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Einleitung

Der hyaline Gelenkknorpel Uberzieht die Gelenkenden der artikulierenden Knochen
in synovialen Gelenken. Obwohl er nur wenige Millimeter dick ist, zeigt er eine
erstaunliche Wiederstandsfahigkeit gegenuber Kompression, ist viskoelastisch und
zudem im Normalfall extrem haltbar. Auf diese Weise kann er das gesamte Leben
lang eine normale Gelenkfunktion aufrechterhalten. Er verteilt die bei der Artikulation
entstehenden Belastungen und minimiert somit die Lastspitzen im Kontaktbereich.
Das kommt auch den anderen beteiligten Gewebeschichten, inklusive
subchondralem Knochen zugute. Auferdem tragt er zur Schmierung der
Gelenkoberflachen bei und ermdglicht somit eine nahezu reibungslose Bewegung
der Gelenkkdrper.

Die extreme Belastbarkeit des Gelenkknorpels ist auf seine auflerst komplexe
Struktur und die umfassenden Wechselwirkungen zwischen seinen verschiedenen
Komponenten zurlckzuflihren. Die Knorpelzellen kdnnen als funktionelle Einheit des
Knorpels betrachtet werden, da sie wahrend des gesamten Lebens die
verschiedenen Bestandteile der extrazellularen Matrix je nach Bedarf synthetisieren
oder abbauen. Dieses dynamische Gleichgewicht ist jedoch relativ empfindlich
gegenuber aulleren Einflissen. Sowohl Gelenkimmobilisierung, als auch zu starke
Knorpelbelastungen konnen ebenso wie Knorpelerkrankungen zu einem
Ungleichgewicht fuhren. Die Schadigungen des Knorpels kdnnen bis zu einem
gewissen Grad zwar ausgebessert werden, der urspringliche Zustand ist jedoch
nicht mehr vollstandig wiederherstellbar. Die biomechanisch minderwertige
Ersatzmatrix zieht eine progressive Verschlechterung der Knorpelqualitat nach sich.
Da nach Eintritt der Skelettreife aulerdem keine Zellteilung mehr stattfindet, kdnnen
auch defekte Chondrozyten nicht ersetzt werden.

Fir das Verstandnis von Atiologie und Pathogenese der Gelenkknorpelerkrankungen
und die Entwicklung von Therapeutika und Arthroplastiken ist einen genaue Kenntnis
von Knorpelstruktur, -zusammensetzung, -physiologie und —biomechanik von grof3ter
Bedeutung. Obwohl die verschiedensten Untersuchungsmethoden laufend
verbessert werden, sind noch immer nicht alle Gelenkknorpelbestandteile identifiziert
und auch ihre Funktionen und gegenseitigen Wechselwirkungen nur partiell
erforscht. Bezlglich seiner Struktur insbesondere im Bereich der Knorpeloberflache,

sowie seiner Ernahrung und der Schmierung seiner Oberflache herrschen ebenfalls



Einleitung 12

noch einige Unstimmigkeiten in der Literatur. Die folgende Arbeit soll dazu beitragen,
aus den zahlreichen wissenschaftlichen Einzelarbeiten einen Uberblick tber den
derzeitigen wissenschaftlichen Stand zu vermitteln - als Grundlage flr weiter-

fuhrende Untersuchungen auf dem Gebiet des Gelenkknorpels.
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Anatomie des Gelenkknorpels

1 Aufbau des Gelenkknorpels

Der hyaline Gelenkknorpel weist im Vergleich zu anderen Koérpergeweben einige
strukturelle Besonderheiten auf, zum Beispiel das Fehlen von Basalmembranen an
allen Seiten des Gewebes (KUETTNER, 1992) sowie eines Epithels zwischen
Gelenkoberflache und Synovialflissigkeit (HALL et al., 2003). Um seiner
gewichttragenden und —verteilenden Funktion innerhalb des Gelenks gerecht werden
zu konnen, enthalt er aulRerdem keine verletzbaren Strukturen wie zum Beispiel
Nerven, Blut- oder Lymphgefale (BUCKWALTER und MANKIN, 1997; DIJKGRAAF
et al., 1995; HALL et al., 2003; PFISTER et al., 2001).

1.1 Chondrozyten

Die einzigen Zellen, die physiologischerweise im Gelenkknorpel vorkommen, sind die
Chondrozyten. lhr Anteil am Gesamtgewicht des Gelenkknorpels betragt nur etwa
10% (COHEN et al.,, 1998; FEDERICO et al., 2005) und bezuglich des
Knorpelvolumens 5% (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994; HALL et al., 2003;
SZAFRANSKI et al., 2004) bis 10% (ARCHER und FRANCIS-WEST, 2003;
VANWANSEELE et al., 2002). Trotz dieses geringen Anteils sind die Knorpelzellen
fur den Stoffwechsel und in geringem Umfang auch fir die Reparatur des
Knorpelgewebes verantwortlich (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994). Obwonhl
die Stoffwechselaktivitat der einzelnen Zellen zwar relativ hoch ist (die Glykolyserate
ist ahnlich hoch wie die der Zellen in vaskularisietem Gewebe), ist das
Knorpelgewebe aufgrund der geringen Zelldichte insgesamt jedoch eher
stoffwechseltrage (ARCHER und FRANCIS-WEST, 2003; BUCKWALTER und
MANKIN, 1997).

Je nach Tierart, Gelenktyp und Alter variiert die GroRe der Chondrozyten (PUHL,
1974; TRIPPEL et al., 1980). Aber auch innerhalb des Knorpels eines Gelenks sind
die Chondrozyten nicht einheitlich, sondern zeigen je nach Knorpeltiefe Unterschiede
in Form, GréRe und Stoffwechselaktivitdt (AYDELOTTE et al., 1991; CLARK et al.,
2003; QUINN et al., 2005) (Genaueres siehe 2.2.1 Zonale Unterschiede der

Chondrozyten). Der Durchmesser boviner Gelenkknorpelzellen beispielsweise liegt
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zwischen 52 und 72 pm. Kleine Chondrozyten enthalten einen kleinen
euchromatinreichen Kern und geringe Mengen an Zytoplasma, grol3e Chondrozyten
hingegen besitzen einen von viel Zytoplasma umgebenen groReren, eher
heterochromatinreichen Kern mit gelegentlich erkennbaren Nukleoli (TRIPPEL et al.,
1980). ZellgroRe und Stoffwechselaktivitat stehen zueinander in Relation. So wurde
in den von TRIPPEL et al. (1980) gefundenen grof3ten Chondrozyten eine sechsmal
hdhere Stoffwechselaktivitat gemessen als bei den kleinsten.

Jede Knorpelzelle muss als funktionelle Einheit des Knorpels betrachtet werden und
ist fur die Aufrechterhaltung der extrazellularen Matrix in ihrer direkten Umgebung
verantwortlich. Da sich die Chondrozyten selbst mit der von ihnen synthetisierten
Matrix umgeben (KUETTNER, 1992), sind sie weder interzellular miteinander
verbunden (KUETTNER et al., 1982), noch haben sie direkten Kontakt zueinander
(ARCHER und FRANCIS-WEST, 2003). Die Kommunikation zwischen den einzelnen
Knorpelzellen erfolgt somit Uber die Matrix (KUETTNER, 1992). Wahrend in unreifem
Gelenkknorpel die einzelnen Chondrozyten noch sehr nah beieinander liegen, ist der
interzellulare Abstand in reifem Knorpel deutlich groRer (JADIN et al., 2005).

In gesundem Gelenkknorpel findet nach der Skelettreife keine Mitose der langlebigen
Chondrozyten mehr statt (HALL et al., 2003; KUETTNER, 1992; MUIR, 1995). Bei
Zellverlust, zum Beispiel durch ein mechanisches Trauma, kdnnen somit keine Zellen
ersetzt werden. Die Ubrigen Knorpelzellen steigern dann ihren Stoffwechsel um den
normalen Matrixstoffwechsel aufrechtzuerhalten (HALL et al., 2003). Der vorherige
Zustand der Matrix kann jedoch nicht mehr vollkommen erreicht werden und seine
reduzierten biomechanischen Eigenschaften filhren zu einer progressiven
Verschlechterung des Gelenkknorpels (MUIR, 1995). Die Chondrozyten behalten
allerdings ihre Kapazitat zur Replikation bei. Sie kann bei einer Schadigung des
Kollagennetzes ihrer lokalen Matrix aktiviert werden, wie dies zum Beispiel bei
Osteoarthritis der Fall ist (MUIR, 1995). Auf welche Weise dies erfolgt ist jedoch noch
nicht geklart. Jedenfalls findet im Spatstadium der Knorpeldegeneration eine Teilung
der Chondrozyten statt, die an einer Gruppenbildung der Knorpelzellen zu erkennen
ist (MURRAY et al., 2001)

1.1.1 Der Aufbau der Chondrozyten

Isolierte Chondrozyten sind kugelférmig, wohingegen ihre Form im Knorpel in vivo
zonale Unterschiede aufweist (ARCHER und FRANCIS-WEST, 2003; KUETTNER et
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al., 1982). Neben runden sind im Knorpel auch polygonale und an den
Gewebsgrenzen flache oder diskoidale Zellen anzutreffen (ARCHER und FRANCIS-
WEST, 2003).

Unabhangig von ihrer GroRe konnen alle Knorpelzellen Matrix synthetisieren und
besitzen die hierfur noétigen Organellen. Der Zellkern liegt oft exzentrisch und enthalt
polydisperses Euchromatin. Im Zytoplasma dominieren neben zahlreichen freien
Ribosomen (KUETTNER et al., 1982) das raue endoplasmatische Retikulum (rER)
und der Golgi-Apparat (BUCKWALTER und MANKIN, 1997; KUETTNER et al.,
1982). Viele Zellen besitzen auRerdem noch intrazytoplasmatische Filamente, Lipide,
Glykogen, Vesikel und manchmal auch kurze Zilien, die in die Matrix hineinragen und
dort mechanische Veranderungen registrieren (ARCHER und FRANCIS-WEST,
2003; BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Die dreischichtige Plasmamembran der
Knorpelzellen ist charakterisiert durch Mikrovilli, die in den perizellularen Raum
hineinragen. Durch diese feinen Einziehungen und Protrusionen, die bei jungen
Knorpelzellen grélRer und haufiger anzutreffen sind als bei alten, wird die
Zelloberflache vergrofRert und damit der Stoffaustausch mit der extrazellularen Matrix
erleichtert. Die filamentésen Proteoglykane der Matrix stehen mit der
Plasmamembran Uber ihre gesamte Oberflache, einschlieBlich der Mikrovilli, in
Kontakt (ARSENAULT und KOHLER, 1994).

Abbildung 1: EM eines artikuldren Chondrozyten mit dezentralem Zellkern. Im CZ enthalten sind
raues Endoplasmatisches Retikulum (rER), juxtanukledrer Golgi-Apparat (G), Nukleus (N) und
Glykogenspeicher (Gly) inklusive Lipidtrépfchenreste (L). Aus ARCHER und FRANCIS-W. (2003).
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1.1.2 Das Zytoskelett der Chondrozyten

Wie das Zytoskelett anderer Zellen auch, besteht das der Chondrozyten aus einem
dreidimensionalen Netzwerk der Proteine Aktin, Vimentin und Tubulin, die
entsprechend zu Mikrofilamenten, intermediaren Filamenten (IF) und Mikrotubuli
zusammengesetzt werden (BENJAMIN et al.,, 1994; DURRANT et al., 1999;
LANGELIER et al., 1999).

Actin Vimentin Tubulin

Control

Abbildung 2: Das Zytoskelett der Chondrozyten. Fluoreszenzfarbung von Aktin (a), Vimentin (b) und
Tubulin (c). Balken = 5 ym. Aus TRICKEY et al. (2004).

Das Zytoskelett ist sowohl fur die Zellform, als auch fur die Bewegung der Zellen und
Organellen von groldter Wichtigkeit. Es wird angenommen, dass es sowohl fur
Chondrogenese als auch Zellteilung und intrazellularen Verkehr von Bedeutung ist
(BENJAMIN et al., 1994). Nach der Knorpelreife kdnnen sich die Chondrozyten
innerhalb der zahen Matrix nicht mehr bewegen und werden ausschlief3lich passiv
bei Knorpelkompression deformiert (SKAGGS et al., 1993). Aktiv ist ihre Form nur bei
einer Hypertrophie veranderbar.

Auch bezuglich der mechanischen und biomechanischen Eigenschaften der Zelle,
sowie ihrer Wechselwirkungen mit der umliegenden Matrix spielt das Zytoskelett eine
wichtige Rolle (GUILAK und MOW, 2000; LEE et al., 2000; MOW et al., 1999). So
konnten TRICKEY et al. (2004) zeigen, dass durch seine Beschadigung (hier durch
chemische Agenzien) die mechanischen Zelleigenschaften verandert werden. Die
Viskoelastizitat der Chondrozyten nimmt dabei mit zunehmender Zerstorung der
Zytoskelettkomponenten immer mehr ab. Fur diese Viskoelastizitat (TRICKEY et al.,
2000) sind jedoch nur die Mikrofilamente und intermediaren Filamente verantwortlich
(siehe Kapitel 1.1.2.1 Mikrofilamente und 1.1.2.3 Intermediare Filamente). Eine
Zerstorung der Mikrotubuli hingegen beeinflusst die mechanischen Eigenschaften
der Chondrozyten nicht merklich (TRICKEY et al., 2004).

Die Ursache fur die Viskoelastizitat der Chondrozyten ist noch nicht vollstandig

geklart, kann aber wohl in flussabhangige (Wechselwirkungen zwischen flissig und
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fest sowie Flussigkeitsviskositat) (KOAY et al., 2001) und flussunabhangige
Mechanismen (Viskoelastizitdt des Zytoskeletts) unterteilt werden (HOCHMUTH,
2000).

1.1.2.1 Mikrofilamente

Bei den Mikrofilamenten handelt es sich um Polymere aus p-Aktin-Untereinheiten mit
einem dynamischen Gleichgewicht zwischen polymerisierten und nicht-
polymerisierten Untereinheiten (BENJAMIN et al., 1994). Die Mikrofibrillen befinden
sich in der Zellperipherie (Zellrinde) und bilden dort ein stabiles Netzwerk mit zum
Nukleus hinstrahlenden Spitzen (DURRANT et al., 1999; LANGELIER et al., 1999;
LEE et al., 2000; TRICKEY et al., 2004). Dieses Netzwerk kann sich bei starker
Belastung verflussigen (TRICKEY et al., 2004).

Die Mikrofilamente verleihen der Zelloberflache mechanische Starke, ermoglichen
den Zellen sich zu verformen und spielen eine Rolle beim intrazellularen Transport.
AulBerdem stellten TRICKEY et al. (2004) bei Beeintrachtigung der Mikrofilamente
eine Veranderung der Beziehung zwischen der Deformation der extrazellularen
Matrix und der des Chondrozytenkerns fest. Somit scheint Aktin teilweise fur die
Ubermittlung der mechanischen Deformation durch die Zellmembran hindurch
verantwortlich zu sein (TRICKEY et al., 2004).

Aulerdem koénnen die Chondrozyten (Untersuchungen an Zellkulturen mit
Chondrozyten von reifem humanem und caninem Gelenkknorpel) die kontraktile
Aktin-Isoform a-smooth muscle actin (a-SMA) synthetisieren (KIM und SPECTOR,
2000; KINNER und SPECTOR, 2001; WANG et al., 2000). Dabei ist die Anzahl der
in situ a-SMA enthaltenden Chondozyten in der oberflachlichen Knorpelhalfte beim
Hund mit 50% (WANG et al., 2000) und Mensch mit 60% (KINNER und SPECTOR,
2001) deutlich hoher als in der tieferen Knorpelhalfte mit entsprechend 23% (WANG
et al., 2000) und 28% (KINNER und SPECTOR, 2001).

a-SMA enthaltende Chondrozyten sind dazu in der Lage, eine Kontraktion der
extrazellularen Matrix zu bewirken, wobei eine direkte Beziehung zwischen o-SMA-
Gehalt und Kontraktionsgrad besteht (KINNER und SPECTOR, 2001).
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1.1.2.2 Mikrotubuli

Die Mikrotubuli bestehen aus zytoplasmatischen a- und B-Tubulin-Untereinheiten, die
sich zu 13 longitudinalen Reihen zusammenlagern und um das hohle Zentrum eines
jeden Mikrotubulus anordnen. Dabei bilden sie Tubulindimere, die Kopf-zu-Schwanz
entlang der Langsachse des Mikrotubulus angeordnet sind. Die dadurch entstehende
Polarisierung ist fur viele Funktionen von Nutzen (BENJAMIN et al., 1994).

Innerhalb der Zelle breiten sich die Mikrotubuli ausgehend vom Mikrotubuli
organisierenden Zentrum (MTOZ) im gesamten Zytoplasma aus (BENJAMIN et al.,
1994; LANGELIER et al., 1999; LEE et al., 2000; TRICKEY et al., 2004). Beim MTOZ
handelt es sich Ublicherweise um ein Zentriol in der Nahe des Zellkerns (DURRANT
et al., 1999; TRICKEY et al., 2004),

Mikrotubuli werden sowohl in sich teilenden Zellen jungen Knorpels als auch in der
mittleren Zone reifen Knorpels angetroffen. Sie spielen eine Hauptrolle bei Verteilung
der Organellen, Antrieb der Ziliarbewegungen, intrazellularem Verkehr und
Zellteilung. Genauer gesagt bestimmen sie die Lokalisation von Golgi-Apparat und
endoplasmatischem Retikulum. Aullerdem ist ihre Integritdt innerhalb der
Chondrozyten fir Synthese und Sekretion von Kollagenen und Proteoglykanen von
grol3er Bedeutung (BENJAMIN et al., 1994).

Es wird vermutet, dass sich die Mikrotubuli in einem Zustand relativ schnellen
Stoffwechsels, genannt ,dynamische Instabilitdt, befinden und standig
polymerisieren und depolymerisieren (NEUMANN et al.,, 2001). Dies ist
wahrscheinlich auch der Grund daflr, dass sie nicht merklich zu den mechanischen
Zelleigenschaften beitragen (TRICKEY et al., 2004).

Viele Chondrozyten besitzen eine 9+0 Zilie. Da das Fehlen eines zentralen
Mikrotubulus typisch flr unbewegliche Zilien ist, handelt es sich bei diesen Zilien
eventuell um sensorische Strukturen flir mechanische, physiochemische und/oder

osmotische Reize in der peripheren Umgebung (Chondron) (POOLE et al., 1987).

1.1.2.3 Intermediare Filamente

Die IFs, zu denen Vimentin gehoért, sind besonders in den Chondrozyten der
mittleren Gelenkknorpelzone anzutreffen (EGGLI et al., 1988). Dort lagern sie sich oft
zu dichten Wirbeln zusammen, die grolRe Teile des Zytoplasmas vereinnahmen.
Haufig sind sie auch mit Lipidtropfchen verbunden (BENJAMIN et al., 1994). Laut
DURRANT et al. (1999) bilden sie Netzwerke an der Cortex und um den Nukleus
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herum, von denen verbindende Filamente durch das Zytosol hindurchstrahlen.
TRICKEY et al. (2004) berichten jedoch von einer generellen Verteilung des Vimentin
durch das gesamte Zytosol hindurch und von definierten Filamenten in Nukleusnahe.
Ihre Funktionen sind kaum bekannt, sie werden aber als mechanische Integratoren
des intrazellularen Raums betrachtet. Zusammen mit anderen Elementen des
Zytoskeletts bilden die IFs einen Teil des mechanischen Transduktionssystems,
womit Zellen auf externe Krafte antworten und Veranderungen der &auleren
Umgebung wahrnehmen (BENJAMIN et al.,, 1994). Im Gegensatz zu den
Mikrofilamenten kommt es hier bei starker Belastung jedoch zu einer Versteifung des
Netzwerks der IFs (TRICKEY et al., 2004).

Die Chondrozyten steigern ihren IF-Gehalt als Antwort auf mechanische Belastung.
IFs sind daher vermehrt in den gewichttragenden Bereichen des Gelenkknorpels
anzutreffen. AuRerdem ist ihr Gehalt in alteren Chondrozyten hoher als in jungen
Knorpelzellen.

Weiterhin |asst die sehr spezifische Verteilung verschiedener IFs im Gelenkknorpel
von Ratten annehmen, dass die Filamente spezielle Funktionen im Gewebe
innehaben. Die Zytokeratine der Oberflachenzone zum Beispiel konnten im
Zusammenhang mit der abgeflachten Form der dortigen Zellen oder mit den
kombinierten Scher- und Druckkraften stehen, denen diese ausgesetzt sind. Es
konnte auch eine Korrelation der IFs mit den Varianten der extrazellularen Matrix in
verschiedenen Knorpeltiefen bestehen (BENJAMIN et al., 1994).

Die unterschiedliche Expression der Zytokeratine hangt mdoglicherweise mit den
verschiedenen Integrintypen der Zellmembran von Knorpelzellen und der Natur der
perizellularen Matrix zusammen. SALTER et al. (1992) fanden namlich heraus, dass
Chondrozyten eine Vielfalt an Integrin-Untereinheiten exprimieren, wobei die
Expression heterogen erfolgt, wahrscheinlich abhangig vom Abstand zur

Gelenkoberflache.
1.2 Extrazellulare Matrix

1.2.1 Allgemeines

Die Matrix des Gelenkknorpels besteht aus zwei Komponenten: der
Gewebeflissigkeit und dem Gerlst aus Makromolekulen, das dem Gewebe seine
Form und Stabilitat verleiht. Wechselwirkungen zwischen den beiden Komponenten
sorgen fur die Festigkeit und Viskoelastizitdt des Knorpels (BUCKWALTER und
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MOW, 1992; MOW und ROSENWASSER, 1988). Die Makromolekule der Matrix
bilden namlich ein Netzwerk, welches das Wasser innerhalb der Matrix halt, den
Wasserfluss durch die Matrix kontrolliert und auch Anlagerungsstellen an der
Zellmembran zur Verfugung stellt (BUCKWALTER und ROSENBERG, 1988).

Abbildung 3: Molekulare Zusammensetzung des Gelenkknorpels. Aus AIGNER und STOVE (2003).

Aber auch chemische, mechanische und physikalische Wechselwirkungen zwischen
den einzelnen Matrixkomponenten selbst sind sowohl fur die Aufrechterhaltung der
Matrix, als auch die biomechanische Funktion des Gelenkknorpels essentiell
(BROOM und SILYN-ROBERTS, 1990; MOW et al., 1992; ZHU et al., 1993).

Die biochemische Zusammensetzung der Matrix variiert sowohl inter-individuell als
auch intra-individuell, je nach Alter, Gelenk, Knorpeltiefe und Knorpelregion
(DIJKGRAAF et al., 1995). Chemische Zusammensetzung, molekulare Organisation
und biomechanische Eigenschaften kbénnen sich jedoch auch wahrend
Differenzierung, physikalischem Training und Mineralisation verandern (MODIS et al.,
1996).

Die elektronendurchlassige Matrix besitzt keine sichtbare Suprastruktur und ist im
Netz der meist quergestreiften Kollagenfibrillen eingebettet. Bei Belastung des
Knorpels kommt es zur Kompression der Matrix und daraufhin zu einer Zugbelastung
des fibrillaren Netzes (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994). Die Kombination
aus Kollagenfasern und hydriertem Proteoglykangel stellt eine einzigartige
Anpassung an die duale Funktion von geringer Reibung bei Artikulation an der
Gelenkoberflache und  Belastungsubertragung durch das Gelenk zum
darunterliegenden Knochen dar (JEFFERY et al., 1991).
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1.2.2 Matrixregionen und Chondrone

In reifem Gelenkknorpel kann (KUETTNER, 1992) die Matrix der mittleren und tiefen
Knorpelzone in drei, um einzelne oder mehrere Chondrozyten konzentrisch
angeordnete Regionen unterteilen: eine perizellulare, eine territoriale und eine
interterritoriale Region (AIGNER und STOVE, 2003; POOLE et al., 1984). AuRerdem
befindet sich in diesen Knorpelzonen zwischen der perizellularen und der territorialen
Matrix eine perizellulare Kapsel, die zusammen mit der perizellularen Matrix und den
sich darin befindenden Chondrozyten eine funktionelle und metabolische Einheit des
Knorpels bildet, die als Chondron bezeichnet wird (HORIKAWA et al., 2004; POOLE
et al., 1987; YOUN et al., 2006). In der Oberflachenzone des Gelenkknorpels fehlt
jedoch eine perizellulare Kapsel (POOLE et al., 1984 und 1987).

Abbildung 4: Transversaler Ausschnitt (a) und diagrammatische Darstellung (b) der tieferen
Schichten caninen Tibiaknorpels mit konzentrisch angeordneten CZ (C), perizellularer Matrix (*),
perizellularer Kapsel (Pfeilspitzen), territorialer Matrix (TM) und interterritorialer Matrix (IM). x1930.
Aus POOLE et al. (1984).

Die Matrixregionen, deren relative Grolde variieren kann (KUETTNER, 1992),
unterscheiden sich hinsichtlich Morphologie, biochemischen Eigenschaften und ihrer
physikalischen Antwort auf Kompression. Sie wirken jedoch synergistisch und bilden
ein integriertes biologisches hydroelastisches System (POOLE et al.,, 1984). Das
Volumen der perizellularen Matrix ist jedoch in allen Knorpelzonen relativ konstant
und betragt etwas mehr als das Doppelte des Chondrozytenvolumens. Dies lasst
vermuten, dass die Chondrozyten aller Knorpelzonen ein ahnliches Volumen an

perizellularer Matrix synthetisieren (YOUN et al., 2006).
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1.2.2.1 Das Chondron

Die Nomenklatur von perizellularer Matrix und Kapsel ist sehr uneinheitlich. So wird
die perizellulare Matrix auch als Lakuna, Graben, Hof, Korona oder Kapsel
bezeichnet und die perizellulare Kapsel als perilakunare Mauer, Ring oder Grenze,
kondensierter Ring oder territoriale Matrix (POOLE et al., 1987). In dieser Arbeit
werden die Bezeichnungen perizellulare Matrix und perizellulare Kapsel
ubernommen.

Die einzelnen Chondrone zeigen eine langliche Form. Besonders bei Chondronen,
die nur einen Chondrozyten enthalten, lauft die Kapsel an einem der beiden Pole
haufig zu einem spitzen, bis zu 100 ym langen Schwanz aus. Seine Funktion ist
bislang ungeklart. Da der Schwanz jedoch mit der Matrix fest verbunden ist, kdnnte
er als Verankerung des Chondrons in der Matrix dienen. Eine weitere Mdglichkeit
besteht in der Bildung spezialisierter Kanale durch die Schwéanze in der Matrix.
Chondrone ohne Schwanz sind oval und haben oft kleine kanalahnliche
Erweiterungen an einem Pol (POOLE et al., 1988).

Abbildung 5: Einzelchondron mit CZ (C), seiner perizellularen Matrix (Pfeil) und perizellularen Kapsel
(Pc). Am rechten Pol ist die Kapsel zu einem Schwanz ausgezogen. Balken = 10 ym. Aus POOLE et
al. (1988).

Ein Chondron kann einen oder mehrere Chondrozyten enthalten (MUIR, 1995). Bei
den Chondronen wiederum gibt es einzelne, doppelte und multiple Chondrone, die
aus drei bis acht Chondronen bestehen. Letztere sind ausnahmslos linear
angeordnet und erscheinen den Chondrozytensaulen der tieferen Knorpelschichten
identisch (POOLE et al., 1988; YOUN et al., 2006). In doppelten und multiplen
Chondronen wird jeder einzelne Chondrozyt mit seiner perizellularen Matrix von den
benachbarten Zellen durch eine dichte kapsulare Scheide getrennt, die entlang der
linear angeordneten Chondron-Saulen kontinuierlich weiterverlauft (POOLE et al.,
1988).
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An den einzelnen und doppelten Chondronen heften keine Kollagenfasern an. Die
multiplen Chondrone hingegen sind mit vielen Kollagenbindeln verbunden, die sich
strahlenféormig vom Koérper der Chondronsaule ausbreiten (Gelenkknorpel von 2-5
Jahre alten Hunden). Sie scheinen eine, den Scherkraften widerstehende strukturelle
Beziehung zwischen den kapsularen Komponenten der Chondrone und den
Kollagenfasern des Typ |l darzustellen (POOLE et al., 1988). Da der lokale
Kollagenverlauf der interterritorialen Matrix in allen Knorpelzonen der
Chondronorientierung entspricht, scheinen die Kollagene auch die Form und
Ausrichtung der Chondrozyten und ihrer perizellularen Matrix zu beeinflussen (YOUN
et al., 2006).

Chondrone enthalten neben Flussigkeit (MODIS et al, 1996) Vviele
Proteoglykanmonomere, die sich hauptsachlich im Schwanz und in den
verbindenden Segmenten der Kapsel zwischen benachbarten Chondronen
konzentrieren. Dort dienen sie wahrscheinlich als Schutz und Stabilisierung der
Chondrozyten. AuRerdem befinden sich in den Chondronen Epitope von
Keratansulfat (KS), Chondroitinsulfat (CS), Hyaluronsaure-bindenden Regionen und
Kernproteinen. Der KS-Gehalt konzentriert sich hauptsachlich an Schwanz und
Verbindungssegment der Chondronsaulen und ist nur in sehr geringer Konzentration
in anderen Teilen der Kapsel anzutreffen. CS ist konstanter in der ganzen Kapsel
verteilt, jedoch mit denselben Schwerpunkten wie KS. Bindungsproteine sind
besonders in der perizellularen Region um den Chondrozyten anzutreffen (POOLE et
al., 1991).

Chondrone enthalten auch noch andere Bestandteile wie zum Beispiel Kollagen I,
IX, Xl und das ausschliellich in der perizellularen Matrix vorkommende Kollagen VI
(AIGNER und STOVE, 2003; MUIR et al., 1995; YOUN et al., 2006). Wahrend sich
Kollagen IX hauptsachlich im auBeren Rand der Chondronkapsel befindet (MUIR,
1995), ist das zellassoziierte Kollagen Xl hingegen in der perizellularen Matrix
anzutreffen (POOLE et al., 1991). Die Chondrone tragen also auch zur Elastizitat des

Knorpels und zum mechanischen Schutz der Chondrozyten bei (MODIS et al., 1996).

Die Chondrone sind vergleichbar mit kompressionsresistenten flussigkeitsgefillten
Blasen, die durch dynamische Belastung induzierte mechanische, osmotische und
physiochemische Veranderungen dampfen und die Bewegung der perizellularen

Matrix und der Chondrozyten bei Kompression einschranken. Ihre Langsachsen sind
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parallel zu den Kréaftelinien angeordnet (MODIS et al., 1996, POOLE et al., 1984).
Das Chondron verhadlt sich also hydrodynamisch, um die Integritat und
Lebensfahigkeit der Chondrozyten und ihrer perizellularen Mikroumgebung wahrend
kompressiver Belastung zu schitzen (MAYNE, 1989; YOUN et al., 2006). AuRerdem
ist es wahrscheinlich auch bei belastungsinduzierter Matrixdeformation an der
Weiterleitung mechanischer Signale zu den Chondrozyten beteiligt, da perizellulare
Matrix und Kapsel die Zellmembran mit den Matrixmoleklilen verbinden
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Diese extrinsischen mechanischen,
physiochemischen und/oder osmotischen Signale kdnnen in Stimuli umgewandelt
werden, die die Chondrozyten bendtigen um ihre Syntheseaktivitat und Sekretion
schnell zu modifizieren (POOLE et al., 1987). Das Chondron wirkt au3erdem mit der
territorialen und interterritorialen Matrix synergistisch, um den Verlust von
Proteoglykan-gebundenem Wasser aus der Matrix zu regulieren und so der

kompressiven Deformation bei Belastung zu widerstehen (POOLE et al., 1991).

1.2.2.2 Die perizellulare Matrix

Die direkt an der Chondrozytenmembran anliegende perizellulare Matrix (AIGNER
und STOVE, 2003) stellt in den mittleren und tiefen Knorpelschichten das fliissigste
und deformierbarste Kompartiment der verschiedenen Matrixregionen dar (POOLE et
al., 1984). Sie sorgt flr eine bestimmte biochemische und biomechanische
Mikroumgebung der Chondrozyten (GELSE et al., 2003; YOUN et al., 2006) und
schutzt die Knorpelzellen besonders bei Kompression (MAYNE, 1989). Die
perizellulare Matrix ist besonders reich an Proteoglykanen mit einem grof3en Anteil
an Hyaluronsaure und Chondroitinsulfat. Der Gehalt an Proteoglykanaggregaten
nimmt in den tieferen Knorpelschichten zur Peripherie der perizellularen Matrix hin zu
(POOLE et al., 1984). Weiterhin sind auch nicht-kollagene Proteine wie Fibronektin
(YOUN et al.,, 2006) und Annnexin V anzutreffen, das sich an der Zellmembran
befindet (PFAFFLE et al., 1990).

Der Kollagengehalt der perizellularen Matrix ist sehr gering. Neben den nur in
geringen Mengen vorkommenden fibrillaren Kollagenen II, IX und Xl, ist das fur die
perizellulare Matrix spezifische nicht-fibrillare Kollagen VI anzutreffen (AIGNER und
STOVE, 2003; HAGIWARA et al., 1993; MARCELINO und McDEVITT, 1995;
SODER et al., 2002; YOUN et al., 2006). Kollagen VI bindet an die Integrin-
Rezeptoren der Chondrozytenmembran und an Proteine der perizellularen Matrix
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und stellt somit wahrscheinlich ein Verbindungsstick zwischen der steifen
interterritorialen Matrix und den Knorpelzellen dar. Es ist sowohl an der
Zellverankerung (AIGNER und STOVE, 2003; HORIKAWA et al., 2004) als auch an
der Signallbertragung zwischen Matrix und Zellen beteiligt (AIGNER und STOVE,
2003; YOUN et al., 2006). In osteoarthritischem Gelenkknorpel, in dem das gesamte
Kollagen VI zerstort sein kann, ist ein bis zu 2,5-facher Anstieg der
Chondronpermeabilitat moglich (YOUN et al., 2006).

1.2.2.3 Die perizellulare Kapsel

Die perizellulare Matrix der mittleren und tiefen Knorpelschichten wird von einer
kokonformigen, fibrosen perizellularen Kapsel umschlossen (POOLE et al., 1987).
Diese stellt die auliere Grenze des Chondrons dar und trennt den Chondrozyten und
seine perizellulare Matrix physikalisch von der grober strukturierten territorialen
Matrix mit ihren strahlenformig angeordneten Kollagenfasern (POOLE et al., 1984
und 1987). Die Kapsel ist mechanisch steif und behalt in Versuchsproben auch leer
ihre Form bei (POOLE et al., 1988). lhre normale anatomische Position wird durch
die proteoglykanbedingte Hydratation der perizellularen Matrix aufrechterhalten
(POOLE et al.,, 1987). Die Chondrozyten sind strukturell zwar von der sie
umgebenden Kapsel unabhangig, treten mit ihr aber Uber zahlreiche
zytoplasmatische Fortsatze und das Protein Annexin V in Kontakt, ohne jedoch den
inneren Rand der Kapsel zu penetrieren (KUETTNER, 1992; POOLE et al., 1987 und
1988).

Die in den tiefen Knorpelschichten vorkommenden Chondrozytensaulen werden
jeweils als Ganzes von einer deutlich orientierten Kapsel umschlossen, die dichter
und kompakter als in den mittleren Lagen erscheint (POOLE et al., 1987).

Das filzahnliche Gewebe der perizellularen Kapsel bildet eine fenestrierte Lamina,
deren Porengro3e von der inneren zur aul’eren Kapselgrenze hin progressiv
abnimmt. So bildet das lockere Fibrillengeflecht der inneren Kapseloberflache eine
Vielzahl von Makroporen mit einem mittleren Durchmesser von 170 nm + 90 nm. Der
Durchmesser der dicht gedrangten, kleinen Mikroporen zwischen den feinen
kompakten Fibrillen der au3eren Kapseloberflache hingegen betragt durchschnittlich
nur 30 nm = 10 nm. Bei Kompression des Knorpels kommt es zur lateralen
Deformation des Chondrons und zum Flussigkeitsfluss aus der perizellularen Matrix

durch die Poren der Kapsel hindurch in die territoriale und interterritoriale Matrix. So
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wird die Belastung bei Kompression gedampft und der Chondrozyt hydraulisch
geschutzt (POOLE et al., 1987).

Die Ultrastruktur der perizellularen Kapsel variiert je nach Gelenk, Individuum und
Lokalisation im Knorpel. GelenkgroRe und Alter des Individuums hingegen haben
keinen Einfluss auf ihre Struktur (POOLE et al., 1988). Die genaue
Zusammensetzung der Chondronkapsel ist bisher noch nicht bekannt. Sie enthalt
jedoch kugelférmige, etwa 30-40 nm grol’e (KUETTNER et al., 1982) Proteoglykan-
aggregate, die in einem dreidimensionalen Gerlst aus Kollagenfasern der Typen I,
VI und IX eingebettet sind (POOLE et al., 1991). Die Vernetzung von Fibrillen und
Proteoglykanen  erfolgt madglicherweise  Uber  Glutaraldehyd-Verbindungen
(KUETTNER et al., 1982).

Die Kollagenfibrillen treten in Blndeln aus parallelen Faden auf und verlaufen
longitudinal, transversal, schrag und zirkular um die Peripherie der perizellularen
Matrix. Sie werden untereinander durch feine, 57 nm lange Faden und Klumpen aus
dichtem amorphem Material verbunden (POOLE et al., 1984). Sowohl Faserdichte,
als auch deren Durchmesser sind in der Kapsel grof3er als in der perizellularen Matrix
(POOLE et al., 1987). Letzterer liegt zwischen 10 und 40 nm (KUETTNER et al.,
1982; POOLE et al., 1987).

Abbildung 6: Die feine fibrillare Organisation der Chondronkapsel. Wahrend sie am konischen Pol
verdichtet ist, weist sie am anderen Pol eine lockerere Anordnung auf. In der Abbildung rechts sind
dickere Kollagenfasern Uber den dicht gelagerten Kollagenfibrillen der Kapseloberflache zu erkennen.
An einem Pol befindet sich ein Auszug (Pfeil). Aus POOLE et al. (1988).

Jede Kapsel zeigt eine klar definierte Orientierung mit einem zur Knorpeloberflache
weisenden artikularen Pol und einem entgegengesetzten basalen Pol. Am basalen
Pol der Kapsel ist das Gefiige der Kollagenfibrillen lockerer und ihre Anordnung

weniger gerichtet als am artikularen Pol. Die Kollagenfibrillen sind oft nach aul3en hin
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verlangert und mit den radialen Kollagenfasern der territorialen Matrix verwoben
(POOLE et al., 1984).

Der artikulare Pol bildet eine glatte, dichte Kuppel bis Uber den seitlichen Rand des
Komplexes aus Zelle und perizellularer Matrix (POOLE et al., 1987). Seine feinen
Fibrillen sind in konzentrischen Schichten aus transversalen und longitudinalen
Fibrillen angeordnet, wobei die querliegenden oft einen konzentrischen Wirbel um die
Kapselkuppe bilden. In einigen Fallen formen periodisch gestreifte Kollagenfasern
der territorialen Matrix einen zusatzlichen schleifendahnlichen Gurtel auRen um die
Kapsel herum (POOLE et al., 1984).

Am artikularen Kapselpol der tieferen Knorpelzonen ist haufig ein Kanal anzutreffen,
der die perizellulare und territoriale Matrix miteinander verbindet. Die 0,2 bis 1,8 um
breiten Kanale befinden sich an der Kapselkuppe und sind immer in Richtung zur
Gelenkoberflache ausgerichtet. Mit Ausnahme einiger kurzer Kanale sind sie meist
lang und kurvig und enthalten oft membrangebundene Matrixvesikel und
elektronendichtes Material in ihrem Lumen (POOLE et al., 1984).

Die Wande dieser perizellularen Kanale werden durch Konvergenz, Verdichtung und
Umordnung der Kapselfibrillen gebildet. Bei Belastung kommt es zur Streckung der
Kanale, wodurch sie besser sichtbar werden (POOLE et al.,, 1984). Dies lasst
vermuten, dass unter Belastung FlUssigkeit durch die perizellularen Kanale aus der
perizellularen Matrix wegfliel3t. Das konstante Verteilungsmuster von Matrixvesikeln
innerhalb und direkt auRerhalb der Kanale deutet aulerdem auch auf einen
Materialfluss von der perizellularen zur territorialen Matrix hin. Moglicherweise erfolgt
dies als Antwort auf kleinste Druckgradienten, die wahrend der Druckdeformierung

der nicht dehnbaren Kapsel entstehen.

1.2.2.4 Territoriale Region

Die 5-10 ym dicke territoriale Matrix liegt der perizellularen Kapsel aufden direkt an
und wird selbst wiederum von der interterritorialen Matrix umgeben (POOLE et al.,
1984). Sie besteht aus 0,2-0,8 um breiten Kollagenfaserbindeln, durchsetzt mit
0,13-1,0 pm breiten Zwischenrdaumen, in denen sich Proteoglykanaggregate
konzentrieren. Die Kollagenbundel werden durch ein Chondroitinsulfat-reiches Gel
voneinander getrennt, das den Blndeln das Deformieren und Kollabieren zu einem

synchronen Wellenmuster bei Knorpelbelastung erleichtert (POOLE et al., 1984).
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Die Kollagenfibrillen nahe der perizellularen Matrix scheinen an dieser zu haften. Die
weiter von ihr entfernt gelegenen Kollagenfibrilen hingegen kreuzen sich in
verschiedenen Winkeln und bilden ein Geflecht, das als mechanischer
Gewebeschutz wahrend Belastung und Deformation dient (BUCKWALTER und
MANKIN, 1997). Zusammen mit den GAGs bilden die Kollagenfasern eine dichte
korbahnliche Struktur um die Chondrozyten und vervollstandigen somit deren
mechanischen Schutz (MODIS et al., 1996). Im Vergleich zur interterritorialen Matrix
enthalt die territoriale Matrix eine groRere Zahl an intakten Matrixvesikeln, jedoch
kein elektronendichtes Material. AuRerdem sind ihre Kollagenfasern dunner und
weniger dicht gelagert (POOLE et al., 1987). Auf diese Weise kommt es an der
Grenze zwischen territorialer und interterritorialer Matrix zu einem unvermittelten
Anstieg des Durchmessers der Kollagenfasern und ihre korbahnliche Anordnung
wechselt zugunsten einer eher parallelen (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).

Im reifen Gelenkknorpel Uben die Chondrozyten eine sehr aktive metabolische
Kontrolle Uber ihre territoriale Matrix aus, wahrend ihr Einfluss auf die interterritoriale

Matrix geringer ist. Diese scheint metabolisch eher inert zu sein.

1.2.2.5 Interterritoriale Region

Das grofdte und von den Chondrozyten am weitesten entfernt liegende Kompartiment
ist die interterritoriale Matrix (AIGNER und STOVE, 2003; KUETTNER, 1992). Sie
enthalt die meisten Proteoglykane und Kollagenfibrillen, die in dieser Matrixregion
zugleich den grofdten Durchmesser und die grof3te Dichte aufweisen (KUETTNER,
1992; POOLE et al., 1984). Auf supramolekularer Ebene besteht die interterritoriale
Matrix aus zwei Hauptkomponenten: der fibrillaren und der extrafibrillaren Matrix.
Letztere setzt sich hauptsachlich aus Aggrekanaggregaten, aber auch aus kleinen
Proteoglykanen, Knorpelmatrixproteinen und anderen zum Teil noch unbekannten
Bestandteilen zusammen (AIGNER und STOVE, 2003). Beim fibrilliaren Anteil
handelt es sich um ein Netzwerk aus den Kollagenen II, IX, Xl und XVI. Die
Kollagenfibrillen der interterritorialen Matrix verlaufen in der oberflachlichen Zone
parallel, in der Ubergangszone eher schrag und in der radidren Zone senkrecht zur
Gelenkoberflache (BUCKWALTER und MANKIN, 1997; MODIS et al., 1996).
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Abbildung 7: Interterritoriale Matrix mit dicken, dicht gelagerten Kollagenfasern (Cl) umgeben von
amorphem, elektronendichtem Material (Pfeile). Aus POOLE et al. (1987).

Aulerdem enthalt die interterritoriale Matrix groRe Mengen eines amorphen,
elektronendichten Materials, das fast ausschlieBlich mit den Kollagenfasern
verbunden ist. Die Konzentration dieses Materials, das in der Oberflachenzone
vollkommen fehlt, steigt mit zunehmender Knorpeltiefe. Es ummantelt bestimmte
Kollagenfasern, die dann fragmentiert oder der Lange nach gespalten erscheinen.
Bei starkerer Vergrélierung unter dem Elektronenmikroskop hat das Material ein
getupftes granulares Aussehen und ist durch Dekalzifizierung nicht entfernbar
(POOLE et al., 1984). Gelegentlich sind Matrixvesikel mit diesem Material
verbunden, oder es scheint aus Matrixvesikeln auszustromen und benachbarte
Kollagenfasern zu umgeben (POOLE et al., 1987).

Durch den hohen Gehalt der interterritorialen Matrix an Keratansulfat wird eine
zentrifugale Bewegung von Material aus der territorialen Matrix bei Kompression
eingeschrankt und somit der Widerstand gegenuber druckbedingter Deformation und
lateralem Materialfluss erhdht (POOLE et al., 1984).

1.2.3 Matrixvesikel

Bei den Matrixvesikeln handelt es sich um membranumschlossene Mikrostrukturen,
die von der Plasmamembran der Chondrozyten freigesetzt werden (D’ANGELO et
al., 2001). lhre Verteilung, Konzentration, Gré3e, Form, Inhalt und Elektronendichte
variieren vor allem abhangig von der jeweiligen Knorpeltiefe (POOLE et al., 1987). In

den oberflachlichen Knorpelschichten befinden sich die Vesikel ausschliel3lich in der
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Peripherie der perizellularen Matrix, wahrend sie in den mittleren und tiefen
Knorpelschichten eher in der territorialen und interterritorialen Matrix verteilt sind
(POOLE et al., 1984). Die auliere Oberflache der Matrixvesikel ist mit extrazellularen
Matrixbestandteilen, wie Aggrekanen, Bindungsproteinen und Kollagenen vom Typ Il
und X verbunden (D’ANGELO et al., 2001).

Abbildung 8: Territoriale Matrix mit locker angeordneten dicken und dinnen Kollagenfasern (ClI)
sowie Matrix Vesikeln (Pfeile). Balken = 0,5 um. Aus POOLE et al. (1987).

Im Gegensatz zu den glatten, runderen Matrixvesikeln der perizellularen und
territorialen Matrix, sind die im perizelluldren Kapselgewebe eingebetteten
Matrixvesikel oft unregelmaRig deformiert, da sie sich hier haufig innerhalb der
Kapselporen befinden (POOLE et al., 1987). Der Durchmesser der Vesikel betragt
zwischen 70 und 920 nm (POOLE et al., 1984). Auch der Inhalt der Matrixvesikel
scheint betrachtlich zu variieren. So sind einige einheitlich elektronendicht, andere
enthalten kleinere membrangebundene Vesikel, elektronendichte Granula oder
elektronendichtes Material, das teilweise Hydroxylapatit-Kristallen ahnelt (POOLE et
al., 1984). Die Matrixvesikel enthalten verschiedene Proteine, inklusive Annexin Il, V
und VI, sowie die Metalloproteinasen MMP-2, -9 und —13, den Transforming Growth
Factorp (TGFB) und alkalische Phosphatasen. Diese Bestandteile deuten bereits auf
die auferst wichtige Rolle der Matrixvesikel bei der Einleitung der
Knorpelmineralisierung hin (D’ANGELO et al., 2001). Wahrend die Vesikel nahe der
Tidemark in den Kalzifizierungsprozess mit einbezogen sind, liegen sie im Ubrigen

Gelenkknorpel eventuell in inaktiver Form vor und nutzen ihr Kalzifikationspotential
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nur unter besonderen Bedingungen, wie zum Beispiel Knorpelverletzungen,
chirurgischen Manipulationen oder Verpflanzungen (POOLE et al., 1984 und 1987).
Im Rahmen der physiologischen Mineralisierung der Wachstumsplatten wandeln die
intraluminalen alkalischen Phosphatasen organische Phosphate in anorganische um.
Die Annexine wiederum, bei denen es sich um Ca**-Kanal-bildende Proteine handelt,
ermdglichen den Eintritt von Ca?* in die Vesikel. Auf diese Weise beginnt die
intraluminale Bildung und das Wachstum der ersten Kristalle. Erreichen diese
Kristalle eine bestimmte GroRRe, zerreillen sie die Membran und wachsen in der
extrazellularen Matrix der Wachstumsplatte weiter (D’ANGELO et al., 2001;
MOLLENHAUER et al., 1999).

Der in den Vesikeln lokalisierte TGFB kommt sowohl in aktiver als auch inaktiver
Form vor, wobei letztere durch MMP-13 aktiviert werden kann. Aktiver TGFf ist ein
wichtiger Faktor bei der Einleitung der Osteoblastendifferenzierung in der
hypertrophischen Wachstumsplatte des mineralisierenden Knorpels und damit beim
Ersatz des Knorpels durch den Knochen (D’ANGELO et al., 2001).

Bei Knorpelkompression kommt es zur lateralen Deformation des Chondrons und
zum Fluss von Flussigkeit und Matrixvesikeln aus der perizellularen in die territoriale
und interterritoriale Matrix. Dieser Fluss erfolgt sowohl durch die Poren des
Kapselgewebes, als auch durch die perizellularen Kanale. Zum einen wird auf diese
Weise die Kompression gedampft und der Chondrozyt hydraulisch geschitzt. Zum
anderen konnen die Matrixvesikel mitsamt ihrem Inhalt, wie zum Beispiel
biochemischen Systemen, zu ihrem von der Zelle entfernt liegenden Wirkungsort
gepresst werden. So kann der innerhalb von perizellularer Matrix und Kapsel
gefangene Chondrozyt die weiter entfernt gelegene Matrix homdoostatisch
kontrollieren.  Einige  der  Matrixvesikel = konnten  beispielsweise  den
Verteilungsmechanismus fur Keratansulfat zur interterritorialen Matrix darstellen, in
der es hochkonzentriert vorkommt (POOLE et al., 1984). Manche der Matrixvesikel
scheinen auch zu bersten und ihren Inhalt in die Matrix zu entleeren, da hier oft
ahnliches Material an den Kollagenfasern anzutreffen ist (POOLE et al., 1984 und
1987).
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1.2.4 Bestandteile der Matrix

1.2.4.1 Gewebeflissigkeit

Der Wasseranteil im Gelenkknorpel ist mit 60-80% des Feuchtgewichts sehr hoch
(AIGNER und STOVE, 2003; AP GWYNN et al., 2002; VANWANSEELE et al., 2002).
Der Grofdteil davon ist im intermolekularen Raum anzutreffen und kann sich frei ins
und aus dem Gewebe bewegen, etwa 30% sind an Kollagenfibrillen gebunden und
ein geringer Anteil befindet sich intrazellular (MOW et al., 1984).

Die Flussigkeit enthalt Gase, kleine Proteine, anorganische Salze, Lipide, Metabolite,
Nahrstoffe und Elektrolyte (HALL et al., 2003; VANWANSEELE et al., 2002) mit einer
hohen Konzentration an Kationen, die die negative Ladung der Proteoglykane
ausgleichen. Die Konzentration der mobilen Kationen ist, verglichen mit der
Synovialfliissigkeit, deutlich héher (z. B. Na® ~280 mmol/l), die der Anionen hingegen
geringer ( CI" ~70 mmol/l) (HALL et al., 1996). Die daraus resultierende Osmolaritat
des Gelenkknorpels liegt zwischen 350 und 450 mOsm, die der Synovialflussigkeit
bei ~300 mOsm. Der genaue Wert hangt jedoch von der vorherrschenden GAG-
Konzentration ab (HALL et al., 2003).

Durch die physikalischen Eigenschaften der Makromolekile, besonders die der
grolen aggregierenden Proteoglykane, wird die Flussigkeit mit den darin geldsten
Elektrolyten in der Matrix festgehalten (KUETTNER, 1992). Auf diese Weise werden
osmotische Eigenschaften, lonenzusammensetzung, sowie Volumen und Verhalten
der Interstitialflissigkeit innerhalb des Knorpels mitbestimmt (BUCKWALTER und
MANKIN, 1997; HALL et al., 2003).

1.2.4.2 Makromolekile

Es gibt drei grole Gruppen von Makromolekulen, die zusammen etwa 20-40% des
Knorpelgewichts ausmachen (BUCKWALTER et al., 1990; WOLF et al., 2003). Den
groften Anteil davon bilden die Kollagene mit bis zu 60% der Trockenmasse, gefolgt
von den Proteoglykanen mit 25-35% (AP GWYNN et al., 2002; BUCKWALTER und
MANKIN, 1997) und den nicht-kollagenen Proteinen und Glykoproteinen mit 15-20%
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997). LOHMANDER (1988) hingegen gibt beztglich
der Trockenmasse folgende Werte an: 70% Kollagene (hauptsachlich Typ II), 20%
Proteoglykane und 10% andere Proteine. DIJKGRAAF et al. (1995) geben den Anteil

der Glykoproteine an der Trockenmasse mit 5-15% an. Diese anteiligen
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Unterschiede basieren auf der Abhangigkeit der biochemischen Bestandteile von
Spezies, Alter des Individuums, Gelenk und Lokalisation innerhalb von Gelenk und
Knorpel (WILLIAMSON et al., 2001).
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Abbildung 9: Schema der Hauptkomponenten der extrazellularen Matrix und ihrer
Wechselwirkungen. Aus KUETTNER (1992).

Die Proteoglykane formen eine Matrix, in der die Kollagenfibrillen in spezifischen
Mustern, je nach Position zur Gelenkoberflache, eingebettet sind (HARRIS et al.,
1972). Einige der nicht-kollagenen Proteine und Proteoglykane, die sich teilweise an
das kollagene Netz binden, stabilisieren das makromolekulare Gerust der Matrix mit,
andere helfen den Chondrozyten sich an Makromolekile zu binden (BUCKWALTER
und MANKIN, 1997).

Die physikalischen Eigenschaften des Gelenkknorpels, also seine Fahigkeit sich bei
Kompression zu deformieren, beruhen unter anderem auf den Wechselwirkungen
zwischen der Extrazellularflissigkeit und seinen extrazellularen Komponenten,
hauptsachlich Kollagenen und Proteoglykanen (HARRIS et al., 1972; MAUCK et al.,
2003).
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1.2.4.2.1 Kollagene

1.2.4.2.1.1 Allgemeines

Bei den Kollagenen handelt es sich um extrazellulare Proteine, die in Knorpel und
vielen anderen Kdérpergeweben vorkommen. Von den bisher 26 bekannten genetisch
unterschiedlichen Kollagentypen sind im Gelenkknorpel die Kollagene II, VI, IX, X und
Xl (BUCKWALTER und MANKIN, 1997; GELSE et al., 2003), sowie I, Il (TESHIMA
et al., 2004; WACHSMUTH et al., 2006), V (WACHSMUTH et al., 2006), Kollagen
XVI (KASSNER et al., 2003 und 2004), Xl und XIV anzutreffen (EYRE, 2002).

Die Kollagene stellen den Hauptbestandteil der Knorpelproteine dar (BRUCKNER
und VAN DER REST, 1994; GELSE et al., 2003) und machen etwa zwei Drittel des
Trockengewichts reifen Gelenkknorpels (AP GWYNN et al., 2002; EYRE, 2002)
beziehungsweise 10-20% des Feuchtgewichts aus (KUETTNER, 1992). Sie werden
von den Chondrozyten synthetisiert, wobei eine Zelle gleichzeitig verschiedene
Kollagentypen, zum Beispiel Kollagen Il und IX, bilden kann (RUGGIERO et al.,
1993).

Die unléslichen Kollagenfasern der verschiedenen Kollagentypen bilden miteinander
ein dreidimensionales Netz (EYRE, 1991), das die Chondrozyten schutzt, 16sliche
Komponenten wie Proteoglykane und Glykoproteine in sich gefangen oder chemisch
gebunden halt und den Gelenkknorpel am subchondralen Knochen verankert. Es
verleint dem Gelenkknorpel seine Form, Viskoelastizitat und extreme Zugfestigkeit
(DIJKGRAAF et al.,, 1995; KUETTNER, 1992). Zur Veranschaulichung der
aullerordentlichen Zugfestigkeit der Kollagenfasern dient folgendes Beispiel: Bei
einem Faserdurchmesser von 1 mm benotigt man zwischen 10 und 40 kg Last (125-
500 MPa), um die Faser zu zerreiRen (PETRIDES, 1990). Auch bezuglich der
Knorpelform sind die Kollagene von Uberaus grofl3er Bedeutung. So sind sie selbst
bei enzymatischer Zerstorung der Proteoglykane dazu fahig, Wasser zu binden und
die normale Knorpelform und -groRe aufrechtzuerhalten. Bei Inkubation des
Gelenkknorpels mit Kollagenase hingegen nimmt die Knorpeldicke ab (HARRIS et
al., 1972).

1.2.4.2.1.2 Aufbau der Kollagenmolekile

Alle Kollagenmolekule bestehen aus drei jeweils etwa 1050 Aminosauren langen
Polypeptidketten (a-Ketten). Ihre Primarstruktur besteht im Hauptkollagentyp Il Uber

fast die gesamte Lange der Polypeptidkette, in den anderen Knorpelkollagentypen
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nur in einzelnen Molekulbereichen aus der charakteristischen Prolin-reichen
Tripeptidsequenz Gly-X-Y. Bei X handelt es sich meist um die Aminosaure Prolin und
bei Y oft um Hydroxyprolin (GELSE et al., 2003; MUIR, 1995). Der Anteil am
Gesamtaminosaurengehalt eines Kollagenmolekuls betragt namlich fur Glycin
33,5%, fur Prolin 12% und fur Hydroxyprolin 10% (PETRIDES, 1990). Diese
Dreiersequenz ist fur die Bildung der fur Kollagene typischen trimeren Tripelhelix
verantwortlich.

Die einzelnen Polypeptidketten stellen die Sekundarstruktur der Kollagene dar. Sie
bilden jeweils eine linksgedrehte Helix, bestehend aus 18 Aminosauren pro Drehung.
Die drei Polypeptidketten eines Kollagenmolekuls wiederum sind um eine zentrale
Achse zu einer rechtgewundenen Helix verdrillt und bilden so die seildhnliche
Tertiarstruktur, genannt Tripelhelix (GELSE et al., 2003; MUIR, 1995). Eine
Windungstour der Tripelhelix betragt 8,6 nm (PETRIDES, 1990).
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Abbildung 10: Struktur der Kollagene. Aus LANE und WEISS (1975).

Der Glycinrest an jeder dritten Stelle der Polypeptidketten ist eine der strukturellen
Voraussetzungen fur die Anordnung zur Tripelhelix. Glycin ist namlich die kleinste
proteinogene Aminosaure. Daher befinden sich die Glycinreste alle im gedrangten
Zentrum der Tripelhelix und die groferen Seitenketten der anderen Aminosauren in
den aulieren Positionen. Auf diese Weise wird eine mdglichst grole Verdichtung
entlang der zentralen Molekilachse erreicht. AuRerdem kann die Aminogruppe des

Glycin im Zentrum Wasserstofforickenbindungen mit Ketogruppen der
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Peptidbindungen anderer Ketten eingehen und auf diese Weise die Tripelhelix
stabilisieren (GELSE et al., 2003; MUIR, 1995).

Auch die Aminosauren Prolin und Hydroxyprolin in den Positionen X und Y tragen
zur Stabilisierung der Tripelhelix bei: Da das Stickstoffatom von Prolin in einem Ring
fixiert ist, schrankt es die Rotation der Polypeptidkette ein. Aullerdem sorgt die
Ketogruppe des Prolin in dieser Position fur eine ungewdhnlich starke
elektronegative  Gruppe und bildet deshalb eine besonders starke
Wasserstoffbrickenbindung mit der Aminogruppe von Glycin in einer der beiden
anderen Ketten aus (PETRIDES, 1990). Hydroxyprolin schrankt die Drehung der
Polypeptidketten noch weiter ein (GELSE et al., 2003). Auch Lysin und Hydroxylysin,
eine essentielle kollagenspezifische Aminosaure, sorgen flr Querverbindungen
zwischen den einzelnen Kollagenmolekilen und damit fir deren Stabilisierung
(MUIR, 1995).

Die Tripelhelix kann aus drei identischen Ketten (Homotrimere), wie bei Kollagen I
und X, oder aus zwei oder mehr verschiedenen Ketten (Heterotrimere), wie bei
Kollagen VI, IX und XI, gebildet werden (GELSE et al., 2003). In den
fibrillenbildenden Kollagenmolekulen vom Typ Il sind die drei Polypeptidketten in
ihrer Gesamtlange zu einer 300 nm langen Helix verdrillt, bei den anderen
Knorpelkollagentypen sind diese Bereiche deutlich kurzer oder enthalten nicht-
helikale Unterbrechungen (GELSE et al., 2003; MUIR, 1995). So besteht der
tripelhelikale Teil bei Kollagen VI aus 200 Aminosauren und bei Kollagen X aus 460
Aminosauren. Die nicht-kollagenen Domanen der verschiedenen Kollagentypen
unterscheiden sich strukturell und funktionell starker als die jeweiligen helikalen
Regionen (GELSE et al., 2003).

Obwonhl die Tripelhelix die Schlisselerscheinung der Kollagene ist, sind auch die aus
16 bis 25 Aminosauren bestehenden (PETRIDES, 1990) nicht-helikalen Telopeptide
strukturell bedeutsam. Diese begrenzen den zentralen helikalen Teil sowohl am
Amino- als auch am Carboxylende und sind an den kovalenten Querverbindungen
der Kollagenmolekule miteinander sowie an der Verbindung mit anderen Molekulen
der umgebenden Matrix beteiligt. Aber auch die beide Enden flankierenden nicht-
kollagenen Domanen (genannt N-Propeptid und C-Propeptid) sind nicht funktionslos.

So scheint das N-Propeptid bei der Regulierung des primaren Fibrillendurchmessers
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mitzuwirken, wohingegen das C-Propeptid vermutlich eine entscheidende Rolle in
der Einleitung der Bildung der Tripelhelix spielt (GELSE et al., 2003).

triple helix C-propeptide

telopeptide telopeptide
(non-helical) (non-helical)

N-procollagenase C-procollagenase

Abbildung 11: Molekulstruktur fibrilldrer Kollagene mit ihren verschiedenen Subdoménen und
Spaltungsstellen fur N- und C-Prokollagenasen (hier anhand eines Typ-I-Kollagen Molekdls). Aus

GELSE et al. (2003).

1.2.4.2.1.3 Kollagen-Typen

Die verschiedenen Kollagentypen kommen im Gelenkknorpel in folgendem

Mengenverhaltnis vor:

Kollagen Il

Kollagen XI
Kollagen IX
Kollagen VI

85-95% des Gesamtkollagengehalts (ACKERMANN und
STEINMEYER, 2005; BUCKWALTER und MANKIN, 1997;
EYRE et al., 2002; HALL et al., 2003; HORIKAWA et al., 2004)
3% (TRIPPEL, 1990)

1-2% (HAGG et al., 1998; KUETTNER, 1992)

1-2% (EYRE, 2002; HORIKAWA et al., 2004; MAYNE, 1989)

In noch geringeren Mengen sind die Kollagene

\Y

Xll, X1V
XVI

(GREGORY et al., 2001; TESHIMA et al., 2004; WACHSMUTH
et al., 2006),

(EYRE, 2002; TESHIMA et al., 2004; WACHSMUTH et al., 2006;
YOUNG et al., 2000),

(GREGORY et al., 2001;WACHSMUTH et al., 2006),

(EYRE, 2002; WATT et al., 1992) und

(KASSNER et al., 2003 und 2004; LAl und CHU, 1996) im
Gelenkknorpel anzutreffen.

(GELSE et al., 2003; EYRE, 2002)
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Von diesen Kollagentypen sind die Kollagene Il, IX und XI zwar typisch fur Knorpel,
keineswegs aber spezifisch (EIKENBERRY et al., 1992; GELSE et al., 2003).

Tab. 1: Die verschiedenen Kollagentypen und ihre Zugehorigkeit zu den Hauptkollagenfamilien.
Aus GELSE et al. (2003) abgeandert nach den Angaben von GREGORY et al. (2001) und
WACHSMUTH et al. (2006)

Kollagentyp Molekilzusammensetzung
Fibrillenbildende Kollagene

Kollagen | [a1(1)]2 a2(l)

Kollagen Il [a1(ID]3

Kollagen Il [a1(I1)]3

Kollagen XI (1a2a3a),a1(X)a2(XNa3(XI)
Kollagen V a1(V)a2(V)a3(V)
Mikrofibrillares Kollagen

Kollagen VI al(Vho2(VI)a3(VI)

FACIT Kollagene

Kollagen IX al1(IX)a2(IX)a3(I1X)
Kollagen XIl| [a1(XI)]3

Kollagen XIV [a1(XIV)]3

Kollagen XVI [a1(XVD)]3

Hexagonale Netze bildende Kollagene

Kollagen X [a1(X)]3

Transmembrane Kollagene

Kollagen XiIII [a1(XIID)]3

Die Kollagene Il und XI gehéren zur Untergruppe der fibrillenbildenden Kollagene
und sind strukturell eng verwandt (GELSE et al., 2003; VAN DER REST und
GARRONE, 1991), da ihre Gene ursprunglich von einem einzigen Gen abstammen.
Fibrillenbildende Kollagene unterscheiden sich hauptsachlich in ihnren N-Propeptiden,
die alle eine kurze tripelhelikale Domane und eine N-terminale Region von variabler
Grolde (7 bis 407 Reste) und Struktur enthalten. Die C-Propeptide hingegen sind bei
allen homolog. Zusammen mit den C-Telopeptiden enthalten diese die Information
fur Kettenselektion, Assoziation und Kernbildung der Tripelhelixformation
(BRUCKNER und VAN DER REST, 1994).
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Die fibrillenbildenden Kollagene setzen sich zu speziell ausgerichteten supra-
molekularen Aggregaten mit charakteristischer Suprastruktur und Fibrillenanordnung
(Durchmesser zwischen 25 und 400 nm) zusammen (GELSE et al., 2003).

Die Kollagene IX, Xl und XIV gehéren zu den sogenannten FACIT-Kollagenen
(Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple Helices) (EYRE, 2002; GELSE et
al., 2003; OLSEN, 1997). Diese bestehen aus verschiedenen kurzen nicht-helikalen
Domanen (NC-Domanen), die die helikalen (COL-Domanen) unterbrechen (GELSE
et al., 2003; OLSEN et al., 1995; OLSEN, 1995; SHAW und OLSEN, 1991). Durch
die Unterbrechungen der Tripelhelix kommt es wahrscheinlich zu erhdhter
intramolekularer Flexibilitat und zur Mdoglichkeit spezifischer proteolytischer
Spaltungen. Tripelhelikale Strukturen kdnnen sonst namlich nur durch verschiedene
Typen spezifischer Kollagenasen abgebaut werden, da sie gegenuber Proteasen wie
zum Beispiel Pepsin, Trypsin oder Chymotrypsin sehr widerstandsfahig sind (GELSE
et al., 2003)

FACIT-Molekile weisen Sequenzahnlichkeiten besonders in ihren COL1-Doméanen
auf. Sie scheinen in der Matrix nicht-kovalent polymerisiert zu sein, an Oberflachen
von Kollagenfibrillen aber physikalisch Uber ihre COL1/NC1-Domanen zu binden
(EYRE, 2002).

Lange Zeit war man der Meinung, dass sich die Kollagene | und Ill ausschlielich an
der Gelenkoberflache von fetalem und neonatalem Knorpel befinden (RUGGIERO et
al., 1993). Da diese beiden Kollagentypen in nur sehr geringen Mengen (weniger als
1% des Knorpelvolumens) in reifem Gelenkknorpel vorkommen (TESHIMA et al.,
2004), konnten sie bislang nur immunohistochemisch nachgewiesen werden
(AIGNER et al., 1993; TESHIMA et al., 2004; WACHSMUTH et al., 2006). Mit bio-
chemischen Nachweismethoden hingegen waren sie bisher nicht nachweisbar, da ihr
Volumen mdglicherweise unterhalb der erkennbaren Menge lag (TESHIMA et al.,
2004).

Wahrend sich Kollagen | ausschlieBlich in der oberflachlichsten Schicht (Lamina
splendens) reifen Gelenkknorpels befindet (GREGORY et al., 2001; TESHIMA et al.,
2004; WACHSMUTH et al.,, 2006), ist Kollagen Ill im gesamten Gelenkknorpel
anzutreffen, meist verbunden mit Kollagen Il (EYRE, 2002; GREGORY et al., 2001;
WACHSMUTH et al., 2006; YOUNG et al., 2000).
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Kollagen V befindet sich hauptsachlich in der Ubergangs- und radidren Zone des
Gelenkknorpels. Ist sein Gehalt in der interterritorialen Matrix hoch, so ist es weder in
der perizellularen, noch in der territorialen Matrix anzutreffen. Kommt es jedoch nur
in geringen Mengen im interterritorialen Matrixkompartiment vor, befindet sich
Kollagen V zusatzlich auch in den anderen beiden Matrixregionen (WACHSMUTH et
al., 2006).

Im Folgenden sind die wichtigsten Kollagenfasertypen des Gelenkknorpels detailliert

aufgefuhrt:

1.2.4.2.1.3.1 Kollagen I

Kollagen |l ist das dominierende Kollagen im Gelenkknorpel (ACKERMANN und
STEINMEYER, 2005; BUCKWALTER und MANKIN, 1997; EYRE et al., 2002; HALL
et al.,, 2003; HORIKAWA et al., 2004). Jedes Molekul dieses fibrillaren Kollagens
besteht aus einer 300 nm langen Tripelhelix, die sich aus drei identischen a1(ll)-
Polypeptidketten zusammensetzt. Es handelt sich hierbei also um ein Homotrimer.
An jedem Kettenende befindet sich zusatzlich ein kurzes Telopeptid (GELSE et al.,
2003; KUETTNER, 1992; TRIPPEL, 1990). Die Ketten haben einen hohen Anteil an
Hydroxylysin (ACKERMANN und STEINMEYER, 2005; GELSE et al., 2003) sowie
Glukosyl- und Galaktosylresten, die Wechselwirkungen mit Proteoglykanen und
anderen Matrixbestandteilen vermitteln (GELSE et al., 2003).

Kollagen Il wird als Prokollagen-Vorlaufer mit zusatzlichen nicht-helikalen Amino-
und Carboxylpeptiden synthetisiert und sezerniert, die vor dem Einbau des Molekuls
in die Matrix jedoch enzymatisch entfernt werden. Sobald die Kollagenmolekile die
Zellen verlassen haben, formen sie innerhalb der Matrix Fibrillen (KUETTNER,
1992).

