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1. Zusammenfassung 

 

Fragestellung: Rekombinante adeno-assoziierte virale (rAAV) Vektoren können therapeuti-

sche Genprodukte bereitstellen und sind daher eine experimentelle Therapieoption der frühen 

Gonarthrose. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mittels eines rAAV-Vektors, der für den 

chondrogenen Transkriptionsfaktor SOX9 (rAAV-FLAG-hsox9) kodiert, strukturelle Merkmale 

des hyalinen Gelenkknorpels selektiv zu verstärken. Dreidimensionale (3D) gerüstfreie Zell-

konglomerate aus primären humanen adulten normalen oder arthrotischen Chondrozyten 

dienten als klinisch-relevantes Modellsystem. Der erste Studienarm befasst sich am Beispiel 

beider Zelltypen im Pelletmodell mit der Untersuchung des Gentransfers eines therapeuti-

schen Vektors, rAAV-FLAG-hsox9, im Vergleich zur Transduktion der Markervektoren rAAV-

lacZ und rAAV-RFP. Der zweite Studienarm erforscht als Machbarkeitsstudie die Möglichkeit 

der Vektortransduktion in einem neuartigen knorpelähnlichen Modellsystem („cartilage tissue 

analog“ = CTA), im Folgenden als Knorpelgewebe-Analogon bezeichnet, dessen Synthese 

zuvor lediglich mit fetalen bovinen Chondrozyten realisiert wurde. 

 

Methoden: In der Pelletstudie wurden Aggregate auf der Basis von humanen adulten norma-

len und arthrotischen Chondrozyten mittels rAAV mit therapeutischen Genen und Markerge-

nen transduziert und bis zu 21 Tagen untersucht. Die Knorpelgewebe-Analogon-Studie über-

prüfte einerseits die Durchführbarkeit der Gewebeszüchtung aus primären humanen Chond-

rozyten, andererseits den rAAV-vermittelten Gentransfer in diese knorpelähnlichen Strukturen 

mit anschließenden Beobachtungszeiträumen von bis zu 84 Tagen. 

 

Ergebnisse: Pellets aus humanen adulten normalen und arthrotischen Chondrozyten waren 

mittels rAAV-Vektor vergleichbar transduzierbar, ohne negative Auswirkungen auf die Viabili-

tät der Zellen. In beiden Zellarten kam es zu einer signifikanten Steigerung der Typ-II-Kollagen-

Expression um das bis zu 2,7-fache nach Transduktion mit rAAV-FLAG-hsox9 im Vergleich 

zur Kontrollgruppe. Zudem verminderte sich die Typ-X-Kollagen-Expression auf bis zu 1/3 des 

Vergleichswertes. Die Daten der Knorpelgewebe-Analogon-Studie belegen eine erfolgreiche 

Herstellung eines humanen Knorpelanalogons. Des Weiteren ist in diesen Knorpelanalogons 

eine erfolgreiche Transgenexpression über einen Zeitraum von bis zu 84 Tagen nachweisbar.  
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Schlussfolgerungen: Die Transduktion von humanen adulten normalen und arthrotischen 

Chondrozyten mit rAAV-sox9 führt zu einer signifikanten Expression von Markern der Chond-

rogenese bei gleichzeitiger Reduktion von Hypertrophiemarkern. Somit stellt sox9 ein potenti-

elles Kandidatengen zur Gentherapie der Arthrose dar. Die Ergebnisse zeigen zudem den 

positiven, langfristen Einfluss auf gesundes Gewebe, was bei der möglichen klinischen An-

wendung bei der Therapie fokaler Knorpeldefekte oder unikompartimentaler Arthrose von Be-

deutung sein könnte. Die Technik der Knorpelgewebe-Analogon-Synthese bietet ein neues in-

vitro-Forschungsobjekt, das Charakteristika des in-vivo-vorliegenden Knorpelgewebes imitiert. 

Zudem sind diese Analoga als potenzieller Gewebeersatz bei der Therapie fokaler Defekte 

verwendbar. Weitere Studien werden die mögliche Kombination mit therapeutischen Vektoren 

in diesen 3D-Systemen von Chondrozyten in Umgebungen mit hoher Dichte untersuchen. 
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Abstract 

 

Introduction: Recombinant adeno-associated viral (rAAV) vectors offer a possible approach 

for early osteoarthritis (OA) therapy of the knee. The goal of this thesis is to test the ability of 

a therapeutic rAAV vector coding for the highly chondrogenic SOX9 transcription factor (rAAV-

FLAG-hsox9) to enhance the cartilage-specific activities in human osteoarthritic articular chon-

drocytes (hOACs) relative to human normal articular chondrocytes (hNACs) in conditions that 

mimic their three-dimensional (3D) environment as a future scaffold-free, cell therapy for OA. 

The first part of the thesis aimed at investigating how gene transfer with rAAV affect both cell 

types in a high-density pellet culture model using rAAV-FLAG-hsox9 versus control (marker) 

rAAV-lacZ and rAAV-RFP gene vectors. The second part of the study examined the feasibility 

of translating the gene transfer approach in another 3D model based on an in vivo-like cartilage 

tissue analog (CTA) employed thus far to mimic hyaline cartilage based on the use of bovine 

articular cartilage. 

 

Methods: In the pellet study, human normal articular chondrocytes and human osteoarthritic 

articular chondrocytes pellets were transduced by direct administration of the therapeutic and 

marker gene vectors and evaluation (transgene expression, cellular activities) were monitored 

for up to 21 days. In the cartilage tissue analog study, rAAV-mediated gene transfer was tested 

as a proof-of-concept using human cells in a relevant cartilage-like structure for up to 84 days. 

 

Results: Pellets prepared using human normal articular chondrocytes and human osteoar-

thritic articular chondrocytes were equally transduced with rAAV vectors, without deleterious 

effects on cell viability. Both types of pellets showed a significant increase in type-II collagen 

expression following transduction with rAAV-FLAG-hsox9 (up to 2.7-fold difference compared 

with the control rAAV marker treatment) and a concomitant reduction of type-X collagen ex-

pression (up to a third of the value of the control marker treatment). In the cartilage tissue 

analog study, successful production of a human articular cartilage 3D analog was achieved 

and long-term rAAV-mediated gene transfer could be reported over a period of 84 days.  
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Conclusions: Transduction of 3D pellets derived from human normal articular chondrocytes 

and human osteoarthritic articular chondrocytes using rAAV-FLAG-hsox9 advantageously in-

creases the expression of chondrogenic markers and decrease the expression of markers of 

hypertrophy. These results support the concept that sox9 gene transfer via rAAV is a promising 

option for human gene and cell therapy of osteoarthritis. Of note, healthy tissue was also ame-

nable to therapy, which may be of clinical interest when treating focal defects or unilateral 

damage. The feasibility of creating cartilage tissue analogs offers a new study model in vitro 

to mimic the target repair tissue for therapy and may be also used as therapeutic platforms for 

implantation like to treat focal cartilage defects. The potential benefits of this other 3D model 

using therapeutic rAAV vectors is under examination.
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2. Einführung 

 

2.1 Thematik 

 

Die Arthrose ist die am häufigsten auftretende chronische Gelenkerkrankung. Sozioökonomi-

sche Faktoren, wie das zunehmende Durchschnittsalter der Bevölkerung und eine Steigerung 

des durchschnittlichen Körpergewichts, führten in den vergangenen Jahrzehnten zu einer suk-

zessiven Erhöhung der Inzidenz [1, 2]. Bis zur Etablierung des operativen endoprothetischen 

Oberflächenersatzes des Kniegelenks in Form einer Total- oder Teil-Endoprothese im letzten 

Drittel des 20. Jahrhunderts [3, 4] und der damit verbunden „Heilung“ des Endstadiums der 

Arthrose, litten Patienten unter stärksten Schmerzen mit konsekutiver Bewegungseinschrän-

kung bis zur Immobilisation. Mit der Entwicklung arthroskopischer Verfahren bestand die Mög-

lichkeit, Arthrose-fördernde Gelenkerkrankungen und Verletzungen des Knorpelgewebes im-

mer frühzeitiger zu diagnostizieren und zu therapieren [5]. Doch auch trotz zunehmend inno-

vativeren Therapiemaßnahmen steht das Gebiet der Orthopädie und Unfallchirurgie auch zum 

Zeitpunkt der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit vor folgendem Dilemma: Schäden des 

hyalinen Gelenkknorpels regenerieren sich nicht. Es bildet sich in den Defekten allenfalls ein 

Reparaturgewebe, das jedoch eine geringere Belastbarkeit als das Ursprungsgewebe auf-

weist. In der Folge führt dies zu einem vermehrten Druck auf das umliegende Gewebe und so 

zu einem Progress der arthrotischen Veränderungen [6]. 

 

Die möglichen Ansatzpunkte für die Lösung des vorliegenden Problems, die Implantation eines 

Gelenkersatz so weit wie möglich hinauszuzögern bzw. schlussendlich Arthrose zu heilen, sind 

zahlreich. Mithilfe von Gewebszüchtung (engl. Tissue Engineering) besteht die Möglichkeit, 

Stammzellen oder Zellen des Gelenkknorpels als Allo- oder Autograft in die Defekte einzubrin-

gen und so die Bildung eines Reparaturgewebes zu erzielen. Als Trägermaterial werden di-

verse Verbindungen erforscht. Strukturgebende Komponenten können an den etwaigen Scha-

den angepasst werden. Einen weiteren Therapieansatz bietet die Gentherapie. Stammzellen, 

isolierte Chondrozyten oder im Gelenk befindliche Zellen können mithilfe diverser Verfahren 

genetisch verändert werden, um die Expression bestimmter Proteine zu beeinflussen. Ein 

„Umprogrammieren“ arthrotischer Zellen zurück zu „gesunden“ Zellen oder aber auch die 

Überexpression protektiver Faktoren ist denkbar.  
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Geeignete Verfahren sind die virale und nicht-virale Transfektion oder die Gen-Editierung [7, 

8]. Letztlich bietet sich auch die Option, das Tissue Engineering mit der Gentherapie zu ver-

binden. So können einerseits Stammzellen oder Chondrozyten durch genetische Veränderun-

gen gewünschte Moleküle vermehrt exprimieren, andererseits kann durch ein entsprechendes 

Trägermedium oder eine passende Form der Zellaggregation ein Defektschluss bewirkt wer-

den [9]. 

 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit zwei möglichen Formen von Zellaggregaten, die 

frei einer formgebenden Komponente, einen festen Verbund bilden. Wir beschäftigten uns mit 

der Wirkung von Transgentherapie auf diese Gerüst-freien Zellverbände, unter anderem unter 

folgenden Gesichtspunkten: Transgen-Vektordosis-Beziehung, Langzeitexpression therapeu-

tischer Vektoren, Auswirkungen der Transgentherapie auf unterschiedliche Kollagen-Typen, 

Realisierbarkeit der Kultivierung humaner „Cartilage tissue analogs“, Knorpelgewebe-Ana-

loga, unter Transgentherapie. 

 

2.2 Der Knorpel des Kniegelenks 

 

Der Gelenkknorpel, der die Femurkondylen, das Tibiaplateau und Teile der Patellarückfläche 

überzieht, wird als hyaliner Knorpel bezeichnet [10]. In gesundem Knorpelgewebe finden sich 

vorwiegend Typ-II-, aber auch -IX-, -XI-, -VI-, -XIV-Kollagen, wobei sich Typ-II-Kollagen als 

zuverlässigster Marker für ein gesundes Gewebe erwiesen hat [11]. Diese Art Kollagen bildet 

mit einem Anteil von 90-95 % den Hauptanteil der Kollagene des Knorpels und ist für dessen 

Elastizität verantwortlich [12]. Typ-I- und -X-Kollagen hingegen weisen auf Knorpelkalzifizie-

rung und beginnende Ossifikation hin [13-15]. Wesentliche Makromoleküle des hyalinen Knor-

pels sind die Proteoglykane. Diese bilden zusammen mit den Kollagenen vornehmlich die ext-

razelluläre Matrix. Darüber hinaus beteiligen sich noch diverse Proteine, die unter dem Begriff 

der „cartilage oligomeric matrix protein“ (COMP) zusammengefasst werden. Durch die was-

serbindende Eigenschaft der Moleküle der extrazellulären Matrix besteht der hyaline Knorpel 

je nach Zone zu 65-80 % aus Wasser, wodurch die mechanischen Eigenschaften des Gewe-

bes definiert werden [16, 17]. Knorpelgewebe ist bradytrophes Gewebe, was bedeutet, dass 

neben dem langsamen Stoffwechsel ein Stofftransport lediglich über die das Gewebe umge-

bende Flüssigkeit mittels Diffusion erfolgt. Ein Austausch von Wasser über die Zonen ist für 

den Transport von Nährstoffen neben den dämpfenden und schmierenden Eigenschaften un-

erlässlich [17, 18]. 
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Der hyaline Knorpel lässt sich in vier, in ihrer Morphologie und funktionsweise unterschiedliche 

Zonen einteilen [17, 19]: 

 

Oberflächliche Zone: Diese Zone dient insbesondere dem Abpuffern von Druck-, Zug- und 

Scherkräften. Der Wasseranteil ist in dieser Schicht mit ca. 80 % am höchsten. 

 

Mittlere Zone: Hier findet sich eine geringe Anzahl differenzierter Chondrozyten. Der Anteil 

an Proteoglykanen und dickeren Kollagenfasern steigt, was die Toleranz gegenüber Druckbe-

lastung erhöht. 

 

Radiale Zone: Der höchste Proteoglykananteil sowie die stärksten Kollagenfibrillen existieren 

in der radialen Zone. Die Ausrichtung der Kollagene ist vornehmlich senkrecht, sodass hier 

der stärkste Puffer hinsichtlich axialer Belastung besteht. Diese radiale Zone schließt mit der 

sog. Tidemark ab, die den Übergang zur kalzifizierten Zone bildet. 

 

Kalzifizierte Zone: In dieser Zone sind Chondrozyten des prähypertrophen und hypertrophen 

Typs vorhanden. Diese liegen dicht gelagert in einer kalzifizierten Extrazellularmatrix. Diese 

Schicht dient, durch die sie durchziehenden Kollagenfibrillen, die von der Tidemark der radia-

len Zone hereinreichen, als Verbindung zwischen den Knorpelzonen und dem subchondralen 

Knochen. 
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Abbildung 1: Zoneneinteilung des hyalinen Kniegelenkknorpels. Abbildung modifiziert nach [20]. Gezeigt ist der 
schematische Aufbau des hyalinen Knorpels mit seinen 4 Zonen, welche sich in ihrer Morphologie und funktions-
weise unterscheiden. 

 

2.3 Grundlagen der Arthrose 

 

Die Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Orthopädie und Orthopädische Chirurgie 

(DGOOC), zum Zeitpunkt des Verfassens der vorliegenden Arbeit nach inhaltlicher Prüfung 

gültig bis 29.11.2022, bezeichnet Arthrose im Allgemeinen als „[…] eine multifaktoriell be-

dingte, degenerative Erkrankung von Gelenken, die zu einem fortschreitenden Umbau der Ge-

lenkstrukturen führt und mit schmerzhaften Funktionseinschränkungen bis hin zum weitgehen-

den Funktionsverlust betroffener Gelenke verbunden ist.“ 

 

Morphologisch zeigt sich eine Knorpelerweichung im Anfangsstadium, was sich bis zu einem 

Einriss des Knorpels auf den Knochen entwickeln kann. Die Endstrecke stellt der Verlust der 

gesamten Knorpelschicht dar. Die phänotypischen Veränderungen spiegeln mitunter eine ver-

änderte Genexpression wider. So kommt es unter anderem zu einer Verminderung der Typ-II-

Kollagen-Synthese [21]. Kommt es zu Knorpelabrieb (Detritus), stimuliert dieser Fibroblasten 
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und Makrophagen der Synovialis, die mit der Produktion von Zytokinen reagieren. Hierdurch 

kommt es zu einer weiteren Degeneration des Knorpels – es entsteht ein quasi Circulus vitio-

sus der Arthrose [22]. 

 

Gemäß einer Datenerhebung des Robert Koch-Instituts (RKI) von Patienten zwischen 18 und 

79 Jahren liegt in der Altersgruppe der über 60-Jährigen die Arthrose-Prävalenz bei 20,2 % 

[23]. Ausgehend von Versicherungsdaten aus dem Jahr 2014 wird für das Jahr 2060 ein Anteil 

der Personen in Deutschland über 65 Jahre von einem Drittel prognostiziert [24]. Dies unter-

streicht die zunehmende sozioökonomische Relevanz sowohl für die Prävention als auch die 

Rehabilitation der Erkrankung. 

 

2.4 Grundlagen fokaler Knorpeldefekte 

 

Neben dem altersbedingten Verschleiß kann es beispielsweise durch traumatische Ursachen 

zu einem Knorpelschaden kommen. In der Regel handelt es sich dabei um eine lokal be-

grenzte Schädigung, sodass von fokalen Knorpeldefekten die Rede ist. Diese lassen sich wie 

folgt klassifizieren (vgl. Abb. 2): 

 

Chondrale Defekte: Es kommt zu einem teilschichtigen Defekt, bei dem sich lediglich eine 

oberflächliche Knorpelschicht des Gelenkanteils ablöst, oder es zu einem vollschichtigen De-

fekt kommt, bei dem das Ablösen des darunterliegenden, kalzifizierten Knorpels resultiert. 

 

Osteochondrale Defekte: Dieser Defekt umfasst sowohl die Knorpelschicht mit dem darun-

terliegenden, kalzifizierten Knorpel, als auch Anteile des subchondralen Knochens. 

 

Bei arthrotischen Knorpelschäden handelt es sich um chondralen oder osteochondrale De-

fekte, die aufgrund ihrer Entstehung von fokalen, nicht-arthrotischen Knorpelschäden zwin-

gend abzugrenzen sind. Arthrotische Schäden sind durch eine zumeist großflächige Ausdeh-

nung, unscharfe Begrenzung und andere Begleitpathologien im Gelenk wie beispielsweise 

Osteophytenbildung gekennzeichnet. Die bradytrophe Charakteristik des Gewebes stellt in 

diesem Zusammenhang einen großen Nachteil für die körpereigenen Reparaturmechanismen 
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dar. In Ermangelung einer adäquaten Blutversorgung kommt es lediglich zu einer Migration 

von Zellen aus dem direkt umgebenden Gewebe. Diese können kein suffizientes Ersatzge-

webe bildenden, sodass es in der Folge zur Nekrose des geschädigten Gewebes kommt [18, 

25]. Dem entgegen steht der osteochondrale Defekt, bei dem es zu einer Migration von mesen-

chymalen, pluripotenten Stammzellen aus dem Knochen kommt. Hier bildet sich im Verlauf 

ein Reparaturgewebe aus, das sich hinsichtlich seiner Charakteristika von denen des hyalinen 

Knorpels unterscheidet, es bildet sich Faserknorpel. Dieser kann im zeitlichen Verlauf die De-

generation der angrenzenden osteochondralen Einheit begünstigen [18, 25]. Im Folgenden ist 

die osteochondrale Einheit mit der entsprechenden Schichtung und den möglichen Defektar-

ten in Abbildung 2 schematisch dargestellt. 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der osteochondralen Einheit sowie der verschiedenen Entitäten der mögli-
chen Defekte. Abbildung modifiziert nach [25, 26]. 

 



Einführung 

11 
 

2.5 Therapie der Gonarthrose 

 

Die Therapie der Arthrose des Kniegelenks, auch Gonarthrose genannt, umfasst drei Säulen: 

die konservative Therapie, die medikamentöse Therapie und die operative Therapie. Diese 

lassen sich zudem in Ansätze, die den Krankheitsverlauf verzögern, sowie kurative Ansätze 

differenzieren. 

