitte

Nach Auftauen der Gelenkanteile in Formalinlésung (40 % gepuffertes Formalin) wurde
jeweils der mediale Femurkondylus mittels einer Laubsdge entnommen und fir 10
Wochen in EDTA (20 %; pH 7,4) bei 37°C entkalkt. Die entkalkten Proben wurden Uber
Nacht mit flieRendem Leitungswasser gesplult, jeweils 6 Stunden tber 50 %, 75 % und
90 % Isopropylalkohol und zweimal Uber Nacht in 100 % Isopropylalkohol bei 45 °C
entwassert und fur 12 Stunden in eine Isopropylalkohol- und Paraffinmischung (1:1) bei
60 °C Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die Proben fir dreimal 12 Stunden bei 60°C in
Paraffin gelegt. Es folgte die Einbettung der Proben in Paraffin mittels der
Einbettstation AP280 der Firma Microm und die Hartung der Blocke bei 6 °C im
Klhlschrank. Es wurden mit dem Schlittenmikrotom der Firma Jung 5 um dicke
Schnitte angefertigt, die fir die Ubersichtsfarbungen mittels Eiweillglyzerin (10 Tropfen
auf 100 ml destilliertes Wasser) auf Objekttrager der Firma Engelbrecht fixiert wurden.
Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden die Schnitte mittels destillierten

Wassers auf Superfrost Plus Objekttrager (Menzel) aufgebracht. Alle Schnitte wurden
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bei 42°C auf dem Strecktisch und im Warmeschrank gestreckt. Die vollstandige

Entkalkung wurde mittels einer Alizarin-rot-S-Farbung tUberpruift.

2.3.4 Farbeverfahren

2.3.4.1 Hamatoxilin-Eosin-Farbung (HE)

Die Schnittpraparate wurden fir zweimal 5 Minuten in Xylol und dann jeweils in
absteigender Reihe 5 Minuten in 100 %, 96 %, 70 % Ethanol und in destilliertem
Wasser entparaffiniert. AnschlieBend wurden die Proben fir 5 Minuten in die
Farbelésung Hamalaun nach Mayer gegeben und dann fir 10 Minuten unter
flieRendem Wasser geblaut. Es folgte eine Farbung mit Eosin fir 2 Minuten. Im
Anschluss wurden die Schnitte kurz mit 70 % Ethanol abgespllt. Die Proben wurden
dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe 2 Minuten in 96 % Ethanol, zweimal 5
Minuten in 100 % Ethanol und zweimal 5 Minuten in Xylol hochgefiihrt und mit Eukitt
eingedeckt.

Die Farbung stellt Zellkerne, Kalk und Knorpelsubstanz blau dar, wahrend sich
Zytoplasma, Kollagenfasern, Bindegewebe und Erythrozyten in verschiedenen

Rottonen einfarben.

2.3.4.2 Safranin-O-Farbung

Die Schnitte wurden in der absteigenden Alkoholreihe tber zweimal 5 Minuten Xylol, je
5 Minuten 100 %, 96 % und 70 % Ethanol und 5 Minuten destilliertes Wasser
entparaffiniert. Nach 4-minutiger Farbung mit Weigert's Eisenhamatoxilin (Merck,
Lésung A und B in Mischung 1:1) wurden die Proben kurz in angesauerten Alkohol
(1 ml konzentrierte Salzsaure in 100 ml 70 % Alkohol) gegeben. AnschlieRend wurden
sie mit Leitungswasser fir 5 Minuten flieRend gewassert. Es folgten eine dreiminitige
Farbung mit Echtgrin 0,02 %, 30 Sekunden Spllung mit 1% Essigsaure und eine
Farbung mit Safranin-O fir 5 Minuten. Dann wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe Uber je 5 Minuten 70 %, 96 % Ethanol, zweimal 5 Minuten
100 % Ethanol und zweimal 5 Minuten Xylol entwassert und mit Eukitt eingedeckt.

Nach Safranin-O-Farbung sind die Proteoglykane rot, das Zytoplasma griin und die

Zellkerne schwarz angefarbt.
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2.3.4.3 Immunhistochemische Farbung CD44 v5 und v6

Die Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und jeweils 5
Minuten in destilliertem Wasser und in 0,05 M Tris-Puffer (pH: 7,4 - 7,6) gesplilt. Jede
Probe wurde mit einem Fettstift (DAKO-Pen) umrandet und alle weiteren Schritte
wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Die Objekttrager wurden fir 5 Minuten
mit Wasserstoffperoxyd (3 % in Tris-Puffer) behandelt und dreimal 2 Minuten in Tris-
Puffer gespult. Es folgte eine funfminutige Behandlung mit Proteinase K (DAKO, S
3020) und eine Spulung von jeweils dreimal 2 Minuten mit destillierten Wasser und
Tris-Puffer. Nach zehnminitiger Einwirkung von Kalberserum (3 % BSA in Tris-Puffer)
wurde der Primarantikérper gegen CD44v5 (Anti-CD44 var v5, Bender MedSystems,
BMS115) in einer Verdunnung von 1:400 und der Antikorper gegen CD44v6 (Anti-
CD44 var v6, BMS125) in einer Verdinnung 1:200 tUber Nacht bei 4°C auf die Schnitte
gegeben. Die Kontrollen wurden nur mit Tris-Puffer inkubiert. Nach weiteren 20
Minuten bei Raumtemperatur wurden die Schnitte dreimal 2 Minuten mit Tris-Puffer
gespult. AnschlieRend wurde der Sekundarantikérper (DAKO ENVISION SYSTEMS,
HRP Mouse, K4001) fur 2 Stunden auf die Proben und die Kontrollen gegeben. Die
Objekttrager wurden dreimal fir 2 Minuten in Tris-Puffer gespilt und dann mit AEC
(AEC+Substrate-Chromogen, DAKO, K3469) gefarbt. Der Farbstoff wurde nach 10
Minuten erneuert und die Schnitte weitere 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde
das AEC sorgfaltig abgekippt und die Schnitte grindlich mit destilliertem Wasser
gesplilt. Die Objekttrager wurden dann mit Kaisers Glycerin Gelatine eingedeckt und

dunkel gelagert.

2.3.5 Histologische Beurteilung

Die histologische Beurteilung erfolgte mit dem Mankin Score [46]. Dabei wurden die mit
HE wund Safranin-O gefarbten Schnitte durch zwei Untersucher nach vier
Gesichtpunkten beurteilt: Struktur, Zellverteilung und —dichte, Anfarbung durch
Safranin-O und die Intaktheit der Knorpel-Knochen-Grenze. Die entsprechenden
Punktwerte (siehe Tabelle 2) wurden addiert und ergaben eine Gesamtsumme
zwischen 0 und 14. Der Wert 0 entspricht dabei einem histologisch gesunden

Gelenkknorpel, der Wert 14 einer Arthrose im Endstadium.
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Struktur Grad 1} Safranin- Grad

Normal 0 0
normal
Oberflachenunregelmaligkeiten 1 geringflgige 1
Reduktion
Pannus, 2 vy . 2
Oberflachenunregelmafigkeiten mdfige Reduktion
Risse bis in die Ubergangszone 3 starke Reduktion 3
Risse bis in die Radiarzone 4 keine Farbung 4
nachweisbar
Risse bis in die verkalkte Zone 5
6
Komplette Desorganisation
il Zellen v Integritat der
Knorpel-
normal 0 intakt 0
Diffuse Hyperzellularitét 1 Von BlutgefaRen 1
durchzogen
Cloning 2
3

Hypozellularitat

Tabelle 2: Histologische Beurteilung nach Mankin

2.3.6 Auszahlung von Zellen mittels Image Pro Plus

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbungen des CD44-Rezeptors wurden
mittels einer Kamera (CoolSnap- Pro Color A00J82025, Media Cypernetics) Bilder der
histologischen Schnitte gemacht. Die Auszahlung der Zellen erfolgte mit der Software
Image-Pro® Plus Version 4.1 fir Windows TM. Zur Bestimmung der Gesamtzahl der
Chondrozyten in einem Knorpelausschnitt wurden die Zellkerne einer Hamatoxilin-
Farbung ausgezahlt. Anschlielend wurden die immunhistochemisch angefarbten
CD44-positiven Zellen aus dem gleichen Knorpelabschnitt gezahlt und zu der vorher

bestimmten Gesamtzahl der Knorpelzellen in Beziehung gesetzt.
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2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Statistiksoftware
SPSS 11.0 durchgefiihrt. Beim Vergleich der Gruppen mit den entsprechenden
Kontrollgruppen wurde nach Uberprifung der Varianzgleichheit mit dem Levene-Test
der modifizierte t-Test fur unverbundene Stichproben und inhomogene Varianzen
verwendet. Die Korrelation der untersuchten Merkmale des Knorpelgewebes
untereinander wurde mit dem Korrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet. Das
Signifikanzniveau dieser Arbeit wurde mit p < 0,05 angesetzt. Die Daten sind als

Mittelwert £ Standardabweichung angegeben.
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3 Ergebnisse

Der Versuch wurde mit 28 erwachsenen Neuseelandkaninchen durchgefiihrt. Die Tiere
wogen zum Zeitpunkt der Operation durchschnittlich 4193,75 g + 298,84. Bei der
Tétung lag das durchschnittliche Gewicht bei 4274,64 g + 462,49.

Ein Tier erkrankte vor der Operation und wurde nicht in den Versuch aufgenommen.
Postoperativ kam es bei 2 Tieren zu Hamatombildung, die jedoch in beiden Fallen
komplikationslos abheilte. Weiterhin entwickelte 1 Tier eine eitrige Wundinfektion, die
sich unter einer einmaligen Gabe von 0,8 ml Tardomyocel schnell zuriickbildete. Bei
einem Tier musste aufgrund einer Wunddehiszenz in einer zweiten Operation die Kutis
wieder verschlossen werden. Bei allen dbrigen Tieren zeigte sich bei den
Wundkontrollen ein komplikationsloser Heilungsverlauf.