Die Zugfestigkeit der Kollagen-lI-Fibrillen wird durch kovalente intermolekulare Quer-
verbindungen zwischen den einzelnen Kollagenmolekulen erhdht. Hierfir werden
von Hydroxylysinresten 3-Hydroxypyridinium-Verbindungen gebildet (KUETTNER,
1992). Die trivalenten Querverbindungen finden an zwei intermolekularen Stellen
statt: Eine verbindet zwei C-Telopeptide mit dem Rest 87 und die andere verbindet
zwei N-Telopeptide mit dem Rest 930 der Tripelhelix (WU und EYRE, 1995). Die
Zahl der Querverbindungen steigt mit zunehmendem Alter (KUETTNER, 1992).
Kollagen Il bildet, wie bereits erwahnt, auch mit Kollagen IX Querverbindungen. Die

feinen Kollagenfibrillen des Typ Il stehen aber auch mit den Proteoglykanen in enger
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physikalischer Beziehung. Die Wechselwirkungen zwischen ihnen tragen direkt zur
Organisation der Matrix und den mechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels
bei (JEFFERY et al., 1991). Das Netz aus Typ-lI-Kollagenfibrillen verleiht dem
Knorpel aulerdem seine Zugfestigkeit und die Stabilitdt bei der Einwirkung von
Drehkraften (MAYNE, 1989; GELSE et al., 2003). Aber auch fur den Erhalt von
Volumen und Form des Knorpelgewebes ist dieser Kollagentyp essentiell
(KUETTNER, 1992).

1.2.4.2.1.3.2 Kollagen IX

Bei Kollagen IX handelt es sich um ein Fibrillen assoziiertes Kollagen, das zur
Subfamilie der FACITs gehort (GELSE et al., 2003; OLSEN et al., 1995; OLSEN,
1995; SHAW und OLSEN, 1991). Da die Helix mit 150 nm Lange relativ kurz ist,
werden diese Kollagene den Kurz-Helix-Molekullen zugeordnet (KUETTNER, 1992).
Kollagen IX setzt sich aus den drei genetisch unterschiedlichen Polypeptidketten
a1(1X), a2(1X) und a3(1X) zusammen (KUETTNER, 1992; PIHLAJAMAA et al., 2004),
die eine stangenahnliche Struktur von etwa 190 nm Lange aufweisen (OLSEN, 1997)
und ein Heterotrimer im Verhaltnis 1:1:1 bilden (BRUCKNER und VAN DER REST,
1994). Alle drei Ketten bestehen aus je drei kollagenen Domanen mit tripelhelikalen
Sequenzen (COL1, COL2, COL3), die durch vier kurze nicht-kollagene, globulare
Domanen (NC1-4) getrennt und flankiert sind (GELSE et al., 2003; PIHLAJAMAA et
al., 2004; WU und EYRE, 1995). Neben dieser im Knorpel ausschlie3lich
vorkommenden langen Form des Kollagen-IX-Moleklls gibt es als Ergebnis
alternativer Nutzung zweier Promotoren im a1(IX)-Kollagen-Gen auch eine kurze
Form, der die grofle aminoterminale Domane NC4 fehlt. Letztere kommt im
Gelenkknorpel nicht vor (OLSEN, 1997).

Mit Ausnahme der 245 Aminosaurenreste langen, N-terminalen NC4-Domane der
al1(IX) Kette, die sich auf bestimmte Weise zusammenfaltet (PIHLAJAMAA et al.,
2004) sind die nicht-helikalen Domanen aller Ketten mit weniger als 30 Resten eher
kurz (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994; PIHLAJAMAA et al., 2004). So
enthalt beispielsweise die NC3-Region der Ketten o1(1X), a2(IX) und o3(IX)
entsprechend 12, 15 und 17 Aminosaurenreste. Sie stellt gleichzeitig die strukturelle
Basis fur den Knick in dieser Region dar, der bei Typ-IX-Molekilen im
Elektronenmikroskop zu erkennen ist (OLSEN, 1997).
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Die NC1- und NC3-Domanen aller drei Ketten bilden intramolekulare stabilisierende
Disulfidbricken (PIHLAJAMAA et al., 2004; WU und EYRE, 1984). Die in der NC2-
und NC4-Domane der a1(IX) Kette zusatzlich vorhandenen Cysteinreste hingegen
konnen in diese intramolekularen Disulfidbrickenbindungen nicht involviert sein, da
sie in den homologen Domanen der anderen Ketten fehlen (BRUCKNER und VAN
DER REST, 1994).

Da in der NC3-Domane der o2(IX) Kette ein Serinrest als Ankerplatz fur eine
Chondroitinsulfat- oder Dermatansulfatkette dient, kann Kollagen |IX auch als
Proteoglykan klassifiziert werden. Die GAG-Seitenkette ist im Knorpel jedoch relativ
kurz (50 kDa) und nicht alle Kollagen-IX-Molekiile sind glykosyliert (JAY et al., 2001;
OLSEN, 1997). Aulerdem unterscheidet sich die den Serinrest umgebende
Aminosaurensequenz von der anderer Proteoglykane (MUIR, 1995), da sie eher aus
Serin-Alanin als aus Serin-Glycin besteht (ROUGHLEY und LEE, 1994).

al(IX)

TYPE I COLLAGEN

TYPE XI COLLAGEN

Abbildung 12: Molekilstruktur der Kollagenfibrillen des Knorpels. Die Fibrillen setzen sich aus
versetzt angeordneten Kollagen-II- und —XI-Molekiilen zusammen. An der Fibrillenoberflache befinden
sich Typ-IX-Molekiile, stabilisiert durch kovalente Querverbindungen mit den Kollagen-II-Molekdlen.
Aus OLSEN (1997).

Kollagen IX befindet sich an der Oberflache der heterotypischen Kollagenfibrillen und
ist kovalent mit den Kollagen-ll- und anderen Kollagen-IX-Molekulen verbunden
(PIHLAJAMAA et al, 2004). Seine kompakte globulare NC4-Domane ragt,
unterstitzt von der aulderst stabilen COL3-Domane, aus dem Fibrillenkorper heraus.
Sie dient dort als Interaktionsstelle und makromolekulare Bricke sowohl zwischen
benachbarten Fibrillen als auch zwischen Fibrillen und anderen Matrixkomponenten.
Zu diesen gehoren Proteoglykane (ACKERMANN und STEINMEYER, 2005; DIAB et
al., 1996; EYRE et al.,, 2002; HAGG et al.,, 1998; PIHLAJAMAA et al., 2004;
ROUGHLEY und LEE, 1994), bevorzugterweise HS-Proteoglykane (z. B. Perlekan),
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und die nicht-kollagenen Proteine COMP (PIHLAJAMAA et al., 2004) und Matrilin
(BUDDE et al., 2005). Besonders die kleinen HS-Proteoglykane, die sich
hauptsachlich mit der am auliersten Ende der NC4-Domane liegenden Heparin-
Bindungsstelle verbinden, fungieren als Briucken zwischen den benachbarten
Kollagen-IX-enthaltenden Fibrillen. Das erklart auch die Bedeutung von Kollagen IX
bei der Aufrechterhaltung der Integritdt des Kollagennetzes Uber lange Zeit
(PIHLAJAMAA et al., 2004).

Somit tragt Kollagen IX zur Stabilitat der Knorpelarchitektur bei (BRUCKNER und
VAN DER REST, 1994), erhoht den Widerstand gegenuber dem Schwellungsdruck
der im Kollagennetz befindlichen Proteoglykane und ist daher auch fur die kohasiven
und kompressiven Eigenschaften des Knorpels von Bedeutung (OLSEN, 1997).
Sobald namlich die Verbindungsmolekiile des Kollagen IX signifikant verandert
werden oder verloren gehen, wie es zum Beispiel bei Osteoarthritis der Fall ist,
erfolgt eine Desorganisation des kollagenen Netzwerks und die Veranderung seiner
biochemischen Eigenschaften (KUETTNER, 1992). Auch Versuche an transgenen
Mausen mit Defekten in der COL2-Domane oder inaktivierten a1(1X) Allelen fihren
zu degenerativen Veranderungen des Gelenkknorpels, was vermuten lasst, dass
Kollagen IX auch in der Langzeitstabilitat des Gelenkknorpels eine Rolle spielt
(OLSEN, 1997). Durch die Bindung von Wachstumsfaktoren, Gewebeinhibitoren der
Matrix-Metalloproteinasen und Membranrezeptoren an der Chondrozytenoberflache
spielt Kollagen IX moglicherweise auch eine Rolle in der Knorpelhomodostase
(OLSEN, 1997).

Eine weitere Funktion des Kollagen IX ist die Kontrolle des lateralen
Fibrillenwachstums (GELSE et al., 2003; TRIPPEL, 1990), da es sich hauptsachlich
an der Oberflache dinner Fibrillen befindet (MAYNE, 1989). In unreifem Knorpel, in
dem deutlich mehr dinne Fibrillen vorhanden sind als in reifem Knorpel, betragt der
Gehalt an Kollagen IX beispielsweise fast 10% des Gesamtkollagengehalts. Im
Vergleich dazu betragt der Gehalt an Kollagen IX in maturem Knorpel nur 1 - 2%
(HAGG et al.,, 1998). Die hier in groden Mengen vorkommenden dicken Fibrillen
enthalten kein Kollagen IX, jedoch das Proteoglykan Dekorin. Der Gehalt von
Kollagen X und das Vorkommen dunner Kollagenfibrillen korrelieren also
miteinander (KASSNER et al., 2003). Im Knorpel von Mastochsen zum Beispiel, der
viele dicke Kollagenfibrillen enthalt, ist der Anteil von Kollagen IX am

Gesamtkollagengehalt sehr gering (MAYNE, 1989) und Studien an Schweineknorpel
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zeigen eine Haufung des Kollagens in der perizellularen Umgebung der
Chondrozyten, in der die dinnen Fibrillen dominieren (HAGG et al.,1998).

Es ist also mdglich, dass die Aufnahme von Kollagen IX an der Fibrillenoberflache
als Kontrolle des lateralen Fibrillenwachstums dient und Verlust oder Abwesenheit
von Kollagen IX eventuell zu einer Fibrillenaggregation fuhren (GELSE et al., 2003;
MAYNE, 1989; VAN DER REST, 1991).

1.2.4.2.1.3.3 Kollagen XI

Der Anteil des Kollagen XI am Gesamtkollagengehalt betragt in reifem
Gelenkknorpel etwa 3% (TRIPPEL, 1990), in fetalem Knorpel 10% (WU und EYRE,
1995). Es ist hauptsachlich in der perizellularen Matrix anzutreffen und sein Gehalt
steigt mit zunehmender Knorpeltiefe (GREGORY et al., 2001). Wie auch Kollagen Il
gehort es zur Familie der fibrillenbildenden Kollagene (GELSE et al.,, 2003;
KUETTNER, 1992) und bildet periodisch gestreifte Fibrillen (WU und EYRE, 1995).
Zusammen mit den Kollagenen Il und IX bildet es gemischte Fibrillen (KUETTNER,
1992). Im Gegensatz zu Kollagen IX befindet es sich jedoch nicht an der
Fibrillenoberflache, sondern in der Tiefe der Fibrillen (ACKERMANN und
STEINMEYER, 2005; AIGNER und STOVE, 2003; GELSE et al., 2003; RUGGIERO
et al., 1993). Allerdings ist noch unklar, ob sie im Fibrillenzentrum einen Kern bilden
oder unter der Oberflache der Typ-lI-Fibrillen verteilt sind (WU und EYRE, 1995),
deren Molekile sie moglicherweise organisieren (KUETTNER, 1992). Jedenfalls
scheinen sie als interfibrillare Verbindung an der Fibrillenbildung und zusammen mit
Kollagen X an der Limitierung des Fibrillendurchmessers beteiligt zu sein
(ACKERMANN und STEINMEYER, 2005; AIGNER und STOVE, 2003). Kollagen Xl
befindet sich namlich sowohl in fetalem als auch in maturem Knorpel hauptsachlich
an Fibrillen mit kleinem Durchmesser (GREGORY et al.,, 2001). Eventuell spielt
Kollagen Xl auch eine Rolle bei der Gewebeorganisation (KUETTNER, 1992).

Als Heterotrimer besteht Kollagen Xl aus den drei genetisch unterschiedlichen Ketten
a1(Xl), a2(XI) und a3(XIl) (KUETTNER, 1992), wobei die Ketten a1(XI) und a2(XI)
eng mit den entsprechenden Ketten des Kollagen V verwandt sind (MAYNE, 1989).
So stimmt die Sequenz der Ketten o1(XI) und a1(V) zu 85% Uberein, die von a1(XI)
und a3(V) zu 70% und die von a1(Xl) und a2(V) zu weniger als 50% (PETIT et al.,
1992). Im reifen Gelenkknorpel sind die Ketten a1(XI) und a1(V) in nahezu gleichen

Anteilen im Kollagen XI enthalten. Letztere scheint sogar haufiger in
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Hybridmolekulen mit o1(Xl) und/oder a2(XIl) Ketten vorzukommen als in typischen
Kollagen-V-Molekilen (EYRE, 2002). Aufgrund dieser Ahnlichkeiten sowie des
Vorkommens heterotypischer Molekule sollten diese beiden Kollagene laut PETIT et
al. (1992) als Isoformen betrachtet werden.

Bei der a3(Xl) Kette hingegen handelt es sich um die Uberglykosylierte Form der
al(ll) Kette (MAYNE, 1989). Beide Ketten sind Produkt desselben Gens und
unterscheiden sich nur im Grad ihrer Glykosylierung und Hydroxylierung (GELSE et
al., 2003). Die Primarstruktur von o3(Xl) und a1(l)B, der splicing Variante des
Kollagen-1I-Gens, ist identisch (EYRE, 2002), zeigt aber Unterschiede bei den
Querverbindungen (WU und EYRE, 1995). Wahrscheinlich setzt sich ein Kollagen-
XI-Molekul jeweils aus den Ketten o1(XI) a2(XI) a1(ll) zusammen, wodurch ein
interaktiver Molekulrand entsteht, der die Inkorporation in die Typ-llI-Kollagenfibrillen
erleichtert (MAYNE, 1989).

Sowohl a1(Xl) als auch a2(Xl) besitzen ein ungewohnlich grof3es, nicht-kollagenes
globulares Aminoende (NC 3), das zusammen mit der kollagenen Domane (COL 2)
das N-Propeptid bildet. Jedes N-Propeptid zahlt mehr als etwa 25% der
Gesamtkettenmasse (GELSE et al., 2003; WU und EYRE, 1995). Die N-Propeptide
aller drei Ketten Uberragen die Ubrigen Domanen des vierdimensionalen Kollagen-
netzes und gehen wahrscheinlich selektive Wechselwirkungen mit anderen
Matrixmolektlen ein. Auferdem regulieren sie die intermolekularen Quer-
verbindungen und kontrollieren Zusammensetzung, Wachstum und Durchmesser der
Heterofibrillen (GELSE et al., 2003; GREGORY et al., 2000; WU und EYRE, 1995).
Beim Grofdteil der Bindungen von Kollagen Xl handelt es sich um kovalente
Bindungen mit anderen Kollagen-XI-Molekulen (EYRE, 2002), was vermuten lasst,
dass anfangs eine Bildung von Homopolymeren erfolgt (WU und EYRE, 1995;
KUETTNER, 1992). Die Verknupfung der Kollagen-XI-Molekile miteinander zu
Filamenten erfolgt meist quer in Form von kettenspezifischen Kopf-zu-Schwanz
Verbindungen zwischen den N-Telopeptiden und COOH-terminalen Stellen der
Tripelhelix benachbarter Molekile (EYRE, 2002; WU und EYRE, 1995). In der
Tripelhelix jeden Molekuls gibt es dafir zwei mdgliche Verbindungsstellen, von
denen jedoch nur die in der Nahe des COOH-Endes besetzt zu werden scheint. So
ist die a1(XIl) Kette mit dem a2(XI) N-Telopeptid verbunden, a.2(Xl) mit dem a3(XI)
(oder a1(ll)) N-Telopeptid und a3(Xl) mit dem a1(XI) N-Telopeptid. Da die letzte
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Sequenz der a1(ll) und a3(XI) Kette identisch ist, ist unklar, von welchem Molekul sie
abstammt (WU und EYRE, 1995).

17¢

a1()® EXGPDP
(ora3x)® | g4
ol (X1) GDXGHR— f——————— GEXGHP ——
84 a2(XI]' RFGSGGGDXGPVV
24"
. 924
a2(X1) GEXGHP—
a3(X)NDEXAGGAQ
foratgp™ 1M
930
a3(XI) /£ GLXGHR——

ot (X)" SSXGPTVS
24"

Abbildung 13: Identifizierung der Querverbindungsstellen innerhalb der tripelhelikalen Domane
boviner Typ-Xl-Kollagene. Die Nummerierung der Telopeptid-Reste erfolgt bei den N-Telopeptiden
vom Anfang der Tripelhelix aus nach rickwarts und fir die C-Telopeptide vorwarts. Aus WU und
EYRE (1995).

Nur die a1(XI) Kette ist aullerdem am Hydroxypyridinium-Rest 84 des Aminoendes
der Helix mit einem C-Telopeptid der a1(ll) (oder a3(Xl)) Kette kovalent verbunden
(EYRE, 2002; KUETTNER, 1992; WU und EYRE, 1995). Mit Ausnahme der C-
Telopeptide dieser beiden Ketten gibt es in den C-Telopeptiden sonst keine
querverbindenden Lysine (EYRE, 2002). Die Querverbindungen erfolgen namilich,
wie bei den Kollagenen Il und IX, durch einen Lysyl-Oxidase vermittelten
Mechanismus (WU und EYRE, 1995). Die querverbindenden Lysine der N-
Telopeptide in a1(Xl), a1(V) und oa2(XI) liegen aullerhalb der mdglichen
Spaltungsstellen fir Metalloproteinasen, weshalb vermutet wird, dass eine Spaltung
die selektive Depolymerisierung von Kollagen XI zur Folge hat (EYRE, 2002).
Kollagen Xl besitzt in seinen tripelhelikalen Domanen auch noch Bindungsstellen mit
hoher Affinitat fir Heparan- und Heparinsulfat (VAUGHAN-THOMAS et al., 2001).

1.2.4.2.1.3.4 Kollagen VI

Kollagen VI ist ein mikrofibrillares Kollagen (GELSE et al., 2003), das im
Gelenkknorpel in nur geringen Mengen vorkommt (EYRE, 2002; HORIKAWA et al.,
2004; MAYNE, 1989). Es ist zwar auch in juvenilem, jedoch vermehrt in reifem
Gelenkknorpel anzutreffen (HAGIWARA et al., 1993).

Kollagen VI gehért zu den Kurz-Helix-Molekilen (HORIKAWA et al., 2004). Die

Tripelhelix dieses Heterotrimers wird aus drei verschiedenen Ketten, a1(VI), a2(VI)
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und a3(VI), mit je einem Molekulargewicht von 150 KDa, 140 KDa beziehungsweise
260 KDa gebildet. An den Enden der 105 nm langen Tripelhelix befinden sich grol3e
globulare Domanen (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994; GELSE et al., 2003;
SODER et al., 2002; WIBERG et al., 2003).

Die a3(VI) Kette ist aufgrund ihrer besonders groRen N- und C-terminalen globularen
Domanen fast doppelt so lang wie die beiden anderen Ketten (GELSE et al., 2003).
Sie zeigt auch die komplexeste Organisation mit bis zu neun von Willebrand Faktor
A-Domanen in der aminoterminalen NC-Region (CHU et al., 1990; WIBERG et al.,
2003). In ihrer C-terminalen NC-Region befinden sich zwei ahnliche Domanen.
Sowohl die a1(VIl) als auch die a2(VI) Kette besitzen ebenfalls jeweils eine A-
Domane am aminoterminalen Ende der NC-Region und je zwei an ihrer C-terminalen
NC-Region. Die a2(VI) und a3(VI) Ketten kommen abhangig vom alternativen
Splicing der A-Domanen in unterschiedlichen Formen vor (SAITTA et al., 1990).
Innerhalb der Chondrozyten lagern sich jeweils zwei Kollagen-VI-Monomere
antiparallel zu einer gemeinsamen Helix von 75 nm Lange zusammen und bilden auf
diese Weise ein Dimer. Durch parallele Aggregation zweier Dimere wiederum
entstehen Tetramere. Die kovalente Verbindung erfolgt durch Disulfidbricken. Nach
ihrer Sekretion in die extrazellulare Matrix aggregieren die Tetramere zu Filamenten
(EYRE, 2002; GELSE et al., 2003; HORIKAWA et al., 2004; SODER et al., 2002;
WIBERG et al., 2003). Diese werden durch nicht-kovalente Bindungen miteinander
und mit anderen Kollagenfibrillen zu einem filamentdsen Netz verstrickt (EYRE,
2002; GELSE et al., 2003; HORIKAWA et al., 2004).

In fast allen Bindegewebsregionen des Korpers ist Kollagen VI in Form von feinen
Filamenten, Mikrofibrillen oder Segmenten anzutreffen (GELSE et al., 2003; SODER
et al., 2002). Im Gelenkknorpel wurden bisher nur Segmente und perlschnurartige
Filamente gefunden (HAGIWARA et al., 1993). Das perlschnurartige Aussehen der
Filamente entsteht durch Aneinanderlagerung der globularen Domanen der
Tetramere. Durch die Verdickung in der Region der globularen Domanen wird auch
die fur Kollagen VI typische schwach sichtbare Querstreifung mit periodischer Lange
von 110 nm hervorgerufen (GELSE et al., 2003; HAGIWARA et al., 1993; SODER et
al., 2002).

Im Gelenkknorpel junger Mause sind die Fibrillen des Kollagen VI etwa 12 bis 20 nm
dick und verlaufen einzeln und unregelmaRig. In reifem Mauseknorpel hingegen sind

sie zwischen 20 und 50 nm dick und verlaufen meist parallel, wobei teilweise
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schmale Bundel aus 3 bis 10 Fibrillen geformt werden. Es gibt aber auch Filamente,
die dunner als 10 nm sind und keine Querstreifung aufweisen. Sie verlaufen ohne
Knick gestreckt oder gebogen und ,anastomosieren” mit benachbarten Filamenten,
wodurch sie ein dreidimensionales Netzwerk bilden. Ihre Verankerung erfolgt Gber
die globularen Domanen in unklar abgegrenzten Plaques mit einem Durchmesser
von 80 bis 170 nm. In einem Plaque sind etwa 20 oder mehr Filamente befestigt.
Bisher ist allerdings noch unklar, ob diese Plaques ausschliel3lich aus den globularen
Domanen des Kollagen VI bestehen. Sie sind meist im fibrillenfreien Raum lokalisiert,
wo sie mit den Fibrillen der Umgebung in Kontakt treten. Gelegentlich sind sie auch
direkt an der Fibrillenoberflache oder an deren Kreuzungsstellen anzutreffen. Nur
selten befinden sie sich oberhalb der strahlenférmig angeordneten Filamente, die
von den Plaques wegziehen. Im Knorpel junger Mause sind weniger Filamente und
Plaques anzutreffen als bei adulten (HAGIWARA et al., 1993).

Die groRRen globularen Domanen der a3(VI) Kette konnen sich nicht-kovalent an
Hyaluronsaure binden und so die Filamente stabilisieren und wahrscheinlich formen
(KNUPP und SQUIRE, 2001). AuRerdem enthalt Kollagen VI auch viele Adhasions-
domanen flir Zellen und andere Matrixkomponenten (EYRE, 2002), wie zum Beispiel
Kollagene, Dekorin, Biglykan, Fibromodulin, Fibronektin und Matrilin-1 (SODER et
al., 2002; WIBERG et al., 2003; YOUNG et al., 2005), uber die es mit Kollagen Il
(RUGGIERQO et al., 1993) und Aggrekan verbunden ist (YOUNG et al., 2005).
Kollagen VI ist Hauptbestandteil der perizellularen Matrix und fast ausschlief3lich dort
anzutreffen (HORIKAWA et al., 2004; KUETTNER, 1992; SODER et al., 2002;
WACHSMUTH et al., 2006). Seine Filamente bilden ein feines Netzwerk um die
Chondrozyten. Die Verbindung erfolgt Uber Integrine der Zellmembran, wodurch eine
feste Verankerung zwischen Zelloberflache und perizellularer Matrix erreicht wird
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997; SODER et al., 2002). Darliber hinaus bildet
Kollagen VI auch eine Verbindung zwischen Chondrozytenoberflache und dem
Kollagen-lI-Netzwerk. Es erfolgt also auch eine Verknupfung von Zelle und
territorialer und interterritorialer Matrix (HORIKAWA et al., 2004; SODER et al.,
2002). Kollagen VI ist also wahrscheinlich an der Verbindung von Matrixstrukturen
untereinander und mit den Zellen, an der Verankerung und SignalUbermittlung der
Zellen sowie an der Stabilisierung fibrillarer Bundel beteiligt (HAGIWARA et al., 1993;
HORIKAWA et al., 2004; MARCELINO und McDEVITT, 1995; SODER et al., 2002;
REINBOTH et al., 2006).



Anatomie des Gelenkknorpels 49

1.2.4.2.1.3.5 Kollagen X

Bei Kollagen X handelt es sich um ein Homotrimer, das ebenfalls zu den Kurz-Helix-
Molekulen gehort (MAYNE, 1989). Seine tripelhelikale Doméane ist um mehr als die
Halfte kurzer als die der Typ-llI-Kollagenmolekile (KUETTNER, 1992). Ein Kollagen-
X-Molekil besteht aus drei a1(X) Ketten mit jeweils einem Molekulargewicht von 59
KDa (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994). An jedem Ende der a-Ketten sitzen
nicht-helikale globulare Domanen (MUIR, 1995). Die C-terminale Domane ist grof3,
die N-terminale hingegen klein (GELSE et al., 2003).

Die tripelhelikale Domane besteht aus 460 Aminoalkylresten, die acht unvoll-
kommene repetitive Gly-Xaa-Yaa Sequenzen enthalten. Bei zwei dieser Sequenzen
vom Typ Gly-Xaa-Yaa-Xaa-Yaa, die nahe der Tripelhelixenden lokalisiert sind, han-
delt es sich um Spaltungsstellen fur die Kollagenase Matrix-Metalloproteinase-1
(MMP-1) (WELGUS et al., 1990), die zwischen Gly und Xaa spaltet. Die ent-
stehenden Xaa-Reste sind hydrophob. Einer der Reste ist Leu 93, der andere lle
421. Die N-terminale NC-Domane ist 34 Reste lang, die C-terminale NC-Domane
162 Reste.

Die zentrale tripelhelikale Region des Kollagen X ist mit einer
Denaturierungstemperatur von 47°C sehr hitzestabil. Die meisten anderen
Spaltprodukte der Kollagenase denaturieren bereits bei 43°C. Da das
Tripelhelixfragment also bei physiologischen Temperaturen nicht auseinanderfallt,
werden fur den Abbau von Kollagen X andere kollagenolytische Aktivitaten bendtigt
(BRUCKNER und VAN DER REST, 1994).

Kollagen X ist nur in der territorialen Matrix (WACHSMUTH et al., 2006) der
kalzifizierten Knorpelzone (ACKERMANN und STEINMEYER, 2005; EYRE, 2002;
WACHSMUTH et al., 2006) und im hypertrophischen Knorpel anzutreffen (GELSE et
al., 2003; GREGORY et al., 2001; MAYNE, 1989; TRIPPEL, 1990). Man nimmt an,
dass es eine Rolle bei enchondraler Ossifikation, Kalzifizierung der Knorpelmatrix
(GELSE et al.,, 2003) und der Entwicklung der Wachstumsplatte spielt (MAYNE,
1989).

Im hypertrophischen Gelenkknorpel erscheint Kollagen X in Form filamentdser
Matten, getrennt von den gestreiften Fibrillen, die aus den Kollagenen I, IX und Xl
gebildet werden. Da die hantelformigen Kollagen-X-Molekul in vitro ein hexagonales
Netz bilden (GELSE et al., 2003; BRUCKNER und VAN DER REST, 1994), kénnten

die filamentdsen Matten ein hexagonales Netzwerk aus aggregiertem Kollagen X
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darstellen. Die Knoten dieses Netzes werden durch Kopf-an-Kopf-Verbindungen der
carboxyterminalen Domanen der einzelnen Monomere gebildet. Die Verbindung
hingegen erfolgt durch die tripelhelikalen Domanen, die seitlich in paralleler und
antiparalleler Richtung aggregieren (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994).

Abbildung 14: Supramolekulare Zusammensetzung des Kollagen X. Aus BRUCKNER und VAN
DER REST (1994).

Kollagen X ist jedoch auch in nicht-hypertrophischem Knorpel anzutreffen, wo es
keine mattenahnliche Struktur ausbildet, sondern ausschlielllich mit gestreiften
Fibrillen verbunden ist. Auch laut MAYNE (1989) erscheint Kollagen X im Elektronen-
mikroskop in Gebieten, die reich an Typ-Il-Kollagenfibrillen sind und ohne signifikante
Akkumulierung in Kkalzifizierenden Regionen. Bedeutung und molekulare Eigen-
schaften sind hier jedoch noch unklar (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994).

Die genaue Funktion von Kollagen X ist noch nicht bekannt. Da es jedoch
dosisabhangig an Kalzium bindet, kapselt es dieses eventuell ab und setzt es frei,
sobald es abgebaut ist. Ob es sich dabei jedoch um seine Hauptfunktion handelt,
bleibt abzuklaren (MUIR, 1995).

1.2.4.2.1.3.6 Kollagen XI|

Kollagen XII gehort zu den FACIT-Kollagenen. Es handelt sich um ein Homotrimer,
bestehend aus zwei kurzen (30 kDa) tripelhelikalen kollagenen Domanen (COL1 und
COL 2), die von drei nicht-kollagenen Domanen (NC1, NC2, NC3) flankiert werden.
Die drei langgestreckten NC3-Domanen vereinnahmen fast 85% des Molekuls und
bestehen aus einer a1(IX)-NC4-ahnlichen Domane, sowie aus wiederholenden
Fibronektin-Typ Ill-Wiederholungen und von Willebrand Faktor A Domanen
(GREGORY et al., 2001).
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Abbildung 15: Schema des Typ-Xll-Kollagens. Die NC3-Domanen umfassen je eine a1(IX) NC4-
ahnliche Domane (Flnfeck), sich wiederholende Fibronektin-Typ IlI-Wiederholungen (Kreise) und von
Willebrand Faktor A Domanen (Ovale). Aus GREGORY et al. (2001).

Alternatives splicing der mRNS fuhrt zur Bildung unterschiedlich langer Varianten der
NC1- und NC3-Doméanen und damit zur Existenz von vier verschiedenen Kollagen-
XlI-Isoformen im Knorpel. Bei den Isoformen (XIIA-1, XIIA-2, XIIB-1, XIIB-2) bedeutet
A die lange Form der NC3-Domane, B die kurze; 1 bedeutet die lange Form der
NC1-Domane, 2 deren kurze Form. Da reifer Gelenkknorpel nur die Isoform XIIB-2
enthalt, embryonaler jedoch alle vier Isoformen, geht man davon aus, dass es
entwicklungsabhangig regulierte Veranderungen im splicing gibt (GREGORY et al.,
2001).

Auch die Verteilung von Kollagen Xll im Knorpel ist entwicklungsabhangig:

In embryonalem Knorpel ist das Kollagen hauptsachlich an der Gelenkoberflache bis
fast 6 Zellen Knorpeltiefe bei Ratten lokalisiert, wobei der Gehalt mit zunehmender
Oberflachenentfernung abnimmt. Postnatal steigt der Kollagen-XlI-Gehalt an der
Gelenkoberflache mit zunehmender Knorpelreifung an, wahrend er im
darunterliegenden Knorpel deutlich geringer ist. Der sich entwickelnde Knorpel kann
auf diese Weise sogar unterteilt werden in eine oberflachliche Zone (bei Ratten bis
zu 3 Zellen tief) mit hohem Gehalt an Kollagen Xll und geringem Gehalt an Kollagen
Xl, sowie eine tiefere Zone (bei Ratten Knorpeltiefe Zelle 4 bis 6) mit umgekehrten
Mengenverhaltnissen. Im maturen Knorpelgewebe ist Kollagen XII durch die
gesamte Knorpeltiefe des nicht-kalzifizierten Knorpels bis hin zur Tidemark
anzutreffen. In der kalzifizierten Knorpelzone hingegen kommt es nicht vor
(GREGORY et al., 2001).

Kollagen XII verteilt sich in Knorpelgebieten mit spezifischer Fibrillenorientierung (z.
B. Oberflachenzone) entlang der Kollagen-II-Fibrillen, mit deren Oberflache es sich

auch verbindet. Es wird daher angenommen, dass Kollagen Xll die laterale
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Anordnung und Stabilisierung dieser Orientierung fordert und auf diese Weise zur
Bildung einer belastungsfahigen Matrix beitragt (GREGORY et al., 2001).

1.2.4.2.1.3.7 Kollagen XVI

Bei Kollagen XVI handelt es sich ebenfalls um ein FACIT-Kollagen, das nur in relativ
geringen Mengen im Knorpel anzutreffen ist (KASSNER et al., 2003 und 2004). Jede
der 3 a1-Ketten dieses Homotrimers hat ein Molekulargewicht von 210 kDa. Seine 32
Cysteinreste tragen durch die Bildung von Disulfidbricken zu einer hohen thermalen
Stabilitat bei. Es besteht aus 10 kollagenen Domanen und 11 nicht-kollagenen
Regionen (NC). Zwei seiner drei N-Glykosylierungsstellen liegen in der
aminoterminalen globularen NC11-Region, die aus 313 Aminosaure-Resten besteht.
Far die Anlagerung einer GAG-Kette gibt es hingegen keine Hinweise (KASSNER et
al., 2004).

Die Form dieses Kollagenmoleklils mit seinen Biegungen und Knicken beruht auf der
grolen Flexibilitat der verschiedenen NC-Domanen, welche die steiferen
tripelhelikalen Domanen unterbrechen. Diese Flexibilitat fuhrt zu einer Vielzahl
raumlicher Konfigurationen und damit zu einem hohen Anpassungsgrad des
Kollagens an seine Mikroumgebung. AulRerdem reprasentieren die flexiblen NC-
Segmente maoglicherweise Bindungsstellen mit variabler Verfugbarkeit (KASSNER et
al., 2004).

Abbildung 16: Doppelmarkierung von Kollagen XVI (grol3e Partikel, schwarze Pfeile) und Kollagen IX
(kleine Partikel, weile Pfeile). Sie befinden sich nicht in Co-Lokalisation miteinander, sondern sind mit
verschiedenen D-periodisch gestreiften Fibrillenfragmenten verbunden. Balken = 0,18um. Aus
KASSNER et al. (2003)

Kollagen XVI befindet sich in den territorialen Matrixregionen an dinnen,
heterotypischen, schwach gestreiften Kollagenfibrillen, die auch Kollagen Il und XI

enthalten. Kollagen IX ist in diesen Fibrillen ebenfalls anzutreffen, jedoch immer
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getrennt von Kollagen XVI. Da immer nur entweder Kollagen IX oder XVI mit den
Kollagenfibrillen verbunden sind, scheint die territoriale Matrix aus mindestens zwei
Subpopulationen dunner Fibrillen mit unterschiedlichen molekularen
Zusammensetzungen zu bestehen (KASSNER et al., 2003).

1.2.4.2.1.4 Aufbau der Kollagenfibrillen

Fibrillares Kollagen stellt die eigentliche biologisch funktionelle Form des Kollagens
dar (MUIR,1995). Die makroskopisch erkennbare Kollagenstruktur ist die
Kollagenfaser. Unter dem Lichtmikroskop sind die Kollagenfibrillen und unter dem
Elektronenmikroskop die Mikrofibrillen zu erkennen. Diese kleinste Untereinheit der
Fasern hat im Knorpel einen Durchmesser zwischen 15 und 25 nm, wobei dieser mit
zunehmendem Alter ansteigt (PETRIDES, 1990).

Die Mikrofibrillen setzen sich aus Kollagenmolekllen zusammen, die die Form eines
Stabchens von durchschnittlich 280 nm Lange (GELSE et al., 2003) und etwa 1,4 nm
Durchmesser besitzen. Die Kollagenmolekule, die den typischen Aufbau einer
Tripelhelix aufweisen, liegen hintereinandergereint (PETRIDES, 1990) in
antiparalleler Orientierung (MUIR, 1995). Zusatzlich aggregieren sie um jeweils ein
Viertel versetzt parallel zueinander. Zwischen den aneinandergrenzenden Enden der
Kollagenmoleklle einer Reihe liegt je ein 35 nm grolRer Spaltraum, der zur
charakteristischen Querstreifung der Mikrofibrillen fuhrt. Da die Spaltraume der
einzelnen Reihen im Vergleich zu den benachbarten Reihen auch jeweils um ein
Viertel der Lage des Kollagenmolekils verschoben sind, entsteht eine gestaffelte
Parallelaggregation mit entsprechender Verschiebung der Spalten von Reihe zu
Reihe (PETRIDES, 1990). Durch die Lange der Kollagenmolekile von etwa 280 nm
muss aufgrund der Viertelversetzung zwangslaufig eine Periodizitdt der
Querstreifung von etwa 70 nm auftreten, genannt D-Periode. Typischerweise betragt
der Abstand 67 nm (GELSE et al., 2003; PETRIDES, 1990).
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Abbildung 17: Schema der supramolekularen Zusammensetzung von Kollagenfibrillen in der
charakteristischen viertelversetzten Form. Aus GELSE et al. (2003).

Die antiparallele Orientierung der Kollagenmolekule ermdglicht die Ausbildung von
Querverbindungen zwischen verschiedenen Kollagenfibrillen (MUIR, 1995). Aufgrund
ihrer unterschiedlichen Polaritat verlaufen die Kollagenfibrillen in paralleler und
antiparalleler Richtung zueinander, im Verhaltnis etwa 1:1 (HEDLUND et al., 1993).
Die interfibrillaren Verbindungen erstrecken sich von relativ lockeren Gruppierungen
bis hin zu extrem eng verbundenen Fibrillen, die eine Art hochorganisierte chemische
Affinitat vermuten lassen. Diese Verbindungen dienen einem héheren strukturellen
Zweck, zum Beispiel bilden sie aus einer primar radialen Fibrillenanordnung in der
allgemeinen Knorpelmatrix ein dreidimensional verbundenes Netzwerk, in dem die
hydrierte Grundsubstanz gehalten wird (BROOM und MARRA, 1986).

Bei den Kollagenfibrillen des Gelenkknorpels handelt es sich um Heterofibrillen, die
sich aus dem dominierenden Kollagen Il sowie den Kollagenen IX und XI
zusammensetzen (EIKENBERRY et al., 1992; GELSE et al., 2003; RUGGIERO et
al., 1993). Primare Knorpelfibrillen bestehen zu 80% aus Kollagen Il und zu jeweils
10% aus Kollagen IX und XI (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994). Die beiden
letzteren limitieren den Durchmesser der Fibrillen auf 15-50 nm (HAGG et al., 1998).
Daher ist auch der Anteil dieser beiden Kollagentypen in den perizellularen
Bereichen, in denen die dinnsten Fibrillen anzutreffen sind, am héchsten (EYRE,
2002; VAUGHAN-THOMAS et al., 2001). Die Verringerung ihres Anteils bei der
Reifung der dinnen, neu entstandenen Fibrillen erfolgt entweder durch Entfernung
von Kollagen IX und XI oder/und durch Addition neuer Typ-ll-Kollagene (HOLMES et
al., 2001).
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Abbildung 18: Schema der Kollagenanordnung in den Kollagenfibrillen. Das aminoterminale Ende
zeigt nach links. Ein Kern aus viertelversetzten Kollagen-XI-Molekilen (dunkel schraffierte Kreise)
wird von Kollagen-ll-Molekilen ummantelt (grau schraffierte Kreise). Kollagen IX ist mit seinen
kugelférmigen NC-Domanen in antiparalleler Richtung an die Fibrillenoberflaiche angelagert. Seine
aminoterminale NC4-Domane ragt hervor. An seiner NC3-Domane sind Chondroitinsulfat-Ketten
variabler Lange angelagert (gezackte Linien). Aus BRUCKNER und VAN DER REST (1994)

Die drei Kollagentypen der heterotypischen Fibrillen sind in typischer D-periodischer
Anordnung aneinandergegliedert. Dabei bildet Kollagen XI meist den zentralen
Fibrillenkern und liegt unter Kollagen |l verborgen, wodurch Kollagen XI
immunochemisch auch erst nach Verdauung der Fibrillen mit Pepsin darstellbar ist
(BRUCKNER und VAN DER REST, 1994). Es kann sich jedoch auch aufRen an
Kollagen Il befinden (EYRE, 2002). Kollagen Il bildet das Ruckgrat (EYRE et al.,
2002) und gleichzeitig auch die Masse des Fibrillenkdrpers und ist fur Antikorper
bereits in intakten Fibrillen zuganglich (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994).

Die Basisstruktur der Kollagenfibrillen besteht aus einem 4-dimensionalen
gestaffelten Polymer von Kollagen-II-Molekulen, die miteinander durch stabile Kopf-
zu-Schwanz-Querverbindungen der Hydroxylysylpyridinolin- (HP-)Reste an den
beiden Ubergangsstellen zwischen Telopeptiden und Helix verbunden sind (EYRE,
2002). Die Kollagen-IX-Molekule sind periodisch entlang der Oberflache der Typ-II-
Kollagenfibrillen in antiparalleler Richtung angeordnet (AIGNER und STOVE, 2003;
GELSE et al., 2003; OLSEN, 1997; WU und EYRE, 1995). Sie sind hauptsachlich
durch intrafibrillare, von Lysin abstammende Hydroxypyridinium-Querverbindungen
zwischen dem Aminoende der Typ-ll-Kollagene und dem NC3-Bereich der Typ-IX-
Kollagene miteinander verknupft (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994). MAYNE
(1989) beschreibt eine trifunktionale Hydroxypyridinium-Querverbindung zwischen
den nicht-kollagenen Amino-Telopeptiden von zwei a1(ll) Ketten und dem
Aminoende der COL2-Domane der a2(IX) Kette. Es ist jedoch noch nicht geklart, ob
die beiden a1(ll) Ketten von einem oder zwei getrennten Molekulen abstammen.

Wenn sie zu zwei verschiedenen Molekllen gehoren, kdnnten Typ-IX-Kollagene eine
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Querverbindung zwischen den Kollagen-llI-Molekllen unterschiedlicher Fibrillen
darstellen und somit zur Stabilisierung des fibrillaren Netzwerks beitragen (MAYNE,
1989).

Hydroxypyridinium-Bricken  verbinden jedoch auch  Kollagen-IX-Molekile
untereinander (OLSEN, 1997). Diese sind besonders reich an solchen
Querverbindungen (MAYNE, 1989; OLSEN, 1997) und ihre Konzentration ist sogar
hdéher als in Kollagen-lI-Molekulen.

Kollagen IX geht aber auch kovalente Bindungen mit der Oberflache der Kollagen-II-
Fibrillen ein. Auf diese Weise wird die mechanische Integritat des Netzwerks weiter
erhoht und der osmotische Schwellungsdruck der eingeschlossenen Proteoglykane
beschrankt (EYRE, 2002). ICHIMURA et al. (2000) berichten von mindestens sechs
Querverbindungsstellen pro Kollagen-IX-Molekil, an denen kovalente Bindungen mit
Kollagen-Il- oder -IX-Molekulen gebildet werden. Bei den Querverbindungsresten
handelt es sich entweder um trivalente Pyridinoline oder divalente mit Borohydrid
reduzierbare Zwischenstufen (EYRE, 2002).

Durch seine hervorragende Kationen-Domane NC4 und die GAG-Kette versieht
Kollagen IX die Kollagenfibrillen mit einer starken Ladung. Da die extrafibrillare
Matrix zum Groldteil aus stark polyanionischen Makromolekllen besteht, ist es
vorstellbar, dass die Interaktionen mit den Matrixmolekulen auf elektrostatischen
oder anderen hydrophilen Kraften beruhen (BRUCKNER und VAN DER REST,
1994). Durch eine solche Verbindung mit den polyanionischen GAG-Ketten der
Matrixproteoglykane (GELSE et al., 2003; MAYNE, 1989; BRUCKNER und VAN
DER REST, 1994) koénnten auch Scherkrafte zwischen den Fibrillen des
Kollagennetzes ohne direkte interfibrillare kovalente Briicken eingeschrankt werden
(EYRE, 2002). AuRerdem sorgen die hervorstehenden Domanen des Kollagen IX fur
den interfibrillaren Zusammenhalt des kollagenen Netzwerks (AIGNER und STOVE,
2003; DIAB et al., 1996; EYRE, 2002; ROUGHLEY und LEE, 1994).
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Abbildung 19: Schema der biochemischen Heterogenitat von D-periodischen Fibrillen in reifem
Gelenkknorpel. Die dunnsten Fibrillen (17-20 nm) sind reich an Kollagen IX und Xl. Bei Fibrillen
mittlerer Grofde ist der Gehalt an Kollagen IX geringer, zusatzlich kann Dekorin vorkommen. An den
dicksten Kollagenfibrillen fehlen Kollagen 1X und XI, wahrend Dekorin haufig enthalten ist. Aus HAGG
et al. (1998).

An der Fibrillenoberflache befinden sich aulerdem auch die Kollagene XlI, XIV
(WATT et al., 1992) und XVI. Letzteres besitzt mdglicherweise ebenfalls von der
Fibrillenoberflache hervorstehende Domanen, die ein laterales Fibrillenwachstum
verhindern. Im Gegensatz zu Kollagen IX besitzen diese Domanen bei Kollagen XVI
allerdings keine Ladung (KASSNER et al., 2003). DarlUber hinaus sind an der
Fibrillenoberflache auch nicht-kollagene Bestandteile zu finden wie beispielsweise
die kleinen Proteoglykane Dekorin und Fibromodulin. Das Proteoglykan Dekorin
kommt im Gegensatz zu Kollagen IX hauptsachlich an der Oberflache dicker
Kollagenfibrillen vor (HAGG et al., 1998) und damit vermehrt in maturem Knorpel
(KASSNER et al., 2003). Auf diese Weise ist meist entweder nur Kollagen IX oder
Dekorin an den Fibrillen anzutreffen. Selten kdnnen jedoch auch beide gemeinsam
an Fibrillen mittleren Durchmessers vorkommen (HAGG et al., 1998).

Auch diese Makromolekule der Fibrillenoberflache vermitteln Wechselwirkungen mit
benachbarten Fibrillen und perifibrillaren Matrixkomponenten. Durch ihre Rolle in der
Kohasion zwischen Matrix und Fibrillen sind sie wahrscheinlich sowohl an der
Organisation makromolekularer Aggregate, als auch an der Bestimmung

biomechanischer Eigenschaften des Knorpelgewebes beteiligt (HAGG et al., 1998).



Anatomie des Gelenkknorpels 58

1.2.4.2.1.5 Kollagendurchmesser und —dichte

Innerhalb des gesamten Gelenkknorpels variiert der Durchmesser der
Kollagenfibrillen zwischen 40 und 640 nm, wobei der Durchschnitt bei 100 bis 350
nm liegt. AuRerdem sind in allen Knorpelzonen dunne Fibrillen mit einer Dicke von
weniger als 10 nm anzutreffen. Generell weisen die Kollagene jedoch je nach
Knorpelzone und Matrixregion Unterschiede bezuglich ihres Durchmessers auf.
Wahrend der durchschnittliche Durchmesser der Kollagenfibrillen in den territorialen
und interterritorialen Kompartimenten mit zunehmender Entfernung von
Gelenkoberflache und Zellen zunimmt (EYRE, 2002; HEDLUND et al., 1993;
HLAVACEEK, 2000; HWANG et al., 1992; MAYNE, 1989), bleibt er in den
perizellularen Regionen unabhangig der Knorpeltiefe relativ gleichbleibend dinn
(siehe Tabelle 2) (HEDLUND et al., 1993). Auch die Kollagenvolumendichte steigt
mit zunehmender Distanz zu Knorpeloberflache und Zellen an (HEDLUND et al.,
1993).

Tab. 2: Durchmesser der Kollagenfibrillen des Gelenkknorpels boviner Tarsometatarsalgelenke.
(Alle Angaben in nm) Durchschnitt mit Standardabweichung in Klammern (n = 3). Aus HEDLUND et
al. (1993).

Zone Kompartiment

(nicht kalzifizierter | perizellular territorial Interterritorial
Knorpel)

oberflachlicher Teil |12,2 (2,6) 17,1 (3,6) 17,0 (4,2)
Mittelteil 12,4 (2,8) 18,4 (3,7) 32,3 (7,4)
unterer Teil 11,7 (2,7) 21,0 (3,7) 38,0 (8,9)

Die Werte der Kollagendurchmesser in humanem Gelenkknorpel (Humeruskopf,
Femurkopf, medialem Tibiaplateau und Metatarsus) unterscheiden sich zwar von
denen des bovinen Gelenkknorpels, aber auch hier ist die Tendenz eines steigenden
Fibrillendurchmessers mit zunehmender Knorpeltiefe festzustellen: So sind die
Fibrillen der Oberflachenzone mit einem Durchmesser von 25-50 nm relativ dinn und
zu kompakten Gruppen aus je 5-6 Fibrillen zusammengelagert. Die Kollagenfibrillen
der Ubergangszone (Zone 2) sind heterogener und weisen einen Durchmesser
zwischen 60 und 140 nm auf, wahrend der Fibrillendurchmesser der tiefer liegenden
Zone 3 bis zu 160 nm betragt (HWANG et al., 1992).
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In allen Knorpelzonen und Matrixregionen sind dunne und mitteldicke Fibrillen
vorzufinden. In den territorialen und interterritorialen Kompartimenten, besonders der
mittleren und tieferen Knorpelzone, sind zusatzlich jedoch auch dickere Fibrillen
vorhanden. Diese vermitteln den Grofteil der Last und sind fur die mechanische
Festigkeit des Gewebes verantwortlich. Die dunnen Fibrillen hingegen sind fur die
Elastizitdt des Knorpels von Bedeutung. Von daher ist die Mischung der
unterschiedlich dicken Fibrillen fur die mechanischen Eigenschaften des
Gelenkknorpels unerlasslich (HEDLUND et al., 1993).

Abbildung 20: Der Querschnitt durch die Kollagenfibrillen der radidaren Zone bovinen Gelenkknorpels
veranschaulicht die Bandbreite des Fibrillendurchmessers im Knorpel. Aus HEDLUND et al. (1993).

ZAMBRANO et al. (1982) konnten aufRerdem einen Zusammenhang zwischen
Knorpelbelastung und Durchmesser der Kollagenfibrillen feststellen. So enthalt
Knorpel, der groRem Druck ausgesetzt ist, Kollagenfibrilen mit dickerem und
variablerem Durchmesser als Knorpel, der nicht so stark belastet wird.

Weiterhin besteht zwischen Alter des Individuums und Durchmesser der
Kollagenfasern ein Zusammenhang. Der Faserdurchmesser von Embryonen und
heranwachsenden Tieren ist bei allen Spezies gleich und ist mit 17 bis 20 nm relativ
gering. Die Fasern alterer Tiere hingegen werden zunehmend dicker. Manche dieser
Fasern breiten sich an den Enden mit zahlreichen hervorstehenden 20 nm dicken
Fasern facherférmig aus. Diese Beobachtungen lassen zum einen vermuten, dass
die Chondrozyten anfangs nur dunne Fasern bilden, die als primare Fasern
betrachtet werden konnen. Die breiteren Fasern entstehen dann im extrazellularen
Raum durch Fusion der primaren Fasern. Zum anderen wird das Dickenwachstum
der primaren Fasern streng kontrolliert. (BRUCKNER und VAN DER REST, 1994).

Kollagen-ll-Molekule lagern sich bis zu einem Fibrillendurchmesser von ca. 17 nm
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kontinuierlich an. Dadurch entsteht eine Konfiguration, die optimal flr die Bindung
von Kollagen IX ist, wodurch das weitere Dickenwachstum gehemmt wird.

Aulerdem besteht auch ein Zusammenhang zwischen Proteoglykangehalt und
Durchmesser  der  Kollagenfibrilen.  Dabei  scheinen  besonders die
Proteoglykanaggregate das Vorkommen dicker Kollagenfibrillen positv zu
beeinflussen: Sowohl der Fibrillendurchmesser, als auch der Proteoglykangehalt
nehmen mit zunehmender Knorpeltiefe zu. AuRerdem sind Proteoglykangehalt und
Kollagenfibrillendicke in fetalem Gelenkknorpel deutlich geringer als in reifem
Knorpelgewebe. Auch in degenerativ verandertem Gelenkknorpel, in dem es zu
einem Verlust von Proteoglykanen kommt, ist der Gehalt an dicken Kollagenfibrillen
deutlich reduziert (CURTIN und REVILLE, 1995). Der genaue Mechanismus ist noch
unbekannt, aber Verknipfungen und Wechselwirkungen von Proteoglykanen und
Kollagenfibrillen sind bereits erwiesen (siehe Kapitel 1.2.4.2.2.3.3 Kleine
Proteoglykane, sowie 1.2.4.2.3.4 Weitere nicht-kollagene Proteine und
Glykoproteine).

Mit zunehmender Reife andert sich jedoch auch die Zusammensetzung der
Kollagenfibrillen. So bestehen die dunnen Kollagenfibrillen des jungen, sich noch im
Wachstum befindlichen Knorpels aus 210% Kollagen IX, 210% Kollagen XI und
<80% Kollagen II. Die dickeren und im Durchmesser starker variierenden Fibrillen
reifen Gelenkknorpels hingegen setzen sich aus ~1% Kollagen IX, ~3% Kollagen XI
und 290% Kollagen Il zusammen (EYRE, 2002).

1.2.4.2.2 Proteoglykane

1.2.4.2.2.1 Alilgemeines

Proteoglykane sind in allen Kérpergeweben intrazellular, an der Zelloberflache und in
der extrazellularen Matrix anzutreffen, wobei Letzteres Uberwiegt (LOHMANDER,
1988). Es handelt sich um eine Subgruppe von Glykokonjugaten mit grof3en
strukturellen und funktionellen Unterschieden (HARDINGHAM und BAYLISS, 1990;
HASCALL, 1988). Als gemeinsames Merkmal bestehen jedoch alle aus einem
Kernprotein, an das mindestens eine Glykosaminoglykankette kovalent gebunden ist
(WATANABE et al., 1998). Da bei samtlichen Proteoglykanen die Struktur ihrer
Kernproteine sehr ahnlich ist, bilden sie eine gemeinsame Genfamilie (MARGOLIS
und MARGOLIS, 1994). Die Genomstruktur weist auch speziesubergreifend (Ratten,
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Huhner, Mause, Menschen) groBe Ahnlichkeit auf (DOEGE et al., 1994; LI und
SCHWARTZ, 1995; VALHMU et al., 1995; WATANABE et al., 1995).

In der extrazellularen Matrix des hyalinen Gelenkknorpels kommen neben den
aggregierenden Proteoglykanen, Aggrekan und Versikan, auch verschiedene kleine,
nicht-aggregierende Proteoglykane vor, wie zum Beispiel Dekorin, Biglykan,
Fibromodulin, Perlekan und SZP (10ZZ0O et al., 1994; KNUDSON und KNUDSON,
2001; KRISHNAN et al.,, 2004; MIOSGE et al., 1994; POOLE et al.,, 1996;
ROUGHLEY und LEE, 1994; ROUGHLEY, 2001b; SCHUMACHER et al., 1999). Die
Monomere der verschiedenen Proteoglykane variieren bezuglich Grole,
Molekulargewicht und Zusammensetzung. Ihre Gro3e wird hauptsachlich durch die
Lange des Kernproteins, die Zahl der angelagerten Glykosaminoglykanketten und
die Durchschnittslange der Gruppen der Glykosaminoglykanketten bestimmt, wobei
Letztere innerhalb eines Monomers kaum variieren.

Die direkte Beziehung zwischen steigendem Molekulargewicht der Monomere und
zunehmender Monomerlange sowie steigender Seitenkettenanzahl zeigt, dass die
Variabilitdt in GroRe und Zusammensetzung der Monomere hauptsachlich von der
unterschiedlichen Lange der Chondroitinsulfat-reichen Region abhangt. Mit
zunehmendem Molekulargewicht und Gehalt an Chondroitinsulfat nimmt der Gehalt
an Keratansulfat und Protein ab (BUCKWALTER und ROSENBERG, 1988).

Die Proteoglykane sind fur die Kompressibilitdt und Festigkeit des Gelenkknorpels
von entscheidender Bedeutung. Die Komprimierbarkeit des Knorpels kann sogar als
Index seines Proteoglykangehalts angesehen werden. Bei enzymatischer Entfernung
der Proteoglykane verliert der Gelenkknorpel namlich an Festigkeit und wird
biegsamer. Aullerdem wird seine Kapazitat, Deformationen zu widerstehen, reduziert
(HARRIS et al., 1972).

Ihre besonderen Eigenschaften erhalten die Proteoglykane durch die
Glykosaminoglykane mit ihrer groRen Anzahl an negativ geladenen Sulfat- und
Carboxylgruppen. Auf diese Weise ziehen sie Kationen, wie zum Beispiel Natrium
und damit auch Wasser an, und stolRen Anionen, wie zum Beispiel Chlorid, ab (AP
GWYNN et al., 2002; BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Dem Schwellungsdruck,
der durch die Hydratation der polyanionischen Proteoglykane entsteht, wirkt das
Netzwerk der Kollagenfibrillen entgegen, in dem die Proteoglykane sowohl
mechanisch als auch biochemisch verankert sind (ACKERMANN und STEINMEYER,
2005; AP GWYNN et al., 2002; DIUKGRAAF et al., 1995; DUDHIA, 2005; HASCALL,
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1988; HARDINGHAM und BAYLISS, 1990; MUEHLEMAN et al., 2003; WINDHABER
et al., 2003).

1.2.4.2.2.2 Bestandteile der Proteoglykane

Proteoglykane bestehen zu etwa 80-94% aus Glykosaminoglykanen (GAG) und zu
6-20% aus einem zentralen fadenférmigen Kernprotein (LOHMANDER, 1988). Die
Verknupfung erfolgt O-glykosidisch Uber die Hydroxylgruppe eines Serinrestes der
Polypeptidkette und einen Xyloserest der GAG-Kette (DUDHIA, 2005; LOHMANDER,
1988). Mit Ausnahme von Keratansulfat besteht die Bindungsregion der GAG-Ketten
zum Kernprotein aus einem Tetrasaccharid, das zusatzlich zum Xyloserest noch zwei
Galaktosereste und eine Uronsaure enthalt (DUDHIA, 2005). Die Anzahl der GAG-
Ketten, die an ein Akzeptorprotein gebunden werden, ist unterschiedlich und liegt
zwischen einer und mehr als hundert, wobei in einem Proteoglykanmolekl
verschiedene GAGs nebeneinander vorkommen kénnen (LOEFFLER, 1990).
Generell ist die GAG-Konzentration im Gelenkknorpel an belasteten Stellen hoher als
in typischerweise unbelasteten Lokalisationen desselben Gelenks. Durch Bewegung
kann die Konzentration im Knorpel Uber einen bestimmten Basiswert hinaus erhoht
werden, wahrend sie bei Immobilisierung des Gelenks schnell abnimmt
(RICHARDSON und CLARK, 1991).

1.2.4.2.2.2.1 Glykosaminoglykane

Bei den GAGs handelt es sich um lange, unverzweigte Polysaccharidketten aus sich
wiederholenden Disaccharideinheiten. Jedes der Disaccharide setzt sich wiederum
aus einem Hexosamin (Glukosamin, Galaktosamin bzw. deren N-acetylierten
Derivate) und einem stickstofffreien Monosaccharid, meist Glukuronsaure,
zusammen (LOFFLER, 1990). AuRerdem besitzt jede Disaccharideinheit mindestens
eine negativ geladene Carboxyl- oder Sulfatgruppe, so dass die GAGs lange, negativ
geladene Faden bilden (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).
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Abbildung 21: Die sich wiederholenden Disaccharideinheiten der GAGs. Alle Disaccharide (aul3er die
der Hyaluronsaure) kénnen mit Ester oder aminogebundenen Sulfatgruppen (-OSO3;) substituiert sein
und kommen nicht sulfatiert, mono- (z.B. Chondroitin-4-Sulfat oder Chondroitin-6-Sulfat) und
disulfatiert vor. GIcUA — Glukuronsaure; GIcNAc - N-Acetylglukosamin; GalNAc - N-
Acetlygalaktosamin; IdoUA — Iduronsaure; Gal — Galaktose. Aus DUDHIA et al. (2005).

Die GAGs verleihen dem Knorpelgewebe nicht nur seine Kompressionssteifigkeit,
Haltbarkeit, Elastizitdt und hohen Hydratationsgrad, sondern regulieren auch
Diffusion und Molekilfluss durch den Knorpel. Bei Abnahme des GAG-Gehalts
werden diese Eigenschaften wesentlich beeintrachtigt (BUCKWALTER und
ROSENBERG, 1988).

Insgesamt gibt es funf sulfatierte GAGs, zu denen Chondroitinsulfat, Keratansulfat,
Dermatansulfat, Heparansulfat und Heparin gehéren und ein nicht-sulfatiertes GAG,
die Hyaluronsaure (DUDHIA, 2005; LAURENT und FRASER, 1992). Mit Ausnahme
von Heparin kommen alle im Gelenkknorpel vor (ROUGHLEY und LEE, 1994).
Allerdings sind nur die sulfatierten GAGs Bestandteile der Proteoglykane (JACKSON
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et al.,, 1991). Sie kommen im Gegensatz zur Hyaluronsaure nicht in freier Form im
Knorpel vor, sondern ausschlieRlich an den Proteoglykanen.

Der Anteil der GAGs in humanem Gelenkknorpel betragt etwa 15% seines
Trockengewichts. Bei 90% der GAGs handelt es sich um Chondroitin-6-Sulfat und
Keratansulfat und bei weniger als 5% um Chondroitin-4-Sulfat (DIJKGRAAF et al.,
1995). Die Konzentrationen der verschiedenen GAGs sind allerdings von Alter und
Knorpellokalisation abhangig und verandern sich auch bei Verletzungen oder
Krankheiten (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).

Tab. 3: Die Glykosaminoglykane des Gelenkknorpels. Aus LOFFLER (1990 und 1998) und
ROUGHLEY und LEE (1994).

GAG Molekular- Anzahl der Struktur
(Position des gewicht Disaccharide
Sulfats) pro Kette
Chondroitinsulfat 2-5x10* 50 GlcS-GalNAc-GIcS-
(4 oder 6) GalNAc
Dermatansulfat 2-5x10* 50 IdS-GalNAc-GlcS-
4) GalNAc
Keratansulfat 5-20x10° 15 Gal-GIcNAc-Gal-
(6) GIcNAc
Heparansulfat 2-10x10° 50 IdS-GIcNSO3-GlcS-
(N) GlcNAC
Hyaluronsaure 1-3x10° 10.000 GlcS-GIcNAc-GlcS-
(-) GIcNAc

GlcS — Glukuronsaure; GalNAc - N-Acetyl-Galactosamin; IdS - Iduronsaure; Gal - Galaktose;
GIcNAc - N-Acetyl-Glukosamin; GIcNSO; - Glukosamin-N-Sulfat.

Chondroitinsulfat

Chondroitinsulfat (CS) ist ein wichtiger Bestandteil des Gelenkknorpels und kommt
hier in relativ hoher Konzentration (40 bis 80 mg/ml) hauptsachlich in Aggrekan, aber
auch in kleineren Mengen in den Proteoglykanen Dekorin und Biglykan vor
(HARDINGHAM, 1995). Sein Molekulargewicht betragt im Gelenkknorpel zwischen
20.000 und 50.000 (PETRIDES, 1990 und 1998; ROUGHLEY und LEE, 1994). Es
handelt sich um ein gestrecktes Polysaccharid aus 20-60 sich wiederholenden

Disaccharideinheiten, die sich aus Glukuronsaure (GlcS) und N-Acetyl-Galaktosamin
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(GalNAc) zusammensetzen. Die Sulfatgruppe befindet sich im Hexosaminteil
(ROUGHLEY und LEE, 1994). So tragt bei den Aggrekanen ein Grofteil der
Galaktosaminreste an Position 4 oder 6 eine einzelne Sulfatgruppe, 1-5% der Reste
sind nicht sulfatiert und nur weniger als 1% sind disulfatiert mit 4-,6-disulfatiertem
Galaktosamin oder einigen 2-sulfatierten Glukuronsaureresten (HARDINGHAM,
1995). Die Sulfatgruppen sorgen zusammen mit den Carboxylgruppen der
Glukuronsaure flr eine dicht gepackte Ansammlung anionischer Ladung entlang der
GAG-Kette und sind somit fir die hydrophilen und raumflllenden Eigenschaften der
Proteoglykane verantwortlich.

Die Bindungsregion der CS-Ketten besteht aus einem Tetrasaccharid, mit der
Sequenz B-GlcS-(1,3)-p-Gal-(1,3)-B-Gal-(1,4)-B-Xyl (LOHMANDER, 1988;
RABENSTEIN, 2002), wobei der Xyloserest in neu synthetisierten Proteoglykanen zu
einem Grol3teil an Position 2 phosphoryliert ist (LOHMANDER, 1988).

Die Synthese von CS startet an Akzeptor-Serinresten des Kernproteins durch
Anlagerung eines Xyloserests, gefolgt von aufeinanderfolgenden Galaktoseresten
und einem GlcS-Rest. Diesen folgt die sich wiederholende Addition von GalNAc und
GlcS. Wahrend der Verlangerung der Polysaccharidkette findet auch die Sulfatierung
der GalNAc-Reste statt (ROUGHLEY wund LEE, 1994). Die Struktur von
Chondroitinsulfat  variiert abhangig von Alter (siehe 3.1.3 Altersbedingte
Veranderungen der Proteoglykane) und Gesundheitszustand des Individuums sowie
auch von der anatomischer Lage des Gelenkknorpels (ROUGHLEY und LEE, 1994)

(genaueres siehe 2.1 Unterschiede der Matrixstruktur verschiedener Gelenke).

Dermatansulfat

Dermatansulfat (DS) unterscheidet sich von Chondroitinsulfat durch die Anwesenheit
von Iduronsaureresten an Stelle von etwa 10-20% der GlcS-Reste. Die
Iduronsaurereste werden nicht durch eine spezifische Glykosyltransferase
hinzugefiigt, sondern mit Hilfe einer Epimerase aus Glukuronsdure gebildet.
Dermatansulfat kann also als eine modifizierte Form des CS betrachtet werden.
Tatsachlich wurde Dermatansulfat auch ursprunglich als ,Chondroitinsulfat B®
bezeichnet. Die Iduronsaurereste kdnnen an Position 2 sulfatiert sein (ROUGHLEY
und LEE, 1994). Da es flir die Epimerisierung kein festes Schema gibt, variieren
wahrscheinlich Proportion und Position der DS-Ketten in verschiedenen
Gelenkknorpeln (ROUGHLEY und LEE, 1994).
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Keratansulfat

Die Keratansulfatketten des Gelenkknorpels haben ein Molekulargewicht zwischen
2.000 und 8.000. Ein Aggrekanmolekul enthalt im Durchschnitt etwa 40 dieser
Ketten. Der Grofdteil von ihnen ist dabei in der Zwischenregion des Kernproteins
lokalisiert (LOHMANDER, 1988).

Keratansulfat (KS) ist das einzige GAG, das keine Uronsauren enthalt. Stattdessen
ist es aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten von Galaktose und N-Acetyl-
Glukosamin (GIcNAc) zusammengesetzt, wobei Letzteres gewdhnlich an Position 6
sulfatiert ist. Manchmal erfolgt die Sulfatierung aber auch an der Position 6 des
Galaktoserestes (ROUGHLEY und LEE, 1994).

KS unterscheidet sich von den anderen sulfatierten GAGs auch hinsichtlich seiner
Verbindungsweise mit dem Kernprotein. Es kann sowohl Gber eine Glykosidbindung
zwischen GalNAc und der Hydroxylgruppe von Serin oder Threonin des Kernproteins
als auch an die Aminogruppe von Asparagin binden, indem es
Verbindungsstrukturen nutzt, die viele O- und N-gebundene Oligosaccharide in
Glykoproteinen haben.

Der Gehalt an KS im Gelenkknorpel steigt mit zunehmendem Alter (ROUGHLEY und
LEE, 1994).

Heparansulfat

Heparansulfat (HS) unterscheidet sich von den ubrigen GAGs nicht nur hinsichtlich
seiner Struktur, sondern auch bezlglich seines Vorkommens an Zell-assoziierten
Proteoglykanen (ROUGHLEY und LEE, 1994). HS ist ein lineares Polysaccharid, das
sich aus 50 bis 200 Disaccharid-Untereinheiten zusammensetzt. Diese aus
Uronsaure (Glukuron- oder Iduronsaure) und Glukosamin (GIcN) bzw. GIcNAc
bestehenden Disaccharide sind mit variablen Mustern von N-Sulfat, O-Sulfat und N-
Acetylgruppen substituiert (LOFFLER, 1990; RABENSTEIN, 2002). Es kann sowohl
eine O-Sulfatierung an Position 6 des GIcN-Rests und Position 2 des
Iduronsaurerests stattfinden als auch manchmal eine Sulfatierung an Position 3 des
Glukosaminrests. Aulderdem variiert, wie bei Dermatansulfat auch, das Verhaltnis
von GlIcS-Resten, die zu lduronsaure epimerisiert werden. Diese groRRe Variabilitat
lasst HS zu einer sehr heterogenen Struktur werden, die eine Vielzahl an
Wechselwirkungen mit verschiedenen Proteinen ermdglicht (RABENSTEIN, 2002;
ROUGHLEY und LEE, 1994).
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Die Verbindung innerhalb der Disaccharide kann im Gegensatz zu den anderen
GAGs nicht nur o-, sondern auch B-glykosidisch erfolgen (LOFFLER, 1990;
RABENSTEIN, 2002). Den groten Anteil der Polysaccharidkette bilden zahlreiche
aneinandergereihte  unsulfatierte  GlcS-(1—4)-GIcNAc  Disaccharidsequenzen.
Weiterhin gibt es eine Region, die sich aus Disacchariden von Iduronsaure und
sulfatierten Glukosaminen (GIcNS) zusammensetzt. Zwischen diesen beiden
Regionen liegt ein Bereich, der sowohl GIcNAc als auch GICNS in seinen
Disaccharideinheiten enthalt (RABENSTEIN, 2002).