 

2.5.1 Konservative und medikamentöse Therapie 

Die konservative Therapie umfasst physiotherapeutische Beübung, Änderungen in der Le-

bensführung inkl. Gewichtsreduktion bzw. die Vermeidung einer Gewichtszunahme sowie die 

Versorgung mittels orthopädietechnischer Hilfsmittel [27-29]. Die symptomatische Therapie 

durch Analgetika und nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR), mit sowohl einer analgetischen 

als auch einer antiphlogistischen Wirkung, stellt ein probates Mittel insbesondere in solchen 

Fällen dar, in denen der Arthroseschmerz klinisch im Vordergrund steht [30, 31]. 

 

2.5.2 Operative Therapie 

Die operative Therapie lässt sich unterteilen in die gelenkerhaltenden und die gelenkersetzen-

den Verfahren [32]. Das alleinige arthroskopische Débridement des Kniegelenkes im Rahmen 

der Gonarthrose wird aufgrund mangelnder Evidenz heute nicht mehr durchgeführt. Techni-

ken, die zur Bildung eines knorpeligen Reparaturgewebes führen, wie markraumeröffnende 

Techniken der Mikrofrakturierung [33], Pridie-Bohrung [34] und fokale Abrasion oder die auto-

loge Chondrozytentransplantation [35], sind bei hochgradiger Gonarthrose nicht indiziert, kön-

nen jedoch bei rein fokalen, nicht-arthrotischen Defekten, verwendet werden [36].  

 

Bei isolierter Varus- oder Valgusgonarthrose kann eine entsprechende Varisierungs- oder Va-

lgisierungsosteotomie eine valide therapeutische Option darstellen [37, 38]. Ist die Knorpelre-

generation nicht ausreichend oder kommt es allgemein zu einer Progression der Kniegelenks-

arthrose mit Ausbleiben einer Besserung durch konservative oder medikamentöse Therapie, 

besteht die Möglichkeit eines Ersatzes einzelner Gelenkanteile bzw. des kompletten Kniege-

lenks. Die Bandbreite der Endoprothetik erstreckt sich über die etablierten Verfahren, wie die 

unikondylären Schlittenprothesen bzw. bikondylären Oberflächenersatzverfahren bis hin zum 
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retropatellaren Oberflächenersatz, wobei die Evidenz des letztgenannten Verfahrens deutlich 

geringer ist [32, 39-41]. 

 

2.5.2.1 Chondrospheren 

Zur klinisch durchgeführten Therapieform der autologen Chondrozytentransplantation gehört 

unter anderem das Konzept der sog. Chondrospheren (Handelsname „Spherox“) [42]. Hierbei 

handelt es sich um kugelförmige Chondrozytenaggregate, die sich ohne zusätzliche Hilfsmittel 

durch eigene Adhäsion am subchondralen Knochen eines Knorpeldefekts fixieren. Anders als 

in verschiedenen parallel erforschten und klinisch verwendeten Therapieoptionen verzichten 

die Chondrospheren auf (resorbierbare) Trägermaterialien, wie beispielsweise solide Matrices 

oder Hydrogele, um den Verbleib der eingebrachten Zellen am Zielort zu gewährleisten [43]. 

Zur Herstellung dieser Spheroide wird im Rahmen eines ersten arthroskopischen Eingriffs am 

betroffenen Kniegelenk gesunder hyaliner Knorpel gewonnen. Dieser wird aufgearbeitet, 6 bis 

8 Wochen in Zellkultur inkubiert, und nach Proliferation der Chondrozyten und Matrixsynthese 

in Form von Chondrospheren in einem zweiten Eingriff in den Knorpeldefekt eingebracht [44, 

45].  

 

Analog zu beiden in der vorliegenden Arbeit verwendeten 3D-Kulturen werden bei der 

Spherox-Technologie die im ersten Schritt isolierten Chondrozyten in einer einschichtigen Zell-

kultur inkubiert. Nach stattgehabter Proliferation werden die Zellen anschließend in die Form 

dreidimensionaler Spheroide überführt. Diese Chondrospheren bestehen aus etwa 

200.000 Chondrozyten und weisen einen Durchmesser von etwa 300-600 µm auf. Damit ent-

sprechen die Abmaße denen der Pellets bei vergleichbarer Zellzahl und ähnlichem Durchmes-

ser [46]. Bei der darauffolgenden Applikation in den Knorpeldefekt werden die Chondrosphe-

ren im Rahmen eines zumeist arthroskopischen oder offenen Eingriffs direkt auf die zuvor 

präparierte subchondrale Knochenplatte aufgetragen. Die Spheroide sollten unter trockenen 

Bedingungen transplantiert werden. Hier kommt es zu einer zellbasierten Adhäsion, die durch 

die irreguläre Beschaffenheit des subchondralen Knochens unterstützt wird. Eine Applikation 

von 10-70 Chondrospheren pro cm² Defektgröße ist anzustreben, um eine ausreichende De-

fektdeckung zu erzielen. Eine zusätzliche Abdeckung der Chondrospheren ist nicht notwendig 

[46]. 
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2.6 Grundlagen der Gentherapie 

 

Grundlage der Gentherapie bilden die Vorgänge der Transkription und Translation – die durch 

spezifische Desoxyribonukleinsäure (DNS)-Sequenzen kodierte Proteinsynthese. Dies gilt so-

wohl für die Expression der körpereigenen Proteine als auch für therapeutische Gene. Die 

abgelesene DNS wird im Zellkern in die Boten-RNS (mRNS) umgewandelt. Dieser Prozess 

wird als Transkription bezeichnet. Nach dem Transfer in das Zytoplasma schließt sich die 

Translation, die Synthese von Proteinen durch Übersetzen der mRNS, an [47]. Entsprechend 

des gewünschten Effekts in der Zelle ist die Auswahl der zu transduzierenden Gene entschei-

dend. So ist sowohl die gesteigerte Expression von strukturgebenden Proteinen denkbar als 

auch die erhöhte Synthese von Signalproteinen um Stoffwechselvorgänge des adressierten 

Gewebes zu beeinflussen [47]. 

 

Die Erforschung möglicher Ansätze zur Gentherapie umfasst neben den therapeutischen Vek-

toren auch Reporter-Gene. Diese greifen nicht in den Stoffwechsel der Zellen ein. Ihre Pro-

dukte können durch spezifische Verfahren quantifiziert werden, um unter anderem die Effizi-

enz der Transduktion zu objektivieren. Zudem kann die Dauer der Genexpression sowie die 

Auswirkung der viralen Transduktion auf die Zielzelle überprüft werden [48]. Für den Nachweis 

ist oftmals die Zugabe exogener Substrate vonnöten, daher besteht unter Umständen eine 

Einschränkung in der Anwendbarkeit, da mit der Untersuchung der exprimierten Proteine die 

zu untersuchenden Zellen nicht weiter beobachtet werden können. Durch beispielsweise fluo-

reszierende Proteine kann dies umgangen und eine Expression ohne die Beendigung der Un-

tersuchung vollzogen werden [49]. 

 

2.7 Gentransfersysteme 

 

Der Gentransfer im Rahmen der Gentherapie teilt sich in die beiden Kategorien Transfektion 

bzw. Transduktion und Genom-Editierung auf. Zur Erläuterung der Begrifflichkeiten und der 

Sicherung eines genaueren Verständnisses dient die folgende Übersichtsgrafik: 
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Abbildung 3: Übersicht möglicher Ansatzpunkte der Gentherapie. Die Transfektion umfasst sowohl das zeitweise 
Einbringen von fremder Erbsubstanz in die Zielzelle, als auch den tatsächlichen Einbau in das Genom der Zielzelle. 
Die Genom-Editierung beschreibt die Veränderung spezifischer Sequenzen. ZFNs: Zinkfingernukleasen; TALENs: 
transkriptionsaktivatorartige Effektornuklease. 

 

2.7.1 Transfektion/Transduktion 

Die Transfektion umfasst alle Verfahren des Einbringens von externer DNS bzw. RNS in die 

Zielzelle. Zu unterscheiden ist die transiente Transfektion, das zeitweise Verbleiben des ge-

netischen Materials in der Zelle, von der stabilen Transfektion, im Folgenden Integration ge-

nannt. Hier erfolgt der Einbau der Nukleinsäuren in das Genom der Zelle. Somit bleibt nach 

einer Zellteilung die genetische Veränderung erhalten, zudem wird ein vorzeitiger Abbau der 

körperfremden Nukleinsäuren verhindert [50-52]. 

 

2.7.1.1  Viraler Gentransfer - Transduktion 

Nachdem die Möglichkeit des viralen Gentransfers durch Rogers & Pfuderer im Jahr 1968 

anhand des Tabakmosaikvirus beschrieben wurde, haben sich in den vergangenen Jahrzehn-

ten die Adenoviren, Retroviren und adeno-assoziierten Viren als adäquate Vehikel des Gen-

transfers, bei viraler Transfektion Transduktion genannt, etabliert [53-56]. 
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Adenoviren weisen als Vektor mit bis zu 100 % eine äußerst hohe Effizienz in der Transduk-

tion der DNS auf. Aufgrund der Struktur des viralen Genoms besteht eine hohe Immunogenität 

des Vektors. So ist eine Immunreaktion des Wirts nach 1-2 Wochen oder bereits nach einigen 

Tagen möglich [57]. Jedoch ist die Integration in das Genom der Zielzelle mit Werten < 0,1 % 

gering [58]. 

 

Retroviren zeigen als Vektor mit etwa 20 % eine deutlich geringere Rate an transduzierten 

Zellen. Die die Integration für die Expression von Virusprotein obligat ist, besteht in diesem 

Fall zum einen ein Risiko, Mutagene bzw. Tumorgene in die Zielzellen einzubringen [59], zum 

anderen ist der Anwendungsbereich in der Gentherapie besonders bei bradytrophen Geweben 

wie dem hyalinen Knorpel reduziert [60]. 

 

Adeno-assoziierte Viren (AAV) als Vektoren basieren auf Viren der Gattung der Dependop-

arvoviridae. Anders, als bei den bereits genannten Vertretern, ist hier die Virusreplikation nicht 

durch den Vektor selbst, sondern durch einen zusätzlichen exogenen Faktor nötig. Aufgrund 

der geringen Größe mit ca. 4,7 kBp Einzelstrang-DNS in den zur Forschung verwendeten 

Stämmen [61], besteht eine deutlich herabgesetzte Immunogenität. Zudem besitzt der Vektor 

eine stark erhöhte Penetrationsfähigkeit ob des geringen Durchmessers von ca. 20 nm mit 

einer Transduktionsrate von bis zu 100 % [62]. In den verwendeten AAVs wurden die für eine 

mögliche Mutagenität verantwortlichen Gensequenzen entfernt [61, 63, 64]. Die zudem sehr 

geringe Integrationsrate von 0,1-0,5 % [65] verringert zudem die Wahrscheinlichkeit einer Mu-

tation infolge der Zellteilung. 

 

2.7.1.2 Nicht-viraler Gentransfer - Transfektion 

Obgleich in der aktuellen Arthroseforschung dem nicht-viralen Gentransfer eine untergeord-

nete Rolle zuteilwird, zeigte sich in der Vergangenheit, dass dieser durchaus ein probates 

Mittel darstellt, um Gene in Zielzellen zu inserieren. Es kann zwischen den chemischen und 

physikalischen Methoden unterschieden werden [66, 67]. 

 

Zu den chemischen Methoden des nicht-viralen Gentransfers gehören die liposomalen und 

Lipid-basierten Transfektionssysteme, die – wie auch bei den aktuellen COVID-mRNA-Imp-

fungssystemen – die zu transportierende genetische Substanz in einer Lipid-basierten Schutz-

schicht transportieren [68-71]. 
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Die physikalischen Methoden umfassen die direkte Gen-Injektion in den Nucleus mittels Mik-

ropipette, die Penetration der Zellmembran mittels elektrischer Impulse, Wärme oder ballisti-

scher Methodik, der sog. „gene gun“, bei der an Nanopartikel gebundene Plasmid-DNS in die 

Zielzelle „gefeuert“ wird [72-74]. 

 

2.7.2 Genom-Editierung 

Die Genom-Editierung (im Englischen genome editing) umfasst mehrere Mechanismen, die 

der Veränderung spezifischer Sequenzen des Erbguts dienen und somit eine direkte Korrektur 

von Genen ermöglichen. Die DNS kann durch diese Nuclease-vermittelten Verfahren an fest-

gelegter Stelle in Form von Doppelstrangbrüchen aufgebrochen werden, sodass dort Gene 

implementiert, verändert oder gänzlich entfernt werden können. So kommt es zu einer Editie-

rung oder Mutation der Patienten-DNS [75]. Die modifizierten Enzyme sind in der Regel bak-

teriellen Ursprungs und dienten vor ihrer „Zweckentfremdung“ als Verteidigungsmechanismus 

gegen exogenes Erbmaterial [76]. Zum Zeitpunkt der vorliegenden Veröffentlichung werden 

unter anderem Zinkfingernukleasen (engl. zinc finger nucleases = ZFNs) [77], transkription-

saktivatorartige Effektornuklease (engl. transcription activator-like effector nucleases = 

TALENs) [78] und in der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion allen voran CRISPR/Cas 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated) [79, 80] 

verwendet. Anders, als bei der Gentherapie mittels Transfektion, stellt sich im Fall der Genom-

Editierung die Frage nach der Insertion nicht. Aufgrund des Verfahrens kommt es wie be-

schrieben zu einer Veränderung der DNS der Zielzelle und somit zu einer dauerhaften Verän-

derung des Genoms. Dies betrifft sowohl die gewünschte Veränderung in beispielsweise der 

Proteinbiosynthese, aber auch mögliche mutagene Effekte.  

 

2.8 In vivo- und in vitro-Gentransfer 

 

Grundsätzlich gilt es, zwei Wege den Transfer von therapeutischen Genen zu unterscheiden. 

 

In vivo: Der Transfer des therapeutischen Gens erfolgt innerhalb des Organismus, die Vehikel 

werden in den Patienten eingebracht und die Gensequenzen dann in die Zellen eingepflegt. 

Es handelt sich somit um einen direkten Gentransfer [54, 81, 82]. 
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In vitro: Der Transfer des therapeutischen Gens erfolgt außerhalb des Organismus (in vitro). 

Zellen werden durch entsprechende Verfahren aus dem Patienten entnommen, bzw. es wer-

den körperfremde Zellen für die Therapie verwendet. In Zellkultur wird in die entsprechenden 

Zellen die therapeutische Gensequenz eingebracht. In der Regel schließt sich dann eine 

Phase der Kultivierung an, um die Zahl der veränderten Zellen zu steigern. Diese werden dann, 

sobald eine entsprechende Menge ex vivo erreicht wurde, wieder in den Patienten eingebracht 

und exprimieren dann am Ort der Implantation ihre therapeutische Wirkung. In diesem Fall 

handelt es sich um einen zellbasierten Gentransfer [54, 81, 82]. 

 

 

 

Abbildung 4: Vergleich Gentransfer In vivo/In vitro, abgewandelt aus [81]. Bei einem In vivo Gentransfer erfolgt die 
Applikation des Therapeutikums direkt am Zielort. Bei der Variante des In vitro Gentransfers werden Zellen des 

Patienten bzw. Spenderzellen in der Zellkultur genetisch modifiziert und dann in das Zielgewebe eingebracht. 

 

2.9 Grundlagen des Tissue Engineering 

 

Der Begriff Tissue Engineering beschreibt die Herstellung biologischer Ersatzgewebe, um die 

Funktion von Geweben wiederherzustellen, zu erhalten oder sie zu verbessern [83]. Bei syn-

thetisch hergestellten Knorpel-Analoga gilt es grundsätzlich, zwischen Aggregaten, die eine 

strukturgebende Komponente besitzen, und Konglomeraten ohne Gerüst oder vorgegebene 

Struktur, zu unterscheiden. 
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Gewebe mit strukturgebender Komponente unterscheiden sich stark in ihrer potenziellen 

Zusammensetzung. So können Chondrozyten in den Poren abbaubarer Polymerverbindungen 

aus beispielsweise Polyglykolsäuren, Polysacchariden oder Alginaten eingelagert werden [84-

86]. In Gelen auf Kollagen-, Gelatine- oder Fibrin-Basis kann ebenfalls eine Applikation am 

Bestimmungsort erfolgen [87, 88]. In Wasser unlösliche Hydrogele haben sich in diesem Zu-

sammenhang als besonders geeignetes Vehikel etabliert, da sie die Komposition des in vivo 

vorliegen Knorpels im Hinblick auf das Verhältnis von Feststoffen zu Wasseranteil gut abbilden 

[89]. 

 

Gerüstfreie Gewebe sind unter anderem die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pellets, 

bei denen es zu einer Anlagerung der Chondrozyten unter Zentrifugalkräften kommt. Hier sind 

keine exogenen Stoffe enthalten, die strukturerhaltende extrazelluläre Matrix wird durch die 

Chondrozyten selbst gebildet. Durch die Quervernetzung der Zellen bildet sich ein stabiles 

Konstrukt. Aufgrund des Herstellungsprozesses besteht bei dieser Variante der Ersatzgewebe 

eine deutlich erhöhte Zellkonzentration im Vergleich zu dem in vivo vorliegenden Knorpeln [90, 

91]. 

 

Bei dem „Cartilage tissue analog“ (CTA), im Folgenden Knorpelgewebe-Analogon genannt, 

handelt es sich ebenfalls um ein sich-selbst-organisierendes Gewebe. Ermöglicht wird dies 

durch eine ungeladene, mit einem Hydrogel beschichtete, Oberfläche. So wird ein Anhaften 

am Reagenzgefäß reduziert und die Vernetzung der Chondrozyten untereinander gefördert. 

Diese, bereits im Tiermodell beschriebene Methodik [92, 93], wurde von uns erstmals mit hu-

manen adulten Chondrozyten durchgeführt. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Gewebszüchtung (Tissue Engineering). Nach der Gewinnung von Zel-
len aus Gewebsspenden und Kultivierung mit ggf. genetischer Modifikation ist sowohl die Herstellung eines gerüst-

freien Gewebes als auch die Synthese eines Gewebes mit strukturgebender Komponente möglich.  

 

 

2.10  Das Kniegelenk als primärer Angriffspunkt der Gentherapie 

 

Endgültiges Ziel einer Arbeit in der Grundlagenforschung muss, nach unserer Auffassung, die 

Möglichkeit der Translation in ein Studienmodell und letztendlich die klinische Anwendbarkeit 

sein. Somit stellt sich die Frage nach dem geeignetsten Gelenk zur Erforschung entsprechen-

der Therapieansätze. Das Kniegelenk ist insofern prädestiniert für unsere Forschungen, da 

hier die mit Abstand höchste Inzidenz der Erkrankung vorliegt [94]. Damit verbunden ist die 

über Jahrzehnte etablierte operative Behandlung mittels endoprothetischem Oberflächener-

satz. Dem Ablauf der gängigen Verfahren ist geschuldet, dass es im Verlauf der Operationen 

zu einem beträchtlichen Gewinn von arthrotischem Knorpelgewebe kommt. Somit können 

Chondrozyten zur Erforschung der Arthrose teilweise aus den entsprechenden Standardein-

griffen gewonnen werden. 
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Die Applikation von mit rAAV-transduzierten Chondrozyten bzw. eine direkte Vektorapplikation 

in das Kniegelenk zeigen in der klinischen Anwendung ebenfalls diverse Vorzüge. Aufgrund 

der anatomischen Gegebenheiten der Gelenkkapsel ist eine Applikation prinzipiell möglich, 

ohne eine direkte Diffusion in das umliegende Gewebe befürchten zu müssen [81, 95]. Zudem 

kommt es aufgrund der regelmäßigen Wechsel zwischen Druck und Entlastung im Bereich 

des Gelenkknorpels zu einem entsprechenden Flüssigkeitsaustausch und in der Konsequenz 

zu einer physikalisch gesteuerten Aufnahme der Vektoren im Zielgewebe. Darüber hinaus ist 

das Kniegelenk leicht erreichbar, eine Injektion somit einfach, sicher reproduzierbar und kos-

tengünstig [95]. Die operativen Zugangswege sind etabliert und standardisiert, eine Chondro-

zyten-Transplantation kann daher ebenfalls sicher erfolgen, ohne einen beträchtlichen Scha-

den am umliegenden Gewebe zu verursachen.



Hypothesen 

21 
 

3. Hypothesen 

 

(1) Normale adulte und arthrotische adulte Chondrozyten des Gelenkknorpels sind ver-

gleichbar effektiv durch rAAV transduzierbar. 

 

(2) Die Transduktion von normalen adulten und arthrotischen adulten Chondrozyten durch 

rAAV-FLAG-hsox9 führt in einer 3D-Zellkultur zu einer vermehrten Expression von 

Markern der Chondrogenese. 

 

(3) Die Synthese eines artifiziellen Knorpelkonstrukts im Sinne eines Knorpelgewebe-Ana-

logons („Cartilage tissue analog“) ist mit normalen adulten und arthrotischen adulten 

Chondrozyten realisierbar. 

 

(4) Eine effektive, langfristige Transgenexpression ist sowohl in der Pelletkultur als auch 

in einem Knorpelgewebe-Analogon möglich.  
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4. Studienaufbau 

 

4.1 Pelletstudien 

 

In der durchgeführten Studie wurden Knorpelspenden des Kniegelenkknorpels, wie un-

ter 6.1.1-6.1.4 beschrieben, verarbeitet. Die Einteilung der Zellspenden erfolgte in 2 Gruppen: 

humane adulte normale Chondrozyten (hNACs) und humane adulte arthrotische Chondrozy-

ten (hOACs). Beide Gruppen umfassten jeweils 4 Zellspenden, bei den normalen Chondrozy-

ten aus einer Altersgruppe von 21 bis 42 Jahren, bei den arthrotischen Chondrozyten aus einer 

Altersgruppe von 69 bis 81 Jahren. Bei den Knorpelspenden handelte es sich um ausnahmslos 

weibliche Spender. Die Durchführung der Studie erfolgte in Mikrotiterplatten mit 96 Näpfchen 

(Wells), folgend als 96-Well-Titerplatte bezeichnet. Sowohl für die Zentrifugation als auch die 

weitere Inkubation wurden Platten mit einem U-förmigen Boden verwendet, ähnlich dem Bo-

den eines Eppendorf-Reaktionsgefäßes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Exemplarische, makroskopische Aufnahme eines Pellets mit nominaler Skala. Der Durchmesser des 
gezeigten Pellets entspricht etwa 0,7 mm. Die Abstände der mittellangen Striche entsprechen 1 mm. 
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Die Pelletstudie teilt sich in 2 Studienarme auf: Studie A befasste sich mit der Frage nach der 

Abhängigkeit zwischen Vektordosis und Genexpression. Studie B fokussierte sich auf den Ver-

gleich zwischen therapeutischem Vektor, Marker-Gen und Kontrollgruppe, wobei hier die Er-

kenntnisse aus Studienarm A hinsichtlich der anzustrebenden Vektordosis angewendet wur-

den. In beiden Studienarmen wurden jeweils die Gruppen der humanen adulten normalen und 

arthrotischen Chondrozyten miteinander verglichen. 

 

 

 

Abbildung 7: Studiendesign der Pelletstudie. Studienarm A untersucht die Beziehung zwischen verwendeter Vek-
tordosis und exprimiertem Transgen. Studienarm B untersucht die Auswirkungen der Transgenexpression mit the-
rapeutischem Vektor und stellt diese der Transduktion des Marker-Gens und der Kontrollgruppe gegenüber. lacZ: 
β-Galactosidase-Gen; RFP: Rot-fluoreszierendes Protein Gen; sox9: sox9-Gen. 
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4.2 Knorpelgewebe-Analogon-Studie 

 

In der durchgeführten Studie wurden Knorpelspenden des Kniegelenkknorpels, wie un-

ter 6.1.1-6.1.5 beschrieben, verarbeitet. Die Zellspende umfasste 3 Knorpelspenden von hu-

manen adulten normalen Chondrozyten aus einer Altersgruppe von 28 bis 42 Jahren sowie 

5 Spenden von humanen adulten arthrotischen Chondrozyten aus einer Altersgruppe von 69 

bis 81 Jahren. Bei den Knorpelspenden der normalen Chondrozyten handelte es sich um aus-

nahmslos weibliche Spender, unter den Spenden der arthrotischen Chondrozyten befand sich 

allerdings ein männlicher Proband. Die Durchführung der Studie erfolgte in 96-Well-Titerplat-

ten mit Ultra-low Attachment Surface. Die Beobachtungszeiträume in der vorliegenden Arbeit 

variieren zwischen 8 und 84 Tagen. 

 

 

Abbildung 8: Exemplarische, makroskopische Aufnahme eines Knorpelgewebe-Analogons mit nominaler Skala. 
Der Durchmesser des gezeigten Knorpelgewebe-Analogons ist etwa 0,7 cm. Die Abstände der mittellangen Striche 
entsprechen 1 mm. 
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Abbildung 9: Studiendesign der Knorpelgewebe-Analogon-Studie. Es erfolgte der Vergleich der Kontrollgruppe mit 
Zellen, die mit zwei unterschiedlichen Marker-Genen transduziert wurden. lacZ: β-Galactosidase-Gen; RFP: Rot-
fluoreszierendes Protein-Gen. 

 

In der Durchführung der Knorpelgewebe-Analogon-Studie erfolgte, anders als in der Pelletstu-

die, keine Unterscheidung zwischen den beiden Gruppen der humanen adulten normalen und 

arthrotischen Chondrozyten. Mit dem Wissen des vorangestellten Studienarms A, der Pellet-

studie, wurden beide Patientengruppen zusammengefasst. Dies ist der hohen Zellzahl, die zur 

Durchführung der Experimente benötigt wurde, geschuldet, vgl. 8.2.2 „Gewinnung von Pro-

benmaterial“. In Abbildung 8 ist der makroskopische Größenvergleich eines Pellets gegen ein 

Knorpelgewebe-Analogon bei gleichem Maßstab abgebildet. In der Handhabung beider Zell-

konglomerate ist das Pellet subjektiv fester, was in Teilen der Art der Herstellung geschuldet 

ist. Beide Gewebe können nur durch relative Anstrengung mithilfe eines Skalpells zerteilt wer-

den. Die strukturelle Integrität ist jedoch verglichen mit Knorpelspenden in beiden Fällen ge-

ringer. 
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Abbildung 10: Größenvergleich eines Pellets gegen ein Knorpelgewebe-Analogon. Modifizierte makroskopische 
Abbildung. Die Abstände der mittellangen Striche entsprechen 1 mm. 
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5. Materialien 

 

5.1 Chemikalien 

 

Die allgemeinen Laborchemikalien zur Herstellung von Puffern und Lösungen wurden vorwie-

gend von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und 

Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Bezugsquellen weiterer Chemikalien sind: 

Tabelle 1: Chemikalien 

Produkt Hersteller 

Albumin-Standard Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Amphotericin B Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

DAB-Reagenz Vector (Burlingame, Kalifornien, USA) 

Dexamethason Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

DNS sodium salt from calf thymus (Typ-I, fibers) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Echtgrün (FCF) ICN Biomedicals (Eschwege, Deutschland) 

Eosin G Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsäure (1 %)  Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

FBS Gibco, Fisher Scientific 

(Gaithersburg, Maryland, USA) 

Formalin (4 %)  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Hämatoxylin nach Weigert (A & B) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

HEPES-Puffer Fisher Bioreagents (Schwerte, Deutschland) 

Hoechst 33258 Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Insulin-Transferrin-Selen A Gibco, Fisher Scientific  

(Gaithersburg, Maryland, USA) 

Kollagenase (Pulver) Biochrom (Berlin, Deutschland) 

Modified Eagle's Medium Vitamin Solution (MEM) Gibco, Fisher Scientific 

(Gaithersburg, Maryland, USA) 

Natriumpyruvat Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Paraplast X-TRA Leica (Nussloch, Deutschland) 
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5.2 Antikörper und Enzyme 

 

Tabelle 2: Antikörper und Enzyme 

SOX9: sox9-Protein. 

  

PBS Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Roti-Histokitt II (Eindeckmittel) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Safranin-Orange  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Salzsäure (1 %) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

SYBR Green qPCR Master Mix Agilent Technologies (Ratingen, Deutschland) 

TGF-3 (Pulver) PeproTech (Rocky Hill, New Jersey, USA) 

TRIS-Puffer Gibco (Schwerte, Deutschland) 

Wasserstoff-Peroxid  Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

WST-1-Reagenz Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland) 

Xylol Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland) 

Bezeichnung Spezies Hersteller 

Anti-Typ-II-Kollagen Maus Acris Antibodies (Herford, Deutschland) 

Anti-Typ-X-Kollagen Maus Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA) 

Anti-SOX9 (C-20) Ziege Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA) 

Anti-Maus-IgG (biotinyliert) Ziege Vector (Burlingame, Kalifornien, USA) 

Trypsin - Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Papain - Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
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5.3 Vektoren 

 

Tabelle 3: Vektoren 

lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen, RFP: rot-fluoreszierendes Protein-Gen; rAAV: rekombinante adeno-assoziierte 

Viren. 

 

5.4 Primer für die Echtzeit-RT-PCR 

 

Die Primer für die durchgeführten Echtzeit-Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

(Echtzeit-RT-PCR) Messungen bezogen wir von der Firma Fisher Scientific (Schwerte, 

Deutschland). 

Tabelle 4: Primer für die Echtzeit-RT-PCR 

 

 

Bezeichnung Produktname Hersteller 

lacZ rAAV-Vektor, der das lacZ-Re-

portergen unter der Kontrolle des 

CMV-IE-Promotors trägt 

R.J. Samulski und X. Xiao (The 

Gene Therapy Center, University 

of Pittsburgh) (Pittsburgh, Penn-

sylvania, USA) 

sox9 rAAV-Vektor, der das sox9-Gen 

unter der Kontrolle des CMV-IE-

Promotors trägt 

Magali Madry (geb. Cucchiarini) 

(Homburg, Deutschland) 

RFP rAAV-Vektor, der das RFP-Re-

portergen unter der Kontrolle des 

CMV-IE-Promotors trägt 

Magali Madry (geb. Cucchiarini) 

(Homburg, Deutschland) 

Gen Primersequenzen (5’-3’) 

COL2A1 = Typ-II-Kollagen 1 
vorwärts: GGACTTTTCTCCCCTCTCT 

rückwärts: GACCCGAAGGTCTTACAGGA 

COL10A1 = Typ-X-Kollagen 1 
vorwärts: CCCTCTTGTTAGTGCCAACC 

rückwärts: AGATTCCAGTCCTTGGGTCA 

GAPDH = Housekeeping-Gen (Kontrolle) 
vorwärts: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

rückwärts: GAAGATGGTGATGGGATTTC 

RUNX2 = Runt-related transcription factor 
vorwärts: GCAGTTCCCAAGCATTTCAT 

rückwärts: CACTCTGGCTTTGGGAAGAG 
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5.5 Vorgefertigte Zusammenstellungen von Reagenzien zur bioche-

mischen Auswertung 

 

Tabelle 5: Reagenzien zur biochemischen Auswertung 

 

 

5.6 Lösungen und Medien 

 

Tabelle 6: Lösungen und Medien 

Produkt Hersteller 

1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland) 

VECTASTAIN ABC-HRP Kit 

 (Avidin-Biotin-Peroxidase-Reagenz) 

Vector Laboratories (Burlingame, Kalifornien, USA) 

EndoFree Plasmid Maxi Kit  Qiagen (Hilden, Deutschland) 

Genopure Plasmid Maxi Kit Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland) 

Pierce BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology (Rockford, Illinois, USA) 

RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 

Typ-II-Kollagen ELISA Kit (Human Collagen  

alpha-1(II) chain) 

Cusabio (College Park, Maryland, USA) 

-Gal (X-Gal) Staining Kit Roche Applied Science (Mannheim, Deutschland) 

Beta-Glo®-Test Promega (Mannheim, Deutschland) 

Lösung, Puffer Inhaltsstoffe Konzentration/Menge/ Volumen 

ABC-Reagenz 

(VECTASTAIN ABC-

HRP Kit) 

PBS 

Lösung A  

Lösung B 

10 ml  

2 Tropfen 

2 Tropfen 

Blockierungspuffer  BSA (7,5 %) 

PBS 

6 ml 

200 ml 

BSA (0,1 %) BSA (2 mg/ml)  

ddH2O 

1 µl 

ad 2.000 µl 
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Chondrogenes-Medium 

(10 ml) 

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium 

Penicillin/Streptomycin  

Dexamethason (0,1 mM) 

Ascorbinsäure (20 mg/ml) 

Natriumpyruvat (11 mg/ml) 

Insulin-Transferrin-Selen A (100x) 

TGF-β3-Lösung (cstock = 100 g/ml) 

9,664 ml 

100 µl 

10 µl 

25 µl 

100 µl 

100 µl 

1 µl 

Knorpelgewebe-Analoga-

Medium 

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium 

FBS  

Penicillin/Streptomycin 

Amphotericin B 

Modified Eagle's Medium 

Vitamin Solution 

HEPES-Puffer 

 

10 % 

1 % 

2,5 µg/ml 

1 % 

 

 

25 mM 

DAB-Lösung  H2O 

Puffer (pH = 7,5) 

DAB  

H2O2 

5 ml 

2 Tropfen 

4 Tropfen 

2 Tropfen 

Echtgrün-Lösung 0,02 % Echtgrün (FCF) 

H2O 

0,02 g 

ad 1.000 ml 

Eosin-Lösung Eosin G 

H2O 

10 g  

ad 2.000 ml 

Formalin-Lösung (pH 7,4)  KH2PO4  

Na2HPO4 

Formalin-Stammlösung  

H2O  

9,07 g 

11,86 g 

140 ml 

ad 1.000 ml 

Hämatoxylin-Lösung  

(nach Harris) 

Hämatoxylin  

Ethanol (100 %)  

Natrium-Jodat  

Aluminiumkaliumsulfat  

H2O  

10 g 

120 ml 

10 g 

200 g 

ad 2.000 ml 

HCl-Lösung (Salzsäure) HCl (40 %)  

H2O  

5,4 ml 

ad 200 ml 

Hoechst 33258-Ursprungs-

lösung  

Hoechst 33258 

H2O  

1 mg 

1 ml 
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Hoechst 33258-Arbeits-

Lösung (2 µg/ml) 

Hoechst 33258 Ursprungslösung 

TEN-Puffer 

10 µl 

4.990 µl 

Kollagenase-Lösung, 

(0,2 %) 

Kollagenase 

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium 

Penicillin/Streptomycin 

0,04 g 

20 ml 

400 µl 

Papain-Lösung Papain  

PBE-Puffer  

18,75 µg 

ad 150 µl 

PBE-Puffer-Lösung Dinatriumhydrogenphosphat 

EDTA-Na2+ 

ddH2O 

7,1 g 

1,86 g 

500 ml 

Safranin-Orange-Lösung 

(0,1 %) 

Safranin-Orange  

H2O  

1 g 

ad 1.000 ml 

Standardmedium Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium 

FBS 

Penicillin/Streptomycin 

450 ml 

45 ml 

5 ml 

TEN-Puffer (10x) TRIS-Puffer 

EDTA (stock: 0,5 M) 

NaCl  

H2O  

100 mM (50 ml) 

10 mM (10 ml) 

1 M (100 ml) 

340 ml 

TEN-Puffer (1x) TEN-Puffer (10x) 

H2O 

50 ml 

450 ml 

TGF-β3-Lösung TGF-β3 

BSA (0,1 %) 

10 µg 

10 µl 

Trypsin-Lösung (10x) Trypsin 

PBS 

25 % (V/V) 

75 % (V/V) 

Trypsin-Lösung (1x) Trypsin-Lösung (10x) 

PBS 

10 % (V/V) 

90 % (V/V) 

Wasserstoff-Peroxid-Lö-

sung (1:1.000) 

H2O2 (30 %) 

H2O 

0,6 ml 

200 ml 

WST-1-Lösung  WST-1-Reagenz 

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium 

15 µl 

150 µl 
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5.7 Verbrauchsmaterial 

 

Tabelle 7: Verbrauchsmaterial 

 

 

5.8 Instrumente 

 

Chirurgische Instrumente, wie bspw. Skalpelle und Pinzetten, wurden von den Firmen Martin 

(Tuttlingen, Deutschland), Medicon (Tuttlingen, Deutschland), Megro (Wesel, Deutschland) 

und A. Dumont & Fils (Montignez, Schweiz) bezogen. 

 

5.9 Software 

 

Das Erstellen der histologischen Bilder erfolgte mit dem Programm cellSens Version 1.12 

(Olympus, Tokio, Japan). Zusammengefügt und bearbeitet wurden diese mit Adobe Photos-

hop CS6 Version 6.2 (Adobe Systems, San José, Kalifornien, USA) und Microsoft Power-

Point 2013 (Redmond, Washington, USA). Letztgenanntes Programm wurde ebenfalls für die 

Erstellung der Schaubilder verwendet. 

 

Produkt Hersteller 

96-well-Titerplatte with Ultra-low Attachment Sur-

face, flat bottom 

Corning (New York City, New York, USA) 

Deckgläser, Histologie Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Klingen, Rotationsmikrotom Leica (Nussloch, Deutschland) 

Metallkassetten, Paraffin-Einbettung Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Objektträger SuperFrost Plus Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Objektträger, Histologie Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Parafilm Fisher (Schwerte, Deutschland) 

Plastikabdeckungen, Paraffin-Einbettung Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Plastikartikel/Glasbehälter, Zellkultur Beckton Dickinson (Pont de Claix, Frankreich), Fisher 

(Schwerte, Deutschland), VWR (Darmstadt, Deutsch-

land) 

Sterilfilter Fisher (Schwerte, Deutschland) 
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Die Evaluation der Immunhistochemie erfolgte mit ImageJ Version 1.52e (Wayne Rasband, 

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) und dem Plugin „Immunohistoche-

mistry (IHC) Image Analysis Toolbox“ Version 2 (Jie Shu, North China University of Techno-

logy, China; Guoping Qiu und Mohammad Ilyas, University of Nottingham, Großbritannien) 

sowie SIS analySIS (Olympus, Tokio, Japan) und Scion Image (Scion Corporation, Frederick, 

Maryland, USA). Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel 2013 

(Redmond, Washington, USA), verfasst wurde die Arbeit mit Microsoft Word 2013 (Redmond, 

Washington, USA). 

 

5.10  Großgeräte und elektronische Gerätschaften 

 

Tabelle 8: Großgeräte und elektronische Gerätschaften 

Gerät Hersteller 

Autoklav AMA-240  Astell (Sidcup, Großbritannien) 

Digitalkamera CC-12 (Aufsatz für Olympus BX-45)  Soft Imaging System (Münster, Deutschland) 

Digitalkamera Powershot A480  Canon (Neu-Isenburg, Deutschland) 

Einbettmaschine EG 1140-C  Leica (Nussloch, Deutschland) 

Fluoreszenz-Beleuchter BX3-URA Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Gefrierschrank -20 °C  Bosch (Gerlingern-Schillerhöhe, Deutschland) 

Gefrierschrank -80 °C Platinum 550 Angelantoni Industrie (Massa Martana PG, Italien) 

Inkubator BD 115 (60 °C) Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Inkubator CB 150 (37 °C)  Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Mikroskop BX-45  Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Mikroskop CKX-31 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Mikroskop CKX-41 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

PCR-Reader Mx3000P Stratagene (San Diego, Kalifornien, USA) 

Photometer BioPhotometer Eppendorf (Wesseling, Deutschland) 

Plate-Reader GENios Tecan (Männedorf, Schweiz) 

Rotationsmikrotom RM 2135  Leica (Nussloch, Deutschland) 

Sicherheitswerkbank Biowizard Kojair (Vilppula, Finnland) 

Sicherheitswerkbank Herasafe Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, Deutschland) 

Spannungsquelle U-RFL-T Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Stickstoffbehälter MVE XC 47/11-6 german-cryo (Jüchen, Deutschland) 

Vibrationsmischer 7-2020 neoLab (Heidelberg, Deutschland) 
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Wärmeplatte HI1220  Leica (Nussloch, Deutschland) 

Wasserbad HI1210  Leica (Nussloch, Deutschland) 

Zentrifuge 5415 D Eppendorf (Wesseling, Deutschland) 

Zentrifuge 5804 R Eppendorf (Wesseling, Deutschland) 
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6. Methoden 

 

6.1 Zellkultur 

 

6.1.1 Gewinn und Charakterisierung primärer humaner adulter Chondro-

zyten 

Die Durchführung der Versuche erfolgte mit humanen adulten Chondrozyten. Diese wurden 

von Patienten gewonnen, die sich einer operativen Behandlung in der Klinik für Orthopädie 

und Orthopädische Chirurgie, am Universitätsklinikum des Saarlandes, unterzogen. Humane 

adulte normale Chondrozyten stammen aus dem femoralen Anteil des Kniegelenks. Die ent-

sprechenden Gewebespenden erhielten wir von Patienten, die im Rahmen einer Tumorope-

ration eine Amputation des entsprechenden Gelenkanteils erfuhren. Humane adulte arthroti-

sche Chondrozyten stammen ebenfalls aus dem femoralen Anteil des Kniegelenks. Die ent-

sprechenden Gewebespenden erhielten wir von Patienten, die einen endoprothetischen Ober-

flächenersatz erhielten. 

 

Die Charakterisierung der Knorpelspenden erfolgte mittels des Bewertungssystems nach 

Mankin. Anhand von mit Safranin-O/Echtgrün-gefärbten Gewebsschnitten wurden die Präpa-

rate in humane adulte normale Chondrozyten (Bewertungssystem nach Mankin 1-2) und hu-

mane adulte arthrotische Chondrozyten (Bewertungssystem nach Mankin 7-9) eingeteilt [96]. 

 

6.1.2 Isolation primärer humaner adulter Chondrozyten 

Die Isolation der Chondrozyten erstreckte sich über 2 Tage. Am ersten Tag wurde der Knorpel 

mithilfe eines Skalpells in kleinen Stücken vom Knochen abgeschabt. Die so gewonnenen 

Anteile wurden mit DMEM gereinigt und mit 20 ml 0,2-prozentiger Kollagenaselösung mittels 

eines Sterilfilters auf die Knorpelstücke getropft.  

Diese wurden daraufhin 24 Stunden bei Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO2) inkubiert. Am 

darauffolgenden Tag wurden verbleibende Gewebsverbände mithilfe einer Glaspipette ge-

trennt. Die entstandene Suspension wurde mit einem Nylonnetz (Porengröße 100 m) filtriert. 
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Darauf folgte ein zweimaliges Zentrifugieren für 5 Minuten bei 1.500 rpm mit Verwerfen des 

Zentrates und sich anschließender Resuspension mit DMEM. 

 

6.1.3 Kultivierung humaner adulter Chondrozyten 

Die durch die Isolation gereinigten Zellen wurden unter Standardbedingungen in T-75 Zellkul-

turflaschen in 15 ml Standardmedium inkubiert. Der erste Mediumwechsel erfolgte 2 Tage 

später, mit sich anschließenden Wechseln alle 2 bis 3 Tage. In regelmäßigen Abständen wur-

den die Kulturen auf die Dichte ihrer Besiedlung in der Flasche hin kontrolliert. Bei einer Zell-

zahl > 1 x 106 pro Kulturflasche wurden die Zellen auf 2 Kulturflaschen aufgeteilt, bei starkem 

Wachstum und einer Zellzahl > 1,5 x 106 pro Kulturflasche auf 3 Kulturflaschen. 

 

6.1.4 Pellet-Herstellung und Transduktion 

Zur Herstellung der Pellets wurden Zellen zwischen Passage 1 und 7 verwendet. Nach Trypsi-

nierung der Zellen wurden diese in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt und je 

200.000 Zellen in DMEM in eine 96-Well-Titerplatte mit U-Boden gegeben. Diese wurde dann 

bei 4 °C und 2.500 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Darauffolgend wurde DMEM entfernt, 

200 l chondrogenes Medium zu den Zellen hinzugegeben und diese bei Standardbedingun-

gen inkubiert. Nach etwa 24 Stunden bildete sich ein solides Pellet. Dieses wurde, im Falle 

einer angestrebten Transduktion, nach Abnahme des Mediums und Waschens mit DMEM, mit 

20 bzw. 40 l Vektorsuspension bedeckt und bei Standardbedingungen für 2 Minuten inku-

biert. Auf das behandelte Pellet wurden in der Folge 80 bzw. 60 l chondrogenes Medium 

gegeben. Analog dazu wurden nicht-behandelte Pellets mit 100 l chondrogenem Medium be-

deckt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 1,5 Stunden, ebenfalls unter Standardbedin-

gungen, wurden abermals 100 l chondorgenes Medium auf die Pellets gegeben, die dann 

über 24 Stunden bei Standardbedingungen inkubiert wurde. Nach dieser Zeit erfolge der erste 

Mediumwechsel, mit sich anschließenden Mediumwechseln alle 2 bis 3 Tage. 

 

6.1.5 Knorpelgewebe-Analogon-Herstellung und Transduktion 

Aus dem Ausgangsgewebe wurden die Chondrozyten nach Standardprotokoll isoliert und eine 

Zellzahl von 1 x 106 abgezählt. Anders als bei der Herstellung von Pellets wurden ausschließ-

lich frisch isolierte Chondrozyten verwendet. Die darauffolgenden Arbeitsschritte liefen jedoch 

analog zur Pellet-Herstellung, bis einschließlich der 1,5-stündigen Inkubation ab. Im Falle einer 
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Vektortransduktion wurden bei den Knorpelgewebe-Analoga jedoch 100 l Vektor-Lösung ver-

wendet. Das verbliebene Pellet wurde in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß in 150 l Knorpel-

gewebe-Analoga-Medium resuspendiert. Die auf diese Weise entstandene Zellsuspension 

wurde in eine 96-Well-Titerplatte mit Ultra-low Attachment Surface gegeben. Diese wurde 

15 Minuten zuvor mit 50 l Knorpelgewebe-Analoga-Medium beimpft und bei Standardbedin-

gungen inkubiert, um die Wirkung der Hydrogelbeschichtung der Platte zu optimieren. Es er-

folgte daraufhin die Inkubation unter Standardbedingungen. Die Mediumwechsel fanden an 

Tag 1 und Tag 2 nach Herstellung jeweils zur Hälfte statt. In den darauffolgenden Tagen wur-

den die Mediumwechsel abhängig von der Farbe des selbigen vollzogen. Zwischen Tag 5 und 

Tag 7, nachdem makroskopisch ein fester Zellverband zu erkennen war, wurde das Medium 

vollständig gewechselt. Über den weiteren Verlauf der Experimente fand dann alle 2 Tage ein 

kompletter Mediumwechsel statt. 

 

6.2 Herstellung von rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vek-

toren 

 

Die im Zuge dieser Dissertation vervielfältigten und verwendeten Vektorsysteme bzw. deren 

Plasmide entstammen dem Virus pSSV9, einem genomischen Klon des AAV-2 [97]. rAAV-

lacZ, ein Gen des Bakteriums Escherichia coli (E. coli), kodiert für das Protein -Galactosidase 

(kurz: -Gal) [98, 99]. rAAV-RFP trägt die Gensequenz für das gleichnamige RFP (red flu-

orescent protein) der Seeanemone Discosoma sp. [100]. rAAV-FLAG-hsox9 enthält die 1,7 kB 

lange Sequenz FLAG-hsox9 (humanes sox9), die mit dem Protein-Tag FLAG versehen ist 

[101]. Sowohl rAAV-RFP als auch rAAV-FLAG-hsox9 sind Klone des rAAV-lacZ, in denen die 

lacZ-Sequenz durch die entsprechend andere ausgetauscht wurde. Alle drei Gensequenzen 

werden über die Promotorsequenz CMV-IE reguliert [98]. 

 

6.2.1 Packaging und Amplifikation 

Das Packaging aller verwendeten rAAVs wurde auf konventionelle Weise mit Zellen der Zell-

linie 293 vollzogen. Bei diesen Zellen handelt es sich um sog. HEK-Zellen („human embryonic 

kidney cells“, alternativ als 293-Zellen bezeichnet), humane embryonale und immortalisierte 

Nierenzellen. Ermöglicht wurde die Transfektion durch das Packaging-Plasmid pXX2 und das 

adenovirale Helfer-Plasmid pXX6 [102, 103]. 



Methoden 

39 
 

Die Amplifikation der Plasmid-DNS erfolgte in E. coli Bakterien (Stamm DH 5). Anschließend 

erfolgte die Übertragung der Bakteriensuspension auf Selektionsplatten. Aufgrund der Ampi-

cillin-Resistenz der Plasmide wuchsen diese lediglich auf dem entsprechenden Nährboden. 

Zur Gewinnung der Plasmid-DNS wurde das Endo Free Plasmid Maxi Kit gemäß der Herstel-

lerangaben verwendet. Es erfolgte die Denaturierung der vorhandenen DNS mit anschließen-

der Renaturierung der Plasmide. Diese wurden dann isoliert, aufgereinigt und in der Konzent-

ration 1 g DNS/1 l aqua bidest. bei -80 °C konserviert. Die Titration durch eine Echtzeit-PCR 

ergab eine Konzentration von durchschnittlich 1010 Transgenkopien pro ml bei einem Verhält-

nis von der absoluten Viruspartikel zu funktionalen Vektoren von 500 zu 1 [62, 101, 104, 105]. 

 

6.2.2 Multiplizität der Infektion im Pellet 

Die Multiplizität der Infektion, im Folgenden MOI („multiplicity of infection“) genannt, beschreibt 

den Quotienten aus funktionalen rekombinanten Viruspartikel Zellzahl des Pellets: 

 

𝑀𝑂𝐼 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑓𝑢𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙𝑒𝑛 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟𝑒𝑛

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 
 

 

Bei den verwendeten Viruspartikeln (1x1010 Viruskopien und einem Verhältnis der absoluten 

Viruspartikel zu funktionalen Vektoren von 500 zu 1) ergibt sich demnach eine MOI von 2 für 

die Vektordosierung 20 l und eine MOI von 4 für die Vektordosierung 40 l [98]. 

 

6.2.3 Multiplizität der Infektion im Knorpelgewebe-Analog  

Analog zu der Berechnung der MOI für Pellets ergibt sich für das Knorpelgewebe-Analog bei 

einer Zellzahl von 1 x 106 eine MOI von 1 für die Vektordosierung 50 l und eine MOI von 2 für 

die Vektordosierung 100 l. 
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6.3 Nachweis der Tansgenexpression 

 

6.3.1 Optische Nachweisverfahren 

6.3.1.1 X-Gal-Färbung 

Für den optischen Nachweis der lacZ-Transgenexpression verwendeten wir das X-Gal staining 

kit. Die Herstellung der entsprechenden Lösung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 

Die durch das Transgen exprimierte -Galactosidase (X-Gal) hat, anders als die im Menschen 

vorkommende Variante, eine optimale enzymatische Aktivität bei einem pH von 7,0 bis 7,5. So 

kommt es zu einem gezielten Nachweis von Proteinen der Transgenexpression. Durch das 

Aufspalten von X-Gal entsteht mit anschließender Dimerisierung und Oxidation entsteht der 

blaue Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo, nicht erfolgreich transduzierte Zellen oder Kon-

trollgewebe behielten ihre ursprüngliche Farbe [106]. Die Intensität der Färbung erhöht sich im 

Verlauf der Anwendung. Bei zeitgleicher Applikation lassen sich jedoch Rückschlüsse auf die 

Zahl transduzierter Zellen bzw. die Effektivität der Genexpression ziehen. 

 

Vor der Behandlung der Pellets bzw. Knorpelgewebe-Analoga wurden selbige mit PBS für 

15 Minuten gewaschen. Nach zweimaligem spülen mit PBS wurde die Färbelösung auf die 

Zellen gegeben. Das Ergebnis der Färbung wurde alle 15 Minuten überprüft. Bei intensiver 

Färbung der transduzierten Zellen und noch nicht eingetretener Färbung des Kontrollgewebes 

wurde die Färbelösung gegen PBS getauscht, um Färbeartefakte zu minimieren und bei der 

Anfertigung der makroskopischen Bilder einen möglichst großen Kontrast zu erzielen.  

 

6.3.1.2 Beta-Glo®-Test 

Als zusätzliches Mittel zum optischen Nachweis der Transduktion durch rAAV-lacZ verwende-

ten wir den Beta-Glo®-Test und führten dieses gemäß den Herstellerangaben durch. Bei dieser 

Untersuchung vermittelt die -Galactosidase in einem ersten Schritt die Reaktion von -Ga-

lactopyransoyl-Luciferin zu D-Luciferin, das dann, katalysiert durch das Enzym firefly luci-

ferase, unter der Anwesenheit von Sauerstoff zu Oxyluciferin reagiert. Hierbei kommt es zu 

der Emission von Lichtsignalen [107]. Dieses wurde mit unserem Plate-Reader gemessen, die 

Signalstärke wird in diesem Fall als Relative Lichteinheit (RLU) angegeben und beschreibt die 

von dem Gerät gezählten Photonen pro Sekunde. Somit besteht ein direkter Zusammenhang 
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zwischen emittierten Photonen und der Menge an X-Gal, das zur Initiierung der Reaktion be-

nötigt wird. 

 

6.3.1.3 Fluoreszenzmikroskopie - RFP 

Zum optischen Nachweis der RFP-Transgenexpression verwendeten wir die Fluoreszenzmik-

roskopie (Olympus CKX41) mit einem Filter für Licht der Wellenlänge 568 nm und somit nahe 

an der maximalen Emission von 583 nm [108]. Unter diesen Bedingungen leuchteten transdu-

zierte Zellen rot. Eine Intensivierung des Signals spricht für eine erhöhte Genexpression [109]. 

Die Gewebe wurden in regelmäßigen Abständen hinsichtlich ihrer Leuchtintensität im Ver-

gleich zum Kontrollgewebe überprüft. 

 

6.3.2 Zellviabilität - WST-1-Test 

Um die Zellviabilität in Kultur anhand der Atmungskette zu überprüfen und diese über den 

Verlauf des Experiments dazustellen, verwendeten wir den WST-1-Test. Die Versuche führten 

wir nach Herstellerangaben durch. Die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase wird bei 

diesem Test durch eine Redox-Reaktion validiert, bei der WST-1 zu dem roten Farbstoff For-

mazan reduziert wird [110, 111]. Die Messung wurde mit unserem Plate-Reader durchgeführt, 

wobei sich die Signalstärke analog zum umgesetzten Farbstoff und somit zur Zahl der leben-

den Zellen verhält. 

 

Zur Durchführung des Tests wurden die Pellets in eine frisch geöffnete 96-Well-Titerplatte mit 

flachem Untergrund gegeben. Überschüssiges Medium wurde entfernt und die WST-1-Lösung 

hinzugegeben. Die Messung der Absorbanz (Extinktion) bei 440 nm erfolge zwischen Minute 5 

und 180. Zwischen den Messungen wurden die Pellets bei Standardbedingungen inkubiert. 

Spätere Messpunkte wurden aufgrund toxischer Effekte des WST-1 nicht durchgeführt [112]. 

 

6.3.3 Biochemische Nachweisverfahren 

Wie eingangs beschrieben, hat sich Typ-II-Kollagen als zuverlässiger Indikator für gesundes 

Knorpelgewebe erwiesen, während Typ-I- und Typ-X-Kollagen vor allem Hypertrophie-, Kalzi-

fizierungs- und Ossifikationsmarker darstellen. Entsprechend testeten wir unsere Proben auf 

diese etablierten Parameter unter dem Gesichtspunkt der Transgenbehandlung. 
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6.3.4 Papain-Verdau 

Den biochemischen Nachweisverfahren der Transgenexpression steht der Verdau der ent-

sprechenden Proben mit Papain voran. Bei diesem etablierten Verfahren greift das Enzym 

insbesondere die Aminosäuren Arginin und Lysin an, sodass die Proteine an dieser Stelle 

aufgetrennt, die restlichen Peptidbindungen jedoch erhalten bleiben [113]. Somit wird die Zahl 

der Proteine nicht wesentlich beeinflusst und kann in sich anschließenden Testverfahren eva-

luiert werden. 

 

Die Proben wurden nach Ablauf des Experiments, in unserem Fall an Tag 21, mit Tagen mit 

je 150 l Papain-Lösung versetzt. Dem schloss sich eine Inkubation bei 60 °C über mindestens 

60 Minuten an. Während dieser Zeit wurde die Probe in regelmäßigen Abständen mit dem 

Vortexmischer behandelt bis keine sichtbaren Zellakkumulationen mehr vorhanden waren. Bis 

zu den entsprechenden biochemischen Analysen wurden die Proben bei -80 °C gelagert. 

 

6.3.5 BCA-Test 

Der BCA-Test wurde verwendet, um die Menge an Gesamtprotein der Proben abzuschätzen 

und somit Rückschlüsse, sowohl auf die Zahl der proteinproduzierenden Zellen als auch deren 

aktive Proteinproduktion, zu ziehen. Zudem sollte eine Normierung für die darauffolgenden 

Messmethoden erfolgen, um Messfehlern durch abweichende Zellzahlen oder unvollständigen 

Papain-Verdau entgegenzuwirken. Bei der sog. Biuret-Reaktion mit BCA wird Cu2+ durch Kom-

plexierung mit Peptidbindungen zu Cu1+ reduziert. Dieses bildet dann mit BCA einen 2:1-Kom-

plex, der ein Absorptionsmaximum bei 562 nm besitzt [114]. Dieses wurde photometrisch ge-

messen. Mit diesem Wert ist die indirekte Bestimmung des Gesamtproteins möglich. Wir führ-

ten den Test mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit gemäß den Herstellerangaben durch. 

 

6.3.6 Hoechst 33258 Test 

Der Hoechst 33258 Test wurde verwendet, um die proliferativen Eigenschaften der Zellen an-

hand des DNS-Gehalts zu überprüfen. Hoechst 33258 ist ein Fluoreszenzfarbstoff, dessen 

initiale Lichtemission durch die Interaktion mit DNS-Sequenzen mit erhöhtem Vorkommen 

(mind. 4 aufeinanderfolgende Basenpaare) der komplementären Basenpaare Adenin und Thy-

min verstärk wird [113, 115, 116]. Diese Signalverstärkung wurde mithilfe einer Fluoreszenz-
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spektroskopie ausgewertet. Unter Berücksichtigung des Gesamtprotein-Gehaltes der Zelle er-

folgten Rückschlüsse auf den DNS-Gehalt der Proben und somit etwaige mitogene Auswir-

kungen des Gentransfers. 

 

Zur Durchführung des Tests wurde Hoechst 33258 Ursprungslösung direkt vor Anwendung im 

Verhältnis (1:500) mit TRIS-Puffer verdünnt. Thymus-DNS vom Kalb („DNA sodium salt from 

calf thymus“), mit einer Konzentration von 2 mg/ml, wurde in PBE-Puffer im Verhältnis 1:1 an-

gesetzt. Anschließend erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung, nach der die 

Lösung mittels PBE-Puffer auf 10 g/ml verdünnt wurde. Konsekutiv wurde diese Verdünnung 

im Bereich 0 bis 200 ng pro 100 l TEN-Puffer in eine schwarze 96-Well-Titerplatte gegeben. 

Von den zuvor mit Papain verdauten Proben wurden je 1 l mit 90 l TEN-Puffer vermischt. 

Sowohl Proben als auch Standards wurden in Hoechst 33258 1:500 resuspendiert. Anschlie-

ßend erfolgte die Fluoreszenzmessung bei einer Anregungswellenlänge von 365 nm und einer 

Emissionswellenlänge von 465 nm. 

 

6.3.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Typ-II-Kollagen wurde mittels „Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) quantifiziert. In 

den beschriebenen Fällen verwendeten wir den entsprechenden Sandwich-ELISA der Firma 

Cusabio. Bei diesem Verfahren wird Typ-II-Kollagen von Antikörpern der entsprechend be-

schichteten 96-Well-Titerplatte gebunden. Nach einem Waschgang werden Biotin-konjugierte, 

Typ-II-Kollagen-spezifische Antikörper auf die gebundenen Proteine gegeben, die ebenfalls 

an das Antigen binden. Nach einem weiteren Waschgang wird durch die Avidin-konjugierte 

Meerrettichperoxidase (HRP) hinzugegeben, die an Avidin bindet. Durch Hinzugabe von TMB 

und dessen Oxidation kommt es zu einem Farbumschlag, der nach Applikation der Stopp-

Lösung quantitativ ausgewertet werden kann. Aufgrund der Instabilität von HRP unter Licht 

empfiehlt es sich, die letzten Arbeitsschritte unter möglichst lichtarmen Bedingungen zu voll-

ziehen [117, 118]. Die ELISA-Messungen zur Detektion wurden gemäß der Herstellerangaben 

durchgeführt. Die Messung der Proben erfolgte mit Verdünnungsfaktor 5, 21,6 l Papain-Ver-

dau wurden mit 86,4 l Verdünnungsmittel des Herstellers versetzt. Das gleiche Verdünnungs-

mittel wurde auch zur Herstellung des Standards verwendet. Die Messung der Absorption er-

folgte binnen 5 Minuten nach Applikation der Stopp-Lösung bei einer Wellenlänge von 450 nm 

(Referenzwellenlänge 540 nm). 
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6.3.8 Echtzeit-RT-PCR 

Die Polymerasekettenreaktion („Polymerase Chain Reaction“, PCR) ist eine etablierte mole-

kularbiologische Methode zur Vervielfältigung und zum Nachweis von DNS. Bei diesem Ver-

fahren wird die initial als Doppelstrang vorliegende DNS über Hitze (95 °C) in 2 Einzelstränge 

aufgespalten. Daran schließt sich das sog. „primer annealing“ an, spezielle Oligonukletide bin-

den an die nachzuweisenden Basensequenzen (55 °C). Durch die hitzestabile Polymerase 

des Bakteriums „Thermus aquaticus“, der Taq-Polymerase, wird bei 72 °C an den ursprüngli-

chen DNS-Strängen der Komplementär-Strang synthetisiert (= Elongation). So kommt es bei 

bspw. 20 Reaktionszyklen des ursprünglichen Einzelstranges zu einer 220 (106)-fache Amplifi-

zierung [119]. 

 

Anders als bei dem beschriebenen Verfahren wird bei der Reverse-Transkriptase-Poly-

merase-Kettenreaktion (RT-PCR) die Prozessierung von mRNS zu cDNS der eigentlichen 

PCR vorangestellt [120, 121]. Diese wird durch die reverse Transkriptase, in diesem Fall ge-

wonnen aus aviärem Myeloblastose-Virus (AMV), in cDNS umgewandelt. An diese lagert sich 

ein entsprechender Primer an, um die cDNS analog zur gewöhnlichen PCR zu amplifizieren. 

Für unser Verfahren verwendeten wir Primer, welche sich unspezifisch an die mRNS anlagern, 

um so ein Maximum an cDNS zu synthetisieren. Die Quantifizierung der im zweiten Schritt 

amplifizierten cDNS erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green [122]. Die Intensität 

der Färbung wird an dem sog. „cycle threshold“ (Ct-Wert) gemessen, der Anzahl an Zyklen, 

die benötigt werden, um den festgelegten Fluoreszenz-Wert zu überschreiten. Je geringer die-

ser Wert ausfällt, desto höher ist die entsprechende Menge an DNS [123]. Die so entstande-

nen Messwerte wurden mit der Ct-Methode quantifiziert, für die ein nicht reguliertes, ubiqui-

tär und homogen exprimiertes „Housekeeping-Gen“ GAPDH, verwendet wurde [120, 124]. Im 

ersten Schritt dieser Rechen-Methode wurde der der GAPDH-Ct-Wert vom Ct-Wert des Ziel-

gens abgezogen (Ct = Ct(Zielgen) - Ct(GAPDH)). Im zweiten Schritt wurde der errechnete Ct der 

Kontrolle von dem errechneten ∆Ct der transduzierten Probe subtrahiert (Beispiel: (Ct = 

Ct(sox9) - Ct(Kontrolle)). Als letzter Schritt wurde Ct in die Formel x = 2-Ct eingesetzt. Der so 

erhaltene Wert gibt die relativ gemessene DNS-Menge in den transduzierten Zellen in Relation 

zu den Zellen der Kontrollgruppe wieder. [125]. 

 

Die RNS-Isolation wurde mit dem RNeasy Mini Kit gemäß Protokoll durchgeführt. Nach Zer-

kleinerung der Pellets mittels beiliegendem „QIAShredder“ und Zugabe von Ethanol, wurde 

die entstandene Lösung auf die Säulen des Kits gegeben. Die RNS-Bindung erfolgte in einer 

Silika-Matrix, die selbst positiv geladen ist und so die negativ geladene RNS koppelt. Ein 
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DNase-Verdau sowie mehrere sich anschließende Waschschritte, dienten der Elimination üb-

riggebliebener DNS sowie anderer Verunreinigungen. Durch Hinzugabe von RNase-freiem 

Wasser wurde die gekoppelte RNS aus der Silika-Matrix wieder gelöst und sammelte sich am 

Boden des Reaktionsgefäßes [126]. 

 

Die Synthese der cDNS durch RT-PCR wurde mit dem 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-

PCR (AMV) durchgeführt. Die anschließende Echtzeit-RT-PCR erfolgte mit dem Mx3000P 

qPCR Cycler und wurde mit je 2 l cDNS, 50 l SYBR Green qPCR Master Mix und 150 nM 

Primer (Tab. 4 Primer) durchgeführt. Die Arbeitsschritte gliederten sich bei der PCR wie folgt: 

Initiale Denaturierung bei 95 °C für 10 Minuten; 55 Zyklen Amplifikation (Denaturierung bei 

95 °C für 30 Sekunden; Annealing bei 55 °C für 60 Sekunden; Elongation bei 72 °C für 30 Se-

kunden), abschließende Denaturierung bei 95 °C für 60 Sekunden, finale Inkubation bei 55 °C 

für 30 Sekunden. 

 

6.4 Histologische Nachweisverfahren 

 

6.4.1 Fixierung und Entwässern 

Nach Ablauf der Experimente wurden die Pellets bzw. Knorpelgewebe-Analoga histologisch 

aufgearbeitet. Hierzu war im ersten Schritt das Einbetten der Proben in Paraffin notwendig. 

Am ersten Tag wurden die Gewebe nach Absaugen des Mediums mit PBS gespült, und –

nachdem dieses wiederum entfernt wurde – mit 4 % Formaldehyd bei Raumtemperatur für 

mind. 12 Stunden inkubiert. An Tag 2 wurde das Gewebe nach zweimaliger Wäsche mit PBS 

mit einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 60 Minuten 70 %, 80 %, 2x 95 %, 2x 100 % EtOH bei 

Raumtemperatur) entwässert. Daran schloss sich eine Behandlung mit reinem Xylol an (2x 

30 Minuten bei RT), gefolgt von einem Xylol/Paraffin-Gemisch (Verhältnis 1:1) für 60 Minuten 

im Wärmeschrank (62 °C). Danach wurden die Gewebe in reines Paraffin überführt und für 

mindestens 12 Stunden im Wärmeschrank belassen. 

 

6.4.2 Einbetten und Schneiden 

Am dritten Tag wurden die Zellen abermals für 60 Minuten in reines Paraffin überführt und bei 

62 °C inkubiert. Die Gewebe wurden im Anschluss in einer Metallschale platziert, mit einer 

Plastikkassette abgedeckt und mit flüssigem Paraffin aufgefüllt. Bei -20 °C für 12 Stunden 
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wurde der Paraffinblock ausgehärtet. Mittels Rotationsmikrotom wurden die histologischen 

Schnitte in 3 m Dicke bei Pellets und 5 m Dicke bei Knorpelgewebe-Analoga angefertigt. 

Die Paraffin-Scheiben wurden in 24 °C warmes Wasser überführt, um Unebenheiten auszu-

gleichen und danach auf SuperFrost Plus Objektträger aufgebracht. Diese wurden auf einer 

Wärmeplatte bei 42 °C für 60 Minuten und anschließend für mind. 8 Stunden im Wärme-

schrank gelagert, um vollständig auszuhärten. 

 

6.4.3 Safranin-O/Echtgrün-Färbung 

Bei dem im Folgenden als Safranin-O-Färbung beschriebenen Verfahren handelt es sich um 

eine kombinierte Färbung der Farbstoffe Safranin-Orange und Echtgrün. Der Farbstoff Safra-

nin-Orange bindet an die kationischen Glucosaminoglykane (GAGs) der Proteoglykane und 

bietet so einen quantitativen Nachweis selbiger durch eine orange-rote Färbung [127]. Der 

Farbstoff Echtgrün ist selbst kationisch und bindet entsprechend an basische Strukturen, so 

zum Beispiel Proteine des Zytoplasmas. Es kommt zu einer Grünfärbung entsprechender 

Strukturen [128]. 

 

Die histologischen Schnitte wurden zuerst mit Xylol (2x 5 Minuten bei Raumtemperatur) und 

einer sich anschließenden absteigenden Alkoholreihe (2x 2,5 Minuten 100 %, 2x 2,5 Minuten 

95 % und 2,5 Minuten 80 % EtOH bei Raumtemperatur) entparaffiniert und aufgewässert. Da-

ran schloss sich eine zehnminütige Hämatoxylin-Behandlung an, es folgte ein Waschen der 

Schnitte mit H2O. Hiernach wurden die Proben für 5 Minuten mit Echtgrün behandelt, gefolgt 

von dreimaligem Eintauchen in Essigsäure 1 %. Die Schnitte wurden daraufhin 25 Minuten mit 

Safranin-Orange-Lösung behandelt und anschließend mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (2, 

5 Minuten 80 %, 2x 95 %, 2x 100 % EtOH bei Raumtemperatur) und einer anschließenden 

Behandlung mit Xylol dehydriert (2x 5 Minuten bei Raumtemperatur). Abschließend wurde das 

Präparat mit dem Roti-Histokitt II und einem Deckglas eingedeckt und über Nacht bei Raum-

temperatur getrocknet. 

 

6.4.4 Toluidinblau-Färbung 

Toluidinblau ist ein azidophiler, metachromatischer Farbstoff. Bindet er an saure Strukturen, 

wie beispielsweise DNS oder RNS, kommt es zu einer bläulichen Färbung. Bei der Bindung 

an komplexere Strukturen mit Molekülen unterschiedlicher Ladungen kommt es zu einer met-

achromatischen Verfärbung, so z. B. zu einer Lilafärbung von Glucosaminoglykanen [129, 
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130].Die Entparaffinierung und Rehydratation erfolgten wie unter Punkt 6.4.3 bereits beschrie-

ben. Anschließend wurde 200 l Toluidinblau auf die Objektträger gegeben und diese für 

15 Minuten bei Raumtemperatur in einer Nasskammer inkubiert. Die anschließende Dehydra-

tation mittels aufsteigender Alkoholreihe und das Eindecken der Präparate erfolgte wie unter 

Punkt 6.4.3 beschrieben. 

 

6.4.5 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) ist eine Kombinationsfärbung der beiden Stoffe 

Hämatoxylin und Eosin. Durch den Farbstoff Hämatoxylin werden basophile Strukturen, wie 

beispielsweise DNS oder Zellkerne, blau-violett gefärbt. Der Farbstoff Eosin hingegen reagiert 

mit azidophilen Strukturen, so z. B. azidophilen Proteinen des Zellplasmas, Kollagen und Ke-

ratin und färbt diese rot-orange [131]. Die Entparaffinierung und Rehydratation erfolgten wie 

unter Punkt 6.4.3 bereits beschrieben. Daran schloss sich eine 10-minütige Behandlung mit 

Hämatoxylin-Lösung an, gefolgt von einem dreimaligen Waschen durch Eintauchen in H2O 

und schließendes Eintauchen für 10 Sekunden in 1-%iger Salzsäure. Nach einer 4-minütigen 

Inkubation in H2O bei 60 °C wurden die Schnitte abermals für 2,5 Minuten mit Hämatoxylin-

Lösung behandelt und dreimalig mit H2O gewaschen. Daran schloss sich eine Färbung mit 

Eosin-Lösung für 30 Sekunden an, gefolgt von einer Spülung in H2O für 10 Sekunden. Die 

Dehydratation und das anschließende Eindecken der Präparate erfolgte wie unter Punkt 6.4.3 

beschrieben. 

 

6.4.6 Immunhistochemische Verfahren 

Ähnlich dem Kollagennachweis durch ELISA wird bei der immunhistochemischen Färbung die 

HRP-Reaktion genutzt, um entsprechende Molekülkonzentrationen per Farbreaktion sichtbar 

zu machen. Dazu werden zwei unterschiedliche IgG Antikörper der Maus verwendet, im Fol-

genden spezifisch für Type-II- und -X-Kollagen und SOX9, an die wiederum biotinylierte, 

Maus-IgG-spezifische Antikörpern binden. Im Verlauf des Färbe-Verfahrens reagieren diese 

mit Avidin-HRP, das seinerseits wiederum mit 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) reagiert, wodurch 

es zu einer bräunlichen Färbung kommt, deren Intensität analog zur Menge an Kollagen ist 

[132]. 
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6.4.6.1 Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie 

Die Entparaffinierung und Rehydratation erfolgten wie unter Punkt 6.4.3 bereits beschrieben. 

Daraufhin wurde das Präparat zweimal für jeweils 60 Sekunden in Leitungswasser gewaschen 

und anschließend in „Wasserstoff-Peroxid-Lösung“ für 30 Minuten bei Raumtemperatur inku-

biert. Darauf folgten zwei Waschgänge in PBS für je 5 Minuten mit einer anschließenden In-

kubation der Proben in 0,1-%igem Trypsin für 10 Minuten bei 37 °C im Wärmeschrank. Nach 

zwei weiteren, wie vorrangegangen beschriebenen Waschgängen, wurden die Proben für 

30 Minuten bei Raumtemperatur im „Blockierungspuffer“ inkubiert. Die Präparate wurden an-

schließend ohne Waschgang mit 200 l Antikörperlösung „Anti-Typ-II-Kollagen“ (vgl. Tabelle 

4), bestehend aus Antikörper und Blockierungspuffer im Verhältnis 1:45, beimpft und 60 Se-

kunden bei Raumtemperatur in der Nasskammer inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurden 

die Schnitte abermals für 2x 5 Minuten in PBS gewaschen und anschließend mit einer Lösung, 

bestehend aus dem biotinylierten Anti-Maus-IgG (vgl. Tabelle 4) und PBS im Verhältnis 1:200, 

beimpft. Applikation und Inkubation erfolgten analog zum ersten Antikörper. Darauf folgte ein 

dreimaliges Waschen für jeweils 5 Minuten mit PBS mit sich anschließender Draufgabe des 

„ABC-Reagenz“ auf die Objektträger und 30-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur. Aber-

mals wurden die Präparate im Anschluss in 3x 5 Minuten PBS gewaschen und danach mit 

„DAB-Lösung“ versehen und für 7 Minuten bei Raumtemperatur, unter Berücksichtigung der 

Färbeintensität, inkubiert. Analog zu dem vorrangegangenen Waschgang wurde dieser aber-

mals durchgeführt und das Präparat anschließend 60 Sekunden in H2O gewaschen. Die ab-

schließende Dehydratation und das Eindecken erfolgte wie unter Punkt 6.4.3 beschrieben. 

 

6.4.6.2 Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie 

Die Entparaffinierung, Rehydratation sowie die Arbeitsschritte, die unter Punkt 6.4.3 beschrie-

ben werden, sind identisch mit denen der Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie. Abweichend 

wurde bei der ersten Antikörperlösung ein Gemisch aus „Anti-Typ-X-Kollagen“ (vgl. Tabelle 4) 

und Blockierungspuffer im Verhältnis 1:50 hergestellt. Die zweite Antikörperlösung bestand 

aus dem biotinylierten Anti-Maus-IgG und PBS im Verhältnis 1:200. 

 

6.4.6.3 SOX9-Immunhistochemie 

Die Entparaffinierung, Rehydratation sowie die Arbeitsschritte, die unter Punkt 6.4.3 beschrie-

ben werden, sind identisch mit denen der Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie. Abweichend 
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wurde bei der ersten Antikörperlösung ein Gemisch aus „Anti-SOX9“ (vgl. Tabelle 4) und Blo-

ckierungspuffer im Verhältnis 1:50 hergestellt. Die zweite Antikörperlösung bestand aus dem 

biotinylierten Anti-Maus-IgG und PBS im Verhältnis 1:200. 

 

6.5 Kriterien zur histologischen Evaluation 

 

Die Bewertung aller histologischen Präparate erfolgte verblindet und wurde von zwei Personen 

(Oliver Daniels und Dr. Jagadeesh K. Venkatesan), unabhängig voneinander, durchgeführt. 

Für jedes Gewebe erfolgte eine Anfertigung von 10 Gewebsschnitten pro zu überprüfendem 

Parameter und Auswertungsmethode. Die Auswertung erfolgte mit den unter Punkt 5.9 ge-

nannten Programmen. 

 

6.5.1 Evaluation der immunhistochemischen Verfahren 

Zur Bewertung der Immunreaktivität der Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie sowie der SOX9-

Immunhistochemie, wurde computergestützt der Prozentsatz reaktiver Zellen ermittelt [133]. 

Die Auswertung der histologischen Schnitte und Anfertigung von Bildern zur weiteren Unter-

suchung erfolgte in 20-facher Vergrößerung mittels Lichtmikroskopie. Evaluiert wurden je 

4 Sektionen eines Pellets, jeweils eines pro Quadrant [99, 101, 133-135]. 

 

6.5.2 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl wurde näherungsweise mithilfe der HE-Färbung bestimmt. Histologische Gewebs-

schnitte wurden lichtmikroskopisch bei 40-facher Vergrößerung ausgewertet. Die Pellets wur-

den in mehrere definierte Abschnitte unterteilt, durch o. g. Verfahren erfolgte die näherungs-

weise Berechnung der Zellen pro mm². 

 

6.5.3 Evaluation der Färbequalität  

Zur Bewertung der Färbequalität sowohl der Safranin-O/Echtgrün-Färbung als auch der Im-

munreaktivität der Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie wurde eine modifizierte Version des 

Bern-Bewertungssystems verwendet. Dieses bewertet das Präparat unter den Gesichtspunk-

ten Homogenität und Intensität mithilfe des nachfolgend angegebenen Punktesystems [86, 
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136]. Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte in 10-facher Vergrößerung mittels 

Lichtmikroskopie. 

 

Tabelle 9: Modifiziertes Bern-Bewertungssystem 

Punkte Färbequalität 

0 Keine Färbung 

1 Heterogene und/oder schwache Färbung 

2 Homogene und/oder moderate Färbung 

3 Homogene und/oder intensive Färbung 

4 Sehr intensive Färbung 

Das modifizierte Bern-Bewertungssystem dient zur Bewertung histologischer Gewebsschnitte auf Grundlage der Färbequali-

tät. Bei möglichen 0-4 Punkten bedeutet eine höhere Punktewertung eine höhere Qualität der Färbung. 

 

6.5.4 Statistische Analyse 

Die statistische Analyse der erhobenen Werte erfolgte mittels t-Test unter Zuhilfenahme des 

Programms Microsoft Excel 2013 (Redmond, Washington, USA). P-Werte kleiner oder gleich 

0,05 wurden als signifikant bezeichnet. 
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7. Ergebnisse 

 

Die in diesem Abschnitt in Tabellen und Abbildungen als „Kontrolle“ deklarierten Werte oder 

Bilder sind als Chondrozyten, in gleich welcher Organisationsform aggregiert, zu verstehen, 

die im Rahmen des jeweiligen Experiments keine Behandlung mit einem rAAV erhielten. Werte 

oder Bilder, welche mit rAAV-lacZ oder rAAV-FLAG-hsox9 markiert sind, beziehen sich auf 

Chondrozyten, in gleich welcher Organisationsform aggregiert, die im Rahmen des jeweiligen 

Experiments eine Behandlung mit dem entsprechenden rAAV erhielten. Bei Dosisunterschie-

den ist die jeweilige Dosierung des Vektors in Klammern angegeben. Bei Ausbleiben einer 

Deklarierung ist die Dosierung 40 l für Pelletkulturen und 100 l für Knorpelgewebe-Analoga-

Kulturen anzunehmen. 

 

7.1 Pelletkulturen – Studienarm A 

 

Der Studienarm A beschäftigt sich mit der Evaluation der Abhängigkeit zwischen applizierter 

Vektordosis und gemessener Transgenexpression. Statistisch signifikante Werte (p ≤ 0,05) 

sind in den Unterkapiteln 7.1.1 bis 7.1.3 wie folgt gekennzeichnet: *bei einer Signifikanz ge-

genüber der Kontrollgruppe, +bei einer Signifikanz der mit 40 l rAAV-lacZ-transduzierten 

Gruppe gegenüber der mit 20 l rAAV-lacZ. 

 

Die Bezeichnungen rAAV-lacZ (20/40 l) und lacZ (20/40 l) sind in den Unterkapiteln 7.1.1 

bis 7.1.3 als Synonym anzusehen. Die Bezeichnungen rAAV-RFP (20/40 l) und RFP 

(20/40 l) sind in den Unterkapiteln 7.1.1 bis 7.1.3 als Synonym anzusehen. Die Durchführung 

der Experimente der Unterkapitel 7.1.1 bis 7.1.2 erfolgte in dreifacher Ausführung. Somit wur-

den pro möglicher Behandlungsart 3 Pellets zur jedem Messzeitpunkt getestet. Bei dem Ex-

periment des Unterkapitels 7.1.3 erfolgte eine vierfache Ausführung der möglichen Behand-

lungsarten. Diese Pellets wurden über den gesamten Zeitraum des Experiments untersucht. 
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7.1.1 Direkte -Galactosidase-Nachweise 

7.1.1.1 X-Gal-Färbung 

Die X-Gal-Färbung wurde wie unter 6.3.1.1 beschrieben durchgeführt. Die Färbung der Pellets 

zeigte makroskopisch zum einen eine Abhängigkeit in der Vektordosierung, wobei eine höhere 

Dosis zu einer intensiveren Blaufärbung führt. Zum anderen bestand ein Unterschied der Far-

bintensität zwischen humanen adulten normalen und arthrotischen Chondrozyten, wobei letzt-

genannte eine intensivere Blaufärbung aufwiesen. Darüber hinaus unterschieden sich die je-

weiligen Messpunkte voneinander, an Tag 2 lag eine höhere X-Gal-Aktivität vor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Repräsentative X-Gal-Färbung kompletter Pellets. Gezeigt sind die Zeitpunkte Tag 2 und 21. Eine 
intensivierte Blaufärbung spricht für eine erhöhte β-Galactosidase-Expression. lacZ: β-Galactosidase-Gen; hNACs: 
humane adulte normale Chondrozyten; hOACs: humane adulte arthrotische Chondrozyten. 
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7.1.1.2 Beta-Glo®-Test 

Der Beta-Glo®-Test wurde wie unter 6.3.1.2 beschrieben durchgeführt. Die Messungen zeig-

ten eine deutlich erhöhte X-Gal Expression der transduzierten Zellen verglichen mit der Kon-

trollgruppe. Eine Erhöhung der Vektordosis bedingte eine stärkere Genexpression. Sowohl die 

Unterschiede zwischen den beiden transduzierten Gruppen und der Kontrollgruppe waren sta-

tistisch relevant (p ≤ 0,005) als auch die Unterschiede innerhalb der transduzierten Gruppen 

im Hinblick auf die erhöhte Vektordosierung (p ≤ 0,05). Darüber hinaus fanden sich statistisch 

signifikante Unterschiede in der Transgenexpression beim Vergleich der humanen adulten 

normalen und arthrotischen Chondrozyten für Tag 21 sowohl bei 20 l (p ≤ 0,005) als auch bei 

40 l (p ≤ 0,05) des Vektors. 

 

Tabelle 10: Ergebnisse des Beta-Glo®-Tests 

Der Beta-Glo®-Test dient der Quantifizierung der β-Galactosidase-Expression. Eine erhöhte exprimierte relative Lichteinheit 

entspricht einer erhöhten Expression von β-Galactosidase in den untersuchten Knorpelzellen. lacZ: β-Galactosidase-Gen; RLU: 

relative Lichteinheit. 

  

Tag 2  humane adulte Chondrozyten 

           normal            arthrotisch 

Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl 

RLU 876 

(± 203) 

10.533 

(± 2.673)* 

21.076 

(± 577)*,+ 

881 

(± 148) 

11.779 

(± 319)* 

22.865 

(± 2.949)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,018 

 

≤ 0,001  ≤ 0,001 0,004 

P-Wert 

lacZ 20 µl 

  0,016   0,017 

       

Tag 21  humane adulte Chondrozyten 

           normal               arthrotisch 

Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl 

RLU 897 

(151) 

7.168 

(965)* 

12.787 

(1.135)*,+ 

1.614 

(792) 

13.787 

(811)* 

16.384 

(296)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,006 0,002  0,002 ≤ 0,001 

P-Wert 

lacZ 20 µl 

  0,017   0,026 
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Abbildung 12: Darstellung der -Galaktosidase-Expression im Balkendiagramm. Eine erhöhte exprimierte relative 
Lichteinheit entspricht einer erhöhten Expression von β-Galactosidase in den untersuchten Knorpelzellen. lacZ: β-
Galactosidase-Gen; RLU: relative Lichteinheit. 
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7.1.2 Fluoreszenzmikroskopie 

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde wie unter 6.3.1.3 beschrieben durchgeführt. Die Evalua-

tion der mit dem RFP transduzierten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigte eine deut-

liche Signalverstärkung bei Verdopplung der Vektor-Menge. Zudem wiesen die humanen adul-

ten arthrotischen Chondrozyten eine verstärkte Fluoreszenz auf. Bei sowohl normalen als 

auch arthrotischen Zellen nahm das emittierte Signal über die Dauer von 21 Tagen ab. 

 

 

Abbildung 13: Repräsentative Fluoreszenzmikroskopie der mit RFP-transduzierten Pellets. Gezeigt sind die Zeit-
punkte Tag 2, 10 und 21. Eine intensivierte Färbung entspricht einer erhöhten Genexpression. RFP: Rot-fluores-
zierendes Protein Gen; hNACs: humane adulte normale Chondrozyten; hOACs: humane adulte arthrotische 
Chondrozyten. 
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7.1.3 Zellviabilität – WST-1-Test 

Der WST-1-Test wurde wie unter 6.3.2 beschrieben durchgeführt. Die Messungen zeigten eine 

vergleichbare Funktionsfähigkeit der Zellen, unabhängig der Transduktion eines Gens. Statis-

tisch signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen der humanen adulten normalen und 

arthrotischen Chondrozyten wurden nicht identifiziert, weiterhin bestand ebenfalls kein signifi-

kanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. 

 

Tabelle 11: Ergebnisse des WST-1-Tests 

Der WST-1-Test dient zur Objektivierung der Atmungskettenaktivität der zu untersuchenden Knorpelzellen. Die optische 

Dichte entspricht der Menge an umgesetztem Farbstoff und somit der mitochondrialen Aktivität der Zellen. Die vergleichbaren 

Zahlen sprechen für eine ähnliche Aktivität der Atmungskette und somit für eine vergleichbare Zahl lebender Zellen. lacZ: β-

Galactosidase-Gen; OD450 nm: optische Dichte bei 450 nm Wellenlänge; SD: Standardabweichung. 

 

  

Tag 2 

 

humane adulte Chondrozyten 

           normal               arthrotisch 

Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl 

OD450 nm 

(SD) 

0,47 

(± 0,09) 

0,49 

(± 0,07) 

0,47 

(± 0,10) 

0,49 

(± 0,06) 

0,48 

(± 0,06) 

0,49 

(± 0,05) 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,448 0,483  0,490 0,384 

P-Wert 

lacZ 20 µl 

  0,433   0,344 

       

Tag 21 

 

humane adulte Chondrozyten 

           normal               arthrotisch 

Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl Kontrolle lacZ 20 µl lacZ 40 µl 

OD450 nm 

(SD) 

0,47 

(± 0,09) 

0,49 

(± 0,07) 

0,47 

(± 0,10) 

0,49 

(± 0,06) 

0,48 

(± 0,06) 

0,49 

(± 0,05) 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,484 0,495  0,495 0,411 

P-Wert 

lacZ 20 µl 

  0,477   0,375 
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Abbildung 14: Darstellung der Zellviabilität gemäß WST1-Test im Balkendiagramm. Der WST-1-Test dient zur Ob-
jektivierung der Atmungskettenaktivität der zu untersuchenden Knorpelzellen. Die optische Dichte entspricht der 
Menge an umgesetztem Farbstoff und somit der mitochondrialen Aktivität der Zellen. lacZ: β-Galactosidase-Gen; 
OD450 nm: optische Dichte bei 450 nm Wellenlänge. 
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7.2 Pelletkulturen – Studienarm B  

 

Der Studienarm B beschäftigt sich mit dem Vergleich zwischen therapeutischem Vektor, Mar-

ker-Gen und Kontrollgruppe. Statistisch signifikante Werte (P ≤ 0,05) sind in den Unterkapi-

tel 7.2.1 bis 7.2.8 wie folgt gekennzeichnet: *bei einer Signifikanz gegenüber der Kontroll-

gruppe, +bei einer Signifikanz gegenüber der mit dem lacZ-transduzierten Gruppe. Handelt es 

sich bei den Markierungen um hoch signifikante Werte (p ≤ 0,005), so ist dies im Text explizit 

erwähnt. 

 

Die Bezeichnungen rAAV-lacZ und lacZ, sowie rAAV-FLAG-hsox9 und sox9, sind in den Un-

terkapiteln 7.2.1 bis 7.2.8 als Synonym anzusehen. Sofern nicht anders deklariert, ist für rAAV-

lacZ und rAAV-FLAG-hsox9 die Dosierung 40 l anzunehmen. Die Auswertung des Studien-

arms erfolgte nach 21 Tagen. Die Durchführung der Experimente der Unterkapitel 7.2.1 bis 

7.2.8 erfolgte in vierfacher Ausführung. Somit wurden pro möglicher Behandlungsart 4 Pellets 

zu o. g. jedem Messzeitpunkt getestet. 

 

7.2.1 Safranin-O/Echtgrün-Färbung 

Die SOX9-Immunhistochemie wurde wie unter 6.4.3 beschrieben durchgeführt. Zur Beurtei-

lung der Färbequalität wurde das, unter 6.5.3 beschriebene, modifizierte Bern-Bewertungs-

systems verwendet. Die mit rAAV-FLAG-hsox9-behandelten Zellen beider Gruppen wiesen 

eine statistisch signifikante Intensivierung der Rotfärbung auf sowohl gegenüber den mit rAAV-

lacZ-transduzierten Zellen (p ≤ 0,005) als auch gegenüber der Kontrolle (p ≤ 0,005). 
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Tabelle 12: Auswertung der Safranin-O/Echtgrün-Färbung mittels modifiziertem Bern-Bewertungssystem 

Die Safranin-O/Echtgrün-Färbung dient der Quantifizierung der Proteoglykan-Synthese. Eine intensive Rotfärbung spricht für 

eine erhöhte Anwesenheit selbiger und ist somit ein direkter Marker der Chondrogenese. Die Evaluation der Färbeintensität 

erfolgte mittels modifiziertem Bern-Bewertungssystem. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; SD: Standardabwei-

chung. 

 

 

 

Abbildung 15: Repräsentative Safranin-O/Echtgrün-Färbung. Vergrößerung 10-fach, Schnittdicke 3 m. Eine inten-
sive Rotfärbung spricht für eine erhöhte Proteoglykan-Synthese und ist somit ein direkter Marker der Chondroge-
nese. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; hNACs: humane adulte normale Chondrozyten; hOACs: hu-

mane adulte arthrotische Chondrozyten.  

 humane adulte Chondrozyten 

           normal               arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

Bern-Bewer-

tungssystem 

(SD) 

1,3 

 

(± 0,3) 

1,6 

 

(± 0,3)* 

3,3 

 

(± 0,3)*,+ 

1,4 

 

(± 0,4) 

1,6 

 

(± 0,4) 

3,1 

 

(± 0,5)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,002 ≤ 0,001  0,074 ≤ 0,001 

P-Wert 

lacZ 

  ≤ 0,001   0,002 
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7.2.2 Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie 

Die Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie wurde wie unter 6.4.6.1 beschrieben durchgeführt. Zur 

Beurteilung der Färbequalität wurde das, unter 6.5.3 beschriebene, modifizierte Bern-Bewer-

tungssystem verwendet. Die mit rAAV-FLAG-hsox9-behandelten Zellen beider Gruppen wie-

sen eine statistisch signifikante Immunreaktivität für Typ-II-Kollagen auf sowohl gegenüber den 

mit rAAV-lacZ-transduzierten Zellen (p ≤ 0,005) als auch gegenüber der Kontrolle 

(p ≤ 0,005). 

Tabelle 13: Auswertung der Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie mittels modifiziertem Bern-Bewertungssystem 

Die Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie dient der Quantifizierung der Typ-II-Kollagen-Konzentration. Eine intensive Braun-

färbung spricht für eine erhöhte Anwesenheit des Selbigen und ist somit ein direkter Marker der Chondrogenese. Die Evalua-

tion der Färbeintensität erfolgte mittels modifiziertem Bern-Bewertungssystem. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; 

SD: Standardabweichung. 

 

Abbildung 16: Repräsentative Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie. Vergrößerung 10-fach, Schnittdicke 3 m. Eine 
intensivirte Braunfärbung spricht für eine erhöhte Typ-II-Kollagen-Konzentration und ist somit ein direkter Marker 
der Chondrogenese. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; hNACs: humane adulte normale Chondrozyten; 
hOACs: humane adulte arthrotische Chondrozyten.  

 humane adulte Chondrozyten 

              normal               arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

Bern-Bewer-

tungssystem 

(SD) 

2,0 

 

(± 0,3) 

1,6 

 

(± 0,2)* 

3,6 

 

(± 0,5)*,+ 

1,9 

 

(± 0,4) 

1,7 

 

(± 0,3) 

3,6 

 

(± 0,4)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,005 ≤ 0,001  0,159 ≤ 0,001 

P-Wert 

lacZ 

  0,007   0,004 
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7.2.3 SOX9-Immunhistochemie 

Die SOX9-Immunhistochemie wurde wie unter 6.4.6.3 beschrieben durchgeführt. Zur Beurtei-

lung des prozentualen Anteils reaktiver Zellen wurde, wie unter 6.5.2 beschrieben, ein semi-

automatisiertes, computergestütztes Verfahren angewendet. Die mit rAAV-FLAG-hsox9-be-

handelten Proben wiesen eine statistisch signifikant erhöhte Zahl reaktiver Zellen auf – sowohl 

gegenüber der Kontrolle (p ≤ 0,005) als auch gegenüber rAAV-lacZ (p ≤ 0,005). Die mit rAAV-

lacZ-behandelten Proben beider Gruppen wiesen ebenfalls eine signifikant erhöhte Reaktivität 

gegenüber der Kontrolle (p ≤ 0,05) auf. 

Tabelle 14: Auswertung der SOX9-Immunhistochemie anhand des prozentualen Anteils reaktiver Zellen 

Die SOX9-Immunhistochemiedient der Quantifizierung der SOX9-Expression. Eine intensive Braunfärbung spricht für eine 

erhöhte Anwesenheit des Proteins und weist somit die erhöhte Synthese nach. Die Evaluation der Färbeintensität erfolgte mit-

tels Bestimmung der Zahl gefärbter Zellen. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; SD: Standardabweichung. 

  

Abbildung 17: Repräsentative SOX9-Immunhistochemie. Vergrößerung 40-fach, Schnittdicke 3 m. Eine intensi-
vierte Braunfärbung spricht für eine erhöhte Anwesenheit des Proteins SOX9 und weist somit die erhöhte Synthese 
nach. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; hNACs: humane adulte normale Chondrozyten; hOACs: hu-

mane adulte arthrotische Chondrozyten.  

 humane adulte Chondrozyten 

            normal               arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

% gefärbter 

Zellen 

(SD) 

4,3 

 

(± 2,6) 

10,3 

 

(± 2,5)* 

25,0 

 

(± 1,4)*,+ 

4,8 

 

(± 1,7) 

12,3 

 

(± 4,0)* 

23,8 

 

(± 1,0)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,008 ≤ 0,001  0,007 ≤ 0,001 

P-Wert 

lacZ 

  ≤ 0,001   ≤ 0,001 
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7.2.4 Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie 

Die Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie wurde wie unter 6.4.6.2 beschrieben durchgeführt. Zur 

Beurteilung des prozentualen Anteils reaktiver Zellen wurde, wie unter 6.5.2 beschrieben, ein 

semi-automatisiertes, computergestütztes Verfahren angewendet. Die mit rAAV-FLAG-hsox9-

behandelten Proben wiesen eine statistisch signifikant erhöhte Zahl reaktiver Zellen auf – so-

wohl gegenüber der Kontrollgruppe (p ≤ 0,005) als auch gegenüber rAAV-lacZ (p ≤ 0,005). Die 

mit rAAV-lacZ-behandelten Proben wiesen in der Gruppe der humanen adulten arthrotischen 

Chondrozyten ebenfalls eine signifikant erhöhte Reaktivität gegenüber der Kontrolle (p ≤ 0,05) 

auf. 

Tabelle 15: Auswertung der Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie anhand des Anteils reaktiver Zellen 

Die Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie dient der Quantifizierung der Typ-X-Kollagen-Expression. Eine intensive Braunfär-

bung spricht für eine erhöhte Anwesenheit des Kollagens und ist ein direkter Marker der Hypertrophie von Chondrozyten. Die 

Evaluation der Färbeintensität erfolgte mittels Bestimmung der Zahl gefärbter Zellen. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-

Gen; SD: Standardabweichung. 

  

 humane adulte Chondrozyten 

             normal               arthrotisch 

 Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

% gefärbter 

Zellen 

(SD) 

30,8 

 

(± 2,2) 

31,8 

 

(± 2,6) 

18,3 

 

(± 2,5)*,+ 

28,5 

 

(± 3,5) 

24,8 

 

(± 0,5)* 

17,3 

 

(± 3,5)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,291 ≤ 0,001  0,039 0,002 

P-Wert 

lacZ 

  ≤ 0,001   0,003 
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Abbildung 18: Repräsentative Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie. Vergrößerung: 10-fach, Schnittdicke:  

3 m. Eine intensive Braunfärbung spricht für eine erhöhte Typ-X-Kollagen-Expression und ist ein direkter Marker 
der Hypertrophie. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; hNACs: humane adulte normale Chondrozyten; 
hOACs: humane adulte arthrotische Chondrozyten. 

 

7.2.5 HE-Färbung - Evaluation der Zellzahl 

Die HE-Färbung wurde wie unter 6.4.5 beschrieben durchgeführt. Zur Beurteilung der relativen 

Zellzahl pro mm² erfolgte die Auswertung der Gewebsschnitte wie unter 6.5.3 beschrieben. 

mDie Auswertung zeigte eine vergleichbare Zellzahl, unabhängig der Transduktion eines 

Gens. Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen der humanen adulten nor-

malen und arthrotischen Chondrozyten wurden nicht identifiziert, weiterhin bestand ebenfalls 

kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. 

Tabelle 16: Bestimmung der Zellzahl mittels HE-Färbung 

Die HE-Färbung dient Bestimmung der Zellzahl. Die Zellkerne werden in einem intensiven Rot angefärbt, sodass eine Aus-

zählung pro Fläche möglich ist. HE-Färbung: Hämatoxylin-Eosin-Färbung; lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; SD: 

Standardabweichung. 

 

 

humane adulte Chondrozyten 

            normal arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

Zellen/mm² 

(SD) 

3.733 

(± 533) 

3.797 

(± 352) 

3.907 

(± 469) 

4.133 

(± 399) 

3.847 

(± 68) 

4.072 

(± 565) 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,447 0,357  0,173 0,444 

P-Wert 

lacZ 

  0,393   0,303 
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Abbildung 19: Repräsentative HE-Färbung. Vergrößerung: 40-fach, Schnittdicke: 3 m. Die Zellkerne werden in ei-
nem intensiven Rot angefärbt, sodass eine Auszählung pro Fläche möglich ist. HE-Färbung: Hämatoxylin-Eosin-
Färbung; lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; hNACs: humane adulte normale Chondrozyten; hOACs: hu-
mane adulte arthrotische Chondrozyten. 

 

7.2.6 BCA-Test 

Der BCA-Test wurde wie unter 6.3.5 beschrieben durchgeführt. Die Messungen zeigten eine 

vergleichbare Menge der Gesamt-DNS. Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb der 

Gruppen der humanen adulten normalen und arthrotischen Chondrozyten wurden nicht iden-

tifiziert, weiterhin bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Grup-

pen. 

Tabelle 17: BCA-Test - Bestimmung der Gesamt-DNS 

Der BCA-Test gibt die Gesamt-DNS einer Probe, somit eines Pellets an. Somit lassen sich Rückschlüsse auf die Zahl der 

proteinproduzierenden Zellen, als auch deren aktive Proteinproduktion schließen. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; 

SD: Standardabweichung. 

 humane adulte Chondrozyten 

            normal   arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

DNS 

(mg/ml) 

(SD) 

0,39 

 

(± 0,04) 

0,42 

 

(± 0,16) 

0,53 

 

(± 0,19) 

0,46 

 

(± 0,13) 

0,51 

 

(± 0,04) 

0,55 

 

(± 0,08) 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,363 0,129  0,281 0,175 

P-Wert 

lacZ 

  0,241   0,229 
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7.2.7 ELISA 

Der ELISA wurde wie unter 6.3.7 beschrieben durchgeführt. Die mit rAAV-FLAG-hsox9-be-

handelten Proben humaner adulter normaler Chondrozyten wiesen einen statistisch signifikant 

erhöhten Typ-II-Kollagen-Gehalt auf – sowohl gegenüber der Kontrolle (p ≤ 0,05) als auch 

gegenüber rAAV-lacZ (p ≤ 0,05). Die mit rAAV-FLAG-hsox9-behandelten Proben humaner 

adulter arthrotischer Chondrozyten wiesen einen statistisch signifikant erhöhten Typ-II-Kol-

lagen-Gehalt gegenüber der Kontrolle auf (p ≤ 0,05). 

 

Tabelle 18: ELISA - Bestimmung der Typ-II-Kollagen-Expression 

Der ELISA ist ein biochemisches, quantitatives Verfahren zum Nachweis von Proteinen, hier Typ-II-Kollagen. Eine erhöhte 

relative Konzentration lässt auf eine erhöhte Synthese in den untersuchten Zellen schließen. lacZ β-Galactosidase-Gen; sox9: 

sox9-Gen; SD: Standardabweichung. 

 

  

 humane adulte Chondrozyten 

           normal               arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

Typ-II-Kol-

lagen (ng/ml) 

(SD) 

1,4 

 

 

(± 0,4) 

1,5 

 

 

(± 0,6) 

2,2 

 

 

(± 0,6)*,+ 

1,2 

 

 

(± 0,4) 

1,7 

 

 

(± 0,6)* 

2,3 

 

 

(± 0,8)* 

P-Wert 

Kontrolle 

 0,387 0,008  0,043 0,005 

P-Wert 

lacZ 

  0,025   0,100 
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7.2.8 Echtzeit-RT-PCR 

Die Echtzeit-RT-PCR wurde wie unter 6.3.8 beschrieben durchgeführt. Hinsichtlich COL2A1 

zeigte sich bei der mit rAAV-FLAG-hsox9-behandelten Proben der humanen adulten arthroti-

schen Chondrozyten eine statistisch signifikant erhöhte Genexpression gegenüber der Kon-

trolle (p ≤ 0,05). Hinsichtlich COL10A1 zeigte sich bei den mit rAAV-FLAG-hsox9-behandelten 

Proben beider Gruppen eine statistisch signifikant erhöhte Genexpression – sowohl gegen-

über der Kontrolle (p ≤ 0,05) als auch gegenüber rAAV-lacZ (p ≤ 0,05). 

 

Tabelle 19: Echtzeit-RT-PCR – Bestimmung von COL2A1- und COL10A1 

Die Echtzeit-RT-PCR ist ein biochemisches, quantitatives Verfahren zum Nachweis von DNS, hier COL2A1 und COL10A1. 

Eine erhöhte Zahl an Vervielfachungen im Vergleich zur Kontrollgruppe lässt auf eine erhöhte Genexpression und damit indi-

rekt auf eine erhöhte Proteinsynthese schließen. Bei Zahlen < 1 ist gegenteiliges der Fall. COL2A1: Typ-II-Kollagen 1-Gen; 

COL10A1: Typ-X-Kollagen 1-Gen; lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; SD: Standardabweichung. 

 

 

 

COL2A1 humane adulte Chondrozyten 

           normal            arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

Vervielfachung 

(SD) 

1,00 

 

1,03 

(± 0,12) 

2,71 

(± 0,00)*,+ 

1,00 

 

0,74 

(± 0,25) 

1,64 

(± 0,22)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 
 

0,344 

 

≤ 0,001 

  

0,103 

 

0,006 

 

P-Wert 

lacZ 
  

≤ 0,001 

   

0,013 

 

       

COL10A1 humane adulte Chondrozyten 

           normal   arthrotisch 

Kontrolle lacZ sox9 Kontrolle lacZ sox9 

Vervielfachung 

(SD) 

1,00 

 

0,97 

(± 0,25) 

0,38 

(± 0,09)*,+ 

1,00 

 

0,97 

(± 0,05) 

0,53 

(± 0,10)*,+ 

P-Wert 

Kontrolle 
 

0,449 

 

0,006 

  

0,211 

 

0,012 

 

P-Wert 

lacZ 
  

0,042 

   

0,017 
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Abbildung 20: Echtzeit-RT-PCR – Bestimmung von COL2A1- und COL10A1-DNS. Eine erhöhte Zahl an Vervielfa-
chungen im Vergleich zur Kontrollgruppe lässt auf eine erhöhte Genexpression und damit indirekt auf eine erhöhte 
Proteinsynthese schließen. lacZ: β-Galactosidase-Gen; sox9: sox9-Gen; hNACs: humane adulte normale Chond-

rozyten; hOACs: humane adulte arthrotische Chondrozyten; COL2A1: Typ-II-Kollagen 1-Gen; COL10A1: Typ-X-

Kollagen 1-Gen. 
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7.3 Knorpelgewebe-Analogon („Cartilage tissue analog“) 

 

Die Bezeichnungen rAAV-lacZ und lacZ sowie rAAV-RFP und RFP sind in den Unterkapi-

teln 7.3.1 bis 7.3.3 als Synonym anzusehen. Sofern nicht anders deklariert, ist für rAAV-lacZ 

und rAAV-RFP die Dosierung 100 l anzunehmen. Sofern nicht anders deklariert, ist für die 

gezeigten Knorpelgewebe-Analogon eine Zellzahl von 1,5 x 106 anzunehmen. Über den Ver-

lauf der Knorpelgewebe-Analogon-Studien wurden 41 Knorpelgewebe-Analoga mit einer Zell-

zahl ≥ 1 x 106 synthetisiert. 

 

7.3.1 Makroskopische Beurteilung des Knorpelgewebe-Analogon 

Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarische Bilder der Zellaggregate. Über einen Zeit-

raum von 1,5 Jahren wurde die Technik zur Erstellung optimiert, entsprechend besteht eine 

Varianz in der Zellzahl der gezeigten Knorpelgewebe-Analoga. Das in Abb. 21 gezeigte Ag-

gregat wies eine derartige Festigkeit auf, dass es mehrfach von einem Metallspatel auf einen 

anderen transferiert werden konnte, ohne dabei seine strukturelle Integrität zu verlieren. Das 

Knorpelgewebe-Analogon ließ sich auf Druck durch ein Skalpell zerkleinern, auch dabei blieb 

die Grundstruktur erhalten. Bei dem gezeigten Objekt wurde die Zellzahl experimentell auf 1,5 

x 106 erhöht. Auf die subjektive Festigkeit hatte dies keinen Einfluss, jedoch wurde dadurch 

ein Umschlagen während der Inkubationszeit verhindert, sodass die durch die 96-Well-Titer-

platte vorgegebene Struktur gewahrt wurde. 

Abbildung 21: Makroskopische Ansicht eines Knorpelgewebe-Analogon auf einem Metall-Spatel (Tag 84). Die 
Breite des gezeigten Spatels ist ca. 1 cm. 
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Abb. 22 zeigt ein Knorpelgewebe-Analogon während des Mediumwechsels. Bei gleichbleiben-

dem Flüssigkeitsstrom aus der Pipette ließ sich ein „Schweben“ des Aggregats auf dem abge-

gebenen Medium provozieren. Ein Abheben der Ränder durch gezielte Medium-Applikation 

wurde ca. ab Tag 7 erreicht, ohne dabei die Integrität des Knorpelgewebe-Analogons zu zer-

stören. Durch die experimentelle Näherungsweise zeigte sich, dass bei Zellzahlen < 1 x 106 

die Wahrscheinlichkeit eines Umschlagens des Aggregats stark erhöht war. Entsprechend 

wurde diese Zahl als Untergrenze für die Zellzahl in weiteren Experimenten etabliert. 

Abbildung 22: Makroskopische Ansicht eines Knorpelgewebe-Analogons im Gefäß einer 96-Well-Titerplatte. Die 
Aufnahmen entstanden an Tag 30. Während des Mediumwechsels flotiert das Gewebe in der Nährflüssigkeit (Kenn-
zeichnung mittels weißer Sternchen). Im linken oberen Bildrand des linken Bildes ist die Spitze einer Pipette zu 

sehen. 

 

 

7.3.2 X-Gal-Färbung 

Die X-Gal-Färbung wurde wie unter 6.3.1.1 beschrieben durchgeführt. Makroskopisch zeigte 

sich eine Abhängigkeit in der Vektordosierung, wobei eine höhere Dosis zu einer intensiveren 

Blaufärbung führt. Die Anfärbbarkeit der Aggregate wurde in unterschiedlichen Knorpelge-

webe-Analoga zu verschiedenen Zeitpunkten überprüft. Die Abbildungen 23 bis 26 zeigen eine 

deutliche Farbreaktion, entsprechend eine Transgenexpression zu den genannten Zeitpunk-

ten. Im direkten Vergleich zwischen Abbildung 23 und 24 fällt die durchscheinende Struktur 

des Aggregats besonders in den Kontrollgruppen auf. Dies ist der teilweise variierenden Zell-

zahl in den Knorpelgewebe-Analoga geschuldet. Wie eingangs beschrieben wurde über den 

Verlauf der Untersuchungen die optimale Zellzahl mit N > 1x 106 veranschlagt. Bei geringerer 
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Dosierung pro Näpfchen ergaben sich entsprechend durchscheinende Aggregate, die mit ei-

ner unter 6.1.5 beschriebenen, erhöhten Wahrscheinlichkeit für ein Umschlagen einhergingen. 

Verglichen wurden insgesamt 11 Knorpelgewebe-Analoga zu den gezeigten Zeitpunkten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23: Repräsentative makroskopische Ansicht dreier Knorpelgewebe-Analoga nach X-Gal-Färbung. Die 
Durchführung der Färbung erfolgte an Tag 8. Eine intensivierte Blaufärbung spricht für eine erhöhte β-Galacto-

sidase-Expression. lacZ: β-Galactosidase-Gen. 

 

Abbildung 24: Repräsentative Ansicht zweier Knorpelgewebe-Analoga nach X-Gal-Färbung. Die Durchführung der 
Färbung erfolgte an Tag 30. Eine intensivierte Blaufärbung spricht für eine erhöhte β-Galactosidase-Expression. 
Am Unterrand der Gewebe sind jeweils Defekte erkennbar. Diese entstanden durch ein Ansaugen des Aggregats 
im Zuge des Mediumwechsels in der Frühphase der Versuchsdurchführung. lacZ: β-Galactosidase-Gen. 
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Abbildung 25: Repräsentative makroskopische Ansicht zweier Knorpelgewebe-Analoga nach X-Gal-Färbung. Die 
Durchführung der Färbung erfolgte an Tag 84. Eine intensivierte Blaufärbung spricht für eine erhöhte β-Galacto-
sidase-Expression. Der Durchmesser der gezeigten Knorpelgewebe-Analoga ist etwa 0,7 cm. Die Abstände der 
mittellangen Striche entsprechen 1 mm. lacZ: β-Galactosidase-Gen. 

 

Abbildung 26: Repräsentative lichtmikroskopische Ansicht einer X-Gal-Färbung. Durchführung der Färbung: 
Tag 43, Vergrößerung: 40-fach. Eine intensivierte Blaufärbung spricht für eine erhöhte β-Galactosidase-Expres-
sion. lacZ: β-Galactosidase-Gen; hNACs: humane adulte normale Chondrozyten; hOACs: humane adulte arthroti-
sche Chondrozyten.  
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7.3.3 Fluoreszenzmikroskopie - RFP 

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde wie unter 6.3.1.3 beschrieben durchgeführt. Es zeigte sich 

ein deutliches Signal der transduzierten Zellen über den gesamten Verlauf der Untersuchung. 

Mit voranschreitendem Messzeitpunkt nahm das emittierte Signal zu. Es erhöhte sich in glei-

chem Zeitraum das Hintergrundleuchten beider untersuchter Gruppen. Verglichen wurden je-

weils 2 Knorpelgewebe-Analoga der Kontrollgruppe mit 2 Knorpelgewebe-Analoga nach 

rAAV-RFP-Transduktion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27: Repräsentative Fluoreszenzmikroskopie der mit RFP-transduzierten Knorpelgewebe-Analoga. Ge-
zeigt sind die Zeitpunkte Tag 5, 25 und 60. Vergrößerung: 40-fach. Eine intensivierte Färbung entspricht einer 
erhöhten Genexpression. RFP: Rot-fluoreszierendes Protein Gen. 
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8. Diskussion 

 

Die vorliegende Arbeit untersucht humane adulte arthrotische und normale Chondrozyten in 

gerüstfreien, dreidimensionalen Modellen und den Einfluss der Transduktion selbiger mit den 

Markergenen lacZ und RFP, sowie dem therapeutischen Gen sox9 auf die spezifische Pro-

teinbiosynthese. Hierzu erfolgte die Kultivierung der Zellen über einen Zeitraum von bis zu 21 

Tagen in den Pelletstudien und bis zu 84 Tagen in den Knorpelgewebe-Analoga-Studien.  

 

Die Pelletstudie bestätigt die unter Kapitel 3 getätigten Hypothesen (1), (2) und (4). Humane 

adulte arthrotische und normale Chondrozyten zeigten ein vergleichbares Ansprechen auf so-

wohl die Transduktion von Markergenen als auch von therapeutischen Genen mit einer eben-

falls gleichermaßen Steigerung der Expression von Typ-II-Kollagen als Indikator der Chondro-

genese. Es kam zudem zu einer verminderten Expression von Hypertrophie-Markern bei kon-

stanter Zellviabilität in beiden Zellgruppen. Diese Ergebnisse wurden über einen prolongierten 

Zeitraum bestätigt. 

 

Die Studie der Knorpelgewebe-Analoga bestätigt die Hypothesen (3) und (4). Erstmalig wurde 

der Versuchsaufbau der Knorpelgewebe-Analoga aus dem Tiermodell auf den Menschen 

übertragen und sowohl mit humanen adulten arthrotischen als auch normalen Chondrozyten 

durchgeführt. Die Synthese der Knorpelgewebe-Analoga zeigte sich über einen ausgedehnten 

Versuchszeitraum stabil, ebenso wurde eine langfristige Transgenexpression beobachtet. 

 

8.1 Pelletkulturen 

 

8.1.1 Vektordosis und Transgenexpression im zeitlichen Verlauf 

Die vorliegenden Daten zeigen, dass humane adulte arthrotische und normale Chondrozyten 

in ihrer selbst-produzierten Extrazellularmatrix für die Vektortransduktion mittels rAAV zugäng-

lich sind. Zudem bestätigten wir die bereits durch vorangegangene Studien [62, 137, 138] ge-

troffene Annahme, dass eine konstante Genexpression über einen längeren Zeitraum, in un-

seren Untersuchungen über 21 Tage, möglich ist (vgl. Abb. 12/13). 
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Neben der makroskopischen, optischen Nachweisverfahren erfolgte der Beta-Glo®-Test um 

nachzuweisen, dass in beiden gewählten Transgenkonzentrationen für humane adulte arthro-

tische und gesunde Chondrozyten eine statistisch signifikante Steigerung der Proteinexpres-

sion erzielt wurde. Diese Ergebnisse reihen sich in die vorangegangenen Studien ein [62, 137, 

138]. Es wurde eine teilweise um mehr als das 20-fache erhöhte Expression von lacZ gegen-

über nicht-transduzierten Zellen beobachtet (Vgl. Tab. 14). 

 

8.1.2 Zellviabilität und Vektordosis 

Unsere Untersuchungen zeigten für humane adulte arthrotische und normale Chondrozyten, 

aber auch für beide Vektormengen und die entsprechende Kontrollgruppe eine gleichblei-

bende Transgenexpression über den 21-tägigen Zeitraum der Untersuchungen. Dies lässt auf 

eine gleichbleibende Viabilität der Zellen schließen. Bei einem signifikanten Zellsterben wäre 

ein Rückgang der Proteinexpression zu erwarten gewesen. Zudem untersuchten wir die un-

terschiedlichen untersuchten Objekte mithilfe des WST-1-Tests hinsichtlich der Zellzahl. Diese 

blieb unabhängig der Behandlungsmethode und des Zelltyps über die Dauer des Experiments 

konstant. Somit konnten wir auf eine gleichbleibende Zellzahl über die gesamte Dauer der 

Untersuchung schließen. Zudem zeigte sich kein negativer Einfluss der gesteigerten Trans-

genmenge auf die Vitalität der Zellen. Ähnliche Ergebnisse wurden in bereits publizierten Stu-

dien beschrieben, jedoch ohne einen Bezug zwischen arthrotischen und gesunden Zellen her-

zustellen [98]. Im vorliegenden Fall war die Viabilität in beiden Zelltypen über den Verlauf des 

Experiments gleichbleibend (Vgl. Tab. 11). 

 

8.1.3 Vergleich von therapeutischem Vektor und Kontrollgruppen 

Unsere Untersuchungen zeigten die erfolgreiche Überexpression von sox9 in den mit rAAV-

FLAG-hsox9-transduzierten humanen adulten arthrotischen Chondrozyten, verglichen mit den 

beiden Kontrollgruppen (lacZ Gentransfer sowie Abwesenheit einer Vektortransduktion). Es 

zeigten sich Unterschiede in der gemessenen SOX9-Menge um mehr als den 5,8-fachen Wert. 

Ähnliche Ergebnisse lieferten bereits durchgeführte Studien [101], hier erfolgte die Transduk-

tion in einer ebenfalls durch die Zellen selbst geschaffenen, dreidimensionalen Umgebung, 

jedoch unter weniger physiologischen Bedingungen. Die Menge an exprimiertem sox9 im Ver-

gleich zwischen arthrotischen und gesunden Zellen war unter den untersuchten Bedingungen 

vergleichbar (Vgl. Tab. 14). 
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8.1.4 Marker der Chondrogenese 

Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass eine Überexpression von sox9 mittels rAAV in 

humanen adulten arthrotischen und normalen Chondrozyten zu einer signifikanten Erhöhung 

der Menge an synthetisierten Proteoglykanen und Typ-II-Kollagen führte (Vgl. Tab. 12/13 so-

wie Abb. 15/16). Dies ließ sich im Vergleich zu den Kontrollgruppen über einen entsprechen-

den Zeitraum nachweisen und stimmte mit den Eigenschaften des transkribierten Gens über-

ein [139]. Ähnliche Ergebnisse wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits in vorangegangenen 

Arbeiten mit künstlichen Zellkultur-Settings beschrieben [101]. 

 

8.1.5 Marker der Hypertrophie 

Sowohl in zuvor untersuchten Settings [101, 140] als auch in der vorliegenden Studie, hatte 

SOX9 keine signifikanten Effekte, sowohl auf die Vitalität, als auch die Proliferationsrate der 

Zelle. Gleiches galt ebenfalls für lacZ in selber Dosierung. Unter dem Einfluss von rAAV-FLAG-

hsox9 kam es sogar zu einem Rückgang des hypertrophen Wachstums, angezeigt durch die 

Reduktion der Typ-X-Kollagen-Expression (Vgl. Tab. 19 und Abb. 18). Diese Ergebnisse stim-

men mit denen vorangegangener Studien bezüglich der Eigenschaften von SOX9 überein 

[140-143]. 

 

8.1.6 Schlussfolgerung 

In der vorliegenden Studie zeigten sowohl die arthrotischen als auch gesunde Zellen ähnliche 

Ergebnisse, beide Zelltypen profitieren von der Transgentherapie. Dieser Sachverhalt stützt 

die Überlegung, beide Zellarten mit den getesteten sox9 Vektoren therapeutisch zu behandeln. 

Untersuchungen an Zellen in Matrix-gestützten Kulturen kamen diesbezüglich zu vergleichba-

ren Schlussfolgerungen [101]. In beiden Zelltypen kam es zu einer erhöhten Typ-II-Kollagen-

Expression bei gleichzeitiger Reduktion von Typ-X-Kollagen. Entsprechend wichtig ist dieser 

Umstand, da das Ziel der Studie die Synthese von Proteinen des hyalinen Knorpels war. Typ-

X-Kollagen als Marker der Hypertrophie entspräche genau dem Gegenteil des angestrebten 

Zustandes. 

 

Inwieweit sich diese Erkenntnisse auf translationale Studien übertragen lassen, muss in wei-

teren Untersuchungen erarbeitet werden. Zudem müsste bei der klinischen Anwendung eine 
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entsprechende Vektordosis, bzw. die MOI neu erarbeitet werden. Kyprioutou et al. [144] zeig-

ten bereits in Laborstudien, dass zu hohe Dosierungen von SOX9 möglicherweise die Expres-

sion von Typ-II-Kollagen behindern und so zu reduzierten Konzentrationen führen. Die direkte 

Applikation von rAAV-FLAG-hsox9 im Menschen-nahen Tiermodel [145-148] ist daher uner-

lässlich, um die in vitro beschriebene Störung der Homöostase [144] ggf. zu verifizieren oder 

zu widerlegen. Entsprechend wird sich in der Zukunft zeigen, ob eine Regulation der Genex-

pression über stark steuerbare (Tetrazyklinsensitivität) oder knorpelspezifische (Typ-II-Kol-

lagen bzw. SOX9) Elemente sinnvoller ist. Hierzu gilt es, parallel aktuelle Arbeitsansätze mit 

starken CMV-IE Promotern zu verfolgen. 

 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass rAAV-FLAG-hsox9 

Vektoren einen sicheren und effektiven Weg darstellen, in einer 3D Umgebung, ähnlich der in 

dem in vivo vorliegenden Knorpel, einen Gentransfer in humanen adulten Chondrozyten 

durchzuführen. Darüber hinaus zeigte sich, dass eine Steuerung der Proteinsynthese zuguns-

ten des präferierten Typ-II-Kollagen erreicht werden kann. Dieser Umstand macht den direkten 

Gentransfer von sox9 mittels rAAV zu einer validen Option in der Therapie von Arthrose, mit 

dem Ziel, den bestehenden, arthrotischen Knorpel zu erneuern. Besonders bei progressiven, 

aktuell unheilbaren Krankheiten wie Arthrose bietet der Gentransfer einen sinnvollen Thera-

pieansatz, da sich hier die Expression der therapeutischen Gene über einen längeren Zeitraum 

in direkter räumlicher Nähe zum erkrankten Gewebe als sinnvoll erweist [6, 62, 149, 150]. 

 

8.2 Knorpelgewebe-Analogon („Cartilage tissue analog“) 

 

8.2.1 Transgenexpression und zeitlicher Verlauf 

Analog zu den Experimenten in Pellet-Form wiesen wir in den Knorpelgewebe-Analoga die 

erfolgreiche Transgenexpression nach. Entsprechend der von der Vektor-Dosis abhängigen 

Färbeintensität in der X-Gal-Färbung bis hin zu Tag 84 nach Transduktion, zeigte sich in un-

seren Untersuchungen sowohl die erfolgreiche Transgenexpression als auch eine Dosis-Pro-

tein-Beziehung (vgl. Abb. 23-25). 
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Lichtmikroskopisch ließen sich einzelne Zellen mit denen entsprechender Kontrollgruppen ver-

gleichen. Auch hier war die verstärke Genexpression mit konsekutiver Färbung der Transgen-

produkte zu beobachten. In der Fluoreszenzmikroskopie zeigte sich eine zeitlich stabile, er-

höhte Fluoreszenz in den transduzierten Zellen bis zum 60. Tag (vgl. Abb.27). Die Handha-

bung der transduzierten Zellen und der Kontrollgruppe hinsichtlich Stabilität in der Zellkultur 

unterschied sich während des Beobachtungszeitraums nicht. Weder kam es zu einer auffällig 

frühzeitigen Beschädigung einzelner Zellkonglomerate, noch unterschied sich deren Festigkeit 

subjektiv unterhalb der zu untersuchenden Gruppen. 

 

8.2.2 Gewinnung von Probenmaterial 

Anders als in der Pellet-Kultur stellt bei der Herstellung von Knorpelgewebe-Analoga die Ge-

winnung von ausreichend Chondrozyten eine deutliche Herausforderung dar. Über den Ver-

lauf der Forschungsarbeit zeigte sich, dass sich auch für humane adulte Chondrozyten eine 

Zellzahl mit N > 1x 106 pro Näpfchen einer 96-Well-Titerplatte als sinnvoll erweist. Diese Er-

fahrungswerte decken sich mit den Publikationen von G. Dodge et al. auf Grundlage von Tier-

modellen [92, 93, 151]. In der Regel ergaben sich aus der Isolation der Chondrozyten von 

Knorpelspenden nach Implantation eines endoprothetischen Oberflächenersatzes weniger als 

1 x 106 Zellen, da es sich hier um Patienten mit nur noch geringer Knorpelsubstanz handelte. 

Suffiziente Zellzahlen waren nur bei Patienten nach Implantation einer Tumorprothese (nor-

male Chondrozyten) oder bei Patienten mit großer Gelenkfläche und relativ geringer Destruk-

tion der Gelenkfläche bei Implantation des endoprothetischen Oberflächenersatzes (arthroti-

sche Chondrozyten) zu gewinnen. Zudem müssen, um umfassende Studien durchführen zu 

können, noch deutlich höhere Zahlen an Chondrozyten isoliert werden, um mit den Proben 

desselben Patienten einen Vergleich zwischen den unterschiedlichen Vektoren sowie Vektor-

Konzentrationen anstellen zu können. 

 

8.2.3 Handhabung in der Zellkultur 

Ein limitierender Faktor bei der Durchführung der Studie stellte die Handhabbarkeit der Knor-

pelgewebe-Analoga in der Zellkultur dar. Aufgrund der erhöhten Wahrscheinlichkeit einer De-

struktion des Aggregats in der Konsolidierungsphase sowie einer erhöhten Wahrscheinlichkeit 

eines Umschlagens bei der Wegnahme oder Applikation von Medium waren diese Maßnah-

men nur von einer mit der Kultivierung vertrauten Person durchführbar. Diese Komplexität stellt 

weitere Studien an dem Knorpelgewebe-Analogon-Modell vor die Herausforderung, dass der 

Erfolg stark personengebunden ist.  
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Im direkten Vergleich zur Pellet-Kultur, die nach der Frühphase von 72 Stunden wesentlich 

weniger fehleranfällig sind, können dort Aufgaben leichter delegiert werden.  

 

8.2.4 Schlussfolgerung 

Die Komplexität der Knorpelgewebe-Analoga spiegelt sich im Vergleich zu den Pelletkulturen 

unter anderem in der geringen Publikationszahl wider. Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der 

vorliegenden Dissertation existiert nach unserem Wissen keine Arbeit, die den Forschungsan-

satz von G. Dodge im humanen Modell überprüft und mit der Möglichkeit der Implementierung 

von Transgenen kombiniert. Der Vorteil, ein Gewebe ohne strukturgebende Komponente zu 

erzeugen, ist zeitgleich auch der Schwachpunkt in der Durchführung von Studien dieser Art. 

Weil eine Kultivierung nur mit frisch gewonnen Chondrozyten zu einem angemessenen Ergeb-

nis führt, muss ein Labor Anschluss an ein orthopädisches Institut mit ansässiger Endoprothe-

tik und onkologischer Orthopädie besitzen. Nur so können Zellspenden aus der Versorgung 

mit endoprothetischem Oberflächenersatz respektive Tumorprothesen erfolgen, um die Fort-

führung weiterer Studien zu sichern. Aufgrund der geringen Probenanzahl, die der Menge an 

benötigten Chondrozyten geschuldet ist, müssen viele unterschiedliche Untersuchungen mit 

einem Knorpelgewebe-Analogon durchgeführt werden. Dies bietet die Gefahr einer Alphafeh-

ler-Kumulierung. Es empfiehlt sich daher eine besondere Vorsicht bei der Interpretation der 

gewonnen Daten. 

 

Die Stärke der Knorpelgewebe-Analoga liegt unter anderem in der Größe der Konglomerate 

selbst. Im Vergleich zu Pellets sind diese größer und weisen verglichen mit den in der vorlie-

genden Studie verwendeten Pellets eine bis zu siebenfach erhöhte Zellzahl auf. Hieraus ergibt 

sich ein potenziell großes Reparaturgewebe zur Deckung fokaler Defekte, aber auch ein wei-

teres Forschungsobjekt für zukünftige in-vitro-Studien. Aufgrund des verwendeten Synthese-

prozesses lässt sich ein Gentransfer in den hergestellten Modellen leicht und zuverlässig rea-

lisieren. Zudem wurde die bereits mit bovinen Konglomeraten beschriebene Festigkeit der 

Knorpelgewebe-Analoga reproduziert. So kann neben den synthetisierten Proteinen auch die 

Festigkeit des Ersatzgewebes überprüft und so der mögliche Einsatz als Defekt-deckendes 

Material weiter erprobt werden.  
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8.3 Klinische Perspektive und Ausblick in die Zukunft 

Der Studienarm der Knorpelgewebe-Analoga versteht sich als Machbarkeitsstudie. Die erfolg-

reiche Kultivierung über einen verlängerten Zeitraum sowie der effektive Gentransfer in diesem 

Knorpelmodell wurden erstmalig beschrieben. Aufgrund der großen Menge an Chondrozyten, 

die zur Herstellung eines Knorpelgewebe-Analogon vonnöten sind, ist die klinische Anwend-

barkeit zum aktuellen Zeitpunkt stark limitiert. Zudem stellt die erhöhte Zellzahl pro mm² inso-

fern ein Problem dar, als dass die physiologische Matrix nicht vollständig imitiert werden kann. 

 

Durch die Erkenntnisse der im Zuge dieser Arbeit durchgeführten Pelletstudien wäre jedoch 

die Transduktion mit rAAV-FLAG-hsox9 denkbar. Die Steigerung der Typ-II-Kollagen-Expres-

sion würde zum einen die Dichte des neu formierten Gewebes reduzieren und dieses hinsicht-

lich der mechanischen Eigenschaften dem physiologischen Knorpel annähern. Zum anderen 

stünde dadurch ein erhöhtes Volumen und somit eine umfangreichere potenzielle Defektde-

ckung zur Verfügung. Denkbar wäre dadurch die Anwendung nach Implantation eines endop-

rothetischen Oberflächenersatzes bei einem Patienten mit beidseitiger Gonarthrose. Zellspen-

den könnten auf der zu operierenden Seite erfolgen und ein Reparaturgewebe für das kontra-

laterale Gelenk geschaffen werden. So bestünde eine Option, den beidseitigen Gelenkersatz 

hinauszuzögern, bzw. zu vermeiden. 

 

Der Studienarm der Pelletstudie bedient sich eines bereits in der Forschung etablierten Mo-

dells. Die unter Punkt 2.5.2.1 erwähnten Spheroidkulturen bilden ein sich klinisch in Anwen-

dung befindliches Pendant zu dem in den in der Arbeit verwendeten Zellaggregaten. Hier wäre 

ebenfalls eine Transduktion von rAAV-FLAG-hsox9 zur Verbesserung der Eigenschaften des 

Reparaturgewebes Knorpels als mögliche klinische Anwendbarkeit zu diskutieren. Auf Grund-

lage der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit könnten so gegebenenfalls neben normalen auch 

arthrotische Chondrozyten zur Synthese der Spheroide verwendet werden. So ließe sich nicht 

nur die traumatische Entnahme von Gewebe im ersten Schritt der autologen Chondrozyten-

transplantation verringern. Womöglich könnte auf diese Weise auch das Altersspektrum, in-

nerhalb dem das Verfahren Anwendung findet, erweitert werden. Beide untersuchten For-

schungsansätze bedienen sich Herangehensweisen, die ohne Stabilität-gebendes Gerüst den 

humanen Knorpel simulieren. Der größte Vorteil, neben der vereinfachten Umsetzbarkeit, ist 

die nicht vorhandene Immunogenität.  
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In Ermangelung an körperfremden Antigenen ist eine körpereigene Reaktion bei potenziellen 

Empfängern einer autologen Knorpelspende nahezu ausgeschlossen. Gleichzeitig liegt hier 

auch die Schwäche beider Systeme, denn egal, ob mit oder ohne Zentrifugation der Chondro-

zyten, die Zelldichte beider Modelle lag in unseren Versuchen deutlich über der des physiolo-

gisch vorliegenden Knorpels des Kniegelenks. Hier ist nicht nur die Einheilung in bestehendes 

Gewebe bei einer potenziellen Implantation zu hinterfragen, auch führt dies unweigerlich dazu, 

dass trotz adäquater Zellmenge kein entsprechend großes Transplantat hergestellt werden 

kann. In vivo ist somit die Anwendbarkeit von Pellets und Knorpelgewebe-Analoga zum aktu-

ellen Zeitpunkt auf kleine Defekte reduziert. Beide Modelle eigenen sich aufgrund der fehlen-

den exogenen Einflussfaktoren hervorragend zur Erforschung der Wechselwirkungen zwi-

schen Chondrozyten und potenzieller Vehikel des Gentransfers. 

 

Losgelöst von der vorliegenden Arbeit wurde während des alljährlichen Treffens der Orthopa-

edic Research Society (ORS) 2017 in San Diego eine Podiumsdiskussion in Form einer inter-

aktiven Debatte geführt. Hier standen sich der klinische Orthopäde Joshua Jacobs und der 

Grundlagenforscher Brian Johnstone gegenüber, zudem nahmen ca. 700 Zuhörerinnen und 

Zuhörer mittels elektronischer Abstimmung teil. Thema der Diskussion war: „Will Regenerative 

Medicine Make Orthopaedic Implants Obsolete in Our Time?“, sinngemäß übersetzt: „Wird die 

regenerative Therapie die operativen Implantat-gestützten Verfahren zu unserer Lebzeit ablö-

sen?“. Das Ergebnis der Debatte war eindeutig: Es sei unwahrscheinlich, dass jemand der in 

der Zuhörerschaft Anwesenden den Punkt erleben wird, an dem die operative Medizin durch 

regenerative Ansätze komplett ersetzt werden wird. Wahrscheinlicher sei eine sich-ergän-

zende Verwendung der unterschiedlichen Therapieansätze. Entweder, um einen operativen 

Eingriff zu verzögern, oder um das Ergebnis einer operativen Therapie zu verbessern.  

 

So sollten auch die Ergebnisse der vorliegenden Studien verstanden werden, da sowohl die 

Möglichkeit gegeben ist, im Bereich des Tissue Engineering durch Gentherapie ein erweitertes 

Spektrum an Möglichkeiten zu schaffen, effizienter und gegebenenfalls näher am in vivo Prä-

parat Gewebe zu reproduzieren, bzw. zu ersetzen. Es besteht aber auch die Möglichkeit der 

direkten Applikation therapeutischer Gene im geschädigten Gelenk und damit ein weiterer 

möglicher Therapieansatz zur Behandlung und vielleicht Heilung der Gonarthrose. Zusam-

menfassend zeigen die Daten der vorliegenden Studie, dass Pellets aus humanen adulten 

normalen und arthrotischen Chondrozyten mittels rAAV-Vektor vergleichbar transduzierbar 

sind, ohne, dass sich dies negativ auf die Viabilität der Zellen auswirkt. In beiden Zellarten kam 

es zu einer signifikanten Steigerung der Typ-II-Kollagen-Expression nach Transduktion mit 
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rAAV-FLAG-hsox9 im Vergleich zur Kontrollgruppe, zudem verminderte sich die Typ-X-Kol-

lagen-Expression. Im Rahmen der Knorpelgewebe-Analogon-Studie konnten erfolgreich hu-

mane Knorpelgewebeanaloga hergestellt werden. In diesen fand ein erfolgreicher Transgen-

nachweis über einen Zeitraum von fast drei Monaten statt. 

 

Die Transduktion von humanen adulten normalen und arthrotischen Chondrozyten mit rAAV-

sox9 führt zu einer signifikanten Expression von Markern der Chondrogenese bei gleichzeitiger 

Reduktion von Hypertrophiemarkern. Somit stellt sox9 eine valide Option zur zukünfitgen Gen-

therapie der Arthrose dar. Zudem zeigt sich ein positiver, langfrister Einfluss auf gesundes 

Gewebe, was bei der möglichen klinischen Anwendung bei der Therapie fokaler Knorpelde-

fekte oder unikompartimentaler Arthrose von Bedeutung sein könnte. Die Technik der Knor-

pelgewebe-Analogon-Synthese bietet ein neues in-vitro-Forschungsobjekt, das Charakteris-

tika des in-vivo-vorliegenden Knorpelgewebes imitiert. Darüber hinaus sind diese Analoga als 

potenzieller Gewebeersatz bei der Therapie fokaler Defekte vorstellbar. Zukünftige Studien 

sollten die mögliche Kombination mit therapeutischen Gen-Vektoren in hoher Dichte untersu-

chen. 
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