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1. Zusammenfassung/Abstract 
 
Fragestellung. Defekte des hyalinen Gelenkknorpels heilen nicht. Gentransfer-basierte 

Therapiestrategien sind ein experimenteller Ansatz zur Lösung dieses Problems. In der 

vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Hypothesen, dass (1) Zellen des Stütz- und 

Bewegungsapparates effizient mittels nicht-viralem Gentransfer modifizierbar sind, dass (2) 

transfizierte Zellen -verkapselt in Alginat- eine hohe Vitalität und Transgenexpression von 

humanem insulinartigem Wachstumsfaktor I (IGF-I) und Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) 

in vitro zeigen und dass (3) die kombinierte Überexpression von IGF-I und FGF-2 durch 

modifizierte Fibroblasten die Knorpelreparatur im Kaninchenmodell in höherem Maß verbessert 

als die alleinige Überexpression von IGF-I. 
  

Methoden. Primäre lapine Gelenkchondrozyten, lapine Muskelzellen und humane Zellen der 

fibrösen Dysplasie sowie etablierte humane Osteosarkomzellen (SAOS-2), Chondrosarkomzellen 

(CS-1), murine Fibroblasten (NIH 3T3) und embryonale Nierenzellen (293) wurden unter 

optimierten Bedingungen mittels Nanofectin 1 und 2, Superfect, JetPEI, Escort III, GeneJammer, 

Effectene, TransPass D2, FuGENE 6, Lipofectamine 2000, Metafectene, Dreamfect und 

Calciumphosphat Co-Präzipitaten transfiziert und die maximale Transgenexpression bestimmt. 

Alginat-Sphäroide mit FuGENE 6-transfizierten NIH 3T3 Fibroblasten wurden in vitro auf Zellzahl, 

Vitalität der Zellen und Sekretion von rekombinantem IGF-I und FGF-2 untersucht. In vivo 

beurteilten wir die Reparatur osteochondraler Defekte 3 Wochen nach Implantation von IGF-I- 

und IGF-I/FGF-2-Sphäroiden in lapine Kniegelenke gemäß biochemischer, 

immunhistochemischer und histologischer Analyse. 
  

Ergebnisse. NIH 3T3 Fibroblasten liessen sich effizient mit nicht-viralen Methoden transfizieren 

(Effizienz: 48,9 ± 13,0%). In vitro sezernierten diese Zellen in Alginat relevante Mengen IGF-I 

(314 ng/107 Zellen/24 h) über mindestens sieben Tage und FGF-2 (32 ng/107 Zellen/24 h) über 

mindestens vier Tage. In den Sphäroiden nahm die Gesamtzahl der Zellen über 21 Tage zu, ihre 

Vitalität jedoch ab. In vivo resultierte der kombinierte Gentransfer von IGF-I und FGF-2 in einer 

signifikant besseren Reparatur osteochondraler Defekte als die alleinige Behandlung mit IGF-I. 
  

Schlussfolgerungen. Optimierte nicht-virale Gentransfer-Methoden erzielten relativ hohe 

Effizienzen in Zellen des Stütz- und Bewegungsapparates. Alginat-verkapselte, IGF-I- und FGF-

2-transfizierte NIH 3T3 Fibroblasten zeichneten sich durch eine relativ kurzzeitige, aber hohe 

Transgenexpression aus, die therapeutische Effekte in vivo induzierte. Die Daten belegen den 

potentiellen Nutzen gentherapeutischer Ansätze zur Behandlung fokaler Knorpeldefekte und die 

Überlegenheit des kombinierten Gentransfers gegenüber einer Monotherapie. Nachfolgende 

Studien sollten die Möglichkeiten einer verlängerten Transgenexpression sowie die 

Eigenschaften des Reparaturgewebes über längere Beobachtungszeiträume untersuchen.  
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Gene transfer for enhanced cartilage repair  
 
Introduction. Articular cartilage defects do not heal spontaneously. Gene-based therapeutic 

concepts are an experimental approach to solve this problem. In the present study we tested the 

hypotheses whether (1) cells of the musculoskeletal system can be transfected efficiently using 

nonviral gene transfers systems, whether (2) transfected cells -encapsulated in alginate spheres- 

show high viability and transgene expression of the insulin-like growth-factor I (IGF-I) and 

fibroblast growth factor 2 (FGF-2) in vitro and whether (3) combined overexpression of IGF-I and 

FGF-2 by genetically modified fibroblasts enhances cartilage repair in a rabbit model in a 

magnitude that is larger than with IGF-I alone. 
 

Methods. Primary cultures of lapine articular chondrocytes, lapine skeletal muscle cells, human 

cells from fibrous dysplasia and cell lines established from human osteosarcoma (SAOS-2) or 

chondrosarcoma (CS-1), human embryonic kidney cells (293) and murine fibroblasts (NIH 3T3) 

were transfected under optimized conditions using Nanofectin 1 and 2, Superfect, JetPEI, Escort 

III, GeneJammer, Effectene, TransPass D2, FuGENE 6, Lipofectamine 2000, Metafectene, 

Dreamfect and calcium phosphate co-precipitates. In vitro, alginate spheres containing 

transfected NIH 3T3 cells were examined for cell numbers, viability of the cells and expression 

patterns of recombinant IGF-I and FGF-2. In vivo, 21 days after transplantation of IGF-I and IGF-

I/FGF-2 spheres into rabbit knee joints, we evaluated the repair of osteochondral defects by 

biochemical, immunohistochemical and histological analysis.  
 

Results. NIH 3T3 fibroblasts can be transfected at high efficiencies using nonviral systems (48,9 ± 

13,0%). Transfected cells secrete relevant amounts of IGF-I (314 ng/107 cells/24 h) for at least 

seven days and FGF-2 (32 ng/107 cells/24 h) for at least four days in vitro. Within the spheres, 

total cell numbers increased but cell viability decreased over 21 days. In vivo, combined gene 

transfer of IGF-I and FGF-2 significantly improved the repair of cartilage defects compared to the 

treatment with IGF-I alone. 
 

Conclusions. Nonviral gene transfer methods can be optimized to achieve relatively high 

transfection efficiencies in cells of the musculoskeletal system. IGF-I- and FGF-2-transfected NIH 

3T3 cells embedded in alginate show a comparatively high but short-term transgene expression, 

sufficient to promote therapeutic effects in vivo. The data prove the potential value of gene-based 

approaches for the treatment of focal cartilage defects and suggest that gene delivery of 

combinations of growth factors may be more beneficial than the application of single factors 

alone. Future studies need to focus on prolonging transgene expression and to evaluate the long-

term properties of the repair tissue.  
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2. Einleitung  
 
 
2.1 Problematik und Überblick 
 

Hyaliner Gelenkknorpel hat nur eine eingeschränkte Heilungsfähigkeit (O´Driscoll, 1998; 

Hunziker, 2002). Knorpeldefekte sind daher ein ungelöstes Problem in der klinischen Orthopädie. 

Bislang hat kein Therapieansatz zu einer kompletten Knorpelregeneration geführt (Buckwalter 

und Mankin, 1998). Defekte des hyalinen Gelenkknorpels entstehen durch verschiedene 

Mechanismen, wie vor allem traumatische Schädigungen oder auch eine Osteochondrosis 

dissecans. Diese Defekte können in der Folge durch ein Reparaturgewebe aufgefüllt werden, 

welches strukturelle Ähnlichkeit mit dem gesunden Knorpelgewebe aufweist. Es handelt sich 

jedoch um Faserknorpel, der nicht in der Lage ist, über einen längeren Zeitraum mechanischer 

Belastung standzuhalten. Sollten derartige Defekte nicht behandelt werden, droht die Entstehung 

einer sekundären Arthrose (Mankin, 1982; Madry und Pape, 2008). Ziel aller Therapieverfahren 

muss daher die Bildung eines Regenerationsgewebes sein, welches dem normalen Knorpel 

identisch und in der Lage ist, den physiologischen Belastungen des Gelenks auf Dauer 

standzuhalten. 

 

Wachstumsfaktoren sind chemische Boten, die die Knorpelreparatur verbessern (Trippel, 1997; 

Goldberg, 2001). Jedoch wird ihre therapeutische Wirksamkeit durch eine sehr kurze 

intraartikuläre Halbwertszeit deutlich reduziert (Shida et al., 1996; Chuma et al., 2004). Der 

Transfer von Wachstumsfaktor-Genen in Zellen des Reparaturgewebes ist eine interessante 

Strategie, um diese therapeutischen Faktoren lokal über prolongierte Zeiträume zur Verfügung zu 

stellen: Werden genetisch modifizierte Zellen in Knorpeldefekte implantiert, kann ihre 

Wachstumsfaktor-Sekretion die Defektreparatur nachhaltig verbessern (Cucchiarini und Madry, 

2005).  

 

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir, welche Zellen hierfür am besten geeignet sind. Dabei 

wurden insgesamt dreizehn verschiedene Transfektionssysteme in sieben unterschiedlichen 

Zelltypen evaluiert. Anschließend transfizierten wir murine NIH 3T3 Fibroblasten mit 

Plasmidexpressionsvektoren für IGF-I und FGF-2, verkapselten die Zellen in Alginat und 

implantierten sie in osteochondrale Defekte in den Kniegelenken von Kaninchen. Die 

Knorpelreparatur wurde nach drei Wochen anhand etablierter Bewertungssysteme beurteilt. 

Zusätzlich bestimmten wir den Typ-I- und Typ-II-Kollagen-, den DNS- sowie den Proteoglykan-

Gehalt im Reparaturgewebe sowie die Wachstumsfaktor-Konzentration der Synovialflüssigkeit.  
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2.2 Biologische Grundlagen des hyalinen Gelenkknorpels 
 

Hyaliner Gelenkknorpel ist ein bradytrophes, avaskuläres, anervales und alymphatisches 

Gewebe. Chondrozyten sind die spezifischen Zellen des Knorpelgewebes und werden durch 

Diffusion aus der Synovialflüssigkeit ernährt (Buckwalter, 1983). Sie machen nur circa 10% des 

Gewebevolumens aus und produzieren die sie umgebende Matrix. Ihre Aktivität ist 

altersabhängig: Nach Ablauf der Wachstumsphase reduzieren diese Zellen ihre metabolische 

und mitotische Aktivität und ihre Anzahl verringert sich (Buckwalter et al., 1993; Buckwalter und 

Mankin, 1998; Martin et al., 2003). Die Chondrozyten sind in ein dichtes Netzwerk aus 

extrazellulärer Matrix eingebettet. Diese ist reich an makromolekularen Protein-Polysaccharid-

Komplexen, sogenannten Proteoglykanen. Das für den Gelenkknorpel charakteristische 

Proteoglykan ist Aggrekan (Hardingham und Fosang, 1992). Proteoglykanuntereinheiten lagern 

an Hyaluronsäure an und wirken stark hydrophil -der Grund für den hohen hydrodynamischen 

Druck des Knorpelgewebes. Kollagen vom Typ II ist das Hauptkollagen des hyalinen Knorpels. 

Es macht etwa 50% der Trockenmasse dieses Gewebes und 90-95% des Gesamtkollagens aus 

und zeichnet im Wesentlichen verantwortlich für die speziellen Materialeigenschaften des 

Gelenkknorpels (Bora und Miller, 1987). Des Weiteren findet man im hyalinen Gelenkknorpel 

Kollagene vom Typ V, VI, IX, X, XI und XIV sowie eine Reihe anderer Makromoleküle, darunter 

cartilage oligomeric matrix protein (COMP), Decorin, Fibronectin oder Fibromodulin. Typ-I-

Kollagen ist hingegen ein Indikator für fibrösen Reparaturknorpel, wie er bei der spontanen 

Heilung unbehandelter Knorpeldefekte entsteht. 

 

Architektonisch gliedert sich der hyaline Gelenkknorpel in vier Schichten (Abb. 1). Apikal bildet 

die Lamina splendens die Oberfläche des Gelenks. Diese fibröse Schicht mit zahlreichen, parallel 

zur Oberfläche angeordneten Kollagenfibrillen fungiert als selektive Barriere bei der trophischen 

Versorgung der Chondrozyten. Es schließt sich nach basal die Tangentialzone mit abgeflachten 

Chondrozyten an. In der Transitionalzone finden sich rundliche, typischerweise in senkrecht zur 

Oberfläche verlaufenden Säulen angeordnete Knorpelzellen. Die ebenfalls senkrecht zur 

Gelenkoberfläche verlaufenden Kollagenfasern verhindern ein horizontales Ablösen der 

einzelnen Schichten voneinander. Als tidemark wird die Grenze zwischen verknöchertem 

Knorpelgewebe und der Transitionalzone bezeichnet. In der basal dazu gelegenen Zone 

verknöcherten Knorpels finden sich hypertrophe Chondrozyten. Hier wird über solide 

Verbindungen die Übertragung von Scherkräften vom Gelenkknorpel auf den subchondralen 

Knochen ermöglicht.  
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Abb. 1: Mikroskopischer Aufbau des lapinen hyalinen Gelenkknorpels (Safranin-O-Färbung; Vergrößerung: 40x). 
 

  

2.3 Einteilung der Knorpeldefekte 
 

Defekte des Gelenkknorpels werden nach ihrer Ausdehnungstiefe klassifiziert (Abb. 1). Bei einer 

Beschränkung der Läsion auf das Knorpelgewebe spricht man von chondralen Defekten. Diese 

werden wiederum unterteilt in teilschichtige (partial thickness) und vollschichtige (full thickness) 

Defekte, je nachdem, ob sich der Defekt nur oberflächlich darstellt oder basal bis auf die Lamina 

ossea subchondralis hinabreicht. Im klinischen Alltag findet sich diese wichtige Einteilung in den 

arthroskopischen Klassifikationen nach Noyes und Stabler (1989) oder der International Cartilage 

Research Society (Brittberg und Winalski, 2003) wieder, die sich von der Klassifikation nach 

Outerbridge (1961) durch eine exaktere Beschreibung der Defekttiefe unterscheiden. Chondrale 

Knorpeldefekte können durch eingewanderte Synoviozyten aufgegefüllt werden (Hunziker und 

Rosenberg, 1996; Hunziker, 2002).  

Ist bei einem Knorpeldefekt auch der subchondrale Knochen verletzt, so spricht man von einem 

osteochondralen Defekt. Durch die Kommunikation des betreffenden Knorpelareals mit dem 

Knochenmark kann sich in diesem Fall ein Blutgerinnsel im Defekt bilden (Furukawa et al., 1980; 

Shapiro et al., 1993; Jackson et al., 2001). Die darin enthaltenen pluripotenten mesenchymalen 

Zellen ermöglichen die Neubildung sowohl von knorpeligem Reparaturgewebe als auch von 

subchondralem Knochen.   

Lamina splendens 
Transitionalzone 

Tangentialzone 

tidemark 
Zone verknöcherten Knorpels

Subchondraler Knochen  

Lamina ossea subchondralis 

Chondrale Defekte Osteochondraler Defekt

te
ils

ch
ic

ht
ig

 

vo
lls

ch
ic

ht
ig

 



                                                                                                                                                             Einleitung 

6 

Bei beiden Dekfekttypen erscheint das Reparaturgewebe bereits nach einigen Monaten 

faserartig, ist der mechanischen Beanspruchung nicht länger gewachsen und degeneriert nach 

einigen Jahren (Jackson et al., 2001). Eine Ausbreitung des Defekts in angrenzende 

Knorpelregionen kann häufig nicht verhindert werden. Knorpelreparatur meint folglich die Bildung 

eines Gewebes, das in seiner Struktur dem normalen Knorpel lediglich ähnlich ist. Der Terminus 

Knorpelregeneration beschreibt hingegