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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Fragestellung: Fokale osteochondrale Defekie besitzen kein relevantes intrinsisches
Heilungspotential. Eine kurative Therapie exisitert nicht. Die direkte Applikation chondrogener
Gensequenzen mittels viraler Genvektoren in das Defektareal zur Stimulation intrinsischer
chondroreparativer Aktivitditen migrierender mesenchymaler Stromazellen (MSZ) aus dem
Knochenmark stellt einen vielversprechenden Therapieansatz dar, ebenso wie die lokale
Applikation ex vivo genetisch modifizierter MSZ in das Defektareal. In der vorliegenden Arbeit
untersuchten wir den Effekt eines kombinierten rekombinanten adeno-assoziierten viralen
(rAAV) Gentransfers der Wachstumsfaktoren des humanen transformierenden
Wachstumsfaktors beta (hTGF-B) und des humanen insulinartigen Wachstumsfaktors |
(hIGF-I) auf die chondroreparativen Differenzierungsaktivitdten von humanen MSZ in vitro und
nach Implantation in ein humanes osteochondrales Defektmodell ex vivo.

Methoden: Humane MSZ und Knorpelproben stammten von Patienten, die sich einer Knie-
Totalendoprothesenimplantation unterzogen. Aus isolierten humanen MSZ wurden hochdichte
dreidimensionale (3D-) Zellaggregate hergestellt, diese fUr 24 h in definiertem chondrogenen
Medium kultiviert und anschlieBend mit rAAV-Vektoren wie folgt transduziert: hTGF-B/hIGF-I,
hTGF-p/lacZ, hlGF-l/lacZ, Reporter-lacZ. Die transduzierten humanen 3D-Zellaggregate
wurden 21 Tage in chondrogenem Medium bei 37 °C kultiviert (direkter in vitro-Ansatz) oder
24 h nach erfolgter Transduktion in ein humanes osteochondrales Defektmodell ex vivo
implantiert und folgend in chondrogenem Medium 21 Tage bei 37 °C kultiviert (indirekter ex
vivo-Ansatz). Die chondroreparativen Potentiale der humanen MSZ beider Kulturmodelle
wurden mittels biochemischen, histologischen, immunhistochemischen sowie Real-time RT-
PCR- und Transgenexpressions-Analysen evaluiert.

Ergebnisse: Die kombinierte rAAV-basierte Uberexpression von hTGF-p/hIGF-I resultierte in
humanen MSZ in vitro und nach Implantation in ein humanes osteochondrales Defektmodell
ex vivo nach 21 Tagen in verbesserten chondroreparativen Differenzierungsaktivitaten im
Vergleich zur singularen viralen Genapplikation und zur Negativkontrolle. Die kombinierte
rAAV-hTGF-B/hIGF-I-Uberexpression in humanen MSZ erreichte signifikante Verbesserungen
in vitro und im humanen osteochondralen Defektmodell ex vivo beziiglich einer erhdhten
Zelldichte, eines erhéhten Proteoglykan- und Typ-II-Kollagen-Gehalts und eines verminderten
Typ-I- und Typ-X-Kollagen-Gehalts.

Schlussfolgerung: Die kombinierte lokale direkte und indirekte Applikation multipler
therapeutischer rAAV-Vektoren in osteochondrale Defekte sind attraktive Ansatze, deren
regeneratives Potential in klinisch-relevanten GrofBtierstudien evaluiert werden sollte, um auf

dieser Basis kunftig innovative Therapien zu entwickeln.



Zusammenfassung

Abstract

Introduction: Focal osteochondral defects do not regenerate. There is no curative treatment
to date for these clinical problems. The direct application of chondroreparative gene vectors in
cartilage defects is a powerful approach to directly stimulate the regenerative activities of
migrating bone marrow-derived mesenchymal stromal cells (MSCs), as well as a local
administration of ex vivo genetically modified MSCs to sites of cartilage injury. Here, we
investigated the ability of combined recombinant adeno-associated virus (rAAV) vector-
mediated delivery of the potent human transforming growth factor beta (hTGF-f) and human
insulin-like growth factor | (hIGF-I) to enhance the processes of chondrogenic differentiation in
human MSCs in vitro and upon implantation in a model of a human osteochondral defect ex
vivo.

Methods: Human MSCs and articular cartilage biopsies were obtained from patients
undergoing total knee arthroplasty. Isolated human MSCs were pelleted and kept in
chondrogenic medium for 24 h prior to transduction with the following rAAV vectors:
hTGF-p/hIGF-I, hTGF-B/lacZ, hiGF-l/lacZ, and reporter-lacZ (negative control). Transduced
aggregates were kept as high-density aggregate cultures in chondrogenic medium for up to
21 days at 37 °C (direct in vitro-approach) or implanted in an explant model of a human
osteochondral defect (indirect ex vivo-approach) 24 h post-transduction and kept in
chondrogenic medium for up to 21 days at 37 °C. After 21 days, MSC chondrorepatative
activities in vitro and ex vivo were evaluated using established biochemical, histological,
immunohistochemical, real-time RT-PCR and ELISA analyses.

Results: Successful concomitant overexpression of hTGF-B/hIGF-I via rAAV led to enhanced
proliferative, anabolic, and chondrogenic activities in vitro and ex vivo while restraining
undesirable osteogenic and hypertrophic differentiation. Concomitant rAAV-hTGF-B/hIGF-I
overexpression significantly improved cellular densities as well as the proteoglycan and type-
lI-collagen contents while significantly reducing type-I- and type-X-collagen contents.
Conclusion: Direct and indirect local application of multiple therapeutic rAAV vectors to sites
of osteochondral injury are promising approaches and may be tested for their regenerative
potential in clinically relevant large animal models as a means to develop innovative clinical

therapies in the future.
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2 Einleitung

2.1 Problematik

Fokale osteochondrale Defekte sind ein relevantes und ungeldstes Krankheitsbild in der
orthopadischen Chirurgie und Unfallchirurgie. Sie sind haufig traumatischer Atiologie [179] und
treten bevorzugt im Bereich des Kniegelenks auf [291]. Der hyaline Gelenkknorpel weist ein
auBerst begrenztes intrinsisches Heilungspotential auf [43; 142]. Trotz der Vielzahl aktuell zur
Verfligung stehenden und klinisch etablierten chirurgischen Therapiemdglichkeiten gelang es
bislang mittels keiner Methode den hyalinen Gelenkknorpel in einer nativen Weise
wiederherzustellen [71]. Stattdessen bildet sich ein mechanisch und biologisch minderwertiges
Reparaturgewebe, welches sich nicht adaquat in das umliegende, gesunde Knorpelgewebe
integriert und somit nicht den notwendigen physikalischen und mechanischen Anforderungen
des Gelenkknorpels gerecht wird [43; 76; 142; 229]. Dies fuhrt hdufig zu progredienten
degenerativen Verdanderungen des Gelenks und Uber das Stadium einer potenziell reversiblen
Friharthrose [199] schlieBlich zum irreversiblen Vollbild einer posttraumatischen Arthrose
[258; 338]. Die Arthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung der erwachsenen Bevdlkerung
weltweit [154; 328]. Sie geht mit einer immensen physischen und psychischen
Lebensbeeintrachtigung der Betroffenen einher und ist mit enormen volkswirtschaftlichen
Kosten verbunden [135].

Das Ziel aktueller Forschung und gleichzeitig die gréBte Herausforderung ist die Entwicklung
innovativer Therapiemethoden zur regenerativen Behandlung fokaler Gelenkknorpeldefekte
[66]. Die genetische Modifizierung von Progenitorzellen, wie mesenchymaler Stromazellen
(MSZ), mittels therapeutischer Transkriptions- und/oder Wachstumsfaktoren stellt einen
vielversprechenden Ansatz dar, der darauf abzielt, chondroreparative anabole Prozesse lokal
im Defektareal zu stimulieren und gleichzeitig chondrodestruktive katabole Prozesse zu
unterdriicken [74; 99]. Zu diesem Zwecke eignen sich insbesondere rekombinante adeno-
assoziierte virale (rAAV) Gentransfervektoren, da sie eine sichere, effektive und dauerhafte
Transduktion der Zielzellen im Defektareal ermdglichen, ohne dabei deren chondrogenes
Differenzierungspotential zu beeintrachtigen [67; 235; 297; 321]. Eine Reihe therapeutischer
Faktoren bewiesen bereits verbesserte chondrogene Differenzierungsaktivitaten von MSZ in
vitro mittels des rAAV-basierten Gentransfers, beispielsweise der transformierende
Wachstumsfaktor beta (TGF-B) [235], der insulinartige Wachstumsfaktor | (IGF-I) [109] und
der Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) [67]. Auch im Tiermodell sind verbesserte
chondrale Reparaturprozesse mittels des rAAV-basierten Gentransfers von beispielsweise
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TGF-p [75] oder IGF-I [70] verifiziert worden. Trotz vielversprechender Resultate wurden
verbesserte chondrogene Reparaturaktivitdten bisher nur bis zu einem gewissen Ausmal
erzielt, bei weiterhin begleitenden unerwiinschten terminalen und hypertrophen
Differenzierungsaktivitaten. Dies erfordert die Erforschung neuer Strategien, basierend auf der
Hypothese, dass ein kombinierter Einsatz von Wachstumsfaktoren dem Einsatz eines
einzelnen Wachstumsfaktors tiberlegen ist [308].

In der vorliegenden Studie untersuchten wir den Effekt eines rAAV-basierten Gentransfers der
chondrogenen Wachstumsfaktoren hTGF-$ und hiGF-I, jeweils allein und in Kombination, auf
die Chondrogenese von humanen MSZ in vitro (direkter viraler Gentransfer) und nach deren
Implantation in ein humanes osteochondrales Defekimodell ex vivo (indirekter viraler
Gentransfer) [211; 212], welches ein weitgehend natives Mikromilieu widerspiegelt,
vergleichbar mit demjenigen bei Patienten [84; 255]. Ziel war die Uberpriifung der
(ibergeordneten Hypothese, dass eine kombinierte rAAV-basierte Uberexpression von
hTGF- und hIGF-I in humanen MSZ condroreparative Differenzierungsaktivitdten in diesen
Zellen verbessert, verglichen mit der rAAV-basierten Uberexpression des jeweils einzelnen
Wachstumsfaktorgens und mit der Negativkontrolle /acZ. Hierzu wahlten wir einen
Untersuchungszeitraum von 21 Tagen, da innerhalb dieser Zeit die chondrogene
Differenzierung der humanen MSZ vollstandig vollzogen ist und es sich hierbei somit um einen
etablierten Zeitraum zur Untersuchung der in vitro-Chondrogenese handelt [17; 155; 190]. Zur
Evaluation nutzten wir etablierte Transgenexpressionsanalyen sowie biochemische,

histologische, immunhistochemische und Real-time RT-PCR-Analysen.

2.2 Die osteochondrale Einheit

Die osteochondrale Einheit (Abbildung 1) stellt eine funktionelle Einheit dar, deren
Komponenten durch vielfaltige Interaktionen Uber die gemeinsame Fahigkeit der
Kraftlbertragung bei Belastungen verfligen und dadurch eine regelrechte Funktion synovialer
Gelenke (Diarthrosen) aufrechterhdlt [123; 179]. Sie setzt sich aus dem hyalinen
Gelenkknorpel, dem darunterliegenden Kkalzifizierten Knorpel und dem subchondralen
Knochen zusammen [123]. Eine Veranderung der physiologischen Zusammensetzung oder
der Struktur einer funktionellen Komponente fihrt dabei konsekutiv zu einer
Funktionsbeeintrachtigung der Ubrigen Komponenten und schlieBlich zum Verlust der
physiologischen Gelenkfunktion [123; 194]. Aufgrund dieser Tatsache ist es sinnvoll, auch bei
einem lediglich auf den Gelenkknorpel begrenzten Defekt stets die gesamte osteochondrale
Einheit in die Therapieplanung mit einzubeziehen [194].
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Abbildung 1. Schematischer Aufbau der osteochondralen Einheit. Abbildung modifiziert nach [289].

2.2.1 Der hyaline Gelenkknorpel

Der hyaline Gelenkknorpel ist ein hochspezialisiertes, avaskulares, anervales und
alymphatisches Gewebe [225], das die ossaren Gelenkflachen synovialer Gelenke Uberzieht
und ein nahezu reibungsloses Gleiten der Gelenkflachen ermdglicht [179]. Er halt Scherkraften
stand und schitzt aufgrund seiner hohen, stoBdampfenden Druckelastizitat den
subchondralen Knochen vor mechanischer Uberbelastung [54; 202]. Die Schichtdicke des
hyalinen Knorpels betragt ungefahr zwei bis vier Millimeter [289] und korreliert oftmals invers
mit dem Grad der Kongruenz der jeweiligen artikulierenden Gelenkflachen; die
Gelenkknorpelschicht ist umso dicker, je inkongruenter die artikulierenden Gelenkflachen sind
[194].

Der hyaline Knorpel setzt sich zusammen aus einer dichten extrazellularen Matrix (EZM) und
darin eingebetteten Chondrozyten [225]. Chondrozyten stellen den einzigen Zelltyp im
hyalinen Knorpel dar [202]. Sie sind hochspezialisierte, metabolisch aktive Zellen
mesenchymalen Ursprungs, die ungefahr 1-2% des hyalinen Knorpelgewebes ausmachen
und far die Bildung, das Aufrechterhalten und die Reparatur der EZM verantwortlich sind [289].
Die EZM besteht hauptsadchlich aus Wasser (bis zu 80%), Kollagenfasern und
Proteoglykanen. Der hohe Wassergehalt ist fir den Erhalt der Knorpelelastizitat verantwortlich
und unterstitzt die zur Ernahrung der Chondrozyten essenzielle Diffusion von Nahrstoffen aus
der Synovialflissigkeit [202]. Kollagene reprasentieren eine im menschlichen Kérper ubiquitar
vorkommende, heterogene Familie von Proteinen, die fur die strukturelle Integritat von
Geweben zustandig ist [114; 115]. Im hyalinen Gelenkknorpel sind sie die form- und
strukturgebenden Elemente [202] und regulieren dessen mechanischen Eigenschaften [54].
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Typ-1l-Kollagen stellt mit einem Anteil von ungefédhr 95% das Hauptkollagen des intakten
hyalinen Knorpels dar [202] und bildet ein stabiles, viskoelastisches, fibrillares Netzwerk,
welches die enorme Dehnungsfestigkeit des Gelenkknorpels sicherstellt [123]. Dieses wird
durch die Gbrigen im intakten hyalinen Gelenkknorpel vorkommenden Typ-I-, -IV-, -V-, -VI-,
-IX- und -Xl-Kollagene stabilisiert [289]. Proteoglykane, hauptséachlich Aggrekan, liegen
verwoben im fibrillaren Kollagennetzwerk vor und vermitteln aufgrund ihrer ausgepragten
osmotischen Eigenschaften die stoBdampfenden Eigenschaften des hyalinen Knorpels [123].
Aggrekan besitzt eine oder mehrere kovalent gebundene Glykosaminoglykanketten
(hauptséachlich Chondroitinsulfat) und ist Uber Verbindungsproteine (Link Proteins) an
Hyaluronsdure gebunden [202]. Die intakte EZM fungiert als viskoelastisches
hydrodynamisches Dampfungssystem aus flissiger (Wasser) und fester (Kollagen) Phase,
das enormen Druck- und Scherbelastungen standhalt [289]. Eine progrediente
Druckbelastung mit konsekutiver Gewebekompression resultiert in einem erhdhten
interstitiellen Flussigkeitsdruck und einem Ausstrom der hauptséchlich Proteoglykan-
gebundenen interstitiellen Flissigkeit aus der EZM in weniger druckbelastete Areale [187;
289]. Im Gegensatz dazu fuhrt der auf einer Druckentlastung beruhende Ruckstrom der
interstitiellen  Flussigkeit in die EZM zur Wiederherstellung der urspringlichen
Gelenkknorpelform [187; 289].

Morphologisch und funktionell lasst sich der hyaline Knorpel in vier Zonen einteilen: die
superfizielle Zone, die Ubergangszone, die radidre Zone und die kalzifizierte Zone
(Abbildung 1). Die superfizielle Zone (10-20% der hyalinen Knorpelschichtdicke) weist eine
hohe Anzahl parallel zur Gelenkoberflache ausgerichteter, abgeflachter Chondrozyten auf
sowie dinne, dichtgepackte, ebenfalls parallel zur Gelenkoberflache verlaufende
Kollagenfibrillen [289] und einen erniedrigten Proteoglykangehalt [202]. Sie schiitzt die
darunterliegenden Knorpelschichten vor Zug- und Scherkraften, die physiologischerweise
durch Gelenkbewegungen induziert werden [202]. In der anschlieBenden Ubergangszone
(40-60% der hyalinen Knorpelschichtdicke) befinden sich wenige rundliche Chondrozyten
sowie dickere, in querférmig verlaufenden Blndeln angeordnete Kollagenfibrillen und
steigende Proteoglykangehalte [202]. In der radidren Zone (ca.30% der hyalinen
Knorpelschichtdicke) liegen die Chondrozyten saulenférmig gruppiert vor und die dicken
Kollagenfibrillen verlaufen senkrecht zur Gelenkoberflache [202; 289]. Die radidre Zone weist
den héchsten Proteoglykangehalt [202] und den niedrigsten Wassergehalt auf [202; 289].
Damit bietet sie durch ihre Zusammensetzung und ihren Aufbau optimale Voraussetzungen
enormen Druckkraften standzuhalten [289]. Die kalzifizierte Zone verbindet den Gelenkknorpel
mit dem subchondralen Knochen [202] und ist durch einen hohen Gehalt an Typ-X-Kollagen
sowie eine geringe Zelldichte hypertropher Chondrozyten charakterisiert [194]. Von den
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dartberliegenden nicht-kalzifizierten Zonen ist sie durch die Tidemark getrennt [194].
Kollagenfibrillen (hauptsachlich Typ-II-Kollagen) aus der radiaren Zone Uberschreiten die
Tidemark und verlaufen bis in die kalzifizierte Zone; ein Uberschreiten der kalzifizierten Zone
in den darunterliegenden subchondralen Knochen findet nicht statt [194].

2.2.2 Der subchondrale Knochen

Der subchondrale Knochen (Abbildung 1) schlieBt sich, getrennt durch die Zementlinie,
kaudal der kalzifizierten Zone des Gelenkknorpels an und setzt sich zusammen aus der
subchondralen Knochenplatte und der subartikuldren Spongiosa [194]. Mit dem
dartberliegenden Knorpel ist dieser lediglich Uber eine passgenaue Oberflachenverzahnung
verbunden [146]. Der subchondrale Knochen weist im Gegensatz zum dartberliegenden
hyalinen Knorpel eine héhere Steifigkeit auf und beglnstigt somit vermutlich durch Scherstress
induzierte Gelenkknorpelschaden [194]. Typ-I-Kollagen repréasentiert das Hauptkollagen des
subchondralen Knochens [194]. Im Gegensatz zum hyalinen Gelenkknorpel verflgt der
subchondrale Knochen Uber Nerven und BlutgefaB3e, deren kleine Seitenaste teilweise in die
kalzifizierte Zone hineinziehen [179]. Hauptaufgabe des subchondralen Knochens ist die
Absorption der durch die Gelenke vermittelten mechanischen Kréafte [124]. Dartber hinaus
beeinflusst er die metabolischen Aktivitaten des dartberliegenden Gelenkknorpels [146].

2.3 Knorpelhomodostase

Die Aufrechterhaltung der physiologischen Knorpelhomdbostase ist flr den Erhalt einer
regelrechten Gelenkfunktion, die auf den oben beschriebenen biophysikalischen
Eigenschaften des Gelenkknorpels beruht, unabdingbar (Abbildung 2) [201]. Im adulten
Gelenkknorpel liegen die Chondrozyten in einer weitgehend mitotisch inaktiven, ruhenden
Phase vor, in welcher sie aufgrund ihrer metabolischen Eigenschaften ein Gleichgewicht von
matrixaufbauenden und matrixabbauenden Prozessen aufrechterhalten [122; 123]. Der
Umsatz der Matrixmolekile ist dabei auBerst gering [123]. Diesbeziiglich sind Wachstums-
und Transkriptionsfaktoren sowie Zytokine von zentraler Bedeutung. Zu den anabol wirksamen
und damit matrixaufbauenden Agenzien zahlen u. a. TGF-B, die knochenmorphogenetischen
Proteine (Bone Morphogenetic Proteins, BMPs), IGF-I und FGF-2 sowie die
Transkriptionsfaktoren Sex-determining Region Y-type High-Mobility Group Box 9 (SOX9) und
der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF) [122; 121]. Dem gegenlber stehen die katabol wirksamen
und damit matrixabbauenden Agenzien, wie die Matrix-Metalloproteinase 13 (MMP-13) und
die Aggrekanase ADAMTS (a Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs),
der Transkriptionsfaktor RUNX2 (Runt-related Transcription Factor 2), das Signalmolekdl IHH
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(Indian Hedgehog) sowie die proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor alpha
(TNF-o) und die Interleukine-1 beta, -17, -18 (IL-1B, -17, -18) [122; 201]. Anabole und katabole
Signalwege weisen ausgepragte Interaktionen auf (Abbildung2) [201]. TGF-f st
beispielsweise in der Lage Uber die Nutzung unterschiedlicher Signalwege sowohl anabole als
auch katabole Wirkungen auf den Gelenkknorpel auszuliben, wobei im gesunden
Gelenkknorpel unter erhaltener physiologischer Knorpelhoméostase die anabolen
Eigenschaften des Wachstumsfaktors tiberwiegen [319].

ALKS | TGF-B/BMP ALKA
Smad
2/3 T l
Whnt/B-catenin
[ J \ RUNX2
HIF-1a — HIF-2a l
NF-xB
SOX9 A\ MMP-3
Typ-ll-Kollagen : MMP-13
Aggrekan ' Typ-X-KoIIageni

%%6@@

" | Knorpeldegeneration S5 e o

Intakte
Knorpelhomoostase

Abbildung 2. Schematische Darstellung der anabolen und katabolen Signalwege im Gelenkknorpel. Eine intakte
Knorpelhomdostase beruht auf einem Gleichgewicht anaboler und kataboler Prozesse; eine Dominanz kataboler
Prozesse resultiert in einer Knorpeldegeneration. Abbildung modifiziert nach [201].

Traumatische Verletzungen, degenerative Prozesse und Seneszenz beeinflussen die
Knorpelhomdostase zugunsten kataboler, matrixabbauender Prozesse [122]. Diese werden
vornehmlich Uber den Wingless and vertebrate homolog integrated int-1/beta catenin-
Signalweg (Wnt/B-catenin) und den IHH-Signalweg mit konsekutiver Aktivierung des
Transkriptionsfaktors RUNX2 aktiviert [352] und resultieren in einer hypertrophen
Differenzierung der Chondrozyten [121]. Kennzeichnend fir das hypertrophe
Differenzierungsstadium der Chondrozyten sind eine ubiquitr gesteigerte Expression von
Typ-X-Kollagen, welches unter physiologischen Bedingungen ausschlieBlich in der
kalzifizierten Zone des Gelenkknorpels vorliegt (Kapitel 2.2.1), sowie die Expression von
MMPs, IHH, alkalischer Phosphatase und VEGF (vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor)
[298], welche wiederum die progrediente Destruktion des Gelenkknorpels beglnstigen [201].
In frhen Destruktionsstadien treten die Chondrozyten zunachst in eine reaktive
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Proliferationsphase ein und weisen als kompensatorischen Reparationsversuch erhdhte
anabole Aktivitaten auf mit gesteigerter Produktion an Proteoglykanen und Typ-II-Kollagen [9;
123]. Im Folgenden Uberwiegt die Expression hypertrophieassoziierter Expressionsmarker mit
konsekutiven matrixdestruktiven, katabolen Prozessen einschlielich des Abbaus von Typ-II-
Kollagen und Proteoglykanen sowie der gesteigerten Produktion von Typ-X-Kollagen [298].
Die kontinuierliche Destruktion der extrazellularen Knorpelmatrix resultiert in einem Verlust der
physiologischen Integritét sowie einer Anordnung der Chondrozyten in Zellverbanden (Cluster)
[123] und schlieBlich in einer gesteigerten Apoptoserate [196]. Die destruierte Knorpelmatrix
ist nicht in der Lage eine physiologische Gelenkfunktion aufrechtzuerhalten (Kapitel 2.2) [179].

2.4 Gelenkknorpeldefekte

Priméar werden chondrale (ohne Affektion des subchondralen Knochens) von osteochondralen
Defekten unterschieden (Abbildung 3) [71]. Wahrend sich teilschichtige chondrale Defekte
auf die nicht-kalzifizierte chondrale Zone oberhalb der Tidemark beschranken, betreffen
vollschichtige chondrale Defekte die gesamte Gelenkknorpelschicht einschlieBlich der
kalzifizierten Zone [71]. Da eine Besiedlung chondraler Defekte mit Progenitorzellen aufgrund
fehlender Affektion des subchondralen Knochens ausbleibt und lediglich Synovialzellen
diskrete ineffektive reparative Prozesse initiieren, weisen chondrale Defekte kein relevantes
intrinsisches Heilungspotential auf [142; 143]. Im Gegensatz dazu betreffen osteochondrale
Defekte sowohl den vollschichtigen Gelenkknorpel als auch den subchondralen Knochen
[194]. Aufgrund einer Penetration des Markraums und der Affektion subchondraler GeféaBe mit
konsekutiver Besiedlung des Defektareals mit MSZ sowie Blutbestandteilen und darin
enthaltenen Wachstumsfaktoren weisen sie im Vergleich zu chondralen Defekten ein
effizienteres, jedoch insgesamt dennoch insuffizientes intrinsisches Heilungspotential auf
[142].

Teilschichtiger chondraler Defekt Vollschichtiger chondraler Defekt Osteochondraler Defekt

Gelenkknorpel —
Kalzifizierte Zone —

Subchondraler __
Knochen

Abbildung 3. Einteilung von Gelenkknorpeldefekten. Abbildung modifiziert nach [71].
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(Osteo-)chondrale Defekte kénnen durch ein akutes Trauma entstehen [179]. Bei
Jugendlichen und sportlich aktiven Erwachsenen stellt die Osteochondrosis dissecans eine
weitere relevante Ursache osteochondraler Defekte dar [19]. Hierbei handelt es sich um eine
aseptische Knochennekrose, die den subchondralen Knochen betrifft und deren Atiologie noch
immer unklar ist; repetitiven Mikrotraumen werden jedoch eine zentrale Bedeutung
zugeschrieben [1]. Pradilektionsstellen sind neben dem lateralen Aspekt der medialen
Femurkondyle das obere Sprunggelenk sowie das Ellbogengelenk [19]. Ohne Therapie fiihrt
die Erkrankung in fortgeschrittenen Stadien haufig zur Ablésung eines Knorpel-Knochen-
Fragments und konsekutiv zur sekundaren Schadigung des Gelenkknorpels [157].

Unbehandelt resultieren groBe (osteo-)chondrale Defekte nahezu unausweichlich in
progredienten degenerativen Gelenkknorpelverdnderungen und schlieBlich im Vollbild einer
Arthrose [130; 292]. Die klinische Einteilung der Gelenkknorpeldefekte erfolgt zumeist
arthroskopisch unter Anwendung der [ICRS-Klassifikation (/International Cartilage
Regeneration & Joint Preservation Society) anhand Tiefenausdehnung und morphologischer
Veranderungen des geschadigten Gelenkknorpelbereichs in die Schweregrade 0 bis 4 [39].

2.5 Die osteochondrale Reparatur

Die osteochondralen Reparaturprozesse resultieren in einem faserknorpeligen
Reparaturgewebe, welches hauptsachlich aus Typ-I-Kollagen besteht, nicht Uber die
hochorganisierte Struktur des gesunden Gelenkknorpels verfligt und sich somit nicht adaquat
in das perifokale Gelenkknorpelgewebe integriert [21; 43; 142]. Folglich wird es den
biomechanischen Anforderungen nicht gerecht und es kommt zu progredienten degenerativen
Veranderungen [142]. Osteochondrale Reparaturmechanismen beruhen auf der Affektion
subchondraler BlutgefédBe und einer Penetration des Markraums [43]. Es bildet sich ein
Blutgerinnsel, welches den osteochondralen Defekt ausflllt und schlieBlich von MSZ aus dem
Knochenmark besiedelt wird [43]. Unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren, welche aus
den Thrombozyten des Blutgerinnsels freigesetzt werden und ebenso in der subchondralen
Knochenmatrix enthalten sind, differenzieren die MSZ zu Chondrozyten; diese produzieren
schlieBlich eine faserknorpelige Matrix [43; 282]. Im Gegensatz zur Defektreparatur bezeichnet
die Defekiregeneration die vollkommene Wiederherstellung des nativen hyalinen
Gelenkknorpels [49]. Im Zuge der Regeneration erfolgt eine Rekapitulation der enchondralen
Ossifikation, wie sie in der embryonalen Skelettentwicklung stattfindet [49]. Diese Prozesse
finden bei Erwachsenen nicht spontan statt [50].
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2.6 Mesenchymale Stromazellen in der Knorpelreparatur

MSZ sind multipotente Progenitorzellen mit der Fahigkeit der Selbsterneuerung (Self-
Renewal), die u. a. aus dem Knochenmark isoliert werden kénnen und das Potential besitzen
in verschiedene mesenchymale Gewebe zu differenzieren, beispielsweise Knochen, Knorpel,
Sehnen, Bander und Fett [51; 242]. Zudem vermitteln sie immunregulatorische respektive
immunsupprimierende Effekte, u. a. Gber eine Inhibition der Aktivierung und Proliferation von
T-Zellen, was den therapeutisch motivierten Einsatz allogener MSZ ermdglicht [53]. Aufgrund
ihres enormen immunmodulatorischen und antiinflammatorischen Potentials erfolgt aktuell im
Rahmen klinischer Studien ein Einsatz von MSZ in der Behandlung von SARS-CoV-2 (Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) [16; 78]. Die Verabreichung umbilikaler MSZ zur
Behandlung einer schweren SARS-CoV-2-Infektion resultiert bei Patienten nach einem Jahr
in einer verbesserten Rickbildung SARS-CoV-2-typischer pulmonaler Lasionen und einer
Linderung der Symptome [283]. Zudem wirken MSZ als trophische Mediatoren [52] und sind
aufgrund ihrer intrinsischen sekretorischen Aktivitat in der Lage, ein Mikromilieu zu generieren,
das regenerative Prozesse beglnstigt [53]. Sie wurden erstmals im Jahre 1966 von
Friedenstein et al. entdeckt [107]. Durch das Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee
der International Society for Cellular Therapy wurden die minimal erforderlichen
Standardkriterien zur Definition von MSZ festgesetzt [92]. Unter Standard-Kulturbedingungen
mussen diese plastikadhdrent sein und Ober die Fahigkeit verfigen, in vitro zu
Chondroblasten, Osteoblasten und Adipozyten zu differenzieren [92]. Zudem mdissen sie
folgendes Expressionsmuster der Oberflichenmarker aufweisen: CD105*, CD73*, CD90*,
CD45, CD34, CD14 (oder CD11b"), CD79a (oder CD19°) und HLA-DR- [92].

MSZ differenzieren in vitro unter geeigneten Bedingungen (u. a. unter Einfluss von TGF-$ und
Dexamethason) zu Chondrozyten [156; 155; 190]. Dieser Prozess ist vergleichbar mit
demjenigen der enchondralen Ossifikation wahrend der Embryonalentwicklung [213]. TGF-
stellt dabei den stérksten chondroinduktiven Faktor dar, der die mesenchymale Kondensation
und Proliferation bewirkt [155; 190]. Im Folgenden differenzieren die kondensierten MSZ unter
Einfluss von u.a. SOX9, IGF-I, BMP-2, -4, -7, -14 und FGF-2 Uber das Stadium der
Chondroprogenitorzellen zu reifen Chondrozyten [121]. Diese entsprechen dem Phanotyp des
gesunden hyalinen Gelenkknorpels und exprimieren die fir dieses Zellstadium
kennzeichnenden Matrixkomponenten Typ-Il-, -IX- und -XI-Kollagen sowie Aggrekan [121]. Im
Rahmen der enchondralen Ossifikation erfolgt im Weiteren unter dem Einfluss von u. a. IHH,
Parathormon-related Protein (PTHrP) und RUNX2 die terminale Differenzierung der
Chondrozyten mit Ausbildung eines hypertrophen Phanotyps und charakteristischer
Expression von Typ-X-Kollagen und MMP-13 [121; 213]. SchlieBlich kalzifiziert die knorpelige
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Matrix, die Chondrozyten unterliegen der Apoptose und unter Einfluss von VEGF erfolgt die
Invasion von BlutgefaBen [121]. Im finalen Stadium ersetzen hamatogen migrierende
Osteoklasten und Osteoblasten unter dem Einfluss von Osterix und Wnt/B-catenin die
kalzifizierte knorpelige Matrix durch Knochen, was sich in der Expression von Typ-I-Kollagen
und Osteocalcin widerspiegelt [121].

Aufgrund ihrer genannten Eigenschaften stellen MSZ ein attraktives Werkzeug der
regenerativen Medizin dar, insbesondere auch in der Orthopéadie und Unfallchirurgie [53; 74;
264; 351]. Zahlreiche klinische Studien verifizierten bereits ihr regeneratives Potential zur
Behandlung fokaler Gelenkknorpeldefekte [45; 117; 116; 118; 172; 220; 330] und der Arthrose
[80; 329]. Dennoch ist bislang kein Verfahren in der Lage, den hyalinen Gelenkknorpel in einer
nativen Weise zu regenerieren, stattdessen bildet sich ein faserknorpeliges Reparaturgewebe
aus [43], welches moglicherweise auf das hypertrophe Differenzierungspotential der MSZ
[156] im Rahmen einer Rekapitulation der enchondralen Ossifikation zurlickzuflihren ist [213].
Die therapeutisch motivierte genetische Modifizierung von MSZ mit dem Ziel der Regeneration
des hyalinen Gelenkknorpels durch Férderung chondroreparativer Prozesse und gleichzeitiger
Verhinderung unerwinschter hypertropher und terminaler Differenzierungsaktivitaten kénnte
bestehende Therapieoptionen verbessern [74; 198].

2.7 Klinische Relevanz fokaler Gelenkknorpeldefekte

Fokale Gelenkknorpeldefekte sind hochpravalent. In groBen arthroskopischen Studien weisen
sie eine Inzidenz von bis zu 67% auf [77; 137; 339]. In einer magnetresonanztomographischen
Studie mit 115 asymptomatischen Studienteilnehmern wurden bei 57% der Probanden
Gelenkknorpeldefekte detektiert; in 41% der Falle handelte es sich dabei um moderate und/
oder sogar schwerwiegende Gelenkknorpeldefekte [140]. Trotz einer Vielzahl an operativen
Therapiemdglichkeiten ist aktuell kein Verfahren in der Lage, den defekten hyalinen
Gelenkknorpel in einer nativen Weise wiederherzustellen [71]. Haufig kommt es zu
degenerativen Veranderungen des Gelenks und schlieBlich zum irreversiblen Vollbild einer
Arthrose [130; 292]. Die Arthrose stellt die haufigste Gelenkerkrankung der erwachsenen
Bevdlkerung weltweit dar [154; 328], die zu einer ausgepragten Lebensbeeintrachtigung der
Betroffenen flhrt und mit erheblichen direkten (diagnose- und therapieassoziierten) und
indirekten (bedingt durch Arbeitsunfahigkeit) volkswirtschaftlichen Kosten verbunden ist [135].
Im Hinblick auf die steigende Lebenserwartung der Bevdlkerung und dem Vorliegen weiterer
Risikofaktoren (u. a. Adipositas), ist von einer kontinuierlich steigenden Pravalenz mit
konsekutiv steigender Belastung des Gesundheitssystems auszugehen [154]. Daher ist die
Erforschung neuer Therapiemethoden zur Behandlung fokaler Gelenkknorpeldefekte, die eine
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Regeneration des hyalinen Gelenkknorpels ermdglicht, von wesentlicher Bedeutung, um die
Entstehung einer sekundaren posttraumatischen Arthrose zu verhindern.

2.8 Klinisch etablierte Therapieoptionen

Die klinisch etablierten operativen Therapiemethoden (osteo-)chondraler Defekte werden
prinzipiell in knochenmarkstimulierende und zell- bzw. gewebsbasierte Verfahren eingeteilt
[22]. Die Therapieentscheidung richtet sich dabei nach Tiefe und GréBenausdehnung des
Defektes [22; 224]. Letztere kann definitiv im Rahmen einer Arthroskopie bestimmt werden
[265]. Zur Therapie kleinflachiger Defekte (<2,5cm?) kommen vor allem markraum-
stimulierende Verfahren zum Einsatz [22], insbesondere die Mikrofrakturierung [294], aber
auch die Pridie-Bohrung [246] und die Abrasionsarthroplastik [153]. Im Rahmen der
(arthroskopischen) Defektpraparation wird zunachst die kalzifizierte Zone im Defektareal
vollstandig entfernt; anschlieBend wird der subchondrale Knochen mehrfach perforiert und
somit der Markraum er6ffnet [294]. Dies fuhrt zur Einblutung in den Defekt mit anschlieBender
Ausbildung eines Blutgerinnsels sowie zur Migration von MSZ aus dem Knochenmark [142].
Durch die anschlieBende Chondrogenese kommt es schlieBlich zur Defektauffillung mit einem
faserknorpeligen Reparaturgewebe [170]. Unerlassliche Voraussetzung fur dieses Verfahren
ist ein intaktes, den Defekt umgebendes hyalines Knorpelgewebe [294]. Die klinischen
Ergebnisse sind gut [232; 295]. Das Verfahren der matrix-augmentierten Knochenmark-
stimulation, bei dem nach erfolgter Mikrofrakturierung das Blutgerinnsel mit einer Biomembran
abgedeckt wird [24], postuliert verbesserte Zellmigration, -proliferation und -differenzierung
[224]. Eine Uberlegenheit gegeniiber der konventionellen Mikrofrakturierung ist bislang nicht
nachgewiesen [113].

Das zweizeitige Verfahren der (matrixgestitzten) autologen Chondrozytentransplantation
[(M)ACT] [40; 38] kommt insbesondere bei jungen, sportlich aktiven Erwachsenen ab einer
DefektgroBe von 2,5 cm? zum Einsatz [224]. Hierzu werden osteochondrale Biopsien aus
gesunden Arealen auBerhalb der Hauptbelastungszonen entnommen [223], die Chondrozyten
isoliert, in vitro expandiert und nach einer Kultivierungsperiode im Rahmen einer zweiten
Operation in den Defekt reimplantiert [38]. Eine Augmentation des Verfahrens besteht in der
zusatzlichen Verwendung einer aus Biomaterialien bestehenden Matrix [40]. Die (M)ACT ist
der Mikrofrakturierung in der Behandlung gréBerer chondraler Defekte Uberlegen [41; 273].
Die Verwendung von Sphéaroiden im Rahmen der MACT erwies sich bei Patienten Uber einen
Beobachtungszeitraum von finf Jahren als gleichermafBen sicher und effektiv bis zu einer
DefektgroBe von 10 cm? [138]. Darliber hinaus wird die MACT zur Behandlung von
Knorpeldefekten des Kniegelenks als nachhaltig kosteneffektives Verfahren prognostiziert,
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insbesondere im Hinblick auf eine Verhinderung von Reinterventionen oder der Implantation
einer Knie-Totalendoprothese [327]. Die Behandlung kleiner osteochondraler Defekte ist
mittels eines autologen osteochondralen Transplantats (OAT) mdglich [261]. Hierzu wird ein
Knorpel-Knochen-Zylinder auBBerhalb der Hauptbelastungszone enthommen und passgenau
in den zu behandelnden osteochondralen Defekt implantiert [261]. Insbesondere junge
Patienten mit isolierten Defekten profitieren von dieser Therapie [169; 257].

Der Therapieerfolg ist von vielen patientenindividuellen Faktoren abhéngig, beispielsweise
vom Alter und vom Body-Mass-Index [22] sowie der postoperativen Rehabilitation mit initialer
Entlastung, gefolgt von sukzessiv gesteigerter Belastung bis hin zur Vollbelastung [170]. Des
Weiteren beglnstigt beispielsweise eine Achsfehlstellung mit unikompartimentaler
Uberbelastung die Entstehung einer Arthrose, wahrend eine Entlastung die Knorpel-
degeneration verringert und gleichzeitig den subchondralen Knochen schiitzt [228]. Trotz der
Tatsache, dass Patienten von den genannten Therapieoptionen profitieren, ist keine der
aktuell zur Verfigung stehenden Therapien in der Lage, den gesch&adigten hyalinen
Gelenkknorpel in nativer Weise zu regenerieren und somit langfristig eine regelrechte
Gelenkfunktion aufrechtzuerhalten [195].

2.9 Experimentelle Therapieansitze

Das Ziel aktueller Forschung ist die Regeneration des hyalinen Gelenkknorpels [66]. Der
gentransferbasierte Einsatz therapeutischer Wachstums- und/oder Transkriptionsfaktoren ist
eine attraktive Methode, um chondroreparative Prozesse lokal zu stimulieren (Kapitel 2.3).

2.9.1 Uberblick iiber die Gentherapie

Als Gentherapie bezeichnet man im Allgemeinen das therapeutisch motivierte Einschleusen
eines oder mehrerer Gene oder Gensequenzen in somatische Zellen mit dem Ziel, eine
Krankheit zu behandeln und bestenfalls zu heilen [6]. Das therapeutische, zu transferierende
Gen muss dabei im Rahmen des Gentransfers mittels eines Gentransfersystems bzw. eines
Gentransfer-Vektors in die Zielzelle eingeschleust und zum Nukleus transportiert werden
[192]. SchlieBlich wird das Transgen (= transferiertes Gen) in das Wirtszellgenom integriert
oder es verbleibt als extrachromosomales Episom im Zellkern [192]. Eine wirksame
Gentherapie erfordert eine ausreichend hohe und Uber einen gewissen Zeitraum erfolgende
Genexpression [192]. Es werden nicht-virale und virale Gentransfermethoden unterschieden;
einen nicht-viralen Gentransfer bezeichnet man Transfektion, wahrend ein viraler Gentransfer

als Transduktion bezeichnet wird [192]. Aktuell existieren weltweit ca. 3.180 Kklinische
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Gentherapiestudien. Diese umfassen vorwiegend onkologische Erkrankungen (ca. 67%), wie
die akute lymphatische Leukamie [37], das diffuse groB3zellige B-Zell Lymphom [3] oder das
metastasierte Melanom [315], und monogenetische Erkrankungen (ca. 11%), beispielsweise
Erkrankungen des Immunsystems [290], neuromuskulédre Erkrankungen [86], Retinopathien
[55] oder Stérungen der Hamatopoese [275]. Zunehmend werden auch klinische Studien im
orthopadischen Bereich durchgeflihrt, insbesondere zur Behandlung von Arthrose [139; 182].

2.9.2 Gentherapie osteochondraler Defekte

Anders als die Gentherapie im klassischen Sinne zielt die Gentherapie in der Behandlung von
fokalen Gelenkknorpeldefekien nicht darauf ab, ein krankhaftes Gen zu ersetzen oder zu
reparieren [101]. Sie basiert hingegen auf dem Einsatz therapeutischer Wachstums- und
Transkriptionsfaktoren, deren Uberexpression im Defektareal chondrogene, anabole
Differenzierungsaktivitidten férdern und idealerweise gleichzeitig katabole Prozesse
unterdriicken sollen [304]. Hierzu stehen diverse Moglichkeiten zur Verfigung, welche sich
unterschiedlichster Gentransfersysteme, Zelltypen und Kultivierungsmethoden bedienen [73].

2.9.3 Gentransfermethoden

Es wird grundsatzlich zwischen zwei verschiedenen Gentransfermethoden unterschieden
(Abbildung 4) [74]. Im Rahmen des direkten Gentransfers (in vivo-Verfahren) wird der
entsprechende Genexpressions-Vektor samt gewlinschtem Transgen Uber eine Arthrotomie
direkt in den zu behandelnden osteochondralen Defekt appliziert [66]. Rekombinante AAV-
Vektoren eignen sich zu diesem Zweck bevorzugt, da sie im Unterschied zu anderen viralen
und nicht-viralen Genvektoren in der Lage sind, die dichte extrazelluldre Knorpelmatrix zu
durchdringen und somit nicht nur Zellen innerhalb des Defektareals, sondern auch im
angrenzenden gesunden Knorpelgewebe zu transduzieren [191; 196]. Diese direkte Methode
erfordert das Vorhandensein einer ausreichend groBen Zellpopulation im Defektareal, um
therapeutisch wirksame Expressionsspiegel der Transgene zu erzielen [74]. Dies kann in vivo
beispielsweise durch ergdnzende Mikrofrakturierung erreicht werden [142]. Im Gegensatz zum
direkten Gentransfer werden beim indirekten Gentransfer (ex vivo-Verfahren) ex vivo
genetisch modifizierte Zellen, beispielsweise Chondrozyten oder MSZ, gezielt in das
Defektareal implantiert [66]. Uber parakrine Mechanismen stimulieren die sezernierten
Wachstumsfaktoren zudem das angrenzende Knorpelgewebe [66]. Beim ex vivo-Verfahren
handelt es sich um ein zweizeitiges und damit eher kostenintensives Verfahren [74].
Préklinische Studien verifizierten bereits eine verbesserte Knorpeldefektreparatur sowohl in
vitro als auch in vivo durch direkten [75; 70; 69; 156; 211] und indirekten Gentransfer [212;
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235]. Gentransfer kann durch Biomaterialien augmentiert werden. Diese begunstigen eine
oOrtlich und zeitlich kontrollierte Freisetzung der Genvektoren [76; 254; 253]. Darlber hinaus
sind sie in der Lage, die Chondrogenese von Zielzellen zu verbessern [147].

: Virale Vektoren Nicht-virale Vektoren .
ex vivo in vivo
29 ) 0 © 4
s 00 0.-%9- 7] /
g7 | 2.¢ e © |
Zellen Biomaterialien
..... 2. — _’ e C
= Q.’o:—» * z ] 0 0 L
I y |

Abbildung 4. Gentransfermethoden fiir osteochondrale Defekte. Schematische Darstellung der verschiedenen
Gentransfermethoden. Ein therapeutisches Gen kann mittels viraler oder nicht-viraler Gentransfervehikel direkt in
den zu behandelnden Defekt tiber eine Arthrotomie appliziert werden (direkter in vivo-Ansatz). Alternativ kdnnen
ex vivo genetisch modifizierte Zellen allein oder in Kombination mit biokompatiblen Tradgermaterialien in den zu
behandelnden Defekt implantiert werden (indirekter ex vivo-Ansatz). Abbildung modifiziert nach [74].

2.9.4 Therapeutische Faktoren

Die molekularen und zellularen Vorgange wahrend der intrinsischen osteochondralen
Defektreparatur sind mit denen des natirlichen chondralen Differenzierungsprozesses
vergleichbar [66]. Die intrinsische Defektreparatur fuhrt jedoch unausweichlich zur Bildung
eines minderwertigen faserknorpeligen Reparaturgewebes [43]. Es ist das Ziel der
Gentherapie, dies durch eine Uberexpression therapeutischer Faktoren zu verhindern, indem
die chondrogene Differenzierung von MSZ verbessert wird und eine gesteigerte
Zellproliferation sowie adaquate Zellreifung im Defektareal angestrebt wird [72]. Zudem soll
die Produktion und der Erhalt einer extrazellularen knorpeligen Matrix geférdert werden, die
einen hohen Gehalt an Typ-ll-Kollagen und Proteoglykanen aufweist [72]. In diesem
Zusammenhang sind insbesondere Wachstumsfaktoren von wesentlicher Bedeutung [44; 306;
307]. Diese vermitteln ihre Effekte Uber Signaltransduktionskaskaden, die die Induktion von
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Genen zur Folge haben, deren Expression beispielsweise die knorpelige Matrixproduktion
oder Zellproliferation férdern [44]. Da Wachstumsfaktoren sezerniert werden, Gben sie neben
autokrinen Effekten auch parakrine Effekte auf nicht-transduzierte Zellen aus [66]. Von
besonderer Relevanz sind die anabolen, hochpotent chondrogen wirkenden Mitglieder der
TGF-B-Superfamilie, insbesondere TGF-B1 und TGF-p2 [17; 149; 175; 235] sowie BMP-2
[278; 285], BMP-4 [171] und BMP-7 [134; 165; 285]. Dartiber hinaus haben FGF-2 [67; 160;
193] und PTHrP [104; 105] chondrogen stimulierende Effekte, wahrend IGF-1 ein potenter
Stimulator der Matrixsynthese und der Zellproliferation ist [70; 126; 285; 334]. Da die
Wachstumsfaktoren in ihrer natlrlich vorliegenden Form als Polypeptide eine duBerst kurze
Halbwertszeit aufweisen, ist zum Erreichen des therapeutischen Ziels eine gentransferbasierte
Applikation notwendig, um ausreichend hohe Expressionsspiegel tber einen langen Zeitraum
zu gewabhrleisten [66].

Transkriptionsfaktoren beeinflussen direkt die Expression der fir die Chondrogenese
relevanten Gene; da die entsprechenden Molekule, im Gegensatz zu den Wachstumsfaktoren,
nicht sezerniert werden, haben diese ausschlieBlich auf transduzierte Zellen einen
regulatorischen Effekt [66]. Dies erfordert eine ausreichend hohe Transduktionsrate, um eine
therapeutische Wirkung zu erzielen [66]. SOX9 ist der zentrale Transkriptionsfaktor der
Chondrogenese, der die chondrogene Differenzierung reguliert und den physiologischen
Phanotyp der Chondrozyten im hyalinen Gelenkknorpel aufrechterhalt [178; 177]. Er aktiviert
fir die Chondrogenese relevante Gene, die entweder fir knorpelmatrixspezifische
Komponenten codieren, beispielsweise Typ-llI-Kollagen und Aggrekan [31], oder flr
regulatorische Komponenten, die die Chondrogenese wiederum positiv beeinflussen,
beispielsweise den Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 3 (FGFR-3) [177]. Darlber
hinaus ist die Inhibition kataboler Prozesse ein attraktiver Ansatz, der eine progrediente
Zytokin-vermittelte Knorpeldestruktion verhindern soll. Angriffspunkte sind dabei unter
anderem die von Synoviallzellen oder Chondrozyten synthetisierten inflammatorischen
Zytokine IL-1, IL-17 und TNF-a [239; 280; 308].

Die vorliegende Studie untersucht den Effekt eines rAAV-basierten Gentransfers der
chondrogen hochpotenten Wachstumsfaktorgene hTGF-B und hIGF-I, jeweils allein und in
Kombination, auf die Chondrogenese von humanen MSZ in vitro und nach Implantation in ein
humanes osteochondrales Defektmodell ex vivo [211; 212]. Verbesserte chondrogene
Differenzierungsaktivitdten von humanen MSZ nach rAAV-vermitteltem Gentransfer von
hTGF-B [108; 235] oder hIGF-I [109] wurden zwar innerhalb eines gewissen Ausmafes bereits

nachgewiesen, jedoch unter gleichzeitig weiterhin vorliegenden unerwinschten hypertrophen
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und terminalen Differenzierungsaktivitaten. Dies erfordert die Untersuchung neuer Strategien,
basierend auf der Hypothese, dass ein kombinierter Einsatz von Wachstumsfaktorgenen dem
Einsatz eines einzelnen Wachstumsfaktorgens Uberlegen ist [308].

2.9.4.1 TGF-p als therapeutischer Faktor

Die TGF-B-Superfamilie besteht aus mehreren Subklassen, zu denen neben der TGF-$-
Subklasse mit den drei Isotypen TGF-B1 bis TGF-B3 auch die BMP-Subklasse gezéahlt wird
[132]. Die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie Uben vielféltige biologische Effekte auf
unterschiedliche Zelltypen aus, indem sie beispielsweise Zellwachstum und -differenzierung
regulieren [132]. Zudem sind sie an Prozessen im Rahmen der Gewebespezifizierung
wahrend der Embryonalentwicklung beteiligt und spielen eine wichtige Rolle bei der
Wundheilung oder der Modulation des Immunsystems [132]. TGF-B1 stellt den Prototypen der
TGF-B-Superfamilie dar und ist einer der wichtigsten anabolen Wachstumsfaktoren in der
Knorpelentwicklung [44; 121]. TGF-B1 ist ein hochpotenter Induktor der Chondrogenese von
humanen MSZ [133; 155; 190; 242] und bewirkt in erster Linie die mesenchymale
Kondensation [121]. Zudem férdert TGF-B1 die Bildung der gelenkknorpeltypischen
extrazellularen Matrix, bestehend aus u. a. Typ-llI-Kollagen, Proteoglykanen und Aggrekan
[190; 353], tragt zur Aufrechterhaltung eines normalen chondrozytdren Phanotyps bei [201]
und verhindert ungewlnschte Differenzierungsprozesse [316]. Im Widerspruch zu dieser
Aussage steht die Tatsache, dass TGF-B1 gleichzeitig terminale und hypertrophe
Differenzierungsprozesse begunstigen kann, was sich u. a. durch gesteigerte Expression von
Typ-X-Kollagen [318] oder MMP-13 [34] auBert. Diese entgegengesetzten Effekte liegen in
der Aktivierung verschiedener Signalwege durch TGF-B1 begrindet (Abbildung 5) [303].

Die Bindung von TGF-B1 an den membrangebundenen TGF-B1-Typ-II-Rezeptor (TBR-II)
resultiert in der Phosphorylierung und Rekrutierung eines TGF-B1-Rezeptors (TBR-I) und der
konsekutiven Bildung eines funktionellen heteromeren Rezeptorkomplexes [201; 303]. Es
existieren multiple Typ-I-Rezeptoren, die als Activin Receptor-like Kinasen (ALK) bezeichnet
werden; von wesentlicher Bedeutung im Zusammenhang mit chondrogenen bzw. terminalen
Differenzierungsprozessen sind die ALKS5 und die ALK1 [34]. Die Aktivierung des TBR-II/ALK5-
Komplexes fuhrt zur Phosphorylierung und Aktivierung der intrazellularen Rezeptor-regulierten
Proteine Small body size mother against decapentaplegic homolog 2/3 (Smads2/3); diese
bilden einen Komplex mit dem common-Smad4, welcher schlieBlich in den Zellkern transloziert
wird und dort die Aktivierung des chondrogenen Transkriptionsfaktors SOX9 [112; 303] bei
simultaner Hemmung des hypertrophen und osteogenen Transkriptionsfaktors RUNX2 [158;
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303] bewirkt. Der TBR-II/ALK5-Smad2/3-Signalweg bewirkt die Aufrechterhaltung des
gesunden chondrozytaren Phanotyps [201] und induziert die Bildung von Aggrekan sowie
Typ-1l-Kollagen [103; 133; 353] bei simultaner Inhibierung hypertropher Differenzierungs-
prozesse [347]. Die Aktivierung des TBR-II/ALK1-Komplexes flihrt im Gegensatz dazu zur
Phosphorylierung und Aktivierung der intrazelluldren Rezeptor-regulierten Smads1/5/8; diese
bilden einen Komplex mit dem common-Smad4, welcher schlieBlich in den Zellkern transloziert
wird und dort die Aktivierung des hypertrophen und osteogenen Transkriptionsfaktors RUNX2
bewirkt [158; 303], wahrend der chondrogene Transkriptionsfaktor SOX9 gehemmt wird [112;
303]. Dies induziert hypertrophe und terminale Differenzierungsaktivititen mit gesteigerter
Bildung von u. a. Typ-X-Kollagen, MMP-13 und alkalischer Phosphatase [133].

TBRII TGF-p ALK5 TBRII y _ 4 ALK1
(Typ-II-Rezeptor) (Typ-I-Rezeptor) (Typ-II-Rezeptor) (Typ-I-Rezeptor)

Smad1/5/8

} Smad2/3 /

Smad2/3 Smad1/5/8
Co-Smad4 Co-Smad4
Smad2/3 Smad1/5/8
Co-Smad4 SOX9 Co-Smad4 i
J/N/N/N/NINT] 2 J/N/N/N/NINT;
Transkription - Transkription
‘ Chondrogene Differenzierung 1 ‘ ‘ Terminale Differenzierung 1 ‘
| Hypertrophie { ] | Hypertrophie 1 |

Abbildung 5. Signaltransduktionswege von TGF-p und deren Einfliisse auf den Gelenkknorpel. ALK = Activin
Receptor-like Kinase; RUNX2 = Runt-related Transcription Factor 2; Smad = Small body size and mother against
decapentaplegic; SOX9 = SRY-related HMG box 9; TBRII = TGF-B-Typ-1I-Rezeptor; TGF-B = transformierender
Wachstumsfaktor beta. Abbildung modifiziert nach [316].

Dartber hinaus existieren Smad-unabhangige Signalwege, die Uber die Mitogen-activated
Protein Kinase (MAPK), Extracellular Signal-regulated Kinase 1/2 (ERK1/2), c-Jun-N-
terminale Kinase (JNK) und p38-MAPK-Kinase vermittelt werden [89]. Die molekularen
Mechanismen sind bisher nur wenig erforscht und ausgepragte Interaktionen (Crosstalks)
zwischen den Signalwegen werden diskutiert [333].
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2.9.4.2 IGF-I als therapeutischer Faktor

IGF-1 ist ein Polypeptidhormon, das hauptsachlich in der Leber synthetisiert wird und dessen
Synthese und Freisetzung unter Kontrolle des hypophysaren Wachstumshormons (Growth
Hormone, GH) steht [32]. Dartber hinaus wird es von vielen weiteren Geweben und Zelltypen
gebildet, u. a. von Chondrozyten [106], und wirkt Gber auto- und parakrine Effekte [32]. IGF-I
ubt vielfaltige biologische Effekte auf unterschiedliche Zelltypen aus, sowohl wahrend der
embryonalen Entwicklung als auch postnatal [247]. IGF-I beeinflusst die muskuloskelettale
Entwicklung und das Wachstum, die Entwicklung des zentralen Nervensystems und des
kardiovaskularen Systems sowie die Gametogenese und bt immunmodulatorische Effekte
aus [247]. Im hyalinen Gelenkknorpel stellt IGF-I einen entscheidenden Faktor dar, der
aufgrund seiner anabolen Eigenschaften die Homdostase des gesunden Gelenkknorpels
aufrechterhélt, indem es die EZM-Synthese anregt [106; 185]. Neben der Synthese von
Typ-ll-Kollagen [106] und Proteoglykanen [189] beglnstigt IGF-I die chondrozytare
Proliferation [70; 305]. IGF-I vermittelt seine Effekte vorrangig Uber den transmembranéaren
IGF-I-Rezeptor (IGF-IR), der Uber eine intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivitat verfigt
(Abbildung 6) [32]. Nach erfolgter Rezeptorbindung von IGF-I und konsekutiver Aktivierung
der intrinsischen Tyrosin-Kinase-Aktivitadt werden zwei Signalwege unterschieden [185].

IGF-I
l l s e
Shc IR PDK1/2
sos e Ny /U
Grb2 PI3K
MAPK l _PI3K-
Signalweg i Signalweg
Ras Akt
Raf
! GSK-3p mTOR Bad
MEK1/2
} | | J
ERK1&2 — | Proliferationt Proteinbiosynthese 1 Apoptose |

Abbildung 6. Signaltransduktionswege von IGF-1 und deren Einflisse auf den Gelenkknorpel. IGF-I = insulinartiger
Wachstumsfaktor I; MAPK = Mitogen-activated Protein Kinase; Shc = Src homology and collagen protein; Grb2 =
Growth Factor Receptor-bound Protein 2; SOS = Son of Sevenless (GTP-Austauschfaktor); Ras = Rat sarcoma
(Protoonkogen); Raf = Rapidly accelerated fibrosarcoma (Protoonkogen); MEK = Mitogen-activated Protein Kinase
Kinase; ERK = Extracellular Signal-regulated Kinase; PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase; IRS = Insulin-Rezeptor-
Substrat; PIP = Phosphatidylinositolphosphat; PDK = Phosphoinositol-dependent Kinase; Akt = Proteinkinase B;
GSK-3B = Glykogen Synthase Kinase-3 beta; mTOR = mechanistic Target of Rapamycin; Bad = Bcl (B-cell-
lymphoma)-2 associated agonist of cell death. Abbildung modifiziert nach [32].
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Im Rahmen des MAPK-ERK-Signalweges wird die ERK1/2 schlieBlich in den Zellkern
transloziert und aktiviert dort entsprechende Transkriptionsfaktoren, beispielsweise c-Jun, die
die Zellreifung und Proliferation begunstigen [32]. Alternativ kann nach erfolgter
Rezeptorbindung des IGF-I und anschlieBender Aktivierung der Tyrosin-Kinase der
Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase-B-Signalweg (PI3K/Akt) Uber die Phosphorylierung
des Insulin-Rezeptor-Substrats 1 (IRS1) durchlaufen werden, der schlieBlich zur Aktivierung
der Proteinkinase B (Akt) flhrt [32]. Aufgrund seiner multiplen Substrate Ubt die aktivierte Akt
vielfaltige biologische Effekte aus. Die Zellproliferation [32; 243] und Poteinbiosynthese
werden gesteigert [32] und gleichzeitig die Zellapoptose reduziert [32]. Beide Signalwege
werden vermutlich zu gleichen Anteilen durchlaufen [185].

2.9.5 Vektorsysteme

Die gewunschten Gensequenzen oder komplementére (complementary)
Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Sequenzen (cDNS) kdnnen mittels unterschiedlicher
Gentransfersysteme in die Zielzelle eingebracht werden, hierbei wird zwischen nicht-viralen

und viralen Vektorsystemen unterschieden.

Zu den nicht-viralen Vektorsystemen z&hlen unter anderem physikalische Methoden
(beispielsweise Mikroinjektion, Genkanone, Elektroporation) und chemische Methoden
(beispielsweise Calcium-Phosphat-Prazipitation, kationische Polymere, Liposome) [73]. Diese
Systeme zeichnen sich einerseits durch ihre Sicherheit aus, da sie keine Toxizitat oder
Immunogenitat besitzen, andererseits sind sie einfach und kostenglnstig herzustellen und
verfligen Uber eine groBe Vektorkapazitat, was das Einbringen groBer Gene erméglicht [73].
Nachteilig ist jedoch neben der geringen Transfektionseffizienz (ungeféahr 20-40%) die kurze
Expressionsdauer der transferierten Gene von wenigen Tagen sowie die Tatsache, dass

lediglich teilungsfahige Zellen transfiziert werden kénnen [73].

Virale Vektorsysteme dringen auf natirliche Weise in die Zielzellen ein. Zum Zweck der
Gentherapie wurden bisher unterschiedliche Viren auf ihre Eigenschaften untersucht und
manipuliert. Adenovirale Vektoren sind die am haufigsten angewandten viralen Vektoren
(ungefahr 18% der klinischen Studien). Sie transduzieren zwar teilungsféhige und nicht-
teilungsfahige Zellen mit einer Transduktionseffizienz von bis zu 100%, integrieren jedoch
nicht in das Wirtszellgenom und erméglichen somit nur eine kurzzeitige Transgenexpression
von bis zu ungefahr zwei Wochen [73]. Daneben existieren Vektoren basierend auf dem
Herpes-simplex-Virus sowie retro- und lentivirale Vektoren, die jedoch teils toxisches und/oder
kanzerogenes Potential aufweisen [73]. rAAV-Vektoren sind weniger immunogen und toxisch
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als adenovirale oder auf dem Herpes-simplex-Virus basierende Vektoren [74]. Sie
transduzieren hocheffizient teilungs- und nicht-teilungsfahige Zellen (bis zu 100%) und
erlauben aufgrund ihrer Persistenz als freie Episome eine langfristige, stabile
Transgenexpression von bis bis zu mehreren Jahren [73; 191; 288; 342]. Dies macht sie zu
einem attraktiven Werkzeug in der Gentherapie, wie auch in der vorliegenden Studie.

2.9.6 rAAV-Vektoren

2.9.6.1 Adeno-assoziierte Viren

Grundlage der angewandten Genvektoren sind adeno-assoziierte Viren (AAV) aus der Familie
der Parvoviridae (Abbildung 7). Hierbei handelt es sich um unbehllte, nicht-replikative Viren
ikosahedraler Form mit einem Durchmesser von 20-26 nm [28]. Sie besitzen ein
einzelstrangiges [260], eingekapseltes DNS-Genom mit einer Léange von 4,7 kb und von
entweder positiver oder negativer Polaritat [28]. Bislang wurden 12 humane (AAV-1 bis
AAV-12) und Uber 100 nicht-humane AAV-Serotypen entdeckt [82]. Die Pravalenz von
Wildtyp-AAV ist in der menschlichen Bevélkerung sehr hoch, schatzungsweise 80% der
Bevdlkerung ist seropositiv fur AAV-2 [57; 144]. Eine eindeutig nachgewiesene Assoziation
einer Wildtyp-AAV-Infektion mit einer Erkrankung oder klinischen Pathologie liegt bislang nicht
vor [28; 29; 337]. Die meisten eingesetzten Genvektoren basierten bisher auf AAV-2 aufgrund
umfangreichster Untersuchungen an diesem Serotyp [337], mittlerweile werden jedoch auch
weitere AAV-Serotypen analysiert und getestet, beispielsweise AAV-5 fir muskuloskelettale
Fragestellungen [254; 253].

Das AAV-2-Genom setzt sich aus zwei offenen Leserahmen (Open Reading Frames, ORF)
zusammen [91]. Der linke ORF beinhaltet die rep (Replikations)-Gene, die unter Kontrolle der
Promotorsequenzen p5 und p19 sowie unter alternativem Splei3en die vier regulatorischen
Replikations-Proteine Rep78, Rep68, Rep52 und Rep48 codieren [62]. Diese sind fur die
Replikation des Genoms essenziell und besitzen unter anderem Helicase- und ATPase-
Aktivitaten [82; 145]. Der rechte ORF beinhaltet die cap (Kapsid)-Gene, die unter Kontrolle des
Promotors p40 stehen und unter alternativem SpleiBen die drei viralen Kapsidproteine
VP (Virionprotein) 1, VP2 und VP3 bilden [82]. Aus diesen setzt sich das Kapsid eines reifen
AAV-Virions im Verhéltnis 1:1:10 zusammen [337]. An beiden Enden wird das AAV-2-Genom
von jeweils einem 145-bp langen Inverted Terminal Repeat (ITR) flankiert, das sich aufgrund
seiner 125-bp langen palindromischen Sequenz selbst Gber komplementare Basenpaarungen
faltet und die charakteristische T-férmige Haarnadelstruktur annimmt [82; 167; 188]. Innerhalb
des ITRs befinden sich die fir die Replikation entscheidenden Rep-binding Elements (RBES)

22



Einleitung

und die terminal resolution site (trs) [82]. Die ITRs sind die einzigen cis-wirkenden Elemente
des AAV-Genoms, die fur die Virusreplikation und fir das Packaging benétigt werden [62]. Sie
dienen mit ihrer freien 3’'OH-Gruppe als Replikationsursprung (Origin of Replication, ORI) [26]
sowie als Primer fir die Zweitstrangsynthese durch die DNS-Polymerase [82].

Wildtyp AAV-2 @\

RBE' 20 nm
L]
B’ B
RBE . p5 p19 p40 polyA
| el—— 5
L) ¥
A' T Rep78
G C trs Rep68 -
Rep52
\ - Rep40 - AAV
AAV ~— VP1 3'ITR
5'ITR ———— VP2
—————— VP3

f 4,68 kb ;

Abbildung 7. Schematische Darstellung des AAV-2-Genoms (Wildtyp). AAV = Adeno-assoziiertes Virus;
cap = Kapsid-Gen; ITR = Inverted Terminal Repeat; p = Promotor; polyA = Polyadenylierungssignal; RBE = Rep-
binding Element; rep = Replikations-Gen; Rep = Replikations-Proteine; trs = terminal resolution site; VP =
Virionprotein. Abbildung modifiziert nach [82].

2.9.6.2 Wirtszellinfektion

Atchinsons et al. entdeckten 1965 erstmals AAV als DNS-haltige kontaminierende Partikel in
einer aufgereinigten simianen Adenovirus-Praparation, deren Replikation nur unter
gleichzeitiger Anwesenheit eines Adenovirus (Ad) mdéglich war [12]. AAV gehéren aufgrund
ihrer Abhangigkeit von Helferviren zur produktiven Wirtszellinfektion und effektiven Replikation
zur Gattung der Dependoviridae [28]. Zu den Helferviren z&hlen unter anderem Adenoviren
[12] und Herpes-simplex-Viren [46; 61], jedoch ist eine effektive Wirtszellinfektion auch unter
Einfluss einiger Agenzien, wie Hydroxyurea, oder unter ultravioletter Strahlung méglich [26].
Eine effektive Wirtszellinfektion (Abbildung 8) erfordert im ersten Schritt die Bindung des
AAV-Virions an spezifische Oberflachenrezeptoren [91].

Summerford et al. identifizierten 1997 den membranassoziierten Herparansulfat-Proteoglykan
(HSPG)-Rezeptor als Hauptrezeptor fir AAV-2 [299], der unter Einwirkung von Co-
Rezeptoren, beispielsweise des humanen FGF-1-Rezeptors [248], des Hepatozyten-
Wachstumsfaktorrezeptors (c-met) [159], des Lamininrezeptors [2] oder der Integrine aVp5
[300] und a5B1 [11], die Internalisierung des Virus bewirkt. Im Gegensatz dazu beschrieben
Mizukami et al. bereits 1996 die Bindung von AAV-2 an ein bis dahin unbekanntes 150 kDa
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groBes Membran-Glykoprotein [210]. Aufgrund der Korrelation infizierter Zellen mit dem
Vorhandensein des Proteins, stellten sie die Vermutung auf, dass es sich hierbei um einen
zelluldren Rezeptor fur AAV-2 handele [210]. Pillay et al. entdeckten 20 Jahre spater den AAV-
Rezeptor (AAVR) als einen Schllsselrezeptor der Wirtszellinfektion mit AAV in vitro und in
vivo, der AAV-2 direkt bindet und effizient endozytosevermittelt von der Plasmamembran zum
trans-Golgi-Netzwerk transportiert [240]. Interessanterweise handelt es sich hierbei um den
identischen Rezeptor, den Mizukami et al. bereits 20 Jahre zuvor beschrieben haben [241].

Nach ihrer Bindung an Oberflachenrezeptoren erfolgt die Aufnahme der AAV-Virione samt
Rezeptor in die Wirtszelle mittels Clathrin-vermittelter und Dynamin-regulierter Endozytose
[18; 95]. Seisenberger et al. zeigten mittels Visualisierung der Wirtszellinfektion durch ein
einzelnes AAV-Virion in Echtzeit, dass dessen Aufnahme in die Wirtszelle du3erst schnell, im
Mittel innerhalb von 62 ms, erfolgt [277]. Es schlie3t sich ein mehrschrittiger Prozess an.
Dieser beinhaltet den intrazellularen endosomalen Transport der AAV-Virione, deren
Freisetzung aus den Endosomen sowie deren nukledren Import und die Freisetzung des
viralen Genoms [82]. Die molekularen Mechanismen sind aktuell noch nicht vollstandig
aufgeklart. Diskutiert wird die Abhangigkeit des intrazellularen Transports der Endosome zum
trans-Golgi-Netzwerk unter anderem von der Aktivierung des PI3K-Signalwegs [272] sowie
von einer Reihe Rab (Ras related in brain)-Proteine [91]. Die Virusfreisetzung aus den
Endosomen ins Zytosol erfordert neben einem niedrigen endosomalen pH-Wert [18] die
Aktivierung der Phospholipase A2 Doméane der VP1 Region von AAV-2 [119; 293]. Nach ihrer
Freisetzung ins Zytosol gelangen intakte AAV-Virione Uber den Kernporenkomplex (Nuclear
Pore Complex, NPC) in den Zellkern [162]. Dieser Prozess wird mdglicherweise durch
Kernlokalisierungssignale (Nuclear Localization Signal, NLS) unterstutzt, die in Form von
Aminosauresequenzen in den N-terminalen Regionen der AAV-Kapsidproteine VP1 und VP2
vorliegen [152; 244]. Die Freisetzung des viralen einzelstrangigen DNS-Genoms (ssDNS) aus
seiner Kapsidhille (Uncoating) erfolgt erst im Zellkern [151; 162].

Nach erfolgreicher Wirtszellinfektion und erfolgter komplementérer Zweitstrangsynthese durch
DNS-Polymerasen der Wirtszelle setzt sich der komplexe Lebenszyklus der AAV entweder in
Form eines lytischen Zyklus (unter Anwesenheit eines Helfervirus) oder in Form eines
lysogenen Zyklus (unter Abwesenheit eines Helfervirus) fort [82]. Bei Anwesenheit eines
entsprechenden Helfervirus (Adenovirus oder Herpes-Simplex-Virus) erfolgen im Rahmen der
produktiven Infektion der Wirtszelle mit AAV die Replikation und das Packaging der viralen
DNS (Kapitel 2.9.6.3) sowie die virale Genexpression [82]. Innerhalb des lytischen Zyklus
werden die neu synthetisierten AAV-Virione per Zelllyse freigesetzt [82].
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der Wirtszellinfektion am Beispiel des AAV-2 (Wildtyp). AAV = Adeno-
assoziiertes Virus; AAVR = AAV-Rezeptor; AAVST = AAV Integration Site 1; Chr = Chromosom; dsDNS =
doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure; HSPG = Heparansulfat-Proteoglykan; mRNS = messenger
Ribonukleinsaure; ssDNS = einzelstangige Desoxyribonukleinsdure. Abbildung modifiziert nach [82].

Bei Abwesenheit eines entsprechenden Helfervirus bilden Wildtyp-AAV unter ortsspezifischer
Integration ihres Genoms in die Wirtszell-DNS [82] oder unter Persistenz als freie Episome
[274] eine latente Infektion der Wirtszelle aus. AAV sind die einzigen bekannten DNS-Viren,
die ihr Genom ortsspezifisch in eine bestimmte Region des menschlichen Genoms integrieren
[268]. Diese liegt auf dem kurzen Arm (g-Arm) von Chromosom 19 (AAV Integration Site 1,
AAVST) [168; 183; 268]. Der Integrationsvorgang ist komplex und noch nicht vollstédndig
aufgeklart. Innerhalb der AAV S7-Region befinden sich bestimmte DNS-Sequenzen, die fir die
ortsspezifische Integration des AAV-Genoms in die Wirtszell-DNS essenziell sind. Hierbei
handelt es sich um die Rep-Recognition Sequence (RRS), deren Sequenz derjenigen des
RBEs des AAV-Genoms ahnelt [336], sowie um die terminal resolution site (trs), die ebenfalls
derjenigen des AAV-Genoms &hnelt [184]. Die viralen Proteine Rep78 und Rep68 binden
spezifisch an die AAVST7-RARS, interagieren mit AAVS7-frs und vermitteln Uber eine
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Komplexbildung zwischen der Wirtszell-DNS von Chromosom 19 und der viralen /ITR-DNS die
ortsspezifische Integration des AAV-Genoms in die Wirtszell-DNS [183; 336]. Im Rahmen
dessen wird ein nicht-homologes End-Joining diskutiert [83]. Die darauffolgende
Superinfektion einer latent infizierten Zelle mit einem entsprechenden Helfervirus fihrt zu einer
durch Rep-Proteine vermittelten Exzision des AAV-Provirus aus dem Wirtszellchromosom
(Rescue) und einer anschlieBenden Einleitung des lytischen Zyklus, einschlie3lich Replikation
und Packaging des viralen Genoms sowie Virusfreisetzung durch Zelllyse [125].

2.9.6.3 Virale DNS-Replikation und virales DNS-Packaging

Die virale DNS-Replikation beinhaltet die Transkription viraler Gene, um Proteine
bereitzustellen, die die Amplifikation des viralen DNS-Genoms unterstitzen [204]. Die
Initiierung der viralen DNS-Replikation erfolgt jedoch unabhé&ngig hiervon, indem die nicht
codierenden ITRs zunachst aufgrund ihrer Fahigkeit des Self-Annealings die sekundare
charakteristische T-férmige Haarnadelstruktur annehmen, welche die fur die Replikation
essenziellen palindromischen Sequenzen des RBE sowie des trs enthalt [30; 204; 269]. RBE
und trs bilden gemeinsam den Replikationsursprung, von welchem schlieBlich die Initiierung
der Replikation mittels Self-Priming erfolgt [204; 269]. AAV codieren nicht fir eigene DNS-
Polymerasen und sind daher auf die Replikationsenzyme der Wirtszelle angewiesen [217]. Es
entsteht zunéchst ein lineares, kovalent geschlossenes, doppelstrangiges Molekil, dessen
Struktur im nachsten Schritt an der trs Uber eine virusspezifische Knickbildung aufgeldst wird
[125; 269]. Im Folgenden werden die entwundenen ITRs erneut mittels Self-Priming repliziert,
die anschlieBend wieder die T-férmige Haarnadelstruktur annehmen [125; 269]. Zum Schluss
entstehen im Sinne eines unidirektionalen Single-Strand Displacements ein einzelstrangiges
Haarnadel-Molekil und ein doppelstrangiges replikatives Zwischenprodukt [269].

Diese Replikationsprozesse sowie das virale Packaging werden durch die viralen Replikations-
Proteine Rep78/68 und Rep 52/40 unterstitzt und erfordern gleichzeitig die Anwesenheit eines
Helfervirus, beispielsweise eines Adenovirus (Abbildung 9) [28]. Das Vorhandensein der
adenoviralen Proteine E1A, E1B, E2A, E4 sowie der VA (Viral Associated)-RNS
(Ribonukleinsaure) stellt die essenzielle Grundvoraussetzung fir eine effiziente AAV-
Replikation dar [337]. E1A und E2A stellen dabei die wichtigsten Helferfaktoren dar, da sie die
Aktivierung der Promotorsequenzen p5 und p19 bewirken, welche schlieBlich die Transkription
und Translation der fir die Replikation sowie flr das virale Packaging notwendigen rep-Gene
induzieren [206; 337]. Rep78/68 binden innerhalb der /TR an das RBE sowie an dessen
palindromisches Korrelat und induzieren die fir den Replikationsprozess notwendige
ortsspezifische Knickbildung an der trs [206]. Die kleineren Rep-Proteine Rep52/40 sind nicht
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am Replikationsprozess beteiligt, jedoch an der daran anschlieBenden Bildung der
einzelstrangigen AAV-Genome aus den replikativen doppelstrangigen Zwischenprodukten
[125; 164] sowie an der Akkumulation der einzelstrangigen AAV-DNS [82]. Basierend auf den
Erkenntnissen von Myers und Carter geht man bis heute davon aus, dass das einzelstrangige
AAV-Genom in vorgefertigte leere Kapsidhiillen transloziert wird [216].

Co-Infektion mit
Helfervirus

¢ E1a, E1b
‘ E2a
& E
/ VA RNA
p5 p19 p40
AV Gt | e | cap
l Transkription und Translation l
5'-ITR 3'-ITR
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Interaktion AAV-2 ‘/

Rep 78/68 < RBE | |pge Zusammenlagerung

l

Replikation D [I : 0 Kapsid

v

Packam

Abbildung 9. Schematische Darstellung des viralen Packagings. AAV = Adeno-assoziiertes Virus; cap = Kapsid-
Gen; E1A, E1B, E2A, E4, VA = adenovirale Proteine; p = Promotor; RBE = Rep-binding Element; rep = Replikations-
Gen; Rep = Replikations-Proteine; VP = Virionprotein. Abbildung modifiziert nach [28].

AAV-2-Virion

Die viralen Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3, jeweils codiert durch das cap-Gen, dessen
Transkription durch den Promotor p40 kontrolliert wird, lagern sich im Verhéltnis 1:1:10 zu
leeren Kapsiden zusammen [82]. Die Translokation des einzelstrangigen AAV-Genoms in die
leeren AAV-Kaspside erfolgt unter anderem aufgrund der Helicase-Aktivitat der kleinen Rep-
Proteine Rep52/40 [147]. Die neu synthetisierten AAV-Virione werden schlieBlich Uber eine
Helfervirus-induzierte Zelllyse freigesetzt [113].
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2.9.6.4 rAAV-Vektoren

rAAV-Vektoren stammen hauptsachlich vom AAV2-Wildtyp ab [82]. Sie enthalten lediglich die
das Genom flankierenden ITRs, da diese die einzigen cis-wirkenden Elemente darstellen, die
fir die Genomreplikation und das virale Kapsid-Packaging benétigt werden (Abbildung 10)
[27; 128; 205]. Die codierenden viralen rep- und cap-Sequenzen, die ca. 96% der viralen
Genomsequenz ausmachen, werden vollstdndig entfernt und durch eine gewlinschte
therapeutische cDNS-Sequenz sowie durch regulatorische Promotor- und Polyadenylierungs-
signale ersetzt [180; 331]. Hierdurch werden rAAV-Vektoren zu replikations-defekten
Konstrukten, die lediglich dazu in der Lage sind, ihre DNS in die Nuclei der Wirtszelle
einzuschleusen [7]. Die vollstandige Entfernung aller codierenden viralen Sequenzen
ermdglicht somit eine maximale Ausnutzung der Packaging-Kapazitat der rekombinanten
viralen Vektoren und verringert gleichzeitig deren Immunogenitdt und Zytotoxizitat [331].
Aufgrund der Abwesenheit der rep-Gene liegen die rAAV-Genome hauptsachlich als stabile
doppelstrangige Episome vor, was deren Integration in das Wirtszellgenom beachtlich
reduziert [59].

polyA
Wildtyp AAV-2 cap
1
AAV AAV
5'ITR 3'ITR
f 4,68 kb I
Rekombinantes - :
AAV-2 ~ CMV-IE | gene of interest SV40pA
AAV AAV
5'ITR 3'ITR

Abbildung 10. Schematische Darstellung des Wildtyp-AAV-2 und des rAAV-2. AAV = Adeno-assoziiertes Virus;
cap = Kapsid-Gen; CMV-IE = Cytomegalovirus-Immediate Early-Promotor; ITR = Inverted Terminal Repeat;
kb = Kilobase; p = Promotor; rep = Replikations-Gen; SV40pA = Simian-Virus 40-Polyadenylierungssignal.
Abbildung modifiziert nach [72].

Als regulatorische Sequenzen werden starke, konstitutiv aktive Promotoren eingesetzt, die
hohe Expressionsniveaus des therapeutischen Gens ermdglichen, wie der heterologe
Cytomegalovirus-Immediate Early (CMV-IE)-Promotor/Enhancer und das SV40pA (Simian-
Virus 40-Polyadenylierungssignal) [218]. Rekombinante AAV-Vektoren sind in der Lage
sowohl teilungsfahige Zellen (beispielsweise MSZ) als auch nicht-teilungsféahige Zellen
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(beispielsweise Chondrozyten) mit hoher Effizienz (bis zu 100%) zu transduzieren [8; 73; 67;
191; 211; 297; 321].

Die komplexe Herstellung von rAAV-Vektoren kann auf verschiedene Weise erfolgen.
Gebrauchlich sind heutzutage unterschiedliche Methoden, die jeweils stets weiterentwickelt
und modifiziert werden. Eine weitverbreitete Methode basiert auf der Bi- oder Triplasmid-
Transfektion von HEK (Human Embryonic Kidney)-293-Zellen, einer menschlichen, mittels
eines Adenovirus transduzierten Nierenzelllinie, die konstitutiv die adenoviralen Gene E1a und
E1b exprimiert [343]. Das cis-Plasmid enthalt dabei das rAAV-Genom mit der gewlnschten
therapeutischen cDNS-Sequenz [267; 270]. Die fiir die Replikation und Zusammenlagerung
der Virione erforderlichen Helferfunktionen werden Uber ein zweites adenovirales trans-
Plasmid (Ad-Hilfsplasmid) zur Verfligung gestellt, welches die rep- und cap-Gene codiert [270].
Die Ubrigen erforderlichen Helfergene werden entweder durch eine Co-Infektion mit dem
Helfervirus Adenovirus 5 (Biplasmid-Transfektionssytem) oder alternativ codiert auf einem
dritten Hilfsplasmid (Triplasmid-Transfektionssystem) zur Verfligung gestellt [128; 270].

Dartber hinaus ist die Herstellung von rAAV-Vektoren in speziellen Produktions-Zelllinien, wie
der HelLa-Zelllinie, einer humanen Epithelzelllinie eines Zervixkarzinoms, méglich. Diese
exprimieren nach Transfektion die rep- und cap-Gene sowie das gewlnschte rAAV-Genom
[203]. Die Produktion der Vektoren wird schlieBlich durch eine Co-Infektion mit einem
Adenovirus induziert [60; 203]. Daneben existieren auch Methoden zur Herstellung von rAAV-
Vektoren, die ohne den Einsatz von Saugerzellen auskommen. Diese basieren hauptséchlich
auf der Infektion von Zellen der Schmetterlingsart Spodoptera frugiperda (Sf9) mittels
rekombinanten Baculoviren [209; 314; 326]. Hierbei wird eine Kontamination durch DNS-
Sequenzen der Packaging-Zell-Genome beachtlich reduziert [209].

Die in der vorliegenden Studie eingesetzten rAAV-Vektoren wurden als konventionelle
Vektoren unter Anwendung eines Helfer-basierten Systems hergestellt (Kapitel 6.4) [67].
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3 Hypothesen

1. Simultaner kombinierter rAAV-basierter Gentransfer der therapeutischen
Wachstumsfaktorgene hTGF-B und hIGF-I resultiert in humanen 3D-MSZ-Aggregaten
in verbesserten Expressionsniveaus der jeweiligen Wachstumsfaktorgene Uber einen
Zeitraum von 21 Tagen verglichen mit der singularen rAAV-basierten Applikation des
entsprechenden Wachstumsfaktorgens und verglichen mit dem Reportergen lacZ.

2. Dauerhafte und effektive kombinierte rAAV-hTGF-p/hIGF-I-Uberexpression verbessert
proliferative, biosynthetische und chondrogene Differenzierungsaktivitaten von
humanen 3D-MSZ-Aggregaten nach 21 Tagen verglichen mit der singuléren rAAV-
basierten Uberexpression des entsprechenden Wachstumsfaktorgens (hTGF-p oder

hIGF-I) und verglichen mit dem Reportergen lacZ.

3. Dauerhafte und effektive kombinierte rAAV-hTGF-B/hIGF-I-Uberexpression vermindert
osteogene und hypertrophe Differenzierungsaktivititen von humanen 3D-MSZ-
Aggregaten nach 21 Tagen verglichen mit der singuldren rAAV-basierten
Uberexpression des entsprechenden Wachstumsfaktorgens (hnTGF-B oder hIGF-I) und

verglichen mit dem Reportergen /lacZ.

4. Die Hypothesen 1-3 besitzen ebenfalls Giltigkeit nach Implantation von kombiniert
rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ in humane osteochondrale

Defektmodelle ex vivo.

5. Die Implantation von rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ in humane
osteochondrale Defektmodelle ex vivo fihrt zu verbesserten proliferativen,
biosynthetischen und chondrogenen Differenzierungsaktivitdten im perifokalen
Knorpelgewebe nach 21 Tagen verglichen mit der singuldren rAAV-basierten
Uberexpression des entsprechenden Wachstumsfaktorgens (hnTGF-B oder hIGF-I) und

verglichen mit dem Reportergen lacZ.

6. Die Implantation von rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ in humane
osteochondrale Defektmodelle ex vivo flihrt zu verminderten osteogenen,
hypertrophen und terminalen  Differenzierungsaktivititen im  perifokalen
Knorpelgewebe nach 21 Tagen verglichen mit der singuldren rAAV-basierten
Uberexpression des entsprechenden Wachstumsfaktorgens (hnTGF- oder hIGF-1) und

verglichen mit dem Reportergen lacZ.
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4 Konzept der Studie

Die vorliegende Arbeit untersucht zwei verschiedene experimentelle Ansatze zur Therapie
fokaler osteochondraler Defekte (Abbildung 11). Anhand eines direkten Gentransfermodells
in Form von humanen hochdichten 3D-MSZ-Aggregaten (2x10° Zellen/Aggregat) wurde der
experimentelle Therapieansatz des direkten rAAV-basierten Gentransfers simuliert, indem
diese direkt mittels therapeutischen rAAV-Vektoren behandelt wurden. Mittels eines indirekten
Gentransfermodells wurde der experimentelle Therapieansatz des indirekten rAAV-basierten
Gentransfers simuliert. Hierzu erfolgte zunachst eine ex vivo-Modifikation von humanen MSZ
mit therapeutischen rAAV-Vektoren. AnschlieBend wurden die genetisch modifizierten
humanen 3D-MSZ-Aggregate in humane osteochondrale Defekimodelle ex vivo implantiert.
Diese gewahrleisteten ein weitgehend natlrliches Mikromilieu, vergleichbar mit demjenigen
bei Patienten [84; 255], und erlaubten die Beurteilung des Reparaturgewebes sowie des
perifokalen Knorpelgewebes nach Induktion intrinsischer chondroreparativer Differenzierungs-
prozesse durch rAAV-basiert modifizierte humane MSZ.

Die Fahigkeit genetisch modifizierter humaner MSZ zur Aktivierung chondroreparativer
Differenzierungsvorgéange wurde in friiheren Studien gezeigt [17; 156; 190]. Uber die klinische
Relevanz [73] und die Eignung von rAAV-Vektoren zur sicheren und dauerhaften Transduktion
von humanen MSZ mit einer Effizienz von bis zu 100% Uber einen Zeitraum von mindestens
drei Wochen ohne Beeintrachtigung proliferativer oder metabolischer Differenzierungs-
aktivitaten wurde ebenfalls bereits berichtet [17; 67; 68; 235; 249; 297; 321]. Aus diesem Grund
erfolgte im Rahmen der vorliegenden Studie keine Analyse nicht-transduzierter Proben.

Frihere Studien berichteten bereits (iber erfolgreiche rAAV-basierte Uberexpression
therapeutischer chondrogener Wachstumsfaktorgene oder Transkriptionsfaktoren in humanen
MSZ und die dadurch bedingten verbesserten chondrogenen Differenzierungsaktivitaten.
Entsprechende Studien wurden u. a. durchgefihrt unter Verwendung von TGF-p [108; 235],
FGF-2 [67], IGF-I [109] sowie unter Verwendung des Transkriptionsfaktors SOX9 alleine [321]
oder in Kombination mit TGF-B [302]. Verbesserte chondrogene Differenzierungspotentiale
sind dabei jedoch nur bis zu einem gewissen Ausmalf3 beobachtet worden. Aus diesem Grund
untersuchte die vorliegende Studie, ob ein simultaner kombinierter Einsatz von zwei
pleiotropen und hochpotent chondrogenen Wachstumsfaktorgenen der Anwendung eines
einzelnen therapeutischen Wachstumsfaktorgens Uberlegen ist. Eine Reihe von in vitro-
Studien wiesen bereits sowohl fir den singularen rAAV-basierten Gentransfer von TGF- als

auch fir den singularen rAAV-basierten Gentransfer von IGF-I in humanen MSZ eine
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erfolgreiche Uberexpression dieser therapeutischen Wachstumsfaktorgene sowie dadurch
bedingte verbesserte chondrogene Differenzierungspotentiale nach [108; 109]. Basierend auf
diesen Erkenntnissen untersuchte die vorliegende Studie den Effekt eines simultanen
kombinierten rAAV-basierten Gentransfers von hTGF-B und hIGF-I auf die chondrogenen
Differenzierungspotentiale von humanen MSZ in vitro sowie nach deren Implantation in ein
humanes osteochondrales Defektmodell ex vivo. Als Negativkontrolle diente das Reportergen
lacZ, welches gleichzeitig im Vergleich mit den rAAV-basiert transduzierten Proben mit
hTGF-p und/oder hIGF-I eine Unterscheidung zwischen endogener und exogener Expression
der entsprechenden Wachstumsfaktoren erlaubte.

Es wurden drei Patienten in die Studie eingeschlossen (N = 3). Flr jede Analyse beider
Gentransfermodelle wurden jeweils vier Proben (jeweils flr biochemische, histologische,
immunhistochemische und Real-time RT-PCR-Analysen) in Doppelbestimmung (n=2)
angesetzt. Es wurden gleiche Volumina der jeweiligen therapeutischen rAAV-Vektoren
appliziert und es erfolgte eine entsprechende Zugabe von rAAV-lacZ zu den Proben, welchen
jeweils nur ein einzelnes therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde.
Dies gewabhrleistete gleiche Gesamtvolumina an zugefiihrten rAAV-Vektoren zu jeder Probe
und damit die Vergleichbarkeit untereinander. Jede Transduktion wurde mit einer Multiplizitat
der Infektion (Multiplicity of Infection, MOI) von 8 durchgefihrt.

Die transduzierten Kulturen des direkten und des indirekten viralen Gentransfermodells
wurden jeweils fir 21 Tage in definiertem chondrogenen Medium inkubiert. Innerhalb dieser
Zeit ist die chondrogene Differenzierung der humanen MSZ vollstéandig vollzogen, sodass es
sich hierbei um einen etablierten Zeitraum zur Evaluation der in vitro-Chondrogenese handelt
[17; 155; 190]. AnschlieBend erfolgten Transgenexpressionsanalysen, Analysen der
chondrogenen Differenzierungsaktivitaiten, der proliferativen und biosynthetischen
Eigenschaften sowie osteogener und hypertropher Differenzierungsaktivitaten.
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Konzept der Studie
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Abbildung 11. Konzept der Studie. hIGF-I = humaner insulinartiger Wachstumsfaktor |; hTGF-B = humaner

transformierender Wachstumsfaktor beta;

MSZ = mesenchymale Stromazellen;

lacZ = Reportergen;

MOI = Multiplizitdt der Infektion; N = Anzahl der Patienten; n = Anzahl der Proben pro Analyse je Patient;
rAAV = rekombinantes adeno-assoziiertes Virus.
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5 Materialien

5.1 Chemikalien

Tabelle 1. Verwendete Chemikalien.

Bezeichnung

Hersteller

1,9-Dimethylmethylenblau
0,5M EDTA
ABC-Reagenz (Avidin-Peroxidase-Reagenz)

Agarose

Alizarin-Rot

Ameisensaure

Ampicillin (100 mg/ml)

Invitrogen™ BlueJuice™ Gel Loading Buffer, 10X
Bisbenzimid (Hoechst 33258)

BSA (Bovines Serumalbumin)

Brilliant Il Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master
Mix

CaClz

Chloroquin

Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz
D-Cysteinhydrochloridmonohydrat
DAB-Reagenz

Dexamethason

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium)
DNS Ladder 1 kb

DNS Natriumsalz aus Kalbsthymus

Echtgrin

Eosin G

Essigsaure (99%)

Ethanol (99%)

Ethidiumbromid

FBS (Fetales Kélberserum)

Formaldehyd (37%)

Formaldehyd-Ldsung (4%)

(L-)Glutamin

Hamatoxylin nach Harris
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Serva (Heidelberg, Deutschland)
Invitrogen (Schwerte, Deutschland)
Vector (Burlingame, CA, USA)

Bioline Meridian Life Science Inc. (Memphis,
TN, USA)

EMD Millipore Corp./Merck (Darmstadt,
Deutschland)

Fisher Chemical (Schwerte, Deutschland)
Carl Roth ( (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Schwerte, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Agilent Technologies (Waldbronn,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Gibco (Schwerte, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
MP Biomedicals (Schwerte, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Caesar & Loretz (Hilden, Deutschland)
SAV LP GmbH (Flintsbach, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Gibco (Schwerte, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Fischar (Saarbriicken, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Hamatoxylinldsung A nach Weigert
Hamatoxylinldsung B nach Weigert

HEPES

Isopropanol

ITS (Insulin-Transferrin-Selen A)

LB (Luria Broth Base [Miller’s LB Broth Base])
NaCl

NazHPO4

Natriumhydroxid

Natriumpyruvat

Opti-MEM | Serumreduziertes Medium
Surgipath Paraplast X-TRA

PBS (Phosphate-Buffered Saline)

PCR Wasser fir die Molekularbiologie
Penicillin (10 U/ml)-Streptomycin (104 pg/ml)-
Lésung

Red Blood Cell Lysing Buffer

Safranin-O

Salzsaure (37%)

SOC-Medium

TAE-Puffer

Thermo ScientificTM D(+)Sucrose, 99%-+ far
Biochemie, RNAse-, DNAse- und Proteasefrei
Toluidinblau

Tris-HCI

Trypanblau

Trypsin-EDTA 10 x

Wasserstoffperoxid

Xylol

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Fisher BioReagents (Schwerte, Deutschland)
Arcos Organics (Schwerte, Deutschland)
Gibco (Schwerte, Deutschland)
Invitrogen (Schwerte, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Gibco (Schwerte, Deutschland)

Leica Biosystems (Nussloch, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

VWR (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Gibco (Schwerte, Deutschland)
Thermo-Scientific (Schwerte, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Gibco (Schwerte, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Fischar (Saarbriicken, Deutschland)

Fischar (Saarbriicken, Deutschland)

5.2 Ldésungen, Puffer und Medien

Alle Lésungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt.

Tabelle 2. Verwendete Lésungen, Puffer und Medien.

Bezeichnung Inhaltsstoffe Konzentration, Menge,
Volumen
Tris/HCI (pH 8) 10 mM

EDTA 1 mM

0,1 x TE-L6sung
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1 x TNE-Lésung

2 x HBS (pH 7,1)

2,5M CaClz

Basismedium flr
Zellkultur

Blockierungs-Puffer

chondrogenes Medium

DAB-Lésung

DMEM

DMMB-Farbelésung
(pH 3,5)

DMMB-Lésung-A

DMMB-Lésung-B

Tris/HCI (pH 7,4)

EDTA

NaCl

5,6 ml 5 M NaCl

10 ml 0,5 M HEPES, pH 7,1

1 ml 0,15 M NazHPO4.7H20
83,4 ml H20 dest.

CaClz

H20 dest.

DMEM

FBS

Penicillin (10* U/ml)-Streptomycin (104
ug/ml)-Lésung

Rinderalbumin (7,5%)

PBS

TGF-B3 (100 pg/ml)

Penicillin (10* U/ml)-Streptomycin (10* ung/ml)-
Lésung

Dexamethason (0,1 mM)
Ascorbinsaure (20 mg/ml)
Natriumpyruvat, 100x (11 mg/ml)
Insulin-Transferrin-Selen A, 100x
DMEM

H20 dest.

Puffer (pH 7,5)

3,3" Diaminobenzidin (DAB)

H202

D-Glukose

L-Glutamin

Phenolrot

Nicht-essentielle Aminos&uren, Vitamine,
anorganische Salze
1,9-Dimethylmethylene blue-chloride
Natriumhydroxid (1 M)

Ethanol (95)

Ameisensaure (90%)

H20 dest.
D-Cysteinhydrochloridmonohydrat
PBE

Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz
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10 mM

1 mM
100 mM
280 mM
50 mM
1,5 mM
ad 100 ml
3,675¢
ad 10 ml
89 (V/V)
10 (V/V)
1 (V/V)

6 ml
200 ml
2,5l
250 pl

25 ul
62,5 ul
250 pl
250 pl

ad 25 ml
5mi

2 Tropfen
4 Tropfen
2 Tropfen
4.500 mg/l
580 mg/I
15 mg/l

nach Herstellerangaben

16 mg

25,6 ml
5ml

3ml

ad 1.000 ml
50 mg

30 ml

53 mg
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DMMB-L&sung-C
DNS-Standardlésung
Echtgriin-Lésung
(0,02%)
Entkalkungs-L&sung
Eosin-Lésung
Essigsaure (1%)
Formalin-Lésung

(PH 7,4)

HCI-Lésung (1%)
H202 (0,09%)
Hamatoxylin-Lésung
nach Weigert
Medium fir Agar-
Selektions-Nahrbdden

Agar-Platten

PBE

PBS

Safranin-O-Lésung

Wachstumsmedium fir
Zellkultur

DMMB-L&sung-A

DMMB-L&sung-A

DMMB-Lésung-B

DNS Natriumsalz aus Kalbsthymus (1mg/ml)
PBE

Echtgrin FCF

H20 dest.

Tri-Natriumzitrat-Dihydrat
Ameisensaure (90%)

H20 dest.

Eosin G

H20 dest.

Essigsaure

H20 dest.

KH2PO4

NazHPO4

Formalin-Stammlésung 4 %

H20

HCI (37%)

H20 dest.

H202 (30%)

H20 dest.

Hamatoxylinldsung A nach Weigert
Hamatoxylinldsung B nach Weigert
Luria Agar (10 g Caseinpepton, 5 g Hefe-
extrakt, 10 g Natriumchlorid, 12 g Agar)
Ampicillin (50 mg/ml)

H20

Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat)
EDTA-(Na?+)

H=0

Kaliumchlorid (pH 7,2)
Kaliumhydrogenphosphat
Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Safranin-Orange

H20

DMEM

FBS (fetales Kalberserum)

Penicillin (10* U/ml)-Streptomycin

1ml

24,95 ml
0,05 mi

1 mg

1 ml

200 mg

ad 1.000 ml
509

125 ml

ad 500 ml
109

ad 2.000 ml
1 ml

ad 100 ml
9,07 ¢
11,86 g

140 ml

ad 1.000 ml
5,4 ml

ad 200 ml
600 ul

200 ml

100 ml

100 ml

37¢

0,2% (V/V)
ad 1.000 ml
719

1,86 ¢

ad 500 ml
2,7 mM

1,7 mM

136 mM

10 mM

1g

ad 1.000 ml
89% (V/V)
10% (V/V)
1% (V/IV)
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5.3 Analyse-Sets

Tabelle 3. Verwendete Analyse-Sets.

Bezeichnung Hersteller
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland)
(AMV)

DAB Substrate Kit for Peroxidase Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)
Genopure Plasmid Maxi Kit Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland)
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo-Scientific (Schwerte, Deutschland)
RNeasy Mini Kit Quiagen (Hilden, Deutschland)

Human TGF-beta 1 Quantikine ELISA Kit R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland)

Human IGF-I/IGF-1 Quantikine ELISA Kit R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland)
VECTASTAIN® ABC-Peroxidase Kit Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

B-Gal Staining Set Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland)
Puffer und Enzyme (Restriktionsverdau) Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland)

5.4 Biologische Materialien
5.4.1 Zellen und Gelenkknorpel

5.4.1.1 Humane mesenchymale Stromazellen und Knorpelexplantate

Die humanen Knochenmarkaspirate, aus denen die Isolation der humanen MSZ erfolgte,
sowie die osteochondralen Explantate (Femurkondylen) stammten von hamatologisch
gesunden Patienten, die sich in der Klink fir Orthopadie und orthopadische Chirurgie am
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg, einer Kniearthroplastik unterzogen. Vor
Studieneinschluss haben alle Patienten nach ausfuhrlicher Aufklarung ihr schriftliches
Einverstandnis zur Studienteilnahme gegeben. Alle angewandten Verfahren und Methoden
wurden in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und vom klinischen
Ethikkommitee des Saarlandes beflrwortet (Ethikantrag 270-17).

5.4.1.2 Human Embryonic Kidney (HEK)-293-Zellen

Die zur Herstellung der rAAV-Vektoren verwendeten HEK-293-Zellen, einer humanen, mittels
eines Adenovirus transduzierten Nierenzelllinie, die konstitutiv die adenoviralen Gene E1a und
E1b exprimiert, wurden freundlicherweise von X. Xiao (The Gene Therapy Center, University
of Pittsburgh, PA, USA) bereitgestellt.
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5.4.2 Plasmide

Die zur Herstellung der rAAV-Vektoren verwendeten AAV-2-genomischen Plasmidklone aus
dem pSSV9-Stamm sowie das Hilfsplasmid Ad8 und das Helfervirus Ad5 wurden
freundlicherweise von R.J. Samulski (The Gene Therapy Center, University of North Carolina,
Chapel Hill, NC, USA) bereitgestellt. Die cDNS des verwendeten humanen TGF-$ wurde von
Invivogen (pORF9-hTGFB1, Toulouse, Frankreich) bezogen. Die cDNS des verwendeten
humanen IGF-I wurde von Jansen et al. bezogen [150]. Die DNS des Reportergens lacZ wurde
von Du et al. bezogen [94]. Die im Rahmen der Transformation verwendeten Bakterien
Escherichia coli DH 5a wurden von Thermo-Scientific (Schwerte, Deutschland) bezogen.

5.4.3 Antikorper und Enzyme

Tabelle 4. Verwendete Antikérper und Enzyme.

Bezeichnung Spezies Hersteller

Anti-IGF-1-Antikdrper Ziege R&D bio-techne (Wiesbaden, Deutschland)
Anti-Kaninchen-1gG (biotinyliert) Ziege Vector (Burlingame, CA, USA)
Anti-Maus-IgG (biotinyliert) Ziege Vector (Burlingame, CA, USA)
Anti-TGF-B1-Antikdrper Kaninchen Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)
Anti-Typ-I-Kollagen Maus Abcam (Berlin, Deutschland)
Anti-Typ-II-Kollagen Maus DSHB (lowa City, 1A, USA)
Anti-Typ-X-Kollagen Maus Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Anti-Ziege-lgG (biotinyliert) Pferd Vector (Burlingame, CA, USA)

Papain - Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Trypsin - Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
5.4.4 Primer

Tabelle 5. Verwendete Primer.

Bezeichnung

Hersteller

ACAN Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
GAPDH Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
COL1A1 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
COL2A1 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
COL10A1 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
MMP-13 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
SOX9 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
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5.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

5.5.1 Geréate

Tabelle 6. Verwendete Geréte.

Bezeichnung

Hersteller

Autoklav AMA-240

Canon Powershot A480

Digitalkamera CC-12 (auf Mikroskop BX-45)
Einbettmaschine EG 1140-C
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -74 °C Platinum 550

Gelelektrophorese-Apparatur
GENios Mikroplattenleser
Inkubator (62 °C)

Inkubator CB 150 (37 °C)
Kihlschrank 4 °C
Kihlzentrifuge 5810 R
Mikroskop BX-45
Neubauer-Zahlkammer (C-Chip)

Pap-Pen fir Immunhistochemie
pH-Meter pH 210 Microprocessor

Photometer

Quantitative PCR (QPCR) System
Rotationsmikrotom RM 2135
Schttler IH 50

Sterilwerkbank

Vortex-Schiittler

Waage EW-600-2M

Warmeplatte HI 1220
Warmeschrank 37 °C
Warmeschrank 62 °C

Wasserbad HI 1210 (fiir histologische Schnitte)

Wasserbad WB-7
Zentrifuge 5804 R
Zentrifuge Z-300

Astell (Sidcup, England)

Canon (Neu-Isenburg, Deutschland)

Soft Imaging System (Minster, Deutschland)
Leica (Nussloch, Deutschland)

Bosch (Gerlingern-Schillerhéhe, Deutschland)
Angelantoni Industrie (Massa Martana, PG,
Italien)

Bio-Rad (Feldkirchen, Deutschland)

TECAN (Crailsheim, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)

Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Bosch (Stuttgart, Deutschland)

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
Olympus (Hamburg, Deutschland)

Science Services GmbH (Miinchen,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Hanna Instruments (Kehl am Rhein,
Deutschland)

TECAN (Crailsheim, Deutschland)
Stratagene MX 3000P (CA, USA.)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Noctua (Wien, Osterreich)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Neo-Lab (Heidelberg, Deutschland)

Kern (Balingen, Deutschland)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)

Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)
Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
Hermle (Wehingen, Deutschland)
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5.5.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7. Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Hersteller

24-, 48- und 96-well-Platten

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1,5 ml, Biopure
ReaktionsgefaBe

Rdéhrchen (15 ml, 30 ml, 50 ml)
Kulturschalen (100 mm)

Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl, 1.000 pl)
Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml)
Polypropylen Réhrchen

Stanze (1 mm, 6 mm)
T75-Zellkulturflaschen

Greiner-BD-Falcon (Franklin Lakes, NJ, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)
SARSTEDT AG & Co. KG (Nimbrecht,
Deutschland)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)
Corning Life Science (Wiesbaden, Deutschland)
Greiner Bio-one (Frickenhausen, Deutschland)
pfm medical (KéIn, Deutschland)

Greiner Bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

5.5.3 Software

Die Analyse digitaler Bilder erfolgte mittels analySIS Software (Soft Imaging System, Minster,

Deutschland) und cellSens Standard (Olympus, Hamburg, Deutschland). Die real-time RT-
PCR-Analysen erfolgten mittels MxPro QPCR (Stratagene, Kalifornien, USA). Abbildungen
wurden mittels Affinity Designer (Serif, Nottingham, GroBbritannien) erstellt, Bilder wurden

mittels Affinity Photo (Serif, Nottingham, GroBbritannien) bearbeitet. Die statistische

Auswertung erfolgte mittels Excel 2019 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).
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6 Methoden

6.1 Versuchsaufbau

GemaR der Fragestellung wurden im Rahmen der vorliegenden Studie aus isolierten
undifferenzierten humanen MSZ dreier Patienten (N = 3) hochdichte Zellaggregate mit einer
definierten Zellzahl von 2 x 10° Zellen pro Aggregat hergestellt. Diese wurden durch Zugabe
definierten chondrogenen Mediums als chondrogen differenzierende 3D-Zellkultursysteme
kultiviert und im Nachfolgenden mit verschiedenen therapeutischen rAAV-Vektoren (MOI = 8)
geman der Gruppeneinteilung (Kapitel 6.1.1) transduziert. Es erfolgte entweder eine simultane
kombinierte Applikation zweier therapeutischer Wachstumsfaktorgene mittels rAAV-basierten
Gentransfers (rAAV-hTGF-B/rAAV-hIGF-1), eine rAAV-basierte Applikation eines einzelnen
therapeutischen Wachstumsfaktorgens (rAAV-hTGF-$ oder rAAV-hIGF-I) oder es erfolgte
eine Zugabe von rAAV-lacZ anstatt eines therapeutischen Wachstumsfaktorgens (Reporter-
rAAV-lacZ und Negativkontrolle). Im Weiteren wurde zwischen einem direkten (Kapitel 6.1.2)
und einem indirekten (Kapitel 6.1.3) viralen Gentransfermodell differenziert.

6.1.1 Gruppeneinteilung

Im Rahmen der Fragestellung der vorliegenden Arbeit wurden die humanen 3D-MSZ-
Kultursysteme sowohl flir das direkte als auch fir das indirekte virale Gentransfermodell

jeweils vier zu untersuchenden Gruppen zugeordnet.

Proben jeder Gruppe wurden dabei mit einer definierten Menge von insgesamt 80 ul rAAV-
Vektoren transduziert, wobei jeder therapeutische Vektor (rAAV-hTGF-B, -hIGF-I) in einer
Menge von 40 ul appliziert wurde. Proben der Gruppe 1 erhielten eine therapeutische rAAV-
Vektorkombination von jeweils 40 ul rAAV-hTGF-$ und 40 ul rAAV-hIGF-I. Den Proben der
Gruppen 2 und 3 wurden hingegen nur ein einzelnes therapeutisches Wachstumsfaktorgen
rAAV-basiert appliziert. Proben der Gruppe 2 erhielten 40 ul rAAV-hTGF-B und 40 pul Reporter-
rAAV-lacZ, um gleiche Gesamtvolumina an applizierten rAAV-Vektoren in allen Gruppen zu
gewahrleisten. Proben der Gruppe 3 wurden jeweils 40 ul rAAV-hIGF-1 und 40 ul Reporter-
rAAV-lacZ appliziert. Proben der Gruppe 4 stellten die Negativkontrolle dar und erhielten keine
rAAV-basierte Zugabe therapeutischer Wachstumsfaktorgene, stattdessen erfolgte eine
Applikation von 80 ul Reporter-rAAV-lacZ, welche fir die Escherichia coli B-Galactosidase
codieren [67; 321].
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6.1.2 Direktes virales Gentransfermodell

Im Rahmen des direkten rekombinanten adeno-assoziierten viralen Gentransfermodells,
welches den experimentellen Therapieansatz des direkten viralen Gentransfers simuliert
(Kapitel 2.9.3), wurden die aus dem Knochenmark der Spender isolierten humanen MSZ als
hochdichte Zellaggregate in Form von chondrogen differenzierenden 3D-Zellkultursystemen
als Grundlage fiir die weiteren Experimente verwendetet (Abbildung 12). Die humanen 3D-
MSZ-Aggregate wurden durch direkte Applikation von rAAV-Vektoren gemafB der oben
genannten Gruppeneinteilung (Kapitel 6.1.1) genetisch modifiziert (rAAV-hTGF-p/hIGF-I,
rAAV-hTGF-B/lacZ, rAAV-hIGF-I/lacZ versus Reportergen und Negativkontrolle rAAV-lacZ)

und fir 21 Tage in definiertem chondrogenen Medium kultiviert.

Die Uberpriifung der Transgenexpression anhand der Sekretion der therapeutischen Proteine
erfolgte zu vier festgesetzten Zeitpunkten an Tag 2, 7, 14 und 21 nach erfolgter Transduktion
mit rAAV-Vektoren. Im Weiteren wurde der Einfluss der Uberexpression der therapeutischen
Gene auf die biosynthetischen Eigenschaften sowie auf die chondrogenen, osteogenen und
hypertrophen Differenzierungsprozesse der humanen MSZ-Aggregate mittels biochemischen,
histologischen und immunhistochemischen sowie Real-time RT-PCR-Analysen untersucht.

N = 3 Patienten
!

Humanes Knochenmarkaspirat

=

| 3 rAAV-Vektoren
Humane mesenchymale Stromazellen
(MS2Z)
24 h jeweils n =2 ’
Herstellung des humanen lacZ hiGF-lllacZ hTGF-BllacZ hTGF-B/hIGF-I
MSZ-Aggregats . < N .
| -1 21 Tage
" Chondrogenes J 1 1
Medium ELISA Biochemische Histologie und  Real-time RT-PCR
Analysen Immunhistochemie Analysen

Abbildung 12. Schematische Ubersicht (iber das direkte rekombinante adeno-assoziierte virale Gentransfermodell.
hIGF-I = humaner insulinartiger Wachstumsfaktor I; hTGF-f = humaner transformierender Wachstumsfaktor beta;
MSZ = mesenchymale Stromazellen; N = Anzahl der Patienten; n = Anzahl der Proben pro Analyse je Patient;
rAAV = rekombinantes adeno-assoziiertes Virus.
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6.1.3 Indirektes virales Gentransfermodell

Im Rahmen des indirekten rekombinanten adeno-assoziierten viralen Gentransfermodells,
welches den experimentellen Therapieansatz des indirekten viralen Gentransfers simuliert
(Kapitel 2.9.3), erfolgte ein mehrstufiges Prozedere (Abbildung 13). Zunachst wurden aus
den isolierten humanen MSZ hochdichte Zellaggregate in Form von chondrogen
differenzierenden 3D-Zellkultursystemen hergestellt. Diese wurden durch direkte Applikation
von rAAV-Vektoren geman der oben genannten Gruppeneinteilung (Kapitel 6.1.1) genetisch
modifiziert (rAAV-hTGF-B/hIGF-I, rAAV-hTGF-B/lacZ, rAAV-hIGF-I/lacZ versus Reportergen
und Negativkontrolle rAAV-/acZ) und fir 24 h in definiertem chondrogenen Medium Kkultiviert.
AnschlieBend wurden diese in humane osteochondrale Defektmodelle ex vivo implantiert und
fir 21 Tage in chondrogenem Medium kultiviert. Nach Beendung der Kultivierungsperiode
erfolgte die Uberpriifung der Transgenexpression anhand der Sekretion der therapeutischen
Proteine. Im Weiteren wurde der Einfluss der Uberexpression der therapeutischen Gene auf
die biosynthetischen Eigenschaften sowie auf die chondrogenen, osteogenen und
hypertrophen Differenzierungsprozesse im osteochondralen Defekt und im perifokalen
Knorpelgewebe untersucht. Dazu erfolgten biochemische, histologische und immunhisto-
chemische sowie Real-time RT-PCR-Analysen.

Humaner Gelenkknorpel Humane mesenchymale Stromazellen

(MSZ) =
+<—— N = 3 Patienten —— </\ ¥
| hIGF-l/lacZ
l Herstellung des humanen MSZ-Aggregats S
Osteochondrales Explantat ~ v
Stanze Setzen des osteochondralen i

Defektes hTGF-B/lacZ

Zéhl Vs 00 N |
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| rAAV-Vektoren hTGF-B/hIGF-I
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Etablierter osteochondraler » B

Defekt Humanes osteochondrales Defektmodell .
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ELISA Biochemische Histologie und Real-time RT-PCR
Analysen Immunhistochemie Analysen

Abbildung 13. Schematische Ubersicht Uber das indirekte rekombinante adeno-assoziierte virale
Gentransfermodell. hIGF-I = humaner insulinartiger Wachstumsfaktor |; hTGF-B = humaner transformierender
Wachstumsfaktor beta; MSZ = mesenchymale Stromazellen; N = Anzahl der Patienten; n = Anzahl der Proben pro
Analyse je Patient; rAAV = rekombinantes adeno-assoziiertes Virus.
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6.2 Zellkultur

Alle den humanen MSZ zugefiihrten Lésungen, Puffer oder Medien wurden, falls nicht anders
angegeben, vor Verwendung im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt.

6.2.1 Isolierung und Kultivierung humaner MSZ aus Knochenmarkaspiraten

Die lIsolierung sowie die anschlieBende Kultivierung von humanen MSZ aus sterilen
Knochenmarkaspiraten erfolgte geman nachfolgendem, langjahrig etablierten Standard-
protokoll, dessen Eignung mittels Durchflusszytometrie in vergangenen Studien zweifelsfrei
verifiziert wurde [67; 190; 242; 321]:

Tag 1: Das steril entnommene Knochenmarkaspirat wurde in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen
dberfihrt, die Probe durch Auffillen des Zentrifugenréhrchens auf 50 ml mit serumfreiem
DMEM gewaschen und fir 5 min bei 1.500 U/min (RT) zentrifugiert. Mit einer Pipette mit
groBer Offnung (wide-mouth) wurde der Uberstand entfernt, das Préazipitat durch erneutes
Auffillen des Zentrifugenréhrchens mit serumfreiem DMEM auf 50 ml gewaschen und fur
5 min bei 1.500 U/min (RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Nach Zugabe von
5ml serumfreiem DMEM und 5ml Red Blood Cell Lysing Buffer sowie grundlicher
Durchmischung wurde das Zentrifugenréhrchen mit serumfreiem DMEM auf 30 ml aufgefullt
und fir 5 min bei 1.500 U/min (RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Prazipitat unter Zugabe von 15-20 ml DMEM, 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin
(Kulturmedium) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine T75-Zellkulturflasche
uberfihrt und far 24 h bei 37 °C und 5% CO:inkubiert.

Tag 2: Durch vorsichtiges Schutteln der T75-Zellkulturflasche wurden die noch nicht am
Flaschenboden angewachsenen Zellen im Uberstand geldst. Die Zellsuspension wurde in eine
zweite, neue T75-Zellkulturflasche Uberfihrt und bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Die
Zellkulturflasche, in denen sich die humanen MSZ bereits abgesetzt hatten, wurde mit
15-20 ml Kulturmedium bei 37 °C und 5% CO: weiter kultiviert.

Tag 3: Hier wurde, wenn notwendig, das Prozedere von Tag 2 wiederholt, um humane MSZ
in weiteren T75-Zellkulturflaschen zu kultivieren.

Ab Tag 4: Es erfolgte eine Zugabe des Wachstumsfaktors FGF-2 zum Kulturmedium

(Konzentration im Kulturmedium 1 ng/ml). Dies gewahrleistete eine reine Zellproliferation,
ohne dabei das Differenzierungspotential zu beeinflussen [67].
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6.2.2 Passagieren von Zellen

Die kultivierten, proliferierenden humanen MSZ wurden bei Erreichen eines Konfluenzniveaus
von 75-85% im Verhdltnis 1:3 passagiert. Dies erfolgte gemalB nachfolgendem
Standardprozedere unter Verdiinnung der bisherigen Zellsuspension und Uberfiihrung dieser
in neue T75-Zellkulturflaschen: Zunachst wurde das Medium vollstdndig aus den T75-
Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen durch Zugabe von 10-15 ml serumfreiem DMEM
gewaschen. Das Medium wurde entfernt und es erfolgte eine gleichméaBige Benetzung des
Zellrasens mit 5 ml Trypsin. Die Trypsinierung flhrt zu einer Proteasenreaktion, welche das
Ablésen der adh&renten humanen MSZ vom Boden der Zellkulturflasche bewirkt. Nach
Inkubation far 15 min bei 37 °C und 5% CO: erfolgte durch Zugabe von 10 ml DMEM/FBS auf
die bereits vorgeldésten humanen MSZ ein Abstoppen der Trypsinierung. Mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren der Zellsuspension und ein Abspiilen der Kulturoberflache bewirkte ein
vollstandiges Ablésen der humanen MSZ vom Boden der Zellkulturflaschen. AnschlieBend
wurde die gesamte Zellsuspension in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, dieses mit
serumfreiem DMEM bis auf 30 ml aufgefillt und fir 5 min bei 1.500 U/min (RT) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt, das Zellaggregat in 10 ml DMEM, 10% FBS, 1% Penicillin/
Streptomycin resuspendiert und die Zellzahl in der Zellsuspension mittels Neubauer
Zahlkammer (Kapitel 6.2.3) bestimmt. Auf dieser Grundlage erfolgte die Einstellung der
angestrebten Zellzahl mit DMEM und Uberfiihrung des jeweiligen Volumens Zellsuspension in
neue T75-Zellkulturflaschen. Diese wurden bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Die Verwendung
der humanen MSZ erfolgte im Rahmen der vorliegenden Studie in niedriger Passage (< 2).

6.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl in einer Zellsuspension erfolgte mittels Vitalfarbung der Zellen
mit Trypanblau sowie unter Verwendung der Neubauer Zahlkammer. Zytotoxisches
Trypanblau wird nur von nicht-vitalen Zellen aufgenommen und farbt diese entsprechend blau,
da es aufgrund seiner MolekilgréBe die intakte Zellmembran vitaler Zellen nicht passieren
kann [64]. Die Auszahlung der Zellen erfolgte in Doppelbestimmung mit anschlieBender
Mittelwertbildung. Zur Vorbereitung der Trypanblau-Zell-Lésung wurden jeweils
10 pl Trypanblau und 10 ul Zellsuspension in ein steriles ReaktionsgefaB UGberflhrt
(Verdinnungsfaktor 2). Jedes der beiden unabhangigen Zahlfelder der Neubauer Zahlkammer
wurde mit jeweils 10 pl der Trypanblau-Zell-Losung beschickt, die Zellen lichtmikroskopisch
ausgezahlt und unter Berlcksichtigung des Verdinnungsfaktors der Mittelwert gebildet

(Ergebnis: Zellzahl/pl).
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6.2.4 Herstellung von humanen 3D-MSZ-Aggregaten

Nach erfolgter Isolierung und Kultivierung von humanen MSZ aus sterilen
Knochenmarkaspiraten wurden hochdichte Zellaggregate mit jeweils 2 x 10° Zellen als 3D-
Zellkultursysteme hergestellt. Diese dienten als Grundlage fiir die Durchfihrung der weiteren
Experimente. Die Herstellung dieser hochdichten humanen 3D-MSZ-Aggregate erfolgte
gemaf nachfolgendem Standardprozedere [67]: Zundchst wurden die in den Kapiteln 6.2.2
(Passagieren von Zellen) und 6.2.3 (Bestimmung der Zellzahl) beschriebenen Arbeitsschritte
durchgefihrt. Dies erfolgte unter Verwendung von jeweils 3-4 T75-Zellkulturflaschen pro
Patienten mit einem Konfluenzniveau von etwa 85%. Das errechnete Zellsuspensions-
volumen, welches jeweils 2 x 10° Zellen enthielt, wurde in sterile ReaktionsgefaBe Uberfiihrt,
fiir 5 min bei 1.500 U/min (RT) zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig, ohne Aspiration des
humanen 3D-MSZ-Aggregats, mit einer Pipette abgenommen und verworfen. AnschlieBend
wurden jedem humanen 3D-MSZ-Aggregat 150 ul chondrogenes Medium zugegeben
(Abbildung 14, A) und die ReaktionsgefaBe mit gedffneten Deckeln in einen mit Ethanol
(95%) sterilisierten ReaktionsgefaB-Stander Uberfihrt (Abbildung 14, B). Dieser wurde
wiederum in ein sterilisiertes Glasgefa mit ebenfalls sterilisiertem Aluminiumdeckel gesetzt
und bei 37 °C und 5% CO:inkubiert (Abbildung 14, B und C). Ein Mediumwechsel wurde alle
48 h durchgefthrt. Dies erfolgte durch vorsichtiges Abpipettieren und Verwerfen des
Uberstands, ohne Aspiration des humanen 3D-MSZ-Aggregats, sowie durch Zugabe von

jeweils 150 pl frischem chondrogenen Medium.

; A'W(/

Abbildung 14. Kultivierung von humanen 3D-MSZ-Aggregaten. A: Je ein humanes MSZ-Aggregat (Pfeil) wurde in
einem Reaktionsgefa mit chondrogenem Medium kultiviert. B: Die gedffneten ReaktionsgefédBe mit humanen
MSZ-Aggregaten wurden in einen sterilisierten Reaktionsgefa3-Stander Uberflhrt und dieser in ein sterilisiertes
Glasgefan platziert. C: Sterilisiertes Glasgefaf mit Aluminiumdeckel zur Kultivierung humaner 3D-MSZ-Aggregate.

i A — —H

6.3 Vorbereitung von rAAV-Plasmiden

Die in der vorliegenden Studie eingesetzten rAAV-Vektoren wurden als konventionelle
Vektoren unter Anwendung eines Helfer-basierten Systems hergestellt [67]. Dieses erforderte
neben den rAAV-Plasmiden mit dem jeweiligen gewilinschten Transgen das Hilfsplasmid Ad8
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sowie die Co-Infektion mit Adenovirus 5 [67; 321]. Alle rAAV-Vektoren stammten von AAV-2-
genomischen Klonen aus dem pSSV9-Stamm ab [266; 267], einem Derivat des pEMBLS8-
Plasmids [88], kreiert und freundlicherweise zur Verfligung gestellt von R. J. Samulski.

6.3.1 Plasmid-Aufbau

Basierend auf dem pSSV9-Plasmid [266; 267] erfolgt durch Klonierung die Herstellung von
zwei Basisplasmiden, dem AAV-Plasmid mit variabler multipler Klonierungsstelle (Multiple
Cloning Site, MCS) und dem Ad8-Hilfsplasmid. Das rekombinante pSSV9-Plasmid enthalt das
vollstédndige intakte AAV-Genom, einschlieBlich der rep- und cap-Sequenzen, der AAV-ITRs
sowie der regulatorischen Promotor- und Polyadenylierungs-Sequenzen [267]
(Abbildung 15). Dariiber hinaus enthalt es einen Replikationsursprung (Origin of Replication;
ORY), der die autonome Replikation des Plasmids ermdglicht [87], sowie als Selektionsmarker
das B-Lactamase-Gen (AmpF). Im hierauf basierenden (r)AAV-Plasmid bleiben lediglich die
cis-wirkenden AAV-ITRs des AAV-Genoms erhalten [267]. Der heterologe Promotor/ Enhancer
CMV-IE ermdglicht eine hohe Transgenexpression, wahrend das Polyadenylierungssignal
Simian-Virus 40 (SV40pA) entscheidend ist fur die Stabilitat der messenger Ribonukleinsaure
(mRNS) sowie deren nukledren Export und anschlieBenden Translation [218; 245]. Die
multiple Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site; MCS) ermdglicht die Integration des
entsprechend gewiinschten Transgens (cDNS) und somit die Herstellung des rAAV-Plasmids
[350].
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Abbildung 15. Schematischer Plasmid-Aufbau. pSSV9 = Grundplasmid; AAV-Plasmid = Basisplasmid;
Ad8-Plasmid = Basis- bzw. Hilfsplasmid; Ad = Adenovirus; Ad-ITR = Adenovirales Inverted Terminal Repeat,;
AmpR = p-Lactamase-Gen; cap = Kapsid-Gen; cDNS = komplementire Desoxyribonukleinsiure; CMV-IE =
Cytomegalovirus-Immediate Early-Promotor; MCS = Multiple Klonierungsstelle; ORI = Replikationsursprung;
polyA = Polyadenylierungssignal; rep = Replikations-Gen; SV40pA = Simian-Virus 40-Polyadenylierungssignal.
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Im Gegensatz dazu enthalt das Ad8-Hilfsplasmid lediglich die trans-wirkenden rep- und cap-
Sequenzen des AAV-2-Genoms, die fur die Replikation und die Kapsidbildung essenziell sind
[267; 321]. Das Ersetzen der AAV-ITRs durch Adenovirus-/TRs im Ad8-Hilfsplasmid verhindert
weitestgehend homologe Rekombinationen und damit Wildtyp-&hnliche, replikationsfahige
AAV-Kontaminationen im folgenden Transfektionsprozess [205; 267; 270].

Im Rahmen der vorliegenden Studie verwendeten wir in Plasmiden klonierte hTGF-B- [322]
und hIGF-1-Sequenzen [334], freundlicherweise von Frau Prof. rer. nat. M. Cucchiarini
hergestellt und zur Verfligung gestellt, sowie in Plasmiden klonierte /acZ-cDNS-Sequenzen
[94], freundlicherweise von Du et al. hergestellt und zur Verfigung gestellt. Alle Zielgene
standen unter der Kontrolle des CMV-/E-Promotors/ Enhancers. Der anschlieBende Vorgang
der Transformation beschreibt das Einschleusen dieser Plasmide in Bakterien (hier:
Escherichia coli) (Kapitel 6.3.2), welche schlieBlich in Form eines Glycerolstocks zur
Verwendung bereitstanden. Nach erfolgter Bakterienanreicherung (Kapitel 6.3.3) erfolgte die
Isolation der rAAV-Plasmide (Kapitel 6.3.4). Durch photometrische Messungen wurden die
Konzentration sowie die Reinheit der isolierten Plasmid-DNS bestimmt. Der Erfolg der
Transformation und nachfolgenden Plasmidisolation wurde Uber einen Nachweis der DNS
(hTGF-B, hIGF-1 und /acZ) mittels Agarose-Gelelekirophorese Uberprift. Das gesamte
Prozedere erfolgte nicht unter strikt sterilen Bedingungen unter der Sterilwerkbank, es wurde
jedoch durch das Arbeiten in geringem Abstand zur Ethanol-Flamme eine weitgehend sterile
Arbeitsweise gewahrleistet.

6.3.2 Transformation

Die Transformation humaner TGF-B-, humaner IGF-I- und /acZ-cDNS-Sequenzen-tragender
Plasmide in Escherichia coli erfolgte unter Anwendung der Hitzeschock-Methode geman
nachfolgendem etablierten Standardprotokoll: In jedes Reaktionsgefa3 (je Plasmid ein
Reaktionsgefa3) wurden 100 pl Bakteriensuspension und 100 ng des jeweiligen Plasmids
(hTGF-B, hiIGF-1 und lacZ) gegeben. AnschlieBend erfolgte eine Kiihlung fir 30 min auf Eis mit
nachfolgendem Hitzeschock fir 1 min im Wasserbad bei 40 °C sowie erneuter Kihlung auf
Eis fir 2 min. Eine maximale Transformationseffizienz wurde durch Zugabe von 900 pl
SOC-Medium [131] und anschlieBender Inkubation fir 90 min bei 30 °C und 250 U/min im
Schittler erreicht. Nach Beendung der Inkubation wurden jeweils 10 ul der Bakterien-Plasmid-
Suspension auf Ampicillin-haltige Agarplatten appliziert, fir 24 h bei 30 °C inkubiert und
schlieBlich in Form eines Glycerolstocks bei -20 °C gelagert.
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6.3.3 Bakterienanreicherung

Die Anreicherung der Bakterien erfolgte in Form einer Ubernacht-Vorkultur und einer daran
anschlieBenden  Ubernacht-Bakterienkultur entsprechend nachfolgendem etablierten
Standardprotokoll:

Tag 1 (Ubernacht-Vorkultur):

Zunachst erfolgte eine optische Qualitatskontrolle des LB-Mediums (Nahrmedium far
Bakterien); das Vorliegen einer klaren, gelben Flissigkeit sprach dabei fir einen einwandfreien
Zustand des Mediums. Je verwendetem Glycerolstock wurden 3 Reaktionsgefafi3e vorbereitet.
Zur Herstellung der Pre-Mix Lésung wurden pro Reaktionsgefal 5 ml LB-Medium in ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen Gberfihrt und OD%%™  Ampicillin (50 mg/ml) zugefligt. In jedes
ReaktionsgefaB wurden 5 ml Pre-Mix Ldésung sowie eine kleine Menge (etwa eine
Pipettenspitze) des jeweiligen gefrorenen Glycerolstocks Uberfihrt. Die Entnahme und
Zugabe des gefrorenen Glycerolstocks erfolgte dabei mittels einer sterilen Pipettenspitze. Es
erfolgte eine anschlieBende Inkubation fir 12-18 h tGber Nacht bei 30 °C und 250 U/min im
Schdttler. Hierbei handelt es sich um die optimale Temperatur, bei der intramolekulare
Rekombinationen der AAV-Plasmide verhindert werden [65].

Tag 2 (Ubernacht-Bakterienkultur):

Nach optischer Qualitédtskontrolle des LB-Mediums wurde je verwendetem Reaktionsgefal der
Ubernacht-Vorkultur ein Erlenmeyerkolben vorbereitet. Pro Erlenmeyerkolben erfolgte die
Zugabe von jeweils 200 ml LB-Medium sowie von OD%°"™ Ampicillin (50 mg/ml). Durch
leichtes Schwenken der Ubernacht-Vorkulturen wurden diese durchmischt und anschlieBend
in den jeweils dafir vorgesehenen Erlenmeyerkolben Uberflhrt. Es erfolgte eine Inkubation fur
12-18 h tGber Nacht bei 30 °C und 250 U/min im Schittler.

6.3.4 Plasmidisolation

Die Isolation der Plasmide erfolgte unter Verwendung des Genopure Plasmid Maxi Kits (Roche
Applied Science) sowie nach dessen Protokoll. Zunachst wurden die Bakterienkulturen in
50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberflhrt, dabei wurde jede Bakterienkultur auf 4 Zentrifugen-
réhrchen aufgeteilt. Diese wurden fir 10 min bei 5.500 U/min und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand von je 2 Zentrifugenrdhrchen einer Kultur verworfen. Von den 2 verbliebenen
Zentrifugenrdhrchen einer Kultur wurden jeweils 30 ml des Uberstands verworfen, das
Bakterien-Aggregat im restlichen Medium resuspendiert und die resultierenden
Bakteriensuspensionen in die 2 zur jeweiligen Bakterienkultur gehérenden Zentrifugen-
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réhrchen mit bereits verworfenem Uberstand iiberfiihrt. Diese wurden erneut fiir 10 min bei
5.500 U/min (4 °C) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Unmittelbar daran anschlieBend
erfolgte die Plasmidisolation. Alternativ ist ein Einfrieren der Bakterien-Aggregate bei -80 °C
sowie eine Durchfliihrung des weiteren Prozederes zu einem spateren Zeitpunkt maéglich. Zur
Plasmidisolation erfolgte zun&chst eine Aufnahme der Bakterien-Aggregate in jeweils 12 ml
geklhlten Suspension Buffer + RNAse sowie eine Zugabe von 12 ml Lysis Buffer pro
Bakterien-Aggregat. Durch mehrmaliges Invertieren wurde die Suspension durchmischt und
fir 2-3 min (RT) inkubiert. Jeder Suspension wurden 12 ml gekuhlter Neutralisation Buffer
zugegeben und nach sofortiger Durchmischung fir 5 min auf Eis gekuhlt. AnschlieBend
erfolgte die Filtration der Lysate mittels Equilibration Buffer angefeuchteter Filter und die
Vorbereitung der Saulen. Die Equilibrierung der Saulen erfolgte mit jeweils 6 ml Equilibration
Buffer. Um ein Austrocknen der Saulen zu verhindern, wurden unmittelbar nach Abschluss
des Equilibierungsprozesses die filtrierten Uberstinde auf die vorbereiteten Saulen Gberfiihrt.
Der Durchfluss wurde verworfen, 16 ml Wash Buffer auf die Saulen gegeben, der Durchfluss
wiederum verworfen und erneut 16 ml Wash Buffer auf die Saulen gegeben. Die Saulen
wurden auf neue 50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und jeweils 15 ml vorgewéarmter (50 °C)
Elution Buffer auf die Saulen gegeben. AnschlieBend wurden die Sulen verworfen, dem
Durchfluss jeweils 11 ml Isopropanol zugegeben und dieser nach Durchmischung fir 30 min
bei 8.000 U/min (4 °C) zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands erfolgte die Zugabe von
4 ml gekuihltem Ethanol (70%) sowie eine Zentrifugation fir 30 min bei 8.000 U/min (4 °C).
Verbleibende Reste des Uberstands wurden abpipettiert, anschlieBend erfolgte eine
Lufttrocknung der Aggregate fir 10 min (RT) sowie eine Aufnahme der getrockneten
Aggregate in jeweils 300 ul PCR-Wasser. Diese wurden in sterile Reaktionsgefé3e uberfihrt.
Es erfolgte die photometrische Bestimmung der Plasmid-Konzentration sowie der Reinheit der
Plasmid-DNS (Kapitel 6.3.5). Die Plasmide wurden bei -80 °C gelagert.

6.3.5 Bestimmung der Plasmidkonzentration und -reinheit

Die photometrische Bestimmung der Plasmid-Konzentration sowie der Reinheit der Plasmid-
DNS erfolgte unter Verwendung einer 1:500 Verdinnung des Plasmids mit PCR-Wasser.
Hierzu wurde die Absorption (A) bei 260 nm (OD?° ") und 280 nm (OD?% ") gemessen. Es
erfolgte die Messung des Leerwerts (500 ul PCR-Wasser) sowie die Messung der einzelnen
Proben (5 ul Probe + 495 ul PCR-Wasser).

Die Plasmid-Konzentration in pg/ml wurde auf folgender Grundlage bestimmt:
1 OD?0° 2 50 ug/ml (gilt fir doppelstrangige Plasmid-DNS)
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Die Uberpriifung der Reinheit der Plasmid-DNS erfolgte auf Grundlage nachstehender
GesetzmaBigkeit: OD?0"m/QD280m — { 8-2 (gilt fir reine DNS-Proben)

6.3.6 Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese

Eine erfolgreiche Transformation und nachfolgende Plasmidisolation wurden Uber einen
Nachweis der spezifischen Plasmid-DNS (hTGF-B, hiIGF-Il, lacZ und Ad8) mittels Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. Hierzu erfolgte zwecks eindeutiger Identifikation der jeweiligen
Plasmide im Rahmen des Restriktionsverdaus zunéchst eine sequenzspezifische Erkennung
und Spaltung der Plasmid-DNS an definierten Positionen durch Restriktionsendonucleasen
[287]. Hierdurch wurde die Plasmid-DNS in definierte DNS-Fragmente mit bekannter Anzahl
an Basenpaaren aufgetrennt [328]. Auf Grundlage der jeweiligen Plasmidkarten, welche unter
anderem Informationen Uber Restriktionsschnittstellen und Anzahl der Basenpaare enthalten,
erfolgt die Auswahl der jeweiligen Restriktionsendonucleasen sowie die Berechnung der
erwarteten GréBe des DNS-Fragments im Restriktionsverdau (Tabelle 8).

Der Restriktionsverdau erfolgte gemaB nachfolgendem Protokoll entsprechend den
Instruktionen von Roche Applied Science: In sterile ReaktionsgefaBe wurden 500 ng der
jeweiligen Plasmide Gberfuhrt und jeweils 1 ul Puffer sowie 1 ul Enzym zugegeben. Die
ReaktionsgefaBe wurden mit destilliertem Wasser bis auf 10 ul aufgefilt und zum
Restriktionsverdau fir mindestens 2 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Im néchsten Schritt
erfolgte die Auftrennung der DNS-Fragmente entsprechend ihrer GroBe mittels Agarose-
Gelelektrophorese [176] unter Verwendung eines Agarosegels (1,59 Agarose, 150 ml
Wasser, 15 ml TAE-Puffer, 10 pl Ethidiumbromid) sowie von BlueJuice™ Gel Loading Buffer
(Invitrogen), eines DNS-Markers (AppliChem) und einer entsprechenden Gelelektrophorese-
Apparatur (Bio-Rad), jeweils nach Herstellerangaben. Ein Vergleich der entstandenen Banden
der Plasmide mit den Bandenpositionen des DNS-Markers mit bekannten Fragmentgré3en
erlaubte eine eindeutige GréBenzuordnung und Identifikation der jeweiligen Plasmid-DNS.

Tabelle 8. Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese.

Plasmid-DNS Restriktionsenzym Puffer FragmentgroBe [bp]

Ad8 Xbal + EcoRl H 3.500, 2.500, 1.500, 218, 115
lacZ Smal A 5.120, 3.740

TGF-B Smal A 3.900, 1.230, 630, 550

IGF-I Pwull M 3.660, 2.250

Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese wurden gemaf den Instruktionen von Roche Applied Science
durchgeflhrt.
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6.4 Herstellung von rAAV-Vektoren

Die in dieser Studie eingesetzten rAAV-Vektoren wurden als konventionelle Vektoren unter
Anwendung eines Helfer-basierten Systems hergestellt (Abbildung 16) [67]. Alle rAAV-
Vektoren stammten von denselben AAV-2-genomischen Klonen aus dem pSSV9-Stamm
(Abbildung 15) ab [266; 267]. HEK-293-Zellen wurden zunachst mit dem Helfervirus Ad5
infiziert. AnschlieBend wurden diese mit dem jeweiligen rAAV-Plasmid mit entsprechendem
gewiinschten Zielgen (hTGF-B, hlGF-I oder lacZ) sowie mit dem Hilfsplasmid Ad8 unter
Anwendung der Calcium-Phosphat-Prazipitations-Methode co-transfiziert. Die Co-Infektion mit
Ad5 bewirkt die Transkription und Translation der fir die Replikation sowie flr das virale
Packaging notwendigen rep-Gene des Ad8-Hilfsplasmids [180]. Analog zur AAV-Replikation
(Kapitel 2.9.6.3) entstehen zunachst doppelstrangige replikative Zwischenprodukte und
anschlieBend einzelstrangige rAAV-DNS Konstrukte. Die viralen Kapsidproteine VP1, VP2
und VP3, jeweils codiert durch das cap-Gen des Ad8-Hilfsplasmid, lagern sich zu leeren

Kapsiden zusammen, die schlie3lich jeweils ein einzelstrangiges rAAV-Genom aufnehmen.
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Abbildung 16. Schematische Darstellung des rekombinanten adeno-assoziierten viralen Packagings.
Ad = Adenovirus; ITR = Inverted Terminal Repeat, cap = Kapsid-Gen; CMV-IE = Cytomegalovirus-Immediate Early-
Promotor; ddDNS = doppelstangige Desoxyribonukleinsdure; rAAV = rekombinantes adeno-assoziiertes Virus;
rep = Replikations-Gen; Rep = Replikations-Proteine; SV40pA = Simian-Virus 40-Polyadenylierungssignal;
ssDNS = einzelsténgige Desoxyribonukleinsaure; VP = Virionprotein. Abbildung modifiziert nach [125].
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Die rAAV-Vektoren wurden schlieBlich durch mechanische und thermische Stimulation
freigesetzt.

6.4.1 Transfektion

Zur Herstellung der rAAV-Vektoren (Packaging) erfolgte im Rahmen der Transfektion das
Einbringen der zuvor isolierten rAAV-Plasmide (hTGF-B, hIGF-I, lacZ) in HEK-293-Zellen

geman nachfolgendem etablierten Standardprotokoll [67]:

Tag 1:

Zunachst erfolgte das Uberfilhren von 1,8 x 108 HEK-293-Zellen unter Zugabe von 10 ml
DMEM in eine Petrischale (100 mm x 20 mm) und eine anschlieBende Inkubation fir 48 h bei
37 °C und 5% CO:..

Tag 3:

Die Zellen sollten fiir das weitere Prozedere eine Konfluenz von 60-70% aufweisen, ggf.
wurden die Petrischalen fir weitere 24 h bei 37 °C und 5% COzinkubiert. Zur Herstellung des
Vorinfektions-Ansatzes wurden pro Petrischale 4 ml serumfreies DMEM sowie 3 ul Ad5 in ein
50 ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und durchmischt. Das Medium aus den Petrischalen
wurde entfernt und verworfen. Im Rahmen der Vorinfektion erfolgte eine Zugabe von jeweils
4 ml des entsprechenden Vorinfektions-Ansatzes auf die Zellen und eine Inkubation fir 90 min
bei 37 °C und 5% CO.. Zwischenzeitlich erfolgte die Herstellung des CaPOs-Ansatzes sowie
des Transfektions-Mediums-1. Zur Herstellung des CaPQOs-Ansatzes wurden pro Petrischale
6 ug Ad8, 18 ug der jeweiligen rAAV-Plasmide und 450 pul 1/10 TE (Tris-EDTA) in ein 10 ml-
Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Trépfchenweise wurden pro Petrischale 50 ul CaCl (2,5 M)
sowie unmittelbar danach 500 ul HBS (280 mM NaCl; 50 mM HEPES; 1,5 mM NaxHPOy;
pH 7,1) zugegeben und fir mindestens 30 min (RT) inkubiert. Zur Herstellung des
Transfektions-Mediums-1 wurden pro Petrischale 4,5 ml Opti-MEM, 0,5ml FBS und
3 ul Chlorochin (120 uM) in eine 500 ml-Glasflasche Uberfuhrt, durchmischt und im Wasserbad
bei bei 37 °C vorgewarmt. Nach Beendung der Inkubation wurde das Medium entfernt und
jeder Petrischale 5 ml Transfektions-Medium-1 zugegeben. AnschlieBend erfolgte eine
trépfchenweise Zugabe von jeweils 1 ml des CaPOs-Ansatzes pro Petrischale sowie eine
anschlieBende Inkubation fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO..
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Tag 4:

Zur Herstellung des Transfektions-Mediums-2 wurden pro Petrischale jeweils 6 ml DMEM mit
15% FBS und 60 ul Glutamin in eine 500 ml-Glasflasche Uberfihrt. Das Medium aus den
inkubierten Petrischalen wurde entfernt. Es erfolgte eine Zugabe von jeweils 6 ml des
Transfektions-Mediums-2 pro Petrischale und eine Inkubation fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO:..

Tag 5:

Das Medium wurde entfernt und jeder Petrischale jeweils 6 ml Sucrose 10% zugegeben.
AnschlieBend erfolgte das Ablésen der adharenten Zellen vom Boden der Petrischalen unter
Verwendung eines Zellschabers. Nach wiederholtem Abspulen des Bodens der Petrischalen
mit einer 1 ml-Pipette wurde die Zellsuspension jeder Petrischale in ein 15 ml-Zentrifugen-
réhrchen Gberfiihrt und fiir 5 min bei 1.500 U/min (RT) zentrifugiert. Der gesamte Uberstand
wurde verworfen, verbliebene Reste wurden abpipettiert. Jedem Zellaggregat wurden 150 pl
Sucrose 10% zugegeben, die Zellaggregate anschlieBend unter Verwendung einer Pipette mit
groBer Offnung (wide-mouth) aufgenommen und in sterile ReaktionsgefaBe Uberfiihrt. Das
Zellaggregat wurde in Sucrose resuspendiert und die Zellsuspension bei -20 °C gelagert.

Tag 6:

Zunéchst erfolgte das Durchlaufen von 3 Frost-Tau-Zyklen. Hierzu wurden die am Vortag
eingefrorenen Zellsuspensionen je Zyklus fir 5 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert, flr
2 min im Vortex-Schiittler durchmischt und fir 30 min bei -80 °C gelagert. AnschlieBend
erfolgte eine Inkubation fir 5 min (Wasserbad, 37 °C), ein Durchmischen im Vortex-Schuttler
fiir 2 min sowie eine Zentrifugation fir 10 min bei 2.000 U/min (4 °C). Die Uberstinde wurden
in neue sterile ReaktionsgefaBe Uberfuhrt, fir 45 min (Wasserbad, 52 °C) inkubiert und fir
10 min bei 10.000 U/min (4 °C) zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden in neue sterile
ReaktionsgefaBe (berfiihrt, jedem Uberstand wurden jeweils 3 ul DNAse (1 U/ul) zugegeben
und fir 60 min bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Die Vektoren wurden direkt zur Transduktion
verwendet oder alternativ bei -20 °C gelagert.

6.4.2 X-Gal-Farbung

Die Uberpriifung der Effizienz des viralen Packagings erfolgte mittels Transduktion
(Kapitel 6.5) von HEK-293-Zellen mit den zuvor hergestellten rAAV-lacZ-Vektoren und
nachfolgender X-Gal-Farbung [47] (Abbildung 17). Rekombinante AAV-/acZ Vektoren tragen
das fUr die Escherichia coli B-Galaktosidase (f5-gal) codierende Gen. Nach Transduktion von
HEK-293-Zellen mit erfolgreich hergestellten rAAV-lacZ-Vektoren tragen diese das lacZ-Gen

und exprimieren die Escherichia coli B-Galaktosidase [65; 191]. Durch Zugabe von X-Gal (5-

55



Methoden

Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid), einem Substrat der Escherichia coli
B-Galaktosidase, wird dieses zu 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl hydrolisiert [47]. Enzymatisch
abgespaltenes Indoxyl wird unter Luftsauerstoff zum unléslichen Indigo oxidiert. Hierdurch
erfolgt durch Blaufarbung eine Visualisierung der Transduktion von HEK-293-Zellen mit
erfolgreich hergestellten rAAV-lacZ-Vektoren.

A B
X-Gal- Farbung Kontrolle
(kein Vektor)
rAAV-lacZ

i Wiy

Kontrolle (kein Vektor) 7 rAAV-lacZ

Abbildung 17. Transduktionsnachweis mittels X-Gal-Farbung. Eine sichtbare Blauférbung indiziert eine
Transduktion von HEK 293-Zellen mit erfolgreich hergestellten rAAV-lacZ-Vektoren. rAAV = rekombinantes adeno-
assoziiertes Virus. A: Monolayer-Kulturen. B: 3D-Zellaggregatkulturen.

Die X-Gal-Farbung erfolgte in Monolayer- sowie in 3D-Zellaggregatkulturen geman
nachfolgendem Standardprotokoll: Zunachst erfolgte die Herstellung der Farbelésung. Es
wurde jeweils 0,5 ml Farbelésung pro Monolayer- bzw. Zellaggregatkultur verwendet. Hierzu
wurden 1 Volumenanteil X-Gal-Lésung mit 19 Volumenanteilen Iron Buffer in einem
Zentrifugenréhrchen durchmischt und far mindestens 10 min (RT) lichtgeschiitzt und rotierend
inkubiert. Vor Verwendung wurde die Féarbeldsung steril filtriert. AnschlieBend wurden die mit
rAAV-lacZ transduzierten Zellen vorbereitet. Hierzu wurde das Medium entfernt, die Zellen mit
1 ml PBS gewaschen und fir 15 min (RT) in 500 ul Formaldehyd (2%) fixiert. Nach
dreimaligem Waschen der fixierten Zellen mit PBS wurden den Monolayer- bzw. den
Zellaggregatkulturen jeweils 500 ul Farbelésung zugegeben und diese bei 37 °C und 5% CO2
inkubiert. Eine makroskopisch sichtbare Blaufarbung im Falle einer Transduktion mit
erfolgreich hergestellten rAAV-/lacZ-Vektoren war nach etwa 3 h nachweisbar. Alternativ kann
eine Beurteilung der Effizienz des Packagings mittels Titer-Bestimmung aufgereinigter rAAV-
Vektorpréaparationen unter Anwendung von Real-time PCR-Analysen erfolgen [67; 321].
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6.5 Transduktion

Aus humanen MSZ wurden zunachst (Tag 0) hochdichte 3D-Zellaggregate mit einer Zellzahl
von 2 x 10° Zellen/Aggregat hergestellt (Kapitel 6.2.4) und diese in 150 pl chondrogenem
Medium mit dem Ziel der Induktion einer chondrogenen Differenzierung fur 24 h bei 37 °C und
5% CO: inkubiert. AnschlieBend (Tag 1) erfolgte die Transduktion der humanen MSZ-
Aggregate mit rAAV-Vektoren (MOI = 8) entsprechend der oben genannten Gruppeneinteilung
(Kapitel 6.1.1). Hierzu wurden die benétigten Vektoren (rAAV-hTGF-B, -hIGF-I, -lacZ) auf Eis
bereitgestellt. Nach Entfernen des chondrogenen Mediums wurde das humane MSZ-Aggregat
durch zwei aufeinanderfolgende Waschschritte gereinigt. Hierzu wurden den humanen MSZ-
Aggregaten jeweils nacheinander 150 ul DMEM und 150 ul PBS zugegeben und wieder
abpipettiert. AnschlieBend erfolgte die direkte Applikation der rAAV-Vektoren entsprechend
der Gruppeneinteilung der vorliegenden Studie auf die humanen MSZ-Aggregate wie folgt:

e Gruppe 1: 40 ul rAAV-hTGF-$ und 40 pl rAAV-hIGF-I
e Gruppe 2: 40 ul rAAV-hTGF-B und 40 pul rAAV-lacZ

e Gruppe 3: 40 ul rAAV-hIGF-I und 40 ul rAAV-lacZ

e Negativkontrolle: 80 ul rAAV-lacZ

Nach einminutiger Inkubation (RT) wurden den humanen MSZ-Aggregaten
75 ul chondrogenes Medium zugegeben. Die transduzierten humanen MSZ-Aggregate
wurden fiir 90 min bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Danach erfolgte eine weitere Zugabe von
75 ul chondrogenem Medium und eine Inkubation der humanen MSZ-Aggregate fir 24 h bei
37 °C und 5% CO2. Nach Beendung der Inkubation wurde das Medium vollstandig entfernt,
durch 150 pl frisches chondrogenes Medium ersetzt und die transduzierten humanen 3D-
MSZ-Aggregate im Inkubator bei 37 °C und 5% CO: kultiviert. Die Dauer der Kultivierungs-
periode war dabei vom jeweiligen untersuchten viralen Gentransfermodell abhangig.

6.5.1 Kultivierung des direkten viralen Gentransfermodells

Im Rahmen des direkten rekombinanten adeno-assoziierten viralen Gentransfermodells
erfolgte die Herstellung der chondrogen differenzierenden und mit rAAV-Vektoren
transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregate entsprechend des in Kapitel 6.5 dargestellten
Prozedere. Die mit rAAV-Vektoren transduzierten humanen MSZ-Aggregate wurden im
Inkubator fir 21 Tage bei 37 °C und 5% CO- bei gedffneten Deckeln der Reaktionsgefal3e
kultiviert (Abbildung 14). Hierbei handelt sich um einen etablierten Zeitraum zur Evaluation

57



Methoden

der in vitro-Chondrogenese, da innerhalb dieser Kultivierungsperiode die chondrogene
Differenzierung von humanen MSZ vollstandig vollzogen ist [17; 110; 156; 155; 190]. Ein
Wechsel des chondrogenen Mediums erfolgte alle 48 h.

6.5.2 Kultivierung des indirekten viralen Gentransfermodells

Die mit rAAV-Vektoren transduzierten humanen MSZ-Aggregate wurden im Rahmen des
indirekten viralen Gentransfermodells im Inkubator fir 24 h bei 37 °C und 5% CO: bei
gedffneten Deckeln der Reaktionsgefaf3e kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Implantation der
humanen MSZ-Aggregate in die humanen osteochondralen Defektmodelle (Kapitel 6.6).

6.6 Herstellung humaner osteochondraler Defekimodelle

Im Rahmen des indirekten viralen Gentransfermodells erfolgte die Herstellung humaner
osteochondraler Defektmodelle (Abbildung 18). Hierzu wurden aus humanen
osteochondralen Explantaten (Femurkondylen) mittels einer Stanze (Durchmesser: 6 mm)
standardisierte zylindrische osteochondrale Modelle ex vivo hergestellt (Abbildung 18,
A und B). Mithilfe einer weiteren Stanze (Durchmesser: 1 mm) wurde je zylindrisch
ausgestanztem osteochondralen Explantat ein standardisierter zirkularer osteochondraler
Defekt mit einem Durchmesser von 1 mm erzeugt (Abbildung 18, C). Die Tiefe des Defekts
war von der Dicke des Knorpels abhangig. Jeder gesetzte Defekt reichte bis in den
subchondralen Knochen und wies einen zum Knorpel bzw. subchondralen Knochen senkrecht
verlaufenden Stanzkanal auf. Der Stanzkanal wurde von Resten des Knorpels und des
subchondralen Knochens befreit. Anschlie3end erfolgte die Implantation der am Vortag mittels
rAAV-Vektoren transduzierten humanen MSZ-Aggregate (Abbildung 18, D) in die humanen
osteochondralen Defektmodelle. In jedes humane osteochondrale Defektmodell wurde ein
transduziertes humanes MSZ-Aggregat implantiert. Hierzu wurde das jeweilige humane MSZ-
Aaggregat mittels einer Pipette mit groBer Offnung (wide-mouth) aufgenommen und in eine
Petrischale tUberfihrt. Das humane MSZ-Aggregat wurde mit einem Skalpell aufgenommen
(Abbildung 18, E) und mithilfe einer sterilen Pipettenspitze ohne die Verwendung
erganzender Biomaterialien in den osteochondralen Defekt eingesetzt (Abbildung 18, F). Das
implantierte transduzierte humane MSZ-Aggregat fillte den osteochondralen Defekt nahezu
vollstdndig aus (Abbildung 18, G und H). Die humanen osteochondralen Defektmodelle
wurden in eine Multiwell-Platte Uberfihrt (Abbildung 18,1). Jedem osteochondralen

Defektmodell wurden 600 pul chondrogenes Medium zugegeben.
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Abbildung 18. Herstellung humaner osteochondraler Defekimodelle. A: Herstellung standardisierter
osteochondraler Modelle aus humanen osteochondralen Explantaten (Femurkondylen) mittels Stanze.
B: Zylindrisches osteochondrales Modell. C: Erzeugung eines standardisierten osteochondralen Defektes.
D: Transduziertes humanes MSZ-Aggregat kultiviert in chondrogenem Medium im ReaktionsgefaB.
E und F: Implantation des transduzierten humanen MSZ-Aggregats in den etablierten osteochondralen Defekt.
G und H: Humanes osteochondrales Defektmodell mit implantiertem transduzierten humanen MSZ-Aggregat.
I: Kultivierung der indirekt transduzierten humanen osteochochondralen Defektmodelle in chondrogenem Medium
in einer Multiwell-Platte.

Die humanen osteochondralen Defektmodelle wurden anschlieBend analog zu den humanen
3D-MSZ-Aggregaten fur 21 Tage im Inkubator bei 37 °C und 5% CO: kultiviert. Ein Wechsel
des chondrogenen Mediums erfolgte alle 48 h.

6.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Nachweis sowie die quantitative Evaluation der erfolgreichen Transgenexpression erfolgte
Uber die Bestimmung der Sekretionsspiegel der therapeutischen Proteine hTGF- und hiGF-I
mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) unter Verwendung entsprechender
Analyse-Sets (R&D Systems) [67]. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf einer Antigen-
Antikdrper-Reaktion im Rahmen einer spezifischen immunologischen Reaktion [13]. Hierzu ist
ein gegen das jeweilige nachzuweisende Antigen (hTGF-B bzw. hIGF-l) gerichteter,
gentechnisch hergestellter Antikdrper auf einer Mikrotitierplatte gebunden. Nach Zugabe der
zu untersuchenden Probe binden die darin enthaltenen Antigene spezifisch an die gegen sie
gerichteten Antikérper. AnschlieBend erfolgt die Zugabe eines zweiten Antikdrpers. Dieser
bindet ebenfalls an das nachzuweisende Antigen, jedoch an einer anderen Stelle. Zudem ist
der zweite Antikérper an ein Enzym gekoppelt. Bei den verwendeten Analyse-Sets (R&D
Systems) handelt es sich dabei um das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP, Horseraddish
Peroxidase). Nach Zugabe des geeigneten chromogenen Substrates Tetramethylbenzidin
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(TMB) bildet sich ein farbiges Reaktionsprodukt. Die Enzymaktivitat ist photometrisch
messebar. Sie ist direkt proportional zur Menge des gebundenen Antigens. Somit lasst sich
unter Zuhilfenahme der Kalibrierungskurve die Konzentration des gebundenen Antigens
berechnen (entsprechend den Herstellerangaben von R&D Systems).

Die quantitative Uberpriifung der Sekretion der therapeutischen Proteine hTGF-B und hIGF-|
durch die transduzierten Proben erfolgte im Rahmen des direkten viralen Gentransfermodells
zu vier festgesetzten Zeitpunkten an Tag 2, 7, 14 und 21 nach erfolgter Transduktion mit rAAV-
Vektoren. Im Rahmen des indirekten viralen Gentransfermodells fand ein quantitativer
Nachweis der Transgenexpression Uber die Ermittlung der Sekretion der therapeutischen
Proteine hTGF-g und hIGF-I nach Beendung der Kultivierungsperiode an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion mit rAAV-Vektoren statt. Hierzu wurde jeweils 24 h vor Uberpriifung der
Sekretionsspiegel der therapeutischen Proteine das chondrogene Medium der Kultursysteme
durch serumfreies DMEM ersetzt (humanes MSZ-Aggregat: 150 ul; humanes osteochondrales
Defektmodell: 600 pul). Nach 24-stindiger Inkubation bei 37 °C und 5% CO: wurden diese
Uberstiande entnommen und in sterile ReaktionsgefaBe iberfiihrt. AnschlieBend erfolgte die
quantitative Analyse mittels ELISA.

6.7.1 Durchfuhrung des hTGF-B-ELISA

Die Ermittlung der Sekretionsspiegel von hTGF-f erfolgte unter Verwendung des Quantikine
ELISA Human TGF-p1-Kits (R&D Systems) sowie nach dessen Instruktionen. Zunachst
wurden die benétigten Reagenzien und die Verdinnungsreihne gemalR Herstellerangaben
vorbereitet. Alle Lésungen und Puffer wurden auf RT vorgewarmt.

o  Wash Buffer: 500 ml als 1:4 Verdlnnung mit destilliertem Wasser

e Calibrator Diluent RD5-53: 80 ml als 1:4 Verdiinnung mit destilliertem Wasser

e hTGF-B1-Standard (2.000 pg/ml): Pulver in 2 ml Calibrator Diluent RD5-53 auflésen;
vor Ansetzen der Verdinnungsreihe mindestens 5 min (RT) inkubieren und grindlich
durchmischen

e Serielle Verdinnungsreihe: Unverdiinntes hTGF-B1-Standard stellte dabei die zu
verdinnende Ausgangskonzentration dar. Calibrator Diluent RD5-53 diente als
Nullstandard und Kontrolle. Die Verdinnung erfolge mit Calibrator Diluent RD5-53
(Abbildung 19).
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Abbildung 19. Serielle Verdiinnungsreihe zur Durchfiihrung des hTGF-B1-ELISA. TGF-B1 = transformierender
Wachstumsfaktor beta 1. Abbildung modifiziert nach den Herstellerinformationen von R&D Systems Quantikine
ELISAhTGF-B1.

AnschlieBend erfolgte die Vorbereitung der Proben zur Aktivierung des nachzuweisenden
Antigens hTGF-B. Hierzu wurden die Proben zuné&chst fir 2 min bei 2.000 U/min zentrifugiert,
sodass sich eventuell in der Probe befindliche Zellen am Boden absetzten. AnschlieBend
wurden 100 pl jeder Probe in neue ReaktionsgefaBe Uberflihrt. Dabei wurde auf eine geringe
Eintauchtiefe der Pipettenspitze geachtet werden, um keine am Boden befindlichen Zellen mit
in die zu untersuchende Probe aufzunehmen, welche den optimalen Ablauf des ELISA hétten
beeintrachtigen koénnen. Jeder Probe wurden 20 ul 1 N HCI zugegeben und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren sorgféltig durchmischt. Nach einer Inkubation von 10 min
(RT) wurde die angesauerte Probe durch Zugabe von 20 ul 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES
neutralisiert. Die aktivierten Proben wurden unmittelbar mittels ELISA geman nachfolgendem
Prozedere untersucht: Jeder Vertiefung der Mikrotitierplatte wurden 50 ul Assay Diluent
RD1-21 zugegeben. Danach erfolgte die Zugabe von 50 ul Standard, Kontrolle oder aktivierter
Probe sowie eine Inkubation fir 2 h (RT). Nach viermaligem Waschen jeder Vertiefung der
Mikrotitierplatte mit Wash Buffer unter Verwendung einer Mehrkanalpipette wurde jede
Vertiefung mit 100 ul TGF-£1 Conjugate beladen und erneut fir 2 h (RT) inkubiert. 15 min vor
Beendung der Inkubation wurde die Substratlésung durch Vermischen von Color Reagent A
und B im gleichen Volumenverhaltnis in einem mit Aluminiumfolie umwickelten
Zentrifugenréhrchen lichtgeschltzt vorbereitet. AnschlieBend erfolgte nach erneutem
viermaligem Waschen der Mikrotitierplatte eine Induktion der Peroxidasereaktion durch
Zugabe von 100 ul Substratlésung im abgedunkelten Raum. Nach einer Inkubation von 30 min
(RT) und unter lichtgeschitzten Bedingungen wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von
100 pl Stopplésung beendet. Unmittelbar danach wurde die optische Dichte jeder Vertiefung

bei einer Wellenldnge von 450 nm mittels GENios-Mikroplattenleser gemessen.
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6.7.2 Durchfuhrung des hlGF-I-ELISA

Die Ermittlung der Sekretionsspiegel von hlGF-1 erfolgte unter Verwendung des Quantikine
ELISA Human IGF-I-Kits (R&D Systems) sowie nach dessen Instruktionen. Zunachst wurden
die benétigten Reagenzien und die Verdiinnungsreihe geman Herstellerangaben vorbereitet.
Alle Lésungen und Puffer wurden auf RT vorgewéarmt.

e Wash Buffer: 500 ml als 1:4 Verdiinnung mit destilliertem Wasser

e Human IGF-I Standard (60 ng/ml): Pulver in 1 ml destilliertem Wasser auflésen; vor
Ansetzen der Verdinnungsreihe mindestens 15 min (RT) inkubieren und vermischen

e Serielle Verdinnungsreihe: Human IGF-I-Standard stellte dabei die zu verdinnende
Ausgangskonzentration dar. Calibrator Diluent RD5-22 diente als Nullstandard und
Kontrolle. Die Verdiinnung erfolgte mittels Calibrator Diluent RD5-22 (Abbildung 20).

40 pl L je 200l
% N
' 7 il ~ 7= ook 7/ 7 7
Humane IGF-I
Standardlésung

60 ng/ml 6 ng/mi 3 ng/mi 1,5ng/ml 0,75 ng/ml 0,375 ng/ml 0,188 ng/ml 0,094 ng/mli

Abbildung 20. Serielle Verdinnungsreihe zur Durchfihrung des hIGF-I-ELISA. IGF-I = insulinartiger
Wachstumsfaktor I. Abbildung modifiziert nach den Herstellerinformationen von R&D Systems Quantikine ELISA
hIGF-I.

AnschlieBend erfolgte die Vorbereitung der Proben, indem diese fir 2 min bei 2.000 U/min
zentrifugiert wurden und anschlieBend 100 ul jeder Probe in neue ReaktionsgeféBe Gberflhrt
wurden. Diese wurden schlieBlich mittels ELISA gemal folgendem Prozedere untersucht:
Jeder Vertiefung der Mikrotitierplatte wurden 50 pl Assay Diluent RD1-53 zugegeben. Danach
erfolgte die Zugabe von 50 ul Standard, Kontrolle oder Probe und eine Inkubation fiir 2 h bei
4 °C. Nach viermaligem Waschen der Vertiefungen der Mikrotitierplatte mit Wash Buffer wurde
jede Vertiefung mit 200 ul kaltem (4 °C) Human IGF-I Conjugate beladen und fir 1 h bei 4 °C
inkubiert. 15 min vor Beendung der Inkubation wurde Substratlésung durch Vermischen von
Color Reagent A und B im gleichen Volumenverhaltnis lichtgeschitzt vorbereitet.
AnschlieBend erfolgte nach erneutem viermaligem Waschen der Mikrotitierplatte eine

Induktion der Peroxidasereaktion durch Zugabe von 200 pul Substratldsung im abgedunkelten
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Raum. Nach lichtgeschltzter Inkubation von 30 min (RT) wurde die Enzymreaktion durch
Zugabe von 50 pl Stopplésung beendet. Unmittelbar danach wurde die optische Dichte jeder

Vertiefung bei einer Wellenlange von 450 nm mittels GENios-Mikroplattenleser gemessen.

6.8 Biochemische Analysen

Sowohl die humanen 3D-MSZ-Aggregate als auch die humanen osteochondralen
Defektmodelle wurden nach Beenden der Kultivierungsperiode von 21 Tagen biochemischen
Analysen unterzogen. Es erfolgte ein Dimethylmethylenblau-Test (DMMB-Test) zur Erfassung
des Proteoglykangehalts, ein Bicinochinsaure-Test (BCA-Test) zur Erfassung des
Gesamtproteingehalts sowie ein DNS-Test mittels Hoechst 33258 zur Erfassung des DNS-
Gehalts [67; 108; 109; 255; 321].

6.8.1 Papain-Verdau

FUr die Durchfihrung der biochemischen Analysen wurden die Proben zunachst einem
Papain-Verdau unterzogen, um die zu erfassenden Strukturen in Lésung zu bringen [67; 255;
252; 321]. Hier unterschied sich das Vorgehen fir die humanen 3D-MSZ-Aggregate von

demjenigen fur die osteochondralen Defektmodelle.

6.8.1.1 Humane 3D-MSZ-Aggregate

Die Papain-Stammldsung (25 mg/ml) wurde mit PBS-Puffer (pH 6,5) auf 125 pug/ml verdinnt.
Jeder Probe wurden 150 ul verdiinnte Papain-Lésung zugegeben. Die Ansatze wurden mittels
Vortex-Schuttler 1 min durchmischt und anschlieBend fir 1 h bei 65 °C im Warmeschrank
inkubiert. Wahrenddessen wurden die Proben alle 20 min flr jeweils 1 min mittels Vortex-
Schittler durchmischt. Das Zellaggregat wurde vollstédndig aufgeldst. Die Lésung wurde fir

die folgenden biochemischen Analysen verwendet.

6.8.1.2 Humane osteochondrale Defektmodelle

Die Papain-Stammldsung (25 mg/ml) wurde mit PBS-Puffer (pH 6,5) auf 500 pug/ml verdinnt.
Die humanen osteochondralen Defektmodelle wurden in einer Petrischale mittels einer
Skalpellklinge zerkleinert und in ReaktionsgefaBe Uberfihrt. Jeder Probe wurden 300 pl
verdiinnte Papain-Lésung zugegeben. Die Ansdtze wurden mittels Vortex-Schittler 5 min
durchmischt und anschlieBend fir 72 h bei 65 °C im Warmeschrank inkubiert. Wahrenddessen
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wurden die Proben mehrmals flr einige Minuten mittels Vortex-Schittler durchmischt. Der
Uberstand wurde fir die folgenden biochemischen Analysen verwendet.

6.8.2 Proteoglykan-Bestimmung mittels DMMB-Test

Der DMMB-Test (Dimethylmethylenblau-Test) wurde zur quantitativen Erfassung des
extrazellularen Proteoglykangehalts der jeweiligen Kultursysteme gemafB Standardprotokoll
durchgefiihrt [67; 255; 321]. Eine gleichzeitige Bestimmung des Gesamtproteingehalts mittels
des BCA-Tests (Kapitel 6.8.3) ermdéglichte eine noch prazisere Evaluation des
Proteoglykangehalts eines Kultursystems, indem der Anteil von Proteoglykanen am
Gesamtproteingehalt erfasst wurde. DMMB bindet Proteoglykane und Chondroitinsulfat bei
ebenfalls vergleichbarer photometrischer Detektion [102]. Basierend auf dieser Tatsache
wurde eine Standardreihe A-F mit bekannten Konzentrationen an Chondroitinsulfat in
Doppelbestimmung angelegt (Tabelle 9). Hierzu wurden zundchst die drei bendtigten
Lésungen A, B und C vorbereitet. Zur Herstellung von Lésung A wurden 0,05¢g
D-Cysteinhydrochloridmonohydrat eingewogen und in 30 ml PBE-Puffer mittels Vortex-
Schittler aufgeldst. Fir Lésung B wurden 0,053 g Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz in 1 ml
Lésung A mittels Vortex-Schittler aufgelést. Lésung C wurde fir das Anlegen der
Standardreihe verwendet und bestand aus 24,95 ml Lésung A und 0,05 ml Lésung B. In einer
transparenten Mikrotitierplatte mit 96 Vertiefungen wurde zunédchst die Standardreihe
angelegt. Von den papainverdauten Proben wurden jeweils 20 ul pro Vertiefung vorgelegt und
anschlieBend 20 ul Lésung A hinzugeflgt. Jeder Vertiefung (Standard und Probe) wurden
250 ul DMMB-Lésung appliziert. Unmittelbar daran anschlieBend erfolgte die Messung der
Absorption bei einer Wellenlange von 530 nm mittels GENios-Mikroplattenleser. Auf
Grundlage der Standardreihe wurde eine Kalibrierungsgerade erstellt und anhand derer die
Konzentration des Proteoglykangehalts jeder untersuchten Probe berechnet.

Tabelle 9. Schema zur Herstellung der Standardkurve fiir den DMMB-Test.

Standard Lésung A [ul] Lésung C [ul] Chondroitinsulfat-
Konzentration [pg/ml]

A 0 40 100

B 10 30 80

C 20 20 60

D 30 10 40

E 35 5 20

F 40 0 0
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6.8.3 Gesamtprotein-Bestimmung mittels BCA-Test

Der BCA-Test (Bicinochinsdure-Tests) wurde zur quantitativen Erfassung des
Gesamtproteingehalts der jeweiligen viralen Gentransfersysteme durchgefiihrt [251]. Die
Durchfiihrung dieses Tests erfolgte unter Verwendung des Pierce™ BCA Protein Assay-Kits
(Thermo Fisher Scientific) sowie nach dessen Instruktionen. Der BCA-Test basiert auf der
Reduktion von Cu?* zu Cu* durch Komplexbildung mit Proteinen in alkalischem Milieu; die
Konzentration des Gesamtproteins ist dabei direkt proportional zur Menge des reduzierten
Kupfers [141]. Zun&chst wurde das bendtigte Working Reagent aus einer 50:1-Mischung aus
BCA Reagent A und B hergestellt. In einer transparenten Mikrotitierplatte mit 96 Vertiefungen
wurde eine Standardreihe bekannter BCA-Konzentrationen in Doppelbestimmung angelegt
(Tabelle 10). Von den papainverdauten Proben wurden jeweils 5 ul pro Vertiefung vorgelegt
und 20 pl destilliertes Wasser hinzugefligt. AnschlieBend wurden 200 ul Working Reagent
appliziert. Nach einer Inkubation fir 30 min bei 37 °C und 5% CO: erfolgte die Messung der
Absorption bei einer Wellenldange von 530 nm mittels GENios-Mikroplattenleser. Auf
Grundlage der Standardreihe wurde eine Kalibrierungsgerade erstellt und anhand derer die
Konzentration des Gesamtproteingehalts jeder untersuchten Probe berechnet.

Tabelle 10. Schema zur Herstellung der Standardkurve fiir den BCA-Test.

Standard H20 [wl] BSA [ul] BSA-Konzentration [pug/ml]
A 0 75,0 (Stammldsung) 2.000

B 31,3 93,8 (Stammlésung) 1.500

C 81,3 81,3 (Stammlésung) 1.000

D 43,8 43,8 (von B) 750

E 81,3 81,3 (von C) 500

F 81,3 81,3 (von E) 250

G 81,3 81,3 (von F) 125

H 100 25,0 (von G) 25

I 100 0 0

6.8.4 DNS-Bestimmung mittels Hoechst 33258-Test

Der DNS-Test (Hoechst 33258-Test) wurde zur quantitativen Bestimmung des DNS-Gehalts
der jeweiligen viralen Gentransfersysteme durchgefiihrt [67; 321]. Der DNS-Test basiert auf
einer Fluoreszenzmessung zur Detektion von doppelstrangiger DNS. Der Bisbenzimidazol-
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 interkaliert in die DNS. In einer schwarzen
Mikrotitierplatte mit 96 Vertiefungen wurde eine Standardreihe bekannter DNS-
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Konzentrationen in Doppelbestimmung angelegt (Tabelle 11). Entsprechende Verdinnungen
wurden mit einer kommerziell erwerblichen Standard-DNS (10 pg/ml) und TNE-Puffer (pH 7,4)
hergestellt. Von den papainverdauten Proben wurden jeweils 10 ul pro Vertiefung vorgelegt
und anschlieBend 90 ul TNE-Puffer hinzugefligt. Hoechst 33258-Stammlésung (1 mg/ml H20)
wurde in einem Zentrifugenréhrchen lichtgeschitzt im Verhaltnis 1:500 mit TNE-Puffer
verdinnt. Jeder Vertiefung (Standard und Probe) wurden im abgedunkelten Raum 100 pl
Hoechst 33258 appliziert. Hierbei handelt es sich um eine zeitabhdngige Reaktion.
AnschlieBend erfolgte bei einer Exzitationswellenlange von 360 nm die Detektion der
Emissionen einer Wellenldnge von 450 nm. Auf Grundlage der Standardreihe wurde eine
Kalibrierungsgerade erstellt und anhand derer die Konzentration des DNS-Gehalts jeder
untersuchten Probe berechnet.

Tabelle 11. Schema zur Herstellung der Standardkurve fiir den Hoechst 33258-Test.

Standard DNS-Standard [pl] TNE-Puffer [ul] DNS-Gehalt [ng]
A 0 100 0

B 5 95 50

C 10 90 100

D 20 80 200

E 50 50 500

F 90 10 900

6.9 Histologische und immunhistochemische Analysen

6.9.1 Aufarbeitung der humanen 3D-MSZ-Aggregate

Nach Beendung der Kultivierungsperiode von 21 Tagen wurden die humanen MSZ-Aggregate
gemaB nachfolgendem Standardprotokoll fir die Durchfiihrung histologischer und
immunhistochemischer Untersuchungen vobereitet [108; 109; 301]: Diese wurden zuné&chst
mit 500 ul PBS gewaschen, in 500 pl Formalinlésung (4%) fir 1 h (RT) fixiert und zwei Mal mit
jeweils 500 ul PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die humanen MSZ-Aggregate in einer
Alkoholreihe mit aufsteigenden Ethanolverdinnungen entwéassert (70%, 80%, 2 x 95%,
2 x 100%; jeweils 1 h), zwei Mal fur jeweils 30 min in Xylol gegeben und fir 1 h in einem 1:1-
Gemisch aus Xylol und Paraffin bei 62 °C inkubiert. Es folgte eine Inkubation tber 24 h bei
62 °C in reinem Paraffin. Die fir 24 h in reinem Paraffin inkubierten Proben wurden am
Folgetag nacheinander in mit flissigem Paraffin gefilliten Metallkassetten eingebettet und fur
1 h zum AbkUhlen und Ausharten auf einer Eisplatte gelagert. Die eingebetteten Proben
wurden bis zum Schneiden bei -20 °C aufbewahrt. Dies flihrte zu einer festeren Aushértung

66



Methoden

des Paraffins und sorgte fir ein qualitativ besseres Ergebnis der angefertigten Schnitte mittels
Rotationsmikrotom. Es wurden von allen Proben Schnitte mit einer Dicke von 3 um hergestellt.
Diese wurden mit einem Pinsel vom Messer abgenommen, unmittelbar danach in ein warmes
Wasserbad (24 °C) Gberfihrt und anschlieBend ebenmaBig auf Objekttrager aufgezogen.
Diese wurden zur Aushéartung zunachst fir 1 h auf einer Warmeplatte bei 42 °C und
anschlieBend fir 24 h im Warmeschrank bei 62 °C gelagert. Zur histologischen Auswertung
wurden die Schnitte aus der Mitte der humanen MSZ-Aggregat-Proben verwendet.

6.9.2 Aufarbeitung der humanen osteochondralen Defektmodelle

Nach Beendung der Kultivierungsperiode von 21 Tagen wurden die humanen osteochondralen
Defektmodelle zunachst analog zu den humanen MSZ-Aggregaten mit 500 ul PBS
gewaschen, in 500 ul Formalinlésung (4%) fur 1 h (RT) fixiert und zwei Mal mit jeweils 500 pl
PBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Proben durch Zugabe einer Entkalkungs-
Lésung aus Natriumcitrat, Ameisensdure und Wasser flr insgesamt zwei Wochen entkalkt.
Die Entkalkungs-Lésung wurde nach einer Woche gewechselt und es wurde stets darauf
geachtet, dass die humanen osteochondralen Defekimodelle zu jeder Zeit vollstandig mit
Entkalkungslésung bedeckt waren. Um beim Schneiden der Proben eine streng in der
Frontalebene verlaufende Schnittflhrung zu gewéhrleisten, wurden die zylindrischen
osteochondralen Defektmodelle nach erfolgter Entkalkung in einem Abstand von 1 mm zum
osteochondralen Defekt streng parallel zum senkrecht verlaufenden Defektkanal mittels einer
Skalpellklinge geschnitten (Abbildung 21). AnschlieBend wurden die humanen
osteochondralen Defektmodelle analog zum Vorgehen im Rahmen der Aufarbeitung der
humanen 3D-MSZ-Aggregate (Kapitel 6.9.1) einer aufsteigenden Alkoholreihe zugeflhrt, in
Xylol sowie in ein Gemisch aus Xylol und Paraffin gegeben und fir 24 h bei 62 °C in reinem
Paraffin inkubiert [255].

an e

Abbildung 21. Aufarbeitung humaner osteochondraler Defektmodelle flr histologische und immunhistochemische
Analysen. Die humanen osteochondralen Defektmodelle wurden in einem Abstand von 1 mm zum osteochondralen
Defekt mit einer Klinge parallel zum senkrecht verlaufenden Defektkanal geschnitten. AnschlieBend wurden die
Explantate mit implantiertem rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregat mit der Schnittflache nach unten
in die Metallkassette gesetzt und in Paraffin eingebettet. Dies gewahrleistete beim Schneiden der Proben eine
streng in der Frontalebene verlaufende und zum Defektkanal parallele Schnittfihrung.
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Das Einbetten und Schneiden der humanen osteochondralen Defektmodelle erfolgte ebenfalls
analog zum Vorgehen im Rahmen der Aufarbeitung der humanen MSZ-Aggregate
(Kapitel 6.9.1). Es wurde beim Einbetten der Proben jeodch strikt darauf geachtet, diese mit
der Schnittflache nach unten in die mit flissigem Paraffin befillten Metallkassetten zu
platzieren. Dies gewahrleistete die streng in der Frontalebene verlaufende und zum
Defektkanal parallele Schnittfihrung der osteochondralen Defektmodelle. Hierdurch wurde
eine vollstindige Darstellung des osteochondralen Defekts und des perifokalen
Knorpelgewebes in den histologischen Schnitten sichergestellt. Es wurden von allen Proben
Schnitte mit einer Dicke von 10 um hergestellt. Zur histologischen Auswertung wurden die
Schnitte aus der Mitte der osteochondralen Defektmodell-Proben verwendet.

6.9.3 Histologische Farbungen

6.9.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (H&E)-Farbung wurde zur Darstellung und histologischen Bestimmung
der Zelldichte in den humanen MSZ-Aggregaten sowie in den humanen osteochondralen
Defektmodellen nach etabliertem Standardprotokoll durchgefiihrt [67; 321]. Hamatoxylin ist ein
regressiver, natdrlich vorkommender Farbstoff, der nach Oxidation zu Hamatein mit
Aluminium-lonen positiv geladene Komplexe bildet und als H&malaun im sauren Milieu
basophile Strukturen (z. B. DNS des Zellkernchromatins) blau féarbt [56]. Eosin ist ein
synthetischer, negativ geladener Farbstoff, der in der Gegenfarbung azidophile Strukturen
(z. B. Proteine des Zytoplasmas, Kollagene) rot farbt [56]. Zunachst wurden die histologischen
Schnitte zum Entparaffinieren zwei Mal fir jeweils 5 min in Xylol gegeben und zur
Rehydrierung einer Alkoholreine mit absteigenden Ethanol-Verdinnungen zugefuhrt
(2x100%, 2x95%, 80%, jeweils 2,5min). AnschlieBend wurden die Schnitte mit
Leitungswasser gewaschen, fir 10 min in Hamatoxylin-Lésung nach Harris gefarbt und die
Uberschissige Farbelbésung durch dreimaliges Waschen mit Leitungswasser entfernt. Nach
Differenzierung durch kurzes Eintauchen in HCI-Lésung (2%, fir 2 s) wurden die Schnitte in
60 °C warmem Leitungswasser geblaut, erneut mit Hamatoxylin-Lésung nach Harris fir
2,5 min gefarbt und drei Mal mit Leitungswasser gewaschen. Die Schnitte wurden zur
Gegenfarbung fir 1,5 min einer Eosin-Lésung zugefthrt, mit Leitungswasser gewaschen und
zur Fixierung und Entwasserung einer Alkoholreihe mit aufsteigenden Ethanol-Verdinnungen
(2 x 80%, 2 x 95%, 2 x 100%, jeweils 2,5 min) zugeflhrt sowie in Xylol gebadet. AnschlieBend
wurden die gefarbten Proben auf den Objekttragern unter Verwendung eines Einschlussmittels
unter einem Deckglas eingedeckt und diese Uber Nacht ausgetrocknet.
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Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX45) bei 10- und 20-
facher VergréBBerung beurteilt. Hierzu erfolgte mittels Zellzahlung die Angabe der Zelldichte
(Zellen/mm?).

6.9.3.2 Toluidinblau-Farbung

Die Toluidinblau-Farbung wurde zur Detektion der durch die humanen MSZ-Aggregate
produzierten Proteoglykane durchgefiihrt [67; 321]. Toluidinblau ist ein basischer Thiazin-
Farbstoff, der sich an die negativ geladenen Proteoglykane anlagert und diese blau anfarbt
[25]. Zun&chst wurden die histologischen Schnitte, wie in Kapitel 6.9.3.1 beschrieben,
entparaffiniert und rehydriert, anschlieBend unter Zugabe von 500 pul Toluidinblau-Lésung fr
20 min  unter Inkubation in einer Nasskammer (RT) entsprechend etabliertem
Standardprotokoll gefarbt. Die gefarbten Schnitte wurden nach dreimaligem Waschen in
Leitungswasser analog zum dem in Kapitel 6.9.3.1 beschriebenen Prozedere fixiert, dehydriert
und unter Deckglédsern eingedeckt, jedoch wurden die einzelnen Verdinnungen der

aufsteigenden Ethanolreihe jeweils nur flr 1 min durchlaufen.

Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX45) bei 10- und 20-
facher VergroBerung beurteilt. Hierzu erfolgte unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern (Kapitel 6.9.5) eine semiquantitative Analyse der Blaufarbung
in Bezug auf Intensitat und GleichméBigkeit.

6.9.3.3 Safranin-O-Farbung

Die Safranin-O (Orange)-Farbung wurde zur Darstellung des Knorpels sowie des entkalkten
subchondralen Knoches durchgefiihrt und diente der Detektion der durch die osteochondralen
Defektmodelle produzierten Proteoglykane [256]. Subchondraler Knochen, Zytoplasma und
Kollagen wurden mittels Echtgrin-Lésung grin geférbt. Zellkerne wurden mittels Hamatoxylin
nach Weigert dunkel dargestellt. Durch Gegenfarbung mittels Safranin-O, einem basischen
Azin-Farbstoff, der sich an negativ geladene Proteoglykane anlagert, wurden diese rot
angefarbt; die Intensitat der Rotfarbung verhélt sich dabei direkt proportional zum jeweiligen
Proteoglykangehalt [48] und wurde somit als semiquantitative Methode zur Evaluation des
Proteoglykangehalts der osteochondralen Defektmodelle angewandt. Zun&chst wurden die
histologischen Schnitte, wie in Kapitel 6.9.3.1 beschrieben, entparaffiniert und rehydriert.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit Leitungswasser gewaschen, fir 10 min in Hamatoxylin-
Lésung nach Weigert gefarbt und die Gberschiissige Farbelésung durch dreimaliges Waschen
mit Leitungswasser entfernt. Nach Farbung der Schnitte fir 4 min in Echtgrin-Lésung und
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dreimaligem kurzen Eintauchen in Essigsaure erfolgte eine Gegenfarbung mit Safranin-O-
Lésung fir 12 min. Uberschiissige Farbeldsung wurde durch Waschen mit Leitungswasser
entfernt und die gefarbten Proben, wie in Kapitel 6.9.3.1 beschrieben, fixiert, entwassert und
unter Deckglasern eingedecki.

Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX45) bei 10- und 20-
facher VergréBerung beurteilt. Hierzu erfolgte unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern (Kapitel 6.9.5) eine semiquantitative Analyse der Rotfarbung in
Bezug auf Intensitat und GleichmaBigkeit.

6.9.3.4 Alizarin-Rot-Farbung

Die Alizarin-Rot-Farbung wurde zur Detektion des durch die humanen MSZ-Aggregate
produzierten Calciumphosphats durchgefihrt [67; 321]. Dieses wird im Rahmen hypertropher
Differenzierungsprozesse gebildet und resultiert in einer zunehmenden Mineralisierung der
EZM [121]. Zunachst wurden die histologischen Schnitte, wie in Kapitel 6.9.3.1 beschrieben,
entparaffiniert und rehydriert. Nach Waschen der Schnitte in Leitungswasser wurden diese far
2 min mit Alizarin-Rot-Lésung geféarbt, fir 10 s in destilliertem Wasser gewaschen und fir 15 s
in Ethanol und HCI differenziert. Zur Fixierung und Entwéasserung wurden die Schnitte zwei
Mal far jeweils 2,5 min in 100% Ethanol sowie zwei Mal fir jeweils 5 min in Xylol Gberfihrt und
anschlieBend unter Deckglasern eingedeckt, wie in Kapitel 6.9.3.1 beschrieben.

Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX45) bei 10- und 20-
facher VergréBerung beurteilt. Hierzu erfolgte unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern (Kapitel 6.9.5) eine semiquantitative Analyse der Rotfarbung in
Bezug auf Intensitat und GleichmaBigkeit.

6.9.4 Immunhistochemische Farbungen

Immunhistochemische Untersuchungen wurden zur Detektion folgender von den jeweiligen
viralen Gentransfermodellen produzierten Antigene durchgefuhrt: hTGF-B, hIGF-I sowie
Kollagen Typ-I, -1l und -X. Diese dienten der Untersuchung der Transgenexpression (hTGF-f
und hIGF-l) sowie der Evaluation chondrogener (Typ-llI-Kollagen), osteogener (Typ-I-
Kollagen) und hypertropher (Typ-X-Kollagen) Differenzierungsprozesse in den jeweiligen
viralen Gentransfermodellen [67]. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf einer Antigen-
Antikdrper-Reaktion im Rahmen einer spezifischen immunologischen Reaktion unter
Anwendung der Biotin-Avidin-Methode [36; 67; 255; 321]. Zunachst bindet ein primérer
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Antikdrper spezifisch an das jeweilige korrespondierende und nachzuweisende Antigen [36].
Ein biotinylierter sekundarer Antikdrper bindet an den priméren Antikdrper [36]. Das
Glykoprotein Avidin, welches mit einer Peroxidase gekoppelt ist, bindet mit hoher Affinitat an
das Biotin des sekundéaren Antikérpers [36]. Die Zugabe von 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) flhrt
zur Oxidation der an Avidin gekoppelten Peroxidase und resultiert schlieBlich in einer
Braunférbung [36]. Die Intensitédt der Braunfarbung reflektiert den Gehalt der jeweiligen
untersuchten Antigene [67; 255]. Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten geman
nachfolgendem Protokoll sowie unter Anwendung des Vectastain ABC-Peroxidase-Kits und
des DAB-Substrat-Kits fir Peroxidase (Vector Laboratories):

Zunachst wurden die Schnitte, wie in Kapitel 6.9.3.1 beschrieben, entparaffiniert, rehydriert
und mit Leitungswasser gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte fir 30 min (RT) in
einer Wasserstoff-Peroxid-Verdinnung (0,3%) inkubiert, zwei Mal in PBS fiir jeweils 5 min
gewaschen und zur Andauung fir 10 min in Trypsin-Lésung (0,1%) bei 37 °C und 5% CO:
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die Schnitte fir 30 min in
Blockierungspuffer (200 ml PBS und 6 ml BSA, 7,5%) inkubiert. AnschlieBend wurden die
Schnitte in eine Nasskammer Uberfihrt und der jeweilige priméare Antikdrper in entsprechender
Verdinnung mit Blockierungspuffer (Tabelle 12) direkt auf die Proben aufgetragen. Hierbei
verhinderte ein Umranden der Proben mittels eines Fettstifts ein AbflieBen der Antikdrper-
Lésung. Die Schnitte der humanen MSZ-Aggregate wurden fir 24 h bei 4 °C inkubiert, die der
humanen osteochondralen Defektmodelle fir 1 h (RT). Alle Ubrigen Schritte unterschieden
sich nicht flr die einzelnen viralen Gentransfermodelle. Nach Beendung der Inkubation wurde
Uberschissige Antikdrper-Losung durch zweimaliges Waschen der Schnitte in PBS entfernt.
AnschlieBend wurde der korrespondierende biotinylierte sekundare Antikérper in
entsprechender Verdinnung mit PBS (Tabelle 12) auf die jeweiligen Proben gegeben und
diese fir 1 h (RT) inkubiert. Nach Inkubation und dreimaligem Waschen der Schnitte fiir jeweils
5min in PBS wurde Avidin-Biotin-Peroxidase-Reagenz (ABC-Reagenz) auf die Proben
gegeben, diese fir 30 min (RT) inkubiert, erneut drei Mal flr jeweils 5 min mit PBS gewaschen
und fir 7 min (RT) in DAB-L6sung inkubiert. Die gefarbten Schnitte wurden nach dreimaligem
Waschen in PBS fir jeweils 5 min und einmaligem Waschen in Leitungswasser flr 1 min
analog zu dem in Kapitel 6.9.3.1 beschriebenen Prozedere fixiert, dehydriert und unter
Deckglasern eingedeckt.

Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX45) bei 10- und 20-
facher VergréBerung beurteilt. Die Evaluation der Transgenexpression (hTGF-B und hiGF-1)
erfolgte mittels Bestimmung des Anteils positiver immunreaktiver Zellen (braun gefarbte

Zellen) im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl in Prozent. Zur Evaluation der Immunreaktivitat far
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Typ-I-, -ll- und -X-Kollagen erfolgte unter Anwendung des modifizierten Bewertungssystems
aus Bern (Kapitel 6.9.5) eine semiquantitative Analyse der Braunfarbung in Bezug auf
Intensitat und GleichmaBigkeit.

Tabelle 12. Verwendete Antikdrperldsungen und entsprechende Verdinnungen fir immunhistochemische
Analysen.

Antigen Primérer Antikérper (Spezies) Verdiinnung
(primérer Antikérper: Blockierungspuffer)
hTGF-B Anti-TGF-B (Kaninchen) 1:50
hIGF-I1 Anti-IGF-1 (Ziege) 1:25
Typ-I-Kollagen Anti-Typ-I-Kollagen (Maus) 1:200
Typ-1I-Kollagen Anti-Typ-lI-Kollagen (Maus) unverdinnt
Typ-X-Kollagen Anti-Typ-X-Kollagen (Maus) humane 3D-MSZ-Aggregate: 1:200
humane osteochondrale Defektmodelle: 1:100
Sekundarer Antikorper Verdiinnung
(sekundarer Antikorper: PBS)
Anti-Kaninchen IgG 1:200
Anti-Maus 1gG 1:200
Anti-Ziege IgG 1:200

6.9.5 Modifiziertes Bewertungssystem aus Bern

Die Beurteilung der histologischen und immunhistochemischen Farbungen erfolgte anhand
des modifizierten Bewertungssystems aus Bern [252], welches urspriinglich von Grogan et al.
entwickelt wurde [129]. Hierbei handelt es sich um ein semiquantitatives histologisches bzw.
immunhistochemisches Bewertungssystem, basierend auf den Parametern ,Intensitat” und
,GleichmaBigkeit* der jeweiligen Farbung (Tabelle 13). Die Hoéhe des errechneten
Punktewerts nach dem modifizierten Bewertungssystem aus Bern reflektiert dabei das
AusmaB der Transgenexpression (hTGF- und hIGF-l) sowie der histologisch und
immunhistochemisch untersuchten Indikatoren der chondrogenen (Proteoglykangehalt,
Typ-llI-Kollagendichte), osteogenen (Typ-I-Kollagendichte) und hypertrophen (EZM-
Mineralisierung, Typ-X-Kollagendichte) Differenzierungsprozesse [252].

Je hoéher der errechnete Punktewert, desto starker ausgepragt ist die entsprechende
Expression des jeweils untersuchten Parameters [252]. Zur Ermittlung des Punktewertes nach
dem modifizierten Bewertungssystem aus Bern wurden mindestens vier Bereiche gleicher
GroBe einer Probe in 10- und 20-facher VergréBerung unter dem Lichtmikroskop (Olympus
BX45) gemal den Angaben aus Tabelle 13 beurteilt, anschlieBend wurde der Mittelwert
gebildet.
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Tabelle 13. Modifiziertes Bewertungssystem aus Bern.

GleichmaBigkeit und Intensitét der Féarbung Punkte

Keine Farbung 0
Heterogene und/oder schwache Farbung
Homogene und/oder moderate Farbung
Homogene und/oder starke Farbung

A W N =

Intensive Farbung

Semiquantitatives Bewertungssystem zur histologischen und immunhistochemischen Analyse der rAAV-basiert
transduzierten Proben [252].

6.9.6 Real-time RT-PCR-Analysen

Zur Verifikation und relativen Quantifizierung der Expression bestimmter Gene, welche das
Ausmal der chondrogenen, osteogenen und hypertrophen Differenzierungsprozesse in den
untersuchten Kultursystemen reflektieren, erfolgte die Durchfihrung von Real-time RT-PCR-
Analysen. Folgende Gene wurden auf ihre Expression Gberprift: SOX9, Typ-ll-Kollagen
(COL2AT), Aggrekan (ACAN), Typ-I-Kollagen (COL1AT), Typ-X-Kollagen (COL10AT1), und
Matrix-Metalloproteinase 13 (MMP-13). Hierzu wurde zun&chst die RNS isoliert, in cDNS
umgeschrieben und diese anschlieBend mittels Real-time RT-PCR amplifiziert.

6.9.7 RNS-Isolation

Hierzu wurde nach Beendung der Kultivierungsperiode von 21 Tagen zundchst die RNS der
humanen MSZ-Aggregate und der humanen osteochondralen Defektmodelle unter
Verwendung des RNeasy Protect Mini-Kits (Quiagen) sowie nach dessen Instruktionen
extrahiert. Dies erfolgte geman Herstellerangaben auf der Grundlage, dass RNS mit einer
Lange von mindestens 200 Basenpaaren selektiv an eine Silicamembran (synthetisches SiO»)
mit einer Bindungskapaziat von insgesamt 100 ng RNS bindet. Die Extraktion der RNS erfolgte
fir die humanen MSZ-Aggregate und die humanen osteochondralen Defektmodelle nach dem
gleichen Prozedere, jedoch wurden fiir die RNS-Isolation der osteochondralen Defektmodelle,
wenn angegeben, abweichende Mengen entsprechender Lésungen oder Puffer verwendet.
Zudem wurde nur der mittels einer Klinge vom subchondralen Knochen abgetragene Knorpel

einschlieBlich des implantierten Zellaggregats der RNS-Isolation unterzogen.

Die Proben wurden zunachst mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde jede Probe durch
Zugabe von 300 pl (humane osteochondrale Defektmodelle: 600 pnl) guanidino-cyanathaltigen

RLT-Lysierungspuffers + p-Mercaptoethanol (1 ul B-Mercaptoethanol/1 ml RLT-Puffer) lysiert
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und homogenisiert. Hierzu wurden die Proben mittels Vortex-Schittler fir 2 min durchmischt,
fir 15 min in ein Ultraschallbad Gberfihrt und fir 3 min bei 1.330 U/min (25 °C) zentrifugiert.
B-Mercaptoethanol bewirkte eine Inaktivierung der RNAsen und gewahrleistete somit eine
Extraktion intakter RNS. Der Uberstand wurde in DNAse-freie ReaktionsgefaBe Uberfiihrt,
300 pul (humane osteochondrale Defektmodelle: 600 ul) Ethanol (70%) zugegeben und durch
Pipettieren sorgfaltig durchmischt. Dies schaffte optimale Bedingungen fir eine nahezu
unbeeintrachtigte Bindung der RNS an die Silicamembran, da alkohollésliche Substanzen in
Lésung gingen. Der gesamte Inhalt der DNAse-freien ReaktionsgefaBe wurde auf RNeasy-
Mini-Spin-Saulen mit silicahaltiger Membran Gberfahrt, fir 1,5 min bei Hochgeschwindigkeit
(25 °C) zentrifugiert und der Durchfluss entsorgt.

Jede Probe wurde unter Zugabe von 70 ul RDD-Puffer + 10 ul DNAse (RT) inkubiert, um eine
fortwahrende Bindung der RNS an die S&ulen sicherzustellen. Zum Waschen der an die
silicahaltigen Saulen gebundenen RNS wurde jeder Probe 700 ul RW1-Puffer zugegeben, far
1,5 min bei Hochgeschwindigkeit (25 °C) zentrifugiert und der Durchfluss entsorgt. Dieser
Waschschritt wurde zwei Mal mit 500 ul RPE-Puffer wiederholt. AnschlieBend wurden die Filter
auf neue ReaktionsgefaBe (Eppendorf Biopur®) tberfiihrt, fir 2 min (RT) zum Austrocknen
inkubiert und die Filter wiederholt auf neue ReaktionsgefaBRe (Eppendorf Biopur®) tberfiihrt.
Zur Elution der membrangebundenen RNS wurden auf jeden Filter 40 ul RNAse freies Wasser
gegeben, diese fur 1 min (RT) inkubiert und fir 2 min bei Hochgeschwindigkeit (25 °C)
zentrifugiert. Die isolierte RNS wurde bei -80 °C gelagert.

6.9.8 Reverse Transkription

Die reverse Transkription der isolierten RNS zur nachfolgenden Amplifikation mittels PCR
erfolgte unter Verwendung des First Strand cDNA Synthesis-Kits - aviares Myeloblastis Virus -
(Roche Applied Science) sowie nach dessen Instruktionen. Im Rahmen der reversen
Transkription wird die RNS in ihre cDNS umgeschrieben. Diese Reaktion wird durch das
Enzym reverse Transkriptase katalysiert. Dieses synthetisiert zundchst aufgrund seiner
Aktivitat als RNS-abhéngige DNS-Polymerase einen zum RNS-Template hybriden cDNS-
Strang [14]. Aufgrund seiner Aktivitdt als Ribonuklease H baut es anschlieBend die in
DNS/RNS-Hybridstrangen vorliegende RNS ab, sodass nur noch einzelstrangige cDNS
vorliegt [14]. FUr die reverse Transkription wurde zunachst der Mastermix hergestellt. Dieser
enthielt, mit Ausnahme der Template-RNS, alle fir die Reaktion benétigten Reagenzien. Alle
bendtigten Reagenzien wurden auf Eis angesetzt und gelagert. Fir die Herstellung des
Mastermix wurden pro Probe 2 ul AMV Reaction Buffer (2-fach), 4 ul MgCl> (2,5 mM),
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2 ul Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix (dTNP-Mix), 2 ul Random Primer-Mix (60 uM),
1 ul RNAse Inhibitor und 0,8 ul AMV Reverse Transcription-Enzyme Mix (10-fach) in ein
Reaktionsgefa3 Oberfihrt. Es wurden 11,8 ul Mastermix und 8,2 ul der jeweils
umzuschreibenden RNS in PCR-Tubes Uberfuhrt und fir 10 min bei 25 °C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte zur Synthese der cDNS eine Inkubation der Proben fir 1 h bei 42 °C.
Durch anschlieBendes Erhitzen der Proben fir 5 min auf 99 °C wurde die reverse Transkription
beendet und die Proben fir 5 min bei 4 °C abgekiihlt.

6.9.9 Ablauf der Real-time RT-PCR

Zur Amplifikation der cDNS erfolgte die Durchfuhrung einer SYBR Green Real-time RT-PCR
(Stratagene, Agilent Technologies). Hierbei wurde die Reaktion in Echtzeit Gberwacht und der
Zeitpunkt der erstmaligen Detektion der jeweiligen amplifizierten und zu erfassenden
Gensequenz als Grundlage fir dessen weitere Quantifizierung festgelegt. Die Detektion der
Gensequenzen erfolgte dabei mittels SYBR Green, einem Fluoreszenzfarbstoff, der sich mit
hoher Affinitat der kleinen Furche doppelstrangiger DNS anlagert [10].

Zur Durchfihrung der Real-time RT-PCR wurde zuné&chst die Reaktionslésung hergestellt
(Tabelle 14). Diese enthielt, mit Ausnahme der cDNS, alle fir die Reaktion benétigten
Reagenzien. Alle benétigten Reagenzien wurden auf Eis angesetzt und gelagert. Jeder PCR-
Ansatz bestand aus einem Gesamt-Reaktionsvolumen von 50 ul und setzte sich wie folgt
zusammen: 2 ul cDNS, 25 ul SYBR Green Mastermix (2-fach), 150 nM forward Primer,
150 nM reverse Primer sowie nukleasefreies PCR-Wasser ad 50 pl. Hierzu wurden, mit
Ausnahme der cDNS, alle Reagenzien in ein Reaktionsgefa3 GberfUhrt und grindlich
durchmischt. In die Vertiefungen einer auf Eis gelagerten PCR-Mikrotitierplatte mit 96
Vertiefungen wurden jeweils 2 ul cDNS und anschlieBend 48 ul der vorbereiteten
Reaktionsldsung Uberfihrt und vorsichtig durchmischt. Dies erfolgte streng unter Vermeidung
einer Blasenbildung, da dies eine Beeintrachtigung der Fluoreszenz bewirkt hatte. Es erfolgte
eine Kontrolle mit jeweils 2 ul Wasser sowie mit nicht-revers transkribierter mRNS. Die
Durchfihrung der Real-time PCR erfolgte unter Anwendung eines quantitativen PCR (QPCR)-
Instruments gemaB nachfolgendem Ablauf: Zur Denaturierung der Proben und um eine
maximale Aktivierung der DNS-Polymerase zu gewabhrleisten, erfolgte eine initiale Inkubation
fr 10 min bei 95 °C [67]. AnschlieBend folgten 55 Amplifikationszyklen bestehend aus
Denaturierung (95 °C, 30 s), Annealing (55 °C, 1 min), Elongation (72 °C, 30 s), Denaturierung
(95 °C, 1 min) [67; 301; 321]. Zum Schluss erfolgte eine Inkubation bei 55 °C fir 30 s [67]. Da
die DNS in denaturierten Proben als Einzelstrang vorliegt, bindet SYBR Green wahrend dieser
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Phase nicht an die DNS und erzeugt lediglich eine minimale Fluoreszenz [332]. Wahrend der
Annealing-Phase erfolgt Uber die Anlagerung der Primer an ihr jeweiliges cDNS- Template eine
beginnende Bildung von DNS-Doppelstrangen, sodass sich der Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green zunehmend anlagert [332]. Wahrend der Elongations-Phase werden die Primer durch
Anlagerung von zum cDNS- Template komplementérer Basen verlangert, sodass vollstandige
DNS-Doppelstrange entstehen und eine maximal mégliche Menge SYBR Green gebunden
und detektiert wird [10]. Die Uberpriifung der Spezifitit des jeweiligen amplifizierten
Genprodukts erfolgte mithilfe einer Schmelzkurvenanalyse sowie mittels Agarose-
Gelelektrophorese [67].

Tabelle 14. Verwendete Primer (Sequenzen) fiir Real-time RT-PCR-Analysen.

Gen Sequenz

GAPDH forward 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
(Housekeeping-Gen und Kontrolle)  reverse 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’
SOX9 forward 5-ACACACAGCTCACTCGACCTTG-3"
(chondrogener Marker) reverse 5"-GGGAATTCTGGTTGGTCCTCT-3"
Aggrekan (ACAN) forward 5-GAGATGGAGGGTGAGGTC-3’
(chondrogener Marker) reverse 5-ACGCTGCCTCGGG CTTC-3’
Typ-1I-Kollagen (COL2A1) forward 5-GGACTTTTCTCCCCTCTCT-3’
(chondrogener Marker) reverse 5-GACCCGAAGGTCTTACAGGA-3’
Typ-I-Kollagen (COL1AT) forward 5-ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC-3’
(osteogener Marker) reverse 5-ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC-3’
Typ-X-Kollagen (COL10AT1) forward 5"-CCCTCTTGTTAGTGCCAACC-3’

(hypertrophieassoziierter Marker) reverse 5"-AGATTCCAGTCCTTGGGTCA-3’
Matrix-Metalloproteinase 13
(MMP-13)

(kataboler Marker)

forward 5-AATTTTCACTTTTGGCAATGA-3’
reverse 5-CAAATAATTTATGAAAAAGGGATGC-3’

Im Rahmen der Real-time RT-PCR-Analysen verwendete sequenzspezifische Primer (Invitrogen) flr relevante
Marker-Gene in Bezug auf chondrogene, osteogene, hypertrophe und katabole Differenzierungsaktivitdten von
rAAV-basiert transduzierten Proben.

Die relative Quantifizierung der Genexpression erfolgte unter Verwendung der vergleichenden
Ct-Methode [67]. FUr jedes Zielgen der amplifizierten Proben wurde der Ct-Wert (Cycle-
Threshold, Schwellenwertzyklus) gemessen; hierbei handelt es sich um den Schnittpunkt einer
Amplifikationskurve mit der Schwellenwertlinie und entspricht der relativen Konzentration
eines Zielgens in der PCR [309]. AnschlieBend erfolgte die relative Quantifizierung der
jeweiligen Expressionsprodukte gegen das nicht-regulierte Housekeeping-Gen GAPDH

(Referenzgen). Die Berechnung erfolgte mit der 22°°-Methode [67]. Die Formel gibt dabei den
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relativen Expressionsunterschied zwischen der jeweiligen Probe und der Kontrolle bezogen
auf das Referenzgen an und berechnet sich wie folgt [67; 321]:

b Ct(ZieIgen) - Ct(Referenzgen) = ACt
e ACt(probe) - ACt(Kontrolie) = AACH

N 2-AACt

6.10 Statistische Analysen

Es wurden insgesamt drei Patienten in die Studie eingeschlossen (N =3). Alle
Untersuchungen wurden in Doppelbestimmung (n =2) in drei voneinander unabh&ngigen
Experimenten (N = 3) durchgefiihrt. Die Ergebnisse aller Untersuchungen sind jeweils als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Hierzu erfolgte zunéchst eine jeweils
patientenbezogene Bestimmung des Mittelwerts jeder in Doppelbestimmung durchgefihrter
Untersuchung. AnschlieBend erfolgte die Mittelwertbildung aus den Mittelwerten der drei
untersuchten Patientenproben.

Die Ermittlung der statistischen Signifikanz erfolgte mittels Anwendung des t-Tests. Im
Rahmen der gesamten Analysen der vorliegenden Arbeit wurden P-Werte < 0,05 (5%) als
statistisch signifikant betrachtet. Alle Berechnungen und statistischen Analysen erfolgten
mittels Microsoft Excel.

Die Verifikation sowie quantitative Analyse der Transgenexpression erfolgte Uber eine
Ermittlung der Sekretionsspiegel der therapeutischen Proteine hTGF- und hIGF-1 der rAAV-
basiert transduzierten Proben mittels ELISA sowie mittels immunhistochemischen Farbungen
unter Verwendung von spezifischen Antikdrpern zur Detektion der entsprechenden Antigene
hTGF-B und hIGF-I.

Die Evaluation biosynthetischer und chondrogener Differenzierungspotentiale erfolgte mittels
biochemischen Analysen (DMMB-, BCA-, Hoechst 33258-Test), histologischen Farbungen
(Safranin-O-, Hamatoxylin und Eosin-, Toluidinblau-Farbung), immunhistochemischen
Farbungen (Typ-llI-Kollagen) sowie mittels Real-time RT-PCR-Analysen (SOX9, COL2A1,
ACAN).

Osteogene Differenzierungspotentiale wurden mittels immunhistochemischen Farbungen
(Typ-I-Kollagen) sowie mittels Real-time RT-PCR-Analysen (COL1A1) beurteilt.
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Die Analyse hypertropher Differenzierungspotentiale erfolgte mittels immunhistochemischen
Farbungen (Typ-X-Kollagen), histologischen Farbungen (Alizarin-Rot) sowie mittels Real-time
RT-PCR-Analysen (COL10A1).

Die Beurteilung terminaler und kataboler Differenzierungspotentiale erfolgte in den humanen
osteochondralen Defektmodellen mittels Real-time RT-PCR-Analysen (MMP-13).
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7 Ergebnisse

7.1 Humane 3D-MSZ-Aggregate

7.1.1 Analysen der Transgenexpression von hTGF-$ und hIGF-

7.1.1.1 Analyse der Transgenexpression mittels ELISA

Eine erfolgreiche und dauerhafte rAAV-basierte Transgenexpression von hTGF-f und hIGF-I
wurde Uber eine dauerhafte Sekretion der entsprechenden therapeutischen Proteine fir alle
untersuchten behandelten Gruppen verglichen mit der Negativkontrolle tGber den gesamten
Untersuchungszeitraum von 21 Tagen mittels ELISA nachgewiesen (Tabelle 15). Die
quantitativ héchsten Sekretionsspiegel von hTGF-B und hIGF-I wurden dabei zu jedem
untersuchten Zeitpunkt jeweils in den kombiniert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten
mit hTGF-B und hIGF-I erzielt. Die Sekretion von hTGF-$ war in den mit hTGF-p/hIGF-I
kombiniert transduzierten MSZ-Aggregaten an den Tagen 2, 7, 14 und 21 jeweils 1,8-, 2,7-,
6,4-, und 8,7-fach héher verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (P < 0,050) sowie 1,5-, 1,4-,
1,5-, und 1,7-fach hdéher verglichen mit den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten (P = 0,030; P=0,059; P=0,070; P=0,056). Zu den gleichen Zeitpunkten waren
die Sekretionsspiegel von hTGF-B in den hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten 1,7-, 2,3-, 5,5-, und 6,4-fach héher als in den hlGF-I//lacZ-transduzierten humanen
MSZ-Aggregaten (P < 0,034). In den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten
wurde zu den gleichen untersuchten Zeitpunkten eine 1,2-, 1,9-, 4,2-; und 5,0-fach héhere
Sekretion von hTGF- nachgewiesen verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (P = 0,148;
P =0,040; P =0,053; P = 0,040) sowie eine 1,2-, 1,6-, 3,6- und 3,7-fach héhere Sekretion von
hTGF-B verglichen mit den hIGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (P = 0,042;
P=0,015; P=0,054; P=0,059). Zwischen den hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten und der Negativkontrolle /acZ zeigte sich entweder nur ein geringer oder kein
signifikanter Unterschied bezlglich der hTGF-B-Sekretionsspiegel (P=0,440; P=0,087;
P=0,217; P=0,010).

Die erreichten Sekretionsspiegel von hlGF-I waren in den hTGF-B/hIGF-I-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten an den Tagen 2, 7, 14 und 21 jeweils 1,8-, 1,5-, 1,4-, und 1,3-fach
héher verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (P < 0,030) sowie 1,6-, 1,4-, 1,4-, und 1,4-fach
héher verglichen mit den hTGF-B/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (P = 0,052;
P=0,030; P=0,014; P=0,003). Zwischen den hTGF-p/hlGF-I-transduzierten humanen
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MSZ-Aggregaten und den hlGF-I/lacZ transduzierten humanen MSZ-Aggregaten zeigte sich
nur ein geringer Unterschied in Bezug auf die Sekretion von hIGF-I (hnTGF-B/hIGF-I versus
hiGF-l/lacZ: 1,2-, 1,2-, 1,1-, und 1,1-fach erhdhte Sekretion, P> 0,120). In den hIGF-l/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurden zu den gleichen untersuchten Zeitpunkten
1,5-, 1,3-, 1,3-, und 1,3-fach héhere Sekretionsspiegel von hlGF-lI nachgewiesen verglichen
mit der Negativkontrolle /acZ (P<0,010) sowie 1,3-, 1,2-, 1,3- und 1,4-fach hdéhere
Sekretionsspiegel von hlGF-I verglichen mit den hTGF-B/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten (P<0,009). Zwischen den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten und der Negativkontrolle /acZ fand sich kein Unterschied hinsichtlich einer
Sekretion von hIGF-I (P=0,100). Insgesamt waren die erzielten Sekretionsspiegel von
hTGF-p in allen untersuchten und mit therapeutischen Wachstumsfaktorgenen rAAV-basiert

behandelten Gruppen deutlich héher als diejenigen von hIGF-I.

Tabelle 15. Analyse der Transgenexpression von hTGF-B und hIGF-lI rAAV-basiert transduzierter humaner
3D-MSZ-Aggregate mittels ELISA.

ELISA Untersuchungs- lacZ hTGF-pB/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
zeitpunkt

hTGF-B [pg/ml] Tag 2 162 + 158 196 + 121¢ 166 + 127 286 + 169abc
Tag 7 89 + 93 169 + 1192¢ 105 + 93 241 £ 1832¢
Tag 14 19+8 80+73 22+6 121 + 97ac
Tag 21 11+£3 55 + 512 15 £ 42 96 + 803¢

hIGF-1 [pg/ml] Tag 2 52+ 16 59 + 22 76 + 273b 93 + 532
Tag 7 52 + 11 53 + 14 65 + 17ab 76 + 2920
Tag 14 54 +13 52+ 15 69 + 1520 73 + 17ab
Tag 21 53+ 16 49+ 16 67 + 1820 71 + 162b

Die Transgenexpression von hTGF-B und IGF-1 rAAV-basiert transduzierter humaner MSZ-Aggregate wurde an
Tag 2, 7, 14 und 21 nach erfolgter Transduktion anhand der Sekretion der entsprechenden therapeutischen
Proteine mitels ELISA untersucht. Die Sekretionsniveaus von hTGF- und hIGF-I sind in pg/ml angegeben. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz
gegentiber 2lacZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

7.1.1.2 Analyse der Transgenexpression mittels immunhistochemischen Farbungen

Die Ergebnisse der ELISA-Analysen wurden mittels spezifischen immunhistochemischen
Farbungen nach Beendung der Kultivierungsperiode von 21 Tagen verifiziert. Hierzu wurde
der Anteil immunreaktiver Zellen fir hTGF-p (Tabelle 16 und Abbildung 22) und hIGF-I
(Tabelle 17 und Abbildung 23) an der Gesamtzellzahl ermittelt.
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Analyse der Transgenexpression von hTGF-f3

Die kombiniert transduzierten humanen MSZ-Aggregate mit hTGF-B/hIGF-I zeigten an Tag 21
die signifikant héchste Immunreaktivitdt sowohl fur hTGF- (P < 0,030) als auch fir hiIGF-I
(P < 0,050) verglichen mit der Negativkontrolle /acZ und mit den Gruppen, welchen jeweils nur
ein einzelnes therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (hTGF-p/
lacZ oder hIGF-l/lacZ) (Tabelle 16 und Abbildung 22). Die Immunreaktivitat fir hTGF-p war
in den hTGF-B/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten 3,4-fach héher als in Proben
der Negativkontrolle /lacZ, 1,1-fach hdéher als in den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen
MSZ-Aggregaten und 3,1-fach héher als in den hiIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten (jeweils P < 0,030). Signifikant hdhere Immunreaktivitat fir hTGF-p wurde auch in
den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten nachgewiesen (P < 0,020)
verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (3,2-fache Differenz) und mit den hIGF-I/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (2,9-fache Differenz). Zwischen den hIGF-I/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten und der Negativkontrolle lacZ zeigte sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Immunreaktivitat fir hnTGF-p (P = 0,500).

Tabelle 16. Analyse der Transgenexpression von hTGF-B rAAV-basiert transduzierter humaner 3D-MSZ-
Aggregate mittels TGF-B-Immunhistochemie.

Immunreaktivitéat lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-/hIGF-I

hTGF-B+ Zellen [%] 26+ 6 84 + pac 29 +12 89 + 4abc

Die Transgenexpression von hTGF-f rAAV-basiert transduzierter humaner MSZ-Aggregate wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion mittels immunhistochemischer Farbung analysiert. Der Anteil hTGF-B+*-Zellen ist in %
angegeben bezogen auf die Gesamtzellzahl. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Indizes markieren die statistische Signifikanz gegeniiber 2/acZ, °*hTGF-B/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

lacZ 7 hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ 7 hTGF-B/hIGF-I

Abbildung 22. Analyse der Transgenexpression von hTGF-p rAAV-basiert transduzierter humaner 3D-MSZ-
Aggregate mittels TGF-p-Immunhistochemie. Die Intensitat der Braunfarbung reflektiert die Immunreaktivitat fiir
TGF-B. MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).

81



Ergebnisse

Analyse der Transgenexpression von hiGF-I

Die Immunreaktivitdt fir hIGF-l war in den kombiniert transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten mit hTGF-p/hIGF-1 3,3-fach hdher als in Proben der Negativkontrolle lacZ, 2,7-
fach hoéher als in den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten und 1,1-fach
héher als in den hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (jeweils P < 0,050)
(Tabelle 17 und Abbildung 23). Signifikant erhdhte Immunreaktivitat fir hIGF-I wurde auch in
den hIGF-l/lacZtransduzierten humanen MSZ-Aggregaten nachgewiesen (P < 0,050)
verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (3-fache Differenz) und den hTGF-p/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (2,5-fache Differenz). Zwischen den hTGF-p/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten und der Negativkontrolle lacZ fand sich kein
signifikanter Unterschied bezuglich der Immunreaktivitat fir hIGF-1 (P > 0,050).

Tabelle 17. Analyse der Transgenexpression von hIGF-1 rAAV-basiert transduzierter humaner 3D-MSZ-Aggregate
mittels IGF-I-Immunhistochemie.

Immunreaktivitat lacZ hTGF-B/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-p/hIGF-I

hIGF-I*+ Zellen [%)] 27 £ 14 33+8 82 + 4ab 90 + 5abe

Die Transgenexpression von hiIGF-1 rAAV-basiert transduzierter humaner MSZ-Aggregate wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion mittels immunhistochemischer Farbung analysiert. Der Anteil hIGF-I*-Zellen ist in %
angegeben bezogen auf die Gesamtzellzahl. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Indizes markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2lacZ, ®hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Abbildung 23. Analyse der Transgenexpression von hIGF-I rAAV-basiert transduzierter humaner 3D-MSZ-
Aggregate mittels IGF-I-Immunhistochemie. Die Intensitdt der Braunfarbung reflektiert die Immunreaktivitat fur
IGF-I. MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).
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7.1.2 Evaluation biosynthetischer, proliferativer und chondrogener Differenzierungs-
aktivitaten

7.1.2.1 Analyse der Zellzahl mittels DNS-Bestimmung

Der DNS-Gehalt diente als Bezugsparameter flr die Zellzahl (Tabelle 18). Die kombiniert
transduzierten humanen MSZ-Aggregate mit hTGF-B/hIGF-I wiesen nach Beendung der
Kultivierungsperiode von 21 Tagen einen signifikant erh6hten DNS-Gehalt auf verglichen mit
der Negativkontrolle /acZ (1,6-fache Differenz, P=0,004) und mit den hIGF-l/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,4-fache Differenz, P = 0,010). Gegenuber den
hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde in den hTGF-p/hIGF-I-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten kein signifikanter Effekt nachgewiesen (P = 0,323).
Die hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregate erzielten 1,4-fach héhere DNS-
Gehalte verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (P=0,073) und 1,2-fach héhere DNS-
Gehalte verglichen mit den hlGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten
(P =0,094). Ein signifikant erhéhter DNS-Gehalt fand sich in den hIGF-I/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten gegenlber der Negativkontrolle /lacZ (1,2-fache Differenz,
P =0,010).

Tabelle 18. Analyse der Zellzahl von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten mittels
Bestimmung des DNS-Gehalts.

DNS-Gehalt lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-/hIGF-I

ng/mg Gesamtprotein 0,029 + 0,006 0,042 + 0,018 0,034 +£0,0092 0,046 +0,0102¢

Die Zellzahl von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde an Tag 21 nach erfolgter
Transduktion Uber eine biochemische Bestimmung des DNS-Gehalts analysiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+ Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegeniber 2/acZ, *hTGF-p/lacZ,
chIGF-1/lacZ.

7.1.2.2 Analyse der Zellzahl mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Ergebnisse des DNS-Gehalts als Indikator fir die Zellzahl wurden mittels Bestimmung der
Zelldichte anhand histologisch gefarbter Proben mit Hamatoxylin und Eosin verifiziert
(Tabelle 19 und Abbildung 24). Die hTGF-p/hlGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregate
zeigten an Tag 21 eine signifikant hdhere Zelldichte (P < 0,010) verglichen mit Proben der
Negativkontrolle lacZ (3-fache Differenz) und den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes
therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (1,6-fache Differenz
versus hTGF-B/lacZ; 2,5-fache Differenz versus hiIGF-l/lacZ). Die hTGF-B/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregate wiesen signifikant héhere Zelldichten auf (P < 0,010) gegentber der
Negativkontrolle lacZ (1,9-fache Differenz) und den hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
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Aggregaten (1,6-fache Differenz). Die hlGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregate
wiesen eine 1,2-fach erhéhte Zelldichte auf verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ
(P=0,106).

Tabelle 19. Analyse der Zelldichte von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten mittels
Hamatoxylin-Eosin-Férbung.

Zelldichte lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-p/hIGF-I
Zellen/mm? 4.817 £1.348 9.061 + 8402° 5.628 £1.116 14.267 + 1.224abc

Die Zelldichte von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde an Tag 21 nach erfolgter
Transduktion mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung untersucht. Die Zelldichte ist als Zellzahl/mm? angegeben. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz
gegeniiber 2lacZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

lacZ hTGF-B/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Abbildung 24. Analyse der Zelldichte von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten mittels
Hamatoxylin-Eosin-Féarbung. Die Zellkerne sind rot angefarbt; dies ermdglicht eine Auszéhlung der Zellen pro
Flache. MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).

7.1.2.3 Analyse des Proteoglykangehalts mittels biochemischen Analysen

Die kombiniert transduzierten humanen MSZ-Aggregate mit hTGF-$ und hiIGF-I zeigten nach
Beendung der Kultivierungsperiode an Tag 21 einen signifikant héheren Proteoglykangehalt
in der Matrix (P < 0,030) verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (3,3-fache Differenz) und
verglichen mit den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches
Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (1,3-fache Differenz versus hTGF-p/lacZ;
1,7-fache Differenz versus hIGF-l/lacZ) (Tabelle 20). Die hTGF-p/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregate wiesen erhéhte Proteoglykangehalte auf gegenlber der
Negativkontrolle lacZ (2,7-fache Differenz) und den hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten (1,3-fache Differenz), das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht
(P=0,05). Die hiGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregate zeigten einen 2-fach
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erhéhten Proteoglykangehalt verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (P = 0,060). In den
hTGF-B/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde zudem ein signifikant
erhdhter Proteoglykangehalt bezogen auf den DNS-Gehalt nachgewiesen (P < 0,040) im
Vergleich zur Negativkontrolle /lacZ (2,6-fache Differenz), den hTGF-B/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten (1,6-fache Differenz) und den hlIGF-l/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten (1,4-fache Differenz). Ein signifikant erhdhter Proteoglykangehalt
bezogen auf den DNS-Gehalt fand sich auch in den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen
MSZ-Aggregaten (1,6-fache Differenz) und den hlGF-I//acZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten (1,8-fache Differenz) verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (P < 0,030).
Zwischen den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches
Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde, wiesen wir keinen signifikanten Effekt
hinsichtlich des Proteoglykangehalts bezogen auf den DNS-Gehalt nach.

Tabelle 20. Analyse biosynthetischer Aktivitaten von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten
mittels biochemischen Untersuchungen.

Proteoglykane lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Proteoglykangehalt
_ 0,3+0,1 0,8+0,7 0,6 £0,5 1,0 £ 0,8abc
[ug/mg Gesamtprotein]

Proteoglykangehalt/

0,011 £ 0,004 0,018 £0,0102 0,020 +0,0112 0,028 + 0,0152b:
DNS-Gehalt [ug/ng]

Die biosynthetischen Aktivitditen von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurden an Tag 21
nach erfolgter Transduktion mittels biochemischer Bestimmung des Proteoglykangehalts untersucht. Der Bezug
des Proteoglykangehalts auf den DNS-Gehalt gibt das Verhaltnis der proliferativen Aktivititen bezogen auf die
metabolischen (anabolen) Aktivititen an. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Indizes markieren die statistische Signifikanz gegentiber 2/acZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

7.1.2.4 Analyse des Proteoglykangehalts mittels Toluidinblau-Farbung

Die Beurteilung des Proteoglykangehalts nach Beendung der Kultivierungsperiode an Tag 21
in histologisch geféarbten Proben mit Toluidinblau erfolgte anhand des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern (Kapitel 6.9.5; Tabelle 21 und Abbildung 25). Die kombiniert
transduzierten humanen MSZ-Aggregate mit hTGF-p/hIGF-I waren deutlich starker angefarbt
als die Proben der Negativkontrolle und als die humanen MSZ-Aggregate, welchen jeweils nur
ein einzelnes therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (hTGF-f/
lacZ und hlGF-l/lacZ) als Ausdruck einer erhéhten Proteoglykan-Expression. Eine signifikant
erhéhte Expression von Proteoglykanen wurde in den hTGF-p/hlGF-I-transduzierten humanen
MSZ-Aggregaten nachgewiesen verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (1,6-fache Differenz,
P=0,007) und den hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,2-fache
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Differenz, P = 0,030). Gegenuber den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten
wiesen die hTGF-p/hlGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregate keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich des Proteoglykangehalts auf (P=0,196). Die hTGF-p/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregate wiesen signifikant erhéhte Proteoglykangehalte auf
verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (1,5-fache Differenz, P = 0,008) und 1,2-fach erhéhte
Proteoglykangehalte verglichen mit den hIGF-l/lacZ-transduzieten humanen MSZ-
Aggregaten (P =0,091). Ein erhéhter Proteoglykangehalt wurde auch in den hIGF-I/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten nachgewiesen verglichen mit der Negativkontrolle
lacZ (1,3-fache Differenz, P=0,108).

Tabelle 21. Analyse des Proteoglykangehalts von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten
mittels Toluidinblau-Farbung.

Farbung lacZ TGF-p/lacZ IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I
Toluidinblau 2,50 + 0,58 3,75 % 0,502 3,25+ 0,50 4,00 £ 0,01a¢

Der Proteoglykangehalt von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion mittels Toluidinblau-Farbung unter Anwendung des modifizierten Bewertungssystems aus
Bern untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die
statistische Signifikanz gegentiber 2lacZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

lacZ ‘ hTGF-Bl/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Abbildung 25. Analyse des Proteoglykangehalts von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten
mittels  Toluidinblau-Farbung. Die Intensitdt der Blaufarbung reflektiert den Proteoglykangehalt.
MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).

7.1.2.5 Analyse der Typ-Il-Kollagen-Expression mittels immunhistochemischer Farbung

Die Beurteilung chondrogener Differenzierungspotentiale anhand der Immunreaktivitat fur
Typ-lI-Kollagen nach Beendung der Kultivierungsperiode an Tag 21 in immunhistochemisch
gefarbten Proben erfolgte anhand des modifizierten Bewertungssystems aus Bern
(Kapitel 6.9.5; Tabelle 22 und Abbildung 26). Die kombiniert transduzierten humanen MSZ-
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Aggregate mit hTGF-B/hIGF-I wiesen eine signifikant hdhere Immunreaktivitat far Typ-II-
Kollagen auf (P < 0,013) verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (2,9-fache Differenz), den
hTGF-B/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,3-fache Differenz) und den hIGF-I/
lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,7-fache Differenz). Signifikant erhéhte
Immunreaktivitat fir Typ-1l-Kollagen fand sich auch in hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen
MSZ-Aggregaten (P < 0,024) gegenlber der Negativkontrolle lacZ (2,3-fache Differenz) und
den hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,3-fache Differenz). Die hIGF-I/
lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregate wiesen eine signifikante, 1,7-fach erhdhte
Immunreaktivitat fir Typ-lI-Kollagen auf verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (P < 0,001).

Tabelle 22. Analyse der Typ-ll-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Typ-ll-Kollagen-Immunhistochemie.

Immunreaktivitét lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
Typ-lI-Kollagen 1,10 £ 0,32 2,50 £ 0,672¢ 1,92 £ 0,672 3,20 + 0,42abc

Die Typ-ll-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion anhand der Immunreaktivitat fir Typ-ll-Kollagen unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Indizes markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2lacZ, *hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Abbildung 26. Analyse der Typ-lI-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Typ-ll-Kollagen-Immunhistochemie. Die Intensitdt der Braunfarbung reflektiert die
Immunreaktivitat fir Typ-1l-Kollagen. MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).

7.1.3 Evaluation osteogener und hypertropher Differenzierungsaktivitaten

7.1.3.1 Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression mittels immunhistochemischer Farbung

Die Beurteilung osteogener Differenzierungsprozesse erfolgte anhand einer semiquantitativen
Analyse der Immunreaktivitat fir Typ-I-Kollagen in immunhistochemisch gefarbten Proben
unter Anwendung des modifizierten Bewertungssystems aus Bern (Kapitel 6.9.5; Tabelle 23
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und Abbildung 27). Die hTGF-B/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregate wiesen eine
signifikant geringere Immunreaktivitat fur Typ-I-Kollagen auf verglichen mit Proben der
Negativkontrolle lacZ (2,0-fache Differenz, P<0,001) und den hIGF-I/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten (1,5-fache Differenz, P = 0,048). Verglichen mit den hTGF-p/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde in den hTGF-B/hIGF-I-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten eine 1,5-fach verminderte Immunreaktivitat fir Typ-I-Kollagen
nachgewiesen, das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht (P=0,308). Eine
signifikante Verminderung der Immunreaktivitat fir Typ-I-Kollagen fand sich in den hTGF-p/
lacZ-transduzierten und den hlGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten jeweils
gegenuber der Negativkontrolle /lacZ (1,7- und 1,3-fache Differenz, jeweils P = 0,005). Die
hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregate wiesen eine 1,3-fach verminderte
Immunreaktivitdt fir Typ-I-Kollagen auf verglichen mit den hIGF-l/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten (P = 0,112).

Tabelle 23. Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Typ-I-Kollagen-Immunhistochemie.

Immunreaktivitat lacZ TGF-p/lacZ IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I
Typ-I-Kollagen 2,60 + 0,51 1,50 + 0,522 2,00 £0,672 1,30 £ 0,892¢

Die Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion anhand der Immunreaktivitat flr Typ-I-Kollagen unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Indizes markieren die statistische Signifikanz gegentiber 2/acZ, *hTGF-B/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Abbildung 27. Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Typ-I-Kollagen-Immunhistochemie. Die Intensitdt der Braunfarbung reflektiert die
Immunreaktivitat fir Typ-I-Kollagen. MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).
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7.1.3.2 Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression mittels immunhistochemischer Farbung

Die Beurteilung hypertropher Differenzierungsprozesse anhand der Immunreaktivitat fir Typ-
X-Kollagen nach Beendung der Kultivierungsperiode an Tag 21 in immunhistochemisch
gefarbten Proben erfolgte unter Anwendung des modifizierten Bewertungssystems aus Bern
(Kapitel 6.9.5; Tabelle 24 und Abbildung 28). Die kombiniert transduzierten humanen MSZ-
Aggregate mit hnTGF-B/hIGF-1 wiesen eine signifikante Verminderung der Immunreaktivitat fiir
Typ-X-Kollagen auf (P < 0,009) verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (2,6-fache Differenz)
und mit den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches Wachstumsfaktorgen
rAAV-basiert appliziert wurde (1,7-fache Differenz versus hTGF-B/lacZ; 2,2-fache Differenz
versus hiGF-I/lacZ). Die hTGF-B/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregate wiesen eine
signifikant verminderte Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen auf (P < 0,010) verglichen mit der
Negativkontrolle lacZ (1,5-fache Differenz) und den hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten (1,3-fache Differenz). Signifikant verminderte Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen
wurde auch in den hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten nachgewiesen
gegenuber der Negativkontrolle /lacZ (1,2-fache Differenz, P = 0,004).

Tabelle 24. Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie.

Immunreaktivitéat lacZ TGF-B/lacZ IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I
Typ-X-Kollagen 3,40 £ 0,67 2,20 +0,833¢ 2,90 £0,672 1,30 £ 0,653Pc

Die Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion anhand der Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Indizes markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2/acZ, *hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

lacZ ‘ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Abbildung 28. Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie. Die Intensitdt der Braunfarbung reflektiert die
Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen. MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).
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7.1.3.3 Analyse des Calciumphosphatgehalts mittels Alizarin-Rot-Farbung

Die Beurteilung hypertropher Differenzierungsprozesse erfolgte zudem anhand histologisch
gefarbter Schnitte mit Alizarin-Rot zur Detektion des Calciumphosphatgehalts, welches bei
zunehmender Matrixkalzifizierung gebildet wird, unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern (Kapitel 6.9.5; Tabelle 25 und Abbildung 29). In den hTGF-p/
hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde eine signifikant verminderte Bildung
von Calciumphosphat nachgewiesen (P < 0,020) gegenuber der Negativkontrolle /acZ (2,6-
fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,5-fache
Differenz) und den hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (2,2-fache
Differenz). Eine signifikant verminderte Bildung von Calciumphosphat fand sich auch in den
hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (P < 0,040) verglichen mit der
Negativkontrolle lacZ (1,8-fache Differenz) und mit den hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen
MSZ-Aggregaten (1,5-fache Differenz). Die hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregate wiesen eine 1,2-fach verminderte Calciumphosphatbildung auf verglichen mit der
Negativkontrolle lacZ (P = 0,052).

Tabelle 25. Analyse des Calciumphosphatgehalts von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten
mittels Alizarin-Rot-Féarbung.

Farbung lacZ hTGF-p/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

Alizarin-Rot 2,90 + 0,64 1,60 * 0,74a¢ 2,40 + 0,52 1,10 £ 0,642Pbc

Der Calciumphosphatgehalt von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion mittels Alizarin-Rot-Farbung unter Anwendung des modifizierten Bewertungssystems aus
Bern untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die
statistische Signifikanz gegentiber 2lacZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

¢ %

Abbildung 29. Analyse des Calciumphosphatgehalts von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Alizarin-Rot-Farbung. Die Intensitét der Rotfarbung reflektiert den Calciumphosphatgehalt.
MaBstabbalken: 100 um (obere Reihe) und 25 um (untere Reihe).
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7.1.4 Real-time RT-PCR-Analysen

7.1.4.1 Analyse der SOX9-Expression

Verbesserte chondrogene Differenzierungspotentiale wurden nach 21 Tagen in den hTGF-p/
hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten anhand einer erhdéhten Expression von
SOX9 nachgewiesen im Vergleich mit den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes
therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (1,9-fache Differenz
versus hTGF-B/lacZ, P=0,059; 2,9-fache Differenz versus hIGF-l/lacZ, P = 0,047) und
gegenuber der Negativkontrolle lacZ (5,3-fache, Differenz P =0,083) (Tabelle 26 und
Abbildung 30). Erhdhte Expression von SOX9 fand sich auch in den hTGF-p/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten verglichen mit den hIGF-I/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten (1,5-fache Differenz, P = 0,048) und mit der Negativkontrolle lacZ
(2,7-fache Differenz, P=0,146) sowie in den hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregaten gegenliber der Negativkontrolle /acZ (1,8-fache Differenz, P = 0,240).

Tabelle 26. Analyse der SOX9-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten mittels
Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
SOX9 1,00 + 0,05 2,74 £2,13¢ 1,79 +£1,59 5,25 + 3,44¢

Die Evaluation der SOX9-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten erfolgte 21 Tage
nach stattgehabter Transduktion anhand der 2%4CtMethode relativ zur Kontrolle GAPDH als
Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren
die statistische Signifikanz gegentliber 2/acZ, °*hTGF-p/lacZ, chIGF-l/lacZ.

7.1.4.2 Analyse der Typ-ll-Kollagen-Expression

Signifikant erhéhte Expression von Typ-ll-Kollagen (COL2AT) indizierte nach 21 Tagen
verbesserte chondrogene Differenzierungspotentiale in den hTGF-B/hIGF-I-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten (jeweils P = 0,039) im Vergleich zur Negativkontrolle lacZ (19-
fache Differenz) und zu den hlGF-I/lacZ-transduzierten Proben (2-fache Differenz) (Tabelle 27
und Abbildung 30). Gegenlber den hTGF-B/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten
wurde in den hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten eine 1,5-fach erhdhte
Expression von Typ-ll-Kollagen nachgewiesen (P = 0,058). Die hTGF-B/lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregate wiesen eine signifikant erhéhte Expression von Typ-II-Kollagen auf
(P=<0,031) verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (12,8-fache Differenz) sowie mit den
hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,4-fache Differenz). Eine signifikant
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erhdéhte Typ-ll-Kollagen-Expression wiesen auch die hlGF-I//lacZ-transduzierten humanen
MSZ-Aggregate auf gegenlber der Negativkontrolle /acZ (9,5-fache Differenz, P = 0,040).

Tabelle 27. Analyse der Typ-ll-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-p/hIGF-I
COL2A1 1,00 £ 0,05 12,83 £ 5,373¢ 9,49 £4,432 18,98 * 9,302°¢

Die Evaluation der Typ-II-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten erfolgte
21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2%2C-Methode relativ zur Kontrolle GAPDH als
Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren
die statistische Signifikanz gegenliber 2/acZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

7.1.4.3 Analyse der Aggrekan-Expression

Verbesserte chondrogene Differenzierungspotentiale fanden sich nach 21 Tagen in den
kombiniert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten mit hTGF-p/hIGF-I anhand einer
erhdhten Expression von Aggrekan (ACAN) verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (8,6-fache
Differenz, P = 0,072) und mit den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches
Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (1,9-fache Differenz versus hTGF-p/lacZ,
P = 0,056; 3,2-fache Differenz versus hlGF-l/lacZ, P = 0,041) (Tabelle 28 und Abbildung 30).
Eine erhdhte Expression von Aggrekan fand sich in den hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen
MSZ-Aggregaten gegenlber der Negativkontrolle lacZ (4,4-fache Differenz) und den hIiGF-1/
lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (1,6-fache Differenz), das Signifikanzniveau
wurde jedoch nicht erreicht (P=0,102). Die hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-
Aggregate wiesen eine 2,7-fach erhdhte Aggrekan-Expression auf gegenlber der
Negativkontrolle lacZ (P = 0,223).

Tabelle 28. Analyse der Aggrekan-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten
mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-p/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
ACAN 1,00 £ 0,05 4,41 £4,70 2,69 + 3,11 8,57 £ 5,62¢

Die Evaluation der Aggrekan-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten erfolgte
21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 244Ct-Methode relativ zur Kontrolle GAPDH als
Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren
die statistische Signifikanz gegentliber 2/acZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.
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7.1.4.4 Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression

Eine signifikante Verminderung der Expression von Typ-I-Kollagen (COL1AT7) indizierte
reduzierte osteogene Differenzierungsaktivitditen nach 21 Tagen in den hTGF-p/hIGF-I-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten (P < 0,032) im Vergleich mit der Negativkontrolle
lacZ (30,4-fache Differenz) und mit den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes
therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (8,7-fache Differenz
versus hTGF-B/lacZ; 16,9-fache Differenz versus hIGF-l/lacZ) (Tabelle29 und
Abbildung 30). Eine signifikant reduzierte Typ-I-Kollagen-Expression fand sich auch in den
hTGF-p/lacZ- und in den hIGF-l/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten jeweils
verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (3,5- und 1,8-fache Differenz, P= 0,006 und
P = 0,039). Gegenuber den hlGF-I/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten wiesen die
hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen MSZ-Aggregate eine 1,9-fach verminderte Expression

von Typ-I-Kollagen auf (P = 0,146).

Tabelle 29. Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
COL1A1 1,00 £ 0,01 0,29 + 0,142 0,56 = 0,232 0,03 £ 0,032b¢

Die Evaluation der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten erfolgte
21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2%2C-Methode relativ zur Kontrolle GAPDH als
Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren
die statistische Signifikanz gegenliber 2/acZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

7.1.4.5 Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression

Eine signifikante Reduktion hypertropher Differenzierungsprozesse fand sich nach 21 Tagen
in den hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten anhand einer verminderten
Expression von Typ-X-Kollagen (COL10AT) (P < 0,036) gegenlber der Negativkontrolle lacZ
(3,6-fache Differenz) und den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches
Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (2,9-fache Differenz versus hTGF-p/lacZ;
3,4-fache Differenz versus hlGF-l/lacZ) (Tabelle 30 und Abbildung 30). Die hTGF-p/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregate wiesen eine signifikant verminderte Expression von
Typ-X-Kollagen auf verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (1,2-fache Differenz, P < 0,001)
sowie eine reduzierte Typ-X-Kollagen-Expression gegeniber den hiGF-I//lacZ-transduzierten
humanen MSZ-Aggregaten, (1,2-fache Differenz, P=0,063). Zwischen den hIGF-l/lacZ-
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten und der Negativkontrolle lacZ lag kein signifikanter
Effekt bezlglich einer Typ-X-Kollagen Expression vor (P = 0,440).

93



Ergebnisse

Tabelle 30. Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregaten mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
COL10A1 1,00 = 0,01 0,82 + 0,00 0,96 + 0,412 0,28 £ 0,24abc

Die Evaluation der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten
erfolgte 21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2-22Ct-Methode relativ zur Kontrolle GAPDH als
Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren
die statistische Signifikanz gegentlber 2/acZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.
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Abbildung 30. Ubersicht (ber die Ergebnisse der Real-time RT-PCR-Analysen von rAAV-basiert transduzierten
humanen 3D-MSZ-Aggregaten. Die Real-time RT-PCR wurde 21 Tage nach erfolgter Transduktion durchgefihrt.

7.2 Humane osteochondrale Defektmodelle

7.2.1 Analysen der Transgenexpression von hTGF-p und hiIGF-I

Eine erfolgreiche und dauerhafte rAAV-basierte Transgenexpression von hTGF-$ und hIGF-I
wurde fir alle untersuchten Gruppen verglichen mit der Negativkontrolle /acZ Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum von 21 Tagen mittels ELISA (ber eine dauerhafte
Sekretion der entsprechenden therapeutischen Proteine sowie mittels immunhistochemischen
Farbungen nachgewiesen. Die quantitativ héchsten Expressionsniveaus von hTGF-B und
hIGF-1 wurden nach Beendung der Kultivierungsperiode von 21 Tagen jeweils in den
kombiniert-transduzierten Proben mit hTGF-B/hIGF-I erzielt (Tabelle 31 und Tabelle 32 ).
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7.2.1.1 Analyse der Transgenexpression mittels ELISA

Die hTGF-p/hIGF-I-transduzierten Proben wiesen signifikant héhere Sekretionsspiegel von
hTGF-B auf (P < 0,001) verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (3,6-fache Differenz) und mit
den Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert
wurde (1,7-fache Differenz versus hTGF-p/lacZ; 3,5-fache Differenz versus hlGF-l/lacZ)
(Tabelle 31). Eine signifikant héhere Sekretion von hTGF-p fand sich auch in den hTGF-p/
lacZ-transduzierten Proben (P < 0,010) gegeniber der Negativkontrolle /acZ und den hIGF-1/
lacZ-transduzierten Proben (jeweils 2,1-fache Differenz). Zwischen den hIGF-l/lacZ-
transduzierten Proben und der Negativkontrolle /acZ wurde kein signifikanter Unterschied
bezlglich einer Sekretion von hTGF-B nachgewiesen (P =0,500). Die hTGF-p/hIGF-I-
transduzierten Proben wiesen ebenfalls signifikant héhere Sekretionsspiegel von hIGF-I auf
(jeweils P =0,010) verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (1,4-fache Differenz) und mit den
hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben (1,3-fache Differenz). Gegentber den hIGF-l/lacZ-
transduzierten Proben zeigte sich keine signifikante Erhéhung der Sekretion von hIGF-I in den
hTGF-p/hlIGF-I-transduzierten Proben (P = 0,430). Die hIGF-l/lacZ-transduzierten Proben
wiesen eine signifikante Erhéhung der Sekretionsspiegel von hIGF-I auf im Vergleich zu den
hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben und zur Negativkontrolle (jeweils 1,3-fache Differenz,
P <0,040). Es lag kein signifikanter Unterschied in Bezug auf eine Sekretion von hIGF-I
zwischen den hTGF-B/lacZ-transduzierten Proben und der Negativkontrolle /lacZ vor
(P=0,353).

Tabelle 31. Analyse der Transgenexpression von hTGF-B und hIGF-lI rAAV-basiert transduzierter humaner
osteochondraler Defektmodelle mittels ELISA.

ELISA lacZ hTGF-B/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
TGF-B [pg/ml] 156 + 74 333 + 58° 158 £ 90 556 + 7025°
IGF-I [pg/ml] 53+7 55+8 71 +16ap 73 + 18ab

Die Transgenexpression von hTGF-B und hIGF-I rAAV-basiert transduzierter humaner osteochondraler
Defektmodelle wurde an Tag 21 nach erfolgter Transduktion anhand der Sekretion der entsprechenden Proteine
mitels ELISA untersucht Die Sekretionsniveaus von hTGF-f und hIGF-I sind in pg/ml angegeben. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegenlber
3lacZ, °"hTGF-p/lacZ, *hIGF-l/lacZ.

7.2.1.2 Analyse der Transgenexpression mittels immunhistochemischen Farbungen

Die Ergebnisse der ELISA-Analysen wurden mittels spezifischen immunhistochemischen
Farbungen nach Beendung der Kultivierungsperiode von 21 Tagen bestatigt, indem der Anteil
immunreaktiver Zellen fir hTGF- und hIGF-l an der Gesamtzellzahl ermittelt wurde
(Tabelle 32 und Abbildung 31).
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Analyse der Transgenexpression von hTGF-f

Signifikant erhéhte Immunreaktivitat fir hTGF-p wiesen wir im Bereich des osteochondralen
Defekts in den kombiniert-transduzierten Proben mit hTGF-B/hIGF-1 (P<0,020) nach
verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (7,8-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-transduzierten
Proben (1,2-fache Differenz) und den hiIGF-I//lacZ-transduzierten Proben (7,8-fache Differenz)
(Tabelle 32 und Abbildung 31). Ebenfalls fand sich eine signifikant erhdhte Immunreaktivitat
far hTGF-B im perifokalen Knorpelgewebe der hTGF-p/hIGF-I-transduzierten Proben
(P=0,040) gegenuber der Negativkontrolle lacZ (37-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-
transduzierten Proben (1,2-fache Differenz) und den hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben
(24,7-fache Differenz). Die hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben wiesen ebenfalls signifikant
erhéhte Immunreaktivitat fir hnTGF-p auf im Bereich des osteochondralen Defekts (P < 0,001)
und im perifokalen Knorpelgewebe (jeweils P = 0,005) verglichen mit der Negativkontrolle lacZ
(6,4- und 31,0-fache Differenz) und den hlGF-I/lacZ-transduzierten Proben (6,4- und 20,7-
fache Differenz). Zwischen den hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben und der Negativkontrolle
lacZ lag kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Immunreaktivitat far hTGF-p vor

(osteochondraler Defekt: P = 0,500; perifokales Knorpelgewebe: P = 0,232).

Analyse der Transgenexpression von hIGF-I

Die kombiniert-transduzierten Proben mit hTGF-p/hIGF-1 wiesen ebenfalls eine signifikant
héhere Immunreaktivitat fir hIGF-1 im Bereich des osteochondralen Defekts auf (P < 0,002)
verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (6,6-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-transduzierten
Proben (4,8-fache Differenz) und den hiIGF-I/lacZ-transduzierten Proben (1,2-fache Differenz)
(Tabelle 32 und Abbildung 31). Signifikant erhdhte Immunreaktivitat fir hIGF-1 fand sich in
den hTGF-B/hIGF-I-transduzierten Proben auch im perifokalen Knorpelgewebe (P < 0,041)
gegenlber der Negativkontrolle lacZ (10,7-fache Differenz), den hTGF-B/lacZ-transduzierten
Proben (4,3-fache Differenz) und den hiIGF-I/lacZ-transduzierten Proben (1,2-fache Differenz).
Signifikant erhéhte Immunreaktivitat fir hIGF-1 wurde ebenfalls in den hIGF-l/lacZ-
transduzierten Proben nachgewiesen im Bereich des osteochondralen Defekts (P < 0,001)
und im perifokalen Knorpelgewebe (P < 0,020) gegeniber der Negativkontrolle /lacZ (5,8- und
9,3-fache Differenz) und den hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben (4,2- und 3,7-fache
Differenz). Zwischen den hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben und der Negativkontrolle /acZ
fand sich kein signifikanter Effekt in Bezug auf eine Immunreaktivitat fir hIGF-I
(osteochondraler Defekt: P = 0,077; perifokales Knorpelgewebe P = 0,240).
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Tabelle 32. Analyse der Transgenexpression von hTGF-B und hIGF-lI rAAV-basiert transduzierter humaner
osteochondraler Defekimodelle mittels TGF-B- und IGF-I-Immunhistochemie.

Immunreaktivitat lacZ hTGF-B/lacz  hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
hTGF-p+*-Zellen [%]

osteochondraler Defekt 12+£2 77 + 83¢ 125 93 + 1abc
perifokales Knorpelgewebe 2+1 62 + 6ac 3+1 74 + 6abe
hIGF-I*-Zellen [%]

osteochondraler Defekt 13£3 18+4 76 + 3ab 86 + 2abe
perifokales Knorpelgewebe 612 1514 56 + 3ab 64 + 5abe

Die Transgenexpression von hTGF-B und hIGF-I rAAV-basiert transduzierter humaner osteochondraler
Defektmodelle wurde an Tag 21 nach erfolgter Transduktion anhand der Immunreaktivitat fur TGF-B und IGF-I
untersucht. Es erfolgte eine separate Evaluation des osteochondralen Defekts und des perifokalen
Knorpelgewebes. Der Anteil hTGF-B*-Zellen und hIGF-I*-Zellen ist jeweils in % angegeben bezogen auf die
Gesamtzellzahl. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die
statistische Signifikanz gegentiber 2lacZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

lacZ , TGF-B/lacZ IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I

hTGF-B

-

oA

hiGF-|

Abbildung 31. Analyse der Transgenexpression von hTGF-p und hIGF-I rAAV-basiert transduzierter humaner
osteochondraler Defektmodelle mittels TGF-B- und IGF-I-immunhistochemie. Darstellung des osteochondralen
Defekts (jeweils obere Reihe) und des perifokalen Knorpelgewebes (jeweils untere Reihe). Die Intensitat der
Braunfarbung reflektiert die Immunrekativitat fir hnTGF-B bzw. hIGF-I. MaBstabbalken: 100 um (jeweils obere Reihe)
und 50 um (jeweils untere Reihe).
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7.2.2 Evaluation biosynthetischer, proliferativer und chondrogener Differenzierungs-
aktivitaten

7.2.2.1 Analyse der Zellzahl mittels DNS-Bestimmung

Der DNS-Gehalt diente als Bezugsparameter fir die Zellzahl (Tabelle 33). Signifikant erhéhte
DNS-Gehalte fanden sich in den kombiniert-transduzierten Proben mit hTGF-B/hIGF-I
(P <= 0,020) verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (1,3-fache Differenz) und den Gruppen,
welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert
appliziert wurde (1,2-fache Differenz versus hTGF-p/lacZ; 1,3-fache Differenz versus hIGF-I/
lacZ). Die hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben wiesen erhdhte DNS-Gehalte gegeniber der
Negativkontrolle /acZ und den hIGF-l/lacZ-transduzierten Proben auf (jeweils 1,2-fache
Differenz, P=0,060). Zwischen den hlGF-l/lacZ-transduzierten Proben und der
Negativkontrolle /acZ lag kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des DNS-Gehalts vor
(P =0,440).

Tabelle 33. Analyse der Zellzahl von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen
mittels Bestimmung des DNS-Gehalts.

DNS lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I

DNS-Gehalt
[ng/ug Gesamtprotein]

0,39 £ 0,26 0,45+ 0,30 0,39 £0,25 0,52 £ 0,323b¢

Die Zellzahl von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen wurde an Tag 21 nach
erfolgter Transduktion mittels biochemischer Bestimmung des DNS-Gehalts untersucht. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + Standardabweichung in ng/pug angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegentber
3lacZ, *hTGF-B/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

7.2.2.2 Analyse der Zellzahl mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die kombiniert transduzierten Proben mit hTGF-p/hIGF-l1 wiesen eine signifikant erhdhte
Zelldichte im implantierten humanen MSZ-Aggregat auf (P < 0,020) im Vergleich zu den
Proben der Negativkontrolle /lacZ (3,2-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-transduzierten
Proben und den hIGF-l/lacZ-transduzierten Proben (jeweils 2,0-fache Differenz) (Tabelle 34
und Abbildung 32). Eine signifikant erhdhte Zelldichte detektierten wir in den hTGF-B/hIGF-I-
transduzierten Proben (P < 0,040) ebenfalls im perifokalen Knorpelgewebe gegenlber der
Negativkontrolle lacZ (2,0-fache Differenz), den hTGF-B/lacZ-transduzierten Proben (1,2-
fache Differenz) und den hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben (1,7-fache Differenz). In den
hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben und den hlGF-l/lacZ-transduzierten Proben wurde im
implantierten  humanen MSZ-Aggregat jeweils eine signifikant erhéhte Zelldichte
nachgewiesen verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (1,7-fache und 1,6-fache Differenz,
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P = 0,044 und P= 0,006). Zwischen den hTGF-p/lacZ- und den hIGF-l/lacZ-transduzierten
Proben fand sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Zelldichte im implantierten
humanen MSZ-Aggregat (P = 0,390). Signifikant erhéhte Zelldichten detektierten wir hingegen
im perifokalen Knorpelgewebe der hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben (P < 0,040) verglichen
mit der Negativkontrolle lacZ (1,6-fache Differenz) und den hlGF-l/lacZ-transduzierten Proben
(1,4-fache Differenz). Das perifokale Knorpelgewebe der hiIGF-I/lacZ-transduzierten Proben
wies keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Zelldichte auf gegeniber der
Negativkontrolle lacZ (P = 0,090).

Tabelle 34. Analyse der Zelldichte von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen
mittels H&matoxylin-Eosin-Farbung.

Zelldichte lacZ hTGF-B/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
[Zellen/mm?]

osteochondraler 3.467 + 115 5.767 +1.1562 56083002  11.308 + 1.556ab<
Defekt

perifokales 145 + 21 238 + 75%¢ 168 + 11 286 + 8020<

Knorpelgewebe

Analyse der Zelldichte von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen 21 Tage nach
erfolgter Transduktion mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standard-
abweichung angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegenliber 2lacZ, °hTGF-p/lacZ,
chIGF-1/lacZ.

lacZ TGF-Bl/lacZ IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I

Abbildung 32. Analyse der Zelldichte von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen
mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Die Zellkerne sind rot angeférbt; dies ermdglicht eine Auszahlung der Zellen
pro Flache. Vollstdndiges Praparat (obere Reihe) und VergréBerung des osteochondralen Defekts (untere Reihe).
MaBstabbalken: 1 mm (obere Reihe) und 200 um (untere Reihe).

7.2.2.3 Analyse des Proteoglykangehalts mittels biochemischen Analysen

Ein signifikant erhéhter Proteoglykangehalt lag in den hTGF-p/hIGF-I-transduzierten Proben

vor (P<0,020) verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (1,8-fache Differenz) und den
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Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches Gen rAAV-basiert appliziert
wurde (1,3-fache Differenz versus hTGF-p/lacZ; 1,5-fache Differenz versus hlGF-l/lacZ)
(Tabelle 35). Die hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben wiesen einen signifikant erhdéhten
Proteoglykangehalt gegentiber der Negativkontrolle /lacZ auf (1,4-fache Differenz, P = 0,030),
jedoch keinen signifikanten Unterschied gegentiber den hiGF-l/lacZ-transduzierten Proben
(P =0,200). In den hlGF-I/lacZ-transduzierten Proben lag ein 1,3-fach erhdhter Proteoglykan-
gehalt vor verglichen mit Negativkontrolle /acZ (P = 0,090). Die kombiniert transduzierten
Proben mit hTGF-pB/hIGF-I wiesen zudem einen signifikant erhéhten Proteoglykangehalt
bezogen auf den DNS-Gehalt auf (P < 0,030) im Vergleich zur Negativkontrolle lacZ (1,4-fache
Differenz), den hTGF-B/lacZ-transduzierten Proben (1,2-fache Differenz) und den hlGF-I/lacZ-
transduzierten Proben (1,3-fache Differenz). Ein signifikant erhéhter Proteoglykangehalt
bezogen auf den DNS-Gehalt lag in den hTGF-B/lacZ-transduzierten Proben vor verglichen
mit der Negativkontrolle /acZ (1,2-fache Differenz, P = 0,030). Zwischen den hTGF-p/lacZ-
transduzierten Proben und den hIGF-l/lacZ-transduzierten Proben sowie zwischen den
hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben und der Negativkontrolle lacZ lag kein signifikanter Effekt
hinsichtlich des Proteoglykangehalts bezogen auf den DNS-Gehalt vor (P = 0,150).

Tabelle 35. Analyse biosynthetischer Aktivitditen von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels biochemischen Untersuchungen.

Proteogkykane lacZ hTGF-pllacz _ hIGF-UlacZ  hTGF-B/hIGF-I
Proteoglykangehalt 1247 17 + 122 1548 22 + 13abe
[ug/mg Gesamtprotein]

Proteoglykangehalt/ 0,11 +0,05 0,13 +0,072 0,12+0,05  0,15+0,0720

DNS-Gehalt [ng/ng]

Die biosynthetischen Aktivitditen von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen
wurden an Tag 21 nach erfolgter Transduktion mittels biochemischer Bestimmung des Proteoglykangehalts
untersucht. Der Bezug des Proteoglykangehalts auf den DNS-Gehalt gibt das Verhaltnis der proliferativen
Aktivitdten bezogen auf die metabolischen (anabolen) Aktivititen an. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2/acZ, *hTGF-p/lacZ,
¢hIGF-I/lacZ.

7.2.2.4 Analyse des Proteoglykangehalts mittels Safranin-O-Farbung

Die Ergebnisse des biochemisch bestimmten Proteoglykangehalts der transduzierten Proben
wurden histologisch mittels Safranin-O-Farbung verifiziert (Tabelle 36 und Abbildung 33).
Unter Anwendung des modifizierten Bewertungssystems aus Bern lag ein signifikant erhdhter
Proteoglykangehalt im implantierten humanen MSZ-Aggregat der hTGF-B/hIGF-I-
transduzierten Proben vor (P < 0,001) verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (8,0-fache
Differenz) und den hlGF-I/lacZ-transduzierten Proben (24,0-fache Differenz); es fand sich kein
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signifikanter Unterschied bezlglich des Proteoglykangehalts gegeniiber den hTGF-p/lacZ-
transduzierten Proben (P = 0,260). Im perifokalen Knorpelgewebe fand sich in den hTGF-p/
hIGF-I-transduzierten Proben ein signifikant erhéhter Proteoglykangehalt (P < 0,030)
verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (2,9-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-transduzierten
Proben (1,5-fache Differenz) und den hiGF-l/lacZ-transduzierten Proben (2,0-fache Differenz).
Die hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben wiesen im implantierten humanen MSZ-Aggregat
einen signifikant erhéhten Proteoglykangehalt auf (P < 0,001) gegenuber der Negativkontrolle
lacZ (7-fache Differenz) und den hlGF-l/lacZ-transduzierten Proben (21-fache Differenz). Im
perifokalen Knorpelgewebe wiesen sie einen signifikant erhdhten Proteoglykangehalt auf
verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (2,0-fache Differenz, P=0,010). Zwischen den
hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben und der Negativkontrolle lacZ lag kein signifikanter
Unterschied in Bezug auf den Proteoglykangehalt im implantierten humanen MSZ-Aggregat
vor (P = 0,500), im perifokalen Knorpelgewebe wurde gegenliber der Negativkontrolle /acZ ein
signifikant erhéhter Proteoglykangehalt nachgewiesen (1,5-fache Differenz, P < 0,030).

Tabelle 36. Analyse des Proteoglykangehalts von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Safranin-O-Farbung.

Proteoglykane lacZz hTGF-f/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-/hIGF-I
osteochondraler Defekt 0,3+0,4 2,1 +£0,82c 0,1+0,4 2,4 +0,72¢
perifokales Knorpelgewebe 1,3+0,5 2,6 £1,02 1,9 +0,62 3,8 £ 0,5%0¢

Der Proteoglykangehalt von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen wurde an
Tag 21 nach erfolgter Transduktion mittels Safranin-O-Farbung untersucht. Es erfolgte eine separate Evaluation
des osteochondralen Defekts und des perifokalen Knorpelgewebes unter Anwendung des modifizierten
Bewertungssystems aus Bern. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes
markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2lacZ, ®hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

lacZ TGF-Bllacz IGF-lilacZ ~ TGF-B/IGF-I

Abbildung 33. Analyse des Proteoglykangehalts von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Safranin-O-F&rbung. Die Intensitdt der Rotfarbung reflektiert den Proteoglykangehalt.
Vollstdndiges Praparat (obere Reihe) und VergréBerung des osteochondralen Defekis (untere Reihe).
MaBstabbalken: 1 mm (obere Reihe) und 200 um (untere Reihe).
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7.2.2.5 Analyse der Typ-ll-Kollagen-Expression mittels immunhistochemischer Féarbung

Signifikant erhdhte Immunreaktivitat far Typ-ll-Kollagen fand sich in den implantierten
humanen MSZ-Aggregaten der kombiniert transduzierten Proben mit hTGF-B und hIGF-I
(P=0,030) verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (3,8-fache Differenz) und den Gruppen,
welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert
appliziert wurde (1,3-fache Differenz versus hTGF-p/lacZ; 1,7-fache Differenz versus hIGF-I/
lacZ) (Tabelle 37 und Abbildung 34). Das perifokale Knorpelgewebe wies in den hTGF-p/
hIGF-I-transduzierten Proben ebenfalls signifikant erhdhte Immunreaktivitat far Typ-II-
Kollagen auf gegenuber der Negativkontrolle /lacZ (6,0-fache Differenz, P = 0,002) und den
hIGF-1/lacZ-transduzierten Proben (1,7-fache Differenz, P = 0,040). Gegenlber den hTGF-p/
lacZ-transduzierten Proben wiesen die hTGF-p/hlGF-I-transduzierten Proben eine 1,2-fach
erhdéhte Immunreaktivitét fir Typ-ll-Kollagen im perifokalen Knorpelgewebe auf (P = 0,100).
Die hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben wiesen eine signifikant erhdhte Immunreaktivitat fir
Typ-ll-Kollagen im implantierten humanen MSZ-Aggregat (P < 0,030) und im perifokalen
Knorpelgewebe (P < 0,030) auf im Vergleich zur Negativkontrolle /acZ (3,0- und 5,0-fache
Differenz) und den hlGF-I/lacZ-transduzierten Proben (1,3- und 1,4-fache Differenz). In den
hIGF-l/lacZ-transduzierten Proben zeigte sich im implantieten humanen MSZ-Aggregat
(P=0,010) und im perifokalen Knorpelgewebe (P = 0,040) eine signifikante Erhéhung der
Immunreaktivitat fir Typ-llI-Kollagen verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (2,3- und 3,6-
fache Differenz).

Tabelle 37. Analyse der Typ-ll-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie.

Typ-lI-Kollagen lacZ hTGF-B/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-p/hIGF-I
osteochondraler Defekt 1,0+£0,8 3,0+0,1ac 2,3+0,52 3,8 + 0,5abc
perifokales Knorpelgewebe 0,5+0,1 2,5+0,6ac 1,8 £0,52 3,0 +0,8ac¢

Die Typ-ll-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen wurde
an Tag 21 nach erfolgter Transduktion anhand der Immunreaktivitat fir Typ-II-Kollagen unter Anwendung des
modifizierten Bewertungssystems aus Bern untersucht. Es erfolgte eine separate Evaluation des osteochondralen
Defektes und des perifokalen Knorpelgewebes. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegentiber 2/acZ, °*hTGF-B/lacZ, °hIGF-l/lacZ.
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IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I

TGF-BllacZ

Abbildung 34. Analyse der Typ-ll-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen
osteochondralen Defekimodellen mittels Typ-Il-Kollagen-Immunhistochemie. Die Intensitdt der Braunfarbung
reflektiert die Immunreaktivitat fir Typ-lI-Kollagen. Vollstandiges Praparat (obere Reihe) und VergréBerung des
osteochondralen Defekts (untere Reihe). MaBstabbalken: 1 mm (obere Reihe) und 200 um (untere Reihe).

7.2.3 Evaluation osteogener und hypertropher Differenzierungsaktivitaten

7.2.3.1 Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression mittels immunhistochemischer Farbung

Signifikant verminderte osteogene Differenzierungsaktivititen, entsprechend einer
erniedrigten Immunreaktivitat far Typ-I-Kollagen, fanden sich in den implantierten humanen
MSZ-Aggregaten der hTGF-B/hIGF-I-transduzierten Proben im Vergleich zur Negativkontrolle
lacZ (2,8-fache Differenz, P < 0,001) und den hlGF-I/lacZ-transduzierten Proben (2,7-fache
Differenz, P < 0,001) (Tabelle 38 und Abbildung 35). Gegenlber den hTGF-p/lacZ-
transduzierten Proben fand sich im implantierten humanen MSZ-Aggregat der hTGF-p/
hIGF-I-transduzierten Proben eine 1,4-fach geringere Immunreaktivitat fur Typ-l-Kollagen
(P=0,090). Im perifokalen Knorpelgewebe der hTGF-p/hlGF-I-transduzierten Proben lag
gegentber der Negativkontrolle /acZ (1,9-fache Differenz) und den hiGF-I/lacZ-transduzierten
Proben (1,7-fache Differenz) eine signifikant verminderte Immunreaktivitat far Typ-I-Kollagen
vor (P<0,001). Gegeniiber den hTGF-B/lacZ-transduzierten Proben detektierten wir im
perifokalen Knorpelgewebe der hTGF-p/hIGF-I-transduzierten Proben eine 1,3-fache
Verminderung der Immunreaktivitdt far Typ-I-Kollagen (P=0,120). Die hTGF-B/lacZ-
transduzierten Proben wiesen im implantieten humanen MSZ-Aggregat eine signifikant
verminderte Immunreaktivitdt for Typ-I-Kollagen auf (P<0,001) verglichen mit der
Negativkontrolle lacZ (2,1-fache Differenz) und den hiGF-I/lacZ-transduzierten Proben (2,0-
fache Differenz). Im perifokalen Knorpelgewebe wiesen die hTGF-f/lacZ-transduzierten
Proben eine signifikant erniedrigte Immunreaktivitat fir Typ-I-Kollagen auf gegenlber der
Negativkontrolle lacZ (1,5-fache Differenz, P =0,020). Gegenlber den hIGF-l/lacZ-
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transduzierten Proben fand sich eine 1,3-fache Verminderung der Immunreaktivitat far Typ-I-
Kollagen im perifokalen Knorpelgewebe der hTGF-B/lacZ-transduzierten Proben (P = 0,130).
Zwischen den hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben und der Negativkontrolle /acZ fand sich
weder im implantierten humanen MSZ-Aggregat noch im perifokalen Knorpelgewebe ein
relevanter Unterschied bezlglich der Immunreaktivitat fir Typ-I-Kollagen (P = 0,230).

Tabelle 38. Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Typ-I-Kollagen-Immunhistochemie.

Typ-I-Kollagen lacZ hTGF-B/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-p/hIGF-I
osteochondraler Defekt 3,1£0,8 1,5+0,73¢ 3,0£0,5 1,1 £0,43¢
perifokales Knorpelgewebe 29+0,6 2,0+0,82 26 +0,7 1,5 £ 0,53¢

Die Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen wurde
an Tag 21 nach erfolgter Transduktion anhand der Immunreaktivitat fur Typ-l-Kollagen unter Anwendung des
modifizierten Bewertungssystems aus Bern untersucht. Es erfolgte eine separate Evaluation des osteochondralen
Defekts und des perifokalen Knorpelgewebes. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegentiber 2/acZ, °*hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

lacZ TGF-B/lacZ ‘ IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I

Abbildung 35. Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Typ-I-Kollagen-Immunhistochemie. Die Intensitdt der Braunfarbung reflektiert die
Immunreaktivitat fiir Typ-I-Kollagen. Vollstandiges Préparat (obere Reihe) und VergréBerung des osteochondralen
Defekts (untere Reihe). MaBstabbalken: 1 mm (obere Reihe) und 200 um (untere Reihe).

7.2.3.2 Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression mittels immunhistochemischer Farbung

Eine signifikante Verminderung hypertropher Differenzierungsaktivitéaten, entsprechend einer
verminderten Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen, lag im implantierten humanen MSZ-
Aggregat der hTGF-B/hIGF-I-transduzierten Proben vor verglichen mit der Negativkontrolle
lacZ (2,3-fache Differenz, P<0,001) (Tabelle 39 und Abbildung 36); gegeniber den
Gruppen, welchen jeweils nur ein einzelnes therapeutisches Gen rAAV-basiert appliziert
wurde, fand sich eine Verminderung der Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen im implantierten
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humanen MSZ-Aggregat (1,5-fache Differenz versus hTGF-B/lacZ; 1,8-fache Differenz versus
hIGF-I/lacZ; jeweils P=0,100). Im perifokalen Knorpelgewebe fand sich in den hTGF-p/
hIGF-I-transduzierten Proben eine signifikant verminderte Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen
(P<0,007) verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (3,6-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-
transduzierten Proben (3,3-fache Differenz) und den hiGF-I/lacZ-transduzierten Proben (2,6-
fache Differenz). Die implantierten humanen MSZ-Aggregate der hTGF-p/lacZ-transduzierten
Proben wiesen eine signifikant verminderte Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen auf verglichen
mit der Negativkontrolle /lacZ (1,6-fache Differenz, P < 0,001); verglichen mit den hiGF-l/lacZ-
transduzierten Proben lag kein signifikanter Effekt vor (P = 0,260). Im perifokalen Knorpel der
hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben lag ebenfalls keine signifikante Verminderung der
Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen vor im Vergleich zur Negativkontrolle /lacZ und den
hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben (P =0,230). Weiterhin lag kein signifikanter Effekt im
implantierten humanen MSZ-Aggregat und im perifokalen Knorpelgewebe der hlGF-I/lacZ-
transduzierten Proben gegentber der Negativkontrolle lacZ vor (P = 0,060).

Tabelle 39. Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie.

Typ-X-Kollagen lacZ hTGF-B/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
osteochondraler Defekt 3,0£0,8 1,9+1,12 23109 1,3+0,52
perifokales Knorpelgewebe 29+0,6 2605 21+£1,0 0,8 £ 0,7abc

Die Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen wurde
an Tag 21 nach erfolgter Transduktion anhand der Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen unter Anwendung des
modifizierten Bewertungssystems aus Bern untersucht. Es erfolgte eine separate Evaluation des osteochondralen
Defekts und des perifokalen Knorpelgewebes. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegentiber 2/acZ, °*hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

lacZ TGF-B/lacZ _ IGF-l/lacZ TGF-B/IGF-I

Abbildung 36. Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen
osteochondralen Defektmodellen mittels Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie. Die Intensitat der Braunfarbung
reflektiert die Immunreaktivitat fir Typ-X-Kollagen. Vollstdndiges Praparat (obere Reihe) und VergréBerung des
osteochondralen Defekts (untere Reihe). MaBstabbalken: 1 mm (obere Reihe) und 200 um (untere Reihe).
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7.2.4 Real-time RT-PCR-Analysen

7.2.4.1 Analyse der SOX9-Expression

Signifikant  verbesserte = chondrogene Differenzierungsaktivititen nach 21 Tagen,
entsprechend einer signifikant erhdhten SOX9-Expression, fanden sich in den hTGF-p/
hIGF-I-transduzierten Proben (P < 0,014) im Vergleich zur Negativkontrolle /lacZ (6,4-fache
Differenz), den hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben (3,1-fache Differenz) und den hIGF-I/lacZ-
transduzierten Proben (3,7-fache Differenz) (Tabelle 40 und Abbildung 37). Die hTGF-p/
lacZ-transduzierten Proben wiesen ebenfalls eine signifikant erhéhte SOX9-Expression auf
(P<0,042) gegenlber der Negativkontrolle /acZ (2,1-fache Differenz) und den hIGF-l/lacZ-
transduzierten Proben (1,7-fache Differenz). Weiterhin wiesen die hiGF-I/lacZ-transduzierten
Proben eine signifikante Erhéhung der SOX9-Expression auf verglichen mit der Negativ-
kontrolle /acZ (1,7-fache Differenz, P < 0,001).

Tabelle 40. Analyse der SOX9-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defekt-
modellen mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-/hIGF-I

SOX9 1,00 + 0,00 2,07 £ 0,043¢ 1,74+ 0,102 6,37 + 0,312bc

Die Evaluation der SOX9-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen Defektmodellen
erfolgte 21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2-2ACt-Methode relativ zur Kontrolle GAPDH als
Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes markieren
die statistische Signifikanz gegenlber 3/acZ, °hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

7.2.4.2 Analyse der Typ-lI-Kollagen-Expression

Signifikant  verbesserte chondrogene Differenzierungsaktivititen nach 21 Tagen,
entsprechend einer signifikant erhéhten Typ-lI-Kollagen-Expression (COL2AT), lag in den
hTGF-p/hIGF-I-transduzierten Proben vor verglichen mit den hTGF-p/lacZ-transduzierten
Proben (2,7-fache Differenz, P = 0,032) und den hiIGF-l/lacZ-transduzierten Proben (5,3-fache
Differenz, P< 0,001) (Tabelle 41 und Abbildung 37). Gegenliber der Negativkontrolle /acZ
wiesen die hTGF-B/hIGF-I-transduzierten Proben eine 6,1-fach héhere Typ-lI-Kollagen-
Expression auf (P = 0,057). Eine erhéhte Expression von Typ-lI-Kollagen fand sich in den
hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben verglichen mit der Negativkontrolle /lacZ (2,2-fache
Differenz, P=0,099) und den hlGF-l/lacZ-transduzierten Proben (2,0-fache Differenz,
P = 0,198). Zwischen den hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben und der Negativkontrolle /acZ lag
kein signifikanter Effekt in Bezug auf eine Expression von Typ-lI-Kollagen vor (P = 0,118).
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Tabelle 41. Analyse der Typ-lI-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
COL2A1 1,00 £ 0,00 2,24 +1,43 1,15+0,19 6,06 £ 0,12b¢

Die Evaluation der Typ-llI-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen erfolgte 21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2-22¢-Methode relativ zur Kontrolle
GAPDH als Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes
markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2/acZ, *hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

7.2.4.3 Analyse der Aggrekan-Expression

Eine signifikant erhdhte Expression von Aggrekan (ACAN) indizierte nach 21 Tagen
verbesserte chondrogene Differenzierungsaktivitaten in den hTGF-p/hlGF-I-transduzierten
Proben im Vergleich zur Negativkontrolle lacZ (6,4-fache Differenz, P=0,012) (Tabelle 42
und Abbildung 37). Die hTGF-p/hlGF-I-transduzierten Proben wiesen eine erhdhte
Aggrekan-Expression auf gegenlber den hTGF-B/lacZ-transduzierten Proben (3,0-fache
Differenz, P=0,066) und den hlGF-l/lacZ-transduzierten Proben (4,1-fache Differenz,
P =0,054). Eine erhdhte Expression von Aggrekan fand ebenfalls in den hTGF-p/lacZ-
transduzierten Proben statt verglichen mit der Negativkontrolle lacZ (2,2-fache Differenz,
P =0,007) und den hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben (1,4-fache Differenz, P =0,186). Die
hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben wiesen eine 1,6-fach erhdhte Aggrekan-Expression auf im
Vergleich zur Negativkontrolle /acZ (P = 0,083).

Tabelle 42. Analyse der Aggrekan-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-/hIGF-I
ACAN 1,00 £ 0,00 2,16 £ 0,432 1,57 £ 0,59 6,42 + 2,402

Die Evaluation der Aggrekan-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen erfolgte 21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2-24C!-Methode relativ zur Kontrolle
GAPDH als Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes
markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2/acZ, *hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.

7.2.4.4 Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression

Signifikant verminderte osteogene Differenzierungsaktivitadten nach 21 Tagen, entsprechend
einer signifikant verminderten Expression von Typ-I-Kollagen (COL1A7), fanden in den
hTGF-p/hIGF-I-transduzierten Proben statt (P < 0,001) im Vergleich zur Negativkontrolle lacZ
(1,6-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben (1,3-fache Differenz) und den
hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben (1,5-fache Differenz) (Tabelle 43 und Abbildung 37). Die
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hTGF-p/lacZ-transduzierten Proben wiesen eine signifikant verminderte Typ-I-Kollagen-
Expression auf verglichen mit der Negativkontrolle /acZ und den hIGF-l/lacZ-transduzierten
Proben (jeweils 1,2-fache Differenz, P < 0,036). Die hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben wiesen
eine 1,1-fache, signifikant verminderte Expression von Typ-I-Kollagen auf gegentber der
Negativkontrolle lacZ (P = 0,002).

Tabelle 43. Analyse der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-B/lacZ hiGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
COL1A1 1,00 + 0,00 0,80 + 0,073¢ 0,95+ 0,012 0,63 £ 0,032b¢

Die Evaluation der Typ-I-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen erfolgte 21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2-44Ct-Methode relativ zur Kontrolle
GAPDH als Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes
markieren die statistische Signifikanz gegenuber 2/acZ, ®hTGF-p/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

7.2.4.5 Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression

Signifikant verminderte hypertrophe Differenzierungsaktivitaten nach 21 Tagen, entsprechend
einer signifikanten Reduktion der Expression von Typ-X-Kollagen (COL10AT1), fanden in den
hTGFp/hIGF-I-transduzierten Proben statt verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (1,4-fache
Differenz, P=0,002) und den hlGFl/lacZ-transduzierten Proben (1,4-fache Differenz,
P=0,018) (Tabelle 44 und Abbildung 37). Gegenlber den hTGF-p/lacZ-transduzierten
Proben wiesen die hTGF-B/hIGF-I-transduzierten Proben eine 1,3-fach verminderte
Expression von Typ-X-Kollagen auf (P=0,069). Die Gruppen, welchen jeweils nur ein
einzelnes Wachstumsfaktorgen rAAV-basiert appliziert wurde (hTGF-p/lacZ und hlGF-1/lacZ)
wiesen untereinander keinen signifikanten Effekt in Bezug auf eine Typ-X-Kollagen-
Expression auf sowie jeweils gegenliber der Negativkontrolle /acZ (P = 0,200).

Tabelle 44. Analyse der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-l/lacZ hTGF-B/hIGF-I
COL10A1 1,00 £ 0,00 0,92 +0,15 0,97 +0,29 0,72 + 0,08a¢

Die Evaluation der Typ-X-Kollagen-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteochondralen
Defektmodellen erfolgte 21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2-22Ct-Methode relativ zur Kontrolle
GAPDH als Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Indizes
markieren die statistische Signifikanz gegenlber 2/acZ, *(hTGF-p/lacZ, °hIGF-I/lacZ.
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7.2.4.6 Analyse der Matrix-Metalloproteinase 13-Expression

Eine signifikante Verminderung kataboler Prozesse, entsprechend einer reduzierten
Expression von MMP-13, fand in den hTGF-p/hlGF-I-transduzierten Proben statt (P < 0,005)
verglichen mit der Negativkontrolle JlacZ (16,7-fache Differenz), den hTGF-p/lacZ-
transduzierten Proben (1,4-fache Differenz) und den hIGF-I/lacZ-transduzierten Proben
(1,7-fache Differenz) (Tabelle 45 und Abbildung 37). Die hTGF-p//lacZ-transduzierten Proben
wiesen eine reduzierte MMP-13-Expression auf (P < 0,001) gegentber der Negativkontrolle
lacZ (12,5-fache Differenz) und den hlGF-l/lacZ-transduzierten Proben (1,3-fache Differenz).
Reduzierte MMP-13-Expression fand auch in den hlGF-l//lacZ-transduzierten Proben statt
verglichen mit der Negativkontrolle /acZ (10-fache Differenz, P< 0,001).

Tabelle 45. Analyse der Matrix-Metalloproteinase 13-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen osteo-
chondralen Defektmodellen mittels Real-time RT-PCR.

Gen lacZ hTGF-p/lacZ hIGF-I/lacZ hTGF-B/hIGF-I
MMP-13 1,00 £ 0,00 0,08 £0,012° 0,11 £0,0120 0,06 £ 0,012b°

Die Evaluation der Matrix-Metalloproteinase 13-Expression von rAAV-basiert transduzierten humanen
osteochondralen Defektmodellen erfolgte 21 Tage nach stattgehabter Transduktion anhand der 2-44Ct-Methode
relativ zur Kontrolle GAPDH als Normierungskonstante. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Indizes markieren die statistische Signifikanz gegentiber 2/acZ, *hTGF-B/lacZ, °hIGF-l/lacZ.

SOX9 COL2A1 ACAN B hTGF-B/hIGF-I
1,5,
B hTGF-BllacZ
hIGF-l/lacZ
1,0 a W JacZ
a.c -
a,c
a,b,c
0,5
0,0

COL1A1 COL10A1 MMP13

Abbildung 37. Ubersicht tber die Ergebnisse der Real-time RT-PCR-Analysen von rAAV-basiert transduzierten
humanen osteochondralen Defekimodellen. Die Real-time RT-PCR-Analysen wurden 21 Tage nach erfolgter
Transduktion durchgefihrt.
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8 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht zwei verschiedene experimentelle Therapieansatze zur
Behandlung fokaler osteochondraler Defekte basierend auf der genetischen Modifizierung von
humanen MSZ mittels rAAV-Vektoren (Abbildung 38). Wir evaluierten einerseits den Effekt
eines direkten kombinierten rAAV-basierten Gentransfers von hTGF-B und hIGF-I auf die
chondrogenen Differenzierungsaktivitdten von humanen 3D-MSZ-Aggregaten in vitro (direktes
virales Gentransfermodell) sowie andererseits nach deren Implantation in ein humanes
osteochondrales Defektmodell ex vivo (indirektes virales Gentransfermodell). Fir beide
Modelle untersuchten wir die Ubergeordnete Hypothese, dass ein kombinierter rAAV-basierter
Gentransfer von hTGF-B und hIGF-I der Applikation des jeweils einzelnen therapeutischen
Wachstumsfaktorgens  mittels  rAAV-Vektoren in  Bezug auf chondroreparative
Differenzierungsprozesse Uberlegen ist.

Das erste wesentliche Ergebnis dieser Studie zeigt, dass der kombinierte rAAV-vermittelte
Gentransfer von hTGF-B und hIGF-I nach 21 Tagen sowohl in den humanen 3D-MSZ-
Aggregaten (direkter viraler Gentransfer) als auch in den humanen osteochondralen
Defektmodellen (indirekter viraler Gentransfer) zu signifikant verbesserten chondrogenen
Differenzierungsaktivitdten fuhrt verglichen mit der rAAV-basierten Applikation des jeweils
einzelnen therapeutischen Wachstumsfaktorgens und verglichen mit der Negativkontrolle. Das
zweite wesentliche Ergebnis dieser Studie belegt, dass der kombinierte rAAV-vermittelte
Gentransfer von hTGF-p und hIGF-I nach 21 Tagen ebenfalls sowohl in den humanen 3D-
MSZ-Aggregaten (direkter viraler Gentransfer) als auch in den humanen osteochondralen
Defektmodellen (indirekter viraler Gentransfer) gleichzeitig zu signifikant verminderten
osteogenen, hypertrophen und terminalen Differenzierungsaktivitaten flhrt.

Die entscheidenden Aspekte dieser Studie zur Verifizierung signifikant verbesserter
chondrogener Differenzierungsaktivitdten des direkten und indirekten kombinierten rAAV-
vermittelten  Gentransfers von hTGF-B und hIGF-I sind signifikant erhéhte
Proteoglykangehalte, eine signifikant erhéhte Zellzahl respektive Zelldichte sowie ein erhdhter
Typ-1l-Kollagen-Gehalt. Die auf der kombinierten direkten und indirekten rAAV-vermittelten
Uberexpression von hTGF-p und hiGF-I basierenden signifikant verminderten osteogenen und
hypertrophen Differenzierungsaktivitdten wurden unter anderem durch signifikant verminderte

Produktion von Typ-I- und Typ-X-Kollagen erfasst.
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Abbildung 38. Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse. hIGF-I = humaner insulinartiger
Wachstumsfaktor I; hTGF-B = humaner transformierender Wachstumsfaktor beta; /acZ = Reportergen; MSZ =
mesenchymale Stromazellen; rAAV = rekombinante adeno-assoziierte virale Vektoren.
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8.1 Wirkung eines direkten und indirekten kombinierten rAAV-basierten
Gentransfers auf chondroreparative Differenzierungsaktivitaten von
humanen mesenchymalen Stromazellen

8.1.1 Analysen der Transgenexpression

Transgenexpression im Rahmen des direkten viralen Gentransfers

Die Daten der vorliegenden Arbeit beweisen eine erfolgreiche und dauerhafte
Transgenexpression der therapeutischen Wachstumsfaktoren hTGF-B und hIGF-I mittels
rAAV-Vektoren (MOI = 8) in humanen 3D-MSZ-Aggregaten in allen untersuchten Gruppen
verglichen mit dem Reportergen lacZ Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von
21 Tagen [211]. Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit denen frilherer
Studien [67; 108; 109; 235; 301; 321]. Die in den hTGF-B/lacZ- und in den hIGF-I/lacZ-rAAV-
basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten erzielten Sekretionsspiegel der jeweiligen
untersuchten Wachstumsfaktoren korrelierten dabei gut mit denjenigen friherer vergleichbarer
Studien von ungeféhr 70-100 pg/ml bei einer MOI von 8 [108; 109]. Darlber hinaus erfolgte
als wichtigstes Ergebnis hinsichtlich der Transgenexpressionsanalyse der Nachweis einer
simultanen Uberexpression der beiden untersuchten therapeutischen Wachstumsfaktoren
hTGF-p  und hIGF-l in humanen 3D-MSZ-Aggregaten (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum mittels des kombinierten rAAV-basierten Gentransfers der beiden
Wachstumsfaktorgene [211]. Dies lasst auf einen dauerhaften Verbleib der therapeutischen
rAAV-Vektoren in diesen Zellen schlieBen unter vermutlicher Abwesenheit von Interferenzen
zwischen den jeweiligen verschiedenen rAAV-Vektoren [301]. Interessanterweise flhrte der
simultane kombinierte rAAV-vermittelte Gentransfer von hTGF-p und hIGF-I in humanen 3D-
MSZ-Aggregaten zu jedem Untersuchungszeitpunkt unserer Studie (Tag 2, 7, 14 und 21) zu
den héchsten Sekretionsniveaus von hTGF-p und hIGF-I im Vergleich zur separaten rAAV-
basierten Applikation der entsprechenden therapeutischen Wachstumsfaktorgene sowie im
Vergleich zur Negativkontrolle /acZ, sodass eine synergistische Interaktion der eingesetzten
Wachstumsfaktoren untereinander anzunehmen ist [211], wie sie bereits mittels adenoviralem

Gentransfer in bovinen Chondrozyten [286] und bovinen MSZ [296] vorbeschrieben wurde.

In der vorliegenden Arbeit waren die maximal erzielten Sekretionsspiegel von hTGF-$ in allen
untersuchten und mit therapeutischen Wachstumsfaktorgenen rAAV-basiert transduzierten
Gruppen zu jedem Untersuchungszeitpunkt deutlich héher als diejenigen von hiIGF-I. In den
rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregaten beobachteten wir zu

Untersuchungsbeginn eine dreifach héhere Sekretion von hTGF-B als von hIGF-I, wahrend die
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Sekretion von hTGF-B an Tag 21 noch um den Faktor 1,3 erhéht war verglichen mit der
Sekretion von hIGF-I [211]. Dies lasst auf eine effektivere rAAV-vermittelte
Transgenexpression von hTGF-B schlieBen verglichen mit der Effektivitdt der
Transgenexpression von hiGF-1. Zu beachten ist jedoch, dass die mittleren Sekretionsspiegel
von hTGF-B bei allen untersuchten Gruppen wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums
von 21 Tagen einer fortlaufenden Verminderung unterlagen, wie sie auch in bovinen MSZ
[296] und humanen Knochenmarkaspiraten [111] vorzufinden war. Hierbei ist
bemerkenswerterweise hervorzuheben, dass die rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten
humanen 3D-MSZ-Aggregate die geringste Reduktion des hTGF-B-Sekretionsniveaus
aufwiesen im Vergleich zu den Ubrigen untersuchten Gruppen und somit bei kombinierter
rAAV-basierter Applikation von hTGF-B/hIGF-1 insgesamt eine prolongierte hTGF-B-
Expression vorlag. Folglich ist anzunehmen, dass eine regulatorische Interaktion zwischen
den jeweiligen Wachstumsfaktoren nicht nur das AusmafB ihrer Transgenexpression in
humanen MSZ beeinflusst, sondern gleichzeitig auch die Uberexpression im zeitlichen Verlauf
reguliert, vergleichbar mit den Regulationsvorgéangen in bovinen Chondrozyten [284; 286].

Im Gegensatz zu den Sekretionsspiegeln von hTGF-p wiesen diejenigen von hIGF-I in der
vorliegenden Arbeit keine vergleichbare Dynamik im Verlauf des Untersuchungszeitraums auf.
Zwar fand sich in den rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten zu
Untersuchungsbeginn an Tag 2 eine gering héhere Sekretion von hIGF-I als in den hIGF-I/
lacZ-rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten, am Ende des
Untersuchungszeitraums wiesen jedoch beide Gruppen ein weitgehend gleiches und
gegentiber dem Ausgangswert nur gering reduziertes Sekretionsniveau von hlGF-I auf. Es
wurde jedoch zu jedem Untersuchungszeitpunkt eine héhere Transgenexpression von hIGF-I
erreicht als in den Gruppen, welchen kein hlGF-I therapeutisch rAAV-basiert appliziert wurde.
Die Negativkontrolle /acZ sowie die rAAV-hTGF-p/lacZ-transduzierten humanen 3D-MSZ-
Aggregate wiesen eine weitgehend gleiche und konstante endogene Sekretion von hIGF-I
tber den gesamten Untersuchungszeitraum auf. Der simultane rAAV-basierte Gentransfer von
hTGF-B und hIGF-I scheint die Expression von hTGF-B positiv zu beeinflussen, wahrend
diejenige von hIGF-lI weitgehend unverandert bleibt. IGF-1 Ubt daher in erster Linie
modulatorische Effekte auf TGF-B aus [226]. Ein nachteiliger Effekt auf die hIGF-I-
Transgenexpression, wie bei kombiniertem adenoviralen Gentransfer von SOX9 und IGF-I in

humanen MSZ vorbeschrieben [335], stellten wir in Kombination mit hTGF-p jedoch nicht fest.

Unser Nachweis einer erfolgreichen rAAV-basierten simultanen Uberexpression von hTGF-p

und hlGF-I steht jedoch in Kontrast zu einer friiheren Studie von Kawamura et al. (2005) [161].
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Analog zu unserem Vorgehen transduzierten sie humane MSZ kombiniert und jeweils singular
mit TGF-B und IGF-I, im Unterschied zu unserem Vorgehen jedoch bei einer 18,75-fach
héheren MOI von 150 und unter Verwendung adenoviraler Vektoren [161]. Die TGF-B/IGF-I-
transduzierten humanen MSZ lieferten nur geringe Sekretionsniveaus von TGF-$ und IGF-I,
die deutlich unter denjenigen nach Transduktion mit dem entsprechenden einzelnen
Wachstumsfaktorgen lagen [161]. Die resultierenden geringen Expressionsniveaus bei
kombiniertem adenoviralen Gentransfer kdnnen auf die hohe Vektordosis zurlickzufiihren sein
und einen dadurch bedingten zytotoxischen Effekt [161]. Dementsprechend ist die Auswahl
der geeigneten Vektordosis sowie des Vektorsystems (adenoviral versus rekombinant

adenoviral) kritisch zu prifen, um optimale Ergebnisse zu erzielen.

Transgenexpression im Rahmen des indirekten viralen Gentransfers

Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen ebenfalls eine erfolgreiche und dauerhafte
Uberexpression der therapeutischen Wachstumsfaktorgene hTGF-p und hIGF-I mittels rAAV-
Vektoren (MOI = 8) in den humanen osteochondralen Defektmodellen in allen untersuchten
Gruppen verglichen mit dem Reportergen lacZ Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
von 21 Tagen [212]. Analog zu den Ergebnissen der humanen MSZ-Aggregate erfolgte als
wichtigstes Ergebnis hinsichtlich der Transgenexpressionsanalyse ebenfalls der Nachweis
einer simultanen Uberexpression der beiden untersuchten therapeutischen Wachstumsfaktor-
gene hTGF-B und hIGF-I in den implantierten humanen MSZ-Aggregaten Uiber den gesamten
Untersuchungszeitraum mittels des kombinierten rAAV-basierten Gentransfers der beiden
Wachstumsfaktorgene [212]. Bemerkenswerterweise war die (kombinierte) Transgen-
expression auch im unmittelbar an den osteochondralen Defekt angrenzenden Gelenkknorpel
nachweisbar [212]. Dies lasst parakrine Effekte der Wachstumsfaktoren vermuten, die von den
ex vivo modifizierten Zellen sezerniert werden und schlieBlich nicht nur lokal begrenzte

Wirkungen zeigen, sondern auch Uber eine gewisse raumliche Distanz hinausgehend [212].

Insgesamt werden auf Grundlage unserer Daten und in Zusammenschau mit den Arbeiten von
Kawamura et al. (2005) [161], Steinert et al. (2009) [296], Shi et al. (2013) [286] und
Weissenberger et al. (2020) [335] funf Erkenntnisse hinsichtlich eines direkten und indirekten
kombinierten Gentransfers von hTGF-B und hlGF-I mittels rAAV-Vektoren gegenliber deren
jeweils einzelnen Applikation deutlich: Erstens fiihrt der kombinierte Gentransfer von hTGF-$
und hlGF-l mittels rAAV-Vektoren in humanen MSZ zu jedem Untersuchungszeitpunkt zu
erhéhten Sekretionsniveaus der jeweiligen Wachstumsfaktoren. Zweitens werden allgemein

héhere Sekretionsniveaus von hTGF-$ erreicht als von hlGF-I. Drittens ist durch kombinierten
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rAAV-basierten Gentransfer von hTGF-B und hIGF-I eine prolongierte Transgenexpression
beider angewandter Gene zu erzielen, jedoch ist dieser Effekt aufgrund multipler Interaktionen
nicht auf jede beliebige Genkombination Ubertragbar. Viertens unterliegt die Sekretion von
hTGF-B nach initial hohem Ausgangswert im Untersuchungsverlauf einer fortlaufenden
Verminderung, wohingegen die Sekretionsniveaus von hIGF-l nahezu konstant sind. Flnftens
ist die Auswahl des Vektors und der optimalen Vektordosis entscheidend, um den
erwiinschten Effekt der kombinierten Uberexpression zu erzielen.

8.1.2 Proliferative, biosynthetische und chondrogene Differenzierungsaktivitaten

Proliferative, biosynthetische und chondrogene Differenzierungsaktivitdten im Rahmen des

direkten viralen Gentransfers

Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die erfolgreiche kombinierte
rAAV-basierte Uberexpression von hTGF- und hIGF-I (iber den Untersuchungszeitraum von
21 Tagen zu signifikant verbesserten chondroreparativen Differenzierungsprozessen von
humanen 3D-MSZ-Aggregaten fuhrt im Vergleich zur singularen rAAV-basierten Applikation
des jeweiligen Wachstumsfaktorgens und im Vergleich zum Reportergen [211]. Dies ist auf
maogliche synergistische und additive Effekte der Wachstumsfaktoren zurtickzuflihren [226;
234; 312], die in den zahlreichen Interaktionen ihrer jeweiligen Signalwege begriindet liegen
[79; 344]. Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit den bereits bekannten
chondrogenen Eigenschaften der jeweiligen Wachstumsfaktoren [17; 155; 190; 235] und mit
den Ergebnissen friherer Studien, in denen humane MSZ in vitro mittels rAAV-basiertem
Gentransfer entweder mit hTGF-p [108] oder mit hIGF-I [109] transduziert wurden.
Bemerkenswerterweise zeigte sich in den kombiniert rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten
humanen 3D-MSZ-Aggregaten als Ausdruck der verbesserten chondroreparativen
Eigenschaften immunhistochemisch unter Verwendung des semiquantitativen modifizierten
Bewertungssystems aus Bern [129; 252] ein signifikant erhdhter Typ-ll-Kollagen-Gehalt
verglichen mit der jeweils singuldren rAAV-basierten Applikation des entsprechenden
Wachstumsfaktors und verglichen mit der Negativkontrolle [211]. Typ-lI-Kollagen stellt mit
einem Anteil von ungefahr 95% das Hauptkollagen des intakten hyalinen Gelenkknorpels dar
und bildet ein stabiles, viskoelastisches, fibrillares Netzwerk [202], in welches unter anderem
Proteoglykane, hauptsachlich Aggrekan, verwoben vorliegen [123]. Dieser Aufbau
gewahrleistet die physiologischen biomechanischen Eigenschaften des intakien hyalinen
Gelenkknorpels. Interessanterweise detektierten wir im Einklang mit dem physiologischen
Aufbau des hyalinen Gelenkknorpels (Kapitel 2.2.1) und folglich im Sinne einer signifikanten
Verbesserung der chondroreparativen Eigenschaften der kombiniert rAAV-basiert
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transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregate mit hTGF-B und hIGF-I gegeniber den singular
rAAV-basiert transduzierten humanen MSZ-Aggregaten und der Negativkontrolle anhand
biochemischer Analysen eine signifikant erhéhte Proteoglykan-Produktion [211]. Zudem
wiesen die kombiniert rAAV-hTGF-B/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ-Aggregate einen
signifikant erhéhten Proteoglykangehalt bezogen auf den DNS-Gehalt auf, verglichen mit den
singular rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten und mit der
Negativkontrolle [211]. Der DNS-Gehalt reflektiert die Zellzahl. Eine signifikant erhéhte Zellzahl
wurde in den kombiniert rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten mittels
histologischer Bestimmung der Zelldichte gegendber den tbrigen Gruppen verifiziert [211].

In Zusammenschau der einzelnen signifikant verbesserten Parameter ,Typ-ll-Kollagen
Produktion®, ,Proteoglykangehalt und ,Zellzahl“ gelang es mittels erfolgreicher rAAV-basierter
Uberexpression von hTGF-B und hIGF-I nach 21 Tagen das chondrogene Differenzierungs-
potential humaner 3D-MSZ-Aggregate signifikant zu verbessern im Vergleich zur singularen
rAAV-basierten Applikation des entsprechenden Wachstumsfaktorgens und im Vergleich zur
Negativkontrolle. Im Einklang mit friiheren in vitro-Studien [108; 109] detektierten wir auch in
den singuldr rAAV-basiert transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregaten mit entweder
hTGF-p oder hIGF-I bis zu einem gewissen AusmalB verbesserte chondrogene
Differenzierungsaktivitdten gegenuber der Negativkontrolle [211]. Die Daten der vorliegenden
Arbeit belegen jedoch zweifelsfrei die Uberlegenheit der simultanen kombinierten rAAV-
basierten Transduktion von humanen 3D-MSZ-Aggregaten mit hnTGF-p und hIGF-1 [211].

Proliferative, biosynthetische und chondrogene Differenzierungsaktivitdten im Rahmen des

indirekten viralen Gentransfers

Die erfolgreiche kombinierte rAAV-basierte Uberexpression von hTGF-B und hIGF-I Giber den
Untersuchungszeitraum von 21 Tagen resultiert in signifikant verbesserten chondro-
reparativen Differenzierungsprozessen von humanen osteochondralen Defekimodellen im
Vergleich zur singularen rAAV-basierten Applikation des jeweiligen Wachstumsfaktorgens und
im Vergleich zum Reportergen [212]. Analog zu den Ergebnissen der rAAV-basiert
transduzierten humanen MSZ-Aggregate fand sich als wesentliches Ergebnis hinsichtlich der
verbesserten  chondrogenen  Differenzierungsaktivitditen  immunhistochemisch  unter
Verwendung des semiquantitativen modifizierten Bewertungssystems aus Bern [129; 252]
eine signifikant erhdéhte Immunreaktivitdt far Typ-lI-Kollagen des Repraraturgewebes
verglichen mit der singularen rAAV-basierten Applikation des jeweiligen Wachstumsfaktorgens
und verglichen mit der Negativkontrolle [212]. Als Ausdruck signifikant verbesserter
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chondroreparativer Differenzierungsaktivititen wiesen die kombiniert rAAV-hTGF-p/hIGF-I1-
transduzierten humanen osteochondralen Defektmodelle biochemisch eine signifikant erh6hte
Bildung von Proteoglykanen auf verglichen mit den singuldr rAAV-basiert transduzierten
Gruppen und mit der Negativkontrolle [212]. Auffallend war zudem ein histologisch signifikant
erhéhter Proteoglykangehalt des unmittelbar an den osteochondralen Defekt angrenzenden
intakten ~ Gelenkknorpels der rAAV-basiert kombiniert transduzierten humanen
osteochondralen Defektmodelle verglichen mit den Gbrigen Gruppen [212]. Dieser Effekt kann
zum einen auf eine Expression der entsprechenden therapeutischen Wachstumsfaktorgene
Uber eine gewisse Distanz hinaus zurtckzufihren sein, zum anderen in parakrinen Effekten
der sezernierten Wachstumsfaktoren begriindet sein [212]. Die biochemische Ermittlung des
DNS-Gehalts (als Bezugsparameter fir die Zellzahl) bewies eine fir chondroreparative
Prozesse essenzielle signifikant erhdéhte Zellzahl in den kombiniert rAAV-basiert
transduzierten humanen osteochondralen Defekimodellen verglichen mit der singulédren rAAV-
basierten Uberexpression des jeweiligen Wachstumsfaktorgens und mit der Negativkontrolle
[212]. Histologische Analysen bestatigen dieses Ergebnis interessanterweise sowohl fir das
Reparaturgewebe als auch fur den perifokalen Gelenkknorpel [212].

In Zusammenschau der einzelnen signifikant verbesserten Parameter ,Typ-llI-Kollagen-
Produktion®, ,Proteoglykangehalt® und ,Zellzahl“ gelang es mittels Implantation von ex vivo
erfolgreich kombiniert rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierten humanen MSZ in ein humanes
osteochondrales Defektmodell ex vivo nach 21 Tagen signifikant verbesserte chondrogene
Differenzierungsaktivitdten des Reparaturgewebes zu erzielen verglichen mit der singularen
rAAV-basierten Applikation des jeweiligen Wachstumsfaktorgens und mit der Negativkontrolle
[212]. Dieses Ergebnis steht in gutem Einklang mit den Ergebnissen der signifikant
verbesserten chondrogenen Differenzierungsaktivitaten der kombiniert rAAV-hTGF-p/hIGF-I-
transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregate [211]. Auffallend war jedoch die groB3e Variabilitat
der einzelnen Ergebnisse, welche hdchstwahrscheinlich auf die interindividuellen
Eigenschaften der Spender zuriickzufilhren sind (Kapitel 8.3). Ahnliche Spender-
interindividuelle Diskrepanzen wurden bereits von Mackay et al. vorbeschrieben [190]. Trotz
der Tatsache, dass die kombiniert rAAV-hTGF-B/hIGF-I-transduzierten und in den
osteochondralen Defekt implantierten humanen MSZ-Aggregate signifikant verbesserte
chondroreparative  Differenzierungsaktivititen  aufwiesen, deren  Effekte  zudem
bemerkenswerterweise auch im perifokalen intakten Gelenkknorpel erfasst wurden, blieb eine
vollstandige Integration des Reparaturgewebes in das umliegende intakte Knorpelgewebe
aus. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit derjenigen einer friiheren Studie an
osteochondralen Defektmodellen [84]. Eine verbesserte Integration des Reparaturgewebes in
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das angrenzende intakte Knorpelgewebe kénnte mdglicherweise durch einen verldngerten
Beobachtungszeitrum erreicht werden [15; 163]. Wir entschieden uns in der vorliegenden
Studie jedoch bewusst fiir einen Beobachtungszeitraum von 21 Tagen, da innerhalb dieser
Zeit die vollstandige chondrogene Differenzierung humaner MSZ vollzogen ist [17; 155; 190]
und hinsichtlich dessen eine direkte Vergleichbarkeit zwischen direktem und indirektem viralen
Gentransferansatz gegeben ist.

