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Zusammenfassung
In unserer Arbeitsgruppe Tissue Engineering wurde ein
dreidimensionales (3D) in vitro Modell fur die rheumatoide
Arthritis (RA) (in vitro Pannus) etabliert mit dem Ziel, ein
standardisiertes in vitro Testsystem zur Analyse der Wirkung
von Pharmaka und verschiedener biologischer Wirkstoffe zu
entwickeln. Der modifizierte in vitro Pannus besteht aus 3D-
Chondrozyten-Pelletkulturen, die mit humanen RA-Synovial-
zellkulturen interagieren.
Die interaktiven 3D-Co-Kulturen bestehen aus definierten
rheumatoiden Synovialzellpopulationen, die durch Aufzentrifu-
gieren in direkten Kontakt mit den Chondrozyten-Pelletkultu-
ren gebracht wurden. Wahrend der Co-Kultivierung konnte
anhand histochemischer Fdrbungen deutlich eine Invasion der
RA-Synovialzellpopulationen in die Matrix der Chondrozyten-
Pelletkulturen beobachtet werden. Die Genexpressionsanalyse
zeigte eine Reduzierung der Kollagen Typ Il-Expression in den
Chondrozyten wdhrend der zweiwochigen Co-Kultur mit RA-
Synovialzellen.
Diese irueraktiven Co-Kulturen ermoglichen die Untersuchung
einzelner Zellpopulationen und ihrer Wechselwirkungen im
System. Das etablierte Kulturmodell eroffnet zahlreiche
Moglichkeiten, die Daten aus den Tiermodellen fiir die RA zu
ergdnzen und konnte sich als ein in vitro Testsystem fiir die
Untersuchung neuer therapeutischer Strategien in einem
experimentellen System eignen.

1 Einleitung

1.1 Die rheumatoide Arthritis
Rheumatische Erkrankungen nehmen in
den Krankheitsstatistiken der Bundesrepu-
blik Deutschland immer einen der ersten
drei Platze ein. Etwa die Halfte aller Er-
wachsenen klagen uber wenigstens ein
rheumatisches Symptom; bei 20% derje-
nigen Personen, die einen Arzt aufsuchen,
ist eine rheumatische Storung diagnosti-
zierbar und 20-30% der Arbeitsunfahig-
keitsfalle sind auf Krankheiten des Bewe-
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Summary: Establishment of an in vitro model for rheumatoid
arthritis as test system for therapeutical substances
In our Tissue Engineering group a 3D in vitro modelfor
rheumatoid Arthritis (in vitro pannus) was established with the
aim to develop a standardized drug-screening test to analyze
the effects of drugs and different biological substances. The
advanced model consists of chondrocyte pellet cultures
interacting with rheumatoid arthritis (RA) synovial cell
cultures.
To establish interactive 3D co-cultures defined rheumatoid
arthritis synovial cell populations were centrifuged directly on
chondrocyte pellet cultures. Histochemical stainings during
time of co-culture revealed obvious invasion by RA synovial
cell populations into the chondrocyte matrix.
Gene expression analysis showed a downregulation ofcolla-
gen type II expression in chondrocytes within 2 weeks after co-
culture with RA synovial cells.
Those interactive co-cultures allow the study of single cell
populations as well as the cellular interactions in this system
under in vitro conditions. Thus, the established co-culture
model may be suitable for routine screening tests, which can
be useful in supplementing animal experiments in basic
research and drug testing.

Keywords: rheumatoid arthritis (RA), in vitro pannus model,
chondrocytes, co-culture model

gungsapparates und des Bindegewebes
zuruckzufuhren. Analgetika und Antirheu-
matika sind seit vielen Jahren die am hau-
figsten verordneten Medikamente und
werden von etwa 7-8% der Bevolkerung
eingenommen.

Die rheumatoide Arthritis (RA, chroni-
sche Polyarthritis) ist der Prototyp einer
chronisch-entzundlichen rheumatischen
Erkrankung. Obwohl die RA im Rahmen
der rheumatischen Erkrankungen einen
geringen Anteil von weniger als 10% hat,
gehort sie zu den schwersten Erkrankun-

gen des Bewegungssystems. So sind bei
einer Krankheitsdauer von 10-20 Jahren
bis zu 70% der Patienten erwerbsunfahig.

Zur Entstehung der RA existieren rneh-
rere Hypothesen. Wahrend bei der RA ei-
nerseits Autoirnmun-Mechanismen (ver-
mittelt durch T-ZelJen) zugrunde liegen,
wird von anderer Seite die Theorie von der
RA als bakterielle oder virale Infektion be-
furwortet, Entziindungsreaktionen in der
Gelenkinnenhaut, der Synovialmembran,
fuhren im Verlauf der Krankheit zur Bil-
dung eines sog. Pannusgewebes, welches
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Knorpel- und Knochengewebe invadiert
und schlieBlich zerstort (Abb. 1).
Zellulare Interaktionen fuhren dabei zur

Ausschuttung yon proinflammatorischen
Zytokinen (Entzundungsvermittler) und
Wachstumsfaktoren, die unter physiolo-
gischen Bedingungen das Gleichgewicht
zwischen Matrixbildung und -abbau auf-
recht erhalten. Bei der rheumatoiden Ar-

1999). 1m Prozess der Matrixdegradation
wirken verschiedenartige Enzymsysteme
zusammen, wobei der Matrixabbau haupt-
sachlich durch die auch als Matrix-Metal-
loproteinasen (MMP) bezeichneten Enzy-
me vermittelt wird. Dabei handelt es sich
urn eine Familie proteolytischer Enzyme,
die verschiedene Matrixproteine mit un-
terschiedlicher Spezifitat abbauen, wobei

normal
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Abb. 1: Darstellung der entzOndliehen Gelenksveranderungen bei der rheumatoiden
Arthritis (RA) (reehte Seite) im Vergleieh zum gesunden Gelenk (linke Seite).

thritis wird dieses Gleichgewicht durch
die ubermabige Produktion proinflamrna-
torischer Zytokine zugunsten der Matrix-
degradation verschoben. Dadurch wird of-
fenkundig, dass das Gleichgewicht zwi-
schen protektiven und destruktiven Zyto-
kinen wichtiger fur die resultierende Zer-
storung ist , als die absoluten Spiegel de-
struktiver Mediatoren (van den Berg,
1999). Die pathologischen Prozesse wei-
sen eine hohe Komplexitat auf, wodurch
es nicht moglich ist, die Expression eines
einzelnen Zytokins mit dem Ablauf der
Gelenkdestruktion zu korreJieren.
Durch die uberschiebende Produktion

dieser Zytokine kommt es in der rheuma-
toiden Synovialmembran zu Aktivierun-
gen, die wiederum zur Freisetzung yon
matrixabbauenden Enzymen aus synovia-
len Zellen fuhrt (Nagase und Woessner,
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man die Subfamilien Kollagenasen, Stro-
melysine und Gelatinasen unterscheidet.
Die meisten MMPs werden yon einer

Vielzahl yon Zellen als inaktive Proenzy-
me (proMMPs) sezerniert und anschlie-
Bend durch verschiedene Proteinasen wie
Plasmin oder durch aktive MMPs uber ei-
nen Stufenmechanismus aktiviert. Dabei
ist ihreAktivitat abhangig vorn Vorhanden-
sein eines Zn=-Ions im aktiven Zentrum.
Ca2+ dient zu ihrer Stabilisierung (Werb,
1993). Zur Familie der MMPs gehoren
Gelatinase A (MMP-2) - vorwiegend yon
Fibroblasten und fibroblasten-ahnlichen
Zellen sekretiert (Stetler-Stevenson, 1996;
Fassina et al., 1996) - und Gelatinase B
(MMP-9) - hauptsachlich yon Leukozyten
produziert (Watanabe et al., 1993; Declaux
et al., 1996). Die Expression der meisten
proMMPs unterliegt einer strengen Regu-

lierung durch verschiedene Stimulatoren
wie Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Hormone. Allerdings wird die Produkti-
on yon proMMP-2 nicht yon diesen regu-
liert, abgesehen yon Transforming Growth
Factor (TGF)-f:).Somit ist in der Aktivie-
rung ein Schli.isselschritt fur die Kontrol-
le der enzymatischen Aktivitat der MMP-
2 zu sehen. Wahrend die Aktivierung der
latenten 92 kDa-proMMP-9 zur aktiven 85
kDa-Form durch eine Vielzahl yon Prote-
inasen wie z.B. Stromelysin erfolgt, wird
proMMP-2 durch Plasmamembran gebun-
dene Metalloproteinasen, sog. Mernbran-
Typ MMPs (MT-MMPs), aktiviert (Sato
et al., 1994; Will und Hinzmann, 1995;
Pei, 1999; Kolkenbrock et aI., 1999; Lla-
no et al., 1999). Diese Aktivierung erfolgt
durch Abspaltung eines N-terminalen Pep-
tids und fuhrt zu einer 62 kDa-Form von
MMP-2, die sich autokatalytisch in die
vollaktive 59 kDa-Form iiberfiihrt. In Fi-
broblasten wurden verschiedene Signal-
wege fur die Aktivierung yon MMP-2 ge-
funden (Gervasi et al., 1996; Li et al.,
1997; Li et al., 1998). Besonders ist Con-
canavalin A - ein Lectin, das spezifisch an
Glykoproteine der Zelloberflache bindet
- bekannt fur die proteolytische Aktivie-
rung yon MMP-2 und findet aus diesem
Grund breite Anwendung bei der Unter-
suchung der MMP-Aktivierung (Overall
und Sodeck, 1990).
An diesen Vorgangen bei der rheuma-

toiden Arthritis sind mehrere Zellpopula-
tionen beteiligt: Makrophagen- und Fibro-
blasten-ahnliche Zellen sind die vorherr-
schende Zellgruppe einer normalen Syno-
vialmembran. Aktivierte Endothelzellen
sind fur die Gefabneubildung des Pannus-
gewebes von groBer Bedeutung, wahrend
dieAnhaufung yon T-Zellen als lokale Re-
aktion auf ein bisher unbekanntes Antigen
gedeutet werden kann. Knorpelzellen
(Chondrozyten) sind als Produzenten der
Knorpelmatrix von Bedeutung fur rege-
nerative Vorgange. Die Bedeutung der
Knorpelmatrix fur das invasive Verhalten
der Synovialmembran liegt u.a. in der Ge-
genwart yon Matrixbestandteilen, die eine
Zelladhasion an den GelenkknorpeJ er-
moglichen, Die Anlagerung yon inflam-
matorischen Zellen an Matrixbestandtei-
le kann Zellaktivierungsvorgange auslo-
sen, die dann zur Freisetzung matrixab-
bauender Enzyme fuhren, Wichtige neue-
re Erkenntnisse betreffen die Wechselwir-
kungen yon Zellen und Zellprodukten, ins-
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besondcre Zytokinen, mil der extrazelJu-
laren Matrix (Gilat et al., 1LJ9fi;Schonherr
und Hausser, 2000).

1.2 Das in vitro Pannusmodell
Fiir die Pathogenese der RA gibt es nach
wie vor kein ideales Modell.
Neben den etablierten experirnentellen

Arthritiden (z.B. kollageninduzierte A.,
Adjuvans-A.) wenden mehrere Forscher-
gruppen das SCID-Maus-System mit im-
plantiertem Synovialgewebe an (z.B. Sack
et aI., 1993; Geiler et al., 1994; Kaul et
aI., 1995; Lehmann et al., 2000; Pap et aI.,
2000; Pap et aI., 2001), urn die Interaktio-
nen zwischen Pannus- und Knorpelgewe-
be direkt zu studieren. Eine wichtige
Neuerung stellten auBerdem Untersuchun-
gen an HLA-DR4-CD4 transgenen Mau-
sen dar (Sonderstrup et aI., 1999). Die
genannten Ansatze (Houri und O'Sullivan,
1995; Joe et al., 1999) konnen nieht auf
Versuchstiere verzichten, die jedoch als
Tiermodelle nur eingeschrankt auf die
humane Pathologie ubertragbar sind.

Die etablierten konventionellen Zellkul-
tursysteme bieten den Vorteil, definierte
Versuchsparameter unter standardisierten
und leicht reproduzierbaren Bedingungen
zu analysieren. Allerdings sind sie mit ei-
ner Dedifferenzierung der Zellen, also
dem Verlust ihrer typischen Eigenschaf-
ten verbunden und somit nicht in der Lage,
die komplexen Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Wechselwirkungen der in vivo Verhaltnis-
se widerzuspiegeln. Weiterhin stellen die
an humanem Operationsmaterial oder
zweidimensionalen Zellkulturen gewon-
nenen Daten stets nur die Momentaufnah-
me eines langfristigen Prozesses dar. Da-
her besteht die Notwendigkeit, die bishe-
rigen Tiermodelle durch Langzeitstudien
mit humaner Synovialmembran und hu-
manem Knorpel zu erganzen.

Auch aus diesem Grund hat in den letz-
ten Jahren das Fachgebiet des Tissue En-
gineering rasch an Bedeutung gewonnen
(Langer und Vacanti, 1993; Caplan, 2000;
Hollinger et al., 2000). Die Techniken des
Tissue Engineering ermoglichen heute die
Entwicklung komplexer in vitro Gewebe-
modelle. Unterschiedliche Zelltypen kon-
nen getrennt oder gemeinsam dreidimen-
sional gezuchtet werden. 1m Gegensatz zu
herkommlichen Zellkulturen konnen beim
Tissue Engineering die Zellen ihre eigene
gewebetypische extrazellulare Matrix aus-
bilden, so dass deren Funktion bei zellu-
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laren Interaktionen erhalten bleiben kann
(Sittinger, 1996).

1.3 Potential zur Einsparung von
Tierversuchen
In unserer Arbeitsgruppe Tissue Eng inee-
ring an der Medizinischen Klinik der Cha-
rite Berlin wurde ein in vitro Modell zum
Studium destruktiver Gelenkerkrankun-
gen etabliert, der sog. in vitro Pannus
(Schultz et al., 1997). Dieses neu entwi-
ckelte Kulturmodell basiert auf einer in-
teraktiven Co-Kultur unterschiedlicher
Zellpopulationen (z.B. Chondrozyten und
synoviale Zellen), die in einer dreidimen-
sionalen Matrix, die der spezifischen zel-
lularen Mikroumgebung entspricht, kul-
tiviert werden. So lassen sich wesentliche
zellulare Wechselwirkungen beim Prozess
der Matrixdestruktion bei del' rheumato-
iden Arthritis unter in vitro Bedingungen
simulieren und untersuchen. Schwerpunkt
der weiterflihrenden Arbeiten lag auf der
Etablierung eines in vitro Testsystems zur
Analyse der Wirkung yon verschiedenen
biologischen Wirkstoffen wie Zytokinen,
Differenzierungsfaktoren oder Hemmstof-
fen proteolytischer Enzyme, die bei ent-
ziindlichen rheumatischen Erkrankungen
eine wesentliche Rolle spielen. Mit der
Realisierung dieses Vorhabens ergabe sich
ein durchaus bedeutendes Potential zur
Einsparung yon Tierversuchen, die im
Bereich der Grundlagenforschung und
gegebenenfalls im Rahmen praklinischer
Studien zur Arzneimittelentwicklung
durchgefiihrt werden.

2 Material und Methoden

2.1 Synovialgewebe und Isolierung
der Synovialzellen
Die synovialen ZelIen wurden aus huma-
nen entztindlichen Synovialmembranen
gewonnen, die bei orthopadisch-rekon-
struktiven Eingriffen yon Patienten mit
definierter RA entfernt wurden. Urn die
Zellen aus dem Gewebeverband zu iso-
lieren, wurden die RA-Synovialgewebe
enzymatisch mit Kollagenase CLS II (Bio-
chrom KG, Berlin, Deutschland), Kolla-
genase P (Boehringer Mannheim, Mann-
heim, Deutschland) und Hyaluronidase
(Si a, Taufkirchen, Deutschland) fur 3-
4 St nden verdaut. Die isolierten RA-Sy-
nov alzellen wurden in Zellkulturflaschen
aus esat und bis zum Erreichen eines dich-
ten ellrasens 4-7 Tage kultiviert. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die ZelIen
dann in fiiissigem Stickstoff bei -196°C
kryokonservierr.

Als vorstellbarer Standard fur die Syno-
vialzellkomponente des in vitro Modells
der RA wurden zwei SV 40T antigen trans-
fizierte Zelllinien gepruft. Die Zelllinie
HSE wurde als Prototyp fur RA-Fibrobla-
sten getestet. Die Linie K4IM, gewonnen
aus gesunden Synovialfibroblasten, wur-
de als Kontrollpopulation untersucht. Fur
die geplante Testung im in vitro Pannus-
modell wurde ein ausreichendes Reservoir
diesel' Zellen in flussigern Stickstoff kryo-
konserviert.

Die Monolayerkulturen del' synovialen
RA-Zellen und Zelllinien wurden bei 37°C
und 5% CO2 in Zellkulturmedium RPMI
1640 unter Zusatz yon 100 Einheiten/ml
Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und
10% fotalern Kalberserum (FBS) (alle Bio-
chrom KG, Berlin, Deutschland) kultiviert.

2.2 Isolierung von Chondrozyten und
Praparation der 3D-Chondrozyten-
Pelletkulturen
Fiir die Gewinnung artikularer Chondro-
zyten wurde Gelenkknorpel vom Schwein
mit einer Enzymlosung aus Kollagenase
CLS II (Biochrom KG, Berlin, Deutsch-
land), Kollagenase P (Boehringer Mann-
heim, Mannheim, Deutschland) und
Hyaluronidase (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) zum Verdau der extrazellu-
Iaren Matrix ftir 16-18 Stunden im CO2-

Brutschrank inkubiert. Die isolierten
Knorpelzellen wurden in Zellkulturmedi-
urn RPMI 1640, supplementiert mit Peni-
cillin/Streptomycin und 10% fotalem Kal-
berserum (FBS) (aile Biochrom KG, Ber-
lin, Deutschland), aufgenommen und mit
einer Zelldichte yon 2 Millionen/ml pro
Vertiefung in 48er Multiwellplatten (Co-
star, USA) eingesat. Durch Sedimentati-
on der Zellen und nach 1-2 Tagen einset-
zender Matrixneusynthese kommt es zur
Bildung der 3D-Chondrozyten-Pelletkul-
turen. Die Kultur dieser Pelletkulturen er-
folgte bei 3rC und 5% CO2 in Zellkul-
turmedium RPMI 1640 unter Zusatz yon
100 Einheiten/ml Penicillin, 100 ug/ml
Streptomycin und 10% fotalern Kalberse-
rum (FBS) (aile Biochrom KG, Berlin,
Deutschland). Zusatzlich wurde dem Me-
dium 50 fAg/ml L-Ascorbinsaure-2-phos-
phat (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
zur Unterstiitzung der Matrixsynthese zu-
gesetzt.
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2.3 Praparation interaktiver 3D-Co-
Kulturen
Nach 2-3 wochiger Kultivierung der
Chondrozyten zu stabilen 3D-Pelletkultu-
ren in den 48er Multiwellplatten wurde das
iiberstehende Kulturmedium aus den Ver-
tiefungen entfernt. Auf jede 3D-Chondro-
zyten-Pelletkultur wurde jeweils 1 ml ei-
ner Zellsuspension mit 1Million Synovi-
alzellen/ml Kulturmedium pipettiert und
die Platten fur 5 min bei 1000 U /min zen-
trifugiert. 3D-Co-Kulturen wurden mit
RA-Synovialzellen und den beiden
SV 40T antigen transfizierten ZelIlinien
HSE und K4IM hergestellt. Die Kultivie-
rung erfolgte auch hier mit Zellkulturme-
dium RPMI 1640, supplementiert mit Pe-
nicillin/Streptomycin und 10% fotalern
Kalberserum (FBS) (aile Biochrom KG,
Berlin, Deutschland).

2.4 Histochemie
und Immunhistochemie
Mit Hilfe der Histochemie kann der che-
mische Aufbau der einzelnen Zell- und
Co-Kultur-Gewebestrukturen ermittelt
und eine Beziehung zwischen der Struk-
tur und den sich dort abspielenden mole-
kularen Vorgangen hergestellt werden.
Dafur wurden von den zu untersuchenden
Kulturen Gefrierschnittpraparate yon 6
urn Dicke auf aminoalkylsilan-beschich-
teten Objekttragern angefertigt.

Histochemische Farbungen: Fur eine
Ubersicht iiber die Zellverteilung in den
Gewebeschnitten diente die Hamatoxilin/
Eosin-Farbung, bei der Zellkerne und sau-
re Matrixbestandteile blau und aile ubri-
gen Strukturen in verschiedenen Tonab-
stufungen rot angezeigt werden (Romeis
und Bock, 1989).

Zur histochemischen Darstellung der
Kollagensynthese in den 3D-Chondrozy-
ten-Pelletkulturen wurde die Azanfarbung
nach Haidenhain und fur den Nachweis
yon Proteoglykanen (Mukopolysacchari-
den) als Bestandteile der Knorpelmatrix
die Farbung mit Alcianblau angewendet
(beide Romeis und Bock, 1989).

Immunhistochemische Parbungen: Fur
die immunhistochemische Charakterisie-
rung der RA-Synovialzellen und Zelllini-
en HSE und K4IM wurden diese Zellpo-
pulationen fur 24 Stunden jeweils in
Chamber-Slides (Costar, USA) kultiviert
und anschlieBend die Zellen in Aceton/
Methanol fixiert. Nach Blockierung der
Peroxidase mit HP2 und der Proteine mit
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10% Ziegen-Serum in PBS wurden die
Zellpraparate in einer feuchten Kammer
bei 37°C mit den primaren monoklona-
!en Antikorpern (AK) inkubiert. Dabei
wurde auf Fibroblasten mit Mouse Anti-
Human Fibroblast-AK (clone 5B5,
DAKO M0877), auf Makrophagen mit
Mouse Anti-Human Macrophage CD 163
(clone Ber-MAC3, DAKO M0794) bzw.
Mouse Anti-Human Macrophage CD68
(clone EBMll, DAKO M0718), auf En-
dothelzellen mit Mouse Anti-Human
CD31 (clone JC!70A, DAKO M0823)
und aufT-ZelIen mit Mouse Anti-Human
CD3 (clone T3-4B5, DAKO M0756) (aIle
DAKO, Hamburg, Deutschland) getestet.
Negativkontrollen wurden mit Mouse
IgG l-Antikorper (DAKO, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Nacheinander
erfolgte die Inkubation mit Polymer-Kon-
jugat und AEC-Substrat. Als Detektions-
system diente die EnVision HRP-Metho-
de (DAKO, Hamburg, Deutschland). Die
Kerngegenfarbung wurde mit Hamatoxy-
lin durchgefiihrt.

Die Neusynthese extrazellularer Matrix
durch die Chondrozyten wurde immun-
histochemisch mit Antikorpern gegen
Kollagen Typ I und Kollagen Typ II (bei-
de DCP Biermann, Deutschland) und der
EnVision-Methode (DAKO, Hamburg,
Deutschland) untersucht. Die Gefrier-
schnitte wurden mit AcetonlMehanol fi-
xiert und unspezifische Bindungsstellen
mit 10% Ziegen-Serum in PBS und Per-
oxidase mit HP2 abgeblockt. Es folgte die
Inkubation mit den primaren Antikorpern
bei 3rC uber 90 min und anschliefsend
mit dem Polymer-Konjugat und AEC-
Substrat. Die Praparate wurden in Hama-
toxylin 10 min lang gegengefarbt.

2.5 Aktivierungs- und Stimulierungs-
experimente
Substanzen: Concanavalin A (ConA),
Genistein, Indomethacin, Monensin,
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA),
Natrium-ortho-Vanadat wurden yon Sig-
ma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.
A23187, Cytochalasin D, Go 6983, Her-
bimycin A, Lavendustin A, Rapamycin,
Staurosporin und Wortmannin wurden
von Calbiochem-Novabiochem (La Jol-
la, CA, USA) eingesetzt.

Die RA-Synovialzellen wurden wie
oben beschrieben kultiviert und nach der
3. Passage in 24er Well-Platten (Costar,
USA) umgesetzt. Die so erhaltenen RA-

Synovialfibroblasten wurden fur weiterc
48 Stunden kultiviert, um eine Zelldichte
yon 80-90% Konfluenz zu erreichen. Zum
Zeitpunkt der Behandlung wurde das ZeIl-
kulturmedium vollstandig aus den Vertic-
fungen der Platte entfernt und der Zellra-
sen zweimal mit warmem PBS (Biochrom,
Berlin, Deutschland) gewaschen. Aile Ak-
tivierungs- und Stimulierungsexperimen-
te wurden in serumfreiem Zellkulturme-
dium RPMI 1640 mit 0,2 % Lactalbumin
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland) durch-
gefuhrt. Zu den RA-Synovialfibroblasten
wurden anschlieBend pro Vertiefung 0,4 ml
serumfreies Medium mit verschiedenen
Substanzen pipettiert. Nach 20 Minuten
wurden 100 ul serumfreies Medium mit
ConA (100 ug/ml) bzw. Cytochalasin D
(5 ug/ml) hinzugegeben und die RA-Syn-
ovialfibroblasten fur 24 oder 48 Stunden
inkubiert. Zu den Kontrollkulturen wurde
das entsprechende Volumen serumfreies
Medium ohne Substanzen hinzugefiigt.
AnschlieBend wurden die Mediumproben
gesammelt und unmittelbar mittels Gela-
tin-Zymographie analysiert.

2.6 Gelatin-Zymographie
Die Zymographie, eine Form der SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-
PAGE), ist eine Standardmethode, um in
Uberstanden von Zellkulturen die Aktivi-
taten latenter und aktiver Enzyme zu un-
tersuchen. Im Fall der Enzym-Substrat-
Zymographie wird dem Gel ein dem En-
zym entsprechendes Substrat - hier Gela-
tin - zugegeben, welches vom Enzym Ge-
latinase gespalten wird.

Die SDS-PAGE wurde mit 8%igem Po-
lyacrylamid-Trenngel unter Zugabe von
0,2% (w/v) Gelatin als Substrat durchge-
fuhrt. Jeweils 8 ul des Zellkulturuberstan-
des wurden mit Proben puffer vermischt
und aufgetragen. Nach der Elektrophore-
se wurden die Gele 2x 10 min in 2,5% Tri-
tonX100 und lx in Puffer gewaschen und
anschlieBend uber Nacht in 1% Tri-
tonX100 bei 3rC inkubiert. Nach der
Enzyminkubation wurden die Gele 10 min
in 43% Ethanol und 7% Essigsaure fixiert,
dann fur 1 Stunde in 0,25% Coomassie
Brilliant Blau-250 in 43% Ethanol und 7%
Essigsaure angefarbt und anschlieBend 2x
10 min in 40% Ethanol und 7% Essigsau-
re entfarbt. Die Bereiche mit gelatinolyti-
scher Aktivitat waren durch Negativfar-
bung gekennzeichnet. Die Gele wurden
fotografisch dokumentiert.

ALTEX 18,4/01
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2.7 "Real-time" PCR
Mit den beim .National Center for Bio-
technology" (ncbi) vorhandenen Daten
fur Gensequenzen und den Computerpro-
grammen ,,MegAlign" und .Primersel-
ect" wurden Schweine-spezifische Pri-
mer fUrausgewahlte knorpel-signifikan-
te Gene entwickelt. Dafilr wurde Gesamt-
RNA aus 3D-Chondrozyten-Pelletkultu-
ren (Schwein) sowie aus RA-Synovial-
zellen in Monolayer-Kultur (Human) iso-
liert. Fur die Quantifizierung der Genex-
pression mittels "real-time PCR" wurde
die Gesamt-RNA aus interaktiven 3D-
Co-Kulturen (Schwein und Human) uber
den Zeitraum der Co-Kultivierung ge-
wonnen.
Die Isolierung yon Gesamt-RNA aus

den beschriebenen Proben erfolgte ein-
schlieBlich DNase- Verdau mit dem
RNeasy Mini Kit yon Qiagen (Hilden,
Deutschland), urn gegebenenfalJs durch
Debris mit DNA yon toten Zellen hervor-
gerufene Kontaminationen zu vermeiden.
Urn DNA-Kontaminationen auszuschlie-
Ben, wurde die isolierte RNA mittels RT-
PCR uberpruft. Fur die anschlieBenden
Genexpressions-Analysen wurden DNA-
Kopien (c-DNA) der isolierten m-RNA
mittels Reverser Transkription erstellt.
Die erhaltene c-DNA wurde bei -20°C
gelagert.
Die molekularbiologischen Untersu-

chungen ausgewahlter Gene im Verlauf
der Co-Kultivierung yon 3D-Chondrozy-
ten-Pelletkulturen (Schwein) mit RA-Sy-
novialzellen (Human) erfolgten anhand
"real-time" PCR mit dem LightCycler
(Roche).

2.8 Detektionsprinzip fur das
Hybridisationssonden-Format des
LightCyclers
(QueUe: Roche Molekular Biochemicals,
2000).
Die drei essentiellen Komponenten fur
die Anwendung fluoreszenzmarkierter
Oligonukleotide als Hybridisationsson-
den sind zwei unterschiedliche Oligonu-
kleotide (markiert) und das Amplifikati-
onsprodukt. Oligo 1 tragt eine Fluore-
scein-Markierung am 3'-Ende, Oligo 2
einen anderen Farbstoff(z.B. LCRed640)
am 5'-Ende. Die Sequenzen beider Oli-
gos sind so gewahlt, dass sie am amplifi-
zierten DNA-Fragment hybridisieren.
Wenn die Sonden in dieser Orientierung
hybridisieren, sind beide Fluoreszenz-
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farbstoffe in raumlicher Nahe zueinander
positioniert. Fluorescein wird durch ge-
filtertes Licht der emittierenden Diode
angeregt und emittiert grunes Fluores-
zenzlicht einer etwas hoheren Wellenlan-
ge. Sind beide Farbstoffe nebeneinander
positioniert, regt diese emittierte Energie
den Farbstoff LCRed640 auf der zwei-
ten hybridisierten Sonde an, welcher da-
durch rotes Fluoreszenzlicht einer noch
hoheren Wellenlange emittiert.
Dieser Energietransfer wird Fluores-

zenz-Resonanz- Energie- Transfer (FRET)
genannt und wird hauptsachlich vorn
raumlichen Abstand zwischen beiden
Farbstoffmolektilen beeinflusst. Betragt
die Distanz mehr als funf Nukleotide,
sinkt die Effizienz des Energietransfers.
Die steigende Fluoreszenzintensitat ist

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Standar-
disierung der eingesetzten Zellpopula-
tionen
Die immunhistochemischen Untersuchun-
gen der Zusammensetzung yon RA-Syno-
vialzellpopulationen nach der ersten Pas-
sage zeigte, dass synoviale Fibroblasten
den Hauptanteil der adharenten, aus RA-
Synovialgewebe isolierten Zellpopulatio-
nen bildeten, wahrend das Vorhandensein
yon Makrophagen (CD68+ bzw. CD163+)
nur in einigen Praparationen bestatigt wer-
den konnte. Vereinzelt wurden die kaum
adharierenden T-Zellen (CD3+) oder auch
Endothelzellen (CD31+) nachgewiesen.
Fur die Standardisierung der RA-Zell-

population wurde ein umfangreicher Vor-

Abb. 2: Immunhistochemische Farbung eines Pools von humanen RA-Synovialzellen
in Monolayerkultur: A: anti-Fibroblasten (Flbroblast-), B: anti-Makrophagen (CD68+),
C: anti-Endothel-Zellen (CD31+), D: Negativkontrolle.

proportional zur Anzahl der DNA-Kopi-
en, die - bedingt durch die PCR-Reakti-
on - kontinuierlich ansteigt. Oligo 2 muss,
urn nicht als Primer zu fungieren, am 3'-
Ende phosphoryliert vorliegen. Durch die
fehlende freie 3'-OH-Gruppe kann die
Kopplung der komplernentar zur Matri-
ze passenden dNTP's yon der Polymer-
ase nicht vorgenommen werden. Die Son-
den sind so zu wahlen, dass sie innerhalb
des Bereichs, der durch die Primer am-
plifiziert wird, entweder an den Sense-
oder an den Antisense-Strang der Matri-
ze hybridisieren. Die Hybridisation eines
Sondenpaares entspricht dann der Ampli-
fikation eines doppelstrangigen c-DNA-
Molekiils. Die Folge ist ein der DNA-
Amplifikation proportionaler Anstieg der
Reporter-Fluoreszenz, die wahrend der
Reaktion "online" detektiert wird.
Die Automatisierung des Verfahrens

erlaubt somit einen weitaus hoheren Pro-
bendurchsatz, erfordert jedoch auch ei-
nen hohen apparativen Aufwand und den
Einsatz zusatzlicher Oligonukleotidson-
den.

rat yon RA-Synovialzellen verschiedener
Patienten aufgebaut, aus dem nach Bedarf
definierte Zellpools nach bestimmten Aus-
wahlkriterien fur das Gewebematerial zu-
sammengestellt werden konnten. Abbil-
dung 2 zeigt das Ergebnis einer immunhi-
stochemischen Untersuchung eines sol-
chen RA-Zellpools.
Fur die Gewahrleistung standardisierter

Bedingungen wurden als Synovialzell-
komponente zwei humane SV40T antigen
transfizierte und dadurch immortalisierte
synoviale Zelllinien aus RA-Patientenma-
terial (HSE) bzw. Synovialgewebe eines
gesunden Spenders (K4IM) beurteilt. Die
ZeJllinie HSE, vorher charakterisiert als
Prototyp fur RA-Fibroblasten mit aggres-
siv-invasivem Verhalten und einer Expres-
sion der fur RA-Synovialfibroblasten ty-
pischen Molekiile, wurde im Vergleichmit
RA-Synovialzellen untersucht. Die syno-
viale Zelllinie K4IM wurde als negative
Kontrollzellpopulation ohne invasives
Verhalten, also ZUT Simulation des nicht
erkrankten Zustandes, getestet (Haas et al.,
1997).
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Abb. 3: Histochemische Farbungen yon Gewebegefrierschnitten: Nativer Schweineknor-
pel gefiirbt mit Azan (A) und Alcianblau (e); 30-ehondrozyten-Pelletkulturen (Schwein)
- 21 d in Kultur - gefiirbt mit Azan (8) und Alcianblau (0).

Bei der immunhistochemischen Markie-
rung der Zelllinien HSE und K4IM zeigte
sich bei HSE ein positives Signal mit dem
Fibroblasten-Antikorper, ebenso bei
K4IM. Die Farbungen mit CD68 fur Ma-
krophagen hingegen waren bei beiden Li-
nien negativ (nicht gezeigt).

homogene, aber auch sehr dichte Vertei-
lung innerhalb der Pelletkulturen auf und
zeigten den runden, fiir Knorpelzellen spe-
zifischen Phanotyp wahrend der gesam-
ten Kultivierungsphase. Die 3D-Chondro-
zyten-Pelletkulturen waren unter konven-
tionellen Bedingungen in den verwende-

Abb. 4: Immunhistochemischer Nachweis yon Kollagen Typ I und Kollagen Typ II mit
antl-human-Antlkorper: Nativer Schweineknorpel: A: Kollagen Typ I (-), B: Kollagen Typ
II (+) und C: Negativkontrolle; 30-Chondrozyten-Pelletkulturen (Schwein) -12 d in Kul-
tur: 0: Kollagen Typ I (-), E: Kollagen Typ II (+) und F: Negativkontrolle.

3.2 Chondrozyten
Wahrend der Kultivierung der 3D-Chon-
drozyten-Pelletkulturen wurde beobachtet,
dass nach 1bis 2 Tagen die Matrixbildung
einsetzte und nach 2 bis 3 Wochen ein
knorpelartiger Gewebeverband vorlag.
Die isolierten Chondrozyten wiesen eine

ten Kulturplatten uber mehr als 10 Wo-
chen stabil.
Die Grobe der 3D-Chondrozyten-Pellet-

kulturen entsprach im Durchmesser der
Vertiefung einer 48er Well-Platte, die
Hohe der Pelletkulturen betrug nach 3Wo-
chen ca. 1 mm.

Abb. 5: Histochemische Alcian-Farbung nach 5 Wochen interaktiver Co-Kultur: A: 30-
Chondrozyten-Pelletkultur mit RA-Synovialzellen; B: an-cnonorczvten-eenetsuttur mit
Zellen der Linie HSE; e: Kontrolle 30-Chondrozyten-Pelletkultur.
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Die Neusynthese der Bestandteile der
Chondrozytenmatrix wurde anhand histo-
chemischer und immunhistochemischer
Parbungen verfolgl.
Histochemische Farbungen von Gewe-

begefrierschnitten solcher Chondrozyten-
Pelletkulturen nach verschiedenen Zeit-
punkten in Kultur zeigten deutlich die
Synthese einer Matrix durch die Blaufar-
bung des neu gebildeten Gesamtkollagens
mit Azan sowie der Proteoglykane mit
A1cianblau. Dabei wurde eine zunehmen-
de Strukturierung der Matrix beobachtet.
Bei Referenzfarbungen von nativem Knor-
pel aus Ursprungsgeweben war die Far-
beintensitat vergleichbar (Abb. 3).
Immunhistochemisch konnte Kollagen

Typ II als Bestandteil der neu syntheti-
sierten extrazellularen Matrix in den 3D-
Chondrozyten- Pelletkulturen identifi-
ziert werden. Es wurde nachgewiesen,
dass die Chondrozyten Kollagen Typ II
- charakteristisch fur Gelenkknorpel -,
aber nicht Kollagen Typ I synthetisier-
ten (Abb. 4).

3.3 Interaktive 3D-Co-Kulturen aus
Chondrozyten-Pelletkulturen und
Synovialzellen
Zur Analyse histomorphologischer Veran-
derungen hinsichtlich der Invasion der
RA-Synovialzellen in die Chondrozyten-
Matrix eignete sich die Histochemie.
Es wurden 3D-Co-Kulturen aus Chon-

drozyten-Pelletkulturen rnit RA-Synovi-
alzellen bzw. Zellen der Linien HSE (in-
vasiv-aggressiv) und K4IM(gesundes Sy-
novialgewebe) wahrend der Co-Kultivie-
rung anhand histochemischer Farbungen
mit Alcianblau untersucht.
Bei Co-Kulturen aus 3D-Chondrozy-

ten-Pelletkulturen und verschiedenen RA-
Synovialzellpopulationen bzw. Zellen der
Linie HSE zeigte sich in beiden Fallen
deutlich eine Invasion dieser Populatio-
nen in die Matrix der Chondrozyten-Pel-
letkulturen, wodurch deren Struktur so-
gar teilweise verandert bzw. fragmentiert
wurde (Abb. 5). Der Vergleich erfolgte
mit einem Kontroll-Pellet, das parallel
ohne Co-Kultivierung mit RA-Synovial-
zellen gezuchtet wurde. Dagegen wurde
bei ZeJlen der Linie K4IM (gesundes Sy-
novialgcwebe) kein invasives Verhalten
beobachtet, und somit konnten diese Zel-
len als negative Kontrollpopulation zur
Simulierung des nicht erkrankten Zustan-
des eingesetzt werden.
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3.4 Gclatin-Zymographie
Untersuchungen bezuglich der Wirkung
einzelner Substanzen auf das Co-Kultur-
system und seine Komponenten konnen
unhand der Methode der Gelatin-Zymo-
graphie durchgefuhrt werden. Diese ist
eine Methode ZUT biochemischen Sub-
stratanalyse proteolytischer Enzyme, in
dies em Fall der Matrix-MetaIloproteina-
sen GeJatinaseA (MMP-2) und Gelatina-
se B (MMP-9) als wesentliche Effektor-
molekule in der Gelenkdestruktion.

Die proteolytische Gelatinaseaktivitat
der 3D-Co-Kulturen wird maBgebJich
durch die RA-Synovialzellkomponente
bestimmt und wurde mit der Gelatin-Zy-
mographie qualitativ ermittelt.

Mit dieser Methode wurden in Proben
von verschiedenen RA-Synovialzellpopu-
lationen (RA-Synovialfibroblasten yon 16
Patienten) zwei verschiedene Gelatinase-
spezies identifiziert, welche die inaktiven
Formen von Gelatinase A (MMP-2) und
Gelatinase B (MMP-9) repriisentieren.
Die zymographische Analyse dieser Kul-
turuberstande zeigte, dass RA-Synovial-
fibroblasten wie aIle Fibroblasten eine
starke Sekretion von proMMP-2 (72 kDa)
(Kolkenbrock et a!., 1994) aufweisen und
in geringerem Masse proMMP-9 (Kol-
kenbrock et a!., 1991) sekretieren (Abb.
6).

In einem weiteren Schritt wurden zur
Untersuchung des Mechanismus der Se-
zernierung und Aktivierung der Matrix-
Metalloproteinasen proMMP-2 und
proMMP-9 bei RA-Synovialfibroblasten
eine Reihe yon Aktivierungs- und Stimu-
lierungsversuchen durchgefuhrt, Die Si-
gnaliibertragung von der Zellmembran ins
Zellinnere verlauft liber Phosphorylierun-
gen, wobei den Protein-Kinasen (Enzy-
me, die Phosphorgruppen auf Proteine
ubertragen) eine besondere Rolle zu-
kommt. Das Zusammenspiel von Phos-
phorylierung van Protein en durch Prote-
in-Kinasen und Dephosphorylierung
durch Protein-Phosphatasen dient der
Regulierung vieler wichtiger Zellprozes-
se. Es wurde nun getestet, ob und welche
Einfliisse die Zugabe ausgewahlter Sub-
stanzen wie Lectine oder Inhibitoren auf
die Ausschiittung und den Aktivierungs-
mechanismus von proMMP-2 bzw.
proMMP-9 haben.

Fiir diese Untersuchungen wurden die
RA-Synovialfibroblasten eingesetzt, die
aus dem Synovialgewebe eines polyarthri-
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Abb. 6: Gelatin-Zymographische Analyse von Kulturtiberstanden humaner rheumato-
ider Arthritis (RA). Synovialfibroblasten 16 verschiedener Patienten. Die Zellen stam-
men yon unterschiedlichen betroffenen Gelenken: H: Hand; K: Knie; Sh: Schulter; EI:
Ellenbogen; Sp: Sprunggelenk.

tischen Kniegelenkes (K3) gewonnen
wurden. Die Eigenschaften van K3 wur-
den mit denen eines Pools aus allen in
Abbildung 6 gezeigten RA -Synovialfibro-
blasten verglichen. Bei den untersuchten
Reaktionen traten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zellen von K3
und dem Pool von RA-Synovialfibrobla-
sten auf. Daher sind hier ausschlieBlich
unsere Ergebnisse mit den ZelIen von K3
gezeigt.

3.6 Effekte von Ionophoren
(Ionenkanalbildner)
Fur das Natrium-Ionophor Monensin wur-
de beschrieben, dass es die MMP-2-Akti-
vierung in nonnalen Hautfibroblasten kon-
zentrations- und zeitabhangig induziert.
Die starkste.Aktivierung von MMP-2 wur-
de nach Inkubation mit 10 !lM Monensin
fur 48 Stunden beobachtet (Li et a!., 1997).
1m Gegensatz zu den Ergebnissen von Li
et al. konnten wir keine aktive Form van

92kDa

72 kDa
62 kDa

1 2

B

3 1 2

Abb. 7: Stimulation yon HT-1080 und humanen RA-Synovialfibroblasten. A: HT-1080:
Spur 1: Kontrolle; Spur 2: PMA (5 ng/ml); Spur 3: Con A (20 f.lg/ml); Inkubationszeit 24 h;
8 % SDS-Polyacrylamidgel. B: RA-Synovialfibroblasten: Spur 1: Kontrolle; Spur 2: PMA
(5 ng/ml), Inkubationszeit 24 h; 10 % SDS-Polyacrylamidgel.

3.5 Effekte von Phorbol-12-myristat-
13-acetat (PMA, Phorbolester)
Phorbolester wurde beschrieben, in unter-
schiedlichen Zelltypen die Sekretion van
MMP-9 zu erhohen und die Aktivierung
von proMMP-2 zu induzieren, z.B. in der
Fibrosarkoma-Zelllinie HTl080 (Gerva-
si et aI., 1996). Unbehandelte HTl080-
Zellen sekretieren pro-MMP-2 und etwas
schwacher proMMP-9 (Abb. 7A). Nach
Stimulierung der HTI080-Zellen mit
PMA war proMMP-9 wesentlich erhoht
und etwa die Halfte der sekretierten MMP-
2 lag in der aktiven 64 kDa-Form vor.
Weiterhin war eine schwache Bande der
vollstandig aktiven 62 kDa-Form prasent.
Im Gegensatz zu diesen Resultaten mit
HTl080-Zellen zeigte PMA keinerlei Ef-
fekt auf die Sekretion von MMP-9 und die
Aktivierung von MMP-2 in RA-Synovial-
fibroblasten (Abb. 7B).

MMP-2 nach 24 bzw. 48 Stunden bei
Monensin-Konzentrationen von 0,5; 1,0;
5 und 10 !lM detektieren (nicht gezeigt).
AuBerdem beobachteten wir anstatt der
Aktivierung der MMP-2 durch Monensin
bei einer Konzentration von 1 mM eine
verminderte MMP-2-Sekretion. Zusatz-
lich inhibierte Monensin bei dieser Kon-

92kDa~ --••--.-72kDa--..

62kDa_

2 3 4 5 6

Abb. 8: Effekte von Monensin auf RA-Sy-
novialfibroblasten. Spur 1: Kontrolle; Spur
2: ConA (20 f.lg/ml); Spur 3: Cytochalasin
D (1 !lM); Spur 4: Monensin (1 f.lM);Spur
5: Monensin und ConA; Spur 6: Monensin
und Cytochalasin D; Inkubationszeit 24 h.
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zentration die ConA- und Cytochalasin D-
vermitteIte MMP-2-Aktivierung sowie die
MMP-9-Aussehtittung (Abb. 8).

Das Kalzium-Ionophor A 23187 zeigte
bei einer Konzentration von 0,1 !-tM ei-
nen geringen inhibierenden Effekt auf die
Sekretion von MMP-2 und eine deulliche
Hemmung auf die MMP-9-Sekretion. Bei
Behandlung von RA-Synovialfibroblasten
rnit ConA oder Cytochalasin D in Anwe-
senheit von 0,1 [.tM A 23187 wurde die
Aktivierung von MMP-2 vollstandig auf-
gehoben (Abb. 9).

92 kDa _ ...----.---72kDa~

62 kDa--Jllo.

2 5 64

Abb. 9: Effekte von A23187 auf RA-Syno-
vialfibroblasten. Spur 1: Kontrolle; Spur
2: ConA (20 [.lg/ml); Spur 3: Cytochalasin
0(1 [.lM);Spur4:A23187(0.1 [.lM);Spur5:
A23287 und ConA; Spur 6: A23187 und
Cytochalasin 0; Inkubationszeit 24 h.

3.7 Effekte yon
Natrium-ortho- Vanadat
Uber den Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor
Natrium-ortho- Vanadat wurde berichtet,
dass er die Aktivierung von MMP-2 in
humanen Hautfibroblasten in Abhangig-
keit von Zeit und Konzentration induziert.
Das Maximum dieses stimulatorischen
Effektes wurde bei 100 !-tM ortho- Vana-
dat und einer Inkubationszeit von 48 Stun-
den beobachtet (Li et ai., 1998). Bei der
Inkubation von RA-Synovialfibroblasten
mit ortho- Vanadat (10-100 u.M) fur 24
und 48 Stunden konnten wir keine signi-
fikante Aktivierung von MMP-2 feststel-
len. Jedoch war bei einer Natrium-ortho-
Vanadatkonzentration von 100 !-tM die

2 3 54

Abb. 10: Effekte van Natrium-ortho-Vana-
dat auf RA-Synovialfibroblasten.
Spur 1: Kontrolle;
Spur 2: 10 [.lM ortho-Vanadat; Spur 3: 20
mM orthc-Yanadat; Spur 4: 50 [.lM ortho-
Vanadat; Spur 5: 100 [.lM ortho-Vanadat;
Inkubationszeit 48 h.
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Menge der sekretierten proMMP-2 ein-
deutig reduziert und die Ausschuttung von
MMP-9 vollstandig unterbunden (Abb.
10).

3.8 Effekte yon Inhibitoren der
Protein -Kinasen
Protein-Kinasen spieJen eine herausragen-
de Rolle in der zellularen Signaliibertra-
gung. Daher haben wir den Einfluss eini-
ger Inhibitoren fur ein breites Spektrum
von Protein-Kinasen sowie sehr spezifi-
seher Inhibitoren bestimmter Protein-Ki-
nasen untersucht.

Genistein (25 ug/ml), ein Inhibitor der
Protein- Tyrosin-Kinasen, konnte die
ConA- und Cytochalasin D-induzierte
Aktivierung von MMP-2 nieht unterbin-
den, aber inhibierte die Sekretion von
MMP-9. Folglich zeigte Herbimycin A (5
mg/ml), ein anderer Inhibitor von Prote-
in-Tyrosine-Kinasen (Lawrence and Niu,
1998), ebenfalls keine signifikante Hem-
mung der MMP-2-Aktivierung (Abb. 11).

92kOa..-. -- ~.ea••••
Abb. 11: Effekte von Protein Tyrosin- Ki-
nase Inhibitoren auf RA-Synovialfibrobla-
sten. Spur 1: Kontrolle; Spur 2: ConA (20
[.lg/ml); Spur 3: Cytochalasin 0 (1 [.lM);
Spur 4: Genistein (25 [.lg/ml); Spur 5: Gen-
istein und ConA; Spur 6: Genistein und
Cytochalasin 0; Spur 7: Herbimycin A (5
[.lg/ml); Spur 8: Herbimycin A und ConAj
Spur 9: Herbimycin A und Cytochalasin 0;
Inkubationszeit 24 h.

1m Gegensatz zu den Inhibitoren der
Protein-Tyrosin-Kinasen konnte Stauro-
sporin (0,1 !-tM), ein Breitband-Inhibitor
fur Protein-Kinasen, sowohl die Sekreti-
on von MMP-9 als auch den MMP-2-ak-

••••- ••• =__ ,-,e••92kDa

72kOa

62 kDa

4 5

Abb. 12: Effekte von Staurosporin auf RA-
Synovialfibroblasten. Spur 1: Kontrolle;
Spur 2: ConA (20 [.lg/ml); Spur 3: Cyto-
chalasin 0 (1 [.lM); Spur 4: Staurosporin
0.1 [.lM); Spur 5: Staurosporin und ConAj
(0.2 [.lM) Spur 6: Staurosporin und Cyto-
chalasin 0; (0.3 [.lM) Inkubationszeit 24 h.

tivierenden Effekt von Cytochalasin D und
ConA unterdrucken (Abb. 12).

Go 6983 (1 [.tM), ein potenter und spe-
zifischer Inhibitor des Protein-Kinase C
Isoenzymes (mit Ausnahme von PKC~),
ebenso wie Lavendustin A (Lug/ml), ein
Inhibitor des epidermalen Wachstumsfak-
tor-Rezeptors (EGFR), zeigten weder ei-
nen Einfluss auf die Sekretion von
proMMP-2 und proMMP-9, noch konn-
ten sie die ConA- und Cytochalasin D-in-
duzierte Aktivierung von proMMP-2 un-
terbinden (nicht gezeigt).

Rapamyein (50 nM), welches die Phos-
phorylierung und Aktivierung von p70S6-
Kinase inhibiert, beeinflusste nicht die Se-
kretion von MMP-2 and MMP-9 und inhi-
bierte nicht die ConA- oder Cytochalasin
D-vermittelte Aktivierung von MMP-2
(Abb. 13). Wortmannin (200 nM), ein spe-
zifischer Inhibitor der Phosphatidylinosi-
tol3-Kinase (PI 3-kinase), zeigte ebenfalls
keinen inhibierenden Effekt auf die Sekre-
tion von MMP-2 und MMP-9 bzw. die
MMP-2-Aktivierung (nieht gezeigt),

Abb. 13: Effekte von Rapamycin auf RA-
Synovialfibroblasten. Spur 1: Kontrolle;
Spur 2: ConA (20 [.lg/ml); Spur 3: Cyto-
chalasin 0 (1 [.lM); Spur 4: Rapamycin (50
nM); Spur 5: Rapamycin und ConA; Spur
6: Rapamycin und Cytochalasin 0; lnku-
bationszeit 24 h.

3.9 Effekte yon Indomethacin
Es wurde beschrieben, dass Indomethacin
(5 ug/ml), ein Inhibitor del' Cyclooxyge-
nasen I und II, die Monensin-induzierte
Aktivierung von MMP-2 in humanen
Hautfibroblasten unterdruckt (Li et al.,
1997). In unseren Untersuchungen hatte
Indomethacin keinen Effekt auf die Sekre-
tion von MMP-2 und MMP-9 und konnte
auch nicht die ConA- oder Cytochalasin
D-vermittelte Aktivierung von proMMP-
2 unterbinden (nicht gezeigt).

Eine Zusammenfassung der Einfllisse
del' verschiedenen getesteten Substanzen
auf die Sekretion bzw. Aktivierung von
proMMP-2 und proMMP-9 bei RA-Syno-
vialfibroblasten ist in der Tabelle 1 darge-
stellt:
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Tab. 1: Zusammenfassung der Effekte von verschiedenen Substanzen
auf die Sekretlon von MMP-2 and MMP-9 und die Aktivierung von MMP-2.

Substanz Spezifikation Effekt auf

MMP-2 MMP-9

Sekretion Aktivierung Sekretion

PMA Aktivator fOr Protein- 0 0 0
Kinase C

Go 6983 Inhibitor fOr Protein- 0 0 0
Kinase C

Lavendustin A EGFR-Inhibitor 0 0 0

Rapamycin Inhibitor p70S6 0 0 0
Kinase Aktivierung

Wortmannin Inhibitor fUr P13- 0 0 0
Kinase

Genistein Inhibitor fUr Protein- 0 0
Tyrosin-Kinasen

Herbimycin A Inhibitor fOr Protein- 0 0
Tyrosin-Kinasen

Orthovanadat Inhibitor fUr Tyrosin- n.b.
Phosphatase

Staurosporin Inhibitor fur Protein- 0
Kinasen

Indomethacin Cyclooxygenase- 0 0 0
Inhibitor

Monensin Na=lonophor t

A 23187 Ca2+-lonophor 0)

0: kein Effekt, t: inhibiert, n.b.: nicht bestimmt

3.10 "Real-time PCR"
Urn die genetische Expression wichtiger
RA-Mediatoren im in vitro Pannusmodell
zu analysieren, wurden einige charakte-
ristische Gene ausgewahlt, wobei vor al-
lem Gene, die fur den Auf- undAbbau der
Chondrozyten-Matrix yon Bedeutung
sind, herausgestellt wurden.
Da sich das in vitro Pannusmodell aus

Chondrozyten vom Schwein und huma-
nen RA-Synovialzellen zusammensetzt,
war es mit der Entwicklung spezies-spe-
zifischer Primer-Paare moglich, die Gen-
expression beider Zellarten unabhangig
voneinander zu analysieren. Im Vorder-
grund stand die Analyse der Expression
bestimmter Gene der Chondrozyten un-
ter dem Einfluss der interaktiven Co-Kul-
tur mit RA-Synovialzellen.
Die Auswahl der Gene fur die knorpel-

spezifische Primerentwicklung wurde
hauptsachlich durch die im "National
Center for Biotechnology" (ncbi) verfug-
baren Gensequenzen fur das Schwein Ii-
mitiert, da diese nicht im selben Urnfang
wie humane Sequenzen zur Verfugung
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stehen. Es wurden markante, ausreichend
sequenzierte Gene (mindestens 200 Basen-
paare) ausgewahlt (Tab. 2).
Da aufgrund unterschiedlicher Proben-

qualitat und -menge stark variierende Er-
gebnisse erzielt werden konnen, ist fur eine
soIche Analyse neben der Quantifizierung
der Zielsequenz ein relativierender Faktor
(Referenz- oder .housekeepingr-Geni un-
verzichtbar. Hierbei handelt es sich urn
Gene, die yon jeder Zelle konstitutiv ex-
primiert werden. Durch Amplifikation ei-
nes solchen Transkripts ist die Beurteilung
der Probenqualitat gegeben. Gleichzeitig
kann man hierdurch ein MaB fiir die ge-
samte Genexpression im betreffenden Ge-
webe erhalten (Foss, 1998).
Nach der beschriebenen Methode wur-

den 7 Primer-Paare fur knorpel-spezifische
Gene bzw. "housekeeping"-Gene des
Schweins entwickelt (Tab. 3) und auf
Schweine-spezifische Anlagerung unter-
sucht. Als Matrize wurde c-DNA aus
Schweine-Chondrozyten-Pelletkulturen
und zur Kontrolle c-DNA aus humanen
RA-Synovialzellen eingesetzt.

3.11 LightCycler
Fur die .real-tirne PCR"-Analyse mit dem
UghtCycler (Roche) wurden die Gene fur
B-Actin als Referenzgen und den charak-
teristischen Knorpelmarker Kollagen Typ
II als Zielgen ausgewahlt. Ftlr diese bei-
den Sequcnzen wurden zusatzlich Hybri-
disations-Sonden im LightCycler-Format
etabliert (Tab. 4).
Die Sonden wurden mit einer durch-

schnittlichen Lange van 23 Basenpaaren
(bp) und einem GC-Gehalt von 65-70%
entwickelt (vgl. Primer: 20 bp mit 50%
G/C-Gehalt).
Fur die Etablierung der Hybridisations-

sonden wurde der Reaktionsansatz imAn-
schluss an den PCR-Lauf einer Schmelz-
kurvenanalyse unterzogen. Hierdurch ist
es rnoglich, die unter den gewahlten PCR-
Bedingungen gebildeten Amplifikate zu
identifizieren und die Spezifitat der Son-
den zu beurteilen. In Abbildung 14 ist die
relative Lage der verwendeten Primer und
Sonden dargestellt.
Die zu untersuchenden Proben setzten

sich zu unterschiedlichenAnteilen aus hu-
maner und Schweine c-DNA zusammen.
Mit Hilfe des Gens fur ~-Actin vorn
Schwein wurde der Anteil an Schweine
c-DNA in den Proben auf eine aquivalen-
te Konzentration eingestellt, da nur Gene
der Chondrozyten untersucht werden soll-
ten. Somit erfolgte die Quantifizierung
nicht direkt durch Amplifikation von Stan-
dardreihen, sondern die Expression eines
gewahlten Genes wurde mit Hilfe einer
indirekten Quantifizierung analysiert.
Die Produkte der .real-time" PCR wur-

den mittels Agarose-Gelelektrophorese
uberpruft, Anhand der Laufstrecke im Gel
waren deutlich die unterschiedlichen
Fragrnentgrofsen der ~-Actin- (308 bp)
und Kollagen Typ II-Amplifikate (276 bp)
zu erkennen. Die 1:10-Verdunnungsreihen
fur ~-Actin- und Kollagen Typ II-PCR
zeigten eindeutig Abstufungen in der Ban-
denintensitat bzw. keine Banden fur die
Negativkontrollen. Die Amplifikate der ~-
Actin-PCR zeigten Abstufungen, die sich
in den berechneten Ct-Werten widerspie-
gelten. Als Ct-Wert (threshold cycle) wird
der Zyklus, bei dem der erste signifikante
Anstieg des Fluoreszenz-Signals erfasst
wird, bezeichnet. Dieser steht in propor-
tionalem Zusammenhang mit del' Aus-
gangsmatrizenanzahl.
Bei einer hundertprozentigen Effektivi-

tat der Reaktion werden 3,5-4,0 Zyklen

273



_S_M_O_LI_A_N_E_T_A_L_. ~~-- __

~,

Tab. 2: Auswahl wichtiger Gene im Prozess der rheumatolden Arthritis (RA)

Biologische Markergen Auswirkungen auf Literatur
Funktion

Matrixaufbau KollageneTyp II, i Zug- u. van den Berg
X, XI Sto Bfestigkeit et al., 1999

des Knorpels

Aggrecan t Wasserspeicher- van den Berg
kapazltat Knorpel et al., 1999

GIycosam ino- t Wasserspeicher- Ayad et al., 1998
glycan kapazitat Knorpel

destruktive IL-1-a, IL-1-~, ~ Matrix-Produktion van den Berg
Zytokine IL-17, TNF-a, LlF t Abbau von et al.,1999

Matrixbestandteilen Villinger et al. ,1998
Slot et al., 2000

regulatorische IL-4, IL -10, ~ Produktion van den Berg
Zytokine IL-13, IL-6,IL-18 destruktiver et al., 1999

Zytokine Adolphe et al., 2000
t inhibitorische
Effekte auf
destruktive Zytokine

Wachstums- TGF-i3, FGF-2, t synthetische van den Berg
faktoren IGF-1, PDGF, Aktivitat der Zellen et al., 1999

BMP-2 t Entkopplung von
EntzLindung und
Knorpelabbau

proteolytische MMP-1, MMP-8, t Knorpelabbau van den Berg
Enzyme MMP-13 et al., 1999

(Kollagenasen) Chubinskaya
et al., 1999

MMP-2 t Knorpelabbau Chubinskaya
(Gelatinase A) et al., 1999

MMP-3 i Knorpelabbau van den Berg
(Stromelysin) et al., 1999

MMP-14 t Knorpelabbau Chubinskaya
(MT1-MMP) et al., 1999

"house ~-Actin tZellbewegung Foss et al., 1998
keeping"-
(Referenz-
Gene)

HPRT t GMP-u. IMP- Foss etal., 1998
Bildung

t - tordert, ~ - hemmt

Hybridisationssonden

5' / "- 3'

- ~ ~,..,
" rev.-primer

for.-~rimer LC·Red640

3' 5'

Abb. 14: Lage der verwendeten Primer und Hybridisations-Sonden. Das phosphorylier-
te 3' -Ende der LCRed640-markierten Sonde Iiegt nur wenige, durchschnittlich 10 bp
vom 3'-Ende des for-primers entfernt, allerdings auf dem Gegenstrang. Das 3'-Ende
des rev-primers ist dernqeqenuber viel weiter vom 5' -Ende der Fluorescein-markierten
Sonde entfernt als aus der Abbildung ersichtlich wird. Diese Anordnung erlaubt den
Sondenmolekulen nach jedem Denaturierungszyklus einen langeren Zeitraum fUr ihre
Hybridisierung mit den Amplifikaten.
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benotigt, urn die Anzahl der Kopien urn
einen Exponenten zu crhohen (Kreuzer et
al., 1999). Die Kollagen Typ II-PCR war
effizienter (4,84) als die ~-Aetin-PCR
(6,48). Die aus der PCR-Kinetik generier-
ten Daten waren sornit nur vergleichbar,
wenn sie auf die jeweilige Effizienz be-
zogen wurden.

Urn den Verlauf der Kollagen Typ II-
Expression uber den Zeitraum der Co-Kul-
tivierung yon 10 Tagen zu verfolgen, wur-
den die Ct -Werte einer Probe jeweils ins
Verhaltnis gesetzt (Ct~.Act;n/CtKoliagenTypn)
und uber den Zeitraum der Co-Kultivie-
rung aufgetragen (Abb. 15).

Die Chondrozyten in der Co-Kultur mit
RA-Synovialzellen zeigten eine deutliche
Verminderung der Kollagen Typ II -Genex-
pression, wobei die prozentuale Abnahme
im Vergleich zur Kontrolle - Chondrozy-
ten-Pelletkultur mit 100% Kollagen Typ 11-
Genexpression - innerhalb von 9 Tagen bis
zu 26% betrug (Abb. 16). Diese Tendenz
war bei Chondrozyten-Pelletkulturen, die
nicht co-kultiviert wurden, nicht zu beo-
bachten. Die Genexpression fur ~-Actin
wurde uber den gesamten Zeitraum der Co-
Kultur nachgewiesen und wurde als unver-
andert vorausgesetzt, da es sich hierbei urn
ein sog. .housekeeping-Gesi" handelt.

Auch die makroskopischen Beobach-
tungen bestatigten einen negativen Ein-
fluss der Co-Kultivierung mit RA-Syno-
vialzellen auf die Chondrozytenmatrix.
Bei Chondrozyten-Pelletkulturen, die als
Kontrolle zur Testreihe ohne RA-Synovi-
alzellen kultiviert wurden, war eine kon-
tinuierliche Zunahme der Konsistenz und
des AusmaBes der Kulturen zu beobach-
ten, nieht aber bei den Co-Kulturen.

4 Diskussion

Das Ziel unseres experimentellen Ansat-
zes bestand darin, die Einschrankungen
der etablierten Krankheitsmodelle und
konventionellen Zellkulturteehniken zu
vermeiden und ein in vitro Testsystern zur
Untersuchung pathogenetischer Mecha-
nismen bei destruktiven Gelenkerkrankun-
gen wie der rheumatoiden Arthritis (RA)
zu etablieren. Urn die Vorgange bei der
rheurnatoiden Arthritis zu sirnulieren,
wurden artikulare Chondrozyten und RA-
Synovialzellen gemeinsam, d.h. interak-
tiv kultiviert. MaBgebliches Untersu-
chungsziel war die Zerstorung des Knor-
pelgewebes als Endstadium bei der RA.
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Bine dreidimensionale interaktive Zell-
kultur mit synovialen Zellen und Chon-
drozyten wurde zur Untersuchung zellu-
Hirer Wechselwirkungen genutzt, wobei
die Invasivitat und das Degradationsver-
halten synovialer Zellen in einer Chondro-
zyten-Matrix und die Genexpression fiir
z.B. Kollagen Typ IIuntersucht wurden.

Anforderungen an das in vitro Pannus-
modell wie Kulturen definierter Zellzahl
und Grobe und spezifischer funktioneller
Eigenschaften fuhrten zu einer interakti-
ven 3D-Co-Kultur aus Chondrozyten-Pel-
letkulturen mit darauf zentrifugierten de-
finierten RA-Synovialzellen. Dieses Sy-
stem zeichnet sich durch den Verzicht auf
Tragermaterial (z.B. Fibringel) fiir die Zel-
len aus und erlaubt somit eine einfache
Handhabung der beiden Zellkomponenten
im groberen MaBstab.

Die rheumatoiden synovialen Zellen
wurden aus humanen entzundlichen Syno-
vialmembranen gewonnen, die bei ortho-
padisch-rekonstruktiven Eingriffen bei
Patienten mit manifester rheumatoider Ar-
thritis entfernt wurden. In der Literatur
(Firestein, 1990) wurde die Zusammenset-
zung von Zellsuspensionen unmittelbar
nach der Isolation aus RA-Synovialgewe-
ben beschrieben mit etwa 20% Makropha-
gen, einer zweiten grolseren Population yon
ZeIlen mit fibroblasten-ahnlichern Ausse-
hen, 30-50% T-Zellen. Die Kultur der ad-
harenten RA-SynoviaJzellen dieser Primar-
kulturen uber mehrere Passagen resultiert
in einer nahezu homogenen Kultur aus RA-
Fibroblasten, da T-Zellen nicht adharieren
und Makrophagen nicht replikationsfahig
sind. Unsere Ergebnisse der immunhisto-
chemischen Analysen yon RA-Synovial-
zellen und -fibroblasten bestatigten diese
Aussagen, auch wenn in unseren RA-Sy-
novialzellkuJturen der Anteil an Makropha-
gen wesentlich geringer als der an fibro-
blasten-ahnlichen Zellen war.
In den vorangegangenen Arbeiten

(Schultz et al., 1997) wurden einerseits
RA-Synovialzellen aus der Primarkultur
sowie zum anderen fibroblasten-artige
RA-Zellen aus hoheren Kulturpassagen in
Co-Kultur mit Chondrozyten getestet. Die
Untersuchungen zeigten vergleichbare
Resultate beider Zellpopulationen bezug-
lich des Einflusses auf die Matrixdegra-
dation. Damit eine recht ursprtingliche Zu-
sammensetzung der Zellen erhalten bleibt,
wurde von uns festgelegt, dass die RA-
Synovialzellen bereits nach der ersten Kul-
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Tab. 3: Etablierte Primer·Paare fOr Referenzgene bzw. Chondrozyten·Markergene des
Schweins.

RNA fIr X-mer Acc.-Nr. Lange bp 5'-- 3'
aus ncbi

j3-Actin for 24 U07786 308 ctgaccgactacctcatgaagatc
rev 20 cacgtcgcacttcatgatcg

HPRT for 21 AF143818 280 gtagccctctgtctgctcaag
rev 22 tttggattatgctgcttgacca

Aggrecan for 20 AF201722 241 gacagtgacctggctgag
rev 19 ccaggcctggtgtggactc

Koll.Typll for 21 AF201724 276 gagacaggtgctgcaagtctt
rev 19 catccgtgccaggagttcc

IL-6 for 19 M80258 258 gccaaaggtgatgccacct
rev 20 actccacaagaccggtggtg

MMP-1 for 22 X54724 202 cccaaggacatccacagatcct
rev 22 gcatcaactttgttgccaatcc

MMP-3 for 23 AF069641 240 gatgtacaaccaggttacccaag
rev 22 ggaacccaaatgcttcaaagac

Die Accession-Nr. (Acc.Nr.) bezieht sich auf die Kennung der fur die
Primerentwicklung benutzten Sequenz im National Center for Biotechnology (ncbi).

Tab. 4: Hybridisations-Sonden im LightCycler-Format fUr ~.Actin
(Referenzgen) und Kollagen Typ II (Markergen) des Schweins.

RNA Markierung 5'--3'

j3-Actin LC-Red640 (Y) Y ccgtggtggtgaagctgtagccc p

Fluorescein (X) atgtcccgcacgatctcccgctc X

Koli.Typ II LC-Red640 (Y) Y ctcgcctcgttcaccagcaggtcc p

Fluorescein (X) agccagatggcccaggagcaccc X

0,9

= 0.8 tI( ..-- ~Q.
I ••

~ 0,7 r~e T
g :ii 0,6 I.