Die Bindung der HS-Polysaccharid-Ketten an die Kernproteine der HS-
Proteoglykane, zu denen Perlekan und laut GOVINDRAJ et al. (2002) auch
Aggrekan gehoren, erfolgt Uber dieselbe Tetrasaccharid-Sequenz wie bei CS
(RABENSTEIN, 2002; ROUGHLEY und LEE, 1994). Auch ihre Sequenz fir die
Anlagerung an Serinreste stimmt Uberein (ROUGHLEY und LEE, 1994). Erst durch
diese Bindung erlangen die HS-Proteoglykane viele ihrer biologischen Funktionen,
zu denen unter anderem Zelladhasion, Regulierung von Zellwachstum und —
proliferation, die Bindung von Proteinen an die Zellen und die damit verbundene
Regulierung der Proteinaktivitaten gehoren. Die selektiven Wechselwirkungen mit
bestimmten Proteinen beruhen auf der dreidimensionalen Struktur, den
Sulfatierungsmustern, der Flexibilitdt der Pyranoseringe der Iduronsaurereste und
den Rotationen um die Glykosidbindungen der HS-Ketten. Besonders die Flexibilitat
des Pyranoserings erklart die bemerkenswerte Fahigkeit der HS, an eine Vielzahl
von Proteinen binden zu kdnnen. Sie erleichtert die hauptsachlich elektrostatisch
stattfindenden Wechselwirkungen zwischen den anionischen HS-Gruppen und den
kationischen Bindungsstellen der Proteine (RABENSTEIN, 2002).

Die an der Zelloberflache befindlichen HS-Proteoglykane sind in einem dynamischen
Zustand, da die HS-Struktur von der Zelle als Antwort auf extrazellulare Signale, wie
zum Beispiel Wachstumsfaktoren, bestimmt wird. Die nicht-kovalenten
Wechselwirkungen von HS mit Proteinen bewirken Veranderungen der
Proteinkonformation, erleichtern Protein-Protein Wechselwirkungen und fungieren als
Co-Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren. Die hohe Bindungsaffinitat fur ihre
Rezeptoren erhalten bestimmte Wachstumsfaktoren namlich erst durch die HS-
Proteoglykane, die Konformationsanderungen sowohl des Wachstumsfaktors, als
auch des Rezeptors induzieren und somit eine Signalibertragung bewirken
(RABENSTEIN, 2002).
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Hyaluronsaure

Bei Hyaluronsaure handelt es sich um ein lineares, nicht sulfatiertes Polysaccharid
aus sich wiederholenden Glukuronsaure- und N-Acetyl-Glukosaminresten. Ihr Anteil
am Gesamtproteoglykangehalt des Knorpels betragt gewohnlich etwa 1-2%.
Hyaluronsaure unterscheidet sich von den sulfatierten GAGs in mehreren Punkten:
Zum einen durch ihre extreme Lange (zwischen weniger als 100 nm und mehr als
10.000 nm) (BUCKWALTER und ROSENBERG, 1988) sowie das Fehlen
zusatzlicher Polymermodifikationen (ROUGHLEY und LEE, 1994). Zum anderen
bendtigt sie weder zum Starten ihrer Synthese ein Akzeptorprotein, noch ist sie zu
einem spateren Zeitpunkt kovalent an ein Protein gebunden (LOHMANDER, 1988;
ROUGHLEY und LEE, 1994).

Hyaluronsaure sorgt fur ein Gel, an das sich die Chondrozyten Uber Hyaluronsaure-
spezifische Oberflachenrezeptoren binden kdnnen. Aulierdem stellt sie die zentrale
Komponente der Proteoglykanggregate dar, da die Aggrekane eine Hyaluronsaure-
bindende Domane besitzen. Durch ihre Bindungsfahigkeit mit noch weiteren
Matrixkomponenten, wie zum Beispiel Kollagen VI und Bindungsproteinen, spielt sie

im Knorpel zudem eine stabilisierende Rolle (MUIR, 1995).

1.2.4.2.2.2.2 Kernprotein

Das Kernprotein der Proteoglykane ist eine Polypeptidkette, die sich aus drei
globularen (G-Regionen) und zwei erweiterten interglobularen Domanen
zusammensetzt (KUETTNER, 1992). Die am Aminoende liegende G1-Region kann
sich mit Hyaluronsaure nicht-kovalent verbinden und wird deshalb auch als
Hyaluronsaure-bindende Region bezeichnet (BUCKWALTER und MANKIN, 1997;
DUDHIA, 2005). Sie besitzt eine doppelschlaufige Struktur, die selektiv mit finf der
sich wiederholenden Disaccharideinheiten der Hyaluronsaure interagiert. Da somit
fur diese Verbindung nur wenige Disaccharide pro Proteoglykanmolekul bendtigt
werden (TRIPPEL, 1990), koénnen viele Proteoglykanmolekile an nur einen
Hyaluronsaurefaden binden (MUIR, 1995). Die Verbindung wird durch
Bindungsproteine stabilisiert, die ebenfalls eine doppelschlaufige Struktur aufweisen
und sowohl mit Hyaluronsaure als auch mit der G1-Region interagieren
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Alle an Hyaluronsdure bindenden
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Proteoglykane und Bindungsproteine enthalten diese Region (WATANABE et al.,
1998).

Die G2-Region befindet sich direkt anschlieRend an die Hyaluronsaure-bindende
Region, zu der sie auch homolog ist. Sie hat ebenfalls die Form einer Doppelschleife,
bindet aber selbst scheinbar nicht an Hyaluronsaure (TRIPPEL, 1990). Laut
WATANABE et al. (1998) ist sie jedoch nur bei Aggrekanen anzutreffen.

Auf die G2-Region folgt der nicht globulare Bereich des Kernproteins mit den
Anlagerungsstellen fir die GAG-Seitenketten. Zwischen den verschiedenen
Proteoglykanen herrscht in dieser Region eine starke Heterogenitat mit sehr
unterschiedlicher Anzahl und GroRe der Bindungsstellen (ROUGHLEY und LEE,
1994).

Am Carboxyende des Kernproteins liegt die G3-Region. Ihre Funktion ist noch
unklar, eventuell ist sie jedoch an der Bindung an andere Saccharide, einschlieflich
Galaktose und Fruktose, beteiligt (TRIPPEL, 1990).

Die Kernproteinstruktur des Proteoglykans Aggrekan wurde von mehreren Autoren
genauer untersucht und wird im Kapitel 1.2.4.2.2.3.1 Aggrekane ausflhrlich

besprochen.

1.2.4.2.2.3 Die verschiedenen Proteoglykane

Wie bereits erwahnt kommen im Knorpel zwei unterschiedliche Klassen von
Proteoglykanen vor: die groRen aggregierenden Proteoglykane Aggrekan
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997; 10ZZO et al.,, 1994; ROUGHLEY und LEE,
1994) und Versikan (MATSUMOTO et al., 2006) sowie die kleinen Proteoglykane wie
Dekorin, Biglykan, Fibromodulin, Perlekan und andere (BUCKWALTER und
MANKIN, 1997; 10ZZ0 et al., 1994; ROUGHLEY und LEE, 1994).

Die Aggrekane machen etwa 90% der Gesamtproteoglykanmasse des Knorpels aus
(HALL et al., 2003), die groRen nicht-aggregierenden Proteoglykane maximal 10%
und die kleinen Proteoglykane bis zu 3%. Betrachtet man jedoch die molare Menge,
so ist die der kleinen Proteoglykane gleich der groRen oder sogar hoher
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997).
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Abbildung 22: Struktur der Knorpelproteoglykane. Horizontale Linie: Kernproteinldnge basierend auf
der Anzahl der Aminosauren-Reste im intakten Molekdl nach der Sekretion. Vertikale Linien: GAG-
Ketten. Bei Aggrekan sind auch vereinzelt KS-Ketten in der CS-reichen Region anzutreffen. C —
Carboxyende des Kernproteins; CS/DS — Chondroitinsulfat oder Dermatansulfat; KS — Keratansulfat;
N — Aminoende des Kernproteins. Aus ROUGHLEY und LEE (1994).

Tab. 4: Die verschiedenen Proteoglykantypen des Gelenkknorpels. Aus ROUGHLEY und LEE, 1994.
Erganzt aus MATSUMOTO et al. (2006).

Proteoglykan- GAG- Anzahl Protein- Chromo- Gen- Exon-
Typ' Typ? GAG- groke®  somen-  groRe Zahl
Ketten Lokation (kb)

Aggrekan CS und >100 2297 15 >50 15
KS

Versikan CS 20 - - - -

Dekorin CS/DS 1 329 12 >38 8

Biglykan CS/DS 2 331 X 8 8

Fibromodulin KS 4 357 - - -

a2(1X) CS/DS 1 677 - - 32

"Alle Daten beziehen sich auf humaneProteoglykane, auer die von Fibromodulin, die von Boviden stammen und
die von o2(IX), die von Hihnern stammen. 2Abkijrzungen: CS - Chondroitinsulfat; DS - Dermatansulfat; KS —
Keratansulfat; X — X-Chromosom. 3Die ProteingroRe wird reprasentiert durch die Anzahl vorhandener
Aminosauren.

Bei den grol3en, nicht-aggregierenden Proteoglykanen, die den Aggrekanen in
Struktur und Zusammensetzung ahneln, handelt es sich wahrscheinlich um deren

Abbauprodukte (BUCKWALTER et al, 1994). Mit den aggregierenden

Proteoglykanen haben sie den hohen Gehalt an Serin, Glutamat/Glutamin und Glycin
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gemeinsam, wahrend ihr Gehalt an CS-Seitenketten wesentlich geringer ist. Da ihr
Kernprotein im Vergleich zu den Ubrigen Proteoglykanen ein deutlich anderes
Peptidmuster aufweist, reprasentieren diese Proteoglykane laut HEINEGARD et al.
(1986) jedoch eine eigene Molekulgruppe.

1.2.4.2.2.3.1 Aggrekane

Das aggregierende Hauptproteoglykan des Gelenkknorpels hei3t Aggrekan und ist
knorpelspezifisch. Die Bezeichnung aggregierendes Proteoglykan beruht auf der
Fahigkeit der einzelnen Aggrekanmonomere, sich mit Hyaluronsaure nicht-kovalent
verbinden zu kénnen und auf diese Weise grole Proteoglykanaggregate zu bilden
(BUCKWALTER et al., 1994; DEAN et al.,, 2003, DOEGE et al., 1991; DUDHIA,
2005; HARDINGHAM und FOSANG, 1992; VANWANSEELE et al., 2002). Aggrekan
gehort somit zur Familie der Hyaluronsaure bindenden Proteine, genannt
Hyaloadherine (DUDHIA, 2005; ROUGHLEY und LEE, 1994). Die Anwesenheit
groRer Mengen von Proteoglykanaggregaten ist allgemein ein Charakteristikum far
hyalinen Knorpel und speziell fur Gelenkknorpel (COHEN et al., 1998).

Die Struktur eines Aggrekanmonomers gleicht der einer Flaschenblrste mit einem
zentralen Kernprotein (Molekulargewicht > 200.000) (MUIR, 1995), das entlang
seiner gesamten Lange CS- und KS-Ketten, sowie N- oder O-gebundene
Oligosaccharide kovalent gebunden hat (DUDHIA, 2005; MUIR, 1995). Das
Gesamtmolekulargewicht dieses Makromolekiils liegt bei 1-3x10° (LOHMANDER,
1988). BUCKWALTER und ROSENBERG (1988) und MUIR (1995) hingegen
berichten von einem Molekulargewicht von 1-4x10° (@ 2,5x10°).

G1 G2 G3
~— [ | L

I R
e % IR =

NH2
Uy .
L —— O-linked ~ Nelinked
Ig fold PTR oligosaccharides oligosaccharides
Link Protein Keratan sulphate Chondroitin sulphate

Abbildung 23: Molekulares Schema eines aggregierenden Proteoglykans und Bindungsproteins (Link
Protein). G1 — Hyaluronsaure-bindende Region. Aus MUIR (1995).
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Die GAG-Ketten vereinnahmen etwa 90% der Gesamtmasse des Aggrekans
(KUETTNER, 1992). Der Durchschnitt liegt bei etwa 110 CS- und mehr als 30 KS-
Ketten pro Aggrekanmolekul (DUDHIA, 2005; ROUGHLEY 2001b). Der KS-Gehalt
scheint variabler als der von CS zu sein, wobei es mit zunehmendem Alter meist zu
einem Anstieg des KS im Verhaltnis zum CS kommt (HARDINGHAM et al., 1986).
Weiterhin sind noch etwa 50 O-gebundenen wund 5-10 N-gebundenen
Oligosaccharide angelagert (LOHMANDER 1988).

Die Aggrekane sind aufgrund der stark anionischen Ladung ihrer sulfatierten GAGs
und der Immobilisierung im umliegenden Kollagennetz groBtenteils fur die
osmotischen Eigenschaften des Knorpels verantwortlich. Auf diese Weise tragen die

Aggrekane auch maldgeblich zur extremen Belastbarkeit des Gelenkknorpels bei.

Kernprotein

Das Kernprotein des Aggrekans besteht aus etwa 2.000 Aminosauren
(LOHMANDER, 1988). Es wird durch ein einziges Gen kodiert, das 18 Exons enthalt
und deren Organisation streng mit den spezifischen Domanen korreliert
(WATANABE et al., 1998).

Vom Amino- zum Carboxyende hin folgen aufeinander die globulare Bindungsregion
fur Hyaluronsaure G1, eine 21 bis 25 nm grol3e interglobulare Domane (IGD), die
G2-Region, eine KS-reiche Region (KS-Region), eine CS-reiche Region (CS-Region)
und die altersabhangig vorhandene G3-Region (DUDHIA, 2005) (siehe Kapitel 3.1.3
Altersbedingte Veranderungen der Proteoglykane). Das Molekulargewicht des
gesamten Kernproteins liegt bei etwa 300 (SZAFRANSKI et al., 2004) bis 320 kDa
(HARDINGHAM et al., 1986), wobei die G1-Region ca. 50.000, die Zwischenregion
ca. 8.000, die G2-Region ca. 40.000, die KS-reiche Region etwa 15.000, die CS-
reiche Region etwa 180.000 und die G3-Region etwa 30.000 Da grofl3 ist
(WATANABE et al., 1998). Damit stellt das Kernprotein etwa 10-20% des Gewichts
des gesamten Proteoglykans. Bezogen auf die Molekularmasse des Kernproteins
wiederum betragt der Anteil der Anlagerungsregionen von CS und KS 80%
(DUDHIA, 2005).
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Abbildung 24: Kernprotein der aggregierenden Proteoglykane porcinen Knorpels. Aus
HARDINGHAM et al. (1986).

Der Bereich am Aminoende beinhaltet die zwei globularen Regionen G1 und G2. Sie
weisen jeweils einen Durchmesser von 6 bis 8 nm auf (HARDINGHAM et al., 1986)
und sind durch die IGD voneinander getrennt (DUDHIA, 2005; WATANABE et al.,
1998). Dieses Segment scheint durch eventuell angelagerte Kohlenhydratketten
versteift zu sein (HARDINGHAM et al., 1986). Die G1- und G2-Region enthalten
wenige oder keine GAG-Ketten, aber die meisten der N-gebundenen
Oligosaccharide. @ So  betragt der Anteil der Oligosaccharide am
Gesamtmolekulargewicht der G1-Region 30% (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).
Beide Domanen reagieren speziell mit Hyaluronsaure und dem Bindungsprotein zur
Bildung von Proteoglykanaggregaten. Da die Aggregation der Proteoglykane deren
Immobilisierung in der Matrix zur Folge hat, ist dieser Bereich des Kernproteins somit
von groler funktioneller Bedeutung fir den Gelenkknorpel (LOHMANDER, 1988).

Die G1-Region besteht aus drei schlaufenformigen, miteinander Uber Disulfidbricken
verbundenen Subdomanen A, B und B’. B und B" bilden jeweils eine
doppelschlaufige Struktur, genannt Proteoglykan tandem repeat (PTR). Eine solche
PTR-Schlaufe stellt die funktionelle Stelle fir die Wechselwirkungen mit
Hyaluronsaure dar (DUDHIA, 2005; WATANABE et al., 1998). Da jedoch die
Hyaluronsaure-bindende Region unter reduzierten Bedingungen nicht an
Hyaluronsaure bindet, scheint auch die Ternarstruktur der PTR, die durch zwei
Disulfidbriicken gebildet wird, flr die Funktion essentiell zu sein (YU und TOOLE,
1995). Zusatzlich sind aber auch die Kohlenhydratketten der G1-Region fur die
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Bindung an Hyaluronsaure von Bedeutung (BARTOLAZZI et al., 1996; DUDHIA,
2005).

Versuche von WATANABE et al. (1998) zeigten, dass das kleinste noch an
Hyaluronsaure bindende Aggrekansegment das B-B'-Segment der G1-Region ist. Es
wird jedoch angenommen, dass eine einzelne PTR-Schlaufe fur Wechselwirkungen
mit Hyaluronsaure ausreicht. Der Hyaluronsaure-Rezeptor CD44 (STAMENCOVIC,
1989) und das Arthritis-assoziierte Protein Tumor-Nekrosefaktor stimulierte Gen 6
(LEE et al., 1992) beispielsweise kénnen namlich an Hyaluronsaure binden, obwohl
sie nur jeweils eine PTR-Schlaufe pro Molekll besitzen. Studien mit
Kernresonanzspektroskopie von HORITA et al. (1994) an Peptiden aus
Bindungsregionen von Knorpelproteinen konnten das jedoch nicht bestatigen. Auch
Versuche von WATANABE et al. (1997) mit rekombinanten Aggrekandomanen
zeigen, dass eine einzelne PTR keine Hyaluronsaure-bindende Aktivitat mehr besitzt.
Die A-Schlaufe der G1-Region bildet eine Immunoglobulinfalte (DUDHIA, 2005;
WATANABE et al., 1998). Vermutlich reagiert sie mit dem Bindungsprotein und
modglicherweise auch mit anderen Regionen. Aulderdem verstarkt die A-Schlaufe die
Wechselwirkungen des B-B’-Segments mit Hyaluronsaure, wobei auch hier die
Ternarstruktur von Bedeutung ist (WATANABE et al., 1998).

Bei der interglobularen Domane (IGD) handelt es sich um eine, beim humanen
Aggrekan aus 127 Resten bestehende, 25 nm kurze Proteinregion (DUDHIA, 2005),
die stangenférmig zwischen der G1- und G2-Region liegt. Sie enthalt spezifische
Spaltungsstellen fur eine Reihe von Proteasen, zum Beispiel die Matrix
Metalloproteinasen 1, 2, 3 und 8, die Serinprotease Plasmin und saure Proteasen
wie Kathepsin B (HARDINGHAM und FOSANG, 1995). Studien an
Aggrekanfragmenten aus Gelenkknorpel und Synovialflissigkeit deuten auf die
Anwesenheit einer Protease hin, die spezielle Stellen der IGD spaltet und
Aggrekanase genannt wird. In gesundem reifem Gelenkknorpel wurden mindestens
elf verschiedene Aggrekanfragmente mit Molekulargewichten zwischen 43.000 und
300.000 gefunden (SANDY et al., 1995). Da der Abbau am C-Ende zu beginnen
scheint, spaltet das Enzym also nicht nur eine bestimmte Stelle der IGD, sondern
noch vier ahnliche Stellen in der CS-reichen Region (LARK et al., 1997).
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Die G2-Region kommt nur bei Aggrekanen vor. Fast 67% ihrer Aminosaurensequenz
und somit auch ihre Tertiarstruktur sind mit der B-B’-Subdomane der G1-Region
identisch (FOSANG und HARDINGHAM, 1991; WATANABE et al.,, 1998), eine
Immunglobulinfalte fehlt ihr jedoch (DUDHIA, 2005). Im Unterschied zur G1-Region
kann diese Region nicht an Hyaluronsaure binden (DUDHIA, 2005; FOSANG und
HARDINGHAM, 1991; WATANABE et al.,, 1998). Der entscheidende Unterschied
konnte bisher nicht gefunden werden. Mdglicherweise verhindert hier jedoch eine
Glykosylierung nahe der potentiellen Hyaluronsaure bindenden Stelle die
Wechselwirkungen (FOSANG und HARDINGHAM, 1991).

Auch die genaue Funktion der G2-Region ist noch unbekannt. Sie scheint jedoch
zusammen mit der G1-Region die Sekretion von Aggrekan zu verzbgern, um
sicherzustellen, dass nur vollstandig glykosylierte Aggrekanmonomere sezerniert
werden (KIANI et al.,, 2001). Die G1-Region wirkt wahrscheinlich aulRerdem
regulierend auf die Synthese des Aggrekans, indem sie die Anlagerung der GAG-
Ketten an das Kernprotein hemmt (YANG et al., 2000). Es wird vermutet, dass die
G2-Region ebenfalls die GAG-Anlagerung beeinflusst (DUDHIA, 2005).

Auf das Carboxyende der G2-Region folgt die KS-reiche Region, in der sich fast 60%
der KS-Ketten eines Aggrekanmoleklls befinden (BUCKWALTER und
ROSENBERG, 1988). Weitere KS-Ketten sind in den Aggrekanmolekilen noch O-
und N-gebunden in der G1-Region anzutreffen, sowie Uber O-gebundene
Substitutionen an den Threoninresten der CS-reichen Region (DUDHIA, 2005).

Die KS-Region wird durch das Exon 11 codiert und zeigt spezies-spezifische
Unterschiede in ihrer Aminosaurensequenz. So konnte die mdgliche Sequenz fir die
Anlagerung von KS beim Menschen (E-(E,K)-P-F-P-S oder E-E-P-(S,F)-P-S) weder
bei Ratten noch Mausen gefunden werden. Das Fehlen dieser Sequenzen hangt
aber mdglicherweise damit zusammen, dass die Aggrekane von Nagetieren keine
KS-Ketten enthalten (WATANABE et al., 1998).

Knorpelzellen innerhalb desselben Knorpels kdnnen sowohl Aggrekanmonomere mit
geringem als auch mit hohem KS-Gehalt synthetisieren (BUCKWALTER und
ROSENBERG, 1988; HEDLUND et al., 1999). So ist beispielsweise der Gehalt in
den Oberflachenzonen bovinen Knorpels im Gegensatz zu den tieferen
Knorpelschichten relativ gering (HEDLUND et al., 1999).
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Die Primarstruktur der KS-Region besteht aus sich wiederholenden Prolin-reichen
Hexapeptid-Einheiten mit einer typischen Sequenz von Glu-Glu/Lys-Pro-Phe-Pro-Ser
(DUDHIA, 2005). Von den 23 Einheiten dieser Kernproteinregion ist die erste
Position in 22 Fallen und die zweite Position in 11 Fallen mit Glutamatresten besetzt
(HEDLUND et al., 1999). Die KS-Ketten sind an die jeweiligen Serinreste angelagert.
Die Anzahl dieser Uubereinstimmenden Sequenzen variiert spezies-spezifisch
zwischen 4 und 23 Wiederholungen, obwohl beispielsweise das Aggrekan von
Ratten und Mausen trotz vier solcher Wiederholungen keine einzige KS-Kette besitzt
(DUDHIA, 2005).

Die genaue Funktion der KS-Region ist noch unbekannt. lhre Primarstruktur mit den
Prolin-reichen Wiederholungen lasst jedoch auf ein Potential fur die Bindung an
Kollagenfibrillen schlieBen (DUDHIA, 2005; HEDLUND et al.,, 1999). Diese
Wechselwirkung wird wahrscheinlich sowohl durch die Bildung einer Polyprolin-Rolle,
als auch durch die starre und langgestreckte Konformation der KS-Region
ermdglicht. Beides zusammen ermdglicht der Kollagenfibrille, das Zentrum der
Aggregate zu durchqueren und moglicherweise bei der Zusammensetzung und
Integritat der Aggregate mitzuhelfen (DUDHIA, 2005). HEDLUND et al. (1999) gehen
davon aus, dass eine Kollagenfibrille als Ruckgrat innerhalb des Aggrekankomplexes

verlauft und sich mit den KS-Regionen mehrerer Aggrekanmonomere verbindet.

Aggrecan Chondroitin
monomers sulfate

Collagen fibril \ / Second globule

. 4—  Keratan
sulfate

Abbildung 25: Schematische lllustration einer mdglichen Wechselwirkung zwischen einer
Kollagenfibrille und Aggrekanmonomeren Uber deren KS-reiche Region. Wegen der Vielzahl an
Wechselwirkungen mit dem Proteoglykanaggregat dient die Fibrille wahrscheinlich als Rickgrat des
Aggrekankomplexes. Aus HEDLUND et al. (1999).

Hyaluronate

Obwohl jede KS-Region nur eine relativ schwache Bindung mit der Kollagenfibrille

eingeht, fuhrt ihre Vielzahl im Aggregat zur Bildung eines aulerst stabilen
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Komplexes. Durch diese molekulare Architektur sorgt die Region also einerseits fur
eine Stabilisierung des Aggrekanaggregats und andererseits aber auch fur die zur
Bildung von Kollagenfibrillen moglicherweise nétige Mikroumgebung. Da die
langgestreckte Struktur der KS-Region namlich nur von freiem Raum umgeben ist,
fungiert sie innerhalb des Aggregats moglicherweise auch als eine Art Platzhalter.
Auf diese Weise wird eventuell die Diffusion einiger Matrixkomponenten, wie zum
Beispiel Prokollagen, ermoglicht (HEDLUND et al., 1999).

Die nahe bis unmittelbare Lage der KS-Regionen an den Kollagenfibrillen innerhalb
der perizellularen und territorialen Matrix unterstitzt ebenfalls die Annahme von
Wechselwirkungen dieser Region mit Kollagenen. Die KS-Regionen befinden sich
dabei hauptsachlich an der Zwischenregion innerhalb der D-Periode der Fibrille
(HEDLUND et al., 1999).

Weiterhin wurde in Versuchen eine Affinitdt fur isoliertes Kollagen | und I
nachgewiesen, die durch enzymatische Verdauung der KS-Ketten nicht zu verandern
war, wahrend sie durch ein Spaltung des Kernproteins erlosch. Damit ist gesichert,
dass die Wechselwirkungen dieser Region mit den Kollagenfibrillen vom Kernprotein
abhangen (HEDLUND et al., 1999). Andere Versuche ergaben auch die Beteiligung
geladener Gruppen an der Verbindung mit Kollagenfibrillen. Die negativen Ladungen
der Glutamate, deren Gehalt in dieser Kernproteinregion sehr hoch ist, kdnnten also
ebenfalls bei den Wechselwirkungen zwischen Fibrillen und KS-Region eine Rolle
spielen. Da die Bindungen jedoch auch unter relativ hohen NaCl-Konzentrationen
stattfinden, mussen zusatzlich zu den elektrostatischen Anziehungen noch andere
Krafte in diese Protein-Protein Wechselwirkungen involviert sein (HEDLUND et al.,
1999).

Nach der KS-reichen Region folgt die grofdte Kernproteinregion mit mehr als 80% der
gesamten Molekulmasse (HEDLUND et al., 1999). Es handelt sich um die CS-reiche
Region, in der sich fast 90% der CS-Ketten des Aggrekanmolekils befinden.
Zusatzlich zu den fast hundert angelagerten CS-Ketten (DUDHIA, 2005; WATANABE
et al., 1998) enthalt sie noch einige KS-Ketten (BUCKWALTER und ROSENBERG,
1988) und auch HS (GOVINDRAJ et al., 2002).

Die Region wird durch das Exon 12 codiert. Ihr Gehalt an den Aminosauren Serin,
Glycin, Prolin und Glutamat/Glutamin ist besonders hoch (HARDINGHAM et al.,
1986). Entlang ihrer gesamten Lange besteht die CS-Region aus fast 120 Ser-Gly-
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Wiederholungen (DUDHIA, 2005; WATANABE et al., 1998). Die moglichen
Erkennungssequenzen flr die Anlagerung der CS- und HS-Ketten lauten Ser-Gly-X-
Gly oder (D,E)-X-Ser-Gly (GOVINDRAJ et al.,, 2002; WATANABE et al., 1998),
beziehungsweise (Asp/Glu)-X-Ser-Gly, wobei die Serinreste die Lokalisation fur die
Xylosylierung darstellen. Allerdings sind nicht alle Anlagerungsstellen mit CS-Ketten
besetzt (DUDHIA, 2005). Zur vollstandigen Erkennung sind zusatzlich zur
Primarsequenz wahrscheinlich noch molekulare Uberwachungsmechanismen und
Enzyme fur posttranslationale Modifikationen der CS- und KS-Ketten notwendig
(WATANABE et al., 1998). Diese Modifikationen resultieren in Substitutionen vieler
GalNAc-Reste mit Sulfatestern, was wiederum zu nicht sulfatierten, mono- und
disulfatierten Resten fuhrt. Auf diese Weise entstehen zwischen 8.000 und 10.000
negativ geladene Gruppen, die alle am Kernprotein fixiert sind und somit einen
hohen Grad an Hydratation der Aggregate nach sich ziehen (DUDHIA, 2005).
Innerhalb der CS-Region kann man zwei verschiedene Muster von
Wiederholungssequenzen unterscheiden, genannt Wiederholungsregion CS-1 und
CS-2 (DUDHIA, 2005; WATANABE et al., 1998). Diese zwei Bereiche sind auch
aufgrund der Verteilung ihrer CS-Ketten erkennbar. Der naher an der Hyaluronsaure-
bindenden Region liegende Teil tragt seine CS-Seitenketten in scheinbar wahlloser
Verteilung an sich wiederholenden Gruppen von jeweils 40 Aminosaureresten. Der
zweite Bereich hingegen enthalt 7 aufeinanderfolgende Wiederholungen von 100
Aminosaureresten, an denen sich die CS-Ketten gruppenartig verteilen (TRIPPEL,
1990).

Die Zahl an CS-Ketten pro Kernproteinmonomer kann um bis zu 40 variieren. Nimmt
man eine totale Substitution an, so befinden sich zwischen den zwei Allelen
zwischen 132 und 172 CS-Ketten, was eine Variation von 30% bedeutet
(WATANABE et al., 1998). Da die CS-Regionen der verschiedenen Spezies nicht so
konstant sind wie die globularen Proteindoméanen, scheinen die prazise Anzahl und
das genaue Muster der Ser-Gly-Sequenzen fir die Anlagerung der vielen CS-Ketten
nicht von entscheidender Bedeutung zu sein (DUDHIA, 2005). Da die CS-Ketten
allerdings zu der fur den Knorpel einzigartigen hydrierten, gelartigen Struktur
beitragen, die Kompressionsbelastungen absorbiert, beeinflusst die variable Zahl an
Tandemwiederholungen moglicherweise aber die Knorpelfunktion (DUDHIA, 2005;
WATANABE et al., 1998). Von daher ist auch die Verminderung der Lange der CS-
Ketten mit zunehmendem Alter von Bedeutung (PLAAS et al., 1997).
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Die Gesamtlange dieser beiden nicht-globularen Kernproteinregionen betragt etwa
260 nm (KUETTNER, 1992). Die angelagerten KS-Ketten sind kirzer als die
langeren und dichter gelagerten CS-Ketten der CS-Region (BUCKWALTER und
ROSENBERG, 1988). Zusatzlich sind in diesen beiden Regionen auch O-gebundene
Oligosaccharide angelagert, wohingegen sich die N-gebundenen Oligosaccharide in
der G1- und G2-Region und nahe der G3-Region befinden (KUETTNER, 1992). Die
Zahl der Bindungsstellen fur CS und KS variiert spezies-spezifisch und erklart die
Unterschiede ihrer Aggrekane in MolekllgroRe und GAG-Zusammensetzung
(ROUGHLEY und LEE, 1994).
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Abbildung 26: Zwei Typen von Aggrekanmolekilen aus humanem Gelenkknorpel. Oben: Neonataler
Typ mit langeren CS-Ketten. Unten: Reifer Typ mit kiirzeren CS-Ketten und fehlender G3-Domane.
Aus WATANABE et al. (1998).

Die am Carboxyende liegende G3-Region besteht aus einer Reihe durch
Disulfidbricken verbundener Doméanen und ist nur bei neu synthetisierten, unreifen
Aggrekanen anzutreffen (DUDHIA et al.,, 1996 und 2005; LOHMANDER, 1988;
PLAAS et al., 1997). Sie wird kurz nach der Synthese vom reifen Aggrekanmolekul
verloren und ist in humanem Knorpel mit zunehmendem Alter immer seltener
anzutreffen (DUDHIA et al., 1996 und 2005; PLAAS et al., 1997). FLANNERY et al.
(1992) vermuten, dass diese Region bei vielen Aggrekanmolekilen im Zuge ihrer
Sekretion durch die Chondrozyten entfernt wird. WATANABE et al. (1998) hingegen
gehen eher von einer proteolytischen Spaltung in der Matrix als von intrazellularen

Modifikationen aus.
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Laut WATANABE et al. (1998) besteht die G3-Region aus drei Bereichen, genannt
epidermal growth factor (EGF)-ahnlicher Teil, carbohydrate recognition domain
(CRD), der den Typ-C-Lektinen sehr ahnlich ist, und complement regulatory protein B
component (CRP) Teil bzw. laut DUDHIA (2005) short complement repeat (SCR)
genannt. Der EGF-Teil besteht aus den zwei Teilen EGF-1 (DUDHIA, 2005) und
EGF-2 (DUDHIA, 2005; FULOP et al., 1993), wobei ihre Expression spezies-
spezifisch variiert (FULOP et al., 1996). So sind in humanem Knorpel beide Teile
anzutreffen, wahrend bei bovinem EGF-1 nur selten vorkommt und bei Mausen,
Ratten und Hunden EGF-1 Teil des Introns ist, von dem keine Translation erfolgt.

Die G3-Region enthalt keine GAGs, aber einige N-gebundene Oligosaccharide
(LOHMANDER, 1988). Unter den 280 Aminosauren dieses carboxyterminalen
Kernprotein-Endes fallen besonders Cystein- und Serin-reiche Regionen auf,
wahrend nur zwei Ser-Gly-Sequenzen vorhanden sind. Die Cystein-reiche Region
faltet sich selbst zusammen und bildet so die im Elektronenmikroskop beobachtete
globulare Struktur. Diese besteht aus einer Reihe flexibler Windungen und nur einer
Region mit der Form einer starren a-Helix. Summiert man die Ladungen der
Aminosauren der einzelnen Regionen der G3-Region, so hat ihre aminoterminale
Region eine stark positive Ladung und die carboxyterminale eine eher negative.
Diese Tatsache wirde ein Umschlagen des C-terminalen Molekllendes und somit
die Bildung eines globularen Endes in der Cystein-reichen Region unterstitzen
(HEINEGARD et al., 1986).

Die G3-Region ragt aus dem Kernprotein hervor und ist fur die hydrophile Natur des
Proteoglykans verantwortlich (LOHMANDER, 1988). lhre genaue Funktion ist noch
unklar, sie konnte jedoch in intrazellulare Prozesse wahrend der Biosynthese
verwickelt sein (HARDINGHAM et al., 1986), da sie das Kernprotein mit einer
gefalteten C-terminalen Kappe versieht, die fur die intrazellulare Wanderung des
Aggrekans und die Forderung der Glykosaminoglykosilierung des Kernproteins notig
ist (CHEN et al., 2002). Eine Funktion im frisch sezernierten Aggrekan wahrend der
Zusammensetzung des PG-Ternarkomplexes in der extrazellularen Matrix ware
denkbar, wahrend ihre Bedeutung zu einem spateren Zeitpunkt eher untergeordnet
zu sein scheint (DUDHIA, 2005). Aufgrund ihres Lektin-ahnlichen Bereiches werden
auch Wechselwirkungen mit anderen Komponenten der extrazellularen Matrix in
Betracht gezogen (ROUGHLEY, 2001b).
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Oligosaccharide

Die 5 bis 10 N-gebundenen Oligosaccharide eines Aggrekanmolekils gruppieren
sich am aminoterminalen Ende des Kernproteins (KUETTNER, 1992; LOHMANDER,
1988). Eine weitere mogliche Anlagerungsstelle liegt in der G3-Doméane, wo sie uber
einen Asparaginrest an das Protein gebunden sind (LOHMANDER, 1988).

Die O-gebundenen Oligosaccharide befinden sich an den nicht-globularen Regionen
des Kernproteins (KUETTNER, 1992; LOHMANDER, 1988). Sie variieren beachtlich
in GrolRe und Struktur, wobei ihre Basisstruktur der Bindungsregion von
Keratansulfat zum Kernprotein sehr ahnlich ist, was moglicherweise auf
biosynthetische Beziehungen zwischen beiden hindeutet (LOHMANDER, 1988).
Aggrekanmolekile enthalten aul3erdem einige Phosphatester, die hauptsachlich an
den Xyloseresten, die die CS-Ketten am Kernprotein befestigen, aber auch an
einigen Serinresten des Kernproteins lokalisiert sind. Die phosphorylierte Xylose
fungiert wahrscheinlich als Erkennungssignal fir Biosynthese, ,Verpackung®
und/oder Translokation der Proteoglykane durch die Chondrozyten (KUETTNER,
1992).

Proteoglykanaggregate

Die Proteoglykanaggregate erscheinen im Elektronenmikroskop als diinne Faden mit
multiplen angelagerten Aggrekanmonomeren (BUCKWALTER und ROSENBERG,
1988), die uber ihre G1-Domanen ionisch mit dem zentralen Hyaluronsaurefaden
verbunden sind (HEDLUND et al., 1999). Die Stabilisierung dieser Bindung erfolgt
durch  Bindungsproteine  (LOHMANDER, 1988). Da allerdings auch
Proteoglykanaggregate ohne Bindungsproteine isoliert wurden ist noch unklar, ob die
Wechselwirkungen aller Aggrekanmolekile durch Bindungsproteine stabilisiert
werden (ROUGHLEY und LEE, 1994).

Bei den Bindungsproteinen handelt es sich um 41-48 kDa grof’e (DUDHIA, 2005),
von den Chondrozyten synthetisierte Glykoproteine (DEAN et al., 2003). Sie sind der
Hyaluronsaure-bindenden Region der Aggrekane bezuglich ihrer GrolRde,
Aminosaurensequenz sowie der Sequenz ihrer cDNS sehr ahnlich (DUDHIA, 2005;
LOHMANDER, 1988). AulRerdem besitzen auch sie die drei Uber Disulfatbricken
verbundenen Schlaufen (DUDHIA, 2005; LOHMANDER, 1988). Die aminoterminale
Schleife der Bindungsproteine (DUDHIA, 2005; MUIR, 1995), interagiert mit der
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aquivalenten Domane der G1-Region des Aggrekans (DUDHIA, 2005; ROUGHLEY
und LEE, 1994).

In humanem Gelenkknorpel kommen die Bindungsproteine in den drei Isoformen
BP1, BP2 und BP3 vor, die alle von demselben strukturellen Gen abstammen (DEAN
et al., 2003). Ihr aus 339 Aminosauren bestehendes Kernprotein (DUDHIA und
HARDINGHAM, 1990) ist bei BP3 am Aminoende durch proteolytische Spaltung
zwischen His16 und lle17 um 16 Aminosauren verkurzt (DEAN et al., 2003). Die
Entfernung dieser 16 Aminosauren hat jedoch keinerlei negative Auswirkungen auf
die Stabilisierung der Aggrekan-Hyaluronsaure-Aggregate. Aufgrund proteolytischer
Spaltungen an BP1 und BP2 durch die Matrixmetalloproteinase Stromelysin kommt
es mit zunehmendem Alter zu einem Anstieg von BP3 am Gesamtgehalt der

Bindungsproteine des humanen Gelenkknorpels (DEAN et al., 2003).

Die Angaben Uber das Gesamtmolekulargewicht der Proteoglykanaggregate in der
Literatur divergieren sehr stark und liegen zwischen 100-200x10° Da (LOHMANDER,
1988; VANWANSEELE et al., 2002) und 500x10° (KUETTNER, 1992), bzw. bis zu 1
Milliarde (DUDHIA, 2005). COHEN et al. (1998) hingegen berichten von bis zu 2x10°
kDa und mehr. Diese starke Variabilitat wird durch mehrere Faktoren hervorgerufen:
Zum einen variiert die Anzahl an Monomeren von bis zu 200 (DOEGE et al., 1991;
KUETTNER, 1992) bzw. 300 Aggrekanmolekilen pro Aggregat (BUCKWALTER und
MANKIN, 1997) sowie die Lange des Hyaluronsaurefadens zwischen weniger als
100 nm und mehr als 10.000 nm (BUCKWALTER und ROSENBERG, 1988). Beide
stehen jedoch miteinander im Zusammenhang, da die Zahl der Aggrekanmolekile
mit zunehmender Hyaluronsaurelange steigt (BUCKWALTER und ROSENBERG,
1988).

Zum anderen unterscheiden sich die Langen der angelagerten Aggrekanmonomere
(zw. 100 und 400 nm) (ROSENBERG et al., 1975) und die Abstande zwischen den
Monomeren innerhalb der Aggregate. Letztere liegen bei durchschnittlich etwa 29 nm
(ROSENBERG et al., 1975), steigen aber mit zunehmender AggregatgroRe etwas
an. Die Langenunterschiede der Monomere hangen hauptsachlich von der variablen
Lange ihrer dicken, CS-reichen Region ab. Betrachtet man namlich unterschiedlich
lange Monomere, so steigt die Lange der dicken Segmente mit zunehmender
Gesamtlange des Monomers, wahrend die Lange der dunnen (KS-reichen)
Segmente gleich bleibt (BUCKWALTER und ROSENBERG, 1988).
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Tab. 5: Malte aus 7 Proteoglykanaggregaten von bovinem Gelenkknorpel des proximalen Humerus.
Aus ROSENBERG et al. (1975).

Monomer- | HS-Lange in | Monomere | HS-Lange | MG der HS?® MG der
lange in nm nm pro Aggregat pro x107° Aggregate®
Monomer in x10°
nm

228 447 19 24 1,9 29
208 973 44 22 4.1 66
212 1242 40 31 5,2 60
199 1494 75 20 6,2 113
255 1723 77 22 7,2 116
245 2259 70 32 9,4 106
235 4165 140 30 17,4 212

® bezlglich einem Molekulargewicht von 416 und 1 nm als Lange der sich wiederholenden
Disaccharideinheit. ° bezlglich der Summe der Molekulargewichte der Hyaluronsaure und der
Gesamtzahl von Monomeren pro Aggregat, ein durchschnittliches Molekulargewicht der Monomere
von 1,5x10°® benutzend. HS - Hyaluronsaure; MG — Molekulargewicht.

Auch die Bindungsproteine haben Auswirkungen auf die Aggregatgrofe.
Experimente in vitro zeigen, dass Bindungsproteine die Aggregate nicht nur
stabilisieren, sondern auch zu einer GroRenzunahme fihren. Aggregate, die in
Anwesenheit von Bindungsproteinen gebildet werden, sind deutlich langer und
bestehen aus mehr Monomeren pro Aggregat als solche, die ohne Bindungsproteine
gebildet wurden. Bei einer Konzentration des Bindungsproteins von 20% entstehen
die grélten Aggregate. Aullerdem wird mit zunehmender Konzentration an
Bindungsproteinen der Abstand zwischen den einzelnen Monomeren innerhalb des
Aggregates regelmaliger, was moglicherweise daran liegt, dass bei geringer
Konzentration auch weniger Monomere pro Aggregat vorkommen. Auf diese Weise
kann es zum Zusammenbruch oder Aufwickeln des zentralen Hyaluronsaurefadens
kommen und somit zu UnregelmaRigkeiten in den Abstanden (BUCKWALTER und
ROSENBERG, 1988).

Aufgrund Unterschiede zwei Populationen von

dieser gibt es

Proteoglykanaggregaten: eine langsam sedimentierende mit geringem CS-
Hyaluronsaure-Verhaltnis und wenigen Monomeren pro Aggregat und eine schneller
sedimentierende Population mit héherem CS-Hyaluronsaure-Verhaltnis und einer

héheren Monomeranzahl pro Aggregat (PITA et al., 1990). Erstgenannte befinden



Anatomie des Gelenkknorpels 84

sich hauptsachlich in den oberflachlichen Knorpelregionen, wahrend in den tieferen
Regionen beide Populationen anzutreffen sind (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).

Die Aggregatbildung der Aggrekanmolekule ist fur die Knorpelfunktion von
essentieller Bedeutung, da die Proteoglykanaggregate aufgrund ihrer GroRe im
Kollagennetz immobilisiert werden und somit eine hohe Proteoglykankonzentration
im Gewebe gehalten wird (LOHMANDER, 1988). Die Hyaluronsaurefaden der
Aggregate bilden auRerdem ein Gitterwerk, das von Kollagenfibrillen durchsetzt ist
(ROUGHLEY und LEE, 1994).

Die Proteoglykanaggregate sind aufgrund ihrer Struktur anfallig fur Proteasen, die an
den Hyaluronsaure-Bindungsstellen der Aggrekane und Bindungsproteinen
angreifen, wahrend die Hyaluronsaure selbst durch Substanzen, die freie
Sauerstoffradikale bilden, geschadigt wird. Bereits ein geringer Abbau von
Hyaluronsaure reduziert die GrolRe der Aggregate so, dass die Effektivitat ihrer

Immobilisierung im kollagenen Netz deutlich verringert wird (MUIR, 1995).

Aggregatbildung

Die in den Chondrozyten synthetisierten Aggrekanmolekile und Bindungsproteine
werden aus den Knorpelzellen durch Exostose sezerniert. Die Hyaluronsaure
hingegen wird direkt durch die Plasmamembran in den perizellularen Raum
ausgeschleust (ROUGHLEY und LEE, 1994; WEIGEL, 2002) und bindet dort
teilweise an ihren Zelloberflachenrezeptor CD44 (DUDHIA, 2005). In der
extrazellularen Matrix erfolgt dann die spontane Zusammenlagerung zu Aggregaten
(COHEN et al., 1998), die aus der perizellularen Matrix nicht mehr weg diffundieren
kénnen (DUDHIA, 2005) (siehe Abbildung 27).

Einige der frisch sezernierten Aggrekanmolekile zeigen anfangs eine geringe
Affinitat fir Hyaluronsaure und somit auch zur Aggregatbildung. Sie sind metabolisch
aktiver als die Aggrekanmolekule héherer Affinitat, in die sie dann spater innerhalb
der Matrix umgewandelt werden (DUDHIA, 2005). Laut MELCHING und ROUGHLEY
(1990) betragt der Grad der Wechselwirkung mit Hyaluronsaure bei 4-Stunden-alten
Chondrozyten in vitro nur 5-50% verglichen mit dem reifer Aggrekane. Diese
verzogerte Aggregation scheint nicht nur bei alterer Matrix oder Chondrozyten
vorzukommen, sondern ist auch im Knorpel Neugeborener anzutreffen (MELCHING
und ROUGHLEY, 1990). Durch sie wird sichergestellt, dass neu sezernierte
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Aggrekanmolekule von den Zellen weg diffundieren kdnnen, um erst an weiter von
den Zellen entfernt liegenden Matrixregionen durch die Bindung an Hyaluronsaure
immobilisiert zu werden (BAYLISS et al., 2000; MUIR, 1995; MELCHING und
ROUGHLEY, 1990).
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Abbildung 27: Vermutlicher Mechanismus der Proteoglykanaggregation. Aus LOHMANDER (1988).

Ein derartiger Mechanismus lasst vermuten, dass auch frisch sezernierte
Bindungsproteine zuerst kaum mit Hyaluronsaure interagieren. Da sich die Struktur
von Bindungsprotein und Hyaluronsaure-bindender Region der Aggrekane ahneln, ist
es moglich, dass die neu synthetisierten Bindungsproteine ebenfalls einem
Reifungsprozess unterliegen (MELCHING und ROUGHLEY, 1990).

Die Mechanismen dieser Reifung sind noch nicht vollstandig geklart. Es sind aber
wahrscheinlich sowohl steigende Disulfidbrickenbildungen als auch
Konformationsanderungen der Hyaluronsaure-bindenden Region des Kernproteins
daran beteiligt (LOHMANDER, 1988). In einem zweiten Schritt erfolgt dann die
Stabilisierung der interaktiven Konformation. Der Umformungsprozess erfolgt mit
zunehmendem Alter langsamer (MUIR, 1995), ist jedoch in unreifem sowie reifem
Knorpel anzutreffen (MELCHING und ROUGHLEY, 1990).

In vitro scheinen Bindungsproteine die anfangliche Veranderung der Hyaluronsaure-
bindenden Region neu synthetisierter Proteoglykan-Untereinheiten zu beschleunigen

und auf diese Weise starkere Interaktionen mit Hyaluronsaure zu ermoglichen. Da
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die Proteoglykane und Bindungsproteine in denselben Golgi-Vesikeln der
Chondrozyten angetroffen werden, befinden sie sich nach der Sekretion in enger
Nachbarschaft (MELCHING und ROUGHLEY, 1990).

Der zweite Schritt der Konversion hangt von den Umgebungsbedingungen wie
Temperatur, pH-Wert, Zeit und wahrscheinlich weiteren Faktoren ab. Bei hdherer
Temperatur und physiologischem pH interagieren die Proteoglykan-Untereinheiten
besser. Der Einfluss des Bindungsproteins ist jedoch starker als der des pH-Wertes
(MELCHING und ROUGHLEY, 1990).

Die Aggregatbildung selbst beginnt in der Matrix wahrscheinlich mit der Verbindung
des Bindungsproteins mit der A-Schlaufe der G1-Region des Kernproteins. Dieser
Komplex reagiert dann mit Hyaluronsaure zur Bildung eines stabilen Aggregats. Die
Bindung von Bindungsprotein und Hyaluronsaure an die G1-Region der Aggrekane
verursacht dort vermutlich Konformationsanderungen, die zur Stabilisierung der
gesamten Verbindung fuhren (LOHMANDER, 1988). Die drei Bestandteile sind auf
diese Weise so fest miteinander verbunden, dass ihre Dissoziation unmessbar gering
ist (MUIR, 1995).

1.2.4.2.2.3.2 Versikan

Lange Zeit konnte Versikan im Gelenkknorpel nicht nachgewiesen werden und war
als zweites aggregierendes Proteoglykan nur im fibrosen Bindegewebe bekannt
(OLDBERG et al., 1990). Inzwischen konnte Versikan in Gelenkknorpel
immunologisch und biochemisch in jedem Altersstadium nachgewiesen werden.
Wahrend sein Gehalt in der fetalen Phase noch relativ hoch ist, sinkt die
Transkription seines Gens post partum jedoch dramatisch ab. Versikan befindet sich
hauptsachlich in der interterritorialen Matrix der Gelenkoberflache, wo es
wahrscheinlich spezifische Aufgaben innehat, die sich von denen des in den tieferen
Knorpelzonen vorkommenden Aggrekans unterscheiden (MATSUMOTO et al.,
2006).

GROVER und ROUGHLEY (1993) zahlen das Proteoglykan Versikan zu den kleinen
Proteoglykanen, obwohl die GroRe seines Kernproteins, abgesehen vom Fehlen
seiner G2-Domane, der des Aggrekans ahnelt (MATSUMOTO et al., 2006;
WATANABE et al, 1998). Sein Kernprotein besitzt ebenfalls die N- und C-
terminalen globuldaren Domanen G1 und G3 und zwei CS-Domanen. Im Vergleich zu

Aggrekan sind jedoch mit bis zu 20 CS-Ketten deutlich weniger angelagert und ihre
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Sulfatierung ist ebenfalls wesentlich geringer. Die G1-Domane besteht aus den
Schlaufen A, B und B’ und bindet sowohl an Hyaluronsaure als auch an
Bindungsprotein. Auf diese Weise kann es im Gelenkknorpel ebenfalls Aggregate
bilden. Seine C-terminale G3-Domane kann an HS-Proteoglykane, Fibronektin sowie
Fibulin-1 und -2 binden. Da das in der extrazellularen Knorpelmatrix vorkommende
Fibulin-1 mit dem Latent TGFB-Binding Protein-1 (LTBP-1) interagiert, reguliert
Versikan auf diesem Weg madglicherweise bei TGFB-mediierten
Informationstibermittiungen mit (MATSUMOTO et al., 2006).
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Abbildung 28: Modulare Struktur der Hyaloadherine. Das Fehlen der G2-Doméane und die geringere
Anzahl an CS-Ketten sind die auffalligsten Erscheinungen beim Versikan. N — aminoterminales Ende
des Kernproteins; HABR — Hyaluronsaure bindende Region; IGD — Interglobulare Doméne; GAG —
GAG-Anlagerungsregion; KS — KS-Anlagerungssegment; CS1 und CS2 — CS-Region1 und 2; EGF1/2
— epidermal Fibroblast Growth Factor-ahnliches Modull und 2; CRD - Carbohydrate
Recognition Modul; SCR — Short Complement-Recognition module. Aus DUDHIA et al. (2005).

1.2.4.2.2.3.3 Kleine Proteoglykane

Dekorin, Biglykan und Fibromodulin gehéren zur Familie der kleinen Leucin-reichen
Proteoglykane (KNUDSON und KNUDSON, 2001). AuBerdem koénnen noch
Perlekan (GROVER und ROUGHLEY, 1993; I0ZZO et al., 1994; ROUGHLEY,
2001b), das Superficial Zone Protein (SZP) (KRISHNAN et al., 2004; ROUGHLEY,
2001b; SCHUMACHER et al., 1999) sowie das Cartilage Intermediate Layer Protein
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(CILP) zu den kleinen Proteoglykanen gezahlt werden (FLANNERY et al., 1999;
ROUGHLEY, 2001b). Wie bereits erwahnt, kann auch Kollagen IX als Proteoglykan

betrachtet werden, da seine a2(1X) Kette eine GAG-Kette tragen kann.

Tab. 6: Die kleinen Proteoglykane des Gelenkknorpels.

Proteoglykan| GroRRe Lokalisation Funktion
Dekorin 40 kDa ITM; an Kollagenfasern Beeinflussung Kollagenstoffwechsel;
gro3en Durchmessers Hemmung lateralen KF-Wachstums
Biglykan knapp 100 perizellular Beeinflussung Zellanlagerung u. —
kDa Proliferation
Fibromodulin 50-65 kDa an KF angelagert evtl. Regulierung der KF-
Zusammensetzung u. deren
Aufrechterhaltung
Perlekan 466 kDa perizellular; ggr. ITM Vermittlung von Zell-Matrix-
Wechselwirkungen
SZP 345 kDA OKZ; Synovialhéhle Gelenkschmierung; Bindung von
Matrixkomponenten
CILP unbekannt mittlere Knorpelschicht unbekannt
Kollagen IX Helixlange Oberflache Aufrechterhaltung der Kollagennetz-
150 nm heterotypischer KF Integritat; Kontrolle des KF-
Durchmessers

ITM — interterritoriale Matrix; OKZ — Oberflachliche Knorpelzone; KF — Kollagenfibrillen.

Alle Molekule dieser Proteoglykanfamilie besitzen die Fahigkeit, mit Kollagen zu
reagieren (ROUGHLEY und LEE, 1994). lhre Konzentration im Gelenkknorpel ist
gering, steigt aber mit zunehmendem Alter besonders in der oberflachlichen
Knorpelschicht an (KUETTNER, 1992). BURTON-WURSTER et al. (2003) geben das
Verhaltnis der drei kleinen Hauptproteoglykane zueinander im Knorpel wie folgt an:
Dekorin ist das haufigste Proteoglykan. Bezogen darauf kommt Biglykan mit 25-40%
und Fibromodulin mit 7-15% relativ deutlich weniger vor. Laut CS-SZABO et al.
(1997) betragt im Knorpel erwachsener Menschen das Verhaltnis der mRNS von
Dekorin:Biglykan:Fibromodulin 158:8:1.

Wahrend die Proteinstruktur der kleinen Proteoglykane grofke Ahnlichkeiten aufweist,
unterscheiden sie sich jedoch bezlglich ihrer GAG-Zusammensetzung und Funktion
(KUETTNER, 1992). Im Elektronenmikroskop erscheinen sie als getrennte globulare
Einheiten, die sich moglicherweise miteinander verbinden (ROUGHLEY und LEE,
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1994). Sie haben kurzere Kernproteine als die Aggrekane und sind nicht direkt am
mechanischen Verhalten des Gewebes beteiligt, kdénnen aber mit anderen
Makromolekulen innerhalb der Matrix interagieren.

Dekorin und Fibromodulin verbinden sich Uber ihr Kernprotein mit der Oberflache von
Typ-ll-Kollagenen, wodurch sie an der Organisation und Stabilisierung dieses
Gerusts beteiligt sind (HEDBOM und HEINEGARD, 1989 und 1993; HEDLUND et
al.,, 1994). Da aulierdem vor jeder Vergrollerung des Fibrillendurchmessers eine
selektive Beseitigung dieser Proteoglykane, einschlieBlich der Typ-IX-Kollagene,
erfolgen muss, regulieren sie auf diese Weise auch die Fibrillogenese der Kollagene
(KUETTNER, 1992). Zudem spielen sie eine Rolle bei interfibrillaren
Wechselwirkungen (ROUGHLEY und LEE, 1994). Weiterhin kénnen die kleinen
Proteoglykane TGF binden und seine Aktivitat im Knorpel beeinflussen
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997; YOUNG et al.,, 2005). Im Gegenzug sind
Biglykan und Dekorin empfindlich fir TGFp und Interleukin1a, wobei TGF in vitro
die Menge an Dekorin senkt und die von Biglykan erhéht (KAHARI et al., 1991).

Colfagen IX
NC4

Collagen - l .

Fibromodulin g Decorin

Abbildung 29: Wechselwirkungen zwischen Proteoglykanen und Kollagenfibrillen. Die Kernproteine
der Proteoglykane sind globular dargestellt, die GAG-Ketten als wellenférmige Linien. Die Kollagen-II-
Fibrille ist quergestreift mit N- und C-terminalem Ende. Kollagen IX enthalt zuséatzlich zur zentralen
GAG-Kette und der N-terminalen globuldren Region (NC4) eine gestreckte tripelhelikale Domane. Aus
ROUGHLEY und LEE (1994).

Die beiden Proteoglykane Dekorin und Biglykan unterscheiden sich in Groflie
(monomeres Molekulargewicht von 67 kDa, bzw. fast 100 kDa), Struktur des
Kernproteins und immunologischen Eigenschaften. Aulerdem besitzt Dekorin eine,
Biglykan zwei Dermatansulfatketten (KUETTNER, 1992), die sich alle in der
aminoterminalen Region des Kernproteins befinden (ROUGHLEY, 2001b). Wahrend
bei Dekorin keine altersbedingten Veranderungen festzustellen sind, wird bei
Biglykan die aminoterminale Region inklusive der DS-Kette durch altersbedingte

proteolytische Prozesse abgespalten. Diese Biglykan-Fragmente akkumulieren mit
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dem Alter in der Knorpelmatrix, wobei die funktionellen Konsequenzen noch unklar
sind (ROUGHLEY, 2001b).

Biglykan und Dekorin sind sowohl direkt an den Kollagenfasern als auch in deren
Nahe anzutreffen. Sie kommen aber auch zwischen den Fasern in Verbindung mit
eher globularen Matrixstrukturen vor. Beide konnen entlang derselben Kollagenfaser
lokalisiert sein, wobei sie bisher nicht innerhalb derselben Faserregion beobachtet
und auch keine Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen ihnen gefunden wurden.
Die Konzentration beider nimmt mit zunehmender Knorpeltiefe ab (MIOSGE et al.,
1994).

Tab. 7: Lichtmikroskopische Verteilung von Dekorin und Biglykan in den verschiedenen
Knorpelschichten. Aus MIOSGE et al. (1994).

Struktur Knorpelschicht Dekorin Biglykan
Oberflachenschicht ++ -
Chondrozyt Zwischenschicht ++ -
tiefe Schicht ++ -
Oberflachenschicht - +++
Perizellulare Matrix | Zwischenschicht - +
tiefe Schicht - +
Oberflachenschicht +++ -
Interterritoriale Zwischenschicht + -
Matrix tiefe Schicht +++ -
Tidemark + ++
+++ = sehr starke Reaktion; ++ = starke Reaktion; + = schwache Reaktion; - = keine Reaktion.

Dekorin ist hauptsachlich in der interterritorialen Matrix anzutreffen (BIANCO et al.,
1990; MIOSGE et al., 1994), wahrend sich der Grofdteil des Biglykans in der
perizellularen Matrix befindet (MIOSGE et al., 1994). Diese Lokalisationen stimmen
mit ihren vermuteten biologischen Funktionen uberein, wie zum Beispiel die
Beeinflussung des Kollagenstoffwechsels durch Dekorin (MIOSGE et al., 1994)
sowie die Zellanlagerung und Proliferation durch Biglykan (BIANCO et al., 1990).
Aulerdem binden sowohl Dekorin als auch Biglykan an Fibronektin. Weiterhin

schranken sie generell Zelladhasion, Migration und Gerinnung ein. Auf diese Weise
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hemmen sie Reparationsprozesse und sind eventuell an der Pathogenese von
Osteoarthritis beteiligt (KUETTNER, 1992).

Dekorin

Humanes Dekorin ist das Produkt eines Gens aus acht Exons auf dem Chromosom

12. Die mRNA des Dekorins codiert ein Prapro-Kernprotein aus 360 Aminosauren,

das in verschiedene strukturelle Domanen unterteilt werden kann (RAMAMURTHY et

al.,1996):

1) Eine kurze Sequenz aus 16 Aminosauren, die das Protein zum rauen
endoplasmatischen Retikulum leitet,

2) ein Propeptid aus 14 Aminosauren unbekannter Funktion, das dem reifen
Dekorinmolekdl fehlt,

3) eine GAG-Akzeptorregion,

4) eine globulare hypervariable Cystein Domane,

5) eine Leucin-reiche Domane, die den Hauptteil des Kernproteins und drei
Anlagerungsstellen flr N-gebundene Oligosaccharide umfasst, sowie

6) eine carboxyterminale globulare Doméane.

Das reife Kernprotein besteht aus 329 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht
von etwa 40 kDa (RAMAMURTHY et al., 1996). Seine zentrale Domane (I0ZZO,
1997) besitzt 8 bis 12 homologe Leucin-reiche Tandemwiederholungen aus 20 bis 29
Resten mit Leucin in konservierten Positionen. Die Wiederholungen nahe dem
Amino- und Carboxyende werden von Disulfidschlaufen flankiert und stellen
modglicherweise eine spezialisierte Subgruppe innerhalb einer Leucin-reichen
Uberfamilie dar (RAMAMURTHY et al., 1996). Die zentrale Region des Kernproteins
kann zwei oder drei N-gebundene Oligosaccharide enthalten. Aullerdem besitzt
Dekorin eine einzige GAG-Kette aus Dermatan- oder Chondroitinsulfat, die mit dem
Serin des Restes 4 verbunden ist (ROUGHLEY und LEE, 1994).

Das Kernprotein von Dekorin ist bogenformig (WEBER et al., 1996). An der inneren
konkaven Oberflache ist ein einzelnes tripelhelikales Kollagenmolekul an Teilen der
zentralen Domane und wahrscheinlich auch am Carboxyende des Kernproteins
angelagert. Dadurch ist die nahe dem NHy-Ende lokalisierte GAG-Seitenkette relativ
frei, kann sich in verschiedene Richtungen ausrichten und eventuell

Wechselwirkungen mit extrafibrillaren Strukturen eingehen (HAGG et al., 1998).
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Die Sekundarstruktur, die fur einige der Wechselwirkungen mit den Kollagenfibrillen
essentiell ist, besteht zu 54% aus p-Faltblatt, 14% B-Schleifen, 12% oa-Helix und 20%
wahllosen Knauel. 70% des Dekorins haben also einen hohen Gehalt an B-Faltblatt-
Struktur, was mengenmallig dem Anteil der Leucin-reichen Domane des
Kernproteins entspricht (RAMAMURTHY et al., 1996).

Aufgrund von GroRRenunterschieden, die wahrscheinlich auf verschieden langen CS-
Ketten mit unterschiedlicher Disaccharidzusammensetzung basieren, kdonnen die
Dekorinmolekule in zwei verschiedene Spezies unterteilt werden. Auch die
Kernproteine kommen in zwei unterschiedlichen Formen, bei denen zwei bzw. drei
N-gebundene Oligosaccharide an der langen zentralen Leucin-reichen Region
angelagert sind. Obwohl es unwahrscheinlich ist, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass sich die unterschiedlich langen GAG-Ketten auch an den unterschiedlichen
Kernproteinen befinden (RAMAMURTHY et al., 1996).

Im Gegensatz zu Biglykan ist Dekorin nicht in der perizellularen Matrix, sondern fast
ausschlieBlich in der interterritorialen Matrix, jedoch auch in zytoplasmatischen
Vesikeln der Chondrozyten anzutreffen. Der Grund dafur liegt darin, dass Dekorin
hauptsachlich an der Fibrillenoberflache dicker Fibrillen mit einem Durchmesser von
mehr als 26 nm vorzufinden ist, nicht aber an dinnen Fibrillen, die in den
perizellularen Kompartimenten dominieren. Manchmal ist es auch zusammen mit
Kollagen IX an Fibrillen mittleren Faserdurchmessers angelagert. Ein signifikanter
Anteil des Dekorins ist jedoch nicht Fibrillen-assoziiert, sondern scheint sich in
makromolekularen Aggregaten zu befinden (HAGG et al., 1998).

Die Konzentration von Dekorin ist in der oberflachlichen Knorpelschicht am starksten,
nimmt mit zunehmender Knorpeltiefe ab und wird in der tiefen Knorpelschicht wieder
starker. In der Tidemark liegt es in schwacher Konzentration vor (FLEISCHMAJER et
al., 1991).

Die funktionellen Eigenschaften von Dekorin stehen in enger Verbindung mit seiner
Fahigkeit mit Kollagenfasern vom Typ Il reagieren zu kénnen. Diese Eigenschaft wird
durch das Kernprotein vermittelt und erfolgt auch in Abwesenheit der Region, die die
GAG-Kette tragt (ROUGHLEY und LEE, 1994). Auferdem kann es auch an
Kollagenfasern vom Typ | und VI binden (RAMAMURTHY et al., 1996).



Anatomie des Gelenkknorpels 93

Die Anlagerung des Dekorins verleiht den Kollagefibrillen ihr ,dekoriertes® Aussehen
im Elektronenmikroskop (ROUGHLEY und LEE, 1994). Die Bindung erfolgt Uber
nicht kovalente, proteinabhangige Wechselwirkungen mit der Fibrillenoberflache und
zwar zu etwa 85% an spezifische Bindungsstellen in der Zwischenzone innerhalb der
D-Periode (HAGG et al., 1998).

Die genaue Funktion des Dekorins in situ ist noch unklar. Es wird jedoch
angenommen, dass Dekorin den Turnover der Kollagenfasern kontrolliert, mit denen
es verbunden ist (FLEISCHMAJER et al., 1991; MIOSGE et al., 1994). In vitro kann
Dekorin namlich sowohl das Ausmal} der Fibrillogenese von Kollagen Il als auch den
Fibrillendurchmesser beeinflussen. Es verzdgert die Fibrillogenese und fuhrt durch
Hemmung des radialen Wachstums zu dunneren Fasern (RAMAMURTHY et al.,
1996). AuRerdem hemmt es die Mineralisation des Knorpels (MIOSGE et al., 1994).
Vermutet wird auch eine Beteiligung an der dichten Lagerung der Kollagenfibrillen
uber eine gegenseitige Verbindung der DS-Ketten der Dekorinmolekulle benachbarter
Kollagenfibrillen. Stimmt diese Annahme, so koénnte eine Beeintrachtigung der DS-
Synthese zu Funktionsstérungen des ganzen Molekils fuhren (ROUGHLEY und
LEE, 1994).

Dekorin bindet auflerdem an TGFB und konnte somit auch fur die gemeinsame
Regulierung  von  zellularem  Wachstum  und Differenzierung  durch
Wachstumsfaktoren und extrazellulare Matrix von Bedeutung sein (HEDBOM et al.,
1992).

Biglykan

Biglykan wird durch ein Gen aus acht Exons kodiert, das bei Menschen am X
Chromosom sitzt. Sein Kernprotein besteht aus 331 Aminosauren. Der strukturelle
Hauptunterschied zu Biglykan ist die Anwesenheit von zwei GAG-Ketten. Hierbei
handelt sich um die GAGs Dermatansulfat oder Chondroitinsulfat, die in humanem
Gelenkknorpel am Serin der Aminosaurenreste 5 und 10 sitzen. Mdglicherweise
existieren auch ,Uniglykan“-Formen des Moleklls, bei denen nur eine der beiden
genannten Stellen besetzt ist (ROUGHLEY und LEE, 1994).

Die Konzentration von Biglykan nimmt im Gelenkknorpel mit zunehmender
Knorpeltiefe kontinuierlich ab. In der tiefen Schicht ist es nicht mehr feststellbar,
wahrend es in der Tidemark in hoher Konzentration vorliegt (MIOSGE et al., 1994).

Im Gegensatz zu Dekorin befindet es sich hauptsachlich in der perizellularen Matrix,
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ist aber auch in der interterritorialen Matrix anzutreffen. In der perizellularen Matrix,
die besonders reich an Kollagen VI und Hyaluronsaure ist, wird durch
Wechselwirkungen ein  Netzwerk um die Zellen gebildet, an dessen
Zusammensetzung Biglykan mdglicherweise durch Reaktion mit Kollagen VI
mitwirken kann. Seine genaue Funktion ist jedoch noch nicht geklart, da Biglykan die
Fibrillogenese nicht zu beeinflussen scheint (BUCKWALTER und MANKIN, 1997;
ROUGHLEY und LEE, 1994). MIOSGE et al. (1994) halten eine Rolle bei zellularen
Aktivitaten, wie zum Beispiel Zellanlagerung und Beteiligung bei der Kontrolle der

Chondrozytenproliferation, fur wahrscheinlich.

Fibromodulin

Fibromodulin hat ein Molekulargewicht zwischen 50 und 65 kDa (KUETTNER, 1992).
Sein Kernprotein besteht aus 357 Aminosauren und ist strukturell mit dem von
Biglykan und Dekorin verwandt. Fibromodulin besitzt ebenfalls sowohl am Amino-,
als auch am Carboxyende globulare Domanen (KUETTNER, 1992; ROUGHLEY,
2001b), zwischen denen seine zentrale Leucin-reiche Region mit vier N-gebundenen
KS-Seitenketten liegt (PLAAS et al., 1990). Im Unterschied zu Biglykan und Dekorin
besitzt es keine einheitliche Sequenz flr das Anheften von GAGs in der Nahe seines
Aminoendes, an dem sich statt dessen eine Reihe sulfatierter Tyrosinreste befinden
(KUETTNER, 1992). Fibromodulin enthalt nur wahrend des fetalen und juvenilen
Stadiums KS-Ketten. Im reifen Knorpel hingegen ist es ausschliefldlich als
Glykoprotein ohne die KS-Ketten anzutreffen (ROUGHLEY, 2001b).

So wie Dekorin besitzt auch Fibromodulin die Fahigkeit, mit Kollagenfibrillen
reagieren zu kénnen (ROUGHLEY, 2001b; ROUGHLEY und LEE, 1994). Es ist
entlang der Kollagenfibrillen verteilt und Uber sein Kernprotein mit ihnen verbunden
(HEDLUND et al.,1999). Seine Funktion ist jedoch auch noch unklar. Es kdnnte eine
Rolle in der Limitierung der Interaktionen zwischen den Kollagenfibrillen spielen und
auf diese Weise die Funktion von Dekorin einschranken (ROUGHLEY und LEE,
1994). Das stark glykosylierte Fibromodulin reguliert moglicherweise auch die
Zusammensetzung und Aufrechterhaltung der Kollagenfibrillen. Es wird postuliert,
dass sowohl das Ausmal} der Glykosylierung, als auch die KS-Ketten mit ihrer
Variabilitdt in Lange und Grad an Sulfatierung verantwortlich flr seine Rolle in der
Knorpelmatrix sind (KUETTNER, 1992).
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Kollagen IX

Wie im Kapitel ,Kollagentypen® bereits besprochen, kann Kollagen IX auch als nicht-
aggregierendes Proteoglykan betrachtet werden, da seine a2(IX)-Kette eine CS-
oder DS-Kette in der NC3-Region besitzen kann (SHAW und OLSEN, 1991). Die
Anlagerungsstelle der NC3-Region unterscheidet sich von der anderer
Proteoglykane, da sie meist aus Serin-Alanin statt aus Serin-Glycin besteht
(ROUGHLEY und LEE, 1994). Obwohl noch unklar ist, welcher Anteil an Kollagen-
IX-Molekulen in Form von Proteoglykanen im Gelenkknorpel vorliegt, scheinen die
meisten der Kollagen-IX-Molekile im Knorpel von Saugetieren jedoch keine GAG-
Ketten angelagert zu haben. Ob die Anwesenheit der GAG-Kette die Funktion dieser
Molekule verandert, ist ebenfalls noch nicht bekannt (AYAD et al., 1991).

Die Kollagen-IX-Moleklle sitzen an der auReren Oberflache der Kollagenfibrillen und
konkurrieren dort mit Dekorin und Fibromodulin um den Platz (ROUGHLEY und LEE,
1994). lhre NC4-Domane ragt aus der Fibrillenoberflache heraus und dient als
Interaktionsstelle zwischen benachbarten Kollagenfibrillen oder fur verstreute
Proteoglykane (SMITH und BRANDT, 1992).

Superficial Zone Protein (SZP)

Ebenfalls zu den Proteoglykanen gehort das erstmals 1994 von SCHUMACHER et
al. beschriebene Oberflachenprotein superficial zone protein (SZP). Es wird
ausschlieBlich von den Knorpelzellen der Gelenkoberflache (KRISHNAN et al., 2004;
SCHUMACHER et al., 1999) und einigen Synovialzellen synthetisiert, die sich in den
Villi der Synovia von einfachen Gelenken befinden (ROUGHLEY, 2001b;
SCHUMACHER et al., 1999), nicht jedoch von Chondrozyten der mittleren oder
tiefen Knorpelzonen. Die Chondrozyten der Oberflachenzone synthetisieren und
erhalten namlich eine spezialisierte Matrix aufrecht, die eine vitale Rolle bei der
Bewahrung der Gelenkintegritat spielt und als Schutzbarriere fur die tieferen Lagen
agiert. Dazu gehort auch die Expression des SZP, das bei physiologischem
Stoffwechsel sowohl die Zellanlagerung an der Gelenkoberflache verhindert als auch
dem Erhalt der schmierenden Eigenschaften an der Grenze zwischen Knorpel und
Synovialflissigkeit dient (FLANNERY et al., 1999; ROUGHLEY, 2001b).

SZP ist mit dem in der Synovialflissigkeit vorkommenden und fur die Schmierung der
Gelenkknorpel zustandigen Glykoprotein Lubricin homolog (FLANNERY et al., 1999;
JAY et al.,, 2001; ROUGHLEY, 2001b). Sie besitzen dieselbe Primarstruktur,
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differieren jedoch in ihren posttranslationalen Modifikationen. Im Gegensatz zu
Lubricin besitzt SZP ein hdheres Molekulargewicht (etwa 345 kDa) sowie kleine
Mengen an KS und CS (FLANNERY et al., 1999; JAY et al., 2001).

Es weist eine bei Mensch und Rind weitgehend Ubereinstimmende Aminosauren-
zusammensetzung auf. Die am Kernprotein angelagerten CS- und KS-Ketten sind,
verglichen mit denen der anderen Proteoglykane, nur relativ kurz. Im Gegensatz zu
den anderen Proteoglykanen, die in der extrazellularen Matrix zurickgehalten
werden, wird der Hauptteil des SZP nach seiner Synthese von den Chondrozyten in
die Umgebung, in vivo also in die Synovialhdhle sezerniert, und nur ein kleiner Teil
akkumuliert in der oberflachlichen Knorpelmatrix (FLANNERY et al., 1999;
ROUGHLEY, 2001b). Die Synthese des SZP in den Chondrozyten wird durch
Interleukinl  gehemmt, wahrend sie durch TGFB und IGF1 gesteigert wird
(FLANNERY et al.,1999).

Heparin-binding Site Chondroitin Sulfate
(KRSPKPPNKKKTKK) Attachment Site
/ (..DEAGSG...)

NH;{ RN

M N2z -COOH

Vitronectin-like domain (Somatomedin B homology) Vitronect‘inff-lemop‘exin-]ike domain
Mucin-like repeat region (78 repeats of KEPAPTTT/P) Aggregation Domain?

@ Mucin-like repeat region (8 repeats of XXTTT N-linked oligosaccharide Attachment Sites
i P % (*Not in Human SZP/MSF Precursor)

Abbildung 30: Schematische Struktur des SZP, basierend auf biochemischen Analysen und
Primarsequenz Information. Die funktionellen Domanen sind durch gemusterte Boxen angezeigt und
zusatzlich die Sequenzen und/oder Stellen, die in Kohlenhydratbindung oder —substitution involviert
sind. Aus FLANNERY et al. (1999).

Sowohl am Cystein-reichen Amino- als auch am Carboxyende enthalt SZP
strukturelle Motive, die ihm mdglicherweise zellproliferative und matrixbindende
Eigenschaften vermitteln. Aulerdem enthalt die C-terminale Region eine
ungleichmalige Anzahl von Cysteinresten, die eventuell die Umstellung von
Disulfidbriicken erleichtern und selbstaggregierende Eigenschaften hervorrufen.
Selbstaggregation ware eine Erklarung fir das Einfangen der sezernierten SZP an
der Grenzflache zwischen Gelenkknorpel und Synovialhdhle (FLANNERY et al.,
1999).

Das Kernprotein besitzt bis zu drei potentielle Stellen (...NXS/T...) flr die Substitution
mit N-gebundenen Oligosacchariden (an Asn 206, Asn 1.159 und Asn 1.289) und ein
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Serin als madgliche Anlagerungsstelle (...220DEAGSG225 ) fur Chondroitinsulfate.
Aulerdem enthalt SZP auch groRe und kleine Muzin-ahnliche Domanen. Sie sind
reich an O-gebundenen Oligosacchariden und bestehen aus den sich wieder-
holenden Sequenzen KEPAPTTT/P (76-78 Wiederholungen) und XXTTTX (6-8
Wiederholungen) innerhalb einer zentralen Region aus etwa 940 Aminosauren.
Diese Doméanen vermitteln dem SZP wahrscheinlich seine schmierenden
Eigenschaften und sind flir den Widerstand gegen natirliche Proteolyse von
Bedeutung (FLANNERY et al., 1999).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die verschiedenen Strukturen des SZP-
Molekuls fur dessen verschiedene Funktionen wie Zellproliferation, Zytoprotektion,

Schmierung, Selbstaggregation und Matrixbindung stehen.

Perlekan

Lange Zeit galt Perlekan als Proteoglykan der Basalmembranen des Korpers. Umso
Uberraschender war seine Entdeckung in Wachstumsplatte und Gelenkknorpel, wo
Basalmembranen bekanntlicherweise fehlen (GOVINDRAJ et al., 2002; HASSELL et
al., 2003; ROUGHLEY, 2001b).

Das Kernprotein von Perlekan besitzt ein Molekulargewicht von 400 kDa bei Mausen
beziehungsweise 466 kDa beim Menschen (HASSELL et al., 2003) und besteht aus
funf Domanen:

Die aminoterminale Domane | ist einzigartig fur Perlekan und besitzt drei
Anlagerungsstellen fur die HS-Ketten (GOVINDRAJ et al., 2002; HASSELL et al.,
2003; MELROSE et al., 2005; TESCHE und MIOSGE, 2004). Domane |V ist die
grolite Domane und enthalt bei Mausen 14 Wiederholungen IgG-ahnlicher Motive,
beim Menschen hingegen 21. Dies ist auch der Grund fur das hohere
Molekulargewicht des humanen Kernproteins (HASSELL et al.,, 2003). Die
carboxyterminale Domane V enthalt 1 bis 2 (GOVINDRAJ et al., 2002)
Anlagerungsstellen fir GAGs, meist CS-Ketten (HASSELL et al., 2003; MELROSE et
al., 2005).

Die Zusammensetzung von Perlekan bezlglich seiner angelagerten GAG-
Seitenketten variiert. In Wachstumsplatte und reifem Gelenkknorpel sind sowohl HS-,
als auch CS-Ketten angelagert (GOVINDRAJ et al., 2002; HASSELL et al., 2003).
Obwohl die HS-Ketten von der Anzahl her uberlegen sind, machen die deutlich

langeren CS-Ketten 75% des Gesamt-GAG-Gehalts des Perlekanmolekils in der
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Wachstumsplatte aus (GOVINDRAJ et al., 2002). In der Basalmembran hingegen ist
das Vorhandensein der CS-Ketten gewebeabhangig (HASSELL et al., 2003).
Perlekan befindet sich hauptsachlich perizellular, jedoch auch innerhalb der
interterritorialen Matrix (HASSELL et al., 2003; MELROSE et al.,, 2005). Die
perizellulare Lokalisation lasst auf eine wichtige Funktion bei der Kommunikation
zwischen Zellen und Matrix, sowie bei der Stabilisierung ihrer Wechselwirkungen
schlieBen (HASSELL et al.,, 2003; MELROSE et al., 2005; TESCH und MIOSGE,
2004). Perlekan bindet an verschiedene extrazellulare Matrixmolekile, wie zum
Beispiel die Proteine Fibronektin (HASSELL et al., 2003; MELROSE et al., 2005) und
PRELP (Prolin-and Arginin-rich end Leucin-rich Repeat Protein) (MELROSE et al.,
2005), und ist damit auch an der Aufrechterhaltung der extrazellularen Matrix
beteiligt. AuRerdem kann es an Wachstumsfaktoren binden, die wiederum
Zellproliferation und -differenzierung wahrend Chondrogenese und enchondraler
Ossifikation beeinflussen (GOVINDRAJ et al., 2002; HASSELL et al., 2003;
MELROSE et al., 2005; TESCH und MIOSGE, 2004). Die Wichtigkeit von Perlekan
fur die normale Knorpelentwicklung kann man bei Mausen beobachten, die genetisch
Perlekan-frei sind. lhre Wachstumsplatten sind unorganisiert und zeigen reduzierte
Chondrozytenproliferation und —Differenzierung, sowie eine fehlerhafte enchondrale
Ossifikation. Im Laufe der Knorpelentwicklung werden die Stérungen der Matrix
zunehmend starker (HASSELL et al., 2003). Aulierdem ist bei diesen Mausen eine
fehlerhafte Mineralisierung des hypertrophischen Knorpels festzustellen. Daher
scheint Perlekan auch bei der Mineralisierung des Knorpels eine Rolle zu spielen
(MELROSE et al., 2005).

Auler den bisher genannten Proteoglykanen wird auch noch das Cartilage
Intermediate Layer Protein (CILP) erwahnt, das, wie der Name bereits sagt, in der
mittleren, nicht aber in der oberflachlichen und tiefen Schicht des Gelenkknorpels
vorkommt (FLANNERY et al., 1999; ROUGHLEY, 2001b). Sein Gehalt ist in reifem
Knorpel deutlich hoher als in juvenilem. CILP hat keine enge strukturelle
Verwandtschaft zu den bis dato beschriebenen Proteoglykanen und auch seine
Funktion ist noch unbekannt (ROUGHLEY, 2001b).



Anatomie des Gelenkknorpels 99

1.2.4.2.3 Nicht-kollagene Proteine und Glykoproteine

Die extrazellulare Matrix des Gelenkknorpels enthalt eine Vielzahl nicht-kollagener
Proteine und Glykoproteine, von denen bislang noch nicht alle komplett
charakterisiert sind (HEDBOM et al., 1992; ROUGHLEY, 2001b). Einige von ihnen,
wie zum Beispiel Biglykan, Dekorin und Fibromodulin sind mit GAGs substituiert und
werden zu den kleinen Proteoglykanen gezahlt, wahrend andere keine GAGs
besitzen (HEDBOM et al.,, 1992). Wieder andere stellen Abbauprodukte gréflerer
Vorstufen dar, die aufgrund ihrer Wechselwirkungen mit anderen Matrixkomponenten
akkumulieren (ROUGHLEY, 2001b).

Aufgrund ihrer auf3erst unterschiedlichen Strukturen und Funktionen ist es schwierig,
gemeinsame Merkmale dieser Molekulgruppe festzulegen. Generell handelt es sich
bei den nicht-kollagenen Proteinen und Glykoproteinen jedoch um Proteine, die Uber
glykosidische Bindungen an Kohlenhydrate geknupft sind (ROUGHLEY, 2001b). Im
Knorpel besteht ihr Hauptanteil aus Proteinen. Der kovalent gebundene
Kohlenhydratanteil wird durch Monosaccharidketten gebildet, die mit dem Protein
uber N-Glukosamin- oder O-Serylglykosidbindungen verknlpft sind. Neben den
Aminozuckern N-Acetylglucosamin und N-Acetylgalaktosamin sind auch oft die
neutralen Monosaccharide Mannose, Galaktose, Fucose, Xylose und Glucose
anzutreffen (LOFFLER, 1990).

Obwonhl die spezifischen Funktionen dieser Proteine noch immer nicht vollstandig
bekannt sind (DI CESARE et al., 2002; KUETTNER, 1992; ROUGHLEY, 2001b), ist
bewiesen, dass sie besonders bei der Vermittlung von Wechselwirkungen zwischen
Chondrozyten und Matrix sowie zwischen den einzelnen Matrixkomponenten von
grolder Wichtigkeit sind (DI CESARE et al., 2002). Einige dieser Proteine binden sich
einzeln an Proteoglykane, wahrend andere vorher selbst Aggregate bilden und dann
en bloc an die Proteoglykane transferiert werden (ALETRAS und TSIGANOS, 1985).
Die Bindung an Aggrekanmolekile erfolgt Gber deren G3-Domane (LUNDELL et al.,
2004; OLIN et al., 2001).

Diese Proteingruppe ist also an der Organisation und Aufrechterhaltung der
makromolekularen Matrixstruktur beteiligt (BUCKWALTER und MANKIN, 1997; DI
CESARE et al.,, 2002; KUETTNER, 1992) und beeinflusst somit auch die
physikalischen Eigenschaften des Gelenkknorpels (DI CESARE et al., 2002). Einige
der Wechselwirkungen bendtigen die Anwesenheit von Kalziumionen. Diese binden

sich an eine einzelne molekulare Doméane und wirken entweder direkt als Vermittler,
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oder indirekt, indem sie eine molekulare Konformationsanderung induzieren, die fur
die Expression einer bestimmten Bindungsaktivitat bendtigt wird. Die indirekten
Effekte sind wahrscheinlich haufiger (DI CESARE et al., 2002).

Andere dieser Knorpelproteine wiederum interagieren direkt mit den Chondrozyten
und sind somit an der Regulierung der Zellfunktion involviert (DI CESARE et al.,
2002; ROUGHLEY, 2001b) wie beispielsweise die Abbauprodukte einiger Matrix-
molekile, von denen bekannt ist, dass sie die Chondrozyten beeinflussen
(ROUGHLEY, 2001b).

Die Glykoproteine interagieren mit Zellrezeptoren und regulieren die Adhasion der
Chondrozyten aneinander oder an andere Matrixproteine (MUIR, 1995). AuRerdem
konnen sie biologische Signale an die Matrix vermitteln und so auf die Zellfunktion
Einfluss nehmen (DI CESARE et al., 1994 und 1995). Zu ihnen gehoéren Fibronektin
(RENCIC et al., 1995; ZHANG et al., 1995) und Tenascin, die nicht nur im Knorpel
sondern auch in vielen anderen Geweben des Korpers vorkommen (HAYASHI et al.,
1996; LUNDELL et al., 2004; SALTER, 1993).

1.2.4.2.3.1 Fibronektin

Allgemeines

Bei Fibronektin handelt es sich um ein grofes, adhasives Zelloberflachen- und
Blutglykoprotein, das bei Zelladhasion, -migration, -differenzierung und
—metabolismus eine Rolle spielt (BURTON-WURSTER wund LUST, 1984,
DIJKGRAAF et al., 1995; JONES et al., 1987). Das in den meisten Geweben des
Korpers vorkommende Glykoprotein (JONES et al., 1987) ist im Knorpel nur in sehr
geringen Mengen anzutreffen (KUETTNER, 1992; WOLF et al., 2003). Es wird hier
von den Chondrozyten produziert (WOLF et al., 2003) und aggregiert extrazellular
nahe der Zellmembran (DIJKGRAAF et al., 1995). Seine Biosynthese findet sowohl
an der Knorpeloberflache als auch in den tiefen Knorpelzonen statt (BROWN und
JONES, 1992; HAYASHI et al.,, 1996). Synthese und Akkumulierung der
Knorpelfibronektine werden Uber biochemische und mechanische Mediatoren
gesteuert, erfolgen jedoch auch als Antwort auf pathologische Matrixveranderungen
(BURTON-WURSTER et al., 1997b). Dies erklart den starken Anstieg des
Fibronektins besonders bei Osteoarthritis (WOLF et al., 2003).
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Aufbau

Als Dimer besteht Fibronektin aus zwei ahnlichen Polypeptidketten, die jeweils 60-70
nm lang und 2-3 nm dick und an ihren Carboxyenden durch zwei Disulfidbricken
miteinander verbunden sind (ROUGHLEY, 2001b; WOLF et al., 2003). Beide Ketten
bestehen aus je sechs Domanen mit sich wiederholenden Aminosauresequenzen.
Die verschiedenen Domanen enthalten stark affine Bindungsstellen fur Heparin,
Kollagene, GAGs (hier besonders fur Hyaluronsaure), Thrombospondin, COMP und
andere Matrixbestandteile (DI CESARE et al., 2002; WOLF et al., 2003) sowie fur
bestimmte Integrine an der Zelloberflache und verleihen Fibronektin auf diese Weise
seine multiadhasiven Eigenschaften (WOLF et al., 2003).

Die Proteinstruktur des Fibronektin setzt sich hauptsachlich aus drei Typen
homologer, sich wiederholender Segmente (I, Il und Ill) zusammen (BURTON-
WURSTER et al.,, 1997b). Obwohl es nur von einem einzigen Gen encodiert wird,
wurden bislang in den Korpergeweben mindestens 20 verschiedene Isoformen von
Fibronektinketten identifiziert (WOLF et al., 2003). Diese Heterogenitat ergibt sich
aus alternativem splicing (MACLEOD et al., 1996; ROUGHLEY, 2001b) der pre-
MRNS an mindestens drei Stellen, genannt Extra-Typ-lll-Domane-A (ED-A), Extra-
Typ-lll-Domane-B (ED-B) und variable Region (V) (SCHWARZBAUER, 1991). Die
Isoformen werden posttranslational durch Glykosylierung weiter modifiziert und
konnen sich in verschiedenen Kombinationen zu Dimeren verbinden (BURTON-
WURSTER et al., 1997a).

Die Isoformen des reifen Knorpelgewebes unterscheiden sich deutlich von denen
anderer Gewebe und des Plasmas. Deshalb wird angenommen, dass ihre Bildung
lokal innerhalb des Gelenks erfolgt (WOLF et al.,, 2003). Die vorkommenden
Isoformen bestehen zu 20-30% aus ED-B(+)-Fibronektinen und zu 50-80% aus der
knorpelspezifischen (V+C)-Isoform. LEIPOLD et al. (1992) berichten auRerdem von
2% ED-A(+)-Fibronektin im Gelenkknorpel adulter Hunde, wahrend der Gehalt in
humanem Gelenkknorpel bis zu 4% betragt (RENCIC et al., 1995). Die fir Knorpel
spezifische (V+C)-Isoform entsteht durch ein gewebespezifisches splicing Muster
und ist in anderen Geweben des Korpers nicht oder nur in Spuren anzutreffen
(BURTON-WURSTER et al., 1997b; WOLF et al., 2003). Dieser Isoform fehlen die
Nukleotide, die die Proteinsegmente V, sowie IllI-15 und I-10 (zus. gen. ,CY)
encodieren. Sie ist im Knorpel sowohl als Homodimer als auch als Monomer
anzutreffen (BURTON-WURSTER et al., 1997a; WOLF et al., 2003).
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Funktion

Die molekulare Zusammensetzung des Fibronektins ist auch bezlglich seiner
Funktion im Knorpel von Bedeutung. So kdénnen zusatzliche oder fehlende
Sequenzen in einem Teil des Fibronektins zu Konformationsanderungen fuhren und
auf diese Weise die Funktion entfernter Sequenzen verandern (SCHWARZBAUER et
al., 1991; FFRENCH-CONSTANT, 1995). AulRerdem besitzen einige Fibronektin-
domanen verborgene Aktivitdten, die nur durch Induzierung einer Konformations-
anderung oder proteolytische Abspaltung eines Fragments frei werden (BURTON-
WURSTER et al.,, 1997b). Zum Beispiel konnen die scheinbar am Amino- bzw.
Carboxylende im Molekul eingebetteten Domanen Fib1 und Fib2 durch Stromelysin,
Kollagenase und Gelatinase freigesetzt werden (FUKAI et al., 1995; REDISKE et al.,
1995). Die entstehenden Fibronektinfragmente steigern wiederum die Aktivitat dieser
Enzyme (XIE et al., 1993).

Fibronektinfragmente haben im Gelenkknorpel eine katabole Wirkung (DANG et al.,
2003). Bereits 1992 und 1993 wiesen HOMANDBERG et al. sowohl in vitro als auch
in vivo nach, dass Fibronektinfragmente einen starken Verlust von Proteoglykanen
bewirken. Auch bei intra-artikularen Injektionen von Fibronektinfragmenten wurden
bei Kaninchen schwere Knorpelmatrix-Schadigungen hervorgerufen
(HOMANDBERG et al., 2001). In 100-fach niedrigeren Konzentrationen allerdings
bewirken die Fibronektinfragmente erstaunlicherweise eine Stimulierung der
Biosynthese von Proteinen und besonders Proteoglykanen (XIE et al., 1993;
HOMANDBERG und HUI, 1994).

Die Fibronektinfragmente bewirken einen Anstieg der katabolen Zytokine, inklusive
Interleukine und TNFa (DIJKGRAAF et al., 1995; HOMANDBERG und HUI, 1996;
KUETTNER, 1992; NGUYEN et al, 1991). Diese wiederum stimulieren die
Chondrozyten zur Synthese und vermehrten Freisetzung von MMPs (DANG et al.,
2003; FORSYTH et al,, 2002; YASUDA und POOLE, 2002) und Aggrekanase
(DANG et al., 2003). Auf diese Weise kommt es zum Absinken der
Proteoglykansynthese sowie zu vermehrtem Abbau der Proteoglykane.
Fibronektinfragmente bewirken jedoch nicht nur Gber Zytokine, sondern auch direkt
eine Freisetzung von MMPs (DANG et al., 2003).

Die Zytokine selbst beeinflussen jedoch auch wiederum die Aktivitat der Fibronektin-
fragmente. In Anwesenheit von neutralisierenden Antikorpern fur IL-1a, IL-13, IL und
TNFa nimmt namlich die Aktivitat der Fragmente ab (DANG et al., 2003).
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Funktionen der Fibronektinfragmente

Stromelysin @ @ Katabole @
et Zytokine |
Fibronektin FN-Fragment Aggrekanase
Fig ® MMP ®
Fib 2
® ® ® | 1 PG — Abbau
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Abbildung 31: Funktionen der Fibronektinfragmente. Fib1, Fib2 — terminale Fibronektindomanen; FN
— Fibronektin; MMP — Matrixmetalloproteinase; PG — Proteoglykan.

Aufgrund seiner Affinitdt zu den Chondrozyten ist Fibronektin auch an der
Signalubermittlung der Zellen und somit fur die Zellbiologie von grof3er Bedeutung
(BURTON-WURSTER et al.,, 1997b; WOLF et al., 2003). Die Bindung an die
Knorpelzellen wird durch verschiedene Integrine vermittelt (BURTON-WURSTER et
al., 1997b; DIJKGRAAF et al., 1995; NISHIDA et al., 1995), von denen besonders
der Fibronektin spezifische Integrinrezeptor (a5B1) in groBen Mengen an den
Chondrozyten anzutreffen ist (LOSER et al., 1993 und 1995; SALTER et al., 1992
und 1995). Dieser Rezeptor ist auch fur den Anstieg der Zytokinproduktion
verantwortlich, der in Chondrozytenkulturen mit Fibronektin-Zusatz beobachtet wurde
(YONEZAWA et al., 1996).

Durch Wechselwirkungen mit den Matrixbestandteilen wirkt Fibronektin auch an der
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix mit und spielt auf diese Weise eine
wichtige Rolle bei deren Organisation und Funktion (BURTON-WURSTER et al.,
1997b; WOLF et al.,, 2003). Die Fahigkeit des Fibronektin, sich an der
Matrixzusammensetzung beteiligen zu kdnnen, ist ein komplexer Prozess (AGUIRRE
et al.,, 1994; HOCKING et al., 1994; SOTTILE und WILEY, 1994; SECHLER et al.,
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1996). Zu Beginn des Matrixaufbaus ist die Arg-Gly-Asp-Sequenz seiner
Zellbindungsdomane entscheidend. Fur den Einbau in eine fibrillare Matrix hingegen
scheinen nur die funf Typ-I-Wiederholungen am Aminoende und die durch
Disulfidbricken zwischen den Ketten am Carboxylende mediierte Dimerstruktur
bendtigt zu werden (BURTON-WURSTER et al., 1997b). Allerdings werden die Rate
des Zusammenbaus und die Natur der gebildeten fibrillaren Matrix moglicherweise
auch durch die kryptische Bindungsstelle im IlI-1-Segment sowie durch Teile des C-
Endes einschliellich des I-10-Proteinsegments beeinflusst (SOTTILE und MOSHER,
1993; ICHIHARA-TANAKA et al., 1995).

Die Wechselwirkungen des Fibronektins mit den GAGs erfolgen Uber seine
carboxyterminale Heparinbindungsregion, die sowohl an Heparin als auch an CS
binden kann. An der Bindung ist ein Argininpaar in der IllI-13-Wiederholung beteiligt.
Die Affinitat fur die Bindung an CS ist jedoch schwacher, da sie durch Sequenzen am
Aminoende gehemmt wird (BURTON-WURSTER et al., 1997b). AuRerdem wird
vermutet, dass das IllI-15-Proteinsegment, welches der knorpelspezifischen
Fibronektin-lsoform (V+C) fehlt, fir die Bindung an CS, nicht aber an HS bendtigt
wird (BARKALOW und SCHWARZBAUER, 1994). Da CS das Haupt-GAG des
Aggrekans darstellt, wird die Bindung von Fibronektin an Aggrekan moglicherweise
durch die An- oder Abwesenheit dieses IllI-15-Segments reguliert (BURTON-
WURSTER et al., 1997b).

Aulerdem enthalt die zentrale Region des Fibronektins auch die Zellbindungsregion
in 111-10, die eine kryptische GAG-Bindungsdomane enthalt. Diese bindet an kleine
Proteoglykane, jedoch nur wenn sie durch die Anlagerung an ein Substrat
demaskiert ist (BIDANSET et al., 1992). Eine Bindung an dieser Stelle scheint die
Zellanlagerung an Fibronektin zu storen und unterstutzt somit die Hypothese von
NOYORI und JASIN (1994), dass die kleinen Proteoglykane eine Knorpelheilung
unmdglich machen, indem sie die Migration der bendtigten Zellen in den
Knorpeldefekt blockieren. Bei Anwesenheit des IlI-15-Segments wird die Fahigkeit
der kleinen Proteoglykane, die Zelladhasion zu blockieren, stark reduziert. Wie
bereits erwahnt, fehlt den im Knorpel zum GrofRteil vorkommenden (V+C) Isoformen
dieses Segment jedoch (BARKALOW und SCHWARZBAUER, 1994).

Eine weitere Funktion des Fibronektins liegt mdglicherweise an der Gelenkflache des
Knorpels. Dort bedeckt es namlich die Knorpeloberflache (HAYASHI et al., 1996) und

ist in geringen Konzentrationen auch in physiologischer Synovialflissigkeit enthalten.
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Auf diese Weise spielt es vermutlich eine Rolle bei der Gelenkschmierung und
schitzt den Knorpel durch die Bindung an Hyaluronsaure in der Synovialflissigkeit
(NISHIDA et al., 1995).

1.2.4.2.3.2 COMP

Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) gehdrt zu den bedeutenderen
Glykoproteinen des  Gelenkknorpels und macht ungefahr 1% des
Knorpelfeuchtgewichts aus (DICKINSON et al.,, 2003). Es ist jedoch nicht
knorpelspezifisch, wie lange Zeit angenommen, sondern kommt auch in anderen
Korpergeweben vor (DI CESARE et al., 2002). Sein Molekulargewicht betragt im
Rinderknorpel 450 kDa und im Rattenknorpel 550 kDa (DI CESARE et al., 1994).
Das Pentamer bestent aus funf fast gleichen Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht von jeweils 100 (KUETTNER, 1992) bis 110 kDa (DI CESARE et
al.,, 1994 und 2002). Die Untereinheiten sind durch Disulfidbriicken nahe ihrer
aminoterminalen Regionen miteinander verbunden (DICKINSON et al., 2003;
ROUGHLEY, 2001b) und gleichen mit ihren distal hervorstehenden, globularen
carboxyterminalen Regionen (CHEN et al., 2005; HOLDEN et al., 2001) einer
funfarmigen Blume (siehe Abbildung 33) (DI CESARE et al., 1994).

Die C-terminalen Domanen konnen mit den Kollagenen |, Il und IX interagieren
(CHEN et al., 2005; ROUGHLEY, 2001b). Sie sind globular, 5,5 + 0,8 nm grof3 und
jeweils durch 1,5 nm dunne, flexible, etwa 28 + 5 nm bzw. 26 + 6 nm lange Faden mit
einer zentralen zylindrischen Domane verbunden. Letztere hat einen Durchmesser
von 3,5 £ 0,4 nm und eine Lange von 8,6 + 0,7 nm (DI CESARE et al., 1994) und ist
fur die Pentamerisation des Molekuls und die Disulfidbricken-Bildung zwischen den
Ketten verantwortlich. Die fadenahnlichen Bereiche zwischen dem Amino- und
Carboxylende beinhalten Typ-2-EGF-ahnliche und Typ-3-Kalzium-bindende
Wiederholungen (CHEN et al., 2005).

COMP erhalt seine nicht-kollagene Natur durch das Fehlen der Aminosaure
Hydroxyprolin. Der hohe Gehalt an Aspartat und Glutamat mit zusammen mehr als
30% und die Substitution mit negativ geladenen Kohlenhydraten verleihen dem
Protein seinen anionischen Charakter. Der Gehalt von 2,5% Cystein ist Hinweis auf
zahlreiche Disulfidbindungen. Der weit hohere Gehalt an Galaktosaminen verglichen
mit den Glukosaminen deutet auf eine ungewdhnliche Form der Glykosylierung hin.

Zusammen mit der Anwesenheit von Xylose und Glukuronsaure in fast aquimolarer
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Menge konnte dies auf eine Substitution mit CS hinweisen. Die Werte von Xylose,
Glukuronsaure und Galaktosamin lassen vermuten, dass jede COMP-Untereinheit 3
bis 4 CS-Ketten tragt, von denen jede wiederum aus 14-15 Disacchariden besteht.
AulBerdem enthalt das Protein nur N-gebundene, aber keine O-gebundenen
Oligosaccharide oder Keratansulfate (HEDBOM et al., 1992).

Aufgrund struktureller Ubereinstimmung einiger Molekiilbereiche von COMP und
Thrombospondin kann COMP auch zur Familie der Thrombospondine gezahit
werden (OLDBERG et al., 1987) und wird auch als Thrombospondin5 bezeichnet
(ROUGHLEY, 2001b). Dagegen konnte die fruher herrschende Meinung, dass
COMP ahnlich oder identisch dem Knorpel-Matrix-Glykoprotein sei (MORGELIN et
al., 1992), widerlegt werden. Allerdings ahneln sich diese beiden Molekulle sowohl in
der GroRRe ihrer Untereinheiten, als auch in ihrer oligomeren Struktur. Das definitive
Ausmal} ihrer Gemeinsamkeiten und ihre Beziehung zueinander bleibt jedoch noch
zu klaren (DI CESARE et al., 1995).
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Abbildung 32: Lokalisation von COMP in humanem Gelenkknorpel. A und B: Tibiaknorpel eines 52-
Jahrigen; C: Femurknorpel eines 21 Wochen alten Fetus. Immunofarbung mit Kaninchen-Antiserum
fur bovines und humanes COMP. A (Vergrolierung x28): Lokalisation des COMP in der
interterritorialen Matrix des gesamten Knorpels mit leichtem Anstieg in den tieferen Zonen. Keine
Farbung im subchondralen Knochen. B (VergréRerung x550): Tiefere Knorpelzonen ohne Farbung der
perizellularen und territorialen Matrix. C (VergroBerung x550): Farbung der extrazelluldren Matrix in
unmittelbarer Chondrozytenndhe. D. Negative Kontrollprobe (x550) Immunofarbung mit
Preimmunserum. Aus DI CESARE et al. (1995).

COMP ist besonders wahrend der Knorpelentwicklung in der Wachstumsplatte,
jedoch auch in reifem Knorpel anzutreffen (ROUGHLEY, 2001b). Seine Verteilung

innerhalb des extrazellularen Raums scheint ebenfalls altersabhangig zu sein. In
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fetalem humanem Gelenkknorpel (DI CESARE et al., 1995), im Knorpel
neugeborener Ratten (HEDBOM et al., 1992), sowie in der Wachstumsplatte (DI
CESARE et al., 2002) ist COMP namlich in der territorialen Matrix lokalisiert (CHEN
et al., 2005; DI CESARE et al., 2002), wohingegen in reifem Gelenkknorpel eine
Lokalisation in der interterritorialen Matrix festzustellen ist (CARLSON et al., 1994,
CHEN et al., 2005; DI CESARE et al., 1995 und 2002). Insgesamt gesehen ist mit
zunehmender Knorpeltiefe ein leichter Konzentrationsanstieg des COMP zu
beobachten (CARLSON et al., 1994; CHEN et al., 2005), wobei sich unmittelbar
oberhalb der Tidemark eine 100 bis 150 ym breite Zone mit nur geringem bis keinem
Gehalt an COMP befindet (DI CESARE et al., 1995).

Bei COMP handelt es sich um ein Kalzium-bindendes Protein, dessen Konformation
durch die Menge des gebundenen Kalziums beeinflusst wird (CHEN et al., 2005). Auf
diese Weise kann das Glykoprotein mit verschiedenen Matrixkomponenten
Wechselwirkungen eingehen und so die Zusammensetzung, Organisation und
Aufrechterhaltung der Matrix mit beeinflussen (DICKINSON et al., 2003).

Uber seine C-terminale Domane kann COMP sowohl an die nicht-kollagenen
Domanen des Kollagen IX (DI CESARE et al., 2002; HOLDEN et al., 2001) als auch
an die kollagenen Regionen der Kollagene | und Il binden (CHEN et al., 2005; DI
CESARE et al., 2002; DICKINSON et al., 2003; HOLDEN et al., 2001). Die Bindung
an die Kollagene erfolgt in der Anwesenheit des divalenten Kations Zn?* (BUDDE et
al., 2005; CHEN et al., 2005; DI CESARE et al., 2002; HOLDEN et al., 2001). COMP
und Kollagen IX sind fur die Knorpelentwicklung und Homdostase von grofer
Bedeutung. Da Mutationen von COMP zu schweren Schaden der Kollagenfibrillen
bezlglich Anordnung, Durchmesser und Fibrillenfusion fiihren, wird COMP auch eine
wichtige Rolle bei der Fibrillogenese der Kollagene zugeschrieben (HOLDEN et al.,
2001).

Aulerdem kann COMP konzentrationsabhangig mit hoher Affinitat an Fibronektin
binden (CHEN et al.,, 2005; DI CESARE et al.,, 2002). Die ebenfalls Uber seine
carboxyterminale Domaéane stattfindende Bindung erfolgt hauptsachlich mit einer
molekularen Domane des Fibronektin, die etwa 14 nm von dessen aminoterminaler
Domane entfernt liegt. Auch fir diese Bindung werden divalente Kationen bendtigt,
wobei in vitro die starkste Bindung in der Anwesenheit von Mn?* erfolgt. Durch seine
Verbindung mit Fibronektin ist COMP auch an der Ubermittlung von Matrix-Matrix-
Wechselwirkungen beteiligt (DI CESARE et al., 2002).
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Weiterhin kann COMP Uber seine RGD-Sequenz Wechselwirkungen mit Integrinen
der Chondrozytenoberflache eingehen und somit sowohl an der Zellverankerung, als
auch bei der Regulierung von Zellaktivitaten und deren Wechselwirkungen mit der
umliegenden Matrix mitwirken. Da COMP in verschiedenen Konformationen
vorkommt, kann es auch entsprechend mit verschiedenen Integrin-Rezeptoren, wie
zum Beispiel a5B1 und aVB3 interagieren und so verschiedene zellulare Antworten
bewirken (CHEN et al., 2005).

1.2.4.2.3.3 Thrombospondin

Thrombospondin (TSP) gehdrt ebenfalls zu den nicht-kollagenen Glykoproteinen der
Matrix und kommt nicht nur im Knorpel, sondern auch in anderen Korpergeweben
vor. Von den vier existierenden Arten TSP1, TSP2, TSP3 und TSP4 zeigten
Untersuchungen bovinen Knorpels, dass TSP1 stark dominiert (DI CESARE et al.,
1994; MISENHEIMER et al., 2001).

Bei den strukturell gleichen TSP1 und TSP2 (MISENHEIMER et al., 2001) handelt es
sich um 480 kDa schwere Homotrimere aus drei identischen, im bovinen
Gelenkknorpel 180 kDa (DI CESARE et al., 1994) und beim Menschen 150 kDA
schweren Untereinheiten, die miteinander Uber Disulfidbriicken verbunden sind.
Jedes dieser drei Monomere besteht aus einer N-terminalen globularen Doméane, ge-
folgt von einer Cystein-Reste enthaltenden Region, die fur die Disulfidbrickenbildung
zwischen den einzelnen Ketten zustandig sind. Neben anderen Regionen gibt es
noch EGF-dhnliche Module sowie eine Aspartat-reiche Ca®*-bindende Typ-IlI
Doméne vor der carboxyterminalen Sequenz. Die carboxyterminale Region von
TSP1 besitzt pro Monomer (inklusive der Ca®*-bindenden Typ-lll-Doméne) 10-11
Bindungsstellen fiir Ca?* (MISENHEIMER et al., 2001).
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Abbildung 33: Struktur von COMP und TSP1 mit Glycerolspray/rotary shadowing
Elektronenmikroskopie. Flinfarmige Molekulstruktur des COMP (a) und dreiarmige Molekiile des
TSP1 (b). Ausgewahlte Molekiile des COMP (c) und TSP1 (d) bei héherer VergroRerung. Balken =
100 nm (a,b) bzw. 50nm (c,d). Aus DI CESARE et al. (1994).

Bei TSP3 und TSP4 handelt es sich ebenso wie bei COMP um Pentamere. lhre
Struktur stimmt im Bereich der carboxyterminalen Region, einschlieRlich der Ca**-
bindenden Typ-lll-Domanen, die zu 60% identisch sind, mit der von TSP1 und -2
uberein. In den anderen Monomerbereichen hingegen unterscheiden sie sich von
ihnen (MISENHEIMER et al., 2001). So besitzt TSP1 dort im Gegensatz zu COMP
eine Heparin-bindende Domane, die fur seine starke Affinitat zu Heparin (FRAZIER,
1991), Zelloberflachen-HS-Proteoglykanen und Sulfatiden verantwortlich ist. Diese
Affinitat fehlt COMP. Letzteres kann sich jedoch im Gegensatz zu TSP1 an
Chondrozyten anheften (DI CESARE et al., 1994).

Die Thrombospondine gehen Wechselwirkungen mit einem oder mehreren
Bindungspartnern ein. lhre Liganden sind Bestandteile der Zelloberflache und/oder
der extrazellularen Matrix (DI CESARE et al., 1994), wie zum Beispiel Proteoglykane,

Kollagene und Fibronektin. TSP1 kann an die Kollagene I, Il, IIl und V binden, mit der
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hochsten Affinitat fur Kollagen V. TSP4 bindet Uber sein Carboxyende an die
Kollagene | bis IlI, mit hochster Affinitat zu Kollagen | (DI CESARE et al., 2002).
TSP1 und 2 unterstitzen die Zelladhasion durch Wechselwirkungen zwischen ihrer
RGD-Sequenz, die tief innerhalb der Typ-lll-Kalzium-bindenden Sequenz lokalisiert
ist und verschiedenen Zellrezeptoren, inklusive Integrinen (CHEN et al., 2005).
Allerdings ist auch bei den TSP die Adhasion von Zellen Ca?*-abhangig, da ebenso
wie bei COMP durch die Bindung von Kalzium eine Konformationsanderung
hervorgerufen wird, welche die Verfugbarkeit der RGD-Sequenz reguliert (CHEN et
al., 2005; MISENHEIMER et al., 2001).

Aullerdem sind die Thrombospondine an Interaktionen innerhalb der Matrix,
Zellmigration und Proliferation beteiligt. In vitro Experimente zeigen zudem eine stark
angiostatische Wirkung von TSP1. Auf diese Weise kdnnte TSP1 zum Schutz des
Gelenkknorpels vor Degeneration beitragen, da letztere mit Gefalleinsprossungen in
den Knorpel verbunden ist (DI CESARE et al., 1994).

1.2.4.2.3.4 Weitere nicht-kollagene Proteine und Glykoproteine

Es gibt noch weitere Knorpelproteine, die zur Gruppe der nicht-kollagenen Proteine
und Glykoproteine gehdren, bisher aber noch nicht alle charakterisiert wurden. Zu
ihnen gehdren unter anderem Chondrocalcin, Annexin, Matrilin, Fibulin und WARP.
Aulerdem befindet sich in der Zell-assoziierten Matrix der Oberflachenzone das
Protein Del1 (developmental endothelial locus-1) (PFISTER et al., 2001). Viele von
ihnen sind an Wechselwirkungen und Verknupfungen zwischen den grofen
Matrixkomponenten beteiligt und tragen auf diese Weise zur Stabilisierung der

Matrixstrukturen bei.

Bei Chondrocalcin handelt es sich um ein 35 kDa schweres Propeptid am
Carboxyende der Typ-ll-Kollagene (KUETTNER, 1992), das beim Abbau von
Kollagen Il entsteht (ROUGHLEY, 2001b). Mdglicherweise ist es an der Regulierung
der Kollagensynthese beteiligt. Es wird an Orten der Kollagensynthese freigesetzt
und kann als deren Marker gewertet und gemessen werden (KUETTNER, 1992;
ROUGHLEY, 2001b). AuRerdem bindet es mit hoher Affinitat an
Hydroxyapatitkristalle und spielt somit eventuell bei der Kalzifizierung eine Rolle
(KUETTNER, 1992).



Anatomie des Gelenkknorpels 111

Annexin 'V wurde lange als Anchorin CIll bezeichnet, da es auf der
Chondrozytenoberflache lokalisiert ist, wo es als Kollagenrezeptor dient. Durch die
Verbindung mit Kollagen Il verankert (engl.: anchor) es die Knorpelzellen in der
extrazellularen Matrix (MOLLENHAUER et al. 1999; PFAFFLE et al., 1990). Dann
wurde jedoch eine 100%ige Ubereinstimmung von Protein und cDNS mit Annexin V
aus anderen Geweben festgestelll (MOLLENHAUER et al.,, 1999). Bei den
Annexinen handelt es sich um eine Familie Kalzium- und Phospholipid-bindender
Proteine. Neben Annexin V kommen im Knorpel noch die Annexine Il und VI vor
(MOLLENHAUER et al., 1999).

Annexin V ist zwar in geringen Mengen auch in reifem Gelenkknorpel anzutreffen,
hier hauptsachlich im oberen Knorpeldrittel, dominiert jedoch besonders in der
Wachstumsplatte. Dort dient es als Kalziumkanal und stellt einen der
Hauptbestandteile der Matrixvesikel dar, bei denen es sich um freigesetzte
Plasmamembranelemente handelt (MOLLENHAUER et al., 1999).

Die Matriline stellen eine Familie nicht-kollagener, oligomerer extrazellularer
Matrixproteine mit modularer Struktur dar, die zur Superfamilie der von Willebrand-A-
ahnlichen Domanen gehoren. Alle Matriline enthalten bis zu 2 von Willebrand-A-
ahnliche Domanen, bis zu 10 EGF-ahnliche Doméanen und eine C-terminale a-Helix,
die die Bildung von Homo-Oligomeren vermittelt (BUDDE et al., 2005; WIBERG et
al., 2003). Matrilin-3 (auch bezeichnet als Cartilage Matrix Protein, CMP) ist
besonders in der epiphysealen Wachstumsplatte anzutreffen. Es kann entweder
direkt mit der COL3 Domane des Kollagen IX interagieren, oder indirekt tber COMP
als Adapter. Auf diese Weise wird Matrilin-3 in die Kollagen IX enthaltenden
Knorpelfibrillen integriert (BUDDE et al., 2005). Matrilin-1, -3 und —4 konnen jedoch
auch Uber Komplexe aus Biglykan und Dekorin an das Aminoende von Kollagen VI
binden (BUDDE et al., 2005; WIBERG et al., 2003). Der Biglykan/Matrilin-1- oder
Dekorin/Matrilin-1-Komplex dient als Verbindung zwischen den Kollagen-VI-
Mikrofibrillen und Aggrekan oder Kollagen Il, da Matrilin-1 mit diesen beiden
interagieren kann. Matrilin-1 kann aber auch Wechselwirkungen zwischen Aggrekan
und Kollagen Il vermitteln (WIBERG et al., 2003).

Das extrazellulare Matrixprotein WARP gehort ebenfalls zur Superfamilie der von

Willebrand-Faktor-A-Domanen. Es wird von den Chondrozyten exprimiert und
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befindet sich im reifen Gelenkknorpel ausschlielYlich in der perizellularen Matrix, wo
es zusammen mit Perlekan lokalisiert ist. WARP kann an die Domane |ll-2 sowie an
die HS-Ketten der Doméane | des Perlekans binden. Auf diese Weise bildet WARP
makromolekulare Strukturen, die zur Zusammensetzung und Aufrechterhaltung der
Knorpelstrukturen beitragen (ALLEN et al., 2006).

Bei den Fibulinen handelt es sich um eine Familie extrazellularer Matrixproteine, die
sich mit den Proteoglykanen Aggrekan und Versikan (OLIN et al., 2001) sowie
Fibronektin und Kollagenen (TIMPL et al., 2003) verbinden konnen. Fibulin-1 und -2
sind besonders wahrend der Knorpelentwicklung anzutreffen, wahrend im reifen
Gelenkknorpel bisher nur geringe Mengen von Fibulin-1 festgestellt werden konnten.
Sie bestehen aus den beiden globularen Doméanen | und Il sowie der
dazwischenliegenden stabférmigen Domane Il. Fibulin-2 besitzt zusatzlich noch eine
stabahnliche aminoterminale Domane. Wahrend Fibulin-2 als Dimer vorkommt, ist
Fibulin-1 hauptsachlich als Monomer anzutreffen, obwohl es auch Dimere bilden
kann (OLIN et al., 2001).

Die stabformige Domane Il setzt sich aus EGF-ahnlichen Wiederholungen
zusammen und ist fur die Verbindung mit der C-Typ-Lectin-like Domane (CLD) der
G3-Region von Aggrekan und Versikan verantwortlich (OLIN et al., 2001; TIMPL et
al., 2003). Da durch diese Kalzium-abhanigen Verbindungen multimere Komplexe
gebildet werden konnen, dienen sie der supramulekularen Zusammensetzung der
Knorpelmatrix. Die zunehmende Abspaltung der G3-Domanen des Aggrekans mit
steigendem Alter sowie der hohere Gehalt an Fibulinen in fetalem und juvenilem
Knorpel deuten darauf hin, dass die Verbindung zwischen Aggrekanen und Fibulinen
besonders wahrend der Knorpelentwicklung und bei der Zusammensetzung neu
synthetisierter Matrix eine Rolle spielt (OLIN et al., 2001).

Das Protein Dell wurde 2001 von PFISTER et al. in Gelenkknorpel
ausgewachsener Rinder entdeckt und damit erstmals in einem nicht-endothelialen,
nicht-fetalen Gewebe beschrieben. Es befindet sich in der Zell-assoziierten Matrix
der Chondrozyten der Oberflachenzone und nur in auferst geringen Mengen
assoziiert mit den Knorpelzellen der tiefen Knorpelzone. Del1 hat ein
Molekulargewicht von 60 kDa. Im Knorpel befinden sich jedoch auch 43 kDa schwere

Molekulfragmente, die das C-terminale Ende des Proteins beinhalten. Seine
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unmittelbare Zellndhe erreicht das Protein wahrscheinlich durch Wechselwirkungen
zwischen einem Arg-Gly-Asp-Motiv, genannt RGD-Sequenz, und den Chondrozyten.
Die Zell-assoziierte Matrix und damit auch Del1 fungiert moglicherweise als
chondroprotektives Element, das die oberflachlichen Chondrozyten umgibt und
Chondron-ahnliche Strukturen in der Oberflachenzone bildet (PFISTER et al., 2001).
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Abbildung 34: Die Zusammensetzung der Aggregate und Wechselwirkungen mit extrazellularen
Matrixkomponenten. Die territoriale Matrix ist reich an Kollagen VI. Zu Beginn der
Aggrekanzusammensetzung kénnen Verbindungen mit anderen Proteinen wie Fibulin und Tenacin-R,
je nach ihrer rdumlichen und zeitlichen Exprimierung, den Vorgang unterstiitzen. Die langgestreckte
Anordnung der Aggrekanmoleklle am Hyaluronsaure-Faden bildet eine Art molekularen Kanal, der
die Bewegung von Proteinen wie Kollagen Il ermdglicht. Kollagen Il kann an die KS-Region der
Aggrekane binden und so von der Zelle zur entfernt gelegenen Matrix wandern. Multimulekulare
Bricken kénnen Aggrekan mit dem Kollagen-VI-Netzwerk verbinden. Die im Kollagen-lI-Netzwerk der
interterritorialen Matrix verwobenen Aggregate sind sehr heterogen. Einige sind frei und kdnnen in die
Synovialflissigkeit diffundieren, andere bleiben Uber Wechselwirkungen mit Proteinen wie Matrilin
verankert. Die Struktur der Kollagenfasern wird durch Kollagen-bindende Proteine wie Decorin,
Fibromodulin, Kollagen IX und indirekt auch tber COMP unterstitzt. Aus DUDHIA (2005)

Das Protein PRELEP (prolin- and arginin-rich end leucin-rich repeat protein) kann
ebenfalls zu dieser Proteingruppe gezahlt werden. Seine Proteinstruktur ist eng mit

der von Fibromodulin verwandt, allerdings besitzt es keine KS-Ketten. In fetalem und
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frthem juvenilen humanen Knorpel ist es nicht anzutreffen. Die aminoterminale
Region des PRELEP erleichtert wahrscheinlich Wechselwirkungen mit HS-
Proteoglykanen an Zellmembranen (ROUGHLEY, 2001b).

Aulerdem ist noch das zur Familie der leucin-rich-repeat-Proteinen gehodrende
Chondroadherin zu erwahnen (ROUGHLEY, 2001b; WIBERG et al., 2003). Es
besitzt weder GAG-Ketten noch N-gebundene Oligosaccharide und kann sich an den
C- und N-terminalen Enden des Kollagen VI anlagern (WIBERG et al., 2003).
Wahrscheinlich  spielt es auch bei der Ubermittlung von Zell-Matrix-
Wechselwirkungen eine Rolle (ROUGHLEY, 2001b).

Daruber hinaus gibt es noch ein 21 kDa schweres Protein, das von hypertrophen
Chondrozyten synthetisiert wird und mit Kollagenen vom Typ X interagiert. Es hat
eventuell eine Funktion in der Tidemark (KUETTNER, 1992).
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2 Struktur des Gelenkknorpels

Je nach Gelenk, Knorpellokalisation, Knorpelzone und Matrixregion existieren
Unterschiede in Aufbau, Organisation und mechanischen Eigenschaften der Matrix.
Auch Zellmorphologie, Zelldichte, Stoffwechselaktivitdt und wahrscheinlich
Zellfunktion variieren je nach Knorpeltiefe (AYDELOTTE et al., 1996; BUCKWALTER
und MANKIN, 1997; QUINN et al., 2005). Die regionalen Unterschiede der Matrix

sind schon im Kapitel 1.2.2 Matrixregionen und Chondrone beschrieben.

2.1 Unterschiede der Matrixstruktur verschiedener Gelenke

MODIS et al. (1996) untersuchten die strukturellen Unterschiede der extrazellularen
Matrix von Femur- und Tibiakondylen adulter Beagles mit Hilfe
polarisationsmikroskopischer Analyse.

Die Matrixregionen beider Gelenkknorpel zeigten Gemeinsamkeiten in der
Anordnung ihrer GAGs und Kollagenfibrillen, sowie eine hdhere Kollagendichte in der
territorialen Matrix verglichen mit der interterritorialen Matrix. Es existieren jedoch
auch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Knorpeln. So weist der
Femurknorpel verglichen mit dem Tibiaknorpel mit Ausnahme der kalzifizierten
Knorpelzone einen héheren molekularen Orientierungsgrad sowohl der GAGs der
gesamten Matrix als auch des Kollagens der territorialen Matrix auf. AuRerdem ist die
Lagerung der Kollagenfibrillen der interterritorialen Matrix in der oberflachlichen und
kalzifizierten Zone des Femurs dichter.

Diese Befunde sowie biochemische und biomechanische Daten bestatigen, dass der
Knorpel der Tibiakondylen zum einen dicker und weicher als der Femurknorpel ist
und somit einen geringeren Widerstand gegenuber sofortigen Gestaltveranderungen
durch plétzliche Belastung aufweist. Zum anderen enthalt er auch einen hdéheren
Gehalt an Proteoglykanen, die jedoch lockerer strukturiert sind als in der dichteren
Knorpelstruktur der Femurkondylen. Ursache fir die lockere Struktur kénnte der
geringere Orientierungsgrad der Kollagene sowie deren geringerer Gehalt sein
(MODIS et al., 1996).

Auch GURR et al. (1985) untersuchten die Matrixunterschiede verschiedener
Gelenke und konzentrierten sich hierbei auf die Proteoglykanmonomere des
menschlichen Gelenkknorpels von Hufte, Knie und Schulter. Sie stellten fest, dass

die Proteoglykanmonomere der stark gewichtsbelasteten Knie- und Huftgelenke
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kleiner sind als die der weniger belasteten Schultergelenke. Dies fuhrten sie auf die
Verkiurzung der CS-reichen Region in starker belasteten Gelenken zurlick. Aus
diesem Grund weisen die Proteoglykane des Kniegelenks auch den geringsten Anteil
an Chondroitin-4-Sulfat auf und die des Schultergelenks den hochsten (GURR et al.
(1985). Die Unterschiede in Kettenlange und Sulfatierungsmuster der CS-Ketten im
Knorpel verschiedener Gelenke hangen zum einen von der Aktivitat der zur Synthese
genutzten Glykosyl- und Sulfotransferase, und zum anderen auch von der
Verflugbarkeit ihrer Vorlaufer ab (ROUGHLEY und LEE, 1994).

Die CS-reichen Regionen zeigen jedoch auch altersabhangige Unterschiede und
werden mit zunehmendem Alter kleiner (Tab. 8). Im Knorpel starker belasteter
Gelenke sind diese Unterschiede markanter als im geringer belasteten
Schulterknorpel. Mdéglicherweise erfolgt in den starker belasteten Gelenkknorpeln
infolge der hoheren Gewichtsbelastung zusatzlich eine schnellere Alterung des
Knorpels. Auch ein Zusammenhang mit einem hoheren Koérpergewicht der alteren

untersuchten Individuen ist denkbar.

Tab. 8: Verteilungsmuster der GAGs von Proteoglykanmonomeren in mol% des gesamten GAG-
Gehalts in Gelenken von 21-, 26- und 45-jahrigen Menschen. Aus GURR et al. (1985).

Gelenk- GAG-Bestandteil (mol%)

lokation Ch CS6 C34 DS6 D34 KS
Schulter 21 3,3 65,4 5,0 4,2 3,4 18,6
Hiifte 21 3,5 67,2 54 1,1 1,0 21,8
Knie 21 3,0 67,1 3,6 1,2 0,8 24,6
Schulter 26 3,7 71,3 5,3 0,4 0,6 18,6
Hufte 26 4,8 65,5 5,1 1,2 0,7 22,7
Knie 26 4,8 67,2 3,9 0,4 0,3 23,4
Schulter 45 4,2 62,1 3,0 0,4 0,5 29,7
Hufte 45 4,4 57,6 3,6 0,4 1,9 32,2
Knie 45 3,4 59,8 2,8 0,1 0,2 33,6

Ch = Chondroitin; CS6,CS4 = Chondroitin-6- bzw. -4-Sulfat; DS6, DS4 = Dermatan-6- bzw. -4-Sulfat;
KS = Keratansulfat.

Diese gelenkspezifischen Unterschiede werden jedoch anscheinend erst im
Erwachsenenalter deutlich. So konnten ROUGHLEY et al. (1981) bei 0 bis 15 Jahre
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alten Individuen keine signifikanten Unterschiede in Molekulgrofie und Struktur der
Proteoglykanmonomere zwischen Schulter- und Kniegelenkknorpel feststellen.
TAMMI et al. (1983) untersuchten belastungsabhangige Unterschiede in der
Proteoglykanstruktur am Kniegelenkknorpel von Kaninchen. Dabei wurden
immobilisierte und die kontralateral Ubermalig, sowie normal belastete Gelenke
untersucht. Die Proteoglykane der starker belasteten Gelenke zeigten dabei einen
héheren Anteil an GAGs mit einer groReren KS-Region.

Insgesamt ist also festzustellen, dass in starker belasteten Gelenkknorpeln die
Proteoglykanmonomere aufgrund ihrer kirzeren CS-reichen Regionen kleiner sind,
wahrend ihr Gehalt an GAGs, sowie die GroRe der KS-reichen Region grofer als in
den weniger stark belasteten Knorpeln ist.

Beim Vergleich von humanen Knie- und Sprunggelenkknorpeln ist eine vermehrte
synthetische  Aktivitdt der Chondrozyten und besonders eine hohere
Proteoglykansynthese, sowie ein hoherer Proteoglykangehalt im Sprunggelenk
festzustellen. Zusammen mit dem geringeren Wassergehalt fuhrt dies zu besseren
biomechanischen Eigenschaften, inklusive verstarkter dynamischer Steifigkeit und
geringerer hydraulischer Permeabilitat (AURICH et al., 2006; EGER et al., 2002;
TREPPO et al., 2000).

Aulerdem ist der Kniegelenkknorpel auch sensitiver gegenuber katabolen Zytokinen,
wie zum Beispiel IL-1B, und erholt sich nach einer Zytokin-Behandlung langsamer als
der Sprunggelenkknorpel (AURICH et al., 2006; EGER et al., 2002). Der Grund dafur
liegt in der hoheren Resistenz der Sprunggelenkchondrozyten gegenuber IL-1.
Letzteres bewirkt im Gelenkknorpel eine Abnahme des Proteoglykangehalts durch
Hemmung der Proteoglykansynthese und erhohten Proteoglykanabbau. Um die
Proteoglykansynthese um 50% zu reduzieren ist im Sprunggelenkknorpel eine 5-fach
hohere IL-1-Konzentration notig. Anders ausgedruckt ist bei maximaler Inhibition der
Proteoglykansynthese im Knie noch eine Restsyntheseleistung im Sprung-
gelenkknorpel von 23,06% vorhanden (AURICH et al., 2006).

Auch gegenuber Fibronektinfragmenten, die direkt und indirekt zu einer Abnahme
der Proteoglykankonzentration flhren, ist der Kniegelenkknorpel wesentlich sensibler
als der Sprunggelenkknorpel (AURICH et al., 2006; EGER et al., 2002).
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2.2 Zonale Unterschiede des Gelenkknorpels

Ultrastruktur und Zusammensetzung des Gelenkknorpels variieren auch abhangig
von ihrer Distanz zur Gelenkoberflache. Dabei zeigen nicht nur die Chondrozyten
zonale Unterschiede in Form, Anordnungsrichtung (POOLE et al., 1987),
Zellmorphologie, —dichte und metabolischer Aktivitat. Abhangig von der jeweiligen
Knorpelzone variieren auch biochemische Zusammensetzung (CHEN et al., 2001;
HUNZIKER et al., 2002) und physikalische Eigenschaften der extrazellularen Matrix,
wie zum Beispiel Orientierung der Kollagenfasern, GroRe und Menge der
Proteoglykane, GAG-Zusammensetzung und Aggregationseigenschaften
(SICZKOWSKI und WATT, 1990).

Aufgrund dieser strukturellen Unterschiede kann man den Gelenkknorpel in vier
Zonen unterteilen, namlich in Oberflichenzone, Ubergangszone, mittlere radiare
Zone und Kkalzifizierte Zone (BUCKWALTER und MANKIN, 1997; WONG und
CARTER, 2003). Da die einzelnen Knorpelzonen unterschiedlich auf mechanische
Belastung reagieren, wird deutlich, dass die zonale Anordnung der
Knorpelbestandteile auch fir die Knorpelfunktion von grofer Bedeutung ist. Grolde
und Aussehen der einzelnen Zonen sind je nach Spezies und Gelenk verschieden.
(BUCKWALTER et al., 1990).

Obwohl die Bezeichnungen der einzelnen Knorpelzonen in der Literatur sehr
unterschiedlich sind, stimmen sie jedoch bezlglich ihrer strukturellen Merkmale
uberein. Da auch Uber die Knorpeloberflache oberhalb der Oberflachenzone in der
Literatur sehr unterschiedliche Beschreibungen existieren, wird in dieser Arbeit die

Knorpeloberflache gesondert besprochen.
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Abbildung 35: A. Safranin-O-gefarbter Schnitt von Knorpel und Knochen einer Trochlea tali.
B. Polarisations-Mikrofotografie eines Picrosirius-Rot gefarbten Schnitts von Knorpel und
subchondralem Knochen einer Trochlea tali. C. DEI-Absorptionsbild einer 5 mm dicken Probe, von
welcher der Schnitt in B stammt. Uberall im Knorpel sind schwache vertikale Streifen erkennbar
(kleine Pfeile). Die Knorpel/Knochen-Grenze ist durch den groRen weilten Pfeil bezeichnet. Aus
MUEHLEMAN et al. (2003).

2.2.1 Zonale Unterschiede der Chondrozyten

Die Chondrozyten der verschiedenen Knorpelzonen unterscheiden sich in Zelldichte
(JADIN et al., 2005), Form, GroRe, Anordnung und Stoffwechselaktivitat
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(AYDELOTTE et al.,, 1991; QUINN et al., 2005). Allerdings entwickeln sich viele
dieser Unterschiede erst im Rahmen der Knorpelreifung, in deren Verlauf auch die
Zelldichte abnimmt. So ist beispielsweise in unreifem Knorpelgewebe die
Zellorganisation relativ homogen und es fehlen die strukturellen Kriterien der tiefen
Knorpelzone (JADIN et al., 2005).

Auch Form, GroRe und Anordnung der Chondrone zeigt den Chondrozyten ent-
sprechende zonenspezifische Anderungen, wobei Form und Orientierung der
Chondrone die lokale Kollagenarchitektur der interterritorialen Matrix der
verschiedenen Knorpelzonen zu reflektieren scheint, die eine ahnliche zonale

Anordnung ihrer Kollagenfasern aufweisen (YOUN et al., 2006).

Abbildung 36: Anordnung und Form von Chondronen und Chondrozyten der verschiedenen
Knorpelzonen des medialen Femurkondylusknorpels von Schweinen. Aus YOUN et al. (2006).

Die Chondrozyten und Chondrone der Oberflachenzone sind scheibenformig parallel
zur Knorpeloberflache abgeflacht (JADIN et al., 2005; POOLE et al.,, 1987;
VANWANSEELE et al., 2002; YOUN et al., 2006), die der Ubergangszone hingegen
oval (POOLE et al., 1987) oder halbkugelférmig (ERRINGTON et al., 1997) und die
der mittleren Knorpelzone rund. In der tiefen Zone sind sie zu perpendikularen, multi-
zellularen Saulen angeordnet (FEDERICO et al., 2005; JADIN et al., 2005; YOUN et
al., 2006).

In der Oberflachenzone des Knorpels sind die dicht gelagerten Zellen eher
gruppenférmig und parallel zur Gelenkoberflache angeordnet (SCHUMACHER et al.,
2002), wahrend sie in der tiefen Zone saulenférmig und weniger dicht angeordnet
sind (HUNZIKER et al., 2002; JADIN et al., 2005). In der mittleren Knorpelzone sind
schrag angeordnete Zellgruppen anzutreffen (JADIN et al., 2005).
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Abbildung 37: Nummerische Zelldichte (Zellen/mm?3) bovinen Gelenkknorpels. Die Stellen 1-8
ergeben sich aus der Unterteilung des bovinen Knorpels von der Oberflache (1) bis zur Tidemark (8)
in acht gleich dicke Knorpelregionen. Aus WONG et al. (1996).

Bezlglich der Stoffwechselaktivitat ist festzustellen, dass mit zunehmender
Knorpeltiefe der Anteil an Zellorganellen wie Ribosomen, endoplasmatisches
Retikulum, Mitochondrien und Golgi-Apparat als  Zeichen erhohter
Proteinbiosynthese und Stoffwechselaktivitat zunimmt (WEISS et al., 1968).
Allerdings enthalten die Chondrozyten der kalzifizierten Knorpelzone nur geringe
Mengen an endoplasmatischem Retikulum und kleine Golgi-Apparate (BULLOUGH
und JAGANNATH, 1983). Sie besitzen vermutlich nur eine geringe
Stoffwechselaktivitat (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).

Da Stoffwechselaktivitat und ZellgréRe zueinander in Relation stehen, ist von der
Oberflachenzone zur kalzifizierten Knorpelzone eine naherungsweise Verdoppelung
des mittleren Matrixvolumen pro Zelle zu verzeichnen (WONG et al., 1996). Das
mittlere Zellvolumen verdreifacht sich annahernd (ERRINGTON et al., 1997; WONG
et al., 1996), die mittlere Zelloberflache verdoppelt sich fast (HUNZIKER et al., 2002;
WONG et al., 1996). Allerdings nimmt die Zelldichte mit zunehmender Knorpeltiefe
ab, was wiederum den Stoffwechsel der Matrix negativ beeinflusst (JADIN et al.,
2005). Die Zelldichte ist namlich in der Oberflachenzone fast doppelt so hoch wie in
der unteren radiaren Zone (HUNZIKER et al., 2002; WONG et al., 1996). Auf diese
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Weise steigt auch der Abstand zwischen den einzelnen Zellen mit zunehmender
Knorpeltiefe (JADIN et al., 2005).

Tab. 9: Zusammenfassung der morphometrischen und biosynthetischen Parameter der vier Zonen
des bovinen Gelenkknorpels. Aus WONG et al. (1996).

Total Oberflachenzone | Ubergangszone | obere radidre Zone | untere radiére Zone
Parameter (Stelle 1-8) (Stelle 1) (Stelle 2) (Stelle 3-5) (Stelle 6-8)
Zelldichte 35.000 (4,7) | 54.000 (4,8) 38.000 (8,0) 31.000 (5,7) 30.000 (6,4)
(Zellen/mm?)
Zellvolumendichte (%) 3,8(2,7) 3,2 (12,0) 3,8 (6,2) 3,4 (3,8) 4,4 (3,8)
Oberflachendichte (1/cm) 180 (2,4) 190 (6,4) 190 (5,7) 170 (4,5) 190 (4,2)
mittleres Zellvolumen (um?) [ 1.180 (5,1) 600 (14,5) 1.050 (11,6) 1.110 (3,7) 1.480 (7,2)
mittleres  Oberflachenareal | 560 (4,4) 360 (8,6) 520 (6,1) 550 (4,1) 650 (6,8)
(Hm?)
mittleres Matrixvolumen/ | 30.000 (6,4) [ 18.000 (4,1) 27.000 (10,2) 32.000 (6,5) 33.000 (7,4)
Zelle (um?)
biosynthetische Aktivitat | 2.500 (7,1) 500 (18,0) 1.400 (12,6) 2.000 (7,3) 4.000 (11,2)
(Korner/Zelle)

Die Werte reprasentieren den Durchschnitt der acht Knorpelproben (vgl. Abbildung 37) mit dem
Fehlerkoeffizienten (%) in Klammern. Die Spalte ,Gesamt® reprasentiert den Durchschnitt aller acht
Lokalisationen der Knorpelproben.

SICZKOWSKI und WATT stellten bereits 1990 bei

Mastschweinen einen Anstieg des mittleren Zelldurchmessers vom oberen

den Chondrozyten von

Knorpeldrittel (10 um, bei einer Spanne von 8-12 um) bis hin zum unteren Drittel fest.
In diesem unteren Drittel sind zwar auch Chondrozyten desselben mittleren
Durchmesser anzutreffen, zusatzlich gibt es jedoch noch eine Grélenklasse mit
einem mittleren Durchmesser von 15 ym und auf3erdem noch einige grol3e Zellen
von 17-20 um (SICZKOWSKI und WATT, 1990). YOUN et al. (2006) bestatigen den
Anstieg von Zell- und Chondronvolumen mit zunehmender Knorpeltiefe. Das
Zellvolumen in maturem porcinem Femurknorpel (Schweine alter als 2-3 Jahre)
121 um?®, im mittleren

betragt in der oberflachlichen Knorpelzone 416 =
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Knorpelbereich 729 + 165 pm® und in der tiefen Knorpelzone 1117 + 287 um?® (YOUN
et al., 2006).
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Abbildung 38: A. Mittleres Zellvolumen (pms), B. Mittleres Zelloberflache (um?) und C. Mittleres
Matrixvolumen/Zelle (um?3) bovinen Gelenkknorpels (Zahlen 1-8 vgl. Abbildung 37). Fehlerbalken
reprasentieren SE, n = 8. Aus WONG et al. (1996).

Auch die Antwort der Chondrozyten auf natlrliche Modulatoren wie zum Beispiel
Wachstumsfaktoren und Zytokine variiert abhangig von der jeweiligen Knorpelzone.
Wahrend alle Subpopulationen der Knorpelzellen auf Interleukin1 mit verringertem
Anabolismus und beschleunigtem Katabolismus der Proteoglykane antworten,
reagieren die Zellen der Oberflachenzone beispielsweise sensibler auf Zytokine als
die Zellen nahe der kalzifizierten Knorpelzone (KUETTNER, 1992).

2.2.2 Zonale Unterschiede der Matrix

Aus den zonalen metabolischen Unterschieden der Chondrozyten resultieren auch
die zonalen Unterschiede der Matrix (KUETTNER, 1992). Die Matrix der
verschiedenen Knorpelzonen unterscheidet sich hinsichtlich ihrer Konzentrationen
von Wasser, Proteoglykanen und Kollagenen sowie der GroRe ihrer
Proteoglykanaggregate (BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Wahrend die
hydrierten Proteoglykane in den oberflachlichen Schichten fast vollig fehlen, steigt ihr
Gehalt mit zunehmender Knorpeltiefe an (BROOM und POOLE, 1983;
VANWANSEELE et al., 2002). Allerdings befindet sich das Maximum der
Proteoglykankonzentration in der mittleren Knorpelzone und nimmt zum
subchondralen Knochen hin wieder ab (HLAVACEK, 2000). Der Anteil an KS-

enthaltenden Zellen sowie der KS-Gehalt der synthetisierten Proteoglykane steigt mit
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zunehmender Knorpeltiefe. Die Ursache fur Letzteres liegt entweder in einer
Zunahme der Anzahl von KS-Ketten, Kettenlange oder Sulfatierung. Allein der Anteil
nicht-aggregierender Proeteoglykane ist in den oberen Knorpelzonen hoher
(SICZKOWSKI und WATT, 1990).

Einige der beschriebenen Unterschiede spiegeln wahrscheinlich intrinsische
Zellvariationen wider. Andere hingegen stellen eher eine Zellantwort auf extrinsische
Regulationen dar, die durch unterschiedliche Umgebungsbedingungen hervorgerufen
werden (QUINN et al., 2005; SICZKOWSKI und WATT, 1990). So steigt zum Beispiel
in Zellkulturen nach einiger Zeit der KS-Anteil in den Zellen der oberen Knorpelzone
S0 an, dass sie diesbezuglich nicht mehr von den Zellen der unteren Knorpelzone zu
unterscheiden sind. Dies lasst vermuten, dass die Expression von KS durch die
Umgebung moduliert werden kann (ZANETTI et al.,, 1985). Auch bezuglich der
zonalen GroRenunterschiede der Chondrozyten erfolgt in Zellkulturen eine
Anpassung. Nach 32 Tagen konnen hier die Zellen der verschiedenen Knorpelzonen
aufgrund ihrer GréfRe nicht mehr voneinander unterschieden werden, da der mittlere
Durchmesser aller Populationen nun 17 pym betragt (SICZKOWSKI und WATT,
1990).

Andere zonale Unterschiede wie zum Beispiel KS-Gehalt der Proteoglykane, Anteil
abgelagerter Proteoglykane in der Zellschicht und Anteil synthetisierter, nicht
aggregierender Proteoglykane hingegen persistieren auch nach mehreren Wochen in
der Zellkultur (SICZKOWSKI und WATT, 1990). Ebenso behalten die Chondrozyten
den ihrem urspringlichen anatomischen Platz entsprechenden Stoffwechsel bei.
Zum Beispiel synthetisieren die Knorpelzellen der mittleren radiaren Zone weiterhin
eine gut strukturierte Matrix mit vielen KS-reichen Proteoglykanen, wahrend die
Zellen der Oberflachenzone weniger Proteoglykane mit nur geringen Spuren an KS
produzieren. Die Zellen der oberflachlichsten Schicht produzieren im Vergleich zu
den Zellen der tieferen Schichten auch andere Mengen an Aggrekanen und DS-
enthaltenden Proteoglykanen (KUETTNER, 1992). Die Persistenz dieser zonalen
Unterschiede in Zellkulturen deutet darauf hin, dass zwischen den Chondrozyten
verschiedener  Knorpelzonen auch intrinsische  Unterschiede  existieren
(SICZKOWSKI und WATT, 1990).
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2.2.3 Zonenspezifischer Verlauf der Kollagenfibrillen

Die Verteilung der Kollagene im Gelenkknorpel ist relativ einheitlich, wobei der
Kollagengehalt in der oberflachlichen Zone héher als in den Ubrigen Knorpelzonen ist
(DIJKGRAAF et al., 1995; VANWANSEELE et al., 2002). Um die Belastung des
Knorpels zu absorbieren, erstrecken sich die Kollagenfibrillen in alle Richtungen
(BRUCKNER und VAN DER REST, 1994). Der Grolteil der Kollagenfasern weist
allerdings eine zonenspezifische Vorzugsrichtung auf.

Im allgemeinen gleicht der Verlauf der Kollagenfibrillen durch die gesamte
Knorpeldicke hindurch der Form von Arkaden, die in den tieferen Knorpelzonen
senkrecht zum subchondralen Knochen angeordnet sind und sich in Richtung
Knorpeloberflache zu einem Bogen verbinden (AP GWYNN et al., 2002;
BENNINGHOFF, 1925; EYRE, 2002; FEDERICO et al., 2005; HALL et al., 2003;
KAAB et al., 1998a und 2000; KUETTNER, 1992). Manche der Kollagenfasern
beginnen schon bei einer Knorpeltiefe von etwa 40% mit der Bogenbildung, was
etwa dem unteren Rand der Ubergangszone entspricht. Die Bégen befinden sich
jedoch alle innerhalb des oberflachlichsten Knorpelviertels (MUEHLEMAN et al.,
2003).

Diese zonale Einteilung des Gelenkknorpels aufgrund der Kollagenfaseranordnung
ist bei allen Spezies zu erkennen, wobei die relative Dicke (Dicke in % zur
Gesamtdicke des Knorpels) der verschiedenen Zonen Unterschiede aufweist
(CLARK, 1991; KAAB et al., 1998a). Die relative Dicke zwischen subchondralem
Knochen und Ubergangszone betragt im medialen Tibiaplateau zwar bei allen
Spezies 60-80% und die der Ubergangszone 10-15%, jedoch unterscheidet sie sich
bezlglich der Zone mit den parallel zur Knorpeloberflache verlaufenden Fasern.
Diese macht beim Menschen fast 10% (250 ym) aus, wahrend sie bei den anderen
Spezies wie zum Beispiel dem Kaninchen mit nur 3-4% (10 ym) wesentlich dinner
ist (KAAB et al., 1998a).

Untersuchungen von KAAB et al. (1998a) zur Anordnung der Kollagenfasern im
medialen Tibiaplateau bei Menschen, Rindern, Schweinen, Hunden, Schafen,
Kaninchen und Ratten ergaben fur den Knorpel von Schwein und Mensch die grofite
Ahnlichkeit. Allerdings zeigen auch die Knorpel von Mensch, Hund und Kaninchen
ahnliche Anordnungsmuster der Kollagenfasern. So sind bei allen drei Spezies die
Kollagenfasern in der Peripherie des Tibiaplateaus dichter gelagert als im Zentrum,

das im Vergleich zur Peripherie auch insgesamt weniger Kollagen und mehr
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Proteoglykane enthalt. Die radiaren Kollagenfasern des Zentrums verlaufen bei allen
untersuchten Spezies gerade und vertikal bis sie dicht unterhalb der
Gelenkoberflache scharf umbiegen. Bei den Fasern der Knorpelperipherie hingegen
beginnt die Biegung bereits in der Knorpeltiefe. Da die verschiedenen Knorpelzonen
auch durch den spezifischen Faserverlauf definiert sind, dominiert daher im zentralen
Bereich die radidre Knorpelzone, wahrend Oberflaichen- und Ubergangszone
zusammen nur 5% der Knorpeltiefe betragen. In der Peripherie hingegen machen
diese beiden Zonen zusammen bis zu 50% aus (CLARK, 1991).

Bei Mensch (KAAB et al., 1998a; TESHIMA et al., 1995), Schwein, Hund (KAAB et
al., 1998a) und Rindern (JEFFERY et al.,, 1991) sind die Kollagenfaserbindel
blattahnlich, bei Schaf, Kaninchen und Ratte hingegen saulenférmig angeordnet
(KAAB et al., 1998a). Die menschlichen Kollagenfasern sind breit und erscheinen als
riesige Bundel, wahrend die der anderen Spezies die Form dunner Bundel oder
Saulen aufweisen. Der Durchmesser der einzelnen Kollagensaulen betragt beim
Rind 8-30 um, beim Schaf 5-15 pm, beim Kaninchen 5-15 ym und bei der Ratte 4-8
um. Die Ursache fir die strukturellen Unterschiede ist noch unklar (KAAB et al.,
1998a).

An der Knorpeloberflache verlaufen die Kollagenfasern bei den Spezies mit
blattahnlicher Faseranordnung in drei bis vier horizontalen Schichten (JEFFERY et
al., 1991) hauptsachlich parallel zur Gelenkflache (JEFFERY et al., 1991;
VANWANSEELE et al., 2002). Jede dieser Schichten besteht aus einem Netz feiner
Kollagenfibrillen, das mit den benachbarten verschmolzen oder durch Uberbrickende
Fibrillen eng verbunden ist (JEFFERY et al., 1991). Durch ihre spezielle Anordnung
kommt es zwischen benachbarten Kollagenschichten zum Auftreten von Spaltlinien
(JEFFERY et al.,, 1991, VANWANSEELE et al.,, 2002). Diese engen, keilformigen
Spalten spiegeln die Winkelhalbierende des Kreuzungswinkels der Kollagenfasern
wider. Sie kommen typischerweise innerhalb der Oberflachen- und Ubergangszone
von konkaven Gelenkkorpern vor, da hier vorzugsweise Dehnungsspannungen
auftreten, welche fur die Anordnung der Kollagenfasern verantwortlich sind. Damit
demonstrieren die Spaltlinien bereits makroskopisch die zweidimensionale
Anordnung der Kollagenfasern und durchqueren in der oberflachlichen
Knorpelschicht die horizontal angeordneten Blatter, wahrend sie in der
Ubergangszone vertikal zwischen den benachbarten Blattern verlaufen. Wird eine

Knorpelprobe parallel zu den Spaltinien belastet, so ist ihre Steifigkeit doppelt bis
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dreimal so grol3 wie bei derselben Belastung im rechten Winkel zu den Spaltlinien
(JEFFERY et al., 1991).

HWANG et al. (1992) beschreiben den Verlauf der Kollagenfibrillen in der
Oberflachenzone als wellenformige breite Bander aus aggregierten Fibrillen, meist
parallel zur Gelenkoberflache. Die Wellenform kann mit der biochemischen Funktion
der Kollagenfibrillen zusammenhangen, oder es handelt sich um Artefakte (HWANG
et al.,, 1992). Sowohl die einzelnen Fibrillen, als auch ihr Netzwerk sind in der
Oberflachenzone feiner als in der darunterliegenden Ubergangszone, in der die
Kollagenfibrillen schrag verlaufende (JEFFREY et al., 1991; VANWANSEELE et al.,
2002), lose, arkadenféormige Bundel formen (HWANG et al., 1992).

In der mittleren radidaren Zone sind die Knorpelfibrillen bei den entsprechenden
Spezies ebenfalls in blattahnlicher Weise organisiert und verlaufen hauptsachlich
senkrecht zur Gelenkoberflache (JEFFERY et al., 1991; VANWANSEELE et al.,
2002). Dieser vertikale Verlauf setzt sich in der kalzifizierten Knorpelzone fort
(BRUCKNER und VAN DER REST, 1994; HWANG et al., 1992), in der die
Kollagenfibrillen auch verankert sind (VANWANSEELE et al., 2002).

In allen Knorpelzonen sind zusatzlich schrag verlaufende Fasern und viele
verbindende Fibrillen zwischen den benachbarten Bundeln anzutreffen (JEFFERY et
al., 1991).

AP GWYNN et al. (2002) entdeckten im Tibiaknorpel von Kaninchen mit Hilfe
modifizierter neuer Techniken eine bislang noch nicht beschriebene tubulare
Kollagenanordnung. Aufgrund der auferst geringen Unterschiede zwischen der
fundamentalen Knorpelstruktur verschiedener Spezies (ZAMBRANO et al., 1982) ist
anzunehmen, dass ahnliche tubulare Strukturen bei allen Sdugern anzutreffen sind
(AP GWYNN et al., 2002). In dem von ihnen als radiale Zone beschriebenen
Knorpelbereich zwischen oberflachlicher und kalzifizierter Knorpelzone befinden sich
zwischen den senkrecht angeordneten Chondronen Regionen mit ebenfalls
senkrecht ausgerichteten Tubuli, deren Wande aus dicht gepackten Kollagenfibrillen
bestehen (AP GWYNN et al., 2000).
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Abbildung 39: Aus AP GWYNN et al. (2002).

Mittlere VergroRerung der Tubuli in der radialen Stark vergroRertes FESEM-Bild eines einzelnen
Knorpelzone (longitudinalem Anschnitt, FESEM). Tubulus. Es zeigt die orthogonale Anordnung der
Viele der Tubuli (Pfeile) verlaufen kontinuierlich 10 nm dicken Fibrillen, die in regelmafligem
von der kalzifizerten bis zur oberflachlichen Abstand zueinander (O) Uber den radialen 30-
Knorpelzone. nm-Fibrillen liegen.

In den Tubuli mit einem Durchmesser von 1-3 uym befindet sich kein Kollagen, daflr
jedoch Aggrekan. Viele dieser Tubuli verlaufen kontinuierlich zwischen
oberflachlicher und kalzifizierter Knorpelzone. In der tieferen radiaren Zone scheinen
die Wande der Tubuli am dicksten und besten organisiert zu sein. Diese

Beobachtung korreliert mit der Proteoglykankonzentration, die in dieser Region

Abbildung 40: High power FESEM-Bild zeigt die orthogonale Anordnung der Fibrillen eines Tubulus
der radidgren Knorpelzone. Diese 10 nm dicken Fibrillen liegen in regelmaRigem Abstand zueinander
(Pfeile). Aus AP GWYNN et al. (2002).

Im Inneren der Tubuluswand befinden sich orthogonal zu den 30 nm dicken radial
verlaufenden Kollagenfibrillen diinnere Fibrillen mit einem Durchmesser von etwa 10
nm. |hr Abstand zueinander ist gleichmafig und betragt 60-70 nm. Vereinzelt
verlaufen im Inneren des Tubulus auch spiralférmige Kollagenfibrillen. Aufderhalb der

radialen Kollagenfibrillen Uberspannen hingegen viele Kollagenfibrillen die
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Tubuluswand spiralformig sowohl nach rechts, als auch nach links gewunden und
wahrscheinlich mit denen benachbarter Tubuli verstrickt (AP GWYNN et al., 2002).

spiralformige Kollagen-
fibrillenmatrix

gerade Kollagenfibrillen

". orthogonale dinne Fibrillen

11

il
iii
FE & 5§ B BaSsas

gelegentliche spiralférmige Kollagen-
fibrillen an der Innenseite des Tubulus

11
) 1
‘\\\\1 TLEREY

Tubuluslumen enthalt Aggrekan

N AANC/NCAC spiralférmige Kollagen-
XL AR fibrillenmatrix

1-3um

Abbildung 41: Diagramm der strukturellen Anordnung von Kollagen und Proteoglykanen in der
radidren Zone des Tiabiaknorpels von Kaninchen. Aus AP GWYNN et al. (2002).

2.3 Knorpeloberflache

Die Gelenkknorpeloberflache ist sowohl fur die Erndhrung als auch fur den
Verschleily und die Schmierfahigkeit des Knorpels von grol3er Bedeutung. Daher ist
eine genaue Kenntnis der Oberflachenzusammensetzung von aulierster Wichtigkeit
fur das Verstandnis der Knorpel- und Gelenkfunktion.

Da die Knorpeloberflache bei verschiedenen Untersuchungsmethoden wie zum
Beispiel Phasenkontrastmikroskopie, Rasterelektronenmikroskopie und
Transmissionselektronenmikroskopie sehr unterschiedliche Erscheinungsformen
zeigt, existieren in der Literatur bezuglich ihres Aufbaus und ihrer Beschreibung
relativ grof3e Unstimmigkeiten. Die Knorpeloberflache wurde erstmals von MAC
CONAIL (1951) per Phasenkontrastmikroskopie als Lamina splendens beschrieben.
Da diese sehr dlinne oberste, kollagenfreie Knorpelschicht wegen ihrer Zartheit auch
bei guter Erhaltung unter dem Rasterelektronenmikroskop nicht als einzelne Lage
erscheint (NISHIDA et al., 1995), beschrieben zum Beispiel CLARK (1990) die unter
der Lamina splendens liegende, aus dicht gepackten ineinandergreifenden
Kollagenfasern bestehende Schicht als oberste Knorpelschicht und bezeichneten

diese als Lamina splendens. Die oberste Schicht des Knorpels ist jedoch amorph
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und frei von Kollagenfasern (GRAINDORGE et al., 2005; JEFFREY et al., 1991;
NISHIDA et al., 1995).

ORFORD und GARDNER (1985) berichten von einer zweischichtigen zellfreien
Lamina an der Knorpeloberflache noch oberhalb der Oberflachenzone. Im
Gegensatz dazu handelt es sich nach TESHIMA et al. (1995) bei der obersten
Knorpelschicht um die Oberflachenzone, bestehend aus der zellfreien
kollagenhaltigen Lamina splendens und einer tieferen zellhaltigen Schicht. Von der
Zusammensetzung her entspricht die von ihnen als Lamina splendens bezeichnete
Schicht der von ORFORD und GARDNER (1985) als tiefere der zweischichtigen

Lamina beschriebenen Schicht oberhalb der Oberflachenzone.

Tab. 10: Ubersicht (iber die unterschiedlichen Beschreibungen der oberflachlichsten Knorpellagen von

verschiedenen Autoren.

Autor Untersuchungs- Charakteristika Bezeichnung
Methode, Spezies |oberste zweite Schicht [(dritte
Schicht Schicht
Teshimaet |PM, SEM, IH; 4-8 uym, azellular, |zellhaltig |Lamina splendens;
al. 1995 humaner Kollagen 1, Il Oberflachenzone
Gelenkknorpel
Nishidaet |EM, IH; 50 nm, 200 nm, Oberflachliche und
al. 1995 Kaninchen azellular, azellular, feine tiefere Lamina
kollagenfrei |Kollagenfibrillen
Graindorge |CEM Rind; amorph,
et al. 2005 |Literaturrecherche |kollagenfrei
Jurvelin et |Atomic force TEM azellular,
al. 1996 kollagenfrei
Orford u. TEM; Polyanionen- |50 nm, 400 nm, Oberflachliche und
Gardner Farbung; Hund kollagenfrei |azellular, tiefe Lamina
1985 mit Kollagenen splendens
und PG-Partikel
Kumar et al. |Atomic force TEM; |azellular, Lamina splendens
2001 Schwein kollagenfrei
Jeffrey et al.|SEM ; Rind kollagenfrei Lamina splendens
1991

PM - Polarisationsmikroskopie; SEM — Scanning-Elektronenmikroskopie; IH -immunhisochemische
Verfahren ; EM - Elekronenmikroskopie; CEM — Cryo- Rasterelektronenmikroskopie; TEM — Trans-
missionselektronenmikroskopie

In jedem Fall existieren oberhalb der Ubergangszone des Knorpels drei Schichten,
von denen die zwei obersten zellfrei sind und die untere der beiden autorenabhangig
noch nicht, oder bereits schon zur Oberflachenzone gezahlt wird. Im folgenden Text
wird die Einteilung der zwei obersten Knorpelschichten bezuglich ihrer anatomischen
Merkmale vorgenommen und auf explizite Bezeichnungen verzichtet.

Die Knorpeloberflache selbst ist charakterisiert durch Vertiefungen, die gewohnlich

weniger als 0,3 ym, manchmal jedoch auch bis zu 1,5 pm tief sind (WEISS et al.,
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1968). Diese Profile werden allerdings erst nach Entfernung der obersten
lipidhaltigen Lamina sichtbar, die dem Gelenkknorpel seine glatte Oberflache verleiht
(KIRK et al., 1993).

An der Knorpeloberflache oberhalb der spater als Oberflachenzone bezeichneten
Knorpelschicht befindet sich eine zweischichtige zellfreie Lamina, die beim Hund
insgesamt bis zu 450 nm (ORFORD und GARDNER, 1985), beim Schwein 800 nm —
2um (KUMAR et al., 2001) und beim Kaninchen 200-300 nm dick ist. Die oberste
dieser beiden Schichten wird zusatzlich von einer etwa 10 nm dicken
Fibronektinschicht gesaumt (NISHIDA et al., 1995).

Die oberflachlichste Lamina besteht aus amorphen Substanzen wie zum Beispiel
mdglicherweise Proteinen, Glykoproteinen und Lipiden (KUMAR et al., 2001;
TESHIMA et al., 2004). Sie ist beim Hund etwa 50 nm dick, elektronendicht und
besitzt weder Kollagenfasern noch Hyaluronsaure. lhre Matrix ist von anionischer
Natur, wobei dies nicht von sulfatierten GAGs herrihrt, da diese hier fehlen. Die
Polyanionen erscheinen als elektronendichte Filamente in der interfibrillaren Matrix
(ORFORD und GARDNER, 1985). GRAINDORGE et al. (2005) hingegen berichten
von einer allgemeinen Annahme, dass die oberflachlichste Knorpellage
Proteoglykane, CS, KS und/oder Hyaluronsaure-Protein-Komplexe enthalt. Auch
KUMAR et al. (2001) berichten von einem starken Anstieg der Reibungskoeffizienten
nach der Zugabe von Chondroitinase ABC zu Knorpelproben. Da dieses Enzym
selektiv GAGs verdaut, deutet diese Tatsache auf ein Vorkommen von GAGs an der
Knorpeloberflache hin.

KIRK et al. (1993) untersuchten die Oberflachenzone des Gelenkknorpels mit Hilfe
einer Kombination aus Lichtmikroskopie, Transmissionselektronenmikroskopie und
energiedispersiver Spektroskopie. Wie schon andere Autoren vor ihnen fanden sie
an der aulersten Knorpeloberflache eine 0,1-0,4 ym dicke Lamina aus dicht
gepackten Phospholipiden, denen eine wichtige Rolle als effektives Schmiermittel in
den synovialen Gelenken zugeschrieben wird. Durch ihre osmiophilen und
hydrophoben Eigenschaften konnen sie zudem als wasserdichtes Agens die
Schmierflissigkeit in der Kontaktzone der Gelenkflachen zurtickhalten (KIRK et al.,
1993; SARMA et al., 2001).

Da die amorphe oberflachlichste Schicht weicher als der darunterliegende Knorpel
ist, kann sie die einwirkende Kraft effektiver auf die flussige Phase des Knorpels

ubertragen und somit die Reibung reduzieren und den Knorpel besonders wahrend
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Schockbelastung und anderen vorubergehenden Belastungen schutzen
(GRAINDORGE et al., 2005). Aulderdem stellt sie sowohl eine mechanische als auch
ladungsdichte Barriere dar, die eine Penetration groRer Molekile durch den
Gelenkknorpel verhindert. Als mechanische Barriere geringer Permeabilitat hilft sie
moglicherweise auch mit, die unter ihr liegenden GAGs im Knorpelgewebe
zuruckzuhalten (ORFORD und GARDNER, 1985).

Tangential-
zone
y "] Azellulare
Transitional- nicht kollagenhaltige
zone Zone
S _] kollagenhaltige Zone
| Tangentialzone
kalzifizierte
Zone
Spongiosa

Tidemark
Subchondraler Knochen

Abbildung 42: Schema der zonalen Struktur reifen Gelenkknorpels. Die oberflachlichste
Knorpelschicht besteht aus einer azelluldren, kollagenfreien Zone, einer fibrilldren Zone und der
darunterliegenden Tangentialzone. Aus KUMAR et al. (2001).

Die tiefere der beiden zellfreien Schichten ist im caninen Femur bis zu 400 nm
(ORFORD und GARDNER, 1985) dick und besteht hauptsachlich aus parallel zur
Gelenkoberflache verlaufenden dinnen Kollagenfibrillen (NISHIDA et al., 1995). In
humanen Femurkdpfen ist diese Schicht 4-8 uym dick (TESHIMA et al., 2004) und
besteht aus Kollagenfibrillen mit einem Durchmesser zwischen 75 und 100 nm,
wahrend er in der nachfolgenden Knorpelzone zwischen 125 und 150 nm betragt und
die Kollagenfibrillen hier anhaftende granulare Substanzen aufweisen (TESHIMA et
al., 1995).

Diese kollagenhaltige Schicht ist von der darunterliegenden unabhangig und daher
abziehbar, ohne dass Kollagenfibrillen verletzt werden. Da sie jedoch mechanisch
kontinuierlich in die Synovia Ubergeht, ist anzunehmen, dass die biochemischen
Eigenschaften dieser Kollagenfibrillen der Synovia sehr ahnlich sind und sich aber
von denen der darunterliegenden Knorpelschichten unterscheiden (TESHIMA et al.,
1995 und 2004). Tatsachlich konnten TESHIMA et al. (2004) immunohistochemisch
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Kollagen | und lll, jedoch kein Kollagen Il in dieser zellfreien tieferen Schicht der
Lamina splendens nachweisen. Wahrend sich Kollagen | ausschlieRlich in dieser
Schicht befand, waren Spuren von Kollagen Il auch in der extrazellularen Matrix der
Oberflachenzone sowie in der perizellularen Matrix der Ubergangszone des Knorpels
zu entdecken. Auch in der interzellularen Matrix des gesamten Synovialgewebes war
immunohistochemisch Kollagen | und Il nachzuweisen, nicht aber Kollagen Il. Die
Kontinuitdt und die gleiche Kollagenzusammensetzung von Synovialgewebe und
tieferer Schicht der Lamina splendens lassen vermuten, dass Letztere einen Rest
des Bindegewebes darstellt, das vom synovialen Mesenchym des pranatalen
Stadiums abstammt (TESHIMA et al., 2004).

Diese Knorpelschicht enthalt auBerdem auch Proteoglykane und ist reich an CS.
Letzteres fungiert wahrscheinlich als Ladungsbarriere in enger Beziehung mit den als
mechanische Barriere dienenden Kollagenfibrillen (NISHIDA et al., 1995). Da man
annimmt, dass die Permeabilitat der Matrix in umgekehrter Relation zum GAG-Gehalt
steht, setzt diese Schicht zudem auch durch ihren hohen Gehalt an GAGs die
Permeabilitat fur grolie Molekile herab (ORFORD und GARDNER, 1985). Auf diese
Weise wird sowohl der Austritt grol3er Molekule, wie zum Beispiel Proteoglykane,
sowie der Eintritt grofder Molekule, wie zum Beispiel Antikdrper oder andere Proteine,
in den Knorpel eingeschrankt und der Gelenkknorpel vom Immunsystem isoliert. Bei
Stérungen dieser Barriere kommt es zum Durchtritt groRer Molekile Uber die
Knorpel-Synovialfussigkeits-Grenze und  zur  Stimulierung immuner  oder
entzundlicher Reaktionen. Wahrscheinlich besteht hier auch der Zusammenhang mit
dem Verlust von Proteoglykanen aus der Knorpelmatrix bei Osteoarthrose und der
Penetration von Enzymen und Immunkomplexen in den Knorpel bei rheumatoider
Arthritis (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).

Die GAGs dieser Knorpelschicht stellen aulerdem einen Kompressionsschutz fur die
unter ihnen in der GAG-armeren Zone liegenden Kollagenfibrillen dar (ORFORD und
GARDNER, 1985). Weiterhin kénnen Veranderungen dieser Lamina und ihrer
Funktionen durch Verletzung oder Alterung aber auch eine Erhohung der
Reibungswirkung auf die Gelenkoberflache hervorrufen. Ein Reibungsanstieg
wiederum beeintrachtigt die normale Gelenkdynamik und fuhrt zu einem abnormen
mechanischen Druck auf den Knorpel. Hierdurch werden die Chondrozyten zu einem

Reparationsversuch in Form von UberschieRender Fibronektinsynthese veranlasst.
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Der Verlust oder die Beschadigung der oberflachlichen Lamina fuhrt somit zur

Verschlechterung des Gesamtgefliges ,Gelenkknorpel® (NISHIDA et al., 1995).
2.4 Knorpelzonen

2.4.1 Oberflachenzone

Die Oberflachenzone ist die dinnste der vier Knorpelzonen. Durch ihre einzigartige
Struktur und Zusammensetzung erlangt sie spezielle mechanische und
wahrscheinlich auch biologische Eigenschaften. Es handelt sich hierbei um eine bei
Hunden etwa 20 um dicke Schicht (DUNHAM et al., 1988) mit flachen, ellipsoidalen,
parallel zur Gelenkoberflache angeordneten Chondrozyten. lhre Zelldichte ist hdher
als in den tieferen Knorpelzonen (SICZKOWSKI und WATT, 1990). Der Gehalt an
Fibronektin und Wasser ist in dieser Knorpelzone am héchsten (BUCKWALTER und
MANKIN, 1997), wahrend im Vergleich zu anderen Zonen der Anteil der Matrix relativ
gering ist. Dieser nimmt allerdings mit zunehmender Knorpeltiefe zu (WEISS et al.,
1968). Die Matrix weist auRerdem eine hohe Kollagen- und niedrige
Proteoglykankonzentration auf (BUCKWALTER und MANKIN, 1997).

Die dicht und parallel zur Oberflache gelagerten Kollagenfibrillen (AP GWYNN et al.,
2002; BUCKWALTER et al., 1988) bestimmen die mechanischen Eigenschaften des
gesamten Knorpels mit, indem sie dieser Zone groRRe Zugfestigkeit und
Widerstandsfahigkeit gegenuber Scherkraften verleinen, die wahrend der
Gelenkbewegung auftreten (BUCKWALTER et al., 1988; HLAVACEK, 2000; MOW
und ROSENWASSER, 1988). Die Kollagenfibrillen der Oberflachenzone sind dunn
und ihr Durchmesser variiert im Gegensatz zu den tieferen Knorpelzonen kaum
(EYRE, 2002).

Wegen ihres aullerst geringen Proteoglykangehalts (MUEHLEMAN et al., 2003;
ORFORD und GARDNER, 1985) ist diese Knorpelzone zwar nicht annahernd so
druckresistent wie die tieferen proteoglykanreichen Zonen (ORFORD und
GARDNER, 1985), trotzdem liefert sie einen wichtigen Beitrag bezlglich des
Verhaltens von Knorpel auf Druckkrafte. Durch Entfernung dieser Zone wird namlich
die Permeabilitdt des Gewebes und die Belastung des makromolekularen Gerusts
wahrend Kompression erhoht und damit das mechanische Verhalten des
Gelenkknorpels verandert (GUILAK et al., 1994a).
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2.4.2 Ubergangszone

Wie der Name bereits andeutet, ist diese Zone bezlglich ihrer Morphologie und
Matrixzusammensetzung ein Ubergang von oberflachlicher zu radidrer Knorpelzone.
Ihr Volumen betragt ein Vielfaches der oberflachlichen Zone (BUCKWALTER und
MANKIN, 1997), ist aber geringer als das der radiaren (DUNHAM et al., 1988). Da
der Matrixanteil einschliellich des Proteoglykangehalts hoher als in der
oberflachlichen Zone ist, liegen die mit zunehmender Knorpeltiefe dicker werdenden
Kollagenfasern weiter auseinander. Die Faseranordnung erscheint zudem ohne
Vorzugsrichtung zufallig orientiert. Dartuber hinaus ist auch der Wassergehalt in
dieser Zone geringer als in der oberflachlichen Zone (BUCKWALTER und MANKIN,
1997).

Sowohl ZellgréRe als auch Zellkonzentration sind in der Ubergangszone groéRer als in
der radiaren Knorpelzone (DUNHAM et al., 1988). Die ovalen (POOLE et al., 1987,
WEISS et al., 1968) beziehungsweise halbkugelformigen (ERRINGTON et al., 1997)
Chondrozyten sind meist in Paaren oder Gruppen ohne bestimmte Orientierung
angeordnet (POOLE et al., 1987). Im Vergleich zu den Zellen der Oberflachenzone
haben sie einen hoheren Gehalt an Mitochondrien und rauem endoplasmatischen
Retikulum, das viele konzentrische Lamellen bildet, sowie einen umfangreicheren
Golgi-Apparat mit vielen Vesikeln und Vakuolen. Sie besitzen kleine Zellfortsatze und
ihre Zellkerne sind gut entwickelt (WEISS et al.,, 1968; POOLE et al., 1987). In
manchen Zellen sind aulRerdem grof3e Glykogenmengen enthalten (WEISS et al.,
1968).

2.4.3 Radiare Zone

In der radiaren Zone sind die dicksten Kollagenfasern, die hochste Konzentration von
Proteoglykanen und der niedrigste Gehalt an Wasser anzutreffen (WEISS et al.,
1968).

Die Kollagenfasern sind ebenso wie die Chondrozytensaulen senkrecht zur
Gelenkoberflache und parallel zu diesen angeordnet (EYRE, 2002; POOLE et al.,
1984). Sie reichen bis in die Tidemark, einer dinnen basophilen Grenzlinie zwischen
hyalinem und kalzifiziertem Knorpel (BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Die
radiare Vorzugsrichtung der Kollagenfasern ist erst im Gelenkknorpel skelettreifer
Schweine anzutreffen, nicht jedoch bei Schweinen mit unreifem Knorpel (CLARK,
1990; PUTZ und FISCHER, 1993).
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Die Zellen der radiaren Zone sind, verglichen mit den anderen Knorpelzonen, am
grofdten, rund bis spheroidal und ordnen sich normalerweise in Gruppen aus sechs
bis neun Zellen saulenférmig, senkrecht zur Gelenkoberflaiche an (BUCKWALTER
und MANKIN, 1997; ERRINGTON et al.,1997; POOLE et al., 1987; QUINN et al.,
2005). Ihre Volumendichte betragt nur 1800 Zellen pro mm?® und ist damit ziemlich
gering (KUETTNER, 1992). Sie enthalten viel endoplasmatisches Retikulum,
Mitochondrien und Glykogen, groRe Golgi-Apparate und besonders stark
ausgepragte intrazellulare zytoplasmatische Filamente (WEISS et al., 1968).
Aulerdem weisen sie eine Vielzahl an Zellfortsatzen auf (POOLE et al., 1987).

Die Hauptfunktion der Radiarzone liegt in der Verankerung des nicht-kalzifizierten im
kalzifizierten Knorpel (EYRE, 2002; POOLE et al., 1987). Allerdings tragt diese Zone
durch ihren hohen GAG-Gehalt und dem daraus resultierenden Quellungsdruck auch
zur Spannung des Kollagenfasernetzes bei. Aufgrund des Faserverlaufes richtet sich
diese Spannung senkrecht von der Oberflache des Knochens bzw. des verkalkten

Knorpels weg.

2.4.4 Kalzifizierte Knorpelzone

Der Gelenkknorpel ist mit der rauen Oberflache des darunterliegenden
subchondralen Knochens durch eine dinne Schicht kalzifizierten Knorpels verzahnt.
Trotzdem bleiben Knorpel und Knochen getrennt (BULLOUGH und JAGANNATH,
1983). Die kalzifizierte Knorpelzone stellt also den Ubergang zwischen Knorpel und
Knochen dar (VANWANSEELE et al., 2002). Der Anteil dieser Zone an der gesamten
Knorpeldicke betragt bei menschlichen Femurkdpfen zwischen 3 und 9%. Die Hohe
des kalzifizierten Knorpels wird als Parameter flr seine Anpassung an
Langzeitbeanspruchungen gesehen. Sie unterliegt jedoch lokalen Schwankungen, da
die Verzahnungen des subchondralen Knochens in bis zu 50% der Dicke der
kalzifizierten Knorpelzone hineinragen (MULLER-GERBL et al., 1987).

Die Dicke des kalzifizierten Knorpels bleibt wahrend des gesamten Lebens etwa
gleich, da auch wahrend der enchondralen Ossifikation das Voranschreiten der
Kalzifizierungsfront in den nicht-kalzifizierten Knorpel mit der
Absorptionsgeschwindigkeit des kalzifizierten Knorpels durch die enchondrale
Ossifikation im Gleichgewicht steht (BULLOUGH und JAGANNATH, 1983).

Die Chondrozyten der kalzifizierten Knorpelzone sind relativ klein und enthalten nur

geringe Mengen an endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparaten. Sie sind in
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die Oberflache der Kalzifizierungsfront eingebettet und jede Zelle ist von etwas
kalzifiziertem Gewebe umgeben (BULLOUGH und JAGANNATH, 1983). In einigen
Regionen sind die Chondrozyten sogar véllig von kalzifiziertem Knorpel umgeben, so
dass anzunehmen ist, dass sie nur eine sehr geringe Stoffwechselaktivitat besitzen
(BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Trotzdem ist auch diese Zone metabolisch
aktiv und scheint relativ konstant Typ-X-Kollagene zu bilden. Wenn diese kalzifizierte
Zone zum Beispiel durch ein Trauma aktiviert wird, kann sie als eine Art Mini-
Wachstumsplatte agieren. Allerdings hat dies eine Dickenabnahme des
daruberliegenden Knorpels zur Folge (GANNON et al., 1991).

Als Grenze zwischen dem Kkalzifizierten und nicht-kalzifizierten Knorpel liegt eine
histologisch  deutliche Linie, bezeichnet als Tidemark (BULLOUGH und
JAGANNATH, 1983; VANWANSEELE et al., 2002). Diese Kalzifizierungsfront enthalt
sowohl Kalzium-Phospholipid-Komplex-haltige Lipide, die denen des Knochens
ahneln, als auch die Enzyme ATPase und alkalische Phosphatase. Dies und die
Tatsache, dass sich der Proteoglykangehalt dieser Zone verandert, deuten auf eine
spezifische zellulare Aktivitat nahe der Tidemark hin und lassen auf einen dort
stattfindenden Regulierungsprozess schlieBen (BULLOUGH und JAGANNATH,
1983).

Die physiologische Kalzifizierung des Gelenkknorpels

Die Kalzifizierung des Gelenkknorpels und die darauffolgende enchondrale
Ossifikation sind vermutlich fur die Gelenkform und somit fur die Verteilung der Last
von Bedeutung. Der genaue riuckwirkende Mechanismus, der die Formation und das
Voranschreiten der Kalzifizierungsfront kontrolliert, ist noch ungeklart, scheint aber
mit der Belastung der Gelenkoberflache in Zusammenhang zu stehen.
Veranderungen dieses Mechanismus haben jedenfalls Auswirkungen auf die
Gelenkform und damit auch auf die Belastungsverteilung (BULLOUGH und
JAGANNATH, 1983).

Bei der Kalzifizierung in der Tidemark handelt es sich um einen aktiven Prozess
lebender Zellen und nicht um ein dystrophische Kalzifikation infolge von Zelltod. Die
Chondrozyten in der Nahe der Kalzifizierungsfront synthetisieren Substanzen, die die
Mineralisierung foérdern: extrazellulare Matrixvesikel, die fir die Ablagerung von
Hydroxyapatiten sorgen, Enzyme, die zum Anstieg der lokalen Kalzium- und

Phosphatkonzentration fuhren, sowie Phosphoproteine, Glykoproteine, Proteolipide
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und Kalzium-Phospholipid-Komplexe, die alle moglicherweise in die initiale
Mineralablagerung involviert sind. Zusatzlich sind noch andere, die Grofle und
Orientierung der Mineralkristalle mitbestimmende Faktoren beteiligt. Da sich die
Kalzifizierungsfront in einem dynamischen Gleichgewicht befindet, wirken hemmende
oder limitierende Substanzen wie Proteoglykane, Nukleotidtriphosphate und
Pyrophosphate den genannten Faktoren, die eine Kalzifizierung vorantreiben,
entgegen (BULLOUGH und JAGANNATH, 1983).

2.5 Knorpeldicke

Die Knorpeldicke tragt mafigeblich zur biochemischen Funktion des Gelenkknorpels
bei und kann innerhalb eines Gelenks betrachtlich variieren (ECKSTEIN et al., 2002;
FRANZ et al., 2001).

KAAB et al. (1998a) untersuchten die Knorpeldicke des medialen Tibiaplateaus bei
verschiedenen Spezies und fanden dabei eine Abhangigkeit zum Korpergewicht:
Boviner Knorpel ist mit 4,4 mm (+ 0,22) der dickste bei einem Kdérpergewicht von
550 kg (+ 24), menschlicher Knorpel liegt mit 3,6 mm (+ 0,34) bei einem
Koérpergewicht von 78 kg (+ 4,2) an zweiter Stelle und bei allen anderen Spezies
(Hund, Schaf, Schwein, Kaninchen und Ratte) ist der Knorpel dinner als 2 mm.

Im Bezug auf das Korpergewicht ist der Knorpel von Mensch und Kaninchen im
Vergleich zu den anderen relativ dick. Der Grund dafur mag in der Belastung liegen.
So ist der Mensch als einzige der untersuchten Spezies ein Zweibeiner, und auch
das Kaninchen tragt im Unterschied zu den Ubrigen einen GroRteil der Last auf den
Hintergliedmalen. Diese beiden sind also hoheren statischen Spitzenbelastungen
ausgesetzt (KAAB et al., 1998a).
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Physiologie des Gelenkknorpels

3 Stoffwechsel des Gelenkknorpels

Jede Knorpelzelle kann samtliche im Knorpel vorkommende Matrixbestandteile
synthetisieren und abbauen. Sie ist somit fir Aufrechterhaltung und Stoffwechsel der
extrazellularen Matrix in ihrer Umgebung verantwortlich (DIUKGRAAF et al., 1995;
KUETTNER, 1992; SZAFRANSKI et al., 2004). Die verschiedenen
Matrixkomponenten des Knorpels unterliegen namlich zeitlebens einem
permanenten Stoffwechsel, wobei unter physiologischen Bedingungen ein
Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau durch die Chondrozyten herrscht
(AIGNER und STOVE, 2003; LOHMANDER, 1988; LOTZ et al., 1995; TRIPPEL,
1995). Jeder Verlust von Matrixkomponenten wird durch eine erneute Synthese von
korrekter Qualitat und Quantitdt kompensiert und somit eine konstante Konzentration
der Matrixbestandteile aufrechterhalten. Die neu synthetisierten Makromolekule
werden dann in das hochorganisierte Matrixgerust eingefugt (DIJKGRAAF et al.,
1995; VAN DER KRAAN et al., 2002).

Allerdings wurde festgestellt, dass der Grolteil des Stoffwechsels und der
Ablagerung der Proteoglykane innerhalb der unmittelbaren Umgebung der Zellen
stattfindet. Bei bovinen Zellen mit einem Durchmesser von 10 ym gilt dies fur eine
Entfernung von bis zu etwa 13 um vom Zellzentrum. Da jedoch in reifem
Knorpelgewebe die Abstande zwischen den einzelnen Zellen deutlich grof3er sind als
in unreifem Knorpel, liegt ein Grofteil des reifen (hier bovinen) Knorpelgewebes
aulBerhalb dieses Bereichs. Bei Defekten in reifem Gelenkknorpel wird daher die
effektive Heilung durch den unzureichenden Matrixstoffwechsel beeintrachtigt. In
unreifem Knorpel hingegen liegen etwa 85% des Gewebevolumens der
oberflachlichen und mittleren Knorpelzone innerhalb des Bereiches groRerer
Stoffwechselaktivitat. Diese Tatsache erklart die Fahigkeit unreifen Knorpels zur
Heilung von partiellen und sogar von durch die gesamte Knorpeldicke reichenden
Knorpeldefekten (JADIN et al., 2005).

Unter normalen Bedingungen ist die Stoffwechselaktivitat der Chondrozyten eher
gering (AYDELOTTE et al., 1991). Bei mechanischer Stimulation des Knorpels kann
die synthetische Aktivitat jedoch allgemein gesteigert werden (LOESER, 2003). Die
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Stoffwechselaktivitat zeigt allerdings lokale Unterschiede in Abhangigkeit von
Knorpelzone (AYDELOTTE et al.,, 1991) und Matrixregion, wobei die perizellulare
Matrix einen besonders aktiven Stoffwechsel aufweist (LOESER, 2003).

Bezlglich der verschiedenen Knorpelzonen ist festzustellen, dass sich die
Chondrozyten nicht nur hinsichtlich ihrer Struktur, sondern auch in ihrer
biosynthetischen Aktivitat unterscheiden (AYDELOTTE et al., 1991; DUDHIA, 2005;
KORVER et al., 1992; PARKKINEN et al., 1990). So berichten WEISS et al. bereits
1968, dass in der Oberflachenzone des Knorpels verglichen mit den tieferen
Knorpelzonen ein wesentlich geringerer Gehalt an Zellorganellen zu beobachten ist.
Dies qilt als deutliches Zeichen geringerer Stoffwechselaktivitat. Die in der
Oberflachenzone in relativ geringen Mengen anzutreffenden Mitochondrien sind
ebenso wie der Golgi-Apparat eher klein. Auch das raue endoplasmatische
Retikulum ist weitaus weniger ausgepragt als in den tieferen Knorpelzonen (WONG
et al., 1996).

Aufgrund fehlender Blutkapillaren herrscht im Gelenkknorpel eine geringe
Sauerstoffspannung. Sie betragt an der Knorpeloberflache etwa 10% (ARCHER und
FRANCIS-WEST, 2003) und sinkt mit zunehmender Knorpeltiefe auf bis zu 2-5% in
der tiefen Knorpelschicht ab (KELLNER et al., 2002; ZHOU et al., 2004). Aus diesem
Grund beziehen die Chondrozyten ihre Stoffwechselenergie zu etwa 90% aus
anaerober Glykolyse, mit Milchsaure als Endprodukt (HALL et al., 2003). Aulierdem
enthalten die Knorpelzellen relativ wenige Mitochondrien (ARCHER und FRANCIS-
WEST, 2003). Die Anpassung der Chondrozyten an die geringe Sauerstoffspannung
konnte auch in Chondrozytenkulturen bei verschieden hohen Sauerstoffspannungen
(<0,1-20%) nachgewiesen werden. Bei geringeren Sauerstoffspannungen wurde hier
ein Anstieg wichtiger anabolischer Gene wie zum Beispiel TGFR und dem
Bindegewebswachstumsfaktor (connective tissue growth factor) verzeichnet
(GRIMSHAW und MASON, 2001).
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Abbildung 43: Die Stellen 1-8 ergeben sich aus der Unterteilung des bovinen Gelenkknorpels von der
Oberflache (1) bis zur Tidemark (8) in acht gleich dicke Knorpelbereiche. Aus WONG et al. (1997).

Abb. links: Zellaktivitdt gemessen anhand von
[3H] Prolin-Kérnern pro Zelle aus 8 Knorpelproben
verschiedener Knorpeltiefen. Dieser Parameter
wurde durch Teilung des Wertes der Kdrnerdichte
durch den Wert der Zelldichte derselben Probe
ermittelt. Fehlerbalken reprasentieren SE. N = 8.

Abb. rechts: Vergleich von [*°S] Sulfat- und [?H]
Prolin-Inkorporationsraten von 8 Knorpelproben
verschiedener  Knorpeltiefen.  [*°S]  Sulfat-
Inkorporation ist in der oberen radiaren Zone
(Stelle 5) und [*H] Prolin-Inkorporation in der
unteren radiaren Zone (Stelle 7) am hochsten.

Auch Untersuchungen der

zonalen Unterschiede von Proteoglykansynthese

(Bestimmung durch Messen der Sulfatinkorporation) und Proteinsynthese (als Mal}
gilt die Prolininkorporation) zeigten, dass beide in der Oberflachenzone in geringstem
Umfang stattfinden (WONG et al., 1996). Bei der Proteoglykansynthese kommt es zu
einem steilen Anstieg in der Ubergangszone und einem Peak in der oberen radidren
Zone. Die Proteinsynthese steigt mit zunehmender Knorpeltiefe linear bis zu einem
Peak in der unteren radiaren Zone. Somit sind in beiden Fallen die Knorpelzellen der
radiaren Zone synthetisch besonders aktiv (WONG et al., 1996). Wahrend sich die
mit Sulfat markierten Kérner hauptsachlich perizellular befinden, sind die Kérner mit
Prolininkorporation gleichmafig in der Matrix verteilt. Diese Tatsache deutet darauf
hin, dass neu synthetisierte Proteoglykanmolekile mdoglicherweise aufgrund ihrer
Grolle oder Ladung effektiver von ihrer Diffusion in die interterritoriale Matrix
abgehalten werden als frisch synthetisierte Proteinmolekile (WONG et al., 1996).

Die uneinheitliche Syntheseleistung der Chondrozyten der oberen und unteren
Knorpelzonen beruht nicht nur auf ihren Unterschieden in Zellvolumen und —
oberflache, die namlich nur um den Faktor zwei variieren. Die Chondrozyten der
radiaren Zone aber sind beispielsweise doppelt so gro® wie die Zellen der
oberflachlichen Knorpelschicht (GUILAK, 1994; GUILAK et al., 1995), zeigen in
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unbelastetem Zustand jedoch eine 10-fach hohere Aktivitat. Da also die Grol3e der
Knorpelzellen nicht in direkter Korrelation mit ihrer Zellaktivitat steht, scheinen noch
weitere Regulationen eine Rolle zu spielen. Mdglicherweise reflektiert zum Beispiel
der Proteoglykangehalt die vorhergehende mechanische Belastung des Knorpels.
Die allgemeine Proteinsynthese hingegen ist wahrscheinlich weniger sensitiv fur

Veranderungen der funktionellen Beanspruchung (WONG et al., 1996).

Das Gleichgewicht zwischen Matrixsynthese und —abbau ist fur die Integritat der
Matrix und somit auch fur die biomechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels
von grofdter Bedeutung (DEAN et al., 2003; KUETTNER, 1992; LOHMANDER,
1988). Unter physiologischen Bedingungen regulieren die Chondrozyten selbst
dieses Gleichgewicht. Der genaue kontrollierende Mechanismus ist jedoch noch
nicht vollstandig geklart. Anabole und katabole Zytokine, sowie Wachstumsfaktoren
scheinen dabei eine wichtige Rolle zu spielen (AIGNER und STOVE, 2003;
LOESER, 2003; LOTZ et al., 1995). Aber auch andere Mechanismen, wie zum
Beispiel Haufigkeit und Intensitdt der Gelenkbelastung beeinflussen das
Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau. So Uberwiegt bei Immobilisierung oder
verminderter Gelenkbelastung der Abbau der Proteoglykane durch Veranderung der
Chondrozytenaktivitdst (BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Sobald die
Kompensation versagt und Konzentration oder Qualitdt der Proteoglykane sinken,
nimmt jedoch auch die Resistenz des Gewebes gegenuber Belastung ab. Dies ist
beispielsweise bei Arthritis oder Arthrose der Fall (LOHMANDER, 1988).

Fir den Abbau der Matrix synthetisieren die Knorpelzellen selbst einen Grofteil der
Matrix-abbauenden Enzyme, wie zum Beispiel die zu den Matrix-Metalloproteinasen
(MMP) gehorenden Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13), Stromelysine
(hauptsachlich MMP-3), Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) und auch Aggrekanasen
(AIGNER und STOVE, 2003; VANWANSEELE et al., 2002). Die katabolen Effekte
der MMPs werden durch die sogenannten Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
(TIMPs) gehemmt. Vermutlich wird das Verhaltnis von MMPs zu TIMPs durch die
Chondrozyten selbst genau reguliert, um die Homdostase des Knorpelgewebes
aufrechtzuerhalten (VANWANSEELE et al., 2002).

Die beim Abbau entstehenden Fragmente, wie zum Beispiel Peptidfragmente der
Bindungsproteine (LIU et al., 2000), G3-Domanen der Aggrekane (CHEN et al.,
2001; HANYECZ et al., 2003) und Oligosaccharide der Hyaluronsaure (KNUDSON et
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al., 2000; KNUDSON und KNUDSON, 2004; OHNO et al., 2005), bewirken in den
Chondrozyten wiederum einen Syntheseanstieg der entsprechenden Molekultypen
und -mengen (BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Die Abbauprodukte der
Kollagene, Proteoglykane und anderer Proteine werden in die Synovialflissigkeit des
Gelenks entlassen (LOHMANDER, 1988).

Stimulus

Synovial tissue

Stimulus

Joint fluid IL-1/TNF

Chondrocyte

Abbildung 44: Die aktive Rolle der Chondrozyten im Proteoglykanturnover. Aus LOHMANDER et al.
(1988).

Die Knorpelzellen kdnnen sowohl Veranderungen der Matrixzusammensetzung im
Zuge des physiologischen Umsatzes von Makromolekulen an der Knorpeloberflache
als auch Veranderungen des makromolekularen Gerilsts je nach Beanspruchung des
Gelenks erkennen und schnell entsprechend reagieren (DIJKGRAAF et al., 1995).
Dazu treten die Chondrozyten uUber eine Vielzahl von Zellmembranrezeptoren mit
ihrer perizellularen Umgebung in Verbindung. Auf diesem Weg kdnnen sie auch
gezielt Matrixkomponenten in ihrer Nachbarschaft lokalisieren (WONG und CARTER,
2003). Neben den Rezeptor-ubermittelten Mechanismen spielen jedoch auch
gedehnte aktivierte und inaktivierte lonenkanale, veranderter pH-Wert, elektrische
Stromungspotentiale, Beteiligung des Zytoskeletts und die Aktivierung von Second-
Messenger-Systemen bei der Signalibermittlung eine Rolle (ACKERMANN und
STEINMEYER, 2005).

Bei den Rezeptoren handelt es sich entweder um Integrine oder integrale

Membranproteine. Beide sind in Mengen zwischen 500 und 100.000 pro Zelle
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anzutreffen (WONG und CARTER, 2003), wobei sich die Integrine im Knorpel
zusatzlich auch in der extrazellularen Matrix befinden (SHAKIBAEI und MERKER,
1999). Die Rezeptoren binden sowohl an I6sliche Faktoren (Wachstumsfaktoren und
Zytokine, wie zum Beispiel Insulin-like Growth Factor (IGF), Bone Morphogenetic
Protein (BMP), Parathyroid hormone-related protein (PTHrp), Fibroblast Growth
Factor (FGF) und Interleukine), als auch an unldsliche Liganden (extrazellulare
Matrixproteine) (WONG und CARTER, 2003).

Die meisten der Wechselwirkungen zwischen Knorpelzellen und Matrix werden durch
Integrine  vermittelt. Diese Uberall an der Zelloberflache vorkommenden
Adhasionsrezeptoren interagieren mit der spezifischen Aminosaurensequenz
Arginin-Glycin-Asparagin von Proteinen (DIJKGRAAF et al., 1995) und binden auf
diese Weise an viele Matrixkomponenten, inklusive Fibronektin und Kollagen
(LOESER, 2000). Diese wiederum binden an andere Liganden und vergroRern somit
die Verbindung zwischen Zellmembran und perizellularer Matrix (DIJKGRAAF et al.,
1995).

Die Integrine bestehen aus den beiden Untereinheiten o und B. Bislang wurden 17 a-
und 8 B-Untereinheiten identifiziert (WONG und CARTER, 2003), die sich in einer
Vielzahl von Variationen paaren und somit eine grof3e Anzahl unterschiedlicher
Integrine hervorbringen. Einige sind spezifisch flr bestimmte Matrixmolekile, andere
hingegen binden an mehrere verschiedene Matrixproteine (VAN DER KRAAN et al.,
2002). Durch Veranderung von Anzahl und Typen dieser Rezeptoren kann die Zelle
ihre  Wechselwirkungen mit den verschiedenen Matrixkomponenten regulieren
(WONG und CARTER, 2003).

Die intrazellularen Teile der Rezeptoren interagieren mit zytoplasmatischen
Strukturen und sorgen so fur die direkte physikalische und funktionelle Verbindung
zwischen intra- und extrazellularen Vorgangen (DIJKGRAAF et al., 1995; LEISNER
et al.,, 1999). Die Signale der Integrin-Rezeptoren kdnnen in zwei Richtungen
ubermittelt werden: Von innen nach aulen, indem die extrazellulare Domane fur ihre
Liganden adhasiver wird, und von auflen nach innen, indem die Bindung von
Liganden an Integrine eine zellulare Aktivierung bewirkt (LEISNER et al., 1999) und
intrazellular zur Bildung fokaler Adhasionsplaques fuhrt. Diese Bildung ist wiederum
Voraussetzung fur die Empfanglichkeit der Chondrozyten fur Wachstumsfaktoren wie
zum Beispiel IGF-I. AuRerdem reguliert die Zelladhasion via Integrine auch die

Aktivierung der Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren. Diese Tatsachen zeigen die
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gegenseitige Abhangigkeit zwischen Chondrozytenadhasion an die Matrix und
Regulation des Zellverhaltens durch Wachstumsfaktoren (MARTIN und
BUCKWALTER, 1998; VAN DER KRAAN et al., 2002).

Die Knorpelzellen konnen einige der Integrine exprimieren. Bislang wurden
Rezeptoren fur Kollagen Il und VI (a1p1, a2p1, a11p1), Osteopontin (aVB3) und
hauptsachlich fur Fibronektin (a531) entdeckt. Letzterer ist der am haufigsten an den
Chondrozyten vorkommende Integrin-Rezeptor (DURR et al., 1993; ENOMOTO et
al., 1993; LOESER et al.,, 2000; SALTER et al., 1992) und fungiert in humanen
artikularen Chondrozyten als Mechanorezeptor: Mechanische Stimulation der
Chondrozyten setzt eine Signalkaskade in Gang, die unter anderem
dehnungsaktivierte lonenkandle und o5B1 Integrin beinhaltet, und zu
Membranhyperpolarisierung, Erhdhung des Aggrekan RNS-Levels und niedrigerem
MMP-3-Level fihrt (CHEN et al., 2005).

Bezuglich der Rezeptoren fur die Kollagene wurde herausgefunden, dass die
Bindung der Chondrozyten an Kollagen fiir das Uberleben der Zellen sogar essentiell
ist (CAMPER et al., 1998; CAO et al., 1999). Wechselwirkungen der Knorpelzellen
mit Osteopontin wiederum schutzen den Knorpel vor Schadigung durch Interleukin-1
(MOLLENHAUER et al., 1999).

B1-Integrin vermittelt mechanische Krafte Uber die Zellmembran und ruft Antworten
des Zytoskeletts hervor (BENJAMIN et al., 1994). Bei Druckeinwirkung auf die Zelle
ist es an der Freisetzung von IL-4 beteiligt, wohingegen es bei uneingeschrankter
zyklischer Kompression einen Anstieg von COMP bewirkt (GIANNONI et al., 2003).
Diese Interaktionen mussen aufgrund des Fehlens eines direkten Kontakts zwischen
den verschiedenen Knorpelzellen eine zentrale Rolle bei der Regulation im
Gelenkknorpel spielen (BENJAMIN et al., 1994).

Bei den integralen Membranproteinen handelt es sich um Rezeptoren, die aus
Matrixkomponenten bestehen und in die Zellmembran integriert sind. Zu ihnen
gehoren zum Beispiel Syndekan und HS-Proteoglykane. Die extrazellulare Doméane
dieser Proteoglykane beinhaltet GAG-Ketten, die andere Liganden einschliellich
Matrixkomponenten und Wachstumsfaktoren binden koénnen (DIJKGAAF et al.,
1995).

Aulerdem werden von den Chondrozyten noch andere transmembrane Molekile

exprimiert, die ebenfalls als Rezeptoren fur Matrixmolekile fungieren, wie zum



Physiologie des Gelenkknorpels 146

Beispiel das an Typ-ll-Kollagene bindende Annexin (AMIN et al.,, 2001,
MOLLENHAUER et al., 1999; REID et al., 2000). Ein weiterer Membranrezeptor, der
Hyaluronsaure-Rezeptor CD44, beeinflusst durch seine Bindung die Funktion der
Chondrozyten und die HomoOostase des Knorpels (WONG und CARTER, 2003;
KNUDSON et al., 2000). Dieser Rezeptor besitzt eine Doméane, die strukturell der
Hyaluronsaure-bindenden Stelle der Aggrekane und Knorpelbindungsproteine ahnelt
(KNUDSON et al., 2000).

Es erfolgt jedoch nicht nur eine Beeinflussung der Matrix durch die Chondrozyten,
sondern auch umgekehrt. Zum Beispiel kontrolliert die Knorpelmatrix die Passage
von Metaboliten und Nahrstoffen zu und von den Zellen und reguliert deren
Stoffwechselaktivitaten mit (BUCKWALTER und ROSENBERG, 1988; QUINN et al.,
2005). AuRerdem schutzt sie die Zellen vor mechanischer Schadigung wahrend des
normalen Gelenkgebrauchs, indem sie ihnen hilft, Form und Phanotyp
beizubehalten. Durch Ubermittlung der bei mechanischer Belastung der
Gelenkoberflache entstehenden mechanischen, elektrischen und chemischen
Signale, beeinflusst die Knorpelmatrix zudem die Zellfunktion (BUCKWALTER und
ROSENBERG, 1988; BUCKWALTER und LANE, 1996). Die Matrixmolekile
regulieren das Zellverhalten jedoch nicht nur Uber Integrin- und Matrixrezeptoren-
vermittelte Signale, sondern auch durch die Bindung, Speicherung und Freisetzung
|6slicher Mediatoren, wie zum Beispiel dem Transforming Growth Factorp (TGFp)
(BUCKWALTER und LANE, 1996; GELSE et al., 2003).

Weiterhin wird die synthetische Aktivitat der Chondrozyten auch uber die
Bioelektrizitat der Zelle beeinflusst. Diese wird durch eine Mischung aus
transmembranen Transportsystemen und dehnungsbedingt aktivierten oder
inaktivierten lonenkanalen reguliert. Mechanische Spannungen an der Zellmembran
konnen namlich dehnungsaktivierte lonenkanale 6ffnen und einen sofortigen Anstieg
des intrazellularen Kalziumspiegels verursachen. Das als Second Messenger
dienende Ca?* wiederum kann die Sekretion der intrazelluldar gespeicherten
Wachstumsfaktoren und Zytokine auslésen, die dann autokrin oder parakrin an ihre
Rezeptoren binden (WONG und CARTER, 2003).
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3.1 Stoffwechsel der Proteoglykane

Der Stoffwechsel der Proteoglykane, also Synthese, Aggregation und Abbau, wird
durch die Chondrozyten geregelt. Die Knorpelzellen reagieren auf eine Abnahme von
Komponenten der Knorpelmatrix mit Synthesesteigerung und ersetzen so die
verlorenen Komponenten. Experimente zeigen jedoch, dass die Proteoglykane
verschiedener Subpopulationen und Matrixregionen unterschiedlichen
Stoffwechselraten unterliegen. Ursache dafur sind vermutlich die bereits erwahnten
katabolen Aktivitatsunterschiede der Knorpelzellen verschiedener Matrixgebiete, wie
zum Beispiel Gebiete unterschiedlicher Belastung, Knorpeltiefe (AYDELOTTE et al.,
1991; LOHMANDER, 1988) oder Matrixregionen (LOESER, 2003). Auch die
Halbwertszeit der Aggrekanmonomere und Aggregate hangt sehr stark vom
jeweiligen Matrixkompartiment ab und reicht von einigen Tagen bis hin zu Monaten
(AIGNER und STOVE, 2003) und Jahren. DUDHIA (2005) berichtet von einer
Halbwertszeit der Aggrekane von 3,5 Jahren und MAROUDAS et al. (1998)
ermittelten in Versuchen mit menschlichem Gelenkknorpel sogar eine Halbwertszeit
von 25 Jahren, wahrend AIGNER und STOVE (2003) schreiben, dass nur
Subdomanen der Kernproteine Uber Jahre persistieren. Die proteolytisch
abgespaltene freie G1-Domane und die Bindungsproteine beispielsweise befinden
sich in der Matrix noch nach 19 bis 25 Jahren (VERZIJL et al., 2001)

3.1.1 Biosynthese der Proteoglykane

Die Biosynthese der Knorpelproteoglykane unterscheidet sich prinzipiell nicht von der
anderer Glykoproteine, die zur Sekretion aus der Zelle bestimmt sind. Da es sich bei
den Proteoglykanen jedoch um bemerkenswert komplexe Moleklle handelt, sind
wesentlich umfangreichere und komplexere posttranslationale Modifikationen des
Kernproteins vor der Sekretion aus der Zelle erforderlich (LOHMANDER, 1988).

Ein durchschnittlich groRes Knorpelproteoglykan enthalt pro Molekul etwa 10.000
Kohlenhydratbindungen in verschiedenen Konformationen. Da ein Chondrozyt etwa
17.000 Proteoglykanmolekile pro Minute synthetisieren kann, bildet jede Zelle also
150-200x10° Glykosidbindungen pro Minute in korrekter Konformation. Struktur und
Grolle der unterschiedlichen Kohlenhydratketten weisen eine bestimmte Variabilitat
auf. Sie werden namlich nicht direkt durch genetische Informationen in der mRNS

bestimmt, wie es bei der Aminosauresequenz des Kernproteins der Fall ist, sondern
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durch enzymatische Spezifitat und Aktivitat sowie durch die Konzentration ihrer
Vorlaufermolekile (LOHMANDER, 1988).

RER > Golgi *—  Secretory
Cis Medial Trans

Core translation
Transfer N-oligo

Processing N-oligo

Initiation CS-linkage

L=
e
Initiation O-oligo —
.n-—
Synthesis A-and O-oligo (%
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Sulphation CS and KS

Completed monomer

Abbildung 45: Posttranslationale Schritte der Proteoglykansynthese im Knorpel. RER — Raues
Endoplasmatisches Retikulum. Aus LOHMANDER et al. (1988).

Zur Biosynthese der Proteoglykane werden Aminosauren als Proteinbausteine und
als Aminogruppendonatoren fur die Biosynthese der Aminozucker, D-Glukose als
Vorstufe der beteiligten Zucker sowie aktiviertes Sulfat benétigt (LOFFLER, 1990).
Die Synthese beginnt mit der Translation des Kernproteins durch die mRNS im rauen
endoplasmatischen Retikulum (rER) der Chondrozyten. Die Vorstufe der
Kernproteine wird im frihen Stadium der Synthese mit N-gebundenen
Oligosacchariden substituiert. Wahrend die GroRe der Kernproteinvorstufen grofRer
Proteoglykane relativ einheitlich ist, ist die der fertigen extrazellularen Proteoglykane
sehr unterschiedlich. Die Ursache fir diese Grélenvariation liegt hauptsachlich in
der variablen Lange ihrer CS-Ketten, allerdings tragen mit zunehmender Zeit in der
Matrix auch proteolytische Vorgange an den Kernproteinen dazu bei (LOHMANDER,
1988). Die Verbindung der GAG-Ketten mit dem Protein erfolgt O-glykosidisch
zwischen einem Trisaccharid aus zwei Galaktosemolekilen und einem
Xylosemolekul der GAG-Kette und der Hydroxylgruppe eines Seryl- oder
Threonylrests des Proteins (LOFFLER, 1990).

Die Synthese der CS-Ketten, hier stellvertretend fir alle Knorpel-GAGs, beginnt,
sobald der Kernproteinvorlaufer von der Stelle seiner Translation im rER zu den

proximalen Zisternen des Golgi-Apparats verlagert wird. Der erste und kritische
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Schritt ist der Transfer der Xylose durch die Xylose-Transferase von der UDP-Xylose
an spezifische Serinreste, die in der carboxyterminalen Halfte des Proteins
gruppenformig als Serin—Glycin-Dipeptide verteilt liegen. Dieser Anfangsschritt
scheint eine explosionsartige Steigerung der synthetischen Aktivitat zu bewirken.
Binnen 10-15 Minuten werden namlich die GAG-Ketten polymerisiert und sulfatiert,
sowie das komplette Proteoglykanmolekull sezerniert. Die schnelle Polymerisierung
und Sulfatierung der CS-Ketten erfolgt durch schrittweise wechselnde Addition von
UDP-Zuckern an das Kettenende sowie durch die Anlagerung der Sulfatgruppen an
die Galaktosamine. Dies findet unter Beteiligung von funf weiteren
Glykosyltransferasen und zwei Sulfotransferasen an den Polyribosomen der distalen
Zisternen des Golgi-Apparats statt. Da die Proeteoglykane Gber 100 dicht gelagerte
CS-Ketten tragen koénnen und viele, wenn nicht sogar alle diese Ketten,
wahrscheinlich jederzeit polymerisierbar sind, wird angenommen, dass die
Glykosyltransferasen in membrangebundenen Multienzymkomplexen organisiert sind
(LOHMANDER, 1988).
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Abbildung 46: Biosynthese der Chondroitin-4-(6-)Sulfatkette. Die Anheftung der Saccharidreste
erfordert die nachfolgende Wirkung von 6 verschiedenen Glykosyltransferasen. Eine Sulfotransferase
katalysiert die Ubertragung von aktivem Sulfat auf die C,-Position von N- Acetylgalaktosaminresten.
Eine weitere Sulfotransferase ist fir die Sulfatierung der Cg-Position bei der Chondroitin-6-
Sulfatbildung verantwortlich. Aus LOFFLER und PETRIDES (1990).
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Die Reihenfolge der anzulagernden Reste wird durch die Spezifitat der beteiligten
Enzyme bestimmt. Wodurch die Kettenlange bestimmt wird, ist hingegen unbekannt.
Womadglich sind aber die weitere subzellulare Translokation der Proteoglykanvorstufe
und Konzentrationsanderungen der UDP-Zucker in den Vorstufen mitbestimmend
(LOHMANDER, 1988).

Das fertige Molekul wird durch die Zisternen des endoplasmatischen Retikulums und
die Vesikel des Golgi-Apparats transportiert und in den Extrazellularraum sezerniert
(LOFFLER, 1990). Die Sekretion der Proteoglykane und Bindungsproteine erfolgt
durch Exozytose. Dabei fusionieren die sekretorischen Membranvesikel mit der
Plasmamembran der Zelle. Die Inhalte werden dann in die extrazellulare Matrix
entlassen. Aggregierende Proteoglykane bilden sofort nach der Sekretion Aggregate
durch hochspezifische Wechselwirkungen zwischen Hyaluronsaure, Proteoglykan
und Bindungsprotein (siehe Abbildung 47) (LOHMANDER, 1988).

Bei der Biosynthese der Aggrekane werden neben dem Kernprotein je zwei Typen
von GAG-Ketten und Oligosacchariden synthetisiert. Zusatzlich erfolgt, ebenfalls in
der Knorpelzelle, die Synthese von Bindungsprotein und Hyaluronsaure in
passendem Verhaltnis, um die Proteoglykankomponenten der Matrix korrekt
zusammenzusetzen (LOHMANDER, 1988).

Bei der Synthese der N-gebundenen Oligosaccharide wird ein groldes Primer-
Oligosaccharid an einem sehr langen Lipidcarriermolekul synthetisiert und dann zur
Kernproteinvorstufe transferriert. Dies erfolgt in Verbindung mit der Peptidsynthese
im endoplasmatischen Retikulum. Nach dem Transfer wird der Primer durch
Glykosidasen gekurzt und im Golgi-Apparat zu N-gebundenen Oligosacchariden des
komplexen Typs umgewandelt. Dies erfolgt durch die Hinzufigung von N-
Acetylglukosamin, Galaktose, Fukose und Sialinsaure (LOHMANDER, 1988).