Zusammenfassend ist eine Uberlegenheit des simultanen kombinierten Gentransfers von
hTGF-B und hIGF-1im Rahmen des indirekten Gentransfermodells [212] analog zu demjenigen

des direkten viralen Gentransferansatzes in humanen MSZ [211] verifiziert worden.

8.1.3 Osteogene, hypertrophe und terminale Differenzierungsaktivitaten

Osteogene und hypertrophe Differenzierungsaktivitidten im Rahmen des direkten viralen

Gentransfers

Ein Uberaus bemerkenswertes Ergebnis der vorliegenden Studie ist, dass die kombinierte
rAAV-basierte Uberexpression von hTGF-B und hIGF-I (iber den Untersuchungszeitraum von
21 Tagen zu signifikant verringerten osteogenen und hypertrophen Differenzierungsaktivitaten
von humanen 3D-MSZ-Aggregaten fiuhrt, verglichen mit der singularen rAAV-basierten
Uberexpression des jeweiligen Wachstumsfaktorgens und mit der Negativkontrolle. Im
Vergleich zu den Ubrigen Gruppen wiesen die kombiniert rAAV-basiert transduzierten
humanen 3D-MSZ-Aggregate signifikant verminderte Expressionsniveaus von Typ-I- und
Typ-X-Kollagen auf [211]. Beide Kollagen-Typen sind nicht Bestandteil des intakten hyalinen
Gelenkknorpels oberhalb der Tidemark (Kapitel 2.2.1, Abbildung 1). Typ-I-Kollagen
reprasentiert physiologischerweise das Hauptkollagen des subchondralen Knochens [194];
zudem resultieren insuffiziente osteochondrale Reparaturprozesse in der Ausbildung eines
faserknorpeligen Reparaturgewebes, welches ebenfalls hauptsachlich aus Typ-I-Kollagen
aufgebaut ist [43]. Typ-X-Kollagen findet sich ausschlieBlich in der kalzifizierten Zone [194].
Infolgedessen indizieren verringerte Expressionsniveaus von Typ-I- und Typ-X-Kollagen
verringerte osteogene und hypertrophe Differenzierungsaktivitdten und folglich verbesserte
chondroreparative Differenzierungspotentiale. Dieser Effekt ist vermutlich auf eine erhdhte
Expression des anti-hypertroph wirkenden Transkriptionsfaktors SOX9 zurickzufihren,
welcher vermehrt in hTGF-B- und hiGF-I-transduzierten Zellen exprimiert wird [121; 311; 321].
Verifiziert wurden die signifikant verminderten hypertrophen Differenzierungsaktivitaten der
kombiniert rAAV-hTGF-B/hIGF-I-transduzierten humanen 3D-MSZ-Aggregate immunhisto-

chemisch anhand signifikant verringerter Immunreaktivitdt fir Typ-X-Kollagen sowie
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histologisch anhand eines signifikant verringerten Nachweises von Calciumphosphat
verglichen mit den Gbrigen Gruppen [211]. Interessanterweise wurden verringerte hypertrophe
und osteogene Differenzierungsaktivitdten auch in den singuldr rAAV-basiert transduzierten
humanen 3D-MSZ-Aggregaten mit hTGF-B oder hIGF-l im Vergleich zum Reportergen
festgestellt; insgesamt jedoch in weniger ausgepragtem AusmalB als in den kombiniert
transduzierten humanen MSZ-Aggregaten [211]. Diese Ergebnisse stehen in Kontrast zu
Ergebnissen friherer Studien, in denen der singulare rAAV-basierte Gentransfer von hTGF-
oder hIGF-I hypertrophe und osteogene Differenzierungsaktivitditen von humanen MSZ
begtinstigte [108; 109]. Im Unterschied zu der vorliegenden Studie applizierten Frisch et al.
die entsprechenden rAAV-Vektoren mit einer 2,5-fach héheren MO/ von 20. Aufgrund dieser
Tatsache sollte die angewandte Vektordosis kritisch geprift werden, um den erwinschten
Effekt zu erzielen [211].

Insgesamt belegen die Daten der vorliegenden Studie eine Uberlegenheit des direkten
simultanen kombinierten rAAV-basierten Gentransfers von hTGF-p und hIGF-I in Bezug auf
eine Verminderung unerwinschter hypertropher und osteogener Differenzierungsaktivitaten
humaner MSZ im Vergleich zur singularen Applikation des entsprechenden therapeutischen
Wachstumsfaktorgens [211].

Osteogene, hypertrophe und terminale Differenzierungsaktivitidten im Rahmen des indirekten

viralen Gentransfers

Analog zu den Ergebnissen des direkten Gentransferverfahrens zeigt ein wesentliches
Ergebnis der vorliegenden Studie die Fahigkeit der indirekten kombinierten rAAV-basierten
Uberexpression von hTGF-p und hIGF-I in humanen osteochondralen Defektmodellen
signifikant  hypertrophe, terminale und osteogene Differenzierungsaktivitditen des
Reparaturgewebes zu unterdrlicken, verglichen mit der singularen rAAV-basierten Applikation
des entsprechenden Wachstumsfaktorgens und mit der Negativkontrolle [212]. Diese
Ergebnisse stehen wiederum in gutem Einklang mit denjenigen des direkten viralen
Gentransferverfahrens [211]. Als Ausdruck der signifikant verringerten osteogenen und
terminalen  Differenzierungsaktivitditen der kombiniert rAAV-basiert transduzierten
osteochondralen Defekimodelle erfassten wir signifikant verringerte Expressionsniveaus von
Typ-I-Kollagen und MMP-13 [212]. Die kombiniert mit hTGF-g und hIGF-I rAAV-basiert
transduzierten und in den osteochondralen Defekt implantierten humanen MSZ-Aggregate
fihrten nicht nur zu signifikant verringerten osteogenen und hypertrophen
Differenzierungsaktivitdten des Reparaturgewebes sondern Ubten diesen Effekt
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bemerkenswerterweise auch auf das den Defekt unmittelbar angrenzende intakte
Knorpelgewebe aus [212]. Als Ausdruck dessen detektierten wir unter anderem eine
immunhistochemisch signifikant verringerte Typ-X-Kollagen-Expression im perifokalen
Gelenkknorpel, welche wiederum auf die Uberexpression der Wachstumsfaktorgene (iber eine
gewisse Distanz hinaus schlieBen ldsst und/oder auf parakrine Effekte der sezernierten
Wachstumsfaktoren zurlickzufuhren ist [212]. Gleichzeitig detektierten wir ein signifikant
erhéhtes SOX9-Expressionsniveau; dieses unterstreicht wiederum die anti-hypertrophe
Wirkung des Transkriptionsfaktors SOX9, welcher in hTGF-B- und hlGF-I-transduzierten

Zellen vermehrt exprimiert wird [121; 321].

Schlussfolgernd zeigt sich auch in Bezug auf eine Verringerung unerwiinschter hypertropher,
osteogener und terminaler Differenzierungsaktivitdten in den humanen osteochondralen
Defektmodellen analog zum direkten viralen Gentransferansatz [211] eine eindeutige
Uberlegenheit des simultanen kombinierten Gentransfers von hTGF-p und hIGF-1[212]. Diese
positiven Effekte waren sowohl im Reparaturgewebe als auch interessanterweise im

perifokalen intakten hyalinen Gelenkknorpelgewebe nachweisbar [212].

8.2 Vorgehensweise

8.2.1 Konzept der Studie

Die vorliegende Arbeit untersucht die Effekte eines direkten und indirekten simultanen
kombinierten rAAV-basierten Gentransfers von hTGF-f und hiGF-1 auf die chondroreparativen
Differenzierungsprozesse von humanen MSZ in vitro Gber einen Beobachtungszeitraum von
21 Tagen. Bei unserem gewahlten Untersuchungszeitraum handelt es sich um einen
ausreichenden und etablierten Zeitraum um die chondrogenen und mdglichen hypertrophen,
osteogenen und terminalen Differenzierungsaktivitdten humaner MSZ zu evaluieren, da
innerhalb diesen Zeitraums die Chondrogenese der Progenitorzellen vollstandig vollzogen ist
[17; 155; 190].

Im Rahmen der vorliegenden Studie isolierten wir humane MSZ aus Knochenmarkaspiraten
der distalen Femora von drei hdmatologisch gesunden Patienten im Alter von 59 bis 67 Jahren,
die sich einer Knie-Totalendoprothese unterzogen. Die Rekrutierung von Patienten gestaltet
sich schwierig. Nichtsdestotrotz sind basierend auf zuvor publizierten Studien mit
Progenitorzellen drei Patienten ausreichend, um reprasentative Ergebnisse zu erhalten [251].
Der verhaltnismaBig auBerst geringe Anteil von MSZ in Knochenmarkaspiraten und die
gleichzeitige Notwendigkeit einer ausreichend hohen Zellzahl zwecks experimentell-
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therapeutischer Absichten erfordert eine in vitro-Expansion der Zellen [42]. Sowohl in vivo als
auch in vitro unterliegen MSZ der Seneszenz [222]. Dies &uBert sich in vitro in einer
progredienten Abnahme der Replikationsfahigkeit der MSZ [35; 222] sowie in einer
veranderten Morphologie und Funktionalitat einschlielich eines veranderten sekretorischen
Verhaltens [222]. Es werden mit zunehmender Expansionszeit verringerte immunsuppressive
Fahigkeiten der MSZ beobachtet [85] sowie ein progredienter Verlust des Proliferations- und
Differenzierungspotentials [222; 313]. Die hierdurch veranderten funktionalen Eigenschaften
der MSZ beeinflussen deren Effektivitdt sowie deren therapeutische Sicherheit und kénnen
nicht nur in einem Therapieversagen resultieren, sondern schlimmstenfalls in
schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen, wie der Exazerbation einer Entzindungs-
reaktion oder einer moglichen Zelltransformation und Tumorinduktion [222]. Um das volle
therapeutische Potential der MSZ zu nutzen und Risiken weitgehend zu minimieren ist es
daher unabdingbar, Zellen mit geringer Expansionszeit zu verwenden [221; 222]. Um diesen
Anforderungen gerecht zu werden, verwendeten wir in der vorliegenden Studie humane MSZ

der ersten oder zweiten Passage.

Die osteochondralen Proben zur Evaluation des indirekten Therapieansatzes stammten von
insgesamt neun Patienten, die sich ebenfalls einer Knie-Totalendoprothese unterzogen.
Hierbei handelte es sich um arthrotische osteochondrale Explantate von Femurkondylen, die
nach dem Bewertungssystem von Mankin einen durchschnittlichen Punktewert von 7 bis 9
aufwiesen und somit insgesamt einer mittelgradig schweren Arthrose entsprachen [237]. Das
Ziel der vorliegenden Studie war die Evaluation des chondroreparativen Potentials fokaler
Gelenkknorpeldefekte mittels viraler gentherapeutischer Methoden. Aus diesem Grund wurde
bei der Probenauswahl streng darauf geachtet im Rahmen der durchgefuhrten Experimente
makroskopisch unauffallige, nicht arthrotisch veranderte Bereiche der osteochondralen
Explantate zu verwenden, um die Ergebnisse nicht durch bereits vorgeschadigten perifokalen
Gelenkknorpel zu verzerren. Sofern humane MSZ und osteochondrale Explantate desselben
Patienten zur Verflgung standen, wurden diese innerhalb eines Experiments verwendet.
Aufgrund ihres immunsuppressiven Potentials ist der therapeutisch motivierte Einsatz
allogener humaner MSZ mdglich; dies ermdglicht die Ausnutzung weiterer Zellquellen fur
potentielle zellbasierte Therapien [53].

Es existiert nach unserem besten Wissen bislang keine vergleichbare Studie, die den
kombinierten direkten oder indirekten Gentransfer von hTGF-$ und hIGF-I mittels der klinisch
relevanten und translational geeigneten rAAV-Vektoren in humanen MSZ niedriger
Zellpassage untersucht. Zudem zeigen wir in der vorliegenden Studie erstmals und nach

unserem besten Wissen eine erfolgreiche Implantation ex vivo kombiniert
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rAAV-hTGF-p/hIGF-I-transduzierter humaner MSZ in ein humanes osteochondrales
Defektmodell ex vivo. Dieses simuliert ein weitgehend natives 3D-Mikromilieu, welches
annahrend demjenigen bei Patienten in vivo entspricht [84; 255]. Aus diesem Grund liefert die
vorliegende Studie wegweisende und grundlegende Erkenntnisse, die eine Uberlegenheit des
kombinierten direkten und indirekten rAAV-basierten Gentransfers von hTGF-B und hIGF-I

gegenulber deren singularen rAAV-basierten Applikation belegt [211; 212].

8.2.2 Analyseverfahren

Samtliche im Rahmen der vorliegenden Studie angewandten Analyseverfahren basieren auf
langjahrig etablierten und standardisierten Methoden, die eine sensitive Evaluation der
Knorpelreparatur in vitro, ex vivo und in vivo mit allgemeiner Akzeptanz erlaubt [75; 67; 84;
155; 190; 235; 322]. Hierzu flhrten wir ELISA-Analysen, histologische, immunhistochemische,
biochemische und Real-time RT-PCR-Analysen durch. Ein Hauptaugenmerk liegt auf der
histologischen und immunhistochemischen Beurteilung, da diese eine valide und objektive
Evaluation des knorpeligen Reparaturgewebes erméglicht [230]. In der vorliegenden Studie
erfolgte dies unter Anwendung des etablierten modifizierten Bewertungssystems aus Bern
[252], das urspringlich von Grogan et al. entwickelt wurde [129].

8.2.3 rAAV-Vektoren

In der vorliegenden Studie wiesen wir eine erfolgreiche kombinierte Uberexpression der
Wachstumsfaktorgene hTGF-B und hIGF-I mittels des rAAV-basierten Gentransfers in
humanen MSZ in vitro (direkter viraler gentherapeutischer Ansatz) und nach deren
Implantation in ein humanes osteochondrales Defektmodell ex vivo (indirekter viraler
gentherapeutischer Ansatz) Gber den gesamten Untersuchungszeitraum von 21 Tagen nach
[211; 212]. Der Einsatz von rAAV-basierten Vektoren zur Behandlung osteochondraler
Erkrankungen, wie fokalen Defekten oder der Arthrose, ist in der klinischen Forschung etabliert
[73; 323]. Verbesserte chondrale Differenzierungsaktivititen wurden mittels direkten
Gentransfermethoden rAAV-basiert in humanen MSZ in vitro unter anderem mit den
Wachstumsfaktoren TGF-p [235], IGF-1 [109], FGF-2 [67] sowie dem Transkriptionsfaktor
SOX9 [109] bis zu einem gewissen Ausmaf nachgewiesen. Die Anwendung direkter und
indirekter rAAV-basierter Gentransfermethoden resultierte in orthotopen Tiermodellen in vivo
bereits in verbesserten chondroreparativen Differenzierungsaktivitaten [75; 70; 69; 136; 200;
235; 349]. Die direkte lokale rAAV-basierte Applikation von SOX9 in osteochondrale Defekte
fuhrte in vivo am Kaninchen nach 16 Wochen zu verbesserten chondrogenen

Reparaturaktivitaiten bei  gleichzeitiger Verzégerung terminaler und hypetropher
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Differenzierungsaktivitdten; zudem wurden positive Effekte auf den subchondralen Knochen
detektiert [69]. Die Implantation rAAV5-basiert transduzierter autologer Chondrozyten mit
IGF-I in vollschichtige chondrale Defekte resultierte am Pferd in vivo nach acht Monaten in
einem verbesserten chondralen Reparaturgewebe mit einer erhdéhten Anzahl von

Chondrozyten sowie in einem erhdéhten Typ-II-Kollagen-Gehalt [233].

Der therapeutische Einsatz viraler Genvektoren beim Menschen stellt aufgrund deren
natirlichen Abstammung von einem humanpathogenen Virus und dem damit verbundenen
maoglichen toxischen und immunogenen Potential eine Herausforderung fiir deren klinische
Anwendung am Menschen dar [73; 76]. Im Gegensatz zu den im Rahmen klinischer Studien
aktuell am haufigsten angewandten andenoviralen Vektoren oder anderen viralen Vektoren
weisen rAAV-Vektoren aufgrund der vollstandigen Entfernung aller pathogenen viralen
Sequenzen eine deutlich geringere Immunogenitat und Toxizitat auf [73]. Aktuell existieren
drei zugelassene rAAV-basierte Gentherapien. Hierzu zahlen das durch die Européische
Arzneimittelagentur (EMA) zugelassene Produkt ,Glybera“® zur Behandlung des
Lipoproteinlipasemangels [348] sowie die beiden von der U.S.-amerikanischen Food and Drug
Administration (FDA) zugelassenen in vivo-gentherapeutischen Produkte ,Luxturna“ zur
Behandlung der Amaurosis congenita Leber, einer Netzhautdystrophie [263], und ,Zolgensma®“
zur Behandlung der spinalen Muskelatrophie [207]. Rekombinante AAV-Vektoren haben sich
als sichere und Kklinisch relevante Gentransfervehikel etabliert [73; 74; 180; 323; 331],
insbesondere auch im Fachgebiet der Orthopéadie, da sie die dichte extrazellulare Matrix des
hyalinen Gelenkknorpels durchdringen kdnnen und somit den entsprechenden Erfordernissen
gerecht werden [76; 191].

Nichtsdestotrotz ist eine in vivo-Anwendung von rAAV-Vektoren nicht risikofrei. Insbesondere
Interaktionen des menschlichen angeborenen und spezifischen Immunsystems mit den
Kapsidproteinen der rAAV-Vektoren oder Bestandteilen des rekombinanten DNS-Genoms
sind limitierende Faktoren im effektiven und sicheren Einsatz von rAAV-Vektoren [259; 331].
Hierbei sind insbesondere vorbestehende neutralisierende Antikérper mit einer erhdhten
Kreuzreaktivitat innerhalb der unterschiedlichen Serotypen aufgrund einer friiheren Infektion
mit dem Wildtyp-AAV von wesentlicher Bedeutung sowie CD4*- und CD8*-positive
T-Lymphozyten und eine Aktivierung des Komplementsystems [97; 214; 325]. Im Rahmen
einer Studie zur systemisch applizierten rAAV8-basierten gentherapeutischen Behandlung der
myotubuldren Myopathie kam es zu zwei Todesfallen [341]. Die genaue Todesursache ist
bislang nicht geklart, es wird jedoch unter anderem eine Aktivierung des angeborenen
und/oder des Komplementsystems durch vorbestehende Antikérper gegen Wildtyp-AAV
vermutet [214]. Aus diesem Grund ist die Erforschung von Verfahren zur Pravention
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immunvermittelter Toxizitaten von wesentlicher Bedeutung, um einen sicheren Einsatz der
rAAV-Vektoren zu gewdhrleisten [214]. Dies gelingt beispielsweise durch eine
Immunsuppression [186]. Ein weiterer mdglicher Ansatzpunkt stellt die Modifizierung der
Genexpressionskassette der rAAV-Vektoren selbst dar, beispielsweise durch den Einsatz
eines regulierbaren (Tetrazyklin-kontrollierten) oder gewebespezifischen Promotors (SOX9
oder Typ-ll-Kollagen) [120] anstelle des starken, ubiquitaren CMV Promotors/ Enhancers [218],
sodass die rAAV-basierte Transduktion bestmdéglich auf die Zielzellen begrenzt bleibt mit einer
konsekutiven Reduktion unerwiinschter systemischer Reaktionen [180]. Eine weitere Strategie
basiert auf der genetischen Modifizierung der rAAV-Kapside, die darauf abzielt immunogene
Kapsidstrukturen zu identifizeren und so zu verandern, dass sie der humoralen und zellularen
Immunantwort entgehen [310]. In diesem Zusammenhang stellen hybride Serotypen einen
interessanten Ansatz dar [58].

Eine begleitende therapeutische Antikoagulation mit Heparinen verringert die
Transduktionseffizienz von rAAV-Vektoren, indem diese die Adsorption der rAAV-Vektoren an
die Zielzellen verhindern [249]. Das Polypeptid Hirudin zeigt diesen inhibitorischen Effekt in
vitro nicht und stellt somit eine vielversprechende Alternative im Falle einer notwendigen
begleitenden Antikoagulation in vivo dar [249]. Eine andere Mdoglichkeit die
Transduktionseffizienz zu erhdhen ist der Einsatz selbst-komplementérer AAV-Vektoren (self-
complementary AAV, scAAV), sodass der limitierende Schritt der erforderlichen
Zweitstrangsynthese umgangen werden kann [74; 127].

Ein weiterer limitierender Faktor im Einsatz von rAAV-Vektoren ist deren begrenzte Packaging-
Kapazitat von ungeféhr 4,8 kb flir das gewlinschte Transgen einschlieBlich der regulierenden
Promotor- und Polyadenylierungssignale sowie der adenoviralen ITR-Sequenzen [331]. Es
existieren verschiedene Ansatze, die dennoch einen Transfer groBerer Gene ermdglichen.
Vielversprechende Resultate zeigt bereits der Transfer einer verkirzten Version des
gewlnschten Gens, welches dennoch fir ein funktionales und dem Phanotyp abgeschwacht
entsprechendes Protein codiert [331]. Der Transfer eines solchen Mikro-Dystrophin-Gens
wurde AAV-basiert bereits erfolgreich durchgefihrt [96]. Ein weiterer Ansatzpunkt ist die
Verwendung eines dualen rAAV-Vektorsystems, bei dem jeder Vektor einen Teil des zu
transferierenden Gens sowie regulatorische Sequenzen tragt [236]. Innerhalb der Zielzelle
unterliegen die viralen rekombinanten Genome einer intermolekularen Rekombination und
bilden schlieBlich das vollstdndige intakte Transgen aus [180]. Der intrazellulére
Rekombinationsmechanismus beruht entweder auf trans-SpleiBsignalen, der homologen
Rekombination Uberlappender Genregionen oder einer Kombination aus beiden
Mechanismen, entsprechend eines hybriden Systems [236].
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Ein wesentlicher Vorteil von rAAV-Vektoren ist ihre Fahigkeit sowohl teilende als auch nicht-
teilende Zellen mit hoher Effizienz von bis zu 100% zu transduzieren [73]. Da rAAV-Vektoren
hauptsachlich als nicht-replikationsfahige stabile Episome in den Zielzellen persistieren
ermdglichen sie zwar eine langfristige Transgenexpression [73], welche jedoch in mitotisch
aktiven Zellen graduell verloren geht [331]. Ein Vorteil der Persistenz als freie Episome liegt
unumestritten in einem deutlich verminderten Risiko des Auftretens einer Insertionsmutagenese
[59; 110]. Eine Assoziation von AAV mit der Entstehung eines hepatozellularen Karzinoms im
Rahmen einer Insertionsmutagenese wird kontrovers diskutiert [173; 219; 262]. Eine gezielte
Integration der rAAV-DNS in das Wirtszellgenom im Rahmen der Genom-Editierung
reprasentiert einen attraktiven und vielversprechenden Ansatz einen dauerhaften Verbleib des
rAAV-Genoms in der Zielzelle zu ermdglichen mit konsekutiv dauerhafter Transgenexpression
ohne das begleitende Risiko einer Mutagenese, wie sie bei einer zufalligen (und unter
Umsténden nur partiellen) Integration des rAAV-Genoms in das Wirtszellgenom vorliegen
kann [331]. Ein weiterer vielversprechender und aktuell weit untersuchter Ansatz, um
bestehende Limitationen im therapeutischen Einsatz von rAAV-Vekioren zur Therapie
osteochondraler Defekte zu beseitigen, ist der Einsatz biokompatibler Materialien, in welche
die rAAV-Vektoren eingebettet werden [76]. Durch die zielgenaue Implantation der rAAV-
beladenen Biomaterialien in den zu behandelnden osteochondralen Defekt wird eine
kontrollierte diffusionsvermittelte Freisetzung der rAAV-Vektoren ermdglicht [76]. Hierdurch
bleibt die rAAV-vermittelte Transduktion weitgehend auf die Zielzellen des (perifokalen)
Defektareals beschrankt, wodurch das Risiko humoraler und zellularer Immunantworten
beachtlich reduziert wird [73; 74; 253]. Dies gewahrleistet eine sichere, effektive und
langanhaltende Transgenexpression [76]. Diesbeziglich sind weitere, insbesondere auch
grundlegende Forschungen unumgénglich, da beispielsweise die optimale therapeutische
Expressionsdauer der transferierten Gene zur Induktion und Aufrechterhaltung der
chondroreparativen/chondroregenerativen Differenzierungsaktivitaten des Reparaturgewebes
zur Behandlung osteochondraler Defekte nicht bekannt ist [76].

Humane MSZ wurden erfolgreich mit dem Transkriptionsfaktor SOX9 mittels des Poloxamers
Polythylenoxid-Polypropylenoxid-Polyehtylenoxid (PEO-PPO-PEQ) rAAV-basiert transduziert
und wiesen erstaunlicherweise sogar unter Gentransfer-inhibierenden Bedingungen,
beispielsweise der Anwesenheit von Antikdrpern gegen das rAAV-Kapsid, ein verbessertes
chondrogenes Differenzierungspotential auf [250]. Die Verifizierung dessen gelang bereits in
vivo erfolgreich nach erfolgter Mikrofrakturierung am orthotopen Groftiermodell [200]. Neben
dem Einsatz solcher polymeren Mizellen stellen Hydrogele [251], solide Tragermaterialien
[324] sowie kohlenstoffhaltige biokompatible Nanomaterialien [148; 208] weitere interessante
Biomaterialien dar zur gezielten rAAV-basierten Gentherapie osteochondraler Defekte, deren
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Effektivitat in weiteren Studien untersucht werden sollte, um die bisherigen Limitationen und
Herausforderungen im sicheren Einsatz von rAAV-Vektoren klnftig zu reduzieren.

8.2.4 TGF-B und IGF-I als therapeutische Faktoren

Das hochpotente chondrogene Potential der Wachstumsfaktoren TGF-B und IGF-1 wurde
bereits zweifelsfrei verifiziert [17; 155; 190; 234]. Im Widerspruch zu dieser Aussage steht die
Tatsache, dass TGF-B jedoch auch gleichzeitig terminale und hypertrophe Differenzierungs-
prozesse beginstigt [318]. Diese entgegengesetzten Effekte von TGF-B auf die
Chondrogenese liegen in der Aktivierung verschiedener Signalwege begriindet [303]. In
alterndem und arthrotischem Gelenkknorpel wird eine Dominanz des prohypertrophen
Signalwegs diskutiert [33; 317]. Die singulare direkte rAAV-basierte Applikation von hTGF- in
osteochondrale Kniedefekte resultierte im translationalen Tiermodell am Minischwein in
verbesserten frihen chondrogenen Reparaturaktivitdten nach vier Wochen [75]. Indirekte
Gentransfermethoden bewiesen beispielsweise im Rahmen einer Implantation von ex vivo
TGF-B-AAV-basiert transduzierter humaner MSZ in osteochondrale Defekte athymischer
Ratten nach 12 Wochen die Ausbildung eines verbesserten knorpeligen Reparaturgewebes
[235]. Auch die singulare direkte rAAV-basierte Applikation von hIGF-I in osteochondrale
Defekte zeigte im translationalen Tiermodell an Kaninchen nach drei Wochen
vielversprechende Ergebnisse im Sinne verbesserter chondrogener Reparaturaktivitaten
einschlieBlich verbesserter Zellproliferation und Matrixsynthese sowie gleichzeitig verzdgerter
terminaler und hypertropher Differenzierungsaktivitdten im Reparaturgewebe [70]. Der Beweis
des positiven chondrogenen Reparaturpotentials von IGF-I im Rahmen eines indirekten
Gentransfers erfolgte unter anderem im Pferdemodell 8 Wochen nach Implantation ex vivo
rAAV-basiert modifizierter autologer Chondrozyten mit IGF-1 in vollschichtige chondrale
Defekte [233].

Ein mdglicher vorteilhafter Effekt der kombinierten Anwendung von TGF-B und IGF-1 auf die
Matrixsynthese wurde bereits an ausdifferenzierten bovinen Chondrozyten diskutiert [81]. Es
existiert bislang jedoch keine vergleichbare in vitro-Studie die den simultanen kombinierten
direkten und indirekten Gentransfer der chondrogen hochpotenten Wachstumsfaktorgene
TGF-B und IGF-I in humanen MSZ mittels der klinisch relevanten rAAV-Vektoren untersucht.
Beide Wachstumsfaktoren bewiesen vorteilhafte Effekte auf das knorpelige Reparaturgewebe
in ihrer singularen Verwendung bereits erfolgreich in vivo bis zu einem gewissen Ausmal3 [75;
70]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, die eine Uberlegenheit des kombinierten

simultanen rAAV-basierten Gentransfers von hTGF-f und hIGF-I in humanen MSZ in Bezug
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auf chondroreparative Differenzierungsprozesse belegen [211; 212] im Vergleich zur jeweils
singularen rAAV-basierten Applikation [108; 109], stellen somit eine vielversprechende Basis
dar, deren Potential nachfolgend in klinisch relevanten orthotopen Tiermodellen evaluiert

werden sollte.

8.2.5 Zielzellen

Die vorliegende Studie basiert auf der rAAV-basierten Modifizierung humaner MSZ. MSZ
differenzieren unter geeigneten Bedingungen (u.a. unter Einfluss von TGF-$ und
Dexamethason) zu Chondrozyten [156; 155; 190]. Diese Tatsache sowie ihre sekretorischen
und immunmodulatorischen Fahigkeiten machen sie zu einer attraktiven Grundlage
zellbasierter Optionen zur Behandlung von Erkrankungen des Gelenkknorpels [53]. Die
therapeutische Verwendung humaner MSZ unterliegt jedoch auch einigen Limitationen
insbesondere bedingt durch Seneszenz [181] sowie interindividuelle Spendereigenschaften
[215; 238]. Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) stellen eine weitere vielversprechende
Zellquelle dar [72; 346]. Diese ermdglichen eine nahezu unbegrenzte Expansion in vitro aus
einer geringen Zellzahl somatischen Ursprungs, ohne deren Differenzierungskapazitaten zu
beeinflussen [346]. Die Differenzierung humaner iPSCs zu Chondrozyten gelang in vitro
bereits erfolgreich; deren Phénotyp entsprach demjenigen juveniler Chondrozyten mit einer
erhéhten  Proteoglykan-Expression und gleichzeitiger =~ Abwesenheit  hypertropher
Expressionsmarker [90]. Aufgrund ihres kanzerogenen Potentials [20; 345] sollte eine klinische
Translation kritisch geprift werden.

8.3 Limitationen

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Effekte eines direkten und indirekten Gentransfers auf
die chondroreparativen Differenzierungsaktivitdten von humanen MSZ in vitro (direkter viraler
Gentransferansatz) und nach Implantation in ein humanes osteochondrales Defektmodell ex
vivo (indirekter viraler Gentransferansatz) tiber einen Zeitraum von 21 Tagen, da dieser zur
Evaluation der in vitro-Chondrogenese etabliert ist [17; 155; 190]. Zur Analyse langfristiger
Effekte der kombinierten simultanen rAAV-basierten Applikation von hTGF-B und hIGF-I auf
chondroreparative  Differenzierungsaktivititen sollten in  kinftigen Studien langere
Untersuchungszeitraume festgelegt werden. Dies erscheint insbesondere im Hinblick auf den
indirekten simultanen rAAV-basierten Gentransfer zur Evaluation der Integritdt des
Reparaturgewebes in das perifokale intakte Gelenkknorpelgewebe von wesentlicher
Bedeutung zu sein. Ebenso ware zukilnftig eine Modifizierung des Applikationsmodus,
beispielsweise eine repetitive oder zeitlich versetzte Vektorapplikation, denkbar. Wie bereits
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erwahnt, ist eine ortlich und zeitlich kontrollierte Freisetzung der rAAV-Vektoren
erstrebenswert [254]. Um diese zu erreichen, kénnte der indirekte virale Gentransferansatz
dahingehend modifiziert werden, dass kombiniert rAAV-basiert transduzierte humane MSZ in
Kombination mit biokompatiblen Materialien in osteochondrale Defekte implantiert werden
[76]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sollten nun durch analoge in vivo-Versuche in
translationalen (orthotopen) Tiermodellen evaluiert werden, insbesondere auch im Hinblick auf
mogliche Immunreaktionen, welche in vitro nicht beurteilbar sind (Abbildung 39).
AnschlieBend kann eine klinische Translation erfolgen.
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Abbildung 39. Ubersicht iiber den translationalen Forschungsansatz.

Die Verwendung eines humanen osteochondralen Defektmodells ex vivo zur Evaluation des
indirekten viralen Gentransferansatzes, welches ein weitgehend physiologisches Mikromilieu
imitiert [84], stellt zwar eine attraktive Méglichkeit dar Versuchsbedingungen zu generieren,
die denjenigen im Patienten in vivo &hneln, ersetzen jedoch letztendlich keine translationalen
Tiermodelle. Diese sind insbesondere zur Evaluation der Sicherheit eines neuartigen
Therapieansatzes erforderlich einschlie3lich der Beurteilung madglicher potentieller lokaler
und/oder systemischer Toxizitdten sowie onkogener Potentiale [76]. Bei der Auswahl des
geeigneten Tiermodells ist es unerlasslich, dass dieses die menschlichen anatomischen
Gegebenheiten bestmdglich widerspiegelt, um auf den Menschen Utbertragbare Ergebnisse zu
generieren [197]. Hierbei sollte unter anderem die Schichtdicke des hyalinen Gelenkknorpels
und des subchondralen Knochens, das Alter der Tiere sowie die DefektgréBe, -tiefe, und
-lokalisation bericksichtigt werden [197]. Zur Evaluation der Knorpelreparatur eignen sich als
translationale GroB3tiermodelle insbesondere Schafe [227; 231], Minischweine [75; 227] und
Pferde [233]. Nichtsdestotrotz stellen ex vivo-humane osteochondrale Defektmodelle eine
attraktive Mdglichkeit dar, die Integritdt eines zellbasierten Implantats in das perifokale

Knorpelgewebe unter kontrollierten Bedingungen zu analysieren, sodass auch eine
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Modifizierung derer kinftig von wesentlicher Bedeutung ist, beispielsweise durch die
Erzeugung von Organoiden [166].

8.4 Klinische Relevanz

Aktuell existieren 17 klinische Studien zur Evaluation von Gentherapien der rheumatoiden
Arthritis und der Arthrose [101]. Im Jahr 2017 wurde in Stdkorea die erste Gentherapie zur
Behandlung der Arthrose (,Invossa®) zugelassen [101]. Hierbei handelt es sich um eine
intraartikulare Injektionstherapie von ex vivo-retroviral-basiert transduzierten juvenilen
allogenen Chondrozyten mit TGF-g1 [101; 279]. Im Rahmen von UnregelméaBigkeiten wahrend
einer klinischen Phase IlI-Studie wurde ,Invossa“ temporar die Zulassung entzogen [101]. Da
jedoch keine schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse auftraten wird die Phase IlI-Studie
in den USA aktuell weitergefthrt [101]. Eine Placebo-kontrollierte, multizentrische Phase-II-
Doppelblindstudie belegt den vorteilhaften und sicheren Effekt einer intraartikularen Injektion
von ex vivo-retroviral-basiert transduzierten Chondrozyten zur Behandlung der moderaten
Gonarthrose (Arthrosegrad Il nach dem radiologischen Kellgren-Lawrence-Bewertungs-
system) [174]. Verglichen mit der Kontrollgruppe wies die Interventionsgruppe nach
24 Monaten signifikant verbesserte Patient-reported Outcomes (PROMSs) ohne unerwiinschte
schwerwiegende Ereignisse auf [174].

Eine klinische Studie, die direkt auf die gentherapeutische Behandlung fokaler
osteochondraler Defekte abzielt, existiert bis heute nicht. Die Tatsache, dass sich die
Gentherapie in der Behandlung degenerativer Gelenkerkrankungen in klinischen Studien
zunehmend als effektiv erweist [100], ebnet den Weg fur zukinftige klinische Entwicklungen
[101]. Die Therapie fokaler osteochondraler Defekte besteht aktuell insbesondere aus
kombinierter autologer Chondrozytentransplantation und autologer Spongiosatransplantation
[38] oder osteochondraler autologer Transferverfahren [5; 261]. Gentherapeutische Methoden
zu ihrer Behandlung sind ein vielversprechender Ansatz zur Augmentation bereits etablierter
chirurgischer Verfahren. Praklinische Studien belegten bereits verbesserte chondroreparative
Aktivitaten nach direkter rAAV-basierter intraartikularer Injektion von beispielsweise hIGF-I[70]
oder hTGF-B1 [75] nach Mikrofrakturierung. Diese direkten markraumer6ffnenden Verfahren
kénnen durch den Einsatz biokompatibler Materialien weiter modifiziert werden [76] und
ermdglichen hierdurch eine kontrollierte Freisetzung der verwendeten Gentransfervehikel in
situ [200]. Auch indirekte Gentransfermethoden, die Tissue Engineering (Gewebszichtung)-
Verfahren mit dem Einsatz von viralen Genvektoren und ggf. biokompatiblen Materialien
kombinieren, sind zur Behandlung fokaler osteochondraler Defekte vorstellbar [74; 233; 235].
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In praklinischen Studien war bislang der Einsatz von rAAV-Vektoren sicher und effektiv, was
sie zu einem attraktiven Gentransfervehikel pradestiniert [73].

8.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend verbessert die simultane kombinierte rAAV-basierte Uberexpression von
hTGF-B und hIGF-I das chondrogene Differenzierungspotential humaner MSZ in vitro (direkter
viraler Gentransferansatz) und nach Implantation in ein humanes osteochondrales

Defektmodell ex vivo (indirekter viraler Gentransferansatz) nach 21 Tagen [211; 212].

Die vorliegende Studie liefert vielversprechende grundlegende Erkenntnisse einer
verbesserten Knorpelreparatur, deren Potential in weiterfihrenden praklinischen Studien
evaluiert werden sollte. Hierzu sind insbesondere anschlieBende in vivo-Studien in
translationalen (orthotopen) Tiermodellen von wesentlicher Bedeutung, um einerseits die
Vertraglichkeit sowie mdgliche Immunreaktionen zu evaluieren und um andererseits das
tatséchliche chondrogene Reparaturpotential in vivo beurteilen zu kénnen [197]. Hierbei ist
insbesondere auch die Evaluation der optimalen Vektordosis von wesentlicher Bedeutung, um
toxische Effekte zu verhindern [161] sowie die Untersuchung weiterer Genvektor-
Kombinationen. DarlUber hinaus sind weitere Modifizierungen der untersuchten rAAV-
basierten Gentransferansatze denkbar, beispielsweise eine Kombination mit biokompatiblen
Tragermaterialien, die eine Ortlich und zeitlich kontrollierte Vektorfreisetzung ermdglichen [76].
Einen vielversprechenden Ansatz stellt auch eine Kombination mit Biomaterialien dar, welche
den Aufbau eines hyalinartigen Knorpelgewebes begulnstigen kénnen [147]. Typ-1l-Kollagen-
und hyaluronsaure-haltige Biomaterialien verbesserten bereits in vitro die Chondrogenese von
MSZ [147]. Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Augmentation mittels 3D-Druckverfahren
kiinstlich erzeugter Gewebe [63; 281] durch gentherapeutische Verfahren.

Durch den Einsatz der Genom-Editierung werden weitere vielversprechende Méglichkeiten
hinsichtlich der Modifizierung gentherapeutischer Ansatze eréffnet, indem Gene gezielt
innerhalb des Genoms dauerhaft modifiziert werden kdnnen, ohne dabei die Zielzelle in ihren
Replikations- oder Differenzierungsaktivitaten einzuschranken [4; 271]. In diesem
Zusammenhang ist insbesondere das CRISPR/Cas9-System (Clustered Regularly
Interspaced Palindromic Repeats/CRISPR-associated Protein 9) von wesentlicher Bedeutung
[93]. Dieses basiert auf einem adaptiven Immunmechanismus von Bakterien zur gezielten
Abwehr von Bakteriophagen [93; 340]. Beispielsweise wiesen Chondrozyten, deren MMP-13-
Gen mittels CRISPR/Cas9-basierter Genom-Editierung modifiziert wurde, eine signifikant
verringerte MMP-13-Enzymaktivitat auf bei gleichzeitig signifikant erhéhter Typ-ll-Kollagen-
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Expression [276]. CRIPSR/Cas9 kann mittels viralen und nicht viralen Vektoren in die
Zielzellen eingebracht werden [4]. AAV-basierte Vektoren stellen in der Gentherapie etablierte
Transfervehikel dar, im Zusammenhang mit einer in vivo-Applikation von CRISPR/Cas9 sind
sie bislang nur bedingt geeignet [23]. Eine sichere und effiziente Anwendung der Genom-
Editierung in vivo stellt eine groBe Herausforderung dar [23]. Hierbei ist insbesondere die
Erforschung effizienter Transfervehikel von wesentlicher Bedeutung, die unter anderem eine
effiziente intrazelluldare Freisetzung sowie nachfolgende Translokation des CRISPR/Cas9-
Systems in den Zellkern erlauben [23]. In diesem Zusammenhang liefern hinsichtlich einer
vorteilhaften Bioverflgbarkeit auch nicht-virale Vektoren vielversprechende Ergebnisse [320].
Eine sichere in vivo-Applikation erfordert zudem eine zelltypspezifische Modifizierung von
Genen, um unerwiinschte Off-target-Effekte zu verhindern, welche in einer Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen resultieren kdnnen mit konsekutiv erhdhter Wahrscheinlichkeit eines
Auftretens von Krebserkrankungen.

Die klinische Translation gentherapeutischer Ansétze ist ein langwieriger Prozess, der jedoch
zukinftig eine sichere Anwendung am Menschen ermdglichen wird [76; 101]. Insbesondere
eine Kombination bereits etablierter orthop&disch-chirurgischer Verfahren mit innovativen
gentherapeutischen Methoden zur Therapie osteochondraler Defekte reprasentiert einen
vielversprechenden Ansatz einer zuklnftig erfolgreichen Therapie. Hierbei sind hinsichtlich der
Kosteneffizienz insbesondere einzeitige Verfahren von wesentlicher Bedeutung; gleichzeitig
sind diese aufgrund der Notwendigkeit eines einzigen operativen Eingriffes schonender far
den Patienten [74]. Im Gegensatz zu den bisher zugelassenen systemischen Gentherapien
basieren gentherapeutische Therapieansatze fir osteochondrale Defekte zumeist auf der
lokalen Applikation kleiner Mengen Genvektoren bzw. genetisch modifizierter Zellen [101]. Aus
diesem Grund ist zuklnftig davon auszugehen, dass gentherapeutische Verfahren in der
Orthopadie und Unfallchirurgie Uber das Potential verfligen, erschwingliche Therapien
darzustellen [98; 101].

Die direkte oder indirekte (via ex vivo-modifizierter Zellen) kombinierte Applikation multipler
therapeutischer rAAV-Vektoren stellt einen vielversprechenden Ansatz zur Therapie fokaler
osteochondraler Defekte dar. Sie haben das theoretische Potential, zuklinftig verbesserte

chondroreparative Differenzierungsaktivitdten im Reparaturgewebe in vivo zu erzielen.
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