Cl
.!!! .!!! 0,5
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0,4;-;::-.::
s:•.. -- 0,3Q)
> c:- 0,2(,)

«
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Abb. 15: Expression von Kollagen Typ II in den porcinen Chondrozyten, Wahrend der
Co-Kultivierung von 3D-Chondrozyten-Pelletkultur mit RA-Synovialzellen: • Co-Kultur,
• Chondrozyten-Pelletkultur als Kontrolle.
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Abb. 16: Prozentualer Vergleich der Expression von Kollagen Typ II in den porcinen 30-
Chondrozyten-Pelletkulturen ohne und wahrsnd der Co-Kultivierung mit RA-Synovial-
zellen: einfarbige Balken: Co-Kultur (Abnahme Expression von Kollagen Typ II), +-Mu-
ster-Balken: Chondrozyten-Pelletkultur als Kontrolle (Expression von Kollagen Typ II
wurde als konstant 100% festgelegt).

turpassage bis zum weiteren Einsatz kon-
serviert werden.
Im Fall einer ausreichenden Zellzahl fur

einen grolseren Testansatz konnten Zellen
aus dem Gewebematerial von Einzelpati-
enten verwendet werden. Jedoch sind fur
diese Ansatze die Aussagen auf einen in-
dividuellen Krankheitsverlauf beschrankt.
Somit stellte sich hierbei die Frage der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auf ein
allgemeines Krankheitsbild der RA.
Diese beiden Uberlegungen und die

Notwendigkeit hoher Zellzahlen fur das
Testsystem fuhrten zu der Entscheidung
Zell-Poois nach gewahlten Kriterien auf-
zubauen und zusammenzustellen und
dann fur die Untersuchungen am in vitro
Pannusmodell einzusetzen.
FUrdie Verwendung als standardisierte

Synovialzellkomponente wurde eine hu-
mane SV40T antigen transfizierte Syno-
vialfibroblasten-Linie aus RA-Patienten-
material getestet (Haas et al., 1997). Von
Dr.W.Aicher (Universitat Ttibingen) wur-
de die ZeJllinie HSE als Prototyp fur RA-
Fibroblasten mit aggressiv-invasivem Ver-
halten charakterisiert und von uns im Ver-
gleich mit RA-Synovialzellpopulationen
als Synovialzellkomponente in den Co-
Kulturen untersucht. Eine weitere SV40T
antigen transfizierte humane Synovialfi-
broblasten-Linie K4IM,gewonnen aus ge-
sundem Synovialgewebe, wurde erfolg-
reich als Negativkontrolle getestet.
Humaner Gelenkknorpel war nur Uber

operative rekonstruktive Eingriffe verfUg-
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bar und somit zumeist arthrotisch, also
nicht geeignet fur die Knorpelkomponen-
te des in vitro Pannus. Altemativ war die
Beschaffung von qualitativ gleichbleiben-
dem Knorpel vom Schwein im notwendi-
gen Urnfang unproblematisch. Da die Zu-
sammensetzung der Matrix yon Schwei-
ne- und humanem Gelenkknorpel sehr
ahnlich ist (Frye et al., 1996), wurde der
Knorpel vom Schwein fur die Isolierung
der Chondrozyten zur Entwicklung des
kunstlichen Knorpelgewebes verwendet.
Dadurch war es moglich, die bei der drei-
dimensionalen KuItur yon Chondrozyten
notwendigen hohen Zellzahlen zu gewahr-
leisten. Diese sind essentiell fur die Diffe-
renzierung der Zellen, urn eine knorpel-
spezifische extrazellulare Matrix auszubil-
den.
Die Fixierung der Zellen in einem Tra-

germaterial wie Fibringel ist verbunden
mit einer komplizierten und aufwandigen
Handhabung bei der Herstellung dieser
Kulturen im groBenMaBstab. Die Varian-
te der Pelletkultur bietet die Moglichkeit
3D-Kulturen von Knorpelzellen mit hoher
Zelldichte einfach herzustellen. Es sollten
dafiir geeignete Kulturgefabe gewahlt wer-
den, die den Anspruchen an eine sichere,
einfache Handhabung, breite Einsatzmog-
lichkeiten sowie minimale Kontaminati-
onsgefahr Rechnung tragen. Nach Testung
verschiedener Kulturbehaltnisse hatte sich
die 48er Well-Platte als geeignetes Kultur-
gefaB fur diese 3D-Chondrozyten-Pellet-
kulturen herausgestellt.

Optimale Kulturzeiten fur die Matrix-
praformation dcr Knorpelkomponente
sollten festgelegt werden, und es wurde
beobachtet, dass nach 1 bis 2 Tagen die
Neubildung einer Chondrozyten-Matrix
einsetzte. Histochemische und irnrnunhi-
stochemische Analysen der 3D-Chondro-
zyten-Pelletkulturen belegten eine knor-
pelartige Konsistenz der Pelletkulturen
nach 2-3 Wochen. Die Ergebnisse der Far-
bungen mit Alcianblau und Azan zeigten
deutlich die Neubildung von Proteoglyka-
nen (Lohmander, 1988; Toole, 1991) und
Gesamt-Kollagen als Grundsubstanz des
Knorpels. Weiterhin war deutlich eine zu-
nehmende charakteristische Strukturie-
rung der extrazellularen Matrix urn die
Chondrozyten erkennbar (Poole, 1997).
Die Neusynthese von KoJlagen Typ II als
Hauptbestandteil der Chondrozyten-Ma-
trix (Muir, ]979; Kuhn, 1987) wurde an-
hand der positiven immunhistochemi-
schen Farbung belegt. 1mGegensatz dazu
konnte Kollagen Typ I, charakteristisch fur
Faserknorpel (KUhn, 1987), nicht nachge-
wiesen werden. Parallel wurden Gewebe-
gefrierschnitte von nativem Schweine-
knorpel angefarbt, Bei Vergleich des
kUnstlichen Knorpelgewebes in Form der
Pelletkulturen mit dem nativen Knorpel
konnten wir feststellen, dass die 3D-Chon-
drozyten-Pelletkulturen eine reprasentati-
ve Knorpelkomponente fur das in vitro
Pannusmodell darstellen.
Die Herstellung der Co-Kulturen sollte

.ebenfalls mit einer unkomplizierten Hand-
habung beider Komponenten des Systems
verbunden sein und zum anderen der Er-
satz der Fibringelmatrix durch die Vermei-
dung artifizieller Effekte eine verbesserte
Reproduzierbarkeit des Modells gewahr-
leisten. Die 48er Well-Platten boten den
Vorteil, dass sie zum einen als Kulturge-
faSe fur die 3D-Chondrozyten-Pelletkul-
turen geeignet waren und anschlieBend fur
die Co-Kultivierung der Chondrozyten-
Pelletkulturen mit den RA-Synovialzellen
bzw. Zellen der Linien HSE bzw. K4IM
weiter eingesetzt werden konnten. Der di-
rekte Kontakt der Chondrozytenkompo-
nente mit den RA-Synovialzellen war da-
bei yon enormer Bedeutung, was in die-
sem System durch das direkte Aufzentri-
fugieren der Synovialzellsuspension auf
die 3D-Chondrozyten-Pelletkultur ge-
wahrleistet wurde. Die Analyse der Wech-
selwirkungen zwischen 3D-Chondrozy-
ten-Pelletkulturen und verschiedenen RA-
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Synovialzellpopulationen bzw. der Zellli-
nie HSE konnte ein vergleichbares inva-
sives Verhalten dcr RA-SynovialzcHen
und der Linie HSE in die Chondrozyten-
Matrix aufzeigen, die mit einer Fragmen-
tierung bzw. der Zerstorung der Matrix
einherging. Fur die als Negativkontrolle
getestete humane Synovialfibroblasten-Li-
nie K4IM wurde keine Invasion dieser
Zellen in die Chondrozytenmatrix beo-
bachtet. Somit konnte diese Linie den
nicht erkrankten Gewebezustand simulie-
fen und als negative Kontrollpopulation
im in vitro Pannus eingesetzt werden.

In dem yon uns etablierten in vitro Pan-
nusmodell werden humane Zelllinien mit
Chondrozyten vorn Sehwein interaktiv
kultiviert, was durehaus zu einer kritischen
Betrachtung fuhren konnte. Bei den Lini-
en HSE und K4IM handelt es sich nicht
urn immunologisch relevante Zellen, so
dass wir Interaktionen, die durch das Zu-
sammenbringen yon Zellen zweier unter-
schiedlicher Spezies hervorgerufen wer-
den konnten, aussehlieBen. So handelt es
sich bei der invasiven Wirkung yon HSE
auf die Chondrozytenmatrix - unsere Po-
sitivkontrolle - nicht urn eine spezies-spe-
zifische Wechselwirkung zwischen den
beiden Zellpopulationen. Gefestigt wird
dieses Ergebnis yon der entgegengesetz-
ten Wirkung der K4IM-Zellen auf die Ma-
trix der Chondrozyten-Pelletkulturen -
keine Invasion als Negativkontrolle bei der
Simulierung yon RA.

Aufbauend aufunserem ursprunglichen
Modell yon Schultz et al. (1997) steht da-
mit ein in vitro Modell zur Verfugung, an
dem unter reproduzierbaren Bedingungen
und unkomplizierter Handhabung reIevan-
te zellulare Wechselwirkungen wie vor
allem die Matrixdegradation in der Patho-
genese der RA untersucht werden konnen.
Auch andere Arbeitsgruppen arbeiten in-
tensiv an in vitro Modellen fur die rheu-
matoide Arthritis (D'Andrea et al., 1998;
Kurz et aI., 1999; Neidhart et al., 2000),
wobei der unterschiedliche Aufbau der
Modelle, z.B. basierend auf Kollagen-
schwammen (Neidhart et aJ., 2000) sowie
das vielfaltige "read out", z.B. Lipidper-
oxidation (Kurz et a!., 1999) zu einer brei-
ten Palette yon Erkenntnissen fuhrt,

Die Entwicklung geeigneter "read our'-
Systeme war eine zweite wichtige Ziel-
stellung des Projektes. So sollten z.B. die
histomorphologischen Veranderungen zur
Evaluierung der Zellinvasion anhand hi-
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stochemischer und immunhistochemi-
scher Parbungen analysiert werden sowie
biochemische Substratanalysen von pro-
teolytischen Enzymcn als wesentlicbe Ef-
fektormolekiile der Matrixdegradation an-
gewendet werden. Die Untersuchung der
Expression von gewebecharakteristischen
Genen, proteolytischen Enzymen und de-
ren Inhibitoren oder wesentlichen proin-
flammatorischen Zytokinen mittels kon-
ventioneller und "real time" PCR sollten
einen zentralen Ansatz bei der Entwick-
lung des "read out" darstellen.

Im Prozess der Ge1enkdestruktion spie-
len neben Zytokinen wie IL-l~ und TNF-
a auch die proteolytischen Enzyme MMP-
2 und MMP-9 (Gelatinasen) eine wesent-
liche Rolle. Mittels der Enzym-Substrat-
Zymographie, einer Form der SDS-Po-
lyacrylamidgel-Elektrophorese, wurden
die enzymatischen Aktivitaten der einge-
setzten und zu testenden Zellpopulationen
bestimmt und untersucht, welche Effekte
dUTCh Zugabe ausgewahlter Substanzen
wie Lectine oder Protein-Kinase-Inhibito-
ren hervorgerufen werden. Anders als nor-
male humane Fibroblasten, die nur MMP-
2 sekretieren, produzieren die RA-Syno-
vialfibroblasten beide Gelatinasen (MMP-
2 und MMP-9). Diesbezuglich ahneln die
RA-Synovialfibroblasten humanen mali-
gnen Fibrosarkoma-Zelllinien wie
HTl080 (Gervasi et al., 1996).

Go6983, ein Inhibitor der Protein-Ki-
nase C, sowie PMA, ein Aktivator dieser
Kinase, hatten keinen Effekt auf die Se-
kretion bzw. Aktivierung yon MMP-9 in
RA-Synovialfibroblasten. Dieses Ergeb-
nis zeigt, dass in den RA-Synovialfibro-
blasten die Produktion yon MMP-9 nicht
uber den Signalweg der Protein-Kinase C
verlauft, wie fur andere Fibrob1astenarten
beschrieben wurde (Gervasi et aI., 1996;
Park et aI., 2000). Yon den anderen gete-
steten Substanzen zeigte keine den Effekt,
die Sekretion yon MMP-9 zu erhohen,
wahrend der Protein-Kinase-Inhibitor
Staurosporin, die Protein- Tyrosin- Kinase-
Inhibitoren Genistein und Herbimycin A,
das Natrium-Ionophor Monensin, das Kal-
zium-Ionophor A 23187 und der Protein-
Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Natrium-
ortho- Vanadat die MMP-9-AusschUttung
hemmten.

Urn zu analysieren, welcher Weg der
Signaliibertragung in den RA-Synovialfi-
broblasten zu einer Aktivierung yon
MMP-2 fuhrt, haben wir den Einfluss ver-

schiedener lnhibitoren auf Signalwege der
ConA- bzw. Cytochalasin D-vermittelten
MMP-2-Aktivierung untersucht. Dabei
stellten wir keinen Unterschied im Verbal-
ten del' ConA- oder Cytochalasin D-sti-
mulierten RA-Synovialfibroblasten fest.
Unsere Ergebnisse verstarken die Erkennt-
nisse, dass in Monolayer-Kulturen ver-
schiedener Fibroblastentypen eine Viel-
zabl verscbiedener Signalwege fur dieAk-
tivierung von MMP-2 ablaufen. In huma-
nen Hautfibroblasten kann die Aktivierung
von MMP-2 uber einen Cyclooxygenase-
abhangigen Signalweg mit Monensin in-
duziert werden (Li et aI., 1997), was wir
fur RA-Synovialfibroblasten nicht zeigen
konnten. Der Cyclooxygenase-Inhibitor
Indomethacin, der in humanen Hautfibro-
blasten den MMP-2-aktivierenden Effekt
yon Monensin unterbindet, hatte in RA-
Synovialfibroblasten keinen Einfluss auf
die Aktivierung yon MMP-2 durch ConA
oder Cytochalasin D. Weiterhin wurde fur
humane Hautfibroblasten beschrieben,
dass die durch Monensin oder Natrium-
ortho- Vanadat induzierte Aktivierung yon
MMP-2 durch Genistein oder Herbimy-
cin A blockiert werden kann. Beide Pro-
tein- Tyrosin-Kinase-Inhibitoren zeigten
jedoch keinen signifikanten Effekt auf die
ConA-/Cytochalasin D-vermittelte MMP-
2-Aktivierung in RA-Synovialfibrobla-
sten. Auch Wortmannin, ein PI3-Kinase-
Inhibitor (Kurata et al., 2000), und Rapa-
mycin, ein spezifischer Inhibitor der
p70S6-Kinase, konnten die Aktivierung
yon MMP-2 in RA-Synovialfibroblasten
nicht inhibieren. Abgesehen yon del' Iden-
tifizierung einer besonderen Protein-Kina-
se oder einem der bekannten Signaliiber-
tragungswege, zeigte der Effekt der lnku-
bation mit Staurosporin, einem Inhibitor
fur Protein-Kinasen, dass diese notwen-
dig sind, urn MMP-2 zu aktivieren. Zu-
sammenfassend bleibt festzustellen, dass
es eine Vielzahl yon Signalwegen fur die
Sekretion der Gelatinasen und die Akti-
vierung yon MMP-2 gibt, und dass die fur
einen Zelltyp gegebene Signaliibertragung
nicht zwingend in einem andem aktiv ist.

Ziel der molekularbiologischen Unter-
suchungen war es, Genexpressionsanaly-
sen am in vitro Pannusmodell fur die RA
mittels quantitativer "real-time" PCR
durchzufiihren. Mit Hi1fe dieser Technik
lassen sich Menge und Verlaufskinetik
wichtiger RA-Mediatoren sowohl beim
Krankheitsverlauf als auch wahrend einer
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medikamentosen Behandlung verfolgen.
Durch Integration dieser Methode in ein
automatisiertes Verfahren kann der Verlauf
einer PCR-Reaktion "online", d.h. wah-
rend der Reaktion ("real-time") am Mo-
nitor verfolgt werden.

1m Mittelpunkt stand hierbei die Trans-
kriptionskontrolle der Chondrozyten wah-
rend der Co-Kultivierung mit RA-Syno-
vialzellen.

Die Beurteilung der Probenqualitat und
die Bestimmung der Expression relevan-
ter Gene in Chondrozyten des Schweins
im in vitro Pannusmodell erfolgte anhand
einer indirekten Quantifizierung iiber die
Expression eines sog. Referenz- oder
.housekeepingt-Gens, in dies em Fall ~-
Actin. Ftir humanes ~-Actin wurde ein
Pseudogen beschrieben (Ponte et al.,
1984), dessen Sequenz Homologien mit
der des humanen ~-Actin-Gens aufweist.
~-Actin-Pseudogene fur Schwein sind un-
seres Wissens nicht publiziert, aber natur-
lich kann man das Vorkommen solcher
Pseudo gene nicht ausschlieBen. Urn spe-
zies-spezifische "real time"-PCR-Signa-
le zu erhalten, wurden Hybridisationsson-
den entwickelt (Tab. 4), die spezifisch an
c-DNA des Schweins binden, nicht jedoch
an humaner c-DNA. Zudem weisen diese
Sonden gegenuber dem humanen j3-Ac-
tin-Pseudogen kaum Homologie auf. So-
mit ist ~-Actin ein geeignetes Referenz-
gen fur die LightCycler-PCR, trotz etwai-

t
Interaktive Zell- und
Gewebekulturen

ger Pseudo gene, wie auch gerade fur das
TaqMan-System beschrieben wurde
(Kreuzer et aI., 1999).
Fur die Etablierung dieser Hybridisati-

onssonden im LightCycier-Format wurde
der Reaktionsansatz im Anschluss an den
PCR-Lauf einer Schmelzkurvenanalyse
unterzogen. Hierdurch konnten die im
Verlauf der PCR gebildeten Amplifikati-
onsprodukte identifiziert und die Sonden
auf ihre Spezifitat getestet werden.

Mit Hilfe der entwickelten Schweine-
spezifischen Primer und Hybridisations-
sonden fur die Gene yon j3-Actin und Kol-
lagen Typ II konnte gezeigt werden, dass
die "real-time PCR" eine indirekte Quan-
tifizierung der Genexpression im in vitro
Pannusmodell ermoglicht. Durch die Co-
Kultivierung der Chondrozyten-Pelletkul-
turen mit RA-Synovialzellen wurde die
Expression vom Gen fur Kollagen Typ II
als charakteristischem Knorpelmarker
deutlich herabreguliert, Es steht damit eine
Methode zur Verfugung, molekularbiolo-
gische Modulationen durch pharmazeu-
tisch relevante Substanzen im in vitro Pan-
nusmodell zu untersuchen.

Die weitere Zielsetzung dieses Projek-
tes besteht in der technischen Umsetzung
unserer Erkenntnisse, um standardisierte
Verfahren fur Routineuntersuchungen zur
Verfligung zu stellen. Damit ergabe sich
ein beachtliches Potential, Tierversuche im
Bereich der Grundlagenforschung und

Untersuchung pathogenetisch
relevanter zellularer Interaktionen

Wirkstofttestung

technische Modifikation fOr
weitere Einsatzmoglichkeiten

Analyseverfahren in Abhangigkeit
yon der Fragestellung

Abb. 17: Darstellung einer Vielzahl von Moglichkeiten zur Untersuchung krankheitsre-
levanter zellularer Interaktionen und Einsatzmoglichkeiten des entwickelten in vitro
Pannusmodells.
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eventuell praklinischer Studien im Rah-
men der Arzneimittelentwicklung einzu-
sparen.

4.1 Potential zur Einsparung von
Tierversuchen
Es ist sehr schwierig, bestimmte Tierver-
suche vollstandig durch Alternativmetho-
den zu ersetzen, aber beispielsweise stell-
te die Bundesregierung zur Forderung der
Erforschung yon Ersatzmethoden zum
Tierversuch im Jahr 2000 rund 9,5 Mil-
lionen DM aus Bundesmitteln zur Verfu-
gung.

Die Zahl der benotigten Versuchstiere
ist zwar seit 1989, dem Beginn der amtli-
chen Datenerhebung uber ftir Versuchs-
zwecke eingesetzte Wirbeltiere, yon 2,6
Millionen Tieren 1989 auf 1,5 MiJlionen
1997 bzw. 1,53 Millionen 1998 stark ge-
sunken, aber immer noch betrachtlich,

Zur Entwicklung oder Prufung von Arz-
neimitteln wurden 1997 etwa 49 % (also
733.000) und 1998 ca. 45% (entspricht
687.000) der eingesetzten Versuchstiere
herangezogen; fur Versuchsvorhaben im
Bereich der Grundlagenforschung wurden
1997319.000 (21%) und 1998 386.000
(25%) aller Tiere eingesetzt.

Der Vorteil unseres Kulturmodells ist in
der schnellen Analyse des Wirksamkeits-
profils der Substanz unter in vitro Bedin-
gungen, die wichtige Aspekte der huma-
nen Pathologie reflektieren, zu sehen. Die-
ses Modell soll weiterfuhrend zu einem
in vitro Assay entwickelt werden, mit dem
die Wirkung yon Pharmaka, Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Hemmstoffen
proteolytischer Enzyme untersucht wer-
den kann. So ware es moglich, die entspre-
chenden aufwandigen tierexperimentellen
Untersuchungen schon in fruhen Untersu-
chungs- und Entwicklungsstadien zu er-
ganzen bzw. sogar zu reduzieren. Die
,,High Throughput"-Umsetzung des in vi-
tro Pannus wilrde nicht nur der Ablosung
yon Tierversuchen im allgemeinen dienen,
sondern hatte insbesondere eine Kosten-
einsparung bei den Testserien, den Weg-
fall der kostspieligen Tierhaltung und eine
Verkiirzung der Testdauer zum Ziel.

Weiterhin konnte das entwickelte Mo-
dell fur eine Vielzahl anderer Untersu-
chungen krankheitsrelevanter zellularer
Interaktionen eingesetzt werden (Abb. 17).
Es bietet die Moglichkeit, tiber die Unter-
suchungen zur RA hinaus auch andere pa-
thogenetisch relevante zellulare Interak-
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tioncn in einer definierten extrazellularen
Matrix zu simulieren oder die Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktionen bei Mor-
phogencse, Regeneration und funktionel-
ler Differenzierung bestimmter Gewebe zu
analysieren. Weitere Forschungsschwer-
punkte, bei denen das Modell der interak-
tiven Zellkulturen eine wesentliche Rolle
spielen kann, sind die Untersuchung de-
generativer und traumatischer Gelenk- und
Knochenschaden als Grundlage fur ein
Gelenkinfektionsmodell der Lyme-Borre-
liose. Zudem ergeben sich zahlreiche An-
satzpunkte im Bereich des Tissue Enginee-
ring, d.h. der klinischen Anwendung von
in vitro hergestellten "kiinstlichen" Gewe-
ben in Kombination mit geeigneten bio-
kompatiblen Matrixstrukturen vor allem
zur Unterstiitzung regenerativer Vorgan-
ge und zum Einsatz in der rekonstruktiv-
plastischen Chirurgie.
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