Die Biosynthese der O-gebundenen Oligosaccharide hingegen ist weniger erforscht,
findet aber wahrscheinlich ausschlieBlich im Golgi-Apparat statt. Die Basisstruktur ist
der Proteinbindungsregion der Keratansulfate sowohl in Gréflke, als auch Struktur
sehr ahnlich. Moglicherweise dient also die Struktur der O-gebundenen
Oligosaccharide als Primer fur die KS-Synthese oder es findet zumindest die
Synthese beider im selben subzellularen Bereich statt (LOHMANDER, 1988).

Das Bindungsprotein wird von den Chondrozyten auf dieselbe Weise synthetisiert
wie andere sekretorische Glykoproteine. Moglicherweise teilt es daher subzellulare

Bereiche mit Proteoglykanmonomeren, die fur die Sekretion bestimmt sind, und
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reagiert mit diesen, bevor es in den extrazellularen Raum austritt (LOHMANDER,
1988).
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Abbildung 47: Proteoglykane an der Chondrozytenoberflache. Aus HEINEGARD et al. (1986).

Die Synthese der Hyaluronsaure findet im Gegensatz zu den anderen GAGs nicht im
Golgi-Apparat, sondern in der Plasmamembran der Chondrozyten statt. Sie erfolgt
hier durch Aneinanderreihung von Glukuronsaure und N-Acetyl-Glukosamin
(KNUDSON, 1993; LOHMANDER, 1988). Die Vorstufen werden an der inneren
Oberflache der Zellmembran aneinandergefugt und die  wachsende
Polysaccharidkette direkt in den extrazellularen Raum ausgeschleust. Unklar ist
jedoch noch die Beendigung der Synthese und die Art und Weise, wie die
vervollstandigte Kette aus der Zelle entlassen wird, um an ihren in der extrazellularen
Matrix entfernt liegenden Funktionsort zu gelangen (ROUGHLEY und LEE, 1994).

3.1.2 Abbau der Proteoglykane

Die eigentlich in der Matrix immobilisierten Proteoglykane mussen im Zuge ihres
Abbaus mobilisiert werden. Untersuchungen zeigen, dass stetig groRe, nicht-
aggregierte  Proteoglykanfragmente, also GAGs, Bindungsregionen und
Bindungsproteine aus der Matrix entlassen werden (HARDINGHAM et al., 1986).
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Abbildung 48: Vermutlicher Abblauf des Proteoglykanabbaus in der Knorpelmatrix. Aus
LOHMANDER et al. (1988).

Der Abbau der Aggrekane beginnt durch proteolytische Spaltung des Kernproteins
unter Beteiligung von Proteasen (DUDHIA, 2005; LOHMANDER, 1988). Dabei ist der
Abbau zumindest teilweise auf die Aktivitat der von den Chondrozyten sezernierten
Metalloproteinasen zurlckzufuhren (GUILAK et al., 1994). Bei jungen Individuen
scheint die Proteinase Stromelysin fir den Grofiteil der stattfindenden Proteolyse
verantwortlich zu sein. Wie die Analyse der Spaltungsstellen in den Aggrekanen
ergab (FOSANG et al.,, 1992), sind jedoch mit zunehmendem Alter noch andere
proteolytische Agentien beteiligt (HUGHES et al., 1992; NGUYEN et al., 1991). Diese
Beobachtung ist insofern Uberraschend, als die Expression der Prostromelysin-
MRNS in adultem humanem Gelenkknorpel héher ist als in dem Neugeborener
(NGUYEN et al., 1991).

Die Stimulierung der Chondrozyten zur Synthese von Proteasen erfolgt durch
Zytokine, die durch vermehrten Abbau der umliegenden Matrix eine Verringerung
des Proteoglykangehalts hervorrufen (DIJKGRAAF et al.,1995; LOHMANDER,
1988). Die Zytokine Interleukin-1 und TNF beispielsweise bewirken durch

proteolytische Spaltung des Kernproteins an bestimmten Spaltungsstellen einen
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gezielten Abbau der Aggrekane (DUDHIA 2005). Gleichzeitig haben Zytokine auch
eine deutlich hemmende Wirkung auf die Bildung neuer Proteoglykane und anderer
Matrixkomponenten (DIJKGRAAF et al.,1995; LOHMANDER, 1988). Der Peptidfaktor
Katabolin, der dem Interleukin-1 gleicht, zeigt dieselben Effekte wie die Zytokine. Er
wird durch Synovialzellen sezerniert und kann die Chondrozyten ebenfalls zum
Proteoglykanabbau stimulieren sowie die Synthese neuer Proteoglykane deutlich
hemmen (LOHMANDER, 1988).

MARTEL-PELLETIER et al. (1984) berichten auf’erdem von den lysosomalen
Proteasen Kathepsin B und D, die Proteoglykane nur in Zellndhe und bei saurem pH
abbauen koénnen, sowie von neutralen Proteasen wie zum Beispiel
Metalloproteinasen und Serinproteasen, die hochstwahrscheinlich fir den Abbau
extrazellularer Proteoglykane in den von der Knorpelzelle entfernter liegenden

Matrixregionen verantwortlich sind.

Zu Beginn des vermutlichen Abbaumechanismus der Aggrekane steht ein
proteolytischer Angriff am Kernprotein innerhalb der 1IGD-Region (DUDHIA, 2005)
nahe der aminoterminalen G1-Domane (HARDINGHAM et al., 1986; GUILAK et al.,
1994) und/oder, laut LOHMANDER (1988), an der carboxyterminalen G3-Region. In
der IGD-Region existieren zwei Hauptspaltungsstellen. Wahrend an der einen eine
Reihe von Metalloproteinasen angreifen, wie zum Beispiel MMP und ADAMTS-4/5,
setzen an der anderen die Aggrekanasen an (DUDHIA, 2005).

Diese Spaltung stellt den entscheidenden Schritt fir den gesamten Aggrekanabbau
dar. Zum einen reguliert sie die proteolytische Aktivitat und damit den Abbau der
Aggrekane im Rahmen des normalen Stoffwechsels (DUDHIA, 2005). Zum anderen
wird hierbei die fur die Immobilisierung der Aggrekane innerhalb der Matrix
verantwortliche Hyaluronsaure-bindende G1-Domane von der GAG-tragenden
Region abgetrennt (HARDINGHAM et al., 1986). Letztere kann daraufhin keine
Aggregate mehr bilden und somit im Knorpel diffundieren. Die Fragmente werden
aus dem Gewebe eliminiert, indem sie entweder an die Gelenkflussigkeit verloren
gehen (DUDHIA, 2005; LOHMANDER, 1988) oder in die Chondrozyten
aufgenommen werden, wo sie in den Lysosomen durch Proteasen (Kathepsine) und
Glykosidasen weiter abgebaut werden (LOHMANDER, 1988).

Das G1-Fragment des Kernproteins bleibt mit der Hyaluronsaure verbunden und

akkumuliert in der Matrix bis es ebenso wie das Bindungsprotein durch weitere
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proteolytische Schritte abgebaut wird. Die Hyaluronsaure wird durch Hyaluronidasen
zerkleinert (DUDHIA, 2005). Da die Stoffwechselrate von Aggrekanen und
Hyaluronsaure gleich ist, wird vermutet, dass es sich beim Abbau der Hyaluronsaure
um einen Bestandteil des Proteoglykan-Stoffwechselmechanismus handelt
(LOHMANDER, 1988).

3.1.3 Altersbedingte Veranderungen der Proteoglykane

Die Proteoglykanzusammensetzung des Gelenkknorpels variiert nicht nur zwischen
den verschiedenen Knorpelzonen und —regionen, sondern verandert sich auch im
Laufe des Lebens (DUDHIA, 2005). Es sind zwar auch bei den nicht-aggregierenden
Proteoglykanen altersbedingte proteolytische Veranderungen ihrer Kernproteine
festzustellen (WITSCH-PREHM et al., 1992), die Aggrekane weisen jedoch im
Rahmen des Reifungs- und Alterungsprozesses eine deutlich starkere Heterogenitat
sowohl in ihrer molekularen Grol3e, Struktur und chemischen Modifikation als auch in
der Zusammensetzung, Stochiometrie und Stabilitat ihrer multimolekularen
Aggregate auf (DUDHIA, 2005). So sind die Aggregate in unreifem Gelenkknorpel
deutlich grélier und bestehen verglichen mit den Aggregaten des reifen Knorpels aus
mindestens doppelt so vielen Aggrekanmolekulen (VERBRUGGEN et al., 2000). Die
Ursache dafur liegt zum einen in Veranderungen der Aggrekanmolekile, zum
anderen aber auch in altersbedingten Veranderungen der Bindungsproteine und der
Hyaluronsaure. Bei Letzterer ist ebenfalls eine altersbedingte GrélRenabnahme
festzustellen (WELLS et al., 2003).

Die altersbedingten Veranderungen finden auf der Ebene der Genexpression, in der
Struktur der substituierten GAG-Ketten und durch proteolytische Prozesse der
Kernproteine innerhalb der extrazellularen Matrix statt (ROUGHLEY und LEE, 1994).
Sie beruhen zum einen auf nicht-enzymatischen Modifikationen (DeGROOT, 2004)
und zum anderen auf molekularen biosynthetischen und katabolen Prozessen, die
wiederum durch viele zellulare und extrazellulare Mechanismen reguliert werden.
Allerdings sind diese Veranderungen nicht einheitlich, sondern werden von
verschiedenen Faktoren, wie zum Beispiel Spezies, Gelenk, Knorpelzone,
Matrixregion und topographischer Region der Gelenkoberflache, beeinflusst
(DUDHIA, 2005).

Aus der veranderten Genexpression resultiert ein Absinken der Aggrekan- und
Biglykansynthese (ROUGHLEY und LEE, 1994). Die Biosynthese des Dekorins
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hingegen steigt im Alter an. Der Grund hierfur liegt eventuell im hdheren Bedarf an
stabilisierendem Dekorin, sobald das interstitielle Wachstum der Knorpelmatrix stoppt
(ROUGHLEY und LEE, 1994).

Bereits die Grundrate der Aggrekansynthese ist im Gelenkknorpel nach Beendigung
der Skelettreife deutlich reduziert. So ist sie bei maximal drei Jahre alten Pferden
etwa funfmal hoher als bei alteren (DEAN et al., 2003). Bei den Bindungsproteinen
kommt es sogar zu einem noch deutlicheren Absinken ihrer Synthese, sowie zur
altersbedingten Fragmentierung. Wahrend das molare Verhaltnis von Aggrekan zum
Bindungsprotein bei Neugeborenen und bis 5 Jahre alten Individuen etwa 1:1 ist,
betragt es in reifem Gelenkknorpel 4:1. Auf diese Weise kommt es in reifem Knorpel
zu einem relativen Mangel an Bindungsproteinen innerhalb der Aggregate und somit
zu einer geringeren Stabilisierung der Wechselwirkung zwischen Hyaluronsaure und
Aggregaten (WELLS et al., 2003). Auch die Steigerung der Proteoglykansynthese in
Anwesenheit von BPs ist bei jiungeren Pferden ebenfalls starker ausgepragt: Sie
betragt bei 12-jahrigen beispielsweise nur 60% von der bei 7-jahrigen Pferden
(DEAN et al., 2003). Weiterhin durchlaufen die Bindungsproteine auch eine
altersbedingte Reifung, bei der ihre Affinitat fur Hyaluronsaure sinkt (WELLS et al.,
2003).

Die mit zunehmendem Alter abnehmende Molekulgréke der Aggrekane beruht auf
proteolytischen Spaltungen ihres Kernproteins. Bereits relativ bald nach der
Knorpelreifung wird bei einem Grofteil der Aggrekanmolekule die G3-Region
abgespalten (FOSANG et al., 1992; ILIC et al., 1992; SANDY et al., 1991; WELLS et
al., 2003). Diese Region kann an andere Matrixkomponenten binden. Da sie jedoch
nur kurze Zeit an den Aggrekanmolekulen vorhanden ist, scheint sie besonders
wahrend der Knorpelentwicklung fur die extrazellulare Matrixgestaltung essentielle
Verbindungen einzugehen. Weiterhin wird die G3-Domane zusammen mit der CS-
reichen Region flr die effektive Sekretion der Aggrekane aus den Chondrozyten
bendtigt. Die G2-Domane hingegen hemmt die Sekretion und sorgt somit dafir, dass
nur vollstandig glykosylierte Aggrekanmolekule die Zelle verlassen (WELLS et al.,
2003).
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Abbildung 49: Schematische Darstellung der Prozesse, die zur altersbedingt zunehmenden
Variabilitat der Aggrekanpopulation im Gelenkknorpel fiihren.

A. Aggrekanaggregat. Mehr als jeweils 100 Aggrekan- und Bindungsproteinmolekile kénnen an ein
einzelnes Hyaluronsauremolekdl binden.

B. Ein frih stattfindender Prozess ist die proteolytische Abspaltung der G3-Doméne (1) und des
Aminoendes des Bindungsproteins (2).

C. Kirzung der CS-Region durch proteolytische Spaltung, sowie potentielle Kirzung einiger CS-
Ketten (3). Da die IGD-Region fir proteolytische Spaltungen besonders empfanglich ist, erfolgt hier
eine Abspaltung der CS-Region. Diese kann von der extrazellularen Matrix in die Synovialflissigkeit
diffundieren (4).

D. Weitere proteolytische Prozesse kénnen G1 und Bindungsprotein abspalten (5). Die Moleklgrofie
der Hyaluronsaure wird durch katalytische Hyaluronidasen (Pfeil) verkurzt.

Bei den Aggrekanen kommt es auf3erdem mit zunehmendem Alter zu proteolytischen
Spaltungen innerhalb ihrer GAG-Bindungsregion (DUDHIA, 2005; FOSANG et al.,
1992; ILIC et al., 1992; SANDY et al., 1991; SUGAHARA und KITAGAWA, 2000;
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SUGAHARA et al., 2003; KUSCHE-GULLBERG, 2003). Gleichzeitig und davon
unabhangig finden Modifikationen der Glykosylierungs- und Sulfatierungsmuster ihrer
GAG-Ketten unter Beteiligung verschiedener Glykosyl- und Sulfotransferasen statt.
In humanem Gelenkknorpel ist ein Anstieg von KS-Gehalt und —Kettenlange bei
gleichzeitigem Absinken von CS-Gehalt und —Kettenlange mit zunehmendem Alter
festzustellen. AuRerdem steigt der bereits im frihen Leben Uberwiegende Gehalt an
6-Sulfat-Disacchariden im Laufe der Knorpelreifung stetig an, bis das Verhaltnis von
Chondroitin-6-Sulfat zu Chondroitin-4-Sulfat im reifen Knorpel den Wert 9:1erreicht.
Die Sulfatierung der Position 6 findet hauptsachlich an den Disacchariden im
Ketteninneren statt. Trotzdem sind auch etliche der terminalen GalNAc-Reste
disulfatiert (4- und 6-Sulfatierung). Der raschen Disulfatierung dieser terminalen
Reste wird eine Kontrolle der Kettenlange durch Beendigung der biosynthetischen
Aktivitat zugeschrieben (DUDHIA, 2005). Weiterhin ist innerhalb der IGD-Region der
Aggrekane eine Veranderung des Glykosylierungsmusters festzustellen, wodurch die
Empfindlichkeit dieser Region gegenuber proteolytischer Spaltung verandert wird
(PRATTA et al., 2000).

Die durch proteolytische Abspaltung in der GAG-Bindungsregion entstehenden
grolien CS-tragenden Fragmente kdonnen nicht mit Hyaluronsaure interagieren und
daher aus dem Knorpelgewebe heraustreten (WELLS et al., 2003). Trotzdem kommt
es mit zunehmendem Alter in der extrazellularen Matrix zu einer Anhaufung partiell
abgebauter Aggrekanprodukte (DUDHIA, 2005; WELLS et al., 2003). Die
Anreicherung dieser abgebauten Komponenten wiederum stort moglicherweise die
Zusammensetzung der Aggregate und damit ihre Stabilitat im Alter (WELLS et al.,
2003).

Weiterhin fuhren proteolytische Spaltungen innerhalb der IGD-Region (DUDHIA,
2005; FOSANG et al., 1992; ILIC et al., 1992; SANDY et al., 1991) zu einem Anstieg
von freien G1-Domanen mit zunehmendem Alter. Diese behalten ihre Fahigkeit an
Hyaluronsaure zu binden bei und akkumulieren daher wahrend der normalen
Alterung im Knorpelgewebe. Da jedoch nicht alle mit Hyaluronsaure verbunden sind,

kann ein Teil auch den Knorpel verlassen (WELLS et al., 2003).

3.2 Stoffwechsel der Kollagene

Die Kollagene stellen das funktionelle Rickgrat des Knorpels dar. Abgesehen von

ihren biomechanischen Aspekten sind sie noch an weiteren Funktionen mitbeteiligt.
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So konnen sie beispielsweise an Wachstumsfaktoren und Zytokine binden und deren
lokale Speicherung und Freisetzung beeinflussen. Uber spezifische Rezeptoren, wie
zum Beispiel Integrine oder spezialisierte Proteoglykan-Rezeptoren, gehen sie
aulderdem mit ihrer Umgebung Wechselwirkungen ein. Kollagen VI ist zudem an der
Bildung einer bestimmten perizellularen Mikroumgebung beteiligt, die fur die zellulare
Integritat von aulerster Bedeutung ist (GELSE et al., 2003).

Eine besondere Eigenschaft der Kollagene ist ihre normalerweise extreme
Langlebigkeit (MAROUDAS et al., 1992). Zwar verandert sich Kollagen im Laufe der
Zeit durch nicht-enzymatische Modifikationen (DeGROOT, 2004) und verliert im Alter
an Spannkraft (KEMPSON, 1991), seine Halbwertszeit im Gelenkknorpel betragt
jedoch Jahrzehnte und mehr (AIGNER und STOVE, 2003). Firr Kollagen Il wird
sogar eine Halbwertszeit von mehr als 100 Jahren angegeben (VERZIJL et al.,
2000). Der Grund dafur sind die sehr stabilen Tripelhelices, die durch eine hohe Zahl
an Querverbindungen noch weiter stabilisiert werden und deren Anzahl mit
zunehmendem Alter stetig steigt (BANK et al., 1997). Eine Destabilisierung der
Fasern kann nur durch Spaltung der Tripelhelix mit Kollagenasen erfolgen. Die
hauptsachlich fur die Spaltung von Kollagen |l verantwortlichen Matrix-
Metalloproteinasen (MMP-1 und besonders MMP-13) (CAWSTON et al.,, 1999)
werden in normalem Gelenkknorpel anscheinend nicht signifikant gebildet (AIGNER
et al., 2001; BAU et al., 2002).

3.2.1 Biosynthese der Kollagene

Die Kollagenbiosynthese endet nicht mit der Knorpelreifung, sondern findet auch
danach noch im Rahmen des physiologischen Knorpelstoffwechsels statt (REPO und
MITCHELL, 1971), allerdings sehr langsam. Die Kollagenstoffwechselrate ist bei
Neugeborenen noch relativ hoch (BANK et al., 1997; BRAMA et al., 2000b), da in
dieser fruihen Wachstumsphase die funktionelle Anpassung der Knorpelkollagene an
die lokal innerhalb eines Gelenks variierenden biomechanischen Anforderungen
stattfindet. Hierbei entstehen die typischen lokalen Unterschiede der Kollagene
innerhalb des Knorpels eines Gelenks.

Nach Beendigung des Skelettwachstums nimmt der Kollagenstoffwechsel rapide ab
(EYRE, 2002). Das kollagene Netzwerk ist dann durch aufRere Faktoren kaum mehr
veranderbar (BANK et al.,, 1997; BRAMA et al., 2000b). Dieser extrem langsame

Stoffwechsel ist auch der Grund fur die au3erst geringe Kapazitat der Kollagene zu
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Reparatur und Wiederherstellung nach Schadigungen (BRAMA et al., 2000c).
Dennoch kann die Kollagensynthese zum Beispiel nach einer Gelenkverletzung
innerhalb von zwei Wochen um das zehnfache beschleunigt werden (EYRE, 2002).

Trotz dieses langsamen Stoffwechsels nimmt der Durchmesser der Kollagenfibrillen
mit steigendem Alter zu. Moglicherweise ist dafur ein Teil der kollagenen Matrix, zum
Beispiel Fibrillenoberflachenmolekule und perizellulare Doméanen, mit einem
schnelleren turnover verantwortlich, die von den Chondrozyten schneller als Antwort

auf mechanische und molekulare Signale gebildet werden kénnen (EYRE, 2002).

Die Kollagenbiosynthese besteht aus mehreren Schritten und kann in eine intra- und
eine extrazellulare Phase unterteilt werden. Sie ist ein sehr komplexer und aus vielen
Einzelschritten bestehender Prozess, beginnend mit der Gentranskription innerhalb
des Nukleus und endend mit der Aggregation der Kollagenheterotrimere zu langen
Fibrillen (GELSE et al., 2003).

In den ersten etwa 6 Minuten erfolgt an den Polyribosomen die Translation mit
Bildung einer Polypeptidvorstufe, genannt Pra-Prokollagen. Das nach der Abspaltung
eines Signalpeptids durch eine Peptidase entstehende Prokollagen wird dann
zahlreichen Schritten posttranslationaler Modifikationen unterzogen (GELSE et al.,
2003; LOFFLER, 1990 und 1998). Die Synthese der Pro-a4- und -ax-Kette erfolgt
gleichzeitig. Bereits wahrend ihrer Biosynthese bilden die Ketten jeweils eine
linksgewundene Schraube aus.

Das Prokollagenmolekul enthalt im Unterschied zum fertigen Kollagenmolekul an den
Enden zusatzlich sogenannte Registerpeptide. Diese bestehen aus etwa 150
Aminosauren, besitzen Cysteinylreste und werden im weiteren Verlauf der
Kollagenbiosynthese abgespalten. Sie sind an der Verdrillung der Ketten zur
rechtsgewundenen Tripelhelix entscheidend beteiligt, da durch sie Disulfidbricken
mit Cysteinylresten anderer Registerpeptide und hydrophobe Wechselwirkungen
ausgebildet werden konnen. Der Rest der Tripelhelix wird hauptsachlich durch
Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten (LOFFLER, 1990 und 1998). An
der assoziierten Tripelhelix erfolgt nun die Hydroxylierung von 50% der Prolyl- und
10-80% der Lysylreste (LOFFLER, 1990). Das AusmaR der Lysin-Hydroxylierung
variiert unter den verschiedenen Kollagentypen. Die Hydroxylierung erfolgt mit Hilfe

der Prolyl-3- und Prolyl-4-Hydroxylase bzw. der Lysylhydroxylase (GELSE et al.,



Physiologie des Gelenkknorpels 160

2003) und findet nur in Anwesenheit von Ascorbinsaure, molekularem Sauerstoff,
Eisen und o-Ketoglutarat statt (GELSE et al., 2003; LOFFLER, 1990).
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Abbildung 50: Schema der Kollagensynthese, startend bei der nuklearen Transkription der
Kollagengene, gefolgt von der ribosomalen Proteinsynthese (Translation) und post-translationalen
Modifikationen sowie Sekretion und der finalen Fibrillenbildung. SP — Signal Peptidase; GT -
Hydroxylysyl Galaktosyltransferase und Galaktosylhydroxylysyl Glukosyltransferase; LH — Lysyl
Hydroxylase; PH — Prolyl Hydroxylase; OTC — Oligosaccharyl Transferase Complex; PDI — Protein
Disulfid Isomerase; PPl — Peptidyl-Prolyl cis-trans-lsomerse; NP — Prokollagen N-Proteinase; CP —
Prokollagen C-Proteinase; LO — Lysyl Oxidase; HSP47 — Heat Shock Protein 47, Colligin1. Aus
GELSE et al. (2003).

Bei den fibrillenbildenden Kollagenen enthalten fast 50% der Prolinreste eine
Hydroxylgruppe an der Position 4. Dieses 4-Hydroxyprolin ist fur die intramolekularen
Wasserstoffbrickenbindungen und damit auch fir die thermale Stabilisierung der

Tripelhelix von groRer Bedeutung. So betragt die Schmelztemperatur nicht-
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hydroxylierter Proteinketten 25°C, wahrend sie nach der Hydroxylierung auf 37°C,
also Korpertemperatur, ansteigt (GELSE et al., 2003; LOFFLER, 1990).

Die Hydroxylysylreste bilden stabile intermolekulare Querverbindungen zwischen den
Kollagenmolekulen innerhalb der Fibrillen. Auflerdem dienen sie auch als
Anlagerungsstellen fur Kohlenhydrate. Als nachster Schritt der Kollagensynthese
folgt namlich eine O-glykosidische Anheftung zuerst von Galaktosyl- und dann von
Glukosylresten an die Hydroxylgruppen einzelner Hydroxylysylreste. Die
Glykosylierung wird durch zwei Hydroxylysin-spezifische Enzyme (Hydroxylysyl-
Galaktosyltransferase und Galaktosylhydroxylysyl-Glukosyltransferase) (GELSE et
al., 2003) katalysiert, die dazu Mangan bendtigen. Die B-glykosidische Bindung der
Galaktose an Hydroxylysin ist dann aufgrund ihrer Nahe zur e-Aminogruppe des
Hydroxylysins durch die meisten Glukosidasen nicht mehr angreifbar (LOFFLER,
1990 und 1998).

Nach der Gruppierung der C-terminalen Domanen von drei a-Ketten erfolgt die
Bildung der Tripelhelix in Richtung des N-Endes hin. Die C-Propeptide haben bei
dieser Zusammenlagerung der drei a-Ketten zu trimeren Kollagenmonomeren eine
tragende Funktion. Zur Bildung und Faltung der Prokollagenketten sind weitere
Enzyme, wie zum Beispiel die PPI (Peptidyl-Prolyl cis-trans-lsomerase), notwendig.
AuRerdem ist das Enzym PDI (Protein Disulfid Isomerase), das der B-Untereinheit
der Propyl-4-Hydroxylase identisch ist, an der Bildung von Disulfidbriacken innerhalb

und zwischen den Ketten der Prokollagenmolekule involviert (GELSE et al., 2003).

Bis zu diesem Schritt erfolgt die Biosynthese intrazellular. Das fertige
Prokollagenmolekul wird dann innerhalb des Golgi-Apparates in sekretorische
Vesikel verpackt und in den Extrazellularraum entlassen (GELSE et al., 2003). Dazu
mussen die Knorpelzellen erkennen koénnen, welche Molekile ausgeschieden
werden sollen. Wie Versuche zeigen, ist hierfir wahrscheinlich besonders die
Hydroxylierung der Prolylreste verantwortlich (LOFFLER, 1990 und 1998). Im
Extrazellularraum erfolgt dann die Abspaltung der Registerpeptide durch zwei jeweils
fur das N- und C-terminale Ende spezifische Prokollagenpeptidasen (Prokollagen-N-
bzw. —C-Proteinase) (GELSE et al., 2003).
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3.2.2 Entstehung der Kollagenfibrillen

Der genaue Prozess der Fibrillenbildung ist noch nicht vollstandig erforscht. Auf alle
Falle spielen jedoch eine Reihe intra- und extrazellularer posttranslationaler
Modifikationen unter Beteiligung mehrerer spezifischer und nicht-spezifischer
Enzyme eine entscheidende Rolle (MUIR, 1995). AulRerdem wird die Formation der
Kollagenfibrillen durch die Propeptide der Prokollagene beeinflusst (GELSE et al.,
2003). Durch die Bildung der Kollagenfibrillen wird eine erhdhte Stabilitdt der
Tripelhelices erreicht (PETRIDES, 1990 und 1998), die noch zusatzlich durch
kovalente Querverbindungen verstarkt wird. Auf diese Weise erhalten die
Kollagenfibrillen ihre charakteristische mechanische Elastizitat.

Jeweils flinf der von den Chondrozyten in den extrazellularen Raum sezernierten
Kollagenmolekile lagern sich entweder versetzt parallel zu Mikrofibrillen zusammen
oder an die Oberflache bereits bestehender Mikrofibrillen an (CURTIN und REVILLE,
1995; PETRIDES, 1998). Die fibrillenbildenden Kollagentypen Il und X| aggregieren
aufgrund ihrer Struktur spontan. Diese Kollagenmolekile besitzen durch die
Verteilung ihrer hydrophoben und hydrophilen  Sequenzregionen ein
charakteristisches Ladungsmuster mit abwechselnd positiven und negativen
Ladungsschwerpunkten, wodurch die Zusammenlagerung der Molekule zu
pentameren Mikrofibrillen mit einem Durchmesser von 4 nm reguliert wird. Sie lagern
sich dabei so aneinander, dass sich die negativen und positiven
Ladungsschwerpunkte gegenseitig neutralisieren. Dadurch kommt auch die
Viertelversetzung der parallel liegenden Kollagenmoleklle zustande. Auf diese
Weise koénnen aus den kleinen Kollagenmolekilen praktisch unendlich lange
Mikrofibrillen gebildet werden (GELSE et al., 2003; LOFFLER, 1990 und 1998).

Die durch Parallelaggregation entstehende Mikrofibrille wird durch die Ausbildung
kovalenter Querverbindungen stabilisiert. Dabei werden in den Telopeptiden
bestimmte Lysyl- und Hydroxylysylreste durch eine kupferabhangige Lysyloxidase
desaminiert (PETRIDES, 1990). Fur die Querverbindungen ist der
Hydroxylierungsgrad der Lysylreste innerhalb der C- und N-terminalen Telopeptide
entscheidend. Dieser variiert zwar zwischen den unterschiedlichen Koérpergeweben,
im Knorpel sind jedoch alle Lysinreste komplett hydroxyliert (GELSE et al., 2003).

Die aus den Hydroxylysinresten der Telopeptide entstehenden Aldehyde bilden

Querverbindungen mit anderen Aldehyden oder mit den e-Aminogruppen von

(Hydroxy-) Lysylresten anderer o—Ketten (PETRIDES, 1990). Die meisten
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Querverbindungen sind an der Uberlappenden Position lokalisiert, die die N- oder C-
Telopeptide mit spezifischen Resten innerhalb des helikalen Teils benachbarter
Molekule verbindet (GELSE et al., 2003). Aufgrund der Lange der Telopeptide sind
Quervernetzungen nicht nur mit benachbarten, sondern auch mit entfernteren,
zueinander versetzten Tripelhelices moglich (PETRIDES, 1990). Das lineare
Wachstum der Fibrillen erfolgt durch die Addition von Tropokollagen-Molekulen.
Appositionales Wachstum hingegen fihrt zur Bildung von Kollagenfibrillen grofl3en
Kalibers durch die Aggregation benachbarter Mikrofibrillen (CURTIN und REVILLE,
1995).

3.2.3 Kollagenolyse

Der klassische Kollagenabbau erfolgt durch Kollagenasen, die fur die einzelnen
Kollagentypen spezifisch sind. Die Chondrozyten kénnen diese Kollagenasen selbst
synthetisieren, inklusive der Kollagenase-3 (MMP-13), die fur die Spaltung der Typ-II-
Kollagene hauptverantwortlich ist. Allerdings weisen die Kollagenasen eine geringere
Aktivitat gegenuber querverbundenen nativen Fibrillen auf. Hier kommen die in
grollen Mengen von den Chondrozyten synthetisierten Matrix- und membran-
assoziierten Proteasen zum Zuge. Sie ermdglichen eine hohe Substratspezifitat und
genaue Kontrolle der zeitlichen Sequenz der Kollagendepolymerisation.
Wahrscheinlich kommen die Kollagenasen nur ins Spiel, wenn schneller Abbau und

effizientere Beseitigung freier Fibrillenmonomere notwendig sind (EYRE, 2002).

Zu Beginn der Fibrillendepolymerisation stehen die Spaltungen der Telopeptide.
Theoretisch sind diese Spaltungen der Telopeptide zur Depolymerisation der Fibrillen
ausreichend, wenn sie innerhalb der querverbindenden Reste stattfinden. In
Anbetracht der Komplexitat der Kollagen-Il-, -IX- und —XI|-Heteromere und der
Notwendigkeit einer selektiven Entfernung von Kollagen IX und eventuell XI zur
Ermdglichung eines lateralen Wachstums junger Fibrillen, stellen Spaltungen neben
den Telopeptid-Querverbindungen jedoch einen Mechanismus flr zelluldre Kontrolle
des Stoffwechsels dar (EYRE, 2002).

Die Kollagenasen spalten die Kollagenmolekule an Gly-Leu- oder Gly-lle-Bindungen
in zwei Fragmente. Die Tripelhelix dieser Fragmente hat eine erniedrigte
Schmelztemperatur (29-32°C), so dass sie bei Korpertemperatur wahrscheinlich in

ihre einzelnen Peptidketten zerfallt. Diese werden dann von proteolytischen
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Enzymen abgebaut. Die Sekretion dieser Enzyme aus den Knorpelzellen, in denen
sie auch gebildet werden, erfolgt wahrscheinlich entweder in Form inaktiver
Prokollagenasen, die im Extrazellularraum erst aktiviert werden mussen, oder in
Form von Kollagenasen, die durch Proteaseinhibitoren gehemmt werden, bis ihre
Hemmung bei Bedarf aufgehoben wird (PETRIDES, 1990 und 1998).

3.3 Beeinflussung des Knorpelstoffwechsels

Wahrend des gesamten Lebens werden Matrixmolekile von den Chondrozyten
synthetisiert und abgebaut. Wie bereits erwahnt, ist der Kontrollmechanismus fir
dieses Gleichgewicht zwar noch nicht vollstandig geklart, aber Zytokine und
Wachstumsfaktoren scheinen dabei eine wichtige Rolle zu spielen (AIGNER und
STOVE, 2003; LOESER, 2003; LOTZ et al., 1995; TRIPPEL, 1995). Wahrend die
Wachstumsfaktoren (Insulin-like Growth Factor (IGF), Fibroblast Growth Factor
(FGF), Transforming Growth Factor (TGF) (DIJKGRAAF et al., 1995) und Bone
Morphogenetic Protein (BMP)) (LOESER, 2003) am Gelenkknorpel einen anabolen
Effekt aufweisen, ist der von den Zytokinen, zu denen Interleukin I-XIl, Tumor-
Nekrosefaktor (TNF) und Interferon gehoéren, gewohnlich katabol (DIJKGRAAF et al.,
1995). In gesundem Gewebe scheint jedoch die anabole Aktivitat der
Wachstumsfaktoren deutlich zu dominieren, wahrend die Aktivitat der Zytokine, wenn
uberhaupt, nur gering ist (LOESER, 2003).

Eine so klare Einteilung der Wirkung ist in vivo allerdings wegen der
Wechselwirkungen untereinander und der dadurch bedingten unterschiedlichen
zellularen Antworten nicht mdglich (TRIPPEL, 1990). BUNNING und RUSSEL (1989)
beispielsweise untersuchten die Wirkung von TNFoa und Interferony (IFy) auf
Chondrozytenkulturen. Sie fanden heraus, dass die Aktivitat der Kaseinase und
damit auch die Produktion von Stromelysin durch TNFa stimuliert wird, wahrend IFy
sie hemmt. Interessanterweise interagieren diese beiden jedoch auch untereinander.
So wurde bei der Zugabe steigender IFy-Konzentrationen zu mit TNFa versetzten
Chondrozyten die durch TNFa stimulierte Kaseinaseaktivitat zunehmend blockiert.
Auch die TNFa-induzierte Knorpelresorption in Organkulturen wird durch IFy
gehemmt. Die Limitierung des TNFoa-Effektes durch IFy und der damit
moglicherweise verbundene protektive Einfluss auf den Knorpel ist von grof3em
klinischem Interesse (TRIPPEL, 1990).
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Tab. 11: Die Wirkung der verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokine auf den Zellstoffwechsel
in adultem Gelenkknorpel.

Protein Wirkung

IGF-1 fordert Matrixsynthese; antikatabol

Osteogenetisches Protein-1 potenter Stimulator der Matrixproduktion

TGFp fordert Matrixproduktion

FGF-2 stimuliert Matrixsynthese und MMP-
Produktion; mitogen

FGF-18 stimuliert Matrixproduktion

Cartilage-derived Morphogenetic Protein | stimuliert Matrixproduktion

BMP-2 stimuliert Matrixproduktion

Leptin stimuliert Matrixproduktion und

Proliferation

IL-1 stimuliert katabole Aktivitat, z.B. Matrix-
Abbau; antianabol; hemmt GAG-
Synthese

TNFa fordert katabole Aktivitat;

hemmt GAG-Synthese;

stimuliert Kollagenase-Produktion

IL-4 hemmt antianabole Effekte von IL-1

IL-6 fordert katabole Aktivitat; antianabol
Monocyte chemoattractant Protein-1 fordert katabole Aktivitat; evtl. antianabol
RANTES fordert katabole Aktivitat

Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflussen die Synthese von Proteasen in den
Chondrozyten positiv beziehungsweise negativ. Bei den Proteasen handelt es sich
um Matrix abbauende Enzyme, die unter anderem zur Verringerung des
Proteoglykanegehalts fuhren. Sie werden in Aspartat-, Cystein-, Serin- und
Metalloproteasen eingeteilt (DIJKGRAAF et al., 1995). Die Chondrozyten bilden sie
als Antwort auf eine Vielzahl von Stimuli in Form von inaktiven Vorstufen, die spater
dann aktiviert und in die Matrix entlassen werden (TYLER et al., 1992). Dort binden
sie entweder an Rezeptoren der Zelloberflache und stimulieren dadurch autokrin
oder parakrin die Zellaktivitat oder sie werden in der Matrix gefangen. Die Enzyme

konnen durch Proteaseinhibitoren, ebenfalls von den Chondrozyten gebildet,
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gehemmt werden (HOWELL et al., 1992). Gesunder Gelenkknorpel enthalt grolRe
Mengen an Proteaseinhibitoren, zu denen unter anderem der Plasminogen Aktivator
Inhibitor (PAI) und der Tissue-Inhibitor of Metalloproteinase (TIMP) gehdren. Eine
Storung des Gleichgewichts zwischen Proteasen und ihren Inhibitoren ist
moglicherweise an der Pathogenese der Osteoarthritis mitbeteiligt (DEAN et al.,
1989).

Zytokine aktivieren auf’erdem die Chondrozyten zu Synthese und Sekretion der
Metalloproteinase Stromelysin. Diese kann Proteoglykane abbauen, an nicht-helikale
Regionen von Kollagen Il binden und als Telopeptidase an Kollagenen wirken
(KUETTNER, 1992). Kollagen Xl zum Beispiel wird an Stellen zwischen den N-
Telopeptid-Verbindungen und der Haupttripelhelix gespalten. Stromelysin kann aber
auch Typ-IX-Kollagene und Telopeptid-Domanen von Typ-lI-Kollagenen abbauen.
Man geht deshalb von einem Chondrozyten mediierten Mechanismus bei der
Umgestaltung der kollagenen Matrix aus. Durch diese selektive Proteolyse von
Kollagenen koénnte die fibrillare Architektur verandert werden, ohne einen Groliteil
des Gefliges entfernen zu missen (WU und EYRE, 1995). Moglicherweise ist
Stromelysin auflerdem auch an der Kontrolle des Kollagenfibrillendurchmessers
beteiligt (TRIPPEL, 1990).

3.3.1 Einfluss der Zytokine

Wie bereits erwahnt bewirken Zytokine durch die Synthese von Proteasen einen
vermehrten Abbau der Matrix und damit eine Verringerung des Proteoglykangehalts.
Gleichzeitig reduzieren sie aber auch die Synthese von Proteoglykanen und anderen
Matrixkomponenten (DANG et al., 2003; DEAN et al., 2003; FRISBIE et al., 2000;
PELLETIER et al.,, 1993). Zytokine wirken hauptsachlich Uber Rezeptoren der
Zelloberflache. Das dadurch ausgeloste Signal wird durch Onkoproteine des
Zellkerns weitergegeben, die zur Aktivierung der Gentranskription mit ent-
sprechenden spezifischen Zellaktivitaten fihren (PELLETIER et al., 1993).

Die Produktion der Zytokine Interleukin-1, Interleukin-6 und des Tumor Nekrosis
Factora. (TNFa) wird unter anderem durch Fibronektinfragmente induziert
(HOMANDBERG et al., 1994; HOMANDBERG und HUI, 1996) (s. Kapitel 1.2.4.2.3.1
Fibronektin). Das Zytokin Interleukin-1 (IL-1) stort die Proteoglykansynthese auf der
Stufe der Transkription und induziert die Expression einer Matrix-Metalloprotease,
die Matrixmolekule abbaut (DIJKGRAAF et al, 1995). TNFa hemmt die
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Proteoglykansynthese und stimuliert die Kollagenaseproduktion sowie die Resorption
des Gelenkknorpels. IFy hingegen hemmt die Kollagensynthese (TRIPPEL, 1990).
Auch Untersuchungen von YARON et al. (1989) Uber den Einfluss von Interleukin-
1a, Interleukin-1B und TNFa auf menschliche Gelenkknorpelkulturen ergaben fur alle
drei Faktoren eine hemmende Wirkung auf die Bildung sulfatierter GAGs. IFy

hingegen zeigte keinen nennenswerten Effekt.

IL-13 regt die Chondrozyten einerseits zu vermehrtem Matrixabbau durch
Stimulierung der MMP-Produktion an. Dies erfolgt Uber einen Anstieg der mRNS der
MMPs. Andererseits wird die GAG-Syntheserate durch eine Abnahme der mRNS von
Aggrekan verringert. Dasselbe gilt fir Kollagen I (FRISBIE et al., 2000;
RICHARDSON und DODGE, 2000). AuRerdem wirkt IL-1p, wie die anderen Zytokine
auch, der anabolen Wirkung der Wachstumsfaktoren entgegen (DAVENPORT-
GOODALL et al.,, 2004; FRISBIE et al., 2000) und fuhrt in Chondrozytenkulturen
zudem zu einer verringerten Akkumulierung von Kollagen VI in der perizellularen
Matrix (HORIKAWA et al., 2004).

Der genaue Wirkungsmechanismus von IL-1f ist jedoch unklar. Die Effekte von IL-1
auf die Chondrozyten kdnnen zum einen durch Glukosamin gehemmt werden, das
dazu in der Lage ist, sowohl direkt am IL-1 Rezeptor als auch danach den Grad der
Signalubermittlung zu verandern (FENTON et al., 2000; GOUZE et al., 2001 und
2002; SHIKHMAN et al., 2001). Zum anderen wird der Effekt der Zytokine durch
Rezeptor-Antagonisten (z.B. IL-1ra), sogenannte lI6sliche Bindungsproteine (z.B.
TNF-BP) (PELLETIER et al., 1991) und Wachstumsfaktoren antagonisiert. Letztere
stimulieren sowohl die Synthese von Matrixkomponenten und dem Proteaseinhibitor
TIMP, als auch die Zellproliferation (TYLER et al.,1992; GUNTHER et al., 1994).

3.3.2 Einfluss der Wachstumsfaktoren

Fur die Beeinflussung des nicht-reproduktiven Stoffwechsels der Chondrozyten
durch die Wachstumsfaktoren gibt es drei Hypothesen:

Entweder wirken die Wachstumsfaktoren direkt an der zelluldaren Maschinerie der
Proteoglykanproduktion oder sie interagieren stufenweise mit anderen Komponenten
auf unterschiedlichen Wegen. Die dritte Moglichkeit ist, dass sie die Chondrozyten in
die S-Phase des Zellzyklus leiten, wodurch fur die Bildung von Matrixprodukten keine

Zeit bleibt. Einige der Wachstumsfaktoren ermdglichen den Zellen in die S-Phase
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einzutreten, reichen aber selbst nicht dazu aus, in dieser Phase fortzuschreiten.
Dazu werden Insulin-ahnliche Somatomedine bendtigt, die ihre wachstumsférdernde
und stoffwechselstimulierende Wirkung Uber verschiedene Rezeptoren erlangen
(PRINS et al., 1982).

3.3.2.11IGF

Die IGFs sind fur die Aufrechterhaltung des Matrixgleichgewichts von grofRRer
Bedeutung (GARCIA et al., 2003). Mit ihrer differenzierenden und die Matrix anabol
beeinflussenden Aktivitat scheinen diese Wachstumsfaktoren den katabol wirkenden
Zytokinen, Serinproteasen und Metalloproteasen teilweise entgegenzuwirken
(DAVENPORT-GOODALL et al., 2004).

Unter normalen homdostatischen Bedingungen ist fur die Aufrechterhaltung des
Knorpelgewebes, wenn Uberhaupt, nur eine geringe Neusynthese der
Wachstumsfaktoren notig, da die Zellen auf die bereits in der Matrix gebundenen und
gelagerten Wachstumsfaktoren reagieren konnen (LOESER, 2003). Die Penetration
von Serum-IGF in den Knorpel ist wahrscheinlich aufgrund der GroRe der IGF-
Proteinkomplexe beschrankt. Bei Belastung wird jedoch die Verteilung grofRer
Makromoleklle durch den entstehenden Pumpmechanismus verstarkt. Da die
Oberflachenzone des Knorpels bei Belastung am starksten deformiert wird, werden
die oberflachlichen Chondrozyten vermutlich besser mit diesen Wachstumsfaktoren
versorgt als die Knorpelzellen tieferer Zonen (PARKKINEN et al., 1992).

IGF-1 und -Il besitzen einen gemeinsamen Ursprung und sind strukturell weitgehend
homolog. Sie unterscheiden sich allerdings in ihrem Regulierungsmuster und ihrer
biologischen Rolle durch Wechselwirkungen mit unterschiedlichen
Rezeptoruntergruppen. Auch das Ausmal} ihrer Stimulierung der GAG-Synthese ist
unterschiedlich und erfolgt durch IGF-I wesentlich starker als durch IGF-Il. Verglichen
mit dem Anstieg der GAG-Synthese, der durch eine Konzentration von 5 ng IGF-I/ml
hervorgerufen wurde, betrug der durch 100 ng IGF-Il/ml verursachte Anstieg in
Versuchen mit bovinen Knorpelproben nur 60%. Hinsichtlich der Stimulierung der
DNS-Synthese herrschte kein so deutlicher Unterschied (DAVENPORT-GOODALL
et al., 2004).

Als weiterer Unterschied ist festzustellen, dass die pranatalen IGF-ll-Konzentrationen
héher sind als die postnatalen, wahrend die IGF-I-Konzentrationen in der Graviditat
stetig zunehmen und einen postnatalen Peak zeigen (DAVENPORT-GOODALL et
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al., 2004). Die genaue Rolle von IGF-I und -ll in fetalem und postnatalem Wachstum
ist jedoch noch unklar.

Da IGF-I einen bemerkenswerten Anstieg der Proteoglykansynthese bewirkt, scheint
es bei der Beeinflussung des Chondrozytenstoffwechsels eine der Hauptrollen zu
spielen (LOHMANDER, 1988; SCHALKWIJK et al., 1989; VAN SUSANTE et al.,
2000). SCHALKWIJK et al., (1989) testeten den Effekt von IGF-I auf den
Knorpelstoffwechsel. Dazu inkubierten sie Gelenkknorpel in einer Organkultur mit
Synovialflissigkeit und einem anti-IGF-I-Antikbrper. Bei  Messung der
Proteoglykansynthese stellte sich heraus, dass durch den Antikorper ein Groldteil der
anabolen Aktivitat der Synovialflissigkeit ausgeloscht wird. Das zeigt, dass der
stimulierende Effekt der Synovialflissigkeit auf die Proteoglykansynthese durch IGF
,angekurbelt‘ wird (TRIPPEL, 1990).

IGF-Il stimuliert besonders die DNS- und GAG-Synthese. Im Gegensatz zur GAG-
Synthese erfolgt die Stimulierung der DNS-Synthese jedoch dosisabhangig
(DAVENPORT-GOODALL et al., 2004; KIEPE et al., 2002). So konnte der in
Versuchen von DAVENPORT-GOODALL et al. (2004) bei einer IGF-1I Konzentration
von 50 ng/ml beobachtete Anstieg der GAG-Synthese durch hohere IGF-II
Konzentrationen nicht weiter gesteigert werden. IGF-Il spielt vermutlich bei der
Kontrolle des Chondrozytenwachstums eine Rolle (DAVENPORT-GOODALL et al.,
2004).

Die Bindung der IGFs an die Knorpelmatrix wird durch spezifische Interaktionen mit
IGF-bindenden Proteinen (IGFBPs) mediiert. Bei den IGFBPs handelt es sich um
aulerst vielseitige Proteine hoher Affinitat, die Signale der IGFs verstarken oder
abschwachen konnen (GARCIA et al., 2003). Letzteres scheint jedoch zu uber-
wiegen, da IGF-Analoge ohne Affinitat fur diese Bindungsproteine potenter sind als
die natirlichen IGFs (MARTIN und BUCKWALTER, 2000). Auch die biologischen
Funktionen wie Verfligbarkeit und Transport von IGF-I zu den Chondrozyten werden
durch die Wechselwirkungen mit den IGFBPs reguliert. Die Diffusion von IGF im
Knorpel wird beispielsweise durch dessen reversible Bindung an die IGFBPs
gehemmt (BHAKTA et al., 2000). Dieser Immobilisierung kann jedoch der durch
mechanische Belastung induzierte konvektive Flussigkeitsfluss entgegenwirken, der
den IGF-Transport innerhalb des Knorpelgewebes verstarkt. Unter Belastung und

verstarktem FlUssigkeitsfluss dissoziieren die IGFs von den IGF-IGFBP-Komplexen,
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werden schnell mobilisiert und kdnnen somit leichter signalisierende Zellrezeptoren
erreichen und aktivieren (GARCIA et al., 2003). Diese Beobachtung korreliert mit
Untersuchungen von KIM et al, (1994), die den grof3ten Anstieg der
Matrixbiosynthese in Knorpelregionen mit dem starksten Flussigkeitsfluss
beschreiben, verglichen mit den benachbarten Knorpelregionen, wo der
hydrostatische Druck am starksten und der Flussigkeitsfluss am geringsten war.

Von den bisher sechs bekannten IGFBPs wurden bislang IGFBP-2, -3 und -6 im
Knorpel identifiziert. In bovinem Gelenkknorpel stellt IGFBP-6 den Hauptanteil der
IGFBPs dar und ist damit auch hauptsachlich fur die Veranderungen der
Transportkinetik von IGF verantwortlich (GARCIA et al., 2003; MORALES, 1997).
Einige der |IGFBPs, besonders IGFBP-3, -5 und -6 koénnen spezifische
Wechselwirkungen mit Heparan- und Dermatansulfaten Uber gemeinsame
carboxyterminale Motive eingehen (MORALES und HUNZIKER, 2003). IGFBP-2, das
den geringsten Anteil der IGFBPs in bovinem Gelenkknorpel aufweist (MORALES,
1997), ist vor allem an den Chondrozyten lokalisiert und kann nur in Anwesenheit
von IGF-l an Heparansulfat binden (MORALES und HUNZIKER, 2003). IGFBP-3
reichert sich mit zunehmendem Alter in der territorialen Matrix an und lagert sich dort
mit Fibronektin zusammen, wodurch die hemmende Wirkung von IGFBP-3 verstarkt
wird (MARTIN und BUCKWALTER, 2000). AuRerdem scheint auch IGF-I durch die
Bindung an IGFBP-3 in der territorialen Matrix gespeichert zu werden (BHAKTA et
al., 2000).

3.3.2.2 TGF

Der im Gelenkknorpel reichlich vorkommende Transforming Growth Factorf3 (TGFf)
hat ein hohes Molekulargewicht. Er wird von den Chondrozyten durch Verbindung
eines latenten Peptid-Homodimers mit dem latenten TGF( bindenden Protein (LTBP)
synthetisiert (PEDROZO et al.,, 1999). Seine Wirkung wird durch die kleinen
Proteoglykane Dekorin, Biglykan und Fibromodulin reguliert. So konnte nach
Bindung dieser Proteoglykane an TGFB sowohl eine Stimulierung als auch eine
Hemmung der Chondrozytenaktivitat beobachtet werden (BURTON-WURSTER et
al., 2003). Im Gegenzug erhdéht TGFB die Synthese der kleinen Proteoglykane in
isolierten Chondrozytenkulturen. Dabei kommt es im Fall von Fibromodulin im
Vergleich mit den beiden anderen kleinen Proteoglykanen zu einem deutlich
starkeren Anstieg seiner Synthese (BURTON-WURSTER et al., 2003). Trotzdem
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handelt es sich bei Dekorin um das am meisten im Knorpel vorkommende kleine
Proteoglykan (ROUGHLEY, 2001a).

Zusatzlich zum Syntheseanstieg ist in Kulturen mit TGFp innerhalb von 14 Tagen bei
Dekorin ein erhdhtes Molekulargewicht festzustellen. Dies ist bedingt durch eine
Verlangerung der GAG-Ketten um das 1,5-fache (BURTON-WURSTER et al., 2003).
Auch CHAN und ANASTASSIADES (1998) beschreiben eine Verlangerung der CS-
Ketten in bovinen Chondrozytenkulturen unter dem Einfluss von TGFp. Die Grolle
der Kernproteine hingegen bleibt unverandert (BURTON-WURSTER et al., 2003).
Die Wechselwirkungen zwischen den kleinen Proteoglykanen und TGFf 1, 2 und 3
erfolgen Uber Bindungen mit dem Kernprotein der Proteoglykane (BURTON-
WURSTER et al., 2003; MARKMANN et al., 2000). Diese Bindung wird anscheinend
durch die CS-/DS-Ketten von Dekorin und Biglykan behindert, wodurch die Bindung
an Fibromodulin im Vergleich effektiver zu sein scheint (BURTON-WURSTER et al.,
2003).

TGFB verstarkt nicht nur die Synthese der Proteoglykane (VAN SUSANTE et al.,
2000), sondern auch der Ubrigen Matrixkomponenten einschlieBlich Kollagen und
Fibronektin (BURTON-WURSTER et al., 2003), bei welchem eine bemerkenswerte
Steigerung der Gentranskription hervorgerufen wird (MORALES und ROBERTS,
1988). In Chondrozytenkulturen auf Agarosegel konnte beispielsweise durch die
Zugabe von TGFp eine Anhaufung von Kollagen VI um die einzelnen Knorpelzellen
beobachtet werden (HORIKAWA et al., 2004). Andererseits wird TGFp aber auch
von Kollagen |l beeinflusst. So wurden in Versuchen sowohl die Expression von
TGFB als auch die Antwort der Chondrozyten auf dieses durch intaktes Kollagen Il
verstarkt, wahrend durch Hitze inaktiviertes Kollagen Il keinen Einfluss hatte (Ql und
SCULLY, 1998 und 2000).

Neben der dosisabhangigen Stimulierung der Proteoglykansynthese senkt TGFf
aber auch die Rate des Proteoglykankatabolismus. Aulierdem kann es die Aktivitat
verschiedener extrazellularer Proteinasen inklusive Kollagenase und Stromelysin
senken. Da kein Anstieg von Zellgehalt und Nettokollagengehalt in Organkulturen
bovinen Gelenkknorpels festgestellt wurde, scheint der Syntheseanstieg nicht auf
einer erhdhten biosynthetischen Aktivitat der einzelnen Zellen zu beruhen. TGF ist
also dazu in der Lage, Biosynthese und Katabolismus ohne Veranderung des DNS-

Gehalts so zu beeinflussen, dass in vitro eine hohe Proteoglykankonzentration fur
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mindestens drei Wochen aufrechterhalten werden kann (MORALES und ROBERTS,
1988).

TGFB scheint auch in der Zelldifferenzierung, einschlief3lich Knorpelformation,
wahrend der ersten Schritte der enchondralen Ossifikation eine Rolle zu spielen
(MORALES und ROBERTS, 1988). Weiterhin fallt auf, dass der Gelenkknorpel
jungerer Individuen eine héhere Sensitivitat gegenltber TGF aufweist als der alterer
Tiere. So betrug die Steigerung der Proteoglykansyntheserate in Anwesenheit von
TGFB im Gelenkknorpel eines 6-jahrigen Pferdes 300% im Vergleich zu 160% bei
einem 20-jahrigen (DEAN et al., 2003).

3.3.2.3 Andere Wachstumsfaktoren und Einflisse

Auch andere Wachstumsfaktoren der extrazellularen Matrix, wie zum Beispiel das
Bone Morphogenetic Protein (BMP), sind fur die Homdostase des Knorpels von
Bedeutung. Wahrend BMP-2 nur die Proteoglykansynthese stimuliert (VAN
SUSANTE et al., 2000), stimuliert BMP-7 zusatzlich auch die Synthese von
Hyaluronsaure und CD-44 (NISHIDA et al., 2000).

PRINS et al. (1982) untersuchten den Effekt von verschiedenen gereinigten
Wachstumsfaktoren, Insulin und Ascorbinsaure auf Chondrozyten von Kaninchen in
Monolayerkulturen. Sowohl die Wachstumsfaktoren als auch die Ascorbinsaure
bewirkten einen ahnlich hohen Anstieg der DNS-Synthese, wobei die Ascorbinsaure
in Knorpelproben alterer Tiere weniger effektiv war als in denen junger Tiere. Der
Grund dafur liegt wahrscheinlich in den Matrixunterschieden. Insulin hingegen zeigte
nur einen geringen wachstumsférdernden Effekt, wirkte jedoch synergistisch mit
einigen der Wachstumsfaktoren.

Auch die GAG-Synthese wurde von Insulin, Ascorbinsaure und den verschiedenen
Wachstumsfaktoren stimuliert. Insulin verstarkt dabei besonders die Synthese
aggregationsfahiger Proteoglykane. Die Stimulierung der GAG-Synthese durch
Ascorbinsaure wird von einem starken Anstieg der Zellproliferation begleitet (PRINS
et al., 1982).

Die Bindungspeptide, die essentielle Bestandteile der Proteoglykanaggregate
darstellen, gehdren ebenfalls zu den Wachstumsfaktoren. Sie kdnnen schnell durch
Serin- und Metalloproteinasen der Zelloberflachenmembran abgebaut werden. Die

dabei entstehenden Protein- oder Peptidfragmente sind ebenfalls zur Regulierung
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der katabolen und anabolen Aktivitadt der Chondrozyten fahig. Auf diese Weise kann
bei erhohtem Knorpelabbau, der mit einem Anstieg der freien Bindungsproteine
einhergeht, die Synthese neuer Matrixmolekile durch die Chondrozyten
hochreguliert werden. Auch synthetische Bindungspeptide, die der N-terminalen
Sequenz der Bindungsproteine (BP) der Aggrekane identisch sind, stimulieren die
Proteoglykansynthese in Gelenkknorpelkulturen. Der Syntheseanstieg erfolgt dabei
konzentrationsabhangig und wird begleitet von einer zunehmenden Fahigkeit der
Aggrekanmonomere, mit Hyaluronsaure zu aggregieren (DEAN et al., 2003).
Zusatzlich verursachen BPs auch einen Syntheseanstieg der mRNS von Aggrekan
und BP, sowie eine verringerte Sekretion und damit reduzierte Aktivitat von IL-1.
Diese Wirkungen koénnten den Mechanismus darstellen, durch den die BPs eine
Zunahme der Proteoglykansynthese bewirken (DEAN et al., 2003).

Auch Vitamin D beeinflusst die Knorpelstruktur. Infolge chronischen Vitamin D
Mangels treten im Gelenkknorpel schwere morphologische Schadigungen mit
beginnender Degeneration auf, die zonalen Unterschiede des Gelenkknorpels
verschwinden und die Knorpeldicke nimmt ab. Die Chondrozyten zeigen
degenerative Veranderungen und die Matrix erscheint reduziert und &uferst
faserreich, mit ungeordneter Faserstruktur. Auch die Orientierung der CS- und KS-
Ketten nimmt ab. Durch diese betrachtlichen strukturellen Veranderungen der
Grundsubstanz wird die Tragfahigkeit des Gelenkknorpels so weit herabgesetzt,
dass bereits normale Belastung zu einer Knorpelschadigung fuhren kann und der
Degenerationsprozess voranschreitet (GYARMATI et al., 1984).

4 Ernahrung des Knorpels

4.1 Allgemeines

Da der Gelenkknorpel teilweise starken Belastungen und Deformierungen ausgesetzt
ist, besitzt er keine verletzbaren Strukturen wie Lymph- und Blutgefae. Diese
Avaskularitat wird durch eine grol’e Menge endogener Angiogenese-Inhibitoren
erreicht, zu denen unter anderem Inhibitoren von Endothelzell-Wachstumsfaktoren,
Proteaseinhibitoren (DIJKGRAAF et al., 1995) wie beispielsweise Tissue Inhibitor der
Metalloproteinase-1 (TIMP-1) und verwandte Molekile sowie das kontraktile Protein
Troponin | (MOSES et al.,, 1999) und das glykosylierte Protein Chondromodulin |

(HIRAKI et al.,, 1997) gehdren. Aullerdem zeigen in vitro Experimente, dass



Physiologie des Gelenkknorpels 174

Thrombospondin1 eine stark angiostatische Wirkung aufweist und somit
mdglicherweise eine Rolle bei der Vermeidung der Knorpelsvaskularisation spielt (DI
CESARE et al., 1994).

Das intrazellular gelegene Troponin | wird von den Chondrozyten in die angrenzende
extrazellulare Matrix freigesetzt, wo es die Proliferation kapillarer Endothelzellen und
damit die Angiogenese hemmt. Die Hemmung erfolgt moglicherweise uUber einen
endothelialen Troponin-I-Rezeptor und die damit verbundene Abflachung der
Endothelzellen, die wiederum eine Wachstumshemmung bewirkt (MOSES et al.,
1999).

Bei Chondromodulin | handelt es sich eigentlich um ein das Wachstum
beeinflussendes knorpelspezifisches Protein, das eine Stimulierung von DNS- und
PG- Synthese bewirkt. Es fungiert jedoch auch als spezifischer Elastase-Inhibitor und
hemmt sowohl die DNS-Synthese und Proliferation vaskularer Endothelzellen als
auch deren GefalRmorphogenese. Chondromodulin befindet sich hauptsachlich in der
interterritorialen Knorpelmatrix, raumlich getrennt von dem perizellular und an der
Chondrozytenoberflache vorkommenden Fibroblasten Wachstumsfaktor-2 (FGF-2).
Die FGFs, die eine Stimulierung der Angiogenese bewirken, werden somit von einer
Chondromodulin-I-Barriere umgeben, wodurch die angiostatische Eigenschaft des
Knorpels erhalten bleibt (HIRAKI et al., 1997).

Wahrend der enchondralen Ossifikation ist der Gehalt an Chondromodulin | in der
kalzifizierten und unteren hypertrophischen Knorpelzone geringer und ermoglicht
dadurch die vaskulare Invasion dieser Bereiche. In der proliferierenden und oberen
hypertrophischen Knorpelzone hingegen ist der Gehalt an Chondromodulin-I-mRNS
wahrend der embryonalen Entwicklungsphase deutlich erhdht und somit keine
Gefalieinsprossung zu beobachten (HIRAKI et al., 1997).

Aufgrund der Avaskularitdt des Knorpels gibt es flr seine Erndhrung nur zwei
modgliche Wege: Die Nahrstoffe missen entweder von der Gelenkoberflache Uber die
Synovialflussigkeit in den Gelenkknorpel gelangen (ARCHER und FRANCIS-WEST,
2003; DUDHIA 2005; MAUCK et al., 2003a) oder aus dem darunter liegenden
subchondralen Knochen (DUDHIA, 2005; MOW et al., 1999). Die relative Wichtigkeit
dieser beiden Wege wird schon seit langem kontrovers diskutiert.

Inzwischen ist die schon langer bekannte Ernahrung uber die Synovialflissigkeit

vielfach belegt, da gesunder Gelenkknorpel ohne diese nicht Uberleben kann.
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Aulerdem fehlt bei diesem Weg eine anatomische Barriere, die den
Nahrstofftransport verhindern kénnte (DUDHIA, 2005; MAUCK et al., 2003a). Die
Ernahrung reifen Knorpels durch den subchondralen Knochen als weiteren
Nahrungsweg ist jedoch umstritten. Einerseits stellen die dichten Verkalkungen der
kalzifizierten  Knorpelzone fur Nahrstoff- und  Flussigkeitsdiffusion  ein
unuberwindbares Hindernis dar (TORZILLI et al., 1983). Andererseits fehlen im reifen
Gelenkknorpel laut vorherrschender Meinung Gefalikanale, die im unreifen Knorpel
die kalzifizierte Knorpelzone durchziehen und der Knorpelernahrung dienen
(BUSCHMANN et al., 1995). Allerdings konnten durch mehrere Autoren Gefallkanale
auch in einigen reifen Gelenkknorpeln nachgewiesen werden (CLARK, 1990;
MALININ und OUELLETTE, 2000). Auch MOW et al. (1999) konnten mit Hilfe
markierter Substanzen eine Penetration des Knorpels auf diesem Weg nachweisen.
Inzwischen wird allgemein die Existenz dieses zweiten Ernahrungsweges akzeptiert.
Er scheint jedoch nicht von groRRer Wichtigkeit zu sein (CLARK, 1990; MULLER-
GERBL, 1998), da der Knorpel einiger Gelenke bei Tieren und in kleineren humanen
Gelenken bei einem Infarkt des darunter liegenden Knochens trotzdem Uberlebt. In
grollen Gelenken findet jedoch auch eine subchondrale Ernahrung des Knorpels
statt. So konnten MALININ und OUELLETTE (2000) in einem drei Jahre dauernden
Versuch am Kniegelenkknorpel von Pavianen nachweisen, dass die Unterbrechung
des Kontakts zwischen Knorpel und subchondralem Knochen sowohl zur
Degeneration des Knorpels als auch zum Absterben des subchondralen Knochens
fuhrt. Sie platzierten dazu autologe Knorpeltransplantate in vaskularisierte,
lebensfahige Knochenaushohlungen. Bei einem Teil der Proben wurde durch
Methylmethacrylat der direkte Kontakt der Knorpeltransplantate mit dem Knochen
verhindert. Bei letzterer Gruppe waren innerhalb des ersten Jahres noch keine
degenerativen Veranderungen festzustellen und selbst nach drei Jahren waren die
Veranderungen nicht extrem. Eine weitere Beobachtung war das Auftreten von
GefalRkanalen zwischen den tiefen Knorpelschichten und dem subchondralen
Knochen nach einem Jahr, die in gesundem Knorpel nicht nachgewiesen werden
konnten. Die Autoren vermuten daher, dass diese neugebildeten Kanale einen
Versuch des Knorpels darstellen, den normalen Ernahrungsweg wiederherzustellen.
Da die grofdten Veranderungen an den Chondrozyten der kalzifizierten Zone zu
erkennen waren, wird auch angenommen, dass die subchondrale Ernahrung fur
diese Knorpelzone am wichtigsten ist (MALININ und OUELLETTE, 2000).
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Die Mobilitat von Nahrstoffen, Zellprodukten, Enzymen, Zytokinen und Wachstums-
faktoren mit der Interstitialflissigkeit ist nicht nur fUr die Lebensfahigkeit der
Chondrozyten, sondern auch flr die strukturelle Integritdt des Knorpelgewebes
essentiell (KUETTNER, 1992; TORZILLI et al., 1997; SAAMANAN et al., 1990).

Die Ernadhrung des Gelenkknorpels und die kontinuierliche Entfernung seiner
Abfallprodukte erfolgt hauptsachlich durch molekularen Transport per Diffusion
zwischen Knorpelmatrix und Synovialflissigkeit (DIJKGRAAF et al., 1995; MAUCK et
al., 2003), aber auch durch die mechanische, kompressionsinduzierte Konvektion der
Interstitialflissigkeit (TORZILLI et al., 1987). Physiologische Knorpelbelastung ist
jedoch nicht nur fur die Konvektion, sondern auch fur die Synovialflussigkeit von
groler Bedeutung. Sowohl ihre Produktion als auch Verteilung entlang der
Gelenkoberflache wird durch die Knorpelkompression unterstitzt (O’HARA et al.,
1990). Aullerdem kommt es bei Bewegungs- und Belastungsmangel in den Teilen
stagnierender Synovialflussigkeit zum Verbrauch der Nahrstoffvorrate und eventuell
zur Ansammlung saurer Abfallprodukte, wie zum Beispiel Laktat und CO,. Auf diese
Weise zieht mangelnde Bewegung moglicherweise eine inadaquate Ernahrung des
Knorpels nach sich (O’'HARA et al., 1990). Bei einer Immobilisierung des Gelenks
kann es sogar bis zum vodlligen Stillstand der Knorpelerndhrung kommen
(DIJKGRAAF et al., 1995). AFOKE et al. (1984) erwahnen neben der Diffusion und
Konvektion noch einen aktiven Nahrstofftransport durch die Chondrozyten (AFOKE
et al., 1984).

Sowohl bei der Diffusion, als auch bei der Konvektion mussen zwei Barrieren
uberwunden werden: das Synovialgewebe und die Knorpelmatrix (FISCHER et al.,
1995). Ein Groldteil des interstitiellen Wassers ist frei mit der Synovialflissigkeit
austauschbar (TORZILLI et al., 1983). Der Transport geloster Stoffe durch die
selektiv permeable Matrix hingegen ist einerseits abhangig von Zusammensetzung
und Organisation der Matrix und hier hauptsachlich von den grofl3en Proteoglykanen
und deren Konzentration (BUCKWALTER und MANKIN, 1997). Andererseits sind
auch Molekulgrofde, -ladung, -typ und andere Charakteristika der Solute, wie zum
Beispiel Molekularkonfiguration, ausschlaggebend fur das Ausmal} ihres Transports
(FISCHER et al., 1995). Dieser kann au3erdem auch durch Mechanismen, wie zum
Beispiel die Bindung an Makromolekile der Matrix oder elektrische

Wechselwirkungen, gehemmt oder geférdert werden (TORZILLI et al., 1987).
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Wahrend der Belastung eines Gelenkknorpels verlaufen Konvektion und Diffusion in
entgegengesetzter Richtung. Da der Ausstrom von Flussigkeit aus dem Knorpel
durch Konvektion jedoch gréfer ist als der Einstrom durch Diffusion, kann zu dieser
Zeit nur eine geringe Flussigkeitsmenge mit den darin enthaltenen Nahrstoffen in den
Knorpel eintreten (TORZILLI et al., 1983).

4.2 Diffusion

Bei Soluten mit geringem Molekulargewicht, wie zum Beispiel Glukose, Sauerstoff,
Laktat, Aminosauren und anorganischen lonen, stellt die belastungsunabhangige
Diffusion den Hauptmechanismus des Nahrstofftransports im Knorpel dar (MAUCK et
al., 2003a; O'HARA et al., 1990), wahrend die Konvektion nur einen zusatzlichen
beschleunigenden Effekt austbt (GARCIA et al., 1996). Versuche mit belasteten und
unbelasteten Knorpelproben zeigen daher keine signifikanten Unterschiede in der
Aufnahme von Harnstoff, der stellvertretend fiir kleinmolekulare Substanzen
verwendet wurde (O'HARA et al.,, 1990). Auch PARKKINEN et al. (1992)
beobachteten, dass die Diffusion von radioaktivem Sulfat in Knorpelproben relativ
schnell erfolgt und zwar unabhangig davon, ob es sich um belastete oder
unbelastete Proben handelt. 70-80% der Gleichgewichtskonzentration wurde bereits
innerhalb von 5 Minuten erreicht.