Zum Zeitpunkt der Tétung war bei 11 Tieren der Gruppe mit Kreuzbanddurchtrennung
diese auch nachweisbar. Bei einem Tier war das vordere Kreuzband intakt und es
wurde aus der Auswertung genommen. Alle Tiere der Kontrollgruppe und die nicht
operierten Tiere wiesen bei der Entnahme des Gelenkes ein intaktes vorderes

Kreuzband auf.

3.1 Knorpelschaden

Die entnommenen Femurkondylen wurden auf makroskopische Veranderungen des
Knorpels untersucht. In der Versuchsgruppe wiesen nach 3 Wochen 6 Gelenke keine
Ulzerationen des Knorpels auf, 1 Gelenk zeigte kleinflachige und 1 Gelenk
grof¥flachige Ulzerationen. Nach 6 Wochen zeigten 4 Gelenke keinen bis auf den
Knochen reichenden Knorpelschaden, 3 Gelenke wiesen kleinflachige und 1 Gelenk
grof¥flachige Ulzerationen auf. 12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung wies nur
noch 1 Gelenk keine bis auf den Knochen reichenden Defekte des Knorpels auf, 2
Gelenke zeigten kleinflachige, 3 Gelenke grof¥flachige Ulzerationen (siehe Abbildung
6).
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3 Wochen
Versuchsgruppe

3 Wochen
Kontrollgruppe

6 Wochen
Versuchsgruppe 4

6 Wochen
Kontrollgruppe

12 Wochen
Versuchsgruppe !

12 Wochen
Kontrollgruppe

Okeine mkleinflachig m groRflachig

Abbildung 6: Anzahl der Gelenke mit Ulzerationen des Knorpels in Abhangigkeit der Wochen
nach Operation

3.2 Osteophyten

In der Versuchsgruppe waren an allen Gelenken osteophytdre Anbauten zu sehen.
Nach 3 Wochen zeigten 2 Gelenke geringe Osteophytenbildung und 6 Gelenke
mittelgradige osteophytare Anbauten. 6 Wochen nach Operation waren bei 5 Gelenken
mittelgradige Osteophyten und bei 3 Gelenken ausgepragte osteophytare Anbauten
nachweisbar. Nach 12 Wochen zeigten 2 Gelenke mittelgradige Osteophyten und 4
Gelenke ausgepragte Osteophyten. In den Kontrollgruppen waren an 20 Gelenken
keine Osteophyten nachweisbar, 4 Gelenke wiesen geringe osteophytare Anbauten auf
(siehe Abbildung 7).
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3 Wochen
2
Versuchsgruppe

3 Wochen
Kontrollgruppe

6 Wochen
5 3
Versuchsgruppe I I
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Kontrollgruppe

12 Wochen
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Versuchsgruppe I I

12 Wochen
Kontrollgruppe

Okeine Jgering m mittelgradig M ausgepragt

Abbildung 7: Anzahl der Gelenke mit osteophytdren Anbauten in Abhangigkeit der Wochen
nach Operation

3.3 Ergussbildung

Bei der Entnahme des Gelenkes erfolgten jeweils eine Entnahme von
Synovialflissigkeit und eine Schatzung der Ergussmenge. In der Versuchsgruppe
zeigte sich nach 3 Wochen bei 4 Gelenken ein mittelgradiger und bei weiteren 4
Gelenken ein groer Erguss. Nach 6 Wochen war bei einem Gelenk kein Erguss, bei
einem weiteren Gelenk ein geringer und bei 6 Gelenken ein mittelgradiger Erguss
nachweisbar. 12 Wochen nach Operation zeigten 2 Gelenke einen mittelgradigen und
4 Gelenke einen groflen Erguss. Kein Gelenk der Kontrollgruppen wies einen

wesentlichen Erguss auf (siehe Abbildung 8).
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Versuchsgruppe
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3 Wochen
Kontrollgruppe
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Versuchsgruppe
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Kontrollgruppe

12 Wochen
Versuchsgruppe
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Abbildung 8: Anzahl der Gelenke mit Erguss in Abhangigkeit der Wochen nach Operation

3.4 Makroskopischer Arthrosegrad

Es wurde jeweils die Gelenkflache des Femur der insgesamt 54 Gelenke auf
makroskopische Zeichen einer Arthroseentwicklung untersucht. Diese sind sowohl in
der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung
nachweisbar, wobei in der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung signifikant héhere
Arthrosegrade beobachtet werden (p <0,01). Der Mittelwert des makroskopischen
Arthrosegrades liegt in der Gruppe der nicht operierten Tiere bei 0,375 £ 0,518. In der
Gruppe nach Scheinoperation betragt er nach 3 Wochen 0,375 + 0,744, nach 6
Wochen 0,75 £ 0,886 und nach 12 Wochen 0,625 + 0,518. Im Vergleich dazu liegt der
makroskopische Arthrosegrad in der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung nach 3
Wochen bei 6,625 + 1,768, nach 6 Wochen bei 6,5 + 2,33 und nach 12 Wochen bei 9,5
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1+ 1,049. Der makroskopische Arthrosegrad korreliert in dieser Gruppe positiv mit der

Wochenzahl nach Operation (Korrelationskoeffizient: 0,519, p < 0,05).

12 4

10 |

makroskopischer Arthrosegrad
(o]

4
2
0

0 3 6 12

Wochen nach OP

O Scheinoperation @ Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 9: Vergleich des makroskopischen Arthrosegrades bei Scheinoperation bzw
Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 10: intakter Knorpel beider Femurkondylen eines nicht operierten Tieres
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Abbildung 11: deutliche Fibrillationen und Osteophytenbildung beider Femurkondylen 3
Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 12: beginnende Knorpeldefekte bis auf den Knochen (weif3e Pfeile) und
ausgepragte Osteophytenbildung (schwarze Pfeile) 6 Wochen nach
Kreuzbanddurchtrennung
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Abbildung 13: Freilegung des subchondralen Knochens (schwarze Pfeile) und ausgepragte
Osteophytenbildung (weilRe Pfeile) 12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

3.5 Proteoglykanverlust

Der Nachweis der Proteoglykane der extrazellularen Matrix zeigte einen mit Anzahl der
Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung zunehmenden Proteoglykanverlust. In der
Kontrollgruppe zeigten nach 3 Wochen ein Gelenk eine maRige Reduktion der
Proteoglykane, 5 Gelenke eine geringfligige Reduktion und 2 Gelenke keine Reduktion
der Proteoglykane. Nach 6 Wochen zeigte ein Gelenk eine starke, 4 Gelenke eine
geringflgige und 3 Gelenke keine Reduktion der Proteoglykananfarbung. 12 Wochen
nach Scheinoperation war bei 2 Gelenken eine malige und bei 6 Gelenken eine
geringfligige Reduktion der Proteoglykane nachweisbar.

In der Versuchsgruppe zeigten nach 3 Wochen 2 Gelenke einen totalen
Proteoglykanverlust, 3 Gelenke eine starke Reduktion der Proteoglykane, 2 Gelenke
eine malige Reduktion und ein Gelenk eine geringfligige Reduktion der
Proteoglykane. Nach 6 Wochen war bei einem Gelenk ein totaler Proteoglykanverlust,
bei 4 Gelenken eine starke Reduktion der Proteoglykane, bei 1 Gelenk eine maflige
und bei 2 Gelenken eine geringfigige Reduktion der Proteoglykananfarbung
nachweisbar. 12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung zeigten 1 Gelenk einen

totalen Proteoglykanverlust und 5 Gelenke eine starke Reduktion der Proteoglykane.
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Abbildung 14: kraftige Anfarbung der Proteoglykane im Knorpel eines Tieres aus der
Kontrollgruppe

Abbildung 15: beginnender Proteoglykanverlust im Knorpel 3 Wochen nach
Kreuzbanddurchtrennung
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Abbildung 16: fortgeschrittener Proteoglykanverlust 6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 17: fast vollstandiger Verlust der Proteoglykane 12 Wochen nach
Kreuzbanddurchtrennung
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3.6 Histologischer Arthrosegrad

In der mikroskopischen Auswertung (mikroskopischer Score nach Mankin) zeigten sich
sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung
histologische Zeichen einer Arthrose. In der Gruppe der nicht operierten Tiere liegt der
Mittelwert des histologischen Arthrosegrades bei 1,75 £ 1,581. Nach Scheinoperation
betragt der Mittelwert des histologischen Arthrosegrades nach 3 Wochen 3,25 + 0,707,
nach 6 Wochen 1 = 1,195 und nach 12 Wochen 2,25 £ 1,165. In der Gruppe nach
Kreuzbanddurchtrennung wurden signifikant hohere histologische Arthrosegrade
ermittelt (p <0,01). Nach 3 Wochen liegt in dieser Gruppe der Mittelwert des
histologischen Arthrosegrades bei 7,25 + 3,615, nach 6 Wochen bei 8 + 2,878 und
nach 12 Wochen bei 9,83 + 3,061. Der Mittelwert des histologischen Arthrosegrades
steigt in dieser Gruppe mit der Anzahl der Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung
(siehe Abbildung 18). Insgesamt wurde bei Proben mit niedrigem makroskopischem
Score auch ein niedriger histologischer Arthrosegrad nachgewiesen. Bei steigendem
makroskopischen Arthrosegrad erhoht sich auch der histologische Arthrosegrad.
Makroskopischer und histologischer Arthrosegrad korrelierten positiv miteinander
(Korrelationskoeffizient: 0,770; p < 0,01) (siehe Abbildung 19).
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Arthrosegrad nach Mankin
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0
0 3 6 12

Wochen nach OP

[0 Scheinoperation @ Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 18: Vergleich histologischer Arthrosegrade bei Scheinoperation bzw.
Kreuzbanddurchtrennung
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Abbildung 19: Korrelation mikroskopischer und makroskopischer Arthrosegrad

)

"\‘_":'-‘,li_- "#li‘-“';ﬁ-ﬂ_!_!?z Thlakys

Abbildung 20: intakter Knorpel eines nicht operierten Kaninchens
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Abbildung 21: beginnende Stérung der Knorpelarchitektur 3 Wochen nach
Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 22: véllige Aufhebung der Knorpelarchitektur, Rissbildung und Bildung von
Knorpelzell-Clustern 6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung
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Abbildung 23: tiefe Rissbildung und Zerstérung der Knorpeloberflache 12 Wochen nach
Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 24: bis auf einen schmalen Knorpelmatrixsaum vollstandiger Verlust des Knorpels
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3.7 Immunhistochemische Farbung CD44v5 und v6

3.7.1 Kontrollen

Zu allen immunhistochemischen Farbungen wurden Kontrollen durchgefihrt. Keine der

Kontrollen zeigte eine spezifische Anfarbung von Zellen oder des Hintergrundes. Die

folgenden Abbildungen zeigen jeweils eine Probe der CD44v5- und der CD44v6-

Farbung und die dazugehdrige Kontrolle (Abbildung 25 bis 28).

Abbildung 25: Kontrolle der
immunhistochemischen
Farbung von CD44v5

Abbildung 27: Kontrolle der
immunhistochemischen
Anfarbung von CD44v6
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Abbildung 26: Immunhistochemische
Anfarbung von CD44v5
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Abbildung 28: Immunhistochemische
Anfarbung von CD44v6
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3.7.2 CD44-v5 Rezeptornachweis

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Versuchsgruppe lassen sich CD44v5-
positive Zellen nachweisen. Nur in einer Probe aus der Gruppe der nicht operierten
Tiere sind keine CD44v5-positiven Zellen nachzuweisen. Die Ergebnisse liegen
zwischen 0 % und 99,52 %. In der Kontrollgruppe liegt der durchschnittliche Anteil
CD44v5-positiver Zellen nach 3 Wochen bei 49,13 %, nach 6 Wochen bei 54,05 % und
nach 12 Wochen bei 39,51 %. In der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung sind nach
3 Wochen 48,53 %, nach 6 Wochen 64,58 % und nach 12 Wochen 66,91 % CD44v5-
positive Chondrozyten nachweisbar. Nach 3 Wochen und nach 6 Wochen besteht kein
signifikanter Unterschied der Mittelwerte von Kontrollgruppe und Versuchsgruppe
(p = 0,958 und p =0,356). Nach 12 Wochen ist der Unterschied der Mittelwerte von
Kontrollgruppe und Versuchsgruppe signifikant (p <0,05). Insgesamt ist der
prozentuale Anteil CD44v5-positiver Chondrozyten in der Versuchsgruppe signifikant
hoher (p<0,05) als in der Kontroligruppe. In der Gruppe nach
Kreuzbanddurchtrennung kommt es mit zunehmender Zahl der Wochen nach
Operation zu einem Anstieg des Anteils CD44v5-positiver Zellen (siehe Abbildung 29).
Es besteht eine positive Korrelation, die jedoch nicht signifikant ist (r=0,385,
p = 0,077). Es besteht eine positive Korrelation zwischen der CD44v5-Rezeptordichte
und dem makroskopischen Arthrosegrad. Die Korrelation ist jedoch nicht signifikant
(r=0,208; p=0,13) (siehe Abbildung 30). Insgesamt wird bei niedrigem
histologischem Arthrosegrad auch ein geringerer Anteil CD44v5-positiver Zellen
nachgewiesen. Mit steigendem histologischem Arthrosegrad steigt auch der Anteil der
CD44v5-positiven Chondrozyten. Es besteht eine signifikante, positive Korrelation von
histologischem Arthrosegrad und CD44v5-Rezeptordichte (r = 0,271; p = 0,47) (siehe
Abbildung 31).
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Abbildung 29: Entwicklung der CD44v5-Rezeptorexpression nach
Kreuzbanddurchtrennung bzw. Scheinoperation
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Abbildung 30: Korrelation von makroskopischen Arthrosegrad und CD44v5-Expression

46



0 2 4 6 8 10 12 14 16

mikroskop. Arthrosegrad

Abbildung 31: Korrelation von mikroskopischem Arthrosegrad und CD44v5-Expression
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3.7.3 CD44-v6 Rezeptornachweis

Nach immunhistochemischer Farbung von CD44v6 und Auswertung der Farbungen mit
Image-ProPlus lassen sich sowohl in der Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe
CD44v6-positive Zellen im Knorpel nachweisen. Bei 20 ausgewerteten Bildern aus der
Kontrollgruppe sind keine CD44v6-positiven Zellen nachweisbar, in der
Versuchsgruppe sind bei 7 ausgewerteten Bildern keine CD44v6-positiven Zellen
nachweisbar. Die Ergebnisse liegen zwischen 0 % und 92,78 % CD44v6-positiver
Chondrozyten. In der Kontrollgruppe liegt der Anteil CD44v6-positiver Zellen nach 3
Wochen bei durchschnittlich 1,8 %, nach 6 Wochen bei 6,99 % und nach 12 Wochen
bei 2,66 %. In der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung sind nach 3 Wochen
14,56 %, nach 6 Wochen 17,19 % und nach 12 Wochen 34,93 % CD44v6-positive
Chondrozyten nachzuweisen (siehe Abbildung 38). Nach 3 und 12 Wochen ist der
Unterschied der Mittelwerte CD44v6-positiver Zellen zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe signifikant (p < 0,05), nach 6 Wochen sind die Mittelwerte CD44v6-
positiver Zellen zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe nicht signifikant (p = 0,219).
Insgesamt ist der prozentuale Anteil CD44v6-positiver Zellen in der Kontrollgruppe

signifikant niedriger als in der Versuchsgruppe (p < 0,05).
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Abbildung 38: Entwicklung der CD44v6-Expression nach Kreuzbanddurchtrennung bzw
Scheinoperation
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Insgesamt wird bei einem niedrigen mikroskopischen Arthrosegrad auch ein niedriger
Anteil CD44v6-positiver Zellen nachgewiesen. Mit steigendem mikroskopischen
Arthrosegrad erhdht sich der prozentuale Anteil CD44v6-positiver Zellen. Es besteht
eine positive Korrelation von mikroskopischen Arthrosegrad und Anteil CD44v6-
positiver Chondrozyten (r=0,622). Die Korrelation ist signifikant (p < 0,05) (siehe
Abbildung 39).
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Abbildung 39: Korrelation von mikroskopischem Arthrosegrad und CD44v6-Expression

Bei niedrigem makroskopischem Arthrosegrad ist auch ein niedriger Anteil CD44v6-
positiver Zellen nachzuweisen. Mit steigendem makroskopischem Arthrosegrad steigt
auch der prozentuale Anteil CD44v6-positiver Zellen. Es besteht eine signifikante
positive Korrelation zwischen makroskopischem Arthrosegrad und dem Anteil CD44v6-
positiver Chondrozyten pro Ausschnitt (r = 0,624, p < 0,05) (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Korrelation von makroskopischen Arthrosegrad und CD44v6-Expression

3.8 Regionale CD44v5 und v6 Expression

Es fiel insgesamt eine vermehrte CD44v5- und auch v6-Expression in den
oberflachlichen Knorpelregionen auf. Bei zunehmender Knorpelzerstérung waren auch
in tieferen Zonen CD44-positive Zellen nachweisbar. In der Safranin-O-Farbung zeigte
sich der starkste Proteoglykanverlust in den oberflachlichen Zonen des Knorpels. In
vielen Proben entsprachen die Regionen des starksten Proteoglykanverlustes den

Regionen der hochsten CD44-Expression.
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Abbildung 41: CD44v6 Expression 3 Wochen Abbildung 42: 3 Wochen nach
nach Scheinoperation Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 43: CD44v6 Expression 6 Wochen Abbildung 44: 6 Wochen nach
nach Scheinoperation Kreuzbanddurchtrennung

[
LY~

Abbildung 45: CD44v6 Expression 12 Wochen Abbildung 46: 12 Wochen nach
nach Scheinoperation Kreuzbanddurchtrennung
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Tiermodellauswahl

Da die Arthrose beim Menschen normalerweise eine langsam fortschreitende
Erkrankung ist und ihr Beginn haufig nicht genau festgestellt werden kann, ist die
experimentell induzierte Arthrose beim Tier seit Jahren eine gangige Form, um vor
allem frihe Stadien der Pathogenese der Arthrose zu untersuchen. Es wurde die
Arthroseentstehung im Gelenk von Hunden [56], Mausen [8], Schweinen [4] und
Kaninchen [13] untersucht. Dabei hat sich das Neuseelandkaninchen als Modell
bewahrt [69]. Es ist kostenginstig in Unterbringung und Futter und liefert im Gegensatz
zu Ratten oder Mausen genug Knorpelgewebe flr umfangreichere Studien.

Fir die Induktion einer Arthrose im Kniegelenk des Kaninchens finden sich in der
Literatur verschiedene Verfahren. Man unterscheidet chemisch induzierte und
mechanisch induzierte Arthrosen. Eine chemisch induzierte Arthrose kann durch die
Injektion von Papain, Zymokin, Monoiodoacetat oder Interleukin-1f [51], [34], [41] ins
Gelenk ausgelost werden. Allerdings bergen diese Methoden den Nachteil, dass sie
einen im initialen Ausmall unbekannten Knorpelschaden hervorrufen und die
entstehende Arthrose mit keiner Form der menschlichen Arthrose vergleichbar ist.
Zudem ist der Einfluss dieser chemischen Noxen auf die geplanten biochemischen
Zielvariablen nicht vorhersehbar.

Zur mechanischen Induktion einer Arthrose existiert in der Literatur eine grol3e Zahl an
Modellen. Die Bandbreite reicht von der Immobilisation [55] oder Denervierung [53] bis
hin zur Destabilisierung des Gelenks [51]. Die letztgenannte Methode kommt dabei der
Pathogenese im menschlichen Kniegelenk am nachsten, auch wenn sie nur den
kleinen Anteil der sekundar posttraumatischen Arthrosen simuliert. Eine
Destabilisierung des Kniegelenks kann wiederum durch verschiedene Methoden
erreicht werden. Dazu zahlen die partielle Meniscektomie, die Resektion des gesamten
Meniscus, beider Menisci, des vorderen Kreuzbandes, beider Kreuzbander, die
Seitenbandresektion und eine Vielzahl an Kombinationen der vorgenannten Verfahren
[16], [49], [69]. Diese Verfahren unterscheiden sich deutlich in ihrem zeitlichen Verlauf

und der Auspragung der arthrotischen Veranderungen. Erfahrungsgemal schreitet die
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Arthrose nach Meniscektomie nur langsam voran und Stadien einer stark
ausgepragten  Arthrose  werden  selten  erreicht. Zudem  treten die
Knorpelveranderungen nur in einem eng umschriebenen Bereich auf [63]. Hulth et al.
[34] haben eine Studie mit Kaninchen durchgefiihrt, bei der den Tieren sowohl das
mediale Aulienband und beide Kreuzbander als auch der mediale Meniskus reseziert
wurden. Trotz dieses ausgepragten chirurgischen Verfahrens zeigten die
Kaninchengelenke nach 12 Wochen teilweise keine Osteophyten und normal
erscheinenden Gelenkknorpel. Eine mogliche Erklarung dafir kénnte eine massive
Entzindung im Gelenk und daraus resultierende, das Gelenk stabilisierende
Kontrakturen sein. Unsere Wahl fiel auf das Modell der Durchtrennung des vorderen
Kreuzbandes. Diese Form der Verletzung ftritt bei Menschen haufig auf und flhrt
abhangig von Zeit und Alter zum Auftreten einer Gonarthrose [57]. Bei diesem Modell
entstehen frih arthrotische Veranderungen auf beiden Femurkondylen, die schnell
progredient sind. Zudem handelt es sich um einen leicht durchfiihrbaren, kurzen
Eingriff, bei dem das Risiko starker intraartikuldrer Blutungen und ausgepragter
Entzindungsprozesse minimiert werden kann [77]. Dieses Modell fand in der

Arthroseforschung bereits vielfache Anwendung [69], [73], [77].

4.1.2 Probenentnahme

Im arthrotischen Knie des Menschen gibt es aufgrund verschieden starker Belastung
Pradilektionsstellen flr starke Knorpelschadigung. Mankin et al. [46] untersuchten 31
Areale auf 13 Femurképfen auf histologische und biochemische Zeichen von Arthrose.
Es zeigte sich dabei, dass es innerhalb eines Gelenkes, vor allem bei schon weit
fortgeschrittener Arthrose, grof’e Unterschiede im Ausmall der arthrotischen
Veranderung des Knorpels gibt. Um die Vergleichbarkeit der histologischen Beurteilung
der Kaninchengelenke untereinander zu gewahrleisten, sollten die Proben somit aus
jeweils derselben, dieser Spezies entsprechenden Belastungszone stammen. Chang et
al. [13] untersuchten 1997 die Verteilung der Knorpelschadigung nach
Kreuzbanddurchtrennung im Kaninchengelenk. Sie stellten fest, dass der mediale
Femurkondylus am haufigsten und ausgepragtesten arthrotische Veranderungen
aufwies. Zur Gewinnung der histologischen Schnitte entnahmen wir daher jeweils den

medialen Femurkondylus.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Arthroseentstehung nach Kreuzbanddurchtrennung

Knorpel der Gelenke aus der Versuchsgruppe und aus der Kontroligruppe wurde
makroskopisch und histologisch untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass in der
Versuchsgruppe arthrotische Veranderungen des Knorpels und des Knochens
auftraten und mit der Zeit progredient waren. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
entsprachen dabei den Ergebnissen vorangeganger Studien [73],[77]. Die
Kreuzbanddurchtrennung  fihrte  zu  schnell  progredienten  arthrotischen
Veranderungen. Nach 3 Wochen war in 6 von 8 Gelenken eine deutliche Arthrose
nachweisbar. Nach 12 Wochen zeigten alle Gelenke fokal Knorpelverluste bis auf den
Knochen. Es war ein mit der Zeit zunehmender Verlust von Proteoglykanen, eine
Bildung von Osteophyten und Veranderungen der Chondrozyten nachweisbar, die den
Angaben vorangegangener Studien entsprechen und mit den Veranderungen bei der
Arthrose des Menschen vergleichbar sind.

Die Kontrollgruppe und die Gruppe der nicht operierten Tiere zeigten im Gegensatz
dazu Gelenke mit makroskopisch und histologisch geringen Anzeichen einer Arthrose,
die mit steigender Wochenzahl nach Scheinoperation nicht progredient waren. Die
durchschnittlichen Werte der Arthrosegrade der Gruppe der nicht operierten Tiere
entsprachen etwa denen der Kontrollgruppe. Damit konnte eine Beeinflussung der
Arthroseentstehung durch die Eréffnung des Kniegelenks ausgeschlossen werden. Die
Anzeichen von Arthrose, die an wenigen Gelenken der Kontrollgruppe beobachtet
wurden, entsprechen somit am ehesten spontan aufgetretenen degenerativen
Veranderungen. Die Unterschiede der degenerativen Veranderungen in den Gelenken
der Tiere der Kontrollgruppe und in der Gruppe der nicht operierten Tiere waren klein.
Uber 50% der Gelenke nach Scheinoperation zeigten keine histologischen Anzeichen
einer Arthrose und in keinem Fall wurde ein Arthrosegrad (Score nach Mankin et al.)
Uber 4 erhoben.

Die Varianz in der Versuchsgruppe war dagegen hoch. Es traten schon nach 3
Wochen in einigen Gelenken hohe Arthrosegrade auf, wahrend in der Gruppe nach 12
Wochen auch Gelenke mit relativ niedrigem Arthrosegrad beobachtet wurden. Diese
deutlichen Unterschiede im Arthrosegrad bei Tieren, die zur selben Zeit nach
Operation getdtet wurden, beschreiben auch Vignon et al. in einer Studie am
Kaninchenmodell [73]. Fur diese Ergebnisse gibt es mehrere Erklarungsmodelle. Zum

einen gibt es deutliche interindividuelle Unterschiede in Bezug auf die postoperative
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Gewichtszunahme und auf das Ausmalfd der Bewegung und Belastung der operierten
Kniee. Zudem nimmt man beim Menschen eine genetisch bedingte unterschiedliche
Disposition zur Erkrankung an einer Arthrose an, die auch beim Kaninchen vorhanden
sein konnte. Des Weiteren beobachteten Mankin et al. [46] bei der Untersuchung
verschiedener Areale eines arthrotischen Femurkopfes groRe Unterschiede im
Ausmald der arthrotischen Veranderungen. Diese Tatsache konnte bei der Entnahme
nur eines Areals zu einer gréReren Varianz der Ergebnisse fiihren. Um auszuschlieRen
eine nicht oder wenig reprasentative Probe zur histologischen Beurteilung gewonnen
zu haben, bestimmten wir den Korrelationskoeffizient von makroskopischen und
mikroskopischen Arthrosegraden. Es besteht eine signifikante, positive Korrelation
zwischen makroskopischem und mikroskopischem Arthrosegrad. Dies erlaubt uns, das
Ergebnis der histologischen Auswertung einer Probe als reprasentativ flr den Zustand

des Gelenkes anzunehmen.

4.2.2 CD44-v5 und v6

Die vorliegende Studie untersucht erstmals die Expression der CD44-Isoformen v5 und
v6 in einer experimentell induzierten Arthrose im Kaninchengelenk. Vorangegangene
Studien haben erhdhte Spiegel von CD44v5 in der Synovialflissigkeit von Patienten
mit rheumatoider Arthritis nachgewiesen, die mit der entzindlichen Aktivitdt der
Krankheit assoziiert sind [28], [30]. Dies lasst eine Beteiligung dieser CD44-Isoform in
der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis vermuten. Fuchs et al. wiesen eine
erhdhte Expression von CD44v5 in Knorpel und Synovia von Patienten im Endstadium
der Gonarthrose nach [22]. Die Beteiligung von CD44v5 im Frihstadium der Arthrose
ist noch weitgehend unklar. CD44v6 konnte bisher in Synovialzellen von Patienten mit
rheumatoider Arthritis und in Synovialzellen von Arthrosepatienten nachgewiesen
werden [17]. Zur Expression von CD44v6 im normalen oder arthrotischen Knorpel gibt
es bisher noch keine Arbeiten.

In den immunhistochemischen Farbungen fir CD44v5 und CD44v6 der vorliegenden
Studie zeigten sich eine kraftige Anfarbung von Zellmembran und eine meist etwas
schwachere Farbung des Zellinneren von Chondrozyten. In den meisten Proben waren

sowohl CD44-positive als auch CD44-negative Chondrozyten nachweisbar. Diese
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Farbeergebnisse entsprechen den Farbeergebnissen und histologischen Bildern
vorangegangener Studien mit Farbungen von CD44H [54], [58].

In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass sowohl in gesundem als auch im
arthrotischen Knorpel CD44v5 exprimiert wird. Nur in einer Probe war CD44v5 nicht
nachweisbar. Dies spricht daflir, dass CD44v5 sowohl an den physiologischen
Vorgangen im Knorpel als auch an den Stoffwechselvorgangen im Laufe der
Entstehung einer Arthrose beteiligt ist. Es zeigt sich eine unterschiedliche CD44v5-
Expression im Vergleich von Kontroll- und Versuchsgruppe. Zu den frihen Zeitpunkten
von 3 und 6 Wochen ist der Unterschied noch nicht signifikant, erst nach 12 Wochen
besteht ein signifikanter Unterschied von Kontroll- und Versuchsgruppe. Dies lasst
vermuten, dass es erst in den spateren Stadien der Arthrose zu einer vermehrten
Expression von CD44v5 im arthrotischen Knorpel kommt.

Es konnte weiterhin eine signifikante Korrelation zwischen histologischen Arthrosegrad
nach Mankin und CD44v5-Expression festgestellt werden. Damit zeigte sich eine enge
Assoziation der histomorphologischen Veranderungen im arthrotischen Knorpel mit der
CD44v5-Expression. CD44v5 stellt somit einen moglichen Marker der degenerativen
Veranderungen des Knorpels dar. Die Korrelation der CD44v5-Dichte zu der
Wochenzahl nach Operation und zum makroskopischen Score ist dagegen nicht
signifikant. Diese fehlende Korrelation konnte durch die interindividuell verschieden
starke Arthroseentstehung und die schon von Mankin [46] beschriebene gro3e Varianz
der histologischen Veranderungen innerhalb eines Gelenkes bedingt sein. Somit ist es
auch méglich, dass innerhalb eines Gelenkes die regionale CD44v5-Expression stark
variiert. In einer Untersuchung von Femurképfen im Endstadium der Arthrose konnte
eine regional unterschiedliche Expression von CD44H allerdings nicht nachgewiesen
werden [54]. Unsere Ergebnisse legen einen solchen regionalen Unterschied in der
CD44-Expression jedoch nahe, da schon innerhalb der von uns gewonnenen einzelnen
Probe regionale Unterschiede in der CD44-Expression auffielen.

Die vorliegende Studie konnte nachweisen, dass Chondrozyten aus gesundem Knorpel
im Gegensatz zu CD44v5 nicht oder nur in geringem Prozentsatz CD44v6 exprimieren.
Es zeigte sich im Laufe der Entwicklung einer experimentellen Arthrose im
Kaninchengelenk eine signifikante Erhoéhung des Anteils an Chondrozyten, die
CD44v6-Rezeptoren exprimieren. Dabei korrelierte der Anteil CD44v6-positiver Zellen
signifikant mit dem von uns makroskopisch und histologisch bestimmten Ausmal} der
Knorpelzerstérung, nicht jedoch mit der Anzahl der Wochen nach

Kreuzbanddurchtrennung. CD44v6 scheint somit im physiologischen Metabolismus des
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gesunden Knorpels keine wesentliche Rolle zu spielen. Die Erhéhung von CD44v6 auf
Chondrozyten bei zunehmender Arthrose spricht fiir eine Beteiligung dieser Rezeptor-
Isoform in der Pathogenese der Arthrose. Auf Tumorzellen wurde ein Zusammenhang
von vermehrter CD44v6-Expression auf der Zelloberflache und einer vermehrten
Bindungskapazitat fur Hyaluronsaure nachgewiesen. Ein dhnlicher Mechanismus ware
auch bei Chondrozyten denkbar [65].

Vorangegangene Studien zeigten bereits einen Zusammenhang zwischen
Knorpelzerstérung und CD44-Expression. Salter et al. [58] wiesen CD44H sowohl in
gesundem als auch im arthrotischen menschlichen Knorpel nach. Zusatzlich waren
verschiedene andere CD44-Isoformen in geringeren Mengen nachweisbar. 1997
wiesen Ostergaard et al. [54] CD44H sowohl in gesunden als auch in arthrotischen
menschlichen Femurkopfen nach. Sie konnten ausschliellich in der tiefen Zone des
Knorpels einen signifikanten Unterschied zwischen gesundem und arthrotischen
Knorpel nachweisen. In beiden Studien wurden die Knorpelproben aus Gelenken
gewonnen, die zum Zeitpunkt des Gelenksersatzes entnommen wurden. Sie
untersuchten somit die Expression von CD44 im Knorpel aus Gelenken im Endstadium
der Arthrose. Uber die Expression von CD44 in den frilhen Stadien einer Arthrose und
damit Uber eine mogliche Rolle bei der Entstehung der Arthrose war folglich keine
Aussage mdglich. Nishida et al. [52] zeigten 2000, dass eine Behandlung von
menschlichen Chondrozyten mit IL-1, einem wichtigen destruierenden Faktor in der
Pathogenese der Arthrose, zu einer um das dreifache erhéhten Expression von CD44-
mRNA fiihrte. Im Ubrigen waren typische Merkmale einer Arthrose - wie die
verminderte Synthese von Aggrekan, der Verlust von Hyaluronsaure in der
extrazellularen Matrix und eine intrazellulare Ansammlung von Hyaluronsaure -
nachweisbar. Ahnliche Ergebnisse erhielten Chow et al. [14]. Mit Interleukin-1
behandelte Rinderchondrozyten zeigten einen sechsfachen Anstieg der CD44-mRNA,
mit Fibronektinfragmenten behandelte Chondrozyten sogar einen Anstieg um das
Achtfache. Eine erhéhte Bindung der Chondrozyten an Hyaluronsaure liel3 den Schluss
zu, dass auch die Anzahl aktiver CD44-Rezeptoren an der Zelloberflache erhéht ist.
Die Problematik dieser Ergebnisse liegt in der starken Vereinfachung der Vorgange bei
der Arthrose, da nur ein einzelner Faktor aus der komplexen Pathogenese der Arthrose
zu den Veranderungen der CD44-Expression fiihrte. Somit ist eine Vergleichbarkeit zu
den frihen Veranderungen im menschlichen Knorpel bei der Arthroseentstehung nur

bedingt moglich.
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Unsere Ergebnisse zeigen die Veranderungen in der Expression zweier Isoformen des
CD44-Rezeptors in einem Tiermodell, das in seiner Pathogenese einem Teil der im
menschlichen Gelenk vorkommenden Arthrosen entspricht.

Grundsatzlich kann es sich bei der vermehrten Expression von CD44v5 und v6 um
eine ursachliche Veranderung oder um einen Gegenregulationsmechanismus des
schon angegriffenen Knorpels handeln. Knudson et al. [38] konnten 1993 nachweisen,
dass die extrazellulare Matrix Uber die Bindung von Hyaluronsdure an den CD44-
Rezeptor an den Chondrozyten verankert ist. Kompetitive Hemmung von CD44 mit
Hyaluronsaurefragmenten fiihrte zu einer Auflésung der perizellularen Matrix der
Chondrozyten. Eine Neubildung von extrazellularer Matrix nach Entfernung mit
Hyaluronidase konnte durch kompetitive Hemmung des CD44-Rezeptors verhindert
werden. Bei fehlender CD44-Expression bildeten die Chondrozyten ebenfalls keine
perizellulare Matrix. CD44 spielt somit sowohl bei der Bildung als auch bei der
Verankerung der extrazellularen Matrix und der Interaktion des Chondrozyten mit
seiner Matrix eine wesentliche Rolle. Chow et al. [15] hemmten die CD44-Expression
von Rinderchondrozyten auf der Ebene der Transkription. Nach der Behandlung zeigte
sich in allen Schnitten ein massiver Proteoglykanverlust. Der Nachweis einer
deutlichen Erhéhung von Aggrekanfragmenten bestédtigte, dass es sich bei diesen
Veranderungen nicht um eine passive Abdiffusion der nicht mehr verankerten Matrix,
sondern um eine aktive Reaktion der Chondrozyten durch enzymatischen Abbau
handelt. Auch Knudson et al. [40] wiesen einen Proteoglykanverlust in Knorpelkulturen
nach Behandlung mit Hyaluronsaurefragmenten nach. Zusatzlich zeigten sie, dass die
mRNA sowohl kataboler als auch anaboler Enzyme durch die kompetitive Hemmung
des CD44-Rezeptors erhoht wird. Dies ahnelt den bei Arthrose nachgewiesenen
metabolischen Vorgangen. Die Ergebnisse legen nah, dass der Chondrozyt Uber die
Bindung von Hyaluronsaure an CD44 Veranderungen in der extrazellularen Matrix
wahrnimmt und darauf reagiert. Eine verminderte Bindung von Hyaluronsaure an CD44
im Rahmen des Matrixverlustes bei der Arthrose kdnnte somit zu weiteren katabolen
Reaktionen der Chondrozyten und im Sinne einer Gegenregulation des Knorpels zu
einer Hochregulation des CD44-Rezeptors filhren. In einem Modell einer durch
Injektion von Kollagen induzierten rheumatoiden Arthritis bei Mausen konnte eine mit
zunehmender Destruktion des Knorpels vermehrte CD44-Expression der
Chondrozyten nachgewiesen werden [60]. Eine erhdhte Expression von CD44 scheint
somit eine Reaktion der Chondrozyten auf eine Zerstérung der extrazellularen Matrix

zu sein, die unabhangig von der initialen Ursache der Knorpelschadigung ist.
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Es war in vielen Proben der vorliegenden Studie eine verstarkte Farbung von v5 und
v6 in den oberflachlichen Zonen nachweisbar, die in der Safranin-O-Farbung auch den
starksten Proteoglykanverlust zeigten. In einer Studie von Nishida et al. [52] wurde
durch die Behandlung von normalen menschlichen Knorpel und isolierten
Chondrozyten mit IL-1 ein Proteoglykanverlust vor allem in den oberflachlichen Zonen
des Knorpels ausgel6st. In den Zonen des starksten Proteoglykanverlustes lie® sich
eine stark erhéhte Expression von CD44 nachweisen, die den Ergebnissen der
vorliegenden Studie entspricht. Auch Chow et al. [14] wiesen bei mit IL-1 behandelten
menschlichen Chondrozyten einen erhdohten Gehalt von CD44mRNA in den
oberflachlichen Zonen des Knorpels nach. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
der einzelne Chondrozyt Veranderungen der ihn umgebenden extrazellularen Matrix
wahrnehmen kann und mit einer Veradnderung seiner CD44-Expression reagiert.
Knudson et al. [37] konnten nachweisen, dass bei Entfernung der perizellularen Matrix
die intrazellulare Domane des CD44-Rezeptors dephosphoriliert und nach Zugabe von
Hyaluronsdure wieder rephosphoriliert wird. Dieser Vorgang kdnnte ein mdgliches
Signal fur den Chondrozyten sein, das es ihm ermdglicht auf Veranderungen seiner
extrazellularen Matrix zu reagieren.

Eine andere Erklarung der gesteigerten CD44-Expression ware eine durch Interleukine
oder andere Mediatoren verursachte Veranderung des Phanotyps der Chondrozyten,
eine dadurch erhéhte CD44-Expression und konsekutiv ein erhdhter Abbau der
extrazelluldren Matrix. Es wurde nachgewiesen, dass Hyaluronsaure mittels CD44 (ber
Endozytose in die Zelle aufgenommen und dort abgebaut wird [32]. Chow et al. [14]
wiesen in den mit IL-1 behandelten Zellen grélRere Mengen von Hyaluronsaure-
Spaltprodukten nach. In einer weiteren Studie wurde nach Behandlung von Knorpel mit
IL-1 sowohl eine 3-fach erhéhte CD44mRNA als auch erniedrigte extrazellulare und
erhohte intrazellulare Hyaluronsdaure gemessen [52]. Aguiar et al. [1] konnten
nachweisen, dass Aufnahme und Abbau von Hyaluronsaure mittels Endozytose des
CD44-Rezeptors abhangig von der Bindung an Hyaluronsaure und damit an die
extrazellulare Matrix ist. Auf unbehandelten Chondrozyten betrug die Internalisation 6%
der CD44-Molekile an der Zelloberflache in 4 Stunden. Nach Entfernung der
perizellularen Matrix mittels Hyaluronidasen stieg diese auf 20% an und konnte mittels
Zugabe von Hyaluronsaure wieder gesenkt werden. Aguiar et al. vermuten, dass eine
Bindung an die extrazellulare Matrix das CD44-Molekul an der Zelloberflache
stabilisiert und so zu einer geringeren Internalisation und damit zu einem geringeren

Abbau von Hyaluronsaure fuhrt. Die erhohte CD44-Expression und die gleichzeitig
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geringere Bindung an die extrazellulare Matrix kdénnte somit zu einer erhdhten
Endozytose und damit zu einem erhéhten Abbau von Hyaluronsdure fuhren. Damit
ware die erhdhte CD44-Expression Ursache einer vermehrten Degradation der
extrazelluldaren Matrix und damit eines wesentlichen Schrittes in der Pathogenese der
Arthrose.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie einen deutlichen
Zusammenhang zwischen der Expression der CD44-Isoformen v5 und v6 und
arthrotischen Veranderungen im Knorpel. Sie sprechen fiir eine Beteiligung dieser
Isoformen in der Pathogenese der Arthrose. Weitere Studien sind nétig, um die
Funktion dieser Isoformen im gesunden Knorpel und in den pathophysiologischen

Vorgangen im arthrotischen Knorpel zu klaren.
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9 Anhang

9.1 Makroskopische Befunde

Gelenk Wochen . | Fibrillationen | Ulzerationen |Osteophyten| Erguss |Kreuzband
postoperativ

1re 12 keine keine keine kein erhalten
1li 12 keine keine keine kein erhalten
2re 12 gering keine keine kein erhalten

2 li 12 keine keine keine kein erhalten
3re 12 keine keine gering kein erhalten
3li 12 keine keine gering kein erhalten
4re 6 mittelgradig keine mittelgradig | mittelgradig| durchtrennt
4 li 6 mittelgradig keine mittelgradig | gering durchtrennt
6re 6 mittelgradig keine keine kein erhalten

6 li 6 gering keine keine kein erhalten
7re 12 ausgepragt grol¥flachig | ausgepragt | grof3 durchtrennt
71i 12 mittelgradig kleinflachig ausgepragt | groB durchtrennt
9re 6 mittelgradig keine mittelgradig | mittelgradig | durchtrennt
9 li 6 mittelgradig kleinflachig ausgepragt | mittelgradig | durchtrennt
10re 12 gering keine keine kein erhalten

10 i 12 gering keine keine kein erhalten
11re 12 ausgepragt keine mittelgradig | gro3 durchtrennt
11 i 12 ausgepragt kleinflachig mittelgradig | gro3 durchtrennt
12re 12 ausgepragt grofflachig ausgepragt | mittelgradig | durchtrennt
12 i 12 ausgepragt grof¥flachig ausgepragt | mittelgradig | durchtrennt
13re 6 keine keine keine kein erhalten
131i 6 keine keine keine kein erhalten

14 re 3 keine keine gering kein erhalten

14 1i 3 keine keine keine kein erhalten
15re 6 keine keine keine kein erhalten
151i 6 keine keine keine kein erhalten

16 re 3 mittelgradig keine mittelgradig | gro,Zysten| durchtrennt
16 i 3 mittelgradig keine mittelgradig | grof3 durchtrennt
17 re 6 gering keine mittelgradig | kein durchtrennt
17 i 6 gering kleinflachig mittelgradig | mittelgradig | durchtrennt
18 re 6 ausgepragt grol¥flachig | ausgepragt | mittelgradig | durchtrennt
18 li 6 ausgepragt kleinflachig ausgepragt | mittelgradig | durchtrennt
19re 3 mittelgradig keine mittelgradig | mittelgradig | durchtrennt
19 i 3 mittelgradig keine mittelgradig | mittelgradig | durchtrennt
20re 3 mittelgradig kleinflachig | mittelgradig | grof3,Zysten| durchtrennt
201i 3 mittelgradig grofRflachig mittelgradig | grof3 durchtrennt
21re 3 keine keine keine kein erhalten

21 i 3 keine keine keine kein erhalten
22re 3 gering keine gering mittelgradig | durchtrennt
221i 3 gering keine gering mittelgradig | durchtrennt
23 re 3 gering keine keine kein erhalten

23 i 3 keine keine keine kein erhalten

24 re 3 keine keine keine kein erhalten

24 i 3 gering keine gering kein erhalten
25re 6 gering keine keine kein erhalten
251i 6 gering keine keine kein erhalten




9.2 Histologische Befunde

Tier | Struktur | Zellen Féirbungsir_mtensitét _ Integritat Punktzahl
Safranin-O Ubergangszone Score
1re 1 0 2 1 4
1li 0 1 1 0 2
2re 1 0 2 1 4
2li 0 0 1 0 1
3re 0 0 1 0 1
3li 0 0 1 1 2
4re 4 2 3 1 10
4li 4 3 3 0 10
5re 1 0 1 1 3
5li 1 0 2 1 4
6re 1 0 1 1 3
6li 0 0 1 1 2
7re 3 3 3 1 10
7li 1 0 3 1 5
9re 1 0 1 1 3
9li 5 1 3 1 10
10re 0 0 1 1 2
10li 0 0 1 1 2
11re 5 2 3 1 11
11li 4 3 3 1 11
12re 2 2 3 1 8
12li 6 3 4 1 14
13re 0 0 1 0 1
13li 1 0 0 1 2
14re 0 0 3 0 3
14li 1 0 1 1 3
15re 0 0 0 0 0
15li 0 0 0 0 0
16re 3 3 3 1 10
16li 4 2 2 1 9
17re 1 1 1 1 4
17li 3 2 2 1 8
18re 4 2 3 1 10
18li 3 1 4 1 9
19re 1 3 3 0 7
19li 3 0 3 1 7
20re 1 3 4 1 9
20li 3 4 4 1 12
21re 0 1 1 1 3
21li 1 1 1 1 4
22re 0 0 2 0 2
22li 1 0 1 0 2
23re 1 1 1 1 4

II




Tier | Struktur| Zellen Férbungsir_itensitét _ Integritat Punktzahl
Safranin-O Ubergangszone Score
24| 1 1 1 1 4
25re 0 0 0 0 0
25Ii 0 0 0 0 0
N1re 0 0 0 1 1
N1li 0 0 1 0 1
N2re 0 0 0 0 0
N2li 0 0 0 0 0
N3re 0 0 2 0 2
Na3li 0 0 2 0 2
N4re 0 0 3 1 4
N4li 0 1 3 0 4

Interpretation dieser Ergebnisse ist mittels Tabelle 2 mdglich.
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9.3 CD44v5-Expression
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Gruppe: 6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung
iz 152 i esa |
17re1 84 197 42,64 457
17re2 117 240 48,75 ’
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Tore? 08 0 s | O
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Zellen

Gelenk v5-positiv v5in % v5/Gelenk
gesamt
9li1 98 280 35,00
9li2 112 248 45,16 40,08
9re1 168 246 68,29
9re2 229 346 66,18 67.24
4li1 60 60 100,00
4li2 133 135 98,52 99,26
4re1 209 270 77,41
4re2 128 132 96,97 87,19
Gruppe: 6 Wochen nach Scheinoperation
13l 130 269 48,33
13li2 208 209 99,52 73,79
13re1 193 334 57,78 583
13re2 150 255 58,82 ’
15li1 105 127 82,68
15li2 105 170 61,76 7222
15re1 130 289 44,98
15re2 178 224 79,46 62,22
25li1 81 254 31,89
25li2 112 223 50,22 41,06
25re1 46 338 13,61 14.91
25re2 58 358 16,20 '
6li1 45 76 59,21
6li2 84 106 79,25 69,23
6re1 89 241 36,93
6re2 110 248 44,35 40,64
Gruppe: 12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung
111i1 175 180 97,22
111i2 201 202 99,50 98,36
11re1 103 145 71,03
11re2 87 216 40,28 95,66
121i1 110 143 76,92
121i2 60 271 22,14 49,53
12re1 153 240 63,75
12re2 193 238 81,09 72,42
71i1 82 125 65,60
71i2 68 95 71,58 68,59
7rel 50 97 51,55
7re2 81 130 62,31 96,93
Gruppe: 12 Wochen nach Scheinoperation
11i1 157 329 47,72
11i2 137 243 56,38 52,05
1re1 80 224 35,71
1re2 60 217 27,65 31,68
2li1 108 280 38,57
2li2 73 139 52,52 45,55
2re1 60 141 42,55
2re2 32 118 27,12 34,84




Zellen

Gelenk v5-positiv v5in % v5/Gelenk
gesamt

3li1 75 156 48,08

3li2 84 124 67,74 57,91
3re1 48 420 11,43

3re2 53 414 12,80 1212
10li1 41 174 23,56

10li2 109 145 75,17 49,37
10re1 80 193 41,45

10re2 51 215 23,72 32,59

Gruppe: nicht operierte Tiere

N1Ili1 57 247 23,08

N1li2 75 194 38,66 3087
N1re1 101 275 36,73

N1re2 109 335 32,54 34,64
N2li1 112 357 31,37

N2li2 101 297 34,01 32,69
N2re1 50 312 16,03

N2re2 110 293 37,54 26,79
N3li1 0 234 0,00 0
N3li2 0 160 0,00

N3re1 76 110 69,09

N3re2 74 120 61,67 65,38
N4li1 35 187 18,72 202
N4li2 49 226 21,68 ’
N4re1 58 143 40,56

N4re2 62 116 53,45 47,01

VI




9.4 CD44v6-Expression

Gelenk v6-positiv Zellen v6in % | %v6/Gelenk
gesamt
Gruppe: 3 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung
16li1 30 218 13,76
16li2 3 33 9,09 1,42
16re1 4 190 2,11
16re2 10 195 5,13 3,62
19li1 19 157 12,10
19li2 30 52 57,69 34,89
19re1 65 148 43,92
19re2 3 132 2,27 22,78
20Ii1 15 183 8,20
20li2 22 38 57,89 33,04
20re1 15 127 11,81
20re2 3 138 2,17 6,99
22li1 15 200 7,50
22li2 0 284 0,00 3,75
22re1 0 205 0,00 0,00
22re2 0 149 0,00
Gruppe: 3 Wochen nach Scheinoperation
211i1 8 163 4,91
21li2 2 143 1,40 3,15
21re1 2 122 1,64
21re2 12 323 3,72 2,68
141i1 2 121 1,65
14li2 13 107 12,15 6,90
14re1 0 356 0,00
14re2 2 291 0,69 0,35
23li1 6 265 2,26 133
23li2 1 257 0,39 ’
23re1 0 181 0,00
23re2 0 161 0,00 0,00
241i1 0 287 0,00
24li2 0 376 0,00 0,00
24re1 0 178 0,00
24re2 0 150 0,00 0,00
Gruppe: 6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung
171i1 82 107 76,64
171i2 75 233 32,19 5442
17re1 3 197 1,52
17re2 0 240 0,00 0.76
18li1 48 132 36,36
18li2 116 222 52,25 44,31
18re1 11 116 9,48
18re2 7 200 3,50 6,49

VI



Zellen

Gelenk v6-positiv v6in % | %v6/Gelenk
gesamt

9li1 15 280 5,36 712
9li2 22 248 8,87 '
9re1 15 246 6,10

9re2 3 346 0,87 3,49
4li1 12 60 20,00

4li2 11 135 8,15 14,08
4re1 37 270 13,70

4re2 0 132 0,00 6,85

Gruppe: 6 Wochen nach Scheinoperation

13l 1 269 0,37

13li2 11 209 5,26 2,82
13re1 18 334 5,39

13re2 70 255 27,45 16,42
15l1i1 0 127 0,00

15li2 0 170 0,00 0,00
15re1 2 289 0,69 146
15re2 5 224 2,23 ’
25li1 8 254 3,15

25li2 3 223 1,35 2,25
25re1 4 338 1,18

25re2 1 358 0,28 0.73
6li1 19 76 25,00

6li2 13 106 12,26 18,63
6re1 25 241 10,37

6re2 42 248 16,94 13,66

Gruppe: 12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

111i1 20 180 11,11

111i2 25 202 12,38 1,75
11re1 88 145 60,69

11re2 66 216 30,56 45,63
121i1 50 143 34,97

121i2 23 271 8,49 2173
12re1 38 240 15,83

12re2 34 238 14,29 15,06
71i1 45 125 36,00

71i2 83 95 87,37 61,69
7re1 90 97 92,78

7re2 19 130 14,62 53,70

Gruppe: 12 Wochen nach Scheinoperation

11i1 1 329 0,30

11i2 3 243 1,23 0.77
1re1 5 224 2,23

1re2 23 217 10,60 6.42
2li1 0 280 0,00

2li2 0 139 0,00 0,00
2re1 0 141 0,00

2re2 0 118 0,00 0,00

VIII




Zellen

Gelenk v6-positiv v6in % | %v6/Gelenk
gesamt
3li1 1 156 0,64
3li2 0 124 0,00 0,32
3re1 2 420 0,48
3re2 6 414 1,45 0.7
10l1i1 36 174 20,69
10li2 5 145 3,45 12,07
10re1 0 193 0,00
10re2 3 215 1,40 0,70
Gruppe: nicht operierte Tiere
N1li1 0 247 0,00
N1li2 1 194 0,52 0.26
N1re1 1 279 0,36
N1re2 4 335 1,19 0.78
N2I!1 1 357 0,28 0.14
N2li2 0 297 0,00
N2re1 15 312 4,81 2 41
N2re2 0 293 0,00 ’
N3li1 0 234 0,00
N3li2 8 160 5,00 2,50
N3re1 0 110 0,00 125
N3re2 3 120 2,50 ’
N4li1 12 187 6,42
N4li2 5 226 2,21 4,32
N4re1 2 143 1,40 717
N4re2 15 116 12,93 ’

IX




*ENTWURE™

Dateiname: N:\T_VERS\GENNEU
Erstellt am 24.07.00
Bearbeiter: moel

Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Miinster . 48128 Milnster

Gegen Empfangsbekenntnis : Dienstgebaude

Herrn ?T?h?&gn4no
elefon: -

Prof. Dr. W. Winkelmann l&sb 25, JULl 2000 Durchwahl: 2110

Klinik und Poliklinik fir : : QQTE&Q

Allgemeine Orthopéddie der .

Westf. Wilhelms-Universitit Miinster - Qﬁng;“(G4WNm)

Albert-Schweitzer-Str. 33 _
A - Juli 2000

48129 Miinster

Betr.: Tierschutz; ]
hier: Durchfihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Bezug: Ihr Antrag vom 29. 05 2000, hier eingegangen
am 06.06.2000

Genehmigungsbeschedid:

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Winkelmann,

gemdB § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Be-
kanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBl. I. S. 1105) wird Ihnen die
Genehmigung zur Durchfihrung nachstehenden Versuchsvorhabens
erteilt:

Untersuchung der Konzentration des Hyaluronsdurerezeptors CD44
in der Gelenkfliissigkeit bei experimentell induzierter Arthrose
am Beispiel des Knlegelenkes des Kaninchens.

Leiter des Versuchsvorhabens und seine Stellvertreterin sind:

Herr ] ’ Frau

Prof. Dr. med. W. Winkelmann Dr. med. Susanne Fuchs
Klinik und Poliklinik "Klinik und Poliklinik

fiir Allgemeine Orthopédie fir Allgemeine Orthopadle
der WWU Minster der WWU Minster
Albert—Schweitzerfstr. 33 . Albert-Schweitzer-Str. 33
48129 Munster : 48129 Minster:

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300
e-mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=bezreg-muenster, S=postsielle @ Telefax (0251) 411-2525
. Konten der Regierungshauptkasse Miinster:
Landeszentralbank Niederlassung Miinster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520
. Westdeutsche Landesbank Girozentrale Miinster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820
Offentliche Verkehrsmitte! - Buslinien 1. 5. 6 . 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und 2 . 10. 11. 14 . 21 . 64 bis Domplatz

W OISUnA SuruaiBoasyizog ordoyisudigy,



Diese Genehmigung gilt bis zum 28. 02. 2002.

Zzur Durchfihrung des Versuchsvorhabens dirfen folgende Tiere
verwendet werden:

24 Neuseeland-Kaninchen.

Auflagen:

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser
Genehmigung begonnen werden.

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein Stellvertreter
wechselt, ist mir dieser Wechsel unverzlglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zurilickgenommen, wenn bei der Erteilung
die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben
waren. :

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3.

TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb
einer von mir zu bestimmenden Frist abgeholfen wird; sie kann
widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht
erfiillt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG
wiedeérholt oder grob zuwidergehandelt worden ist. .

Ein Antrag auf Verldngerung - der Genehmigung ist rechtzeltlg vor
Ablauf der Frist bei mir zu stellen.

Da das Versuchsvorhaben tiberwiegend im offentlichen Interesse
erfolgt, wird von der Erhebung einer Verwaltungsgebuhr Abstand
genommen

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekannt-
gabe Widerspruch erhoben werden. Der Widerspruch ist bei mir
unter der cben genannten Anschrift schriftlich oder zur Nieder-
schrift einzureichen. : ‘

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Ihnen Bevoll-
méchtigten versdumt werden, so wirde dessen Verschulden Ihnen
zugerechnet werden. : B

Ich bitte um umgehende Ruckgabe des belllegenden Empfangsbe-
kenntnisses.

Mit freundlichen GriBen
I. A. ’

Tl

Dr. Wissing

XI
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DER

ginged gand e \ ~ OBERBURGERMEISTER
17, w0 29 STADT i MONSTER
e n-"" 4 .
\Ne\xeme‘ep“ ke \ma“‘ VETERINAR- UND
Postanschrift: Stadt Minster « 48127 Miinster Seks LEBENSMITTEL-
UBERWACHUNGSAMT
Klinik und Poliklinik fur Allgemeine Chirurgie
z.H. Herrn Prof. Dr. W. Winkelmann' ‘ Schelmenstiege 1
Albert-Schweitzer-Str. 33 ;‘:’aslf‘:i"ef;::::‘-
' Zimmer: 106
48149 Miinster Telefon:  02534/971 - 301

Telefax:  02534/971 - 399
E-Mail:Amt_39@stadt-
muenster.de

Sprechzeiten:

nach Vereinbarung

Datum und Zeichen Ihres Schreibens: Mein Zeichen (Bitte angeben): Minster,
29.05.2000 an die Bezirksregierung © 39/401 a) 11.07.2000
hier eingegangen am 19.06.2000

Tierschutzgesetz;

Tierversuch G 49/2000

Versuchsleiter und Antragsteller: Stellvertreterin:
Prof. Dr. W. Winkelmann Dr. Susanne Fuchs

Sehr geehrter Herr Professor V\ﬁnkelmann,
aufgrund § 11 Tierschutzgesetz.eﬁeile ich thnen die Erlaubnis zur Haltung von
. 24 Neuseeland-Kaninchen.

Folgende‘Aquagen sind einzuhalten:

1. Fur die Pflege und Betreudng sind die Pfleger des Tierstalles zustandig:

2. Die medizinische Versorgung hat durch Professor Richter von der ZTE zu erfolgen.

3. Die Kafige sind mit der Nummef Qer Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.

4. Uber die Tierversuche, die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen. Diese
. sind drei Jahre lang nach Abschluss des Versuchsvorhabens aufzubewahren und mir auf Verlangen zur

Einsichtnahme vorzulegen.

5. Anderungen und Erweiterungen im Personalbereich, bei Tierart- und zahl sowie der Unterbringung sind
mir umgehend mitzuteilen.

Bitte beachten Sie, dass der Versuch erst begonnen werden kann, wenn ihnen die Genehmigung der
Bezirksregierung Minster vorliegt. Diese Erlaubnis gilt fir die Laufzeit des genehmigten Versuches.

Mit freundlichen GriiRen

LA('()H gb'ez(,

Dr. Bolle
Stadt. Oberveterinarrat

Konten der Stadtkagse ' Zentrale Verbindungen
Sparkasse Minster Kto.-Nr. 752 . (BLZ40050150) Commerzbank Minster Kio.-Nr. 393210 0/00 (BLZ40040028) = Hauptvermittiung (0251) 492-0
Landesze"""bﬂnk Muns(er Kto.-Nr. 40 001 700 {BLZ 400000 00)  Deutsche Bank Munster Kto.-Nr. 0470 005 (BLZ 400 706 80)  Telefax (0251) 492-7700
Postbﬂn"GD‘"‘"‘ Kto.-Nr. 21 1 36-461 {BLZ 440 100 46)  Dresdner Bank Manster (BLZ 400 800 40)  Datex-J 0251492
Bank fir g"""“"nsman Kto-Nr. 1 010305 100 {BLZ 400 101 11)  Volksbank Minster eG Kto.-Ne. 4 200 800 (BLZ 401600 50) E-Mail

Bankhau$ LamMpe Minster  Kto.-Nr. 306 002 {BLZ 480201 51) Westdeutsche Landesbank Minster  Kio.-Nr. 61226 (BLZ 400 500 00)  Stadiverwaltung@stadt-muenster de
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DER
OBERBURGERMEISTER

Sy7:Noad fli MUNSTER

Postanschrift: Stadt Miinster » 48127 Munster

Frau

PD Dr. Susanne Fuchs
Klinik und Poliklinik fir
Allgemeine Orthopéadie
Albert-Schweitzer-Str. 33
48149 Minster

Datum und Zeichen lhres Schreibens:
23.07.2001 an die Bezirksregierung
hier eingegangen am 03.09.2001

Mein Zeichen
39/401 a)

VETERINAR- UND
LEBENSMITTEL-
UBERWACHUNGSAMT

Schelmenstiege 1

Auskunft erteilt:
Frau Heumann

Zimmer: 106

Telefon:  02534/971 - 301
Telefax:  02535/971 - 399
E-Mail:
Amt39@stadt-muenster.de
Sprechzeiten:

nach Vereinbarung

(Bitte angeben):

Minster,

06.09.2001

Tierschutzgesetz;

Tierversuch: A 58/2001

Versuchsleiterin: Frau Dr. Susanne Fuchs Stellvertreter und Antragsteller:
Dr. Carsten O, Tibesku

Sehr geehrte Frau Dr. Fuchs,

aufgrund § 11 Tierschutzgesetz in der z.Z. gliltigen Fassung erteile ich Ihnen die Erlaubnis zur

Haltung von .
4 Kaninchen.
Folgende Auflagen sind einzuhalten:
1. Far die Pflege und Betreuung sind die Tierpfleger lhres Institutes zusténdig.
2. Die medizinische Versorgung hat durch Herrn Dr. Liicke, Leiter der ZTE, zu erfolgen.
3. Die Kafige sind mit der Nummer der Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.
4. Uber die Tierversuche, die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen.

Diese sind drei Jahre lang nach Abschluss des Versuchsvorhabens aufzubewahren und mir auf
Verlangen zur Einsichtnahme vorzutegen.

5. Anderung und Erweiterung im Personalbereich, bei der Tierart und -zahl sowie der Unterbringung
sind umgehend dem Veterindramt der Stadt Miinster mitzuteilen.

Die Erlaubnis gilt fiir die Laufzeit des angezeigten Versuches.

Mit freundlichen GriRen
LA <7 ]

A ,4,(,&
Dr. Otto
Stadt. Veterinardirektor

Konten der Stadtkasse
Stadtsparkasse Minster
Landeszentratbank Minster
Postbank Dortmund

Bank filr Gemeinwirtschaft
Bankhaus Lamps Minster

Kto.-Nr. 752

Kto.-Nr. 40 001 700
Kto.-Nr. 21 1 36461
Kio.-Nr, 1 010 305 100
Kto.-Nr. 306 002

(BLZ 400 501 50)
(BLZ 400 000 00)
(BLZ 440 100 48)
(BLZ 400 101 11)
(BLZ 480 201 51)

Commerzbank Minster

Deutsche Bank Mnster

Dresdner Bank Minster
Volksbank Minster eG

Westdeutsche Landesbank Minster

XIII

Kto.-Nr. 393 210 (/00 (BLZ 400 400 28}
Kto.-Nr. 0470 005 {BLZ 400 700 80)
Kto.-Nr. 606 465 600  (BL.Z 400 800 40)
Kto.-Nr. 4 200 800 (BLZ 401 600 50)
Kto.-Nr. 81 226 (BLZ 400 500 00)

Zentrale Verbindungen

= Hauptvermittiung (0251) 4920
Telefax (0251) 482-7700
Datex-J 02514928
E-Mail
Stadtverwaltung@stadt-muenster.de



Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Miinster . 48128 Miinster

Frau Dienstgebiude
Domplatz 1-3
L e med. Sugan?e.Fuc?s Telefon: (0251) 411-0
Klinik und Poliklinik flir Durchwahl: 2110
. S Zimmer: 431
Al}geme%ne Orthopadle des e
Universitatsklinikums Miinster
. Aktenzeichen
Albert-Schweitzer-Str. 33 50.0835.2.0 (A 58/2001)
48149 Miinster : 1€ . August 2001

Anzeige von Versuchsvorhaben gemidf § 8 a Abs. 1 und 2
Tierschutzgesetz (TierSchG);

Versuchsvorhaben: “Tétung von vier weifen Neuseelandkaninchen
zur Entnahme beider Kniegelenke”

Ihre Anzeige vom 23.07.2001 - hier eingegangen am 30.07.2001

Sehr geehrte Frau Dr. Fuchs,

Ihre o.a. Anzeige wird hiermit bestdtigt.
Einer Genehmigung fiir das Versuchsvorhaben bedarf es nicht.

Ich weise jedoch darauf hin, daR Sie gemiR § 8b Abs. 5 TierSchG
~den fir Sie zustdndigen Tierschutzbeauftragten zu unterrichten
haben.

Mit freundlichen GriRen
ﬁm Auftrag

M‘Lu{/

Mbéllers

. Telex 892870 rpms . Telefax (0251) 411-2525
Offentliche Verkehrsmittel - Buslinien 1 . 5. 6 . 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und 10 . 12 . 14 bis Domplatz
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