Rate, Tiefe und Menge der Knorpelpenetration hangen bei der molekularen Diffusion
hauptsachlich von absoluter Konzentration, Konzentrationsgradienten und
struktureller Konfiguration der Solute und des Knorpelgewebes ab (TORZILLI et al.,
1987), also auch von Zusammensetzung und Dichte der Matrix (BURSTEIN et al.,
1993). Daruber hinaus spielen auch die Temperatur (TORZILLI et al., 1993) und die
Diffusionszeit (BURSTEIN et al., 1993) eine wesentliche Rolle. Der
Diffusionskoeffizient (D), der die Proportionalitdt zwischen der Transferrate der
diffundierenden Solute und dem Konzentrationsgradienten reprasentiert, ist daher fur
kleinmolekulare Stoffe im Knorpel mit 2-6x10°cm?/s um das 10- bis 100-fache gréRer
als der Fliissigkeitstransportkoeffizient mit 0,2-2x10""cm?/s, der das AusmaR des
Flissigkeitsflusses im Knorpel beschreibt (O’HARA et al., 1990).
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Abbildung 51: Charakteristische Konzentration-Knorpeltiefe-Profile fiir die Diffusion von Glukose aus
einer externen Lésung in eine 2 mm dicke Knorpelschicht (h) mit 80% Gewebeflissigkeit (B). Aus
TORZILLI et al. (1987).

Die Diffusion von Molekilen aus der Synovialflissigkeit durch den gesamten
Gelenkknorpel hindurch bis zu seiner Grenze am subchondralen Knochen ist
insgesamt gesehen ein relativ langsamer Prozess. Wahrend kleine Solute dazu oft
nur wenige Minuten brauchen, kann es bei sehr grof3en bis zu einigen Tagen dauern
(TORZILLI et al., 1987). Fur das extrem kleine Glukosemolekul (Molekulargewicht
180) ist zum Beispiel mehr als eine Stunde Diffusionszeit nétig, um innerhalb der
gesamten Dicke einer 2 mm starken Knorpelprobe eine relative Konzentration von
mehr als 50% zu erreichen (TORZILLI et al., 1987). Die Diffusionszeit verschiedener
kleiner Substanzen, wie zum Beispiel Wasser, Na* und Li*, betragt im Knorpel mit 13
ms gleichbleibend 60% ihres Diffusionsvermdgens in freier Losung (BURSTEIN et
al., 1993). Erstaunlich ist, dass selbst bei den kleinsten Molekulen auch nach sehr
langen Zeitrdumen kein Gleichgewicht erreicht wird. Das hat nicht nur signifikante
Auswirkungen auf die Knorpelerndhrung und die morphologische Entwicklung,
sondern auch auf den Transport Matrix-abbauender Enzyme in den Knorpel, wie zum

Beispiel Kollagenase oder Hyaluronidase (TORZILLI et al., 1987).

4.2.1 Einfluss der Solute auf die Diffusion

Die Diffusion im Gelenkknorpel wird durch GroRe, Ladung und auch Form der
diffundierenden Substanzen beeinflusst (TORZILLI et al., 1987), wobei die
Diffusionsrate umgekehrt proportional zu GroRe und Ladung ist (TORZILLI et al.,
1997). Mit zunehmender GroRe nimmt daher die diffusionsbedingte Transportrate in

unbelastetem Knorpelgewebe ab.
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Abbildung 52: Charakteristische Konzentration—Knorpeltiefe-Profile nach 1 Std. fur die Diffusion von
Glukose, Inulin und Dextran (Dex-Zahl; Zahl = Molekulargewicht in kDa) aus externer Lésung in eine 2
mm dicke Knorpelprobe (h) mit 80% Gewebeflussigkeit (). Aus TORZILLI et al. (1987).

Sowohl der Diffusionskoeffizient (D) als auch der Grenzflachenteilungskoeffizient (K),
der den Konzentrationsunterschied der jeweiligen Stoffe zwischen externer
Ldsungskonzentration und Knorpelgewebe an der Gelenkoberflache reprasentiert,
sinken bei steigender hydrodynamischer Gréflze (TORZILLI et al., 1993). Molektle ab
einer GroRe des Hamoglobins (Molekulargewicht 69.000) kdnnen den Knorpel nicht
mehr penetrieren (TORZILLI et al., 1983).
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Abbildung 53: Unterschiede des Diffusionskoeffizienten als Funktion der Diffusionszeit fur die flinf
getesteten Solute in bovinem Kniegelenkknorpel bei 37° und pH 7,0. Rechts im Bild (schwarz
umrandet) zum Vergleich die Diffusionskoeffizienten fur Glukose, Inulin und Dextran (MG 10 kDa) aus
MAROUDAS et al. (1975) in humanem Knorpelgewebe. Aus TORZILLI et al. (1987).

Die Diffusion grof3er Substanzen ist auch abhangig von deren Ladung (BURSTEIN et

al., 1993). Bei kleinen Soluten hingegen ist sie kaum von Bedeutung. So bleibt die
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Diffusion von Wasser und Na* auch bei unterschiedlichen pH-Werten unverandert,
und der Diffusionskoeffizient von Wasser, Anionen und Kationen ist sowohl im
Knorpel als auch in freier Lésung sehr ahnlich (BURSTEIN et al., 1993).
Untersuchungen uber Retention und Penetration von groRmolekularem, geladenem
bovinen Serumalbumin (BSA) im Patellaknorpel von Mausen, Ratten, Kaninchen und
Menschen hingegen ergaben, dass die dichte Matrix des hyalinen Knorpels eine
Barriere fur grofl3e anionische Proteine darstellt. Sobald diese ein Molekulargewicht
(MG) von 67 kDa Uuberschreiten, kdnnen sie den Knorpel nicht mehr penetrieren.
Kationische Proteine hingegen konnen bis zu einem MG von 240 kDa in den Knorpel
eindringen (VAN LENT et al.,, 1988). Auch die Retention stark positiv geladenen
BSAs ist 200-500 mal hoher als die von anionischem BSA. Kationisches BSA
penetriert tief in die Matrix aller untersuchten Knorpelproben und verteilt sich diffus
im ganzen Knorpelgewebe. Es erreicht in dickeren Knorpelproben, wie zum Beispiel
Kaninchenknorpel, nach 8 Stunden die kalzifizierte Knorpelzone, in dinneren
Proben, wie zum Beispiel der Patella von Mausen, bereits nach 2 Stunden (VAN
LENT et al., 1988). Bei der Bindung von kationischem BSA an Proteoglykane handelt
es sich anscheinend um eine dynamische Gleichgewichtsreaktion. Bereits
penetrierte kationische BSA-Molekule kdnnen sich 16sen und an neue Proteoglykane
tiefer in der Matrix binden (VAN LENT et al., 1988).

4.2.2 Einfluss der Knorpelstruktur auf die Diffusion

Wie bereits angedeutet, nimmt auch die Knorpelstruktur Einfluss auf die Diffusion
von Wasser und Soluten. Fur die Einschrankung der Molekulbeweglichkeit sind
sowohl die strukturellen Barrieren der Knorpelmatrix als auch elektrische
Wechselwirkungen mit der Matrix von Bedeutung (BURSTEIN et al., 1993; VAN
LENT et al., 1988). Bezuglich der Knorpelstruktur stellen besonders die GAG-Ketten
mit Zwischenraumen von 3-4 nm, aber auch die Kollagenfibrillen mit
Zwischenraumen von 40-400 nm (BURSTEIN et al., 1993) und der Raum zwischen
den Proteoglykanmonomeren und -aggregaten potentielle Diffusionsbarrieren im
Knorpel dar (TORZILLI et al., 1997). Fir die elektrischen Wechselwirkungen sind die
stark negativ geladenen GAGs der Proteoglykane verantwortlich (KUETTNER, 1992;
VAN LENT et al., 1988).
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4.2.2.1 Einfluss der Proteoglykane

Die Einschrankung der Solutmobilitdt erfolgt also hauptsachlich durch die
Proteoglykane (TORZILLI et al., 1997). Basierend auf der Struktur der
Proteoglykanaggregate, gibt es zwei verschiedene extrazellulare Kompartimente fur
die Diffusion. Im intermolekularen Kompartiment zwischen benachbarten
Proteoglykanen und Kollagenfibrillen sind kleine Teilchen wie Glukose und
mittelgroRe wie Inulin (MG 5.000) frei beweglich. Die Mobilitat groler Molekule wie
Dextran (MG 70.000) ist jedoch eingeschrankt. Das intramolekulare Kompartiment
hingegen schlief3t gro3e Molekule vollstandig aus und schrankt bereits den Transport
mittelgroRer Substanzen ein (TORZILLI et al., 1997).

Bei Entfernung der Proteoglykane aus Knorpelproben bleibt die Diffusion kleiner
ungeladener Molekile, wie zum Beispiel Glukose, im Vergleich zu intakten
Knorpelproben unverandert (TORZILLI et al., 1987). Auch GARCIA et al. (1996)
stellten eine Unabhangigkeit der Diffusion kleiner Solute von GAG-Gehalt und
Knorpelhydratation fest. Fur groRe ungeladene Molekile wie Inulin und Dextran
hingegen fiuhrt die Entfernung der Proteoglykane zu einem signifikanten
Diffusionsanstieg. Wahrend bei Dextran bereits nach Entfernung von 71% der
Proteoglykane ein 1,7-facher und nach Entfernung von 93% der Proteoglykane ein
doppelter Anstieg der Diffusion festzustellen ist, kommt es bei Inulin erst nach
Entfernung von 93% der Proteoglykane zu einem 1,6-fachen Anstieg. Dies deutet
darauf hin, dass die groReren Molekule im Vergleich zu den kleineren nicht nur durch
den intra- und intermolekularen Raum der Proteoglykane, sondern moglicherweise
auch durch das Netzwerk der Kollagenfibrillen in hdherem Ausmal} behindert werden
(TORZILLI et al., 1997).
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Abbildung 54: Korrelation zwischen der Diffusionsrate von Inulin und Dextran und dem
Proteoglykangehalt in bovinem Femurknorpelgewebe. Die durchgezogenen Linien zeigen die lineare
Regression (nach dem Prinzip des kleinsten quadratischen Abstands), die gestrichelten Linien
reprasentieren das 95% Konfidenz-Intervall zur Regression (o Inulin; e Dextran). AusTORZILLI et al.
(1997).

Die Entfernung der Proteoglykane lasst jedoch nicht nur den Einstrom, sondern
wahrscheinlich auch den Ausstrom gro3er Moleklle ansteigen. Der drastische
Verlust von aggregierten und neu synthetisierten Proteoglykanmonomeren aus der
Matrix von osteoarthritischem Knorpelgewebe ist damit wahrscheinlich das direkte
Ergebnis erhodhter Mobilitat dieser Makromolekule bei fortschreitendem Abbau der
Matrixkomponenten (TORZILLI et al., 1997).

4.2.2.2 Einfluss der Knorpeloberflache

Neben den Proteoglykanen hat auch die Knorpeloberflache Einfluss auf die Diffusion
im Knorpel. Nach Entfernung der obersten 50 oder 100 ym des Gelenkknorpels
kommt es im gesamten Knorpelgewebe zum Absinken der Konzentration aller
getesteten I6slichen Molekile. Die Dicke der entfernten Oberflachenstruktur (50 oder
100 pym) zieht dabei keine unterschiedlichen Auswirkungen nach sich. Die Integritat
der Gelenkoberflache stellt jedoch nicht nur einen Hauptkontrollmechanismus fur den
molekularen Transport in den Knorpel dar. Die Entfernung der Knorpeloberflache hat
zusatzlich auch eine Erhéhung von Knorpeldeformation und Flissigkeitstransport
sowie eine verringerte Knorpelsteifigkeit zur Folge (TORZILLI et al., 1993).

Die Ursachen fur die abnehmende Diffusion nach Entfernung der Gelenkoberflache
sind jedoch noch unklar. Da aber sowohl in der Lamina splendens als auch in der
tangentialen Oberflachenzone der Wasser- und Kollagengehalt héher und der
Proteoglykangehalt geringer ist als in den darunter liegenden Knorpelregionen,

waren Wechselwirkungen zwischen den diffundierenden Substanzen und den
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Proteoglykanen eine mogliche Erklarung dafur. Zudem fungieren diese obersten
Knorpelregionen wahrscheinlich auch als dehnungsfahige Oberflachenmembran, um
die Expansion des Gewebes aufgrund der Schwellungstendenz der Proteoglykane
im Zaum zu halten. Nach Entfernung der Oberflache konnten sich also die
Proteoglykane ausbreiten, mit den diffundierenden Molekulen interagieren und so
deren Transport durch die Oberflache hindurch behindern. Welche Mechanismen
auch immer dafur verantwortlich sein mégen - die Tatsache, dass eine Beschadigung
der Knorpeloberflache dramatische Konsequenzen bezlglich des Nahr- und
Flussigkeitstransportes im Knorpel zur Folge hat, ist fur die Klinik von auferster
Relevanz (TORZILLI et al., 1993).

4.2.3 Einfluss des Konzentrationsgradienten auf die Diffusion

Der Konzentrationsgradient ist fur die Diffusion nicht von entscheidender Bedeutung.
So fuhrte ein Anstieg des Konzentrationsgradienten entlang der Gelenkoberflache
durch Erhéhung der externen Solutkonzentration um das 100-fache von 0,25 mM auf
25 mM zu keinen signifikanten Veranderungen in Transportrate, K oder den

charakteristischen Konzentrationstiefenprofilen (TORZILLI et al., 1993).

4.2 .4 Einfluss der Zeit auf die Diffusion

Der Diffusionskoeffizient des Wassers ist auch von der Diffusionszeit abhangig. Er
nimmt mit zunehmender Diffusionszeit (zwischen 25 ms und 2 s) ab und betragt nach
etwa 1s nur noch 40% der Diffusionsfahigkeit in freier Losung. Allerdings hat eine
Diffusionszeit von mehr als 1s keine Auswirkungen auf die Diffusionsfahigkeit mehr
(BURSTEIN et al., 1993). K hingegen steigt innerhalb eines Zeitraums von vier
Stunden an und bleibt dann ungefahr konstant. Zwischen D und der Transportzeit
herrscht eine deutlich lineare log-log Beziehung, wahrend zwischen K und der
Diffusionszeit keine signifikante kontinuierliche funktionelle Beziehung festzustellen
ist (TORZILLI et al., 1987).

4.2.5 Einfluss der Temperatur auf die Diffusion

In Versuchen von TORZILLI et al. (1993) flhrte eine Temperaturerhdhung von 10°C
auf 37°C im gesamten Knorpelgewebe zu einem Anstieg der Solutkonzentration um
mehr als das Doppelte. Sowohl D als auch K stiegen mit zunehmender Temperatur

deutlich an. Dies ist wahrscheinlich auf die warme- bzw. energiebedingte erhohte
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Molekularaktivitat zurickzufihren. Die Unterschiede von D Kkorrelieren mit der
Stokes-Einstein Beziehung (TORZILLI et al., 1993):

D =D x T'm/Tn,
wobei T die absolute Temperatur ist und n die Viskositat des interstitiellen Wassers.

Der genaue Mechanismus fur den Anstieg von K bei steigender Temperatur ist noch
durch

des

unbekannt. Eventuell ist jedoch eine erhdhte Oberflachenporositat

warmebedingte  Gewebsexpansion oder ein schnelleres Erreichen

Gleichgewichts der Grund dafur (TORZILLI et al., 1993).

4.3 Konvektion

Die Konvektion stellt eine belastungsabhangige Transportform dar, bei der Flussig-
keit zusammen mit den enthaltenen Molekilen bewegt wird. Der Molekultransport
erfolgt hierbei also durch Mitfihrung. Da die Konvektion aus den Druckgradienten
innerhalb des Gewebes (osmotisch oder hydraulisch) und der mechanischen
Belastung der Matrix resultiert, wird sie sehr stark durch die Pumpvorgange im Zuge
der Knorpelbelastung beeinflusst (TORZILLI et al., 1987). TORZILLI et al. (1983)
fanden jedoch heraus, dass erst ab einer Knorpelbelastung von mindestens 98.1 N
der Flussigkeitseinstrom in den Knorpel groRer ist, als durch alleinige Diffusion.
Diese Belastung entspricht bezuglich der Dimension der verwendeten Proben dem

einfachen Kdrpergewicht eines Menschen (TORZILLI et al., 1983).
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In Knorpelregionen mit der groften Fliel3geschwindigkeit ist ein deutlicher Anstieg
der Matrixbiosynthese festzustellen im Vergleich zu den benachbarten Regionen mit
grofitem hydrostatischen Druck und geringstem FlUssigkeitsfluss. Obwohl diese
Beobachtung den Mechanismus der Stimulierung der Chondrozytenbiosynthese
durch den Flussigkeitsfluss nicht erklart, zeigt sie jedoch dessen Relevanz fur den
Zellstoffwechsel (KIM et al.,, 1994). Unabhangig davon, ob die Molekule in den
Chondrozyten oder an anderen Lokalisationen im Korper synthetisiert werden, ist der
Transport an ihre Wirkungsorte im Knorpel von gréf3ter Wichtigkeit fur Funktion und
Gesunderhaltung des Knorpelgewebes (GARCIA et al., 1996). Auch die fur
Zellstoffwechsel und Matrixsynthese ebenfalls wichtige Eliminierung der
Abfallprodukte aus dem Knorpel wird wahrscheinlich durch die Konvektion
beschleunigt (MAUCK et al., 2003a).

Mit zunehmendem Molekulargewicht sinkt der Diffusionskoeffizient der Solute und
der Einfluss der belastungsabhangigen Konvektion wird grofer. Der Transport
grolierer Moleklle, wie zum Beispiel Serumalbumin, Wachstumsfaktoren, Hormone,
Zytokine, Enzyme und deren Inhibitoren, erfolgt also hauptsachlich durch Konvektion
(MAUCK et al., 2003a; O'HARA et al., 1990). Dennoch wird die Konvektion auch
durch die Molekulgrofie beeinflusst. Steigt diese an, kommt es zum Absinken des
effektiven  Flussigkeitstransportkoeffizienten aufgrund von  Viskositat und
Reibungseffekten (O’HARA et al., 1990).

Ebenso wie die Diffusion ist auch die Konvektion groRer Molekuile unter anderem von
der Knorpelzusammensetzung abhangig. In Knorpelproben mit geringer fixierter
Ladungsdichte erfolgt die Resorptionsrate im allgemeinen schneller als in Proben
hoher fixierter Ladungsdichte. Der Grund daftr liegt wahrscheinlich in der héheren
Flussigkeitspermeabilitat und Diffusionsfahigkeit in weniger ladungsdichten Proben
und damit in einer Erhohung des Flussigkeitstransportkoeffizienten. Dieser ist dann
am grolten, das heildt der FlUssigkeitsfluss ist am starksten, wenn der Druckgradient
hoch und die Knorpelproben degenerativ verandert sind, also einen Verlust von
Proteoglykanen aufweisen. Unabhangig von der Ladungsdichte verlauft die
Resorptionsrate jedoch in belasteten Knorpelproben wesentlich schneller als in
unbelasteten (O’HARA et al., 1990).



Physiologie des Gelenkknorpels 186

0.08
- .
2 9064 0
o )

7] oot
R
© 00
[ =1
°
°
[+
13
L
L e
0 10 20 30 40 50 60
Time minutes
- low FCD plug

0.6
3 |
2 05
Q |
9 o0a
4] 4
-

0.3
g r
= 024
H 1 &

- 0.1 4
|18 13
o_u L L e . " L i 1

0 10 20 30 40 50 60
Time minutes

Abbildung 56: Effekt zyklischer Belastung auf die Aufnahme von mit 2% markiertem humanem
Serumalbumin fir eine Knorpelprobe mit hoher fixierter Ladungsdichte (FCD) (0,17 mEg/g) und eine
mit geringer fixierter Ladungsdichte (0,09 mEqg/g). e -belastete Knorpelprobe; o -
Kontrollknorpelprobe. Aus O'HARA et al. (1990).

4.4 Glukosetransport

Die Versorgung der Chondrozyten mit Glukose ist fur die Aufrechterhaltung ihres
Stoffwechsels essentiell. Aullerdem dient Glukose auch als Vorlaufer fur die intra-
zellulare Synthese von Matrixmakromolekulen. Aufgrund der Avaskularitat des Knor-
pels sind die Diffusionswege zwischen Kapillaren und Knorpelzellen aber sehr lang
und Glukosegehalt und partieller Sauerstoffdruck innerhalb der Matrix damit extrem
gering. Sowohl der geringe Sauerstoffverbrauch als auch die schnelle anaerobe
Laktatsynthese der Chondrozyten deuten darauf hin, dass ATP hauptsachlich auf
glykolytischem Weg erzeugt wird (WINDHABER et al., 2003). Das in den Chon-
drozyten produzierte Laktat verlasst die Zellen auf Isoformen von Monocarboxylat-
Transportern (MCT), hauptsachlich MCT 4 (MEREDITH et al., 2002).

Da die Lipiddoppelschichten der Zellmembranen fir Glukose relativ impermeabel
sind, wird auch Glukose durch Proteincarrier-Molekule in die Zellen transportiert.
Mehrere Na®-unabhangige Isoformen erleichternder Glukosetransporter (GLUT)
wurden bisher in humanen Knorpelzellen entdeckt (konstitutiver GLUT 3 und GLUT
8, induzierbarer GLUT 1 und GLUT 9 (SHIKHMAN, 2001), konstitutiver GLUT 1,
GLUT 3, GLUT 6 und GLUT 8-12 (MOBASHERI et al., 2002; RICHARDSON et al.,
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2003)). GLUT 3 zeigt von den bislang charakterisierten GLUTs die hochste Affinitat
fur Glukose und ist daher moglicherweise fur deren Aufnahme zumindest in bovine
Knorpelzellen hauptverantwortlich (WINDHABER et al., 2003).

Die Aufnahme von Glukose in die Chondrozyten wird aul3erdem noch durch weitere
Faktoren beeinflusst. So wird bei Belastung des Knorpels die Glukoseaufnahme
durch den erhohten Druck reduziert. Moglicherweise ist eine Abnahme des
Molekularvolumens des Carrierproteins die Ursache daflir, da hierdurch das Ausmal
von Konformationsveranderungen reduziert wird, die mit dem Substrattransport
einhergehen (WINDHABER et al., 2003). Auch IL-1B verringert die Aufnahme von
Glukose in die Chondrozyten durch geringere Transporteraffinitat (WINDHABER et
al., 2003). Der Grund dafur ist wahrscheinlich eine Veranderung der relativen Anzahl
der verschiedenen synthetisierten GLUT-Isoformen (RICHARDSON et al., 2003) und
die Induzierung der Bildung von GLUT 1 und 9 durch IL-1B in humanen
Chondrozyten (SHIKHMAN et al., 2001). Bei GLUT 1 handelt es sich um eine
Isoform mit geringer Affinitat, GLUT 9 ist derzeit noch nicht vollstandig charakterisiert
(WINDHABER et al., 2003).

Glukosamine hemmen ebenfalls die Glukoseaufnahme in die Zellen durch
kompetetive Inhibition, da sie ebenfalls ein gutes Substrat fir eine Reihe von GLUT
Isoformen darstellen. lhre Affinitat fur GLUT 2 ist Gber 20 mal hdher als die von
Glukose (ULDRY et al., 2002), wahrend die Affinitat der beiden Substrate fur GLUT 1
und GLUT 4 ahnlich ist (WINDHABER et al., 2003).

Durch den pH-Wert bleibt die Glukoseaufnahme in die Chondrozyten hingegen
unbeeinflusst. Sogar ein steigender Sauregehalt (= sinkender pH-Wert) hat keinerlei
Auswirkung (WINDHABER et al., 2003), da die extrazellulare Matrix selbst relativ
sauer ist. Der Grund dafur liegt zum einen in der hohen fixierten negativen
Ladungsdichte, die freie Kationen (inklusive H*) anzieht, und zum anderen in der
hohen Laktatproduktion durch die Chondrozyten (WILKINS et al., 2000).

5 Flussigkeitshaushalt des Gelenkknorpels

5.1 Flussigkeitsfluss

Wie bereits erwahnt, besteht Gelenkknorpel aus Gewebeflussigkeit (hauptsachlich
Wasser) und einer festen porig-permeablen Matrix (URBAN, 1994). Der hohe

Fllissigkeitsgehalt des Knorpels resultiert aus der hydrophilen Natur seiner
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Proteoglykane, die gleichzeitig auch fur das Schwellungsverhalten des Knorpels
aufgrund des hohen inneren osmotischen Drucks verantwortlich ist (TORZILLI et al.,
1983).
Die biphasische Natur des Knorpels, einschlieBlich der Wechselwirkungen seiner
Bestandteile Wasser, Elektrolyte und Matrix, ist also fur seine mechanischen
Eigenschaften und damit auch fur seine Belastbarkeit von groRer Bedeutung (MOW
et al., 1984; URBAN, 1994), da sie bei Belastung des Knorpels den Druck auf die
Matrix reduziert und somit die Matrix schitzt. Der Kompressionsdruck, der auf die
feste Matrix infolge einer Druckverteilung Pa an der Oberflache einwirkt, hangt von
der Festigkeit des Gewebes (das Verhaltnis des Volumens der soliden Matrix Vs zum
Gesamtvolumen des Gewebes Vy) im Verhaltnis (Vs/V1)Pa ab (HOU et al., 1992). Da
die Wasserkonzentration an der Oberflache des Gelenkknorpels bis zu 85% betragt,
wirken nur 15% des Belastungsdrucks auf die solide Matrix. Der Druck auf die
Knorpelflachen betragt normalerweise nicht mehr als 3-10 MPa und der
Kompressionsdruck auf die Proteoglykan—Kollagen-Matrix somit nicht mehr als 0,45-
1,5 MPa (ATESHIAN et al., 1994). Die Belastung an der Knorpeloberflache ist selbst
bei unterschiedlich gro3en Tierarten relativ konstant (PARKKINEN et al., 1992).
Jeder hydraulische oder osmotische Druckgradient, der auf den Knorpel einwirkt,
verursacht einen Fluss von Flussigkeit und lonen durch die Matrix (COHEN et al.,
1998). Die Flussigkeitsbewegung spielt grundsatzlich eine Rolle in:
e biologischen Prozessen aufgrund der Steigerung des Transports von
Nahrstoffen und Abfallprodukten in und aus dem Knorpel
e Deformierungsprozessen durch Kontrolle der Flissigkeitstransportrate durch
das deformierte Gewebe hindurch mit Hilfe nicht-linearer Wechselwirkungen
und
e funktionellen Prozessen durch Versorgung der Gelenkoberflachen mit
Gleitmittel durch Exsudation und Imbibition bei Knorpeldeformation (MOW et
al., 1984).
Der FlUssigkeitsfluss ist abhangig von Knorpeldicke, -steifigkeit, -konfiguration,
Oberflachenporositat, Permeabilitdt und  Poissonzahl, sowie von der
charakteristischen Belastungsfrequenz (TORZILLI und MOW, 1976), jedoch auch
von der Zusammensetzung der Flussigkeit selbst. So Uben die in der
Interstitialflissigkeit enthaltenen Gegenionen mit ihren physikalisch-chemischen

Merkmalen, zu denen unter anderem Wertigkeit und Konzentration gehoren, einen
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signifikanten Effekt auf die Antwort des Knorpels bei Druck und Zug aus. Ein Anstieg
der interstitiellen  Natriumkonzentration  verursacht beispielsweise einen
ladungsabschirmenden Effekt auf die dicht gelagerten anionischen Gruppen der
GAGs. Dieser kann wiederum die Proteoglykane dazu veranlassen, ihr
ausgedehntes Losungsvolumen zusammenzuziehen. Makroskopisch fuhrt dies zur
Abnahme von GewebegroRe und -masse, verursacht durch das Absinken der
Gewebehydratation (MOW et al., 1984).

Experimente zeigen auch, dass sowohl die Modulation intra- und intermolekularer
AbstoBungskrafte zwischen den Ladungsgruppen der Proteoglykane als auch die
Unterbrechung elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen Kollagen und
Proteoglykanen  durch  Veranderungen der Gegenionen-Umgebung  die
Kompressions-, Spannungs- und Schereigenschaften des Gewebes beeinflussen
konnen. Aus diesen Studien geht auch hervor, dass sowohl die Bewegung der
Interstitialflissigkeit als auch die Rate des lonentransports von herausragender
Wichtigkeit fur die Knorpelfunktion sind (MOW et al., 1984).

Eine Verringerung der Matrixsteife fuhrt aufgrund starkerer Deformation der
Knorpeloberflache zur Bildung eines dickeren Flussigkeitsfilms. Knorpel mit einer
Steifigkeit von 0,5 MPa bildet daher einen dickeren Flussigkeitsfilm mit geringerem
Spitzendruck als Knorpel mit einer Steifigkeit von 2,5 MPa (HOU et al., 1992).

Die Poissonzahl ist das negative Verhaltnis der relativen lateralen Dickenanderung
zur relativen axialen Langenanderung. Eine hohere Poissonzahl fuhrt zur
VergrofRerung von Knorpeldeformation und belasteter Region. Die Ausbreitung der
Belastung verhindert den schnellen Lateralfluss des Schmiermittels und verlangert
somit die Zeit des Schmierfilms an der belasteten Stelle (HOU et al., 1992).

Bezuglich des  Einflusses der Knorpelgewebskonfiguration auf den
FlUssigkeitstransport ist besonders die Konformation der Proteoglykane und
Kollagene, sowie die Integritat der Gelenkoberflache von Bedeutung (TORZILLI et
al., 1993). Aus den strukturellen Unterschieden der verschiedenen Knorpelzonen
resultiert auch deren unterschiedlicher Wassergehalt. So betragt der Wassergehalt in
der oberflachlichsten Knorpelschicht mehr als 85% (ATHESIAN et al., 1994,
TORZILLI et al., 1983) und sinkt gleichmaRig mit zunehmender Knorpeltiefe auf fast
70% an der Grenze zwischen Knorpel und subchondralem Knochen (TORZILLI et
al., 1983). AulRerdem unterliegt der Wasserhaushalt des Gelenkknorpels weiteren

Schwankungen. Knorpelgebiete, die hauptsachlich durch Druck beansprucht werden,
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wie zum Beispiel die vom Meniskus bedeckten Anteile des Tibiakopfes, besitzen
einen geringeren Wassergehalt und eine groRere Wasseraufnahmekapazitat als
Knorpelflachen, die eher durch gleitende Reibung in Anspruch genommen werden
(PUHL, 1974).

Der bei der Knorpeldeformation entstehende Quetschfilm (squeeze-film) ist das
direkte Ergebnis des Druckgradienten und das indirekte Ergebnis der Matrix-
verdichtung.
Die Bewegung des Schmierfilms kann durch Darcy’s Gesetz und dessen
Modifikationen beschrieben werden:

Q = kAp/Ah,
wobei Q die Volumenflussrate pro Knorpelquerschnitteinheit, Ap der Druckabfall pro
Einheit der Knorpelprobendicke 4/ und k der Permeabilitatskoeffizient ist. Darcy’s
Gesetz ist von der Matrixdeformation unabhangig und nur der Druckgradient der
Fllssigkeit ist von Bedeutung. Es hangt also von der Oberflachenporositat und der
Matrixpermeabilitat ab (TORZILLI und MOW, 1976).
Beim Flussigkeitsfluss aufgrund einer Verdichtung der soliden Matrix hingegen ist der
direkte Druck vernachlassigbar. Die Flussigkeitsbewegung erfolgt hier aufgrund der
Volumenanderung der soliden Matrix, wodurch ein Druckgradient innerhalb der
Interstitialfliissigkeit hervorgerufen wird. In gesundem Gelenkknorpel, in dem die
Permeabilitat sehr gering ist, dominiert die Flussigkeitsbewegung aufgrund des
Verdichtungseffekts. So ist der Anteil dieses mechanischen Pumpeffekts beim
tangentialen Fluss 785 mal und beim Fluss durch die Knorpeloberflache Gber 48.000
mal groRer, als der Fluss aufgrund des direkten Druckgradienten. Nur in der
Ubergangsphase der FlieRumkehr stellt der direkte Druckeffekt den entscheidenden
Mechanismus des FlUssigkeitstransportes dar (TORZILLI und MOW, 1976)
(Genaueres s. Kapitel 6 Einfluss der Knorpeldeformation auf den Flussigkeits- und
Soluttransport).
In degenerativ verandertem Knorpel, der durch erhdhte Oberflachenporositat und
Permeabilitat sowie verminderte Knorpelsteifigkeit gekennzeichnet ist, ist der Einfluss
des direkten Druckeffektes mit dem der Konsolidierung vergleichbar. Bei Belastung
findet eine erhéhte Exsudation von Fliissigkeit und wahrend der Ubergangs- und
unbelasteten Phase eine verstarkte Imbibition von Flussigkeit in der Kontaktregion

statt, sowie vermehrte Exsudation au3erhalb dieser Region. Dies fuhrt zu einer sehr
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starken zirkulatorischen Flussigkeitsbewegung im Knorpel und seiner Oberflache
(TORZILLI und MOW, 1976).

AP GWYNN et al. (2002) entwickelten nach ihrer Entdeckung der durch
Kollagenfibrillen begrenzten und perpendikular zur Knorpeloberflache angeordneten
Tubuli in der radiaren Knorpelzone eine weitere Theorie Uber die Reaktion des
Knorpelgewebes auf mechanische Belastung:

Bei Belastung des Gelenkknorpels wird zunachst die Oberflachenzone, in der die
Kollagentubuli fehlen, direkt unter dem Kontaktbereich stark komprimiert. Mit der Zeit
breitet sich die Flussigkeit strahlenformig aus und verteilt somit den Druck
gleichmafig. Auf diese Weise nimmt die Belastung in der Oberflachenzone ab und in
den tieferen Knorpelschichten zu. Da die kollagenen Tubuli einen lateralen
Flussigkeitsfluss parallel zur Oberflache verhindern, wird dieser senkrecht zur
Oberflache in die tieferen Schichten gezwungen. Ohne lateral in eine permeablere
Knorpelregion vorzudringen zu kénnen, muss die Flussigkeit also innerhalb der
Tubuli durch die weniger permeablen komprimierten Proteoglykane und die stark
zusammengepresste dichte Kollagenfibrillenschicht der Oberflachenzone flielRen.
Dieser Mechanismus ware optimal fur den Knorpel, um gréReren Belastungen Uber
einen langeren Zeitraum ohne starke, eventuell schadigende Deformation seiner
soliden Matrix standhalten zu konnen.

Die Theorie von AP GWYNN et al. (2002) wird unterstutzt durch Untersuchungen von
KAAB et al. (1999) am Tibiaknorpel von Kaninchen unter Belastung. Sogar bei
Belastungen mit einem 3-fachen des Koérpergewichts wird die kollagene Matrix neben
der direkt belasteten Region kaum deformiert und auch nicht lateral hervorgewadlbt.
Den Grund dafur konnten die Tubuli darstellen. Auch die Beobachtungen von
MACIROWSKI et al. (1994), dass der Widerstand gegenuber dem Flussigkeitsfluss
parallel zur Knorpeloberflache wesentlich starker ist als perpendikular, unterstutzen

diese Theorie.

5.2 Permeabilitat

Die Permeabilitat eines Gewebes ist das makroskopische Mal fur die Fahigkeit einer
Flissigkeit, die porig-permeable Matrix durchflielen zu kénnen. Sie ist umgekehrt
proportional zur Reibung, die durch die Flussigkeit auf die Matrix ausgelbt wird
(COHEN et al., 1998). Obwohl die Porositat des Knorpelgewebes mit etwa 80% sehr
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grol} ist, ist seine Permeabilitdt aufgrund der geringen Porengrof3e relativ gering
(HLAVACEK, 1993), wodurch bereits bei sehr geringer FlieRgeschwindigkeit grolle
Reibungskrafte auf die Matrix einwirken. Dieser Reibungswiderstand scheint
zusammen mit dem Fluss der Interstitialflissigkeit den Hauptmechanismus fur die
Lastunterstutzung in den Gelenken darzustellen (COHEN et al., 1998).

Die Permeabilitat ist unter anderem abhangig von der jeweiligen Knorpelzone, dem
lonengehalt der FlUssigkeit, der Knorpelkompression, sowie dem Wasser- und
Uronsauregehalt. TORZILLI und MOW (1976) berichten Uber eine Zunahme der
Permeabilitat von den oberflachlichen zu den tieferen Knorpelschichten. Die durch
die Oberflachenschicht gezwungene Flussigkeit kann somit leichter in die tiefen
Knorpelschichten vordringen und innerhalb des Gewebes zirkulieren. Auf diese
Weise haben die Chondrozyten genug Zeit, die von ihnen bendétigte Menge an
Nahrstoffen aufzunehmen (TORZILLI und MOW, 1976). Diese Tatsache scheint
auch die von AP GWYNN et al. (2002) beschriebene tubuldre Anordnung der
Kollagene in den tieferen Knorpelschichten zu bestatigen.

Die Abhangigkeit der Permeabilitdit vom lonengehalt der Ldsungsflissigkeit wurde
erstmals von EDWARDS (1967) am Huftknorpel von Hunden untersucht. Dabei
wurde bei zunehmender lonenkonzentration auch ein Anstieg der Permeabilitat
festgestellt.

Bei Kompression nimmt die Permeabilitdt des Gelenkknorpels ab. Dabei sinkt die
Permeabilitatsrate bei starker Belastung langsamer als bei geringerer Belastung
(MANSOUR und MOW, 1976). Der Grund hierfur liegt sowohl in der Verkleinerung
der Matrixporen durch Kompression und dem dadurch erhéhten Reibungswiderstand
(COHEN et al., 1998), als auch in einer Zunahme der fixierten Ladungsdichte
aufgrund der Verdichtung der Proteoglykane (MOW et al.,, 1984, MOW und
MANSOUR, 1977). Diese mechanische Ruckkopplung starkt und schitzt den
Knorpel durch Limitierung der Fliegeschwindigkeit (COHEN et al., 1998). Da zu
Beginn die Belastung und damit auch der Druck geringer sind, ist die Permeabilitat
des Knorpels hoch und eine grof3e Flussigkeitsmenge kann in das Gelenk austreten.
Die Zunahme von Belastung und Druck fuhrt dann zur Verringerung der
Knorpelpermeabilitat. Die Flussigkeit kann nicht mehr so leicht aus dem Gelenkspalt
in den Knorpel zurlckstromen und der Schmierfilm zwischen den artikulierenden
Gelenkflachen bleibt erhalten. Bei Entfernung der Belastung erreicht das

Knorpelgewebe wieder seinen urspringlichen Zustand und die erhdhte Permeabilitat
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erleichtert das Wiederanschwellen des Knorpels in seinen ursprunglichen
Hydrationszustand (MANSOUR und MOW, 1976).

5.3 Viskoelastizitat

Viskoelastizitat ist definiert als die zeitabhangige Antwort eines Materials, das einer
konstanten Belastung oder Deformation ausgesetzt wird (COHEN et al., 1998).
Solange die Belastungsdauer ausreichend kurzer als die Erholungszeit ist, verhalten
sich viskoelastische Materialien elastisch (MOW et al., 1974), da hier die Deformation
aufgrund des Flussigkeitsflusses vernachlassigbar ist (TORZILLI und MOW, 1976).
Beim Gelenkknorpel handelt es sich um ein viskoelastisches Material, das aus zwei
getrennten Phasen besteht: der festen (organische extrazellulare Matrix) und der
flussigen Phase (interstitielles Wasser mit den darin gelésten anorganischen Salzen)
(VANWANSEELE et al.,, 2002). Die bei der Kompression des Gelenkknorpels
entstehende Druckveranderung hat einen Fluss der Interstitialflissigkeit durch die
feste porig-permeable extrazellulare Knorpelmatrix zur Folge. Dieser Fluss erzeugt
einen erheblichen Reibungswiderstand, der hauptsachlich fur die viskoelastische
Eigenschaft des Knorpels bei Kompression verantwortlich ist (MOW et al., 1992;
HLAVACEK, 1993; VANWANSEELE et al., 2002). Allerdings beeinflussen auch
flieBunabhangige viskoelastische Mechanismen sowie die viskoelastischen
Eigenschaften der Matrix selbst die Deformation des Gelenkknorpels (MOW et al.,
1984; SETTON et al., 1994; VANWANSEELE et al., 2002; ZHU et al., 1993).

Es agieren also drei Hauptkrafte um die Belastung auszugleichen: die Krafte, die
durch den Druck entstehen, der sich jeweils in der festen und flussigen Phase
entwickelt und die Reibungskraft, die durch den Flussigkeitsfluss durch die feste
Phase hindurch verursacht wird (COHEN et al., 1998).

Wenn die Belastungsdauer langer als die Erholungszeit oder die Kompression
konstant ist, wird der Flussigkeitsfluss stark erhoht (TORZILLI und MOW, 1976) und
der Gelenkknorpel reagiert als viskoelastisches Material mit den zwei
charakteristischen Antworten Kriechverformung (,creep®) und Spannungsrelaxation
(COHEN et al., 1998).

Die Kriechverformung findet bei konstanter Belastung statt. Typischerweise antwortet
viskoelastisches Material auf diese Art der Belastung mit dem HerausflieRen von
Interstitialflissigkeit (MOW et al., 1984), sowohl von der komprimierten Knorpelregion

in die nicht komprimierten Matrixgebiete als auch Uber die Gelenkoberflache in den



Physiologie des Gelenkknorpels 194

Gelenkspalt. Der Knorpel wird erst schnell und dann langsamer deformiert, bis ein
Gleichgewicht erreicht ist, bei dem das osmotische Potential des Proteoglykangels
einen zur Belastung vergleichbaren Druck erreicht und die Deformation des Knorpels
stoppt (COHEN et al.,, 1998, POOLE et al, 1984). Es laufen also zwei
unterschiedliche Reaktionsmechanismen nacheinander ab. Innerhalb von 500 msec
nach Belastungsbeginn erfolgt eine elastische Sofortantwort, die in der direkten
Kompression und dem leichten Auseinanderweichen der Matrix besteht. Wie bereits
erwahnt, stellen hierbei die Kollagenfasern den begrenzenden und somit
formwahrenden Faktor dar. Die zweite, bis zu mehrere Stunden dauernde Reaktion
stellt die eigentliche Kriechverformung dar. Hierbei fliet solange Wasser aus dem
belasteten Knorpelgebiet, bis der auf diese Weise steigende osmotische Druck mit
dem auleren Druck im Gleichgewicht ist (MADOURAS, 1979 und 1976; JURVELIN
et al., 1990). 10% der Kriechverformung finden bereits in der ersten Sekunde
(SETTON et al.,, 1993), 25% in den ersten 20 Sekunden der Belastung statt
(ATHANASIOU et al.,1991). Die Kompressionssteife des Knorpels nimmt dabei mit
der Geschwindigkeit der Deformation zu (KIM et al., 1995).

Konstante Deformation bewirkt im Knorpel anfangs eine hohe Spannung, die mit der
Zeit progressiv sinkt, bis ein Gleichgewicht zwischen Spannung und
Deformationskraft erreicht ist. Diese zeitabhangige Spannung des Gewebes wird als

Spannungsrelaxation bezeichnet (COHEN et al., 1998).

5.4 Das Schwellungsverhalten des Gelenkknorpels

Seine einzigartigen biomechanischen Eigenschaften mit der Kombination aus
Elastizitat und Steifigkeit erhalt der Gelenkknorpel vor allem durch das Gleichgewicht
zwischen osmotischem Schwellungsdruck der polyanionischen GAG-Ketten und den
Zugkraften, die sich im umliegenden Kollagennetz dadurch entwickeln
(ACKERMANN und STEINMEYER, 2005; BRAMA et al., 2000a und 2002; LAI et al.,
1991; MOW et al., 1992; WILSON et al.,, 2005; ZHU et al.,, 1996). Dieses
Kraftegleichgewicht ermdglicht der Knorpelmatrix, dem Druck mechanischer
Belastung standzuhalten und diesen Uber den gesamten Gelenkknorpel zu verteilen
(HALL et al., 2003; MODIS et al., 1996; MUIR et al., 1995; ROUGHLEY und LEE,
1994).

Lange Zeit wurde vermutet, dass das Schwellungsverhalten des Gelenkknorpels

ausschlieRlich mit dem Donnan’schen Druck zusammenhange. Der ,Donnan Effekt*



Physiologie des Gelenkknorpels 195

wird dadurch erreicht, dass der Anstieg der Gesamtkonzentration anorganischer
lonen auch zum Anstieg der Osmolaritat des Knorpels fuhrt (BUCKWALTER und
MANKIN, 1997).
Die idealisierte Form des Donnan'schen Gesetzes uber das Gleichgewicht der
lonenverteilung im Knorpel lautet:

c(c+c)=c*
wobei ¢ die Konzentration eines lons im Knorpel ist, c¢" die fixe Ladungsdichte der
extrazellularen Matrix und c* die Konzentration eines neutralen Salzes, wie zum
Beispiel NaCl in der Flussigkeit auRerhalb des Knorpels (COHEN et al., 1998).
Da die daraus resultierende lonenkonzentration im Knorpel hoher als in der
umliegenden Synovialflissigkeit ist, wird in der Matrix ein Druck aufgebaut, der als
Donnan’scher osmotischer Druck bezeichnet wird. Der dadurch hervorgerufene
Flussigkeitsfluss in das Knorpelgewebe erfolgt mit dem Ziel des osmotischen
Gleichgewichts (COHEN et al., 1998; WILSON et al., 2005). Um die fixierten
negativen Ladungen zu neutralisieren, bilden sich immer Wolken von im interstitiellen
Wasser gelésten Gegenionen (zum Beispiel Ca*™ und Na* ) und Co-lonen (z.B. CI)
um diese Ladungen herum. Diese lonen sind durch Konvektion und Diffusion mit der
Interstitialflussigkeit frei beweglich. Die fixierten Ladungen kdnnen also nicht nur die
Gewebehydratation beeinflussen, sondern auch den Flussigkeits- und lonentransport
durch die Matrix kontrollieren (SUN et al., 2004).
Untersuchungen ergaben jedoch, dass eine weiterer Grund fur die
Schwellungstendenz des Knorpels in der gegenseitigen AbstoRung der dicht
aneinanderliegenden negativ geladenen Sulfat- und Carboxylgruppen liegt, die
entlang der CS- und KS-Ketten sowie der Hyaluronsauremolekdle fixiert sind (LAI et
al.,, 1991; SUN et al.,, 2004). Auf diese Weise tendieren die Proteoglykane zur
Expansion, ziehen Wasser in das Gewebe und halten es darin fest (HARDINGHAM
et al., 1986).
Die Proteoglykane sind aber aufgrund ihrer GroRe und Aggregationsfahigkeit sowie
durch die parallel zur Langsachse der Kollagenfibrillen verlaufenden GAG-Ketten der
Aggrekane im kollagenen Netzwerk verstrickt und somit immobilisiert (MODIS et al.,
1996). Daher konnen sie ihr vollstandiges Losungsvolumen nicht erreichen (das
Anschwellen der Aggrekane wird auf 20% ihres maximal moglichen
Schwellungsvolumens eingeschrankt) und befinden sich auch ohne aulere
Belastung unter Spannung (MOW et al., 1984; SETTON et al., 1993). Aul’erdem sind
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auf diese Weise hohe Aggrekankonzentrationen von bis zu 30-50 mg/ml erreichbar
(KUETTNER, 1992).
Dieser auch als ,chemischer Expansionsdruck® bezeichnete Effekt hangt zusatzlich
auch von der inneren lonenkonzentration der Losung ab, die um die Proteoglykane
flieRt. Diese lonen halten namlich die geladenen Gruppen davon ab, miteinander zu
interagieren.
Der chemische Expansionsdruck c° kann berechnet werden tber

c°=a,c exp(-kc*),

Fist die fixe

wobei es sich bei a, und k um Materialkoeffizienten handelt; c
Ladungsdichte der extrazellularen Matrix und c* die Konzentration eines neutralen
Salzes in der FlUssigkeit aul3erhalb des Knorpels (LAl et al., 1991).

Der totale Schwellungsdruck des Knorpels ist also gleich der Summe des
chemischen Expansionsdruckes c° und des Donnan’schen osmotischen Druckes I1.
In einer physiologischen NaCl-Losung leisten der chemische Expansionsdruck und
der Donnan’sche osmotische Druck fast denselben Beitrag zum totalen
Schwellungsdruck wie im Gelenkknorpel. Der Schwellungsdruck tragt insgesamt
jedoch nur minimal zur Knorpelsteifigkeit bei, die ja hauptsachlich durch den Druck in

der fest elastischen Matrix erreicht wird (MOW et al., 1994).

5.5 Schmierfilm der Gelenkflachen

Das Synovialgelenk wird einer Vielzahl verschiedener Belastungsbedingungen mit
einer weiten Spanne unterschiedlicher Geschwindigkeiten ausgesetzt, alle begleitet
von bemerkenswert geringen Reibungskraften. Diese Reibungsreduzierung erfolgt
durch die Schmierung des Gelenkknorpels und dient dem Schutz des Knorpels vor
Verschleiy und mechanischen Schaden (KIRK et al., 1993; TORZILLI und MOW,
1976). Gesunde Gelenke besitzen einen sehr geringen Reibungskoeffizienten, der
zwischen 0,002 und 0,02 liegt und bei mehrstiindiger konstanter Belastung auf 0,2-
0,4 ansteigt (KRISHNAN et al., 2004a).

Die Gelenkschmierung erfolgt einerseits durch eine 0,1-0,4 pm dicke Schicht
hochkonzentrierter Phospholipide, die sich an der aulersten Knorpeloberflache
befindet (KIRK et al., 1993), und andererseits durch die Synovialflissigkeit, die
gleichzeitig auch der Ernahrung des Knorpels dient (HLAVACEK, 1993). Bei den
Phospholipiden handelt es sich zu 41% um Phosphatidylcholin, 32% Sphingomyelin

und 27% Phosphatidylethanolamin. In allen drei Phospholipidklassen ist die Olsiure
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die am haufigsten anzutreffende Fettsaure. Es befinden sich jedoch sowohl
gesattigte (43%) als auch ungesattigte (57%) Fettsduren in jeder Klasse. Je langer
die Ketten sind und je hoher der Anteil an ungesattigte Fettsauren, desto mehr wird
der Reibungskoeffizient gesenkt (SARMA et al., 2001).

Da die Phospholipide hydrophob sind, konnen sie den Austausch wassriger Solute
durch die Knorpeloberflache hindurch verhindern und als wasserdichtes Agens die
Schmierflissigkeit in der Kontaktzone der Gelenkflachen zurickhalten. Diese
Eigenschaft wird durch die dichte Natur der Gelenkoberflache unterstitzt (KIRK et
al., 1993). Die Phospholipidschicht ist besonders bei hoher Belastung und
gleichzeitig geringer Geschwindigkeit zum Schutz des Knorpels von Bedeutung, da

hier hydrodynamische Prozesse nicht mehr wirken (KIRK et al., 1993).

Die Synovialflissigkeit, die von der Synovialmembran der Gelenke sezerniert wird,
bildet auf dem Gelenkknorpel eine Grenzschicht. Ihr Volumen variiert je nach Gelenk
und betragt im Knie, dem gréflten Synovialgelenk des Menschen, etwa 1 ml
(TORZILLI und MOW, 1976). Bei der Synovialflissigkeit handelt es sich um ein
Dialysat aus Blutplasma, zu dem wahrend der Diffusion durch die Synovialmembran
kleine Mengen eines Hyaluronsaure-Protein-Makromolekul-Komplexes hinzugefugt
werden. Diese Komplexe bilden ein kurzlebiges makromolekulares Netzwerk, das der
Synovialflissigkeit ihre viskoelastische Eigenschaft verleint (HLAVACEK, 1993). Die
hohe Viskositat der Synovialflissigkeit sinkt mit steigender Scherkrafteinwirkung und
zeigt damit ein nicht-Newton’sches Verhalten (RUDRAIAH et al., 1991).

Bezuglich der Gelenkschmierung gibt es mehrere Theorien, die abhangig von den
jeweiligen Belastungsarten in unterschiedlichen Kombinationen fungieren (SARMA et
al., 2001):

CHARNLEY  postulierte bereits 1959 die Grenzflachenschmierung als
verantwortlichen Mechanismus fur die Schmierung des Gelenkknorpels. Bei dieser
Theorie ist der Reibungskoeffizient unabhangig von der Viskositat des
Schmiermittels und nur die Qualitat des Schmiermittels ist entscheidend. Es besteht
aus Molekulen mit einem hohen Molekulargewicht, wie zum Beispiel Hyaluronsaure
und Proteinen (KUMAR et al., 2001) beziehungsweise aus einem Glykoprotein
(CHARNLEY, 1959; DIJKGRAAF et al, 1995). Das Glykoprotein Lubricin
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beispielsweise ist fur die schmierenden Eigenschaften der Synovialflussigkeit, in der
es sich befindet, mitverantwortlich (JAY et al., 2001; SARMA et al., 2001; SCHWARZ
und HILLS, 1998). Es besteht hauptsachlich aus Protein und Kohlenhydraten, aber
auch aus einem geringen Anteil an Phospholipiden. Seine Fahigkeit, die Oberflachen
des Gelenkknorpels zu ummanteln, erlangt es wahrscheinlich sowohl durch
hydrophoben Charakter als auch durch die Aggregatbildung der einzelnen
Lubricinpolymere (JAY et al, 2001). AulRerdem ist auch die mehrlagige
Phoshpolipidschicht an der Oberflaiche des Gelenkknorpels an der
Grenzflachenschmierung beteiligt (SCHWARZ und HILLS, 1998).
Grenzflachenschmiermittel kdnnen die physikalisch-chemischen Eigenschaften einer
Oberflache verandern. Sie binden an belastete Oberflachen und erzeugen eine
gegenseitige Abstollung (JAY et al., 2001). Die Knorpeloberflachen gleiten Uber
diese Molekule wie Uber die Borsten eines Teppichs, die einen direkten Kontakt
zwischen den artikulierenden Knorpelflachen verhindern (CHARNLEY, 1959;
DIJKGRAAF et al.,, 1995; SARMA et al.,, 2001). Laut CHARNLEY (1959) und
DIJKGRAAF et al. (1995) tritt die Grenzflachenschmierung vor allem bei geringer
Belastung in Funktion, wahrend sie laut SARMA et al. (2001) bei schwerer Belastung
stattfindet.

Die ,weeping“-Theorie hingegen besagt, dass es bei der Belastung des Knorpels zu
einem Anstieg des inneren hydrostatischen Drucks kommt. Sobald dieser den
osmotischen Druck Ubersteigt, wird Interstitialflissigkeit aus der komprimierten
Knorpelregion uber die Knorpeloberflache in den Gelenkspalt gepresst. Die
exsudierte Interstitialflissigkeit bildet dort einen Schmierfilm, der durch einen
Selbstdruckmechanismus, genannt weeping lubrication, aufrechterhalten wird.
Aulerhalb der belasteten Region erfolgt die Flussigkeitsresorption. Dieser
Mechanismus tritt vor allem bei schwerer Knorpelbelastung in Kraft (DIJKGRAAF et
al., 1995).

Eine weitere Theorie zur Schmierung der Knorpeloberflache, die sogenannte
.pboosted lubrication“, geht davon aus, dass die I6slichen Komponenten der
Synovialflissigkeit zwischen den artikulierenden Oberflachen eingeschlossen sind
und bei Kompression langsam uber die Kontaktregion in die darunter liegenden

Knorpelbereiche hineingepresst werden. Aufgrund der extrem kleinen Porengrolde
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des Knorpels hinterlasst dieser Filtrationsprozess zusammen mit der Rauigkeit der
Gelenkoberflache einen konzentrierten Schmierfilm, der besonders reich an
Hyaluronsaure-Protein-Komplexen ist. Dieser Film kann den Knorpel nicht
penetrieren und bleibt daher auf der Gelenkflache (WALKER et al., 1968). Das
Ausmal} der Gelformation hangt sowohl von der Ausgangskonzentration der
Makromolekule in der Synovialflissigkeit als auch von den Filtrationseigenschaften
der Gelenkoberflache ab. Diese Hypothese basiert auf der Annahme, dass bei
abnehmender Dicke des Flussigkeitsfiims der viskdse Widerstand des lateralen
Flusses aufgrund der Bewegung des Schmierfilms groRer wird als der Widerstand
gegenuber dem Fluss in den Knorpel (MOW et al., 1984).

Bei dieser Theorie wird jedoch falschlicherweise von einer unregelmafigen und nicht
von einer glatten Gelenkflache ausgegangen. KIRK et al. (1993) konnten aber in
Versuchen mit Gelenkknorpelproben nachweisen, dass die Knorpeloberflache in
unbelastetem, hydriertem Zustand extrem glatt ist. Bei den an der Knorpeloberflache
unter anderem von WALKER et al. (1968) beschriebenen Vertiefungen, Wellen und
Erhebungen von Groélien zwischen 1 und 500 ym handelt es sich wahrscheinlich um
luftkontaktbedingte Dehydratationserscheinungen der Knorpeloberflache. Die
Exposition des Gelenkknorpels mit Luft, wie zum Beispiel bei chirurgischen Ein-
griffen, fihrt bereits nach 6 bis 48 Minuten zu irreversiblen Dehydratationsartefakten
des Knorpels in Form von UnregelmaRigkeiten der Knorpeloberflache. Je langer
Knorpel der Luft ausgesetzt ist, desto progressiver werden diese Veranderungen.
Auch der Kontakt mit Synovialflussigkeit reicht bereits nach kurzer Zeit nicht mehr
aus, um das dehydrierte Knorpelgewebe zu reparieren. Die Schaden kdnnen
Anormalitaten in Verschleid und Schmierprozessen nach sich ziehen und so

womaoglich zu degenerativen Gelenkbedingungen fuhren (KIRK et al., 1993).

Auch HLAVACEK (1993 und 2000) geht davon aus, dass die Synovialflussigkeit aus
einer  biphasischen  Mischung zweier nicht  miteinander  mischbarer,
unkomprimierbarer Flussigkeiten besteht, der viskosen Newton’schen und der
idealen Phase. Die ideale Phase setzt sich aus Wasser und allen Substanzen mit
geringem Molekulargewicht zusammen. Bei Belastung des Gelenks kann nur diese
Phase den Knorpel aufgrund des entstehenden Druckgradienten penetrieren, nicht
jedoch die viskose Phase. Der Fluss der idealen Phase ist direkt nach

Belastungsbeginn hoch, nimmt mit der Zeit ab und tendiert theoretisch auf Dauer zu
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einem konstanten Fluss in der Knorpelmatrix. Auch der Seitwartsfluss der
Synovialflissigkeit ist anfangs hoch, fallt dann jedoch schnell ab.

Die viskdse Phase wird durch den Hyaluronsaure-Protein-Komplex gebildet, wobei
die Viskositat der Synovialflissigkeit eher von der Hyaluronsaure als vom
Proteingehalt herruhrt. Bei Zusammenbruch des Hyaluronsauregehalts sinkt namlich
die Viskositat fast bis auf das Niveau von Wasser. Die Komplexe der viskdsen Phase
sind fur eine Penetration in den Knorpel zu grof3. Somit kommt es zur Konzentrierung
im Synovialspalt und zum Viskositatsanstieg der Synovialflissigkeit, die innerhalb
einer halben Sekunde zu einem wenige Mikrometer dicken druckresistenten
synovialen Gel umgewandelt wird. Zusatzlich kommt es aber auch zu einer Zunahme
der Verbindungen benachbarter Makromoleklle miteinander und somit zu einer
weiteren Erhohung der Flussigkeitsviskositat. Unabhangig von der Belastungsstarke
gibt es jedoch eine maximale makromolekulare Konzentration flr das synoviale Gel
im Gleichgewicht (HLAVACEK, 1993 und 2000). Im Gelenk dient dieses stabile Gel
als Grenzflachenschmiermittel fir den Fall, dass auf statische Belastung eine
gleitende Bewegung folgt, bevor die Schmierung durch den Flussigkeitsfilm
wiederhergestellt ist (HLAVACEK, 1993).

Bei Ende der Belastung wird der Druck in der Synovialflissigkeit entfernt und nur der
Druck an der Grenzflache zwischen Synovialgel und Knorpel bleibt bestehen. Die
ideale Flussigkeit flieBt aus dem Knorpel in den Gelenkspalt zurlick. Dieser
Pumpeffekt ist auch bei pulsierender kontinuierlicher Belastung zu beobachten
(HLAVACEK, 1993).

Eine weitere Theorie bezlglich der Gelenkschmierung lautet folgendermalien:

Bei relativ tangentialer Bewegung zwischen den belasteten artikulierenden
Gelenkflachen wird vor und unter der sich voranbewegenden Halfte der
Kontaktflache Interstitialflissigkeit aus dem Knorpel herausgepresst. Direkt unter und
hinter der anderen Halfte hingegen wird die Flissigkeit durch den Knorpel infolge der
elastischen Erholung des Gewebes wieder aufgenommen. Auf diese Weise kann
Knorpel seine eigene Schmierfilmflissigkeit durch Exsudation und Imbibition von
Interstitialflissigkeit bilden (MOW und MANSOUR, 1977).
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Abbildung 57: Aus HOU et al. (1992).

HOU et al. (1992) beschreiben die Schmierung bei Gelenkbelastung als Quetschfilm-
Schmierung (squeezefilm lubrication). Zu Belastungsbeginn entsteht aufgrund der
Unkomprimierbarkeit des Flussigkeitsfilms ein Druck in der belasteten Knorpelregion.
Die dann stattfindende Deformation des Gelenkknorpels fuhrt zu Vergro3erung der
gewichttragenden Region sowie zur Verringerung der lateralen Fliessgeschwindigkeit
der Schmierflissigkeit, wodurch die Schmierfilmzeit verlangert wird. Aul3erdem wird
die Flussigkeit im Gelenkspalt von der zentralen, stark druckbelasteten Region in den
Knorpel gepresst. Der Schmierfilm hingegen gelangt in die weniger belastete
Peripherie, wo gleichzeitig Flussigkeit aus dem Knorpel in den Gelenkspalt flieft.
Dieser naturliche Zirkulationsprozess dient auch dem Transport von Nahrstoffen und
Abfallprodukten (HOU et al.,, 1992). Die Schmierfiimdicke wird innerhalb einer
Sekunde von einem relativ dicken Film (100 ym) auf eine Dicke von wenigen Mikron
reduziert. Danach erfolgt die gegenseitige Annaherung der Gelenkflachen wesentlich
langsamer (HOU et al., 1992).

6 Einfluss der Knorpeldeformation auf den Flissigkeits-

und Soluttransport

Mechanische Belastung des Gelenkknorpels induziert eine Deformation von Matrix
und Chondrozyten verbunden mit Flussigkeitsfluss, hydrostatischem Druck-

gradienten,  Stromungspotentialen und  anderen  physikalisch-chemischen
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Veranderungen, wie zum Beispiel von fixierter Ladungsdichte, osmotischem Druck
und interstitieller lonenkonzentration (inklusive pH-Wert) (GARCIA et al., 1996 und
2003; GUILAK et al., 1994; HALL et al., 1991 und 2003; KUETTNER, 1992; LAI et
al., 1991; URBAN et al., 1993 und 1994; SAAMANEN et al., 1990; WONG et al.,
1997). Die Deformation ist nicht nur fur den Transport von Wasser und Soluten und
damit fur die Ernahrung des Knorpels von entscheidender Bedeutung, sondern auch
fur seine Widerstandsfahigkeit gegeniber normaler mechanischer Belastung
(BURSTEIN et al., 1993). Bei fehlender regelmalliger Belastung zeigt der
Gelenkknorpel daher Anzeichen von Degeneration (MOW et al., 1984).

Der Gelenkknorpel reagiert allerdings nicht vollkommen einheitlich auf die
einwirkende Kompression, sondern zeigt zonale Unterschiede. Wahrend die Dicke
der Oberflachenzone durch Kompressionsbelastung bei Versuchen von WONG und
CARTER (2003) mit Knorpelproben um uber 50 % reduziert wurde, nahm die Dicke
der Ubergangszone nur um 10-20% ab und die der radidren Zone sogar nur um 0 bis
5%. Da WONG und CARTER (2003) die Druckbelastung von der
Knorpeldickenveranderung ableiten, gelten diese genannten Werte somit auch flr
den Belastungsdruck. Es nehmen also nicht nur der kompressionsbedingte
FlUssigkeitsaustritt und die daraus resultierende Knorpelverdichtung mit
fortschreitender Knorpeltiefe ab, sondern auch die Druckbelastung selbst. Auf diese
Weise minimiert das Knorpelgewebe die Druckbelastung des subchondralen
Knochens. Ein Grund fur den geringen bis vernachlassigbaren Flussigkeitsfluss von
der radiaren Knorpelzone abwarts ist dessen Einschrankung durch den darunter
liegenden flissigkeitsundurchlassigen subchondralen Knochen und das benachbarte
Knorpelgewebe, dessen Flissigkeit ebenfalls unter Druck steht, und damit so gut wie
kein Druckgradient vorhanden ist (WONG und CARTER, 2003).

Bei der Belastung des Knorpels kommt es zur Ladungsubertragung zwischen
flussiger und fester Phase und zum Druck auf die Interstitialflissigkeit (COHEN et al.,
1998). Da jedoch weder die solide Matrix noch die Interstitialflussigkeit komprimierbar
sind, muss die Deformation der Knorpeloberflache mit dem Ausfluss von
Interstitialflissigkeit aus den belasteten Regionen zusammenhangen (HOU et al.,
1992). Wahrend Belastungszunahme flie3t die Interstitialflissigkeit sowohl tangential

vom Belastungszentrum weg, als auch zur freien Gelenkflache hin und durch sie
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hindurch. Nach Entfernung der Belastung erfolgt der Fluss in entgegengesetzter
Richtung (TORZILLI und MOW, 1976).

Menge und Rate der herausgepressten Flussigkeit steigen mit zunehmendem
angewandtem Druck. Eine Kompression des Knorpels um 35% seiner Dicke
beispielsweise fuhrt durch den Verlust von Interstitialflissigkeit zur Abnahme des
Knorpelfeuchtgewichts um 28% und somit zur Zunahme des festen Volumenanteils.
Die Folge ist das Absinken der Diffusionsfahigkeit von Wasser um 19% (BURSTEIN
et al., 1993).

Bei normaler physiologischer Belastung variiert die ausgepresste Flussigkeit
zwischen 20 und 60% des Gesamtgehaltes (TORZILLI und MOW, 1976). Die
anfangliche Deformationsrate aufgrund des Flussigkeitsausflusses betragt etwa 2%
der Gesamtknorpeldicke pro Minute. Daher ist wahrend des normalen Gehzyklus, bei
dem die Belastungsdauer weniger als eine Sekunde betragt, die Deformation
aufgrund des FlUssigkeitsflusses vernachlassigbar. Wahrend verlangerter
Kompression gesunden Knorpels beziehungsweise normaler intermittierender
Bewegung degenerativen Knorpels hingegen wird der Flissigkeitsfluss stark erhdht
(TORZILLI und MOW, 1976).

Die Wechselwirkungen zwischen Deformation der Knorpelultrastruktur und
Flissigkeitsbewegung scheinen der kontrollierende Hauptfaktor fur das Ausmald der
Knorpeldeformation zu sein (TORZILLI et al., 1983). Begrenzte Kompression fuhrt
zunachst zu schneller Flussigkeitsexsudation und Knorpeldeformation, gefolgt von
einer allmahlichen Verringerung. Anfangs wird die Belastung nur durch den
Kompressionsdruck der festen Matrix und die Reibung der Exsudationsflissigkeit
ausgeglichen. Bei zunehmender Kompression und Deformation kommt es jedoch zu
einem matrixbedingten Druckanstieg (COHEN et al., 1998). Der ohnehin schon hohe
Widerstand des Knorpelgewebes gegentiber dem FlUssigkeitsfluss steigt
exponentiell mit zunehmender Kompression bis zu einem limitierenden
Gleichgewicht, an dem sowohl Deformation, als auch der Flussigkeitsfluss enden
(ECKSTEIN et al.,, 2000; TORZILLI et al., 1983) und sich osmotischer Druck,
eingeschlossenes Wasser und Kollagenspannung die Waage halten. Sobald die
Verdichtung des Knorpels soweit fortgeschritten ist, dass der Flussigkeitsfluss stoppt,

muss eine weitere Knorpeldeformation aus der intrinsischen viskoelastischen Natur
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der Matrix selbst resultieren, inklusive Veranderungen der Proteoglykankonformation
und interner Wasserbewegung (TORZILLI et al., 1983).

Der verantwortliche Mechanismus fur das Stoppen weiteren Flussigkeitsflusses und
weiterer Matrixkonsolidierung kann mehreren Faktoren zugeschrieben werden:
e osmotischen/elektromechanischen Effekten,
e zunehmendem Flielwiderstand,
e internem Einschluss von Interstitialflussigkeit
e Verschluss der Gelenkoberflache gegentber Flussigkeitstransport (TORZILLI
et al., 1983).

Zu den elektromechanischen Effekten gehort die bei  Knorpeldeformation
zunehmende  Abstollungskraft der Proteoglykane durch das engere
Zusammendrucken ihrer Seitenketten. Die erhdhte negative Ladungsdichte flhrt zu
steigendem Widerstand gegenuber dem Flussigkeitsfluss, bis ein Gleichgewicht
zwischen Belastung und Schwellungsdruck erreicht ist (BUSCHMANN, 1992;
BUSCHMANN und GRODZINSKY, 1995; KUETTNER, 1992; SZAFRANSKI et al.,
2004). Dieser Prozess bestimmt nicht nur die mechanische Antwort des
Knorpelgewebes auf Deformation, sondern auch dessen schmierende Eigenschaften
und die Kapazitat  flr den Austausch von Nahrstoffen und
Stoffwechselabfallprodukten mit (TORZILLI et al., 1983).

Die Effekte der fixierten negativen Ladungen der Proteoglykane des Knorpels
untersuchten auch SUN et al. (2004) und kamen zu folgenden Ergebnissen:

Ein geladenes Gewebe halt immer einer grolReren Belastung stand als ein
ungeladenes Gewebe mit vergleichbaren intrinsischen elastischen Moduli. Die
Belastbarkeit beruht auf intrinsischer Matrixsteife, hydraulischem und osmotischem
Druck.

Der Young’'s Modulus (das Verhaltnis zwischen axialer Stauchung und axialem
Gleichgewichtsdruck) ist immer grolder, als der intrinsische Young's Modulus eines
ungeladenen Gewebes. Dieser apparent Young’'s Modulus ist namlich nicht nur vom
intrinsischen Young’s Modulus der soliden Matrix abhangig, sondern auch von der
fixierten Ladungsdichte und der intrinsischen Poissonzahl.

Die Poissonzahl (das negative Verhaltnis zwischen Querdehnung und axialer

Stauchung) ist immer gréRer, als die intrinsische Poissonzahl der Matrix eines
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unbelasteten Gewebes. Der Grund dafur liegt im Schwellungseffekt durch die

fixierten Ladungen.

Der Verschluss der Gelenkoberflache gegenuber dem Flussigkeitsaustritt erfolgt auf
folgende Weise: Zu Beginn der Knorpelbelastung wird aufgrund des plotzlichen
Anstiegs des Flussigkeitsdrucks die gesamte Intersitialflussigkeit der obersten
Knorpelschicht sofort Uber die Knorpeloberflache in das Gelenk aus der Matrix
herausgepresst (WONG und CARTER 2003). Der Grund dafir liegt zum einen im
geringen Proteoglykangehalt dieser Knorpelschicht und dem damit nur relativ
geringen Widerstand gegenuber der austretenden FlUssigkeit. Zum anderen sind die
oberflachlichsten Knorpellagen auch in nicht komprimiertem Zustand permeabler als
die tieferen (TORZILLI et al., 1983).

Dem raschen Austritt der Interstitialflussigkeit aus der pordsen Matrix wirken dann
mehrere Faktoren entgegen: Innerhalb der ersten Sekunde der Belastung folgt der
Zusammenbruch des kollagenen Gefliges. Zugleich kommt es zu einer pldtzlichen
Abnahme der Porositdt der oberflachlichen Knorpelschicht aufgrund ihrer
Verdichtung. Auf diese Weise wird dem Flussigkeitsfluss aus den tieferen Schichten
entgegengewirkt. Die Oberflachenschicht des Knorpels ist also wahrscheinlich fur die
Kontrolle des Flussigkeitstransports und die mechanische Antwort des Gewebes
verantwortlich (TORZILLI et al., 1983; WONG und CARTER, 2003).

7 Einfluss der Biomechanik auf den Knorpel

Wie bereits erwahnt, gedeiht der Gelenkknorpel unter dem variierenden Druck und
Zug der alltaglichen Gelenkbelastung. Er bendtigt diese Belastung zu seiner
Gesunderhaltung (COHEN et al., 1998), da der Knorpelstoffwechsel durch die
mechanische Stimulierung positiv beeinflusst wird (GARCIA et al., 1996; SAH et al.,
1990). Der Gelenkknorpel passt sich der Belastung an, so dass beispielsweise die
belastungstragenden Knorpelareale gesunder Gelenke mechanisch belastbarer sind,
da ihre Matrix dicker und die Proteoglykankonzentration hdher ist als in Regionen
desselben Gelenks, die keine Last tragen (MAC DONALD et al., 2002).

Die Toleranz des Knorpels gegenuber Immobilisierung ist wegen des engen
Zusammenhangs zwischen biomechanischen Stimuli und zellularen Reaktionen nur
sehr gering (TRIPPEL, 1990). So kommt es bei Ruhigstellung eines Gelenks zum

Absinken  von  Proteoglykansynthese = und —konzentration sowie des
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Aggregationsgrades (BUCKWALTER, 1995; GARCIA et al., 2003; VANWANSEELE
et al., 2002) und zum Anstieg des Wassergehalts (VANWANSEELE et al., 2002).
GemalRigte dynamische Knorpelbelastung hingegen fuhrt zu einem Anstieg der
Proteoglykane und kann den Syntheseabfall aufgrund der Immobilisierung wieder
ruckgangig machen (GARCIA et al., 1996). Auch bei geringer Bewegung erfolgt die
Genesung des Knorpels nach Wiederbelastung deutlich schneller als nach totaler
Immobilisierung (VANWANSEELE et al., 2002).

Zahlreiche Tierversuche ergaben auch, dass die Immobilisierung eines Gelenks zu
Knorpeldegeneration fuhren kann (COHEN et al., 1998). Zum Beispiel fuhrten
Versuche bei Hunden mit immobilisierten Gelenken zur Abnahme der Knorpeldicke
und zu Veranderungen von mechanischen Eigenschaften und Zusammensetzung
des Knorpels. Der Proteoglykangehalt sinkt, wahrend der Wassergehalt des
Knorpels steigt. Die daraus hochstwahrscheinlich resultierende Verminderung der
Knorpelsteife reduziert die Fahigkeit des Knorpels, normaler Belastung standhalten
zu kdnnen. Durch Remobilisierung innerhalb einer bestimmten Zeit kann der Knorpel
seine ursprungliche Zusammensetzung und Funktion wieder erreichen. Bei langerer
Immobilisierung hingegen sind die Veranderungen irreversibel (COHEN et al., 1998).
Auch Versuche von JAHN und SCHRAMM (1984) an Ratten ergaben Unterschiede
in GAG-Gehalt und Knorpeldichte in Abhangigkeit von der Belastungsintensitat. Bei
drei Gruppen von Ratten gleichen Alters und gleicher Geschlechtsverteilung erfolgte
bei sonst identischen Lebensbedingungen eine abgestufte Laufbelastung. Gruppe |
nutzte das Laufrad oft, Gruppe Il bestand aus Tieren mit frakturiertem rechtem
Unterschenkel und Gruppe Il lebte in Gitterschalen mit verringerter
Bewegungsmadglichkeit. Die Untersuchungen von Huftkopf und Kniegelenken nach
vier Wochen Versuchsdauer ergaben sowohl einen hoheren GAG-Gehalt in Gruppe
I, als auch eine vom Druck abhangige Verteilung der GAGs. Im Bereich der
Zugbelastung durch das Ligamentum capitis femoris des Kniegelenks waren keine
GAGs zu finden, wahrend sie in der Hauptbelastungszone vermehrt anzutreffen
waren. AulRerdem war die Knorpelbedeckung der Tibia bei Tieren der Gruppe |
besonders stark. Die Knorpeldicke Uberstieg hier deutlich die der Femurkondylen,
wahrend bei den Ratten mit reduzierter Bewegungsmaoglichkeit kein bzw. nur ein
geringer Unterschied der Knorpeldicke festzustellen war.

In einem Versuch von SAH et al. (1989) wurden Gelenkknorpelscheiben bestimmter

dynamischer Belastung ausgesetzt. Bei einer regelmalig wiederkehrenden
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Belastung von nur 1-5% kam es zum Anstieg von GAG-Synthese und
Aminosaurenaufnahme um 20-40%, wobei eine Abhangigkeit von der
Belastungsfrequenz festzustellen war und im Bereich zwischen 0,01-1 Hz stattfand.
Bei niedrigeren Frequenzen war kein Anstieg zu beobachten und die Flussigkeit
wurde hier lediglich aus dem Knorpel herausgepresst. Bei hoheren Frequenzen
erhohte die Belastung jedoch den hydrostatischen Druck innerhalb der
Knorpelscheiben (POOLE et al., 1984).

Die Krafte, die durch ein synoviales Gelenk Ubertragen werden, variieren zwischen
fast null und mehr als dem 3-fachen Korpergewicht wahrend normaler Artikulation.
Laut TORZILLI und MOW (1976) kann die Belastung zum Beispiel des Femurkopfes
sogar das 6-fache des Korpergewicht betragen. Der Grund dafur liegt in der
gesamtanatomischen Form und der Muskelkontraktion wahrend Gewichtsbelastung
und Bewegungsdynamik (TORZILLI und MOW, 1976). Messungen von MUIR (1995)
ergaben, dass der Druck innerhalb des Gelenkknorpels im unbelasteten Zustand 10-
20 kPa, im Stand 1-2 MPa und beim Gehen 0,4-0,5 MPa betragt.

7.1 Einfluss der Biomechanik auf die Chondrozyten

Die normale metabolische Aktivitat der Knorpelzellen wird sowohl durch genetische
und Umweltfaktoren, wie zum Beispiel I0sliche Mediatoren (Zytokine,
Wachstumsfaktoren) und Matrixzusammensetzung, als auch durch mechanische
Faktoren im Rahmen der funktionellen Gelenkbelastung reguliert (GUILAK et al.,
1994). Als Antwort auf mechanische Belastung des Knorpelgewebes werden
Gentranskription (BLAIN et al.,, 2003; FEHRENBACHER et al., 2003),
Zellsignalisierung und Biosynthese der Chondrozyten entsprechend verandert (JIN et
al., 2001; LI et al., 2003). Bei der Biosynthese sind mehrere Schritte, einschlieRlich
Transkription, Translation und posttranslationale Vorgange, betroffen sowie viele
Organellen und Zytoskelettstrukturen (SZAFRANSKI et al., 2004).

Im Allgemeinen ruft mechanische Belastung des Gelenkknorpels eine sofortige und
Uuber mehrere Stunden anhaltende Aktivierung der Chondrozyten hervor (MUIR,
1995). Die Antwort der Chondrozyten auf physikalische Krafte erfolgt dabei schnell.
Da die Synthese grolder Proteoglykane im Durchschnitt 70-90 Minuten dauert, wobei
die letzten 10-15 Minuten fur Glykosylierung, Sulfatierung und Sekretion in den
Extrazellularraum bendétigt werden, ist die kompressionsbedingte Stimulierung der

Proteoglykansynthese wahrscheinlich nicht auf eine de novo Synthese des
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Kernproteins zurtuckzufuhren (PARKKINEN et al., 1992). Sie beruht vielmehr auf
einer Zunahme von Anzahl, Lange oder Sulfatierung der GAG-Ketten (SZAFRANSKI
et al., 2004), auf der beschleunigten Glykosylierung oder Sulfatierung des
Kernproteins sowie auf einer Beschleunigung posttranslationaler Prozesse
(PARKKINEN et al., 1992). Allerdings besteht auch ein Zusammenhang zwischen
Belastungsart und deren Wirkung auf den Knorpelstoffwechsel. So fuhrt statische
Belastung, sowie dynamische Belastung mit einer Frequenz von weniger als 0,001
Hz zur Hemmung der PG-Biosynthese (MAUCK et al., 2003) (Genaueres s. 7.2

Auswirkungen unterschiedlicher Kompression auf den Knorpelstoffwechsel).

Aus Tierversuchen und klinischen Studien geht hervor, dass Immobilisierung oder
reduzierte dynamische Belastung eines Gelenks zum Absinken von Synthese und
Gesamtgehalt der Proteoglykane im Knorpel fuhren (GARCIA et al., 2003).
SAAMANEN et al. (1989) zum Beispiel testeten den Einfluss von Bewegung auf die
Chondrozytenaktivitat bei Hunden in vivo. Junge Beagles liefen dazu 15 Wochen
lang jeweils funf Tage pro Woche eine Stunde mit einer Geschwindigkeit von 4 km/h.
Ihr Kniegelenkknorpel wurde dann mit dem gleichaltriger, im Kafig gehaltener
Beagles verglichen. An der Kontakiseite des Knorpels war ein Anstieg des
Gesamtproteoglykangehalts um 23-48%, des Chondroitin-6-Sulfat-Gehalts um 15-
59% und des Verhaltnisses von Chondroitin-6-Sulfat zu Chondroitin-4-Sulfat um 14-
40% zu verzeichnen. An den kontaktlosen Stellen hingegen sank das Verhaltnis oder
blieb unverandert. Der Anstieg des Gesamtproteoglykangehalts betraf jedoch nicht
den Gehalt aggregierter Proteoglykane, da die Proteoglykane keine Aggregate mit
Hyaluronsaure bildeten. Im Gegensatz zu den Proteoglykanen blieben sowohl die
Kollagene als auch die Hyaluronsdure durch die Bewegung unbeeinflusst
(SAAMANEN et al.,, 1989). Obwohl die Kollagene scheinbar relativ resistent
gegenuber reduzierter Gelenkbelastung sind und keine Veranderungen bezuglich
ihrer Konzentration festzustellen ist, reduziert sich ihre Anzahl an Kollagen-
Querverbindungen bei Immobilisierung. Bei Remobilisierung erfolgt jedoch wieder
eine Herstellung des ursprunglichen Zustands (VANWANSEELE et al., 2002).

Samtliche aus der Knorpelkompression resultierenden  mechanischen,
physiochemischen und elektrischen Effekte, einschliellich Deformation und

Volumenanderung der Chondrozyten, dienen den Knorpelzellen als Signale fur die
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Regulierung ihrer biosynthetischen Aktivitat (HALL et al., 1991 und 2003; GARCIA et
al., 1996 und 2003; GUILAK und MOW, 1992; GUILAK und BACHRACH, 1993;
GUILAK et al., 1994; LAI et al., 1991; URBAN et al., 1993 und 1994; WILKINS und
HALL, 1995; WONG et al., 1997). Da die Intensitat der Antwort der Chondrozyten auf
dynamische und statische Kompression in Zellkulturen im Laufe der Zeit und damit
auch mit zunehmender Matrixentwicklung ansteigt, wird auch der extrazellularen
Matrix eine fundamentale Rolle in der Signalubermittlung zugeschrieben
(BUSCHMANN et al., 1995). Die Zelle reagiert auf eine Menge einwirkender Signale
und leitet die Informationen sowohl von der Zellmembran in Richtung Zellkern als
auch umgekehrt weiter (WONG und CARTER, 2003).

Der bei Knorpelkompression hervorgerufene FlUssigkeitsfluss bewirkt eine
Komprimierung der stark geladenen Aggrekan-reichen extrazellularen Matrix. Auf
diese Weise kommt es zum Anstieg der fixierten Ladungsdichte der Matrix und somit
auch des Iokalen Donnan’schen osmotischen Drucks der komprimierten
Knorpelregion. Die dort lokalisierten Knorpelzellen werden also von einer
hypertonischen Matrix umgeben und konnen daher intrazellulares Wasser in die
Matrix abgeben (BUSH und HALL, 2001). Der endgultige Gleichgewichtszustand
zwischen extrazellularer Matrix und Zellen spiegelt das Gleichgewicht zwischen
lokalen mechanischen und osmotischen Kraften wieder. Dasselbe gilt fur die
kompressionsbedingten Veranderungen der intrazellularen Organellenmorphologie.
Die Kompression des Knorpels verursacht namlich nicht nur eine zueinander im
Verhaltnis stehende Volumenreduktion von extrazellularer Matrix und Chondrozyten,
sondern auch von deren intrazelluldren Strukturen wie Zellkern, rER und
Mitochondrien. Der Volumenverlust dieser Zellorganellen sowie der Zelle selbst
findet dabei in gleichen Proportionen statt und erfolgt durch den Verlust von Wasser
durch die permeable Zellmembran (SZAFRANSKI et al., 2004).

Wahrscheinlich wird der Transfer der Deformation vom Knorpelgewebe auf die
Zellorganellen durch mechanische und osmotische Gradienten geregelt, die
zueinander im Gleichgewicht stehen. Dabei scheinen die osmotischen
Wechselwirkungen hauptsachlich fur die Volumenanderungen der Organellen
zustandig zu sein, wahrend ihre Formveranderungen durch strukturelle Faktoren, wie
zum Beispiel das Zytoskelett, vermittelt werden (SZAFRANSKI et al., 2004).
Wahrend die Deformation des Zellkerns solche Prozesse wie Genaktivierung und

Transkription verandert, bewirkt die Verformung der anderen Zellorganellen eine
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Veranderung des nachfolgenden Zellstoffwechsels. Veranderungen in Volumen und
Morphologie des rERs beispielsweise beeinflussen moglicherweise die Verfligbarkeit
von Ribosomen fir mRNS und tRNS sowie den Transport von Nuklein- und
Aminosauren zu den Orten der Translation (SZAFRANSKI et al., 2004).

Der Golgi-Apparat hingegen verliert kein Wasser innerhalb seiner Hohlraume und
behalt daher im Unterschied zu den anderen Zellorganellen sein Volumen bei.
Dasselbe gilt fur intrazellulares Fett und Glykogen, welches die Hauptform des
zellularen Energiespeichers darstellt. Der Grund dafir, dass der Golgi-Apparat bei
Knorpelkompression sein Volumen beibehalt, liegt wahrscheinlich in seiner hohen
Ladungsdichte. Diese erhalt er durch die in ihm befindlichen GAGs, die im Rahmen
der Proteoglykansynthese in ihm glykosyliert und sulfatiert werden. Auf diese Weise
steigt der Donnan’sche osmotische Druck innerhalb des Golgi-Apparates und halt
somit das Wasser in ihm zurlck, selbst wenn die Zelle aufgrund von
Knorpelkompression Wasser an das umliegende Gewebe abgibt (SZAFRANSKI et
al., 2004).

Die Reaktion von Chondrozyten auf Veranderungen des interstitiellen osmotischen
Drucks in situ testeten ERRINGTON et al. (1997) an Gewebescheiben verschiedener
Tiergelenke. Durch unterschiedlich osmolare Lésungen kam es zu Anderungen des
Chondrozytenvolumens. Abnehmender osmotischer Druck fiihrte zu schneller
Zellanschwellung, wahrend in hypertonischer Losung alle Chondrozyten schnell auf
genau koordinierte Weise auf ihr urspriangliches Volumen zurlckschrumpften. Dies
erfolgt anscheinend, wie in anderen Zellen auch, durch die Aktivitat des Na*-K*-2CI'-
Cotransporters (ERRINGTON et al., 1997). Das Zellvolumen stieg im ersten Versuch
um durchschnittich 20 + 9% bzw. schrumpfte im zweiten um 29 + 10%. Die
entsprechende durchschnittliche Erholungsrate betrug 4,1 + 1,8%/min fir ein
mittleres relatives Volumen von 94,6 = 11% (ERRINGTON et al.,, 1997).
Veranderungen des Zellvolumens kdnnen beispielsweise den Transport innerhalb
der Zelle beeinflussen (z. B. zwischen ER und Golgi-Apparat oder zwischen Golgi-
Apparat und extrazellularer Matrix) (SZAFRANSKI et al., 2004).

Dass neben dem Zellvolumen aber auch die Veranderung der Zellform bei
mechanischer Knorpelbelastung einen wichtigen Mechanotransducer darstellt, ist in
reinen Zellkulturen zu beobachten. In Gelen oder Kulturen mit hoher Zelldichte haben

Knorpelzellen eine runde Form und synthetisieren hauptsachlich Typ-ll-Kollagene
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sowie knorpelspezifische Proteoglykane. Bei Kultivierung in Monolayern hingegen
sind sie flach und beginnen Typ-I-Kollagene zu synthetisieren (WONG et al., 1996).
Bei dieser matrixunabhangigen zellularen Deformation kommen verschiedene
Mechanismen (BEN-ZEEV, 1991; WATSON, 1991), wie zum Beispiel
dehnungsaktivierte lonenkanadle (SACHS, 1991) und die durch das Zytoskelett
ausgeloste Deformation intrazellularer Organellen, in Frage (INGBER, 1992).

Im Unterschied zur Zellkultur ist im Knorpelgewebe die extrazellulare Matrix an der
Deformation der Chondrozyten mitbeteiligt. Da sie deutlich steifer als die
Chondrozyten ist, kann sie die Zellen leicht deformieren (SZAFRANSKI et al., 2004).
Der Zellkern ist jedoch 3-4 mal steifer als das Zytoplasma der Knorpelzellen. Daher
ist der Mechanismus der Formveranderung des Nukleus noch nicht eindeutig geklart.
Es wird jedoch angenommen, dass das Zytoskelett, und hierbei besonders das Aktin,
eventuell aber auch die Mikrotubuli, eine Rolle spielt (GUILAK et al., 2000).

Abbildung 58: Autoradiographie einer unbelasteten Probe (A und C) und einer 52% komprimierten (B
und D) Probe zeigt die Oberflachenzone/Ubergangszonen (A und B) und die untere radidre Zone
(Cund D). Die Kompression ist assoziiert mit einer deutlichen Reduktion der Kérneranzahl. Pfeile
bezeichnen die runde Form unbelasteter Chondrozyten. Balken = 20 um. Aus WONG et al. (1997).

Bei Knorpelkompression breiten sich die Chondrozyten der Oberflachenschicht
zwischen den tangential angeordneten Kollagenfasern lateral aus, wodurch ihre fur
diese Zone abgeflachte Form verstarkt wird. lhre in die perizellulare Matrix ragenden
Zellfortsatze flachen ebenso ab wie die perizellular gelegenen Matrixvesikel (POOLE

et al., 1984). Die typisch kugelféormigen Chondrozyten der mittleren Knorpelschichten
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werden einschliellich ihrer perizellularen Matrix und Kapsel vertikal komprimiert und
breiten sich ebenfalls nach lateral aus. In der tiefen Schicht werden die
Chondrozyten und —saulen ebenfalls vertikal zusammengedrickt und etwas lateral
deformiert, was oft eine Verschiebung und Verzerrung von Chondrozyt und Kapsel
zur Folge hat (POOLE et al., 1984). Allerdings fuhrt die laterale Deformation des
Chondrons hier nur zu geringen Veranderungen im Bereich der perizellularen
Kapsel. Durch das reduzierte Chondronvolumen kann es aber zu hydrostatischen
Wechselwirkungen zwischen der unelastischen Kapsel und den hydrierten
Proteoglykanen der perizellularen Matrix kommen. Dies fuhrt neben der
Mikrozirkulation des Wassers in der Matrix auch zum Herauspressen von
Matrixvesikeln aus den Poren und Kanalen der Kapsel (POOLE et al., 1988). Die
entstehenden Stromungen haben genug Kraft, um Matrixvesikel an ihren von der
Zelle entfernt liegenden Wirkungsort zu befordern (POOLE et al., 1987).

Die Kompression des Knorpels scheint auf die Haufigkeit der Kanale keinen Einfluss
zu haben. Die feinen, die perizellularen Kanale umgebenden Fibrillen werden jedoch
unter Belastung begradigt, wodurch die Kanale gedffnet werden. Bei Kompression
kommt es daher sofort zur Ansammlung kleiner Gruppen elektronendichter
Matrixvesikel auerhalb der perizellularen Kanale. Neben den Matrixvesikeln werden
auch Flussigkeit und Partikel durch die Kanale von der perizellularen in die territoriale
Matrix gepresst. Die hierzu eigentlich noétigen Druckgradienten zwischen den
heterogenen Teilen der Matrix konnten bisher noch nicht nachgewiesen werden,
obwohl Ultrastruktur und Morphologie des Knorpels darauf hindeuten (POOLE et al.,
1984).

Zonale Unterschiede der Chondrozytenaktivitat bei mechanischer Belastung:
Aufgrund seiner strukturellen und biochemischen zonalen Unterschiede
(biochemischer Gehalt, Wassergehalt, Zellmorphologie, Geflige der Ultrastruktur)
(HUNZIKER et al.,, 1996) zeigt der Gelenkknorpel auch unter mechanischer
Belastung zonenspezifische Veranderungen in seiner biosynthetischen Aktivitat
(GUILAK et al., 1994; KORVER et al., 1992).

Diese zonalen Veranderungen korrelieren mit den Anderungen von Zelldichte und
axialer Knorpelbelastung, was darauf hindeutet, dass die Belastung und der damit
verbundene FlUssigkeitsverlust aus der Matrix wichtig fur die Regulierung des

Zellstoffwechsels wahrend statischer Kompression ist (WONG et al., 1997).
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Abbildung 59: Raumliche Profile von Zelldichte (Zellen/mm?3)(A) und Biosynthese pro Zelle
(Kérner/Zelle) (B) im Zentrum von Knorpelscheiben adulten bovinen Humerusknorpels. Die Daten
reprasentieren den Durchschnitt von 8 Knorpelproben aus verschiedenen Knorpeltiefen + SE. Alle
Proben wurden bei freier Schwellung, 17, 36 und 52% Kompression getestet. Aus WONG et al.
(1997).

Im Unterschied zum Gelenkknorpel adulter Tiere korrelieren bei Untersuchungen mit
Gelenkknorpeln von 4 bis 5 Monate alten Rindern die zonalen Unterschiede in
Zusammensetzung und Biosyntheserate des unbelasteten Knorpels nicht mit dem
Suppressionsmuster der Proteoglykansyntheserate im belasteten Knorpelgewebe.
Aulerdem bleibt unter statischer Kompression die mechanische Umgebung der
Zellen in den verschiedenen Zonen anscheinend relativ unverandert (GUILAK et al.,
1994). Diese Unterschiede zwischen reifem und juvenilem Gelenkknorpel beruhen
wahrscheinlich auf der grélReren Heterogenitat des reifen Knorpels oder seiner
Chondrozyten (GUILAK et al., 1994; JADIN et al., 2005).

In Studien am Gelenkknorpel adulter Tiere zeigt sich hingegen, dass die Reaktion
der Chondrozyten auf Kompression in den mittleren Knorpelzonen, in denen auch die
fixierte Ladungsdichte am hochsten ist, deutlich starker ausfallt als in den Ubrigen
Zonen (SAH et al.,, 1991). Bei regelmafiger physikalischer Belastung ist auch
besonders in den Chondrozyten der mittleren und tiefen Knorpelzone eine Zunahme
sowohl des rER (WONG und CARTER, 2003), als auch eine Verdopplung des
Zellvolumens im Vergleich zu den Zellen weniger belasteter Regionen festzustellen.
Dieser Volumenanstieg beruht hauptsachlich auf einer Zunahme von intermediaren
Filamenten und Glykogenpartikeln (EGGLI et al., 1988). Aullerdem reagieren die
Chondrozyten der mittleren Knorpelzone auch besonders sensitiv auf Wasserverlust

und zeigen wahrend statischer Kompression die grofdte Reduzierung der
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Sulfatinkorporation und damit der Proteoglykansynthese (SCHNEIDERMANN et al.,
1986).

7.2 Auswirkungen unterschiedlicher Kompression auf den Knorpel-

stoffwechsel

Die Deformation des Gelenkknorpels ist ein sehr komplexer Vorgang, der durch
mehrere Faktoren beeinflusst wird, zu denen unter anderem auch die Art der
Kompression gehort. So ist der Einfluss der Knorpelbelastung auf die Biosynthese
unter anderem abhangig von Starke, Dauer (bei konstanter Belastung) (BRAMA et
al., 2000c; SAH et al., 1991) bzw. Frequenz der Belastung (bei intermittierender
Belastung) (SAH et al., 1991) sowie von der durch sie hervorgerufenen Deformation
(LEE et al., 1995). Generell nimmt die Synthese von Proteoglykanen und Proteinen
bei statischer Kompression ab, wahrend sie bei dynamischer Belastung zunimmt (JIN
et al., 2001; KORVER et al., 1992; KURZ et al.,, 2001; MURATA et al., 2003;
PARKKINEN et al.,, 1992; SAH et al., 1989). Die Stimulation bei dynamischer
Kompression ist wiederum abhangig von deren Frequenz, Amplitude und Wellenform
(SAH et al., 1989; HALL et al., 1991) und ist in den belasteten Knorpelregionen am
starksten ausgepragt (PARKKINEN et al., 1992).

Da der Metabolismus bestimmter Matrixkomponenten durch die Art des
angewandten mechanischen Drucks unterschiedlich beeinflusst wird, kénnen die
Chondrozyten eine extrazellulare Matrix bilden, die mit den physiologischen
Bedurfnissen des Korpers ubereinstimmt (STEINMEYER und ACKERMANN, 1999).
In Versuchen an Proben bovinen Femurknorpels erfolgt eine optimale Stimulierung
der Matrixsynthese bei einer intermittierenden Kompression von etwa 15%,
gemessen anhand der lastbedingten Veranderung der Knorpelhohe. Inadaquate
Zelldeformation Uber einen langeren Zeitraum hingegen kann zu einer Reduzierung
der Matrixsynthese fuhren (GLASER, 1998).

Die verschiedenen Knorpelareale eines Gelenkknorpels sind unterschiedlichen
Belastungstypen ausgesetzt, wie zum Beispiel geringerer konstanter Belastung
durch das Korpergewicht, intermittierender Belastung wahrend der Bewegung und
sehr starker plétzlicher Belastung bei heftigen Bewegungen oder Leistungssport. Um
auf diese unterschiedlichen Herausforderungen angemessen reagieren zu kdnnen,

besteht der Gelenkknorpel aus biochemisch heterogenen Gebieten (BRAMA et al.,
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2000a und 2002). So haben Regionen, die intermittierenden hohen Belastungen
ausgesetzt werden, einen hoéheren Kollagen-, Wasser- und Hydroxylysylpyridinolin-
(HP-)Querverbindungsgehalt sowie einen geringeren GAG-Gehalt. Konstant belas-
tete Gelenkregionen hingegen, wie zum Beispiel die zentrale Gelenkflachenregion
der Phalanx proximalis beim Pferd, weisen den hochsten GAG-Gehalt auf und sind
damit auch elastischer (BRAMA et al., 2000a und 2001). AuRerdem ist der Zellgehalt
gewichttragender Regionen geringer (JADIN et al., 2005).

Die biochemische Heterogenitat des Gelenkknorpels bezlglich Proteoglykan- und
Kollagengehalt sowie posttranslationaler Modifikationen des Kollagennetzes, wie
zum Beispiel Querverbindungen, besteht jedoch noch nicht zum Zeitpunkt der
Geburt, sondern entwickelt sich erst in den ersten Lebensmonaten im Rahmen der
folgenden Gewichtsbelastung und Artikulation (BRAMA et al., 2000b und c). So
konnte beispielsweise im Gelenkknorpel neugeborener Lammer im Gegensatz zum
reifen  Gelenkknorpel keine  Heterogenitat von  Proteoglykanen  oder
Chondrozytenstoffwechsel festgestellt werden (LITTLE und GHOSH, 1997).

Den Einfluss unterschiedlich starker Belastungen auf die Entstehung der
biochemisch heterogenen Knorpelareale untersuchten auch BRAMA et al. (2002) an
5 und 11 Monate alten Fohlen, die unterschiedlich starker Belastung ausgesetzt
wurden. 14 Fohlen wurden dazu bis zum Alter von 5 Monaten in einer 3 x 3,5 m
grollen Box gehalten. 14 andere Fohlen wurden ebenfalls in solchen Boxen
gehalten, aber taglich einem Galopp-Sprinttraining mit steigender Anzahl von Sprints
(bis maximal 32) unterzogen. Die letzte Gruppe bestand aus 15 Fohlen mit
ganztagigem Weidegang und freier Bewegung. Nach den 5 Monaten wurden aus
jeder Gruppe 8 Fohlen euthanasiert und die restlichen zusammen in einem Stall mit
Paddockboxen gehalten und alle gleicher moderater Bewegung ausgesetzt.

Sowohl Wassergehalt als auch Kollagenquerverbindungen zeigten bei den 11
Monate alten Fohlen noch keine biochemische Heterogenitat des Knorpels und
unterschieden sich auch nicht zwischen den verschieden belasteten Gruppen. GAG,
DNS, Kollagen und Hydroxylysin hingegen zeigten bereits mit 5 Monaten deutliche
lokale Unterschiede. Diese traten bezuglich GAGs und DNS unabhangig der
Belastungsstarke auf, wahrend sie bezuglich Kollagenen und Hydroxylysin bei den 5
Monate alten Fohlen mit extrem geringer Bewegung fehlten und auch nach einer
folgenden 6-monatigen moderaten Bewegung nicht beobachtet werden konnte. Eine

Kompensierung fehlender funktionaler Anpassung scheint bei Hydroxylysin und den
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Kollagenen mit ihrem langsamen und wenig aktiven Stoffwechsel zumindest
innerhalb eines Zeitraums von 6 Monaten also nicht mdglich zu sein (BRAMA et al.,
2002).

Der Versuch zeigt auch, dass bereits 5 Monate ausreichen um die lokalen
Unterschiede der biochemischen Parameter zu induzieren, da im Vergleich zu den
Gelenkknorpeln der 11 Monate alten Fohlen keine Unterschiede festzustellen waren.
Es wird aber auch deutlich, dass eine vollstandige Kompensation nach extrem
geringer Bewegung kaum mehr moglich ist (BRAMA et al., 2002).

Untersuchungen an trainierten und untrainierten 2-jahrigen Vollblitern zeigen, dass
die spezifischen lokalen Unterschiede der Kollagene bei den stark trainierten Pferden
im Gegensatz zu den anderen fehlen. Aul3erdem ist bei ihnen eine Erhdhung des
Wassergehalts und eine Verringerung der HP-Querverbindungen festzustellen. Dies
fuhrt zu Mikroschaden und Lockerung des kollagenen Netzwerks, da kovalente
Querverbindungen, wie die HP-Verbindungen, stabile Bricken zwischen den
verschiedenen Kollagenfasern ausbilden. Eine Zunahme dieser Querverbindungen,
die postnatal wahrend der Reifung stattfindet, erhéht die Starke und Wider-
standsfahigkeit des Knorpelgewebes gegenuber starker Belastung. Bei Ruptur der
Querverbindungen hingegen kommt es zu Schadigung des Kollagennetzes, Verlust
der inneren Gewebespannung und erhoéhter Empfindlichkeit gegenlber weiterer
Schadigung (BRAMA et al., 2000b und c).

7.2.1 Statische Kompression

Statische Belastung fuhrt im Gegensatz zu dynamisch kompressiver Belastung zu
einem allgemeinen dosisabhangigen Absinken der biosynthetischen Aktivitat (SAH et
al.,, 1989; WONG et al.,, 1997). So ist in den Knorpelregionen mit der gréf3ten
statischen Belastung auch die Hemmung der biosynthetischen Aktivitat am hochsten
(WONG et al.,, 1997). Dabei erweist sich die Proteinsynthese im Vergleich zur
Proteoglykansynthese als sensitiver (SAH et al., 1989). Bei starker statischer
Knorpelkompression sinken daher die perizellular lokalisierten sulfathaltigen
Kornchen nicht so stark ab wie die in der Matrix lokalisierten prolinhaltigen Kérnchen.
Erstere gelten als Mal} fur die Proteoglykansynthese, wahrend die prolinhaltigen
Kérnchen als Maly fir die Proteinsynthese gelten. Durch die Kompression des
Knorpels scheint daher zusatzlich zur allgemeinen Hemmung der Proteinbiosynthese

auch deren Sekretion in die extrazellulare Matrix sowie ihre Synthese aus Vorstufen
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verandert zu werden (WONG et al., 1997). Die Synthese der Bindungsproteine

hingegen wird weniger stark beeinflusst als die der Proteoglykane (KIM et al., 1996).
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Abbildung 60: Korrelation zwischen prozentualer Anderung der Zelldichte im Verhaltnis zur
prozentualen Anderung der Biosynthese pro Zelle (Koérner/Zelle) bei statischer Kompression an 8
verschiedenen Stellen und bei 3 verschiedenen Kompressionsstarken. Aus WONG et al. (1997).
Bei statischer Kompression des Knorpelvolumens um 17% und 36% wird die
biosynthetische Aktivitat leicht, bei Kompression um 52% stark gehemmt (WONG et
al., 1997). GUILAK et al. (1994) stellten fest, dass bei statischer Kompression mit
Belastungen geringer als 0,057 MPa im Vergleich zu unbelasteten Knorpelproben
kein Unterschied in der Proteoglykansyntheserate festzustellen ist. Bei 0,057, 0,1
und 0,5 MPa hingegen reduziert sich die Syntheserate auf fast 60% des Wertes der
Kontrollproben und bei 1,0 MPa sogar auf bis zu 20% der Kontrollen (GUILAK et al.,
1994).

KIM et al. (1996) fanden heraus, dass statische Kompression uber Veranderung
spezifischer posttranslationaler Modifikationen bei Aggrekanen zu einer Abnahme
der GAG-Kettenzahl pro Kernprotein flhrt sowie zu einer Zunahme des CS-
Kettenlange (KIM et al., 1994; LAMMI et al., 1994).

Ein kontinuierlicher Druck von 2,9 MPa reduziert in Knorpelproben von Kalbern und
Menschen jedoch nicht nur die Synthese der Proteoglykane um etwa die Halfte,
sondern auch deren Abbau. Ein Druckanstieg auf ca. 1,0 MPa flhrt zu einer
proportionalen Abnahme des Proteoglykanabbaus, wobei die Antwort des
Knorpelgewebes auf die Belastung dabei schnell erfolgt (JONES et al., 1982). Da
statische Kompression sowohl zu einer Abnahme der Gewebehydratation als auch
zu einer Verkleinerung der effektiven Matrixporengréfe fihrt (SAH et al., 1989), liegt
die Reduktion des Abbaus wahrscheinlich teilweise an der Retention der
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Abbauprodukte in der Matrix sowie an der reduzierten Syntheserate aufgrund der
niedrigeren Diffusionsrate in den Knorpel hinein. AuRBerdem ist mit einer
kompressionsbedingten Herabsetzung der Oberflachendurchlassigkeit fur Diffusion
zu rechnen (JONES et al., 1982; MAUCK et al., 2003a).
Als weitere Moglichkeit fur die Reduktion des Proteoglykanabbaus kommt eine
indirekte Beeinflussung der Metalloproteinasen durch Kompression in Frage. So
konnte eine Kompression mittlerer Belastungsstarke eine Reduzierung von Synthese
oder Aktivierung der Metalloproteinasen durch die Zellen bewirken. Bei hoheren
Belastungen (1,0 MPa) hingegen kommt es wahrscheinlich zu einer Schadigung der
Zellen und somit zur Freisetzung der Proteinasen in die Matrix. Obwohl der
Proteoglykanabbau bei 1,0 MPa eingeschrankt ist, wird diese Tatsache
moglicherweise durch erhdhte Freisetzung der Proteasen aus den zerstorten Zellen
verdeckt (GUILAK et al., 1994).
Als mogliche Mechanismen, die an der Umformung statischer Kompression in von
Chondrozyten wahrnehmbare Signale beteiligt sind, kommen in Frage:
e Zelldeformation
e Wechselwirkungen zwischen Chondrozyten und Matrix (mechanische
und/oder Rezeptor-mediierte) (BUSCHMANN et al., 1995; BUSCHMANN et
al., 1996; GUILAK et al., 1995)
e extrazellulare physikalisch-chemische Effekte
e Hemmung des Transports von Nahrstoffen aufgrund der kompressionsbedingt
geringeren Matrixporengréflie (BUSCHMANN et al., 1995) und
e Veranderungen des Wassergehaltes und die damit verbundenen
Auswirkungen auf perizellularen pH-Wert, lonenkonzentration, osmotischen
Druck, Proteoglykangehalt, sowie fixierte Ladungsdichte (BOUSTANY et al.,
1995, URBAN et al., 1993; URBAN, 1994).
Die Hemmung der Biosynthese von Proteoglykanen und Proteinen durch statische
Kompression hangt in vitro stark vom Tag der Kultur und damit von ihrem
Matrixgehalt ab. Zu Beginn der Zellkultur, also bei fehlender Matrix, ist - wenn
uberhaupt - nur eine gering veranderte Antwort auf Kompression feststellbar. Mit
zunehmender Matrixentwicklung nimmt die Hemmung der Biosynthese zu
(BUSCHMANN et al., 1995). Da die Antwort der Chondrozyten auf statische
Kompression also deutlich durch die An- oder Abwesenheit der Matrix beeinflusst

wird, scheint die matrixunabhangige Zelldeformation eine untergeordnete Rolle zu
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spielen, wohingegen die Wechselwirkungen zwischen Chondrozyten und Matrix von
grolierer Bedeutung sind. Auch die Limitierung des Nahrstofftransports durch die
kompressionsbedingte Reduzierung der MatrixporengroRe kann nicht alleine fur die
Hemmung der Biosynthese verantwortlich sein (BUSCHMANN et al., 1995; KIM et
al., 1994).

Zu den physikalisch-chemischen Mechanismen gehoéren die kompressionsbedingte
Hydrationsabnahme (bei einer mechanischen Belastung von 2,9 MPa reduziert sich
der Wassergehalt des Gewebes um 20-40%) und der daraus resultierende
Konzentrationsanstieg von Makromolekulen und fixierter negativer Ladungsdichte.
Der Konzentrationsanstieg fuhrt zur Reduktion sowohl der Proteoglykansynthese als
auch des Diffusionskoeffizienten der Solute in und aus dem Knorpel. Durch die
Zunahme der Ladungsdichte steigt in der Kultur die Kationenkonzentration zum
Beispiel von Na* und H", gefolgt von einer Zunahme des osmotischen Drucks und
einer Abnahme des pH-Werts. Die Reduktion des pH-Werts wiederum lasst die
zellulare Biosyntheserate sinken (JONES et al., 1982).

Fir die zellulare Antwort auf mechanische Stimuli werden eventuell spezifische
Verbindungen zwischen Chondrozyten und perizellularer Matrix bendtigt. Die im
Laufe der Zeit zunehmende Ansprechbarkeit der Chondrozytenkulturen auf
mechanische Stimuli konnte zumindest teilweise auf die Entwicklung der bendtigten
Ubermittlungsmaschinerie zuriickzufiihren sein (BUSCHMANN et al., 1995).

An der Hemmung der Biosynthese durch statische Kompression sind weiterhin auch
transmembraner Druck und extrazellulares lonenmilieu beteiligt (GRAY et al., 1988;
SCHNEIDERMANN et al.,, 1986). Aullerdem wird durch die Komprimierung des
Knorpels nicht nur die Matrixsynthese, sondern auch der Transport von Zytokinen
wie beispielsweise IGF-1 gehemmt (BONASSAR et al., 2000).

7.2.1.1 Dynamische Kompression

Dynamische Kompression kann abhangig von Frequenz und Amplitude die
Biosynthese im Knorpel stimulieren oder hemmen und ein unterschiedliches Fliel3-

und Kompressionsverhalten induzieren (SAH et al., 1989).
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Bei dynamischer Kompression aller Frequenzen ist eine Deformation von Matrix und
Chondrozyten festzustellen. Kompressionen niedriger Frequenzen (maximal 0,001
Hz) fihren im Gegensatz zu hohen Frequenzen jedoch eher zur Hemmung der
Biosynthese (SAH et al., 1989). So ist auch in Versuchen an Kulturen bovinen
Gelenkknorpels zwar ein signifikanter Anstieg der Proteoglykansynthese bei
Kompression in Intervallen von 4 und 2 Sekunden (0,25-0,5 Hz), nicht jedoch bei
Intervallen von 20 und 60 Sekunden (0,05-0,017 Hz) festzustellen (PARKKINEN et
al., 1992). Niederfrequente Kompression hat langsame Flissigkeitsexsudation und
ein  Minimum an innergeweblichem Druck, FlieRgeschwindigkeit, Stromungs-
potentialen und radialer Belastung zur Folge. Es ist ausreichend Zeit flr
Veranderungen physikalisch-chemischer Parameter, wie zum Beispiel Absinken des
pH-Werts, vorhanden (SAH et al., 1989).

Im Gegensatz dazu erfolgt bei hoheren Frequenzen zwischen 0,01 und 1 Hz eine
schwellenabhangige Stimulation der Biosynthese. Die Zeit fur Flissigkeitsbewegung
ist hier wesentlich geringer (SAH et al., 1989). Es werden relativ hohe radial
ausgerichtete Druckgradienten mit entsprechend hohen FlieRgeschwindigkeiten,
Stromungspotentialen und Stromungen induziert (FRANK und GRODZINSKY, 1987).

Wahrend geringe Kompressionsamplituden (ca. 10% der Knorpelprobenhdhe) keine
Auswirkung auf die Biosynthese haben, stimulieren Amplituden mittlerer GréRe (20
bis 30% der Knorpelhohe) sowohl die Aminosaurenaufnahme, als auch die GAG-
Synthese, diese jedoch in geringerem Ausmal. Hohe Amplituden (50 bis 60% der
Knorpelhdhe) fuhren verglichen mit der Steigerung der Aminosaurenaufnahme zu
einem gemaligten und verzdgerten Anstieg der GAG-Synthese (SAH et al., 1989).
Zusatzlich zum Anstieg von Proteoglykan- und Proteinbiosynthese wird auch der
Transport von IGF-l verstarkt (BONASSAR et al.,, 2001). Bei dynamischer
Kompression wird auRerdem das Sulfatierungsmuster der CS-Ketten an ihren Enden
verandert, unter Beteiligung einer terminal aktiven GalNAc-4,6-S-Disulfotransferase.
Weiterhin werden die Chondrozyten zur Produktion langerer CS-Ketten stimuliert
(SAUERLAND et al., 2003).
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Die Antwort der Chondrozyten auf physikalische Krafte erfolgt schnell. So steigt zum
Beispiel der Gehalt von cAMP bei Zugspannung innerhalb von drei Minuten auf ein
Maximum. Auch die Proteinsynthese steigt bereits nach 1-3 Kompressions-
Entlastungs-Zyklen deutlich um 37,8% bis 51,4% an. Die GAG-Synthese hingegen
steigt erst allmahlich mit sukzessiven Kompressions-Entlastungs-Zyklen um bis zu
18,2 £ 9,1% nach 3 Zyklen an. Dieser geringere und verzogerte Anstieg ist Ausdruck
von der Abhangigkeit und Limitierung der GAG-Synthese vom Kernprotein (SAH et
al., 1989).

An der Transduktion der dynamischen Kompression in eine zellulare Antwort sind
moglicherweise folgende Mechanismen beteiligt (BUSCHMANN et al., 1995):

e veranderter Flussigkeitsdruck

verstarkter Flussigkeitsfluss (Transport)

induzierte Stromungspotentiale

Wechselwirkungen zwischen Zellen und Matrix

Freisetzung der Wachstumsfaktoren aus Matrixbindungsstellen oder Zellen.
FUr die dynamische Kompression scheinen Flussigkeitsfluss, Stromungspotentiale
und Wechselwirkungen zwischen Zellen und Matrix als Stimuli wichtiger zu sein als
geringer Anstieg des Flussigkeitsdrucks, veranderter Molekulartransport und
matrixunabhangige Zelldeformation (MAUCK et al., 2003a).

Ebenso wie bei der statischen Kompression wird in Chondrozytenkulturen der Effekt
der Kompression mit fortschreitender Matrixentwicklung verstarkt. Im Gegensatz zur
statischen Kompression, bei der eine zunehmende Hemmung der Biosynthese
erfolgt, wird bei der dynamischen Kompression jedoch die Biosynthese im Laufe der
Zeit aufgrund der vermehrten Matrixentwicklung immer starker stimuliert
(BUSCHMANN et al., 1995).

Die Stromungspotentiale, die durch den Fluss von Flissigkeit und mobilen
Gegenionen entlang der ionisierten Ladungsgruppen der immobilisierten
Makromolekulle entstehen, sind proportional zu Fliel3geschwindigkeit und fixierter
Ladungsdichte der Matrix. Die stetig zunehmende Stimulierung der Biosynthese steht
also im Zusammenhang mit der groReren Ladungsdichte der Matrix, auch wenn die
Gesamtflieldigeschwindigkeit nicht deutlich ansteigt (BUSCHMANN et al., 1995).

Der durch zyklische Kompression gesteigerte Transport der Makromolekule via
Konvektion erhoht die Erreichbarkeit der Chondrozyten flr stimulierende Faktoren
(SAH et al., 1989).
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7.2.1.1.1 Zonale Unterschiede bei dynamischer Kompression

Der Groldteil der Gelenkknorpeldeformation findet in der Oberflachenzone des
Knorpels statt. So erfolgt in Knorpelproben mit einem Durchmesser von 8 mm die
Kompression auf einem Gebiet von 4 mm Durchmesser und die Deformierung der
oberflachlichen Chondrozyten im Gegensatz zu den tiefer liegenden durch direkte
Kompression. Der Grund daflr, dass die Kompression hauptsachlich in den obersten
Knorpellagen stattfindet, liegt zum einen wahrscheinlich in der hier herrschenden
geringeren Proteoglykankonzentration (PARKKINEN et al., 1992). Zum anderen ist
die oberflachlichste amorphe Knorpelschicht weicher als der darunter liegende
Grolteil des Knorpels. Auf diese Weise kann sie die einwirkende Kompressionskraft
effektiver auf die flissige Phase des Knorpels Ubertragen und die Flussigkeit
zwingen, in die tiefer liegenden Knorpelschichten zu flieRen. Dadurch wird sowohl
der Reibungswiderstand als auch die Reibung in der Kontaktzone reduziert. Fehlt
diese oberste Schicht, sind Flussigkeitsfluss und Flussigkeitsdruck im Knorpel
wesentlich geringer (GRAINDORGE et al., 2005).

Der protektive Effekt dieser obersten Knorpellage ist in dieser selbst und in den
oberflachennahen Knorpelschichten am starksten. So wird in diesen Regionen bis zu
90% der einwirkenden Kompression durch die flissige Phase des Knorpels
getragen, wodurch der Knorpel besonders wahrend Schockbelastung und anderen
vorubergehenden Belastungen geschutzt wird (GRAINDORGE et al., 2005).

In ein und demselben Gelenkknorpel entstehen direkt komprimierte und nicht-
komprimierte Areale. Die direkt komprimierten zentralen Areale werden bei 4
Sekunden Intervallen deutlich stimuliert, die nicht-komprimierten Grenzareale
hingegen erst bei kirzeren Intervallen von 2 Sekunden. In der zentralen Region
erfolgt die Stimulierung bei 0,5 MPa und alle 4 Sek. durch die gesamte Knorpeltiefe
hindurch, wahrend bei einem Druck von 1 MPa oder einem Intervall von 2 Sekunden
die Stimulation besonders im oberflachlichen Knorpel nur reduziert erfolgt. In der
Grenzregion ist eine Stimulierung bei 0,5 MPa und alle 2 Sekunden nur in der
Oberflachenzone feststellbar. Die im Versuch verwendeten Druckstarken von 0,5 und
1,0 MPa reprasentieren die unteren physiologischen Werte im humanen Kniegelenk
wahrend des Laufens (PARKKINEN et al., 1992).

Auch Untersuchungen an caninem Gelenkknorpel zeigen einen Anstieg des
Proteoglykangehalts nach gemaRigtem Renntraining in der Ubergangszone,

wahrend schnelleres Rennen in dieser Zone keine Stimulierung hervorruft und einen
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erhohten Proteoglykanverbrauch in der Oberflachenzone bewirkt (PARKKINEN et al.,
1992).

7.2.1.1.2 Der Effekt dynamischer Belastung auf den Fibronektinstoffwechsel

Die Biosynthese und Freisetzung von Fibronektin wird, abgesehen von einer Reihe
anderer Faktoren, wie zum Beispiel TGFp, auch stark durch die mechanische
Belastung des Gelenkknorpels beeinflusst. Dabei ist jedoch wieder die Art der
Belastung von Bedeutung. Durch statische (WOLF et al., 2003) und kontinuierlich
zyklische Belastung ohne Erholungsphasen (STEINMEYER und ACKERMANN,
1999; STEINMEYER und KNUE, 1997) wird sowohl die Fibronektin- als auch
Proteinsynthese gehemmt, wahrend intermittierende Belastung die
Fibronektinsynthese selektiv stimuliert, die Proteinsynthese aber oft unbeeinflusst
lalkt. Somit scheint Fibronektin sensibler auf Kompression zu reagieren, als die
allgemeine Proteinsynthese (WOLF et al., 2003).

Mit zunehmender Starke und Dauer zyklischer Belastung wird einerseits die
Synthese von Fibronektin, Proteinen und Proteoglykanen gehemmt, andererseits
sinkt auch der Fibronektingehalt selbst in steigendem Mal. Im Gegensatz dazu
beeinflussen Frequenz und Kompressionsgrad zyklischer Belastung die Synthese
von Proteinen und Fibronektin weniger. Bei den Proteoglykanen hingegen nimmt
durch Reduzierung der Frequenz bei unveranderter Belastungsstarke die Hemmung
der Proteoglykansynthese ab (STEINMEYER und ACKERMANN, 1999;
STEINMEYER und KNUE, 1997).

Generell gesehen ist die Abgabe von endogenem Fibronektin und neu
synthetisierten Proteinen aus belastetem Knorpel deutlich geringer als aus
unbelastetem Knorpel. Dabei ist die mechanisch induzierte Veranderung des
physiologischen Transports ebenso wie die erhdhte, wenn auch limitierte,
Fibronektinbindungskapazitat mechanisch  belasteten  Knorpels von der
Belastungsdauer unabhangig (STEINMEYER und ACKERMANN, 1999; WOLF et al.,
2003).

Bei zunehmender Knorpeldeformation hingegen nimmt die Freisetzung von neu-
synthetisiertem Fibronektin zu (STEINMEYER und ACKERMANN, 1999; WOLF et
al., 2003). Zum einen ist namlich frisch synthetisiertes Fibronektin noch nicht fest mit
der Matrix verbunden, da ihm seine bindenden Eigenschaften noch fehlen (WOLF et

al., 2003). Zum anderen wird mit zunehmender Knorpelkompression der
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Flussigkeitsfluss durch Konvektion verstarkt und damit vermehrt Fibronektin
transportiert und aus dem Knorpel beférdert (STEINMEYER und ACKERMANN,
1999; WOLF et al., 2003). Der Verlust des neu-synthetisierten Fibronektins findet
wahrscheinlich in der Anfangsphase jeder Belastungsperiode statt, da hier die
Diffusivitat dieses Molekuls noch nicht durch die Verdichtung der Matrix behindert
wird (WOLF et al., 2003).

Im Gegensatz zur statischen Belastung des Knorpels flhrt intermittierende Belastung
zu einer Erhohung der Fibronektinsynthese und demnach auch des
Fibronektingehalts (STEINMEYER et al., 1997; FARQUHAR et al.,, 1996). Die
Fibronektinsynthese wird hierbei besonders durch die Frequenz der intermittierenden
Belastung (bestehend aus der Frequenz der angewandten Kraft, Dauer des
Belastungszyklus und Dauer der belastungsfreien Periode zwischen den einzelnen
Belastungszyklen) stimuliert. Allerdings besteht keine statistische Korrelation
zwischen Frequenz oder Kompressionsgrad und der resultierenden Expressionsrate
des Fibronektin. So steigt die Fibronektinsynthese sowohl bei Reduzierung als auch
bei Verlangerung der Gesamtzeit aktiver Knorpelbelastung in Versuchen von WOLF
et al. (2003) an bovinen Gelenkknorpelproben an. Auch die Belastungsstarke (im
Rahmen physiologischer Belastung) scheint sowohl die Synthese als auch die
Freisetzung des Fibronektins deutlich weniger zu stimulieren als die Dauer der
belastungsfreien Zeit (WOLF et al., 2003).

7.2.2 Effekte der Belastungsentfernung auf das Knorpelgewebe

Auswirkungen auf den Stoffwechsel

Die Entfernung der Kompression fuhrt bezlglich der Stoffwechselaktivitat nicht
einfach zur Ruckkehr zu den Ausgangswerten. Wahrend in den ersten 4 bis 5
Stunden nach Belastungsentfernung die Syntheserate im Vergleich zu den
unbelasteten Kontrollproben noch gehemmt ist, erfolgt nach 8 bis 48 Stunden ein
Anstieg der Proteoglykansynthese (GUILAK et al., 1994; JONES et al., 1982). Da bei
kontinuierlicher Kompression des Knorpelgewebes keine ausreichende Erholung
erfolgen kann, muss die Druckentfernung als positiver Stimulus fur die Chondrozyten
angesehen werden (JONES et al., 1982; SAH et al., 1989). Neben der erhdhten
Synthese der Proteoglykane ist in den ersten 24 Stunden nach

Kompressionsentfernung auch die Eliminierung ihrer Abbauprodukte hdher als in den
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unbelasteten Kontrollproben. Danach gleicht sich das Niveau an (JONES et al.,
1982).

Die Proteinsynthese zeigt im Gegensatz zu den Proteoglykanen innerhalb von 1,5-
2,5 Stunden nach Belastungsentfernung einen deutlichen Erholungseffekt. Sie steigt
auf Uber 90% im Vergleich zu den noch belasteten Kontrollproben. Nach etwa 6
Stunden liegt der Unterschied nur noch bei durchschnittlich 16%. Dieser Effekt
berunt madglicherweise auf einer kompressionsbedingten Veranderung der
Transportrate der Proteinbestandteile in die Zellen (SAH et al., 1989).

Biomechanischer Ablauf der Erholungsphase

Die Erholung des Knorpelgewebes von der Deformierung erfolgt zum einen durch
den hohen osmotischen Schwellungsdruck innerhalb des Proteoglykangels, und zum
anderen durch die freie Expansion der obersten Knorpelschicht:

Sobald die Belastung endet, stromen aufgrund des erhdhten osmotischen Potentials
der Proteoglykane Wasser und die darin enthaltenen Nahrstoffe in den Knorpel
zuruck, bis der Schwellungsdruck der Proteoglykane wieder mit dem Widerstand des
kollagenen Netzwerks im Gleichgewicht steht (AP GWYNN et al., 2002; DIJKGRAAF
et al, 1997; HASCALL, 1988; HARDINGHAM, 1990; KUETTNER, 1992;
MUEHLEMAN et al., 2003; POOLE et al., 1984; SUH et al., 1995; WINDHABER et
al.,, 2003). AuRerdem kann sich die oberflachlichste Knorpelschicht durch die
Belastungsentfernung wieder frei entfalten, was zur Offnung der Passagen oder
Poren fur den Flussigkeitsrickstrom fuhrt. Der FlUssigkeitseinstrom in den Knorpel
erfolgt wahrend dieser Erholungsphase sowohl durch Konvektion als auch durch
Diffusion, wobei erst der Einstrom durch Konvektion dominiert, bis ein Limit erreicht
ist, ab dem die Diffusion wieder vorrangig ist (TORZILLI et al., 1983; SUN et al.,
2004).

Das allmahliche Wiederanschwellen des Knorpels ist wahrscheinlich mengenlimitiert,
da nach einer anfanglichen, etwa flinf-Minuten-dauernden Erholungsphase, wahrend
der noch eine Einschrankung des Flussigkeitsrickstroms festzustellen ist, ein
verstarkter Einstrom erfolgt. Diese Zeit bendtigt die Oberflachenschicht anscheinend
bis zu ihrer vollstandigen Offnung (TORZILLI et al., 1983). Die Erholung des
gesamten Knorpelgewebes erfolgt nach relativ geringer Belastung in weniger als 60
Minuten (GUILAK et al., 1994). Nach 50 Kniebeugen dauert es bereits langer als 90

Minuten, bis der Patella- und Femurknorpel die gesamte herausgepresste Flussigkeit
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wieder langsam aufgenommen hat (ECKSTEIN et al., 1999). Bei Belastung ab 1,0
MPa erfolgt die Erholung des Knorpels innerhalb der ersten 24 Stunden nicht mehr
vollstandig. Grund dafur ist moglicherweise eine Schadigung der Ultrastruktur von
extrazellularer Matrix und/oder Chondrozyten bei starkerer Belastung (GUILAK et al.,
1994).

Bereits relativ geringe Restbelastungen verursachen eine Verdichtung der
Oberflachenzone und somit eine Einschrankung des Flussigkeitsrucktritts in den
Knorpel. Der Grund dafur liegt in der geringeren Steifigkeit der oberflachlichsten
Knorpelzone gegenuber Kompression, verglichen mit den darunter liegenden
proteoglykanreichen Knorpelschichten. Trotz der Addition von Konvektion und
Diffusion erfolgt bei Restbelastung der Ruckstrom ins Knorpelgewebe aufgrund der
reduzierten Oberflachenporositat und des erschwerten Transportwegs nur wie bei
alleiniger Diffusion oder sogar in noch geringerem Umfang (TORZILLI et al., 1983).
Der Einfluss von statischer Kompression und anschlieBender Entlastung des
Knorpels auf Synthese und Freisetzung der Proteoglykane zeigt gro3e Abhangigkeit
von der Kompressionsamplitude (SAH et al., 1989). Unbelastete und mit 0,057 MPa
belastete Knorpelproben setzen Proteoglykane in das umliegende Medium frei,
wahrend eine Kompression ab 0,1 MPa diese belastungsabhangig einschrankt. Bei
0,1 MPa erfolgt eine Hemmung um 41%, bei 0,5 MPa um 54% und bei 1,0 MPa um
61%. In der Erholungsphase ist nach einem Druck von Gber 0,1 MPa eine Hemmung
der Proteoglykanfreisetzung zu beobachten (GUILAK et al., 1994). Als moglicher
Mechanismus dafir kommt eine Diffusionsbehinderung von Soluten und
Proteoglykanen im komprimierten Knorpel in Frage, da der Diffusionskoeffizient der
kleinmolekularen Substanzen in der Matrix von der interstitiellen lonenkonzentration
und der Matrixporositat abhangt (GUILAK et al., 1994).
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Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Fulle der wissenschaftlichen
Einzelpublikationen der letzten Jahrzehnte zum Thema Gelenkknorpel in einer Arbeit
als gegenwartigen Stand der Kenntnisse zusammenzufassen.

Der hyaline Gelenkknorpel Uberzieht samtliche Gelenkenden der artikulierenden
Knochen und stellt damit einen aullerordentlich wichtigen Bestandteil des
Bewegungsapparates dar. Obwohl er nur wenige Millimeter dick ist, kann er neben
der normalen Beanspruchung durch Korpergewicht und Fortbewegung auch
extremen Belastungen, wie sie beispielsweise im Hochleistungssport vorkommen,
standhalten. Aulierdem tragt er zur Schmierung der Gelenkoberflache bei und
ermoglicht somit eine nahezu reibungslose Bewegung der Gelenkkorper.

Diese enorme Belastbarkeit und Widerstandsfahigkeit erlangt der Gelenkknorpel
durch seine aulierst komplexe Struktur und die vielfaltigen Wechselwirkungen
zwischen seinen verschiedenen Komponenten. Der Gelenkknorpel besteht aus 70—
80% Gewebeflussigkeit, bis zu 30% extrazellularer Matrix und 3% Knorpelzellen
(Chondrozyten). Die Chondrozyten sind die einzigen im Gelenkknorpel
vorkommenden Zellen. Sie stellen die funktionelle Einheit des Knorpels dar, da sie
zeitlebens flr Synthese, Aufrechterhaltung und Abbau der Knorpelgrundsubstanz
(Matrix) in ihrer direkten Umgebung verantwortlich sind. Trotz ihrer relativ hohen
Stoffwechselaktivitat ist das Knorpelgewebe insgesamt jedoch aufgrund seiner
geringen Zelldichte eher stoffwechseltrage. Der Zellstoffwechsel wird von
verschiedenen auflleren Faktoren, wie zum Beispiel mechanischer Belastung, und
von inneren Faktoren beeinflusst. Bei Letzteren spielen besonders die Zytokine und
Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle. Wahrend die Wachstumsfaktoren einen
anabolen Effekt aufweisen, wirken die Zytokine gewohnlich katabol, wobei der
Einfluss der Wachstumsfaktoren deutlich dominiert.

Bei den Makromolekulen der Matrix handelt es sich um Kollagene verschiedener
Typen (I, 11, 111, VI, IX, X, XI, XII, XIV und XVI) sowie Proteoglykane, nicht-kollagene
Proteine und Glykoproteine. Das Hauptkollagen des Gelenkknorpels ist das Kollagen
II. Gemeinsam mit den Kollagenen IX und Xl bildet es Kollagenfibrillen, die sich
durch Querverbindungen zu einem Netzwerk verbinden, das die Matrix durchzieht
und eine enorme Dehnungsfestigkeit besitzt. Dieses Netzwerk ist zusammen mit den

grolden aggregierenden Proteoglykanen, den sogenannten Aggrekanen, fur die
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biomechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels ausschlaggebend. Aufgrund
ihrer vielen sulfatierten Glykosaminoglykan-Ketten sind die Aggrekane polyanionisch
und ziehen Kationen und Wasser an. Daraus resultiert ein Schwellungsdruck der
Aggrekane, dem das umliegende Kollagennetz entgegenwirkt. Auf diese Weise
erlangt der Gelenkknorpel seine Viskoelastizitit und kann sich nach
kompressionsbedingter Deformierung relativ rasch erholen.

Wahrend das Proteoglykan Versikan ebenfalls Aggregate bilden kann, fehlt den
kleinen Proteoglykanen Dekorin, Biglykan, Fibromodulin, SZP und Perlekan diese
Eigenschaft. Sie kénnen sich jedoch an Kollagene binden und Wechselwirkungen
innerhalb der Matrix beeinflussen. Auch die in ihrer Struktur und Funktion sehr
unterschiedlichen nicht-kollagenen Proteine und Glykoproteine beeinflussen die
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Matrixkomponenten sowie zwischen
Zellen und Matrix. Zu diesen Proteinen gehoren Fibronektin, Cartilage Oligomeric
Matrix Protein (COMP), Thrombospondine, Annexin V, Matrilin, Fibulin und andere,
die zum Teil noch nicht vollstandig identifiziert sind.

Sowohl Zellmorphologie als auch biochemische und strukturelle Zusammensetzung
der extrazellularen Matrix variieren je nach Spezies, Alter, Gelenk, Knorpeltiefe,
Matrixregion und Knorpelbelastung. Die Chondrozyten innerhalb des Gelenkknorpels
sind also nicht einheitlich, sondern weisen, je nach Abstand zur Gelenkoberflache,
deutliche Unterschiede in Form, Gro3e, Anordnung und Stoffwechselaktivitat auf.
Zusammen mit den daraus resultierenden zonalen Unterschieden in
Zusammensetzung und Anordnung der Matrixkomponenten flhrt dies zu einer
Einteilung des Knorpels in vier verschiedene Knorpelzonen, bezeichnet als
Oberflachenzone, Ubergangszone, radidre und kalzifizierte Knorpelzone. Diese
strukturellen Unterschiede ziehen auch zonale Unterschiede im biomechanischen
Verhalten sowie im Fllssigkeits- und Soluttransport des Gelenkknorpels nach sich.
Da im Gelenkknorpel keine Blut- oder Lymphgefalle vorhanden sind, findet seine
Ernahrung hauptsachlich uber die Synovialflussigkeit von der Knorpeloberflache her
statt, jedoch auch Uuber den subchondralen Knochen. Die Ernahrung erfolgt
groldtenteils  Uber  belastungsunabhangige  Diffusion, wird aber durch
kompressionsinduzierte, mechanische Konvektion unterstutzt.

Der Turnover des Gelenkknorpels wird ebenfalls durch mechanische Stimulierung
beeinflusst, wobei verschiedene Kompressionsarten auch unterschiedliche

Reaktionen der Chondrozyten hervorrufen. Im Allgemeinen flhrt statische Belastung
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zu einer Abnahme der Proteoglykan- und Proteinsynthese, dynamische Belastung
hingegen zu einer Zunahme, allerdings jeweils abhangig von Belastungsstarke, -
dauer oder -frequenz. Gegenuber Immobilisierung zeigt der Gelenkknorpel eine
relativ geringe Toleranz. Es kommt zu einem Ungleichgewicht zwischen Auf- und
Abbau der Matrix und somit zu pathologischen Veranderungen des Gelenkknorpels.
Reparaturen sind aber nur in sehr beschranktem Umfang moglich und eine
vollstandige Wiederherstellung des ursprunglichen Zustands ist sogar oft unmaoglich.
Daher sind genaue funktionelle Kenntnisse der Knorpelstrukturen von grofRer
Bedeutung fiir das Verstandnis von Atiologie, Pathogenese und Prophylaxe sowie
die Therapie von Erkrankungen des Gelenkknorpels, einschliel3lich der Entwicklung

von Arthroplastiken.
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Summary

The functional anatomy of articular cartilage

The aim of this study was to summarize the vast number of individual scientific
publications about articular cartilage throughout the last decades.

Articular cartilage coats the ends of all articulating bones. For this reason it is an
enormously important tissue within the locomotor system. Despite its thickness of
only a few millimetres it is able to withstand not only normal loading due to body
weight and locomotion but even peak loads as occurring in competitive sports. Due
to its viscoelasticity it can minimize compression even for the other tissues involved
in load transmission, such as the subchondral bone. Besides articular cartilage
contributes to the lubrication of the articular surface and thus allows for an almost
frictionless movement between the articulating structures.

The articular cartilage obtains its enormous potential in loadbearing and resistance to
wear by its extremely complex structure and the numerous interactions between its
different components. It consists of 70-80% interstitial water, 30% extracellular matrix
and 3% chondrocytes. The chondrocytes are the only cells occurring in articular
cartilage. Each of these cells can be seen as a functional unit of the cartilage
because it is responsible for the synthesis, maintenance and degradation of the
extracellular matrix in its immediate environment. In spite of the relatively high
metabolism of the cartilage cells, the overall metabolic activity of cartilage tissue itself
is quite low because of its low cell density. The cellular turnover is influenced by
various external factors, e.g. mechanical load, but also by many internal factors, e.g.
growth factors and cytokines. Most important in this respect are the generally
anabolic growth factors, whereas the influence of the typically catabolic cytokines is
minor.

The macromolecules of the matrix are composed of collagens (type I, 11, 1, VI, IX, X,
XI, Xll, XIV, XVI), proteoglycans, non-collagenous proteins and glycoproteins. The
main collagen of cartilage is collagen Il. Together with collagen type IX and Xl it
forms fibrils building up a collagenous network throughout the matrix reinforced by
many cross links. This network is of extreme tensile strength. Together with the large
aggregating proteoglycan aggrecan it is responsible for the viscoelasticity and

biomechanical properties of the tissue. Because of their vast content of sulphated
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glycosaminoglycans the aggrecans display a high number of anionic charges
attracting many cations and water. The resulting swelling behaviour is limited by the
surrounding collagenous network. This is the reason for the viscoelasticity of articular
cartilage which allows for a quick recovery after a compressively induced
deformation.

The proteoglycan Versican is also able to form aggregates whereas the small
proteoglycans decorin, biglycan, fiboromodulin, SZP and Perlecan lack this ability.
However they can bind to collagens and influence interactions within the extracellular
matrix. The non-collagenous proteins and glycoproteins, which differ enormously in
structure and function, also influence matrix-matrix and cell-matrix interactions. This
group of cartilage proteins includes fibronectin, Cartilage Oligomeric Matrix Protein
(COMP), thrombospondins, annexin V, matrilins, fibulins and others, which still have
to be completely identified.

Cell morphology as well as biochemical matrix composition and structural assembly
vary in species, age, joint, cartilage depth, matrix region and cartilage loading.
Therefore the articular chondrocytes of the same joint are not uniform cells but show
clear differences in form, size, arrangement and metabolic activity depending on their
distance from the articular surface. In combination with the resulting zonal differences
in composition and arrangement of the matrix components the articular cartilage can
be divided into four different zones, called superficial, transitional, radial and calcified
zone. These structural differences also cause zonal differences in biomechanical
properties as well as fluid and solute transport.

Due to the lack of lymphatic and blood vessels, the nutrition of articular cartilage is
effected mainly by the synovia via the cartilage surface and to a lower extent via the
subchondral bone. Most of the nutritition happens by diffusion but is supported by the
compressively induced fluid convection. The turnover of articular cartilage is also
influenced by mechanical stimulation with the chondrocyte’s reaction depending on
the type of compression. In general, static compression causes a decrease of
proteoglycan and protein synthesis whereas dynamic compression causes an
increase. In addition to the type of compression, also its strength, duration and
frequency are of importance for its effects on the turnover. The articular cartilage
shows only little tolerance towards immobilisation. Disturbances of the equilibrium
state between matrix synthesis and degradation cause pathologic changes in the

articular cartilage. Cartilage repair is possible only to a very low extent and very often
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a complete restoration of the former state is impossible. Therefore an exact
functional knowledge of cartilage structures is very important for the understanding of
the aetiology, the pathogenesis and the prophylaxis as well as the therapy of articular

cartilage diseases including the development of arthroplasties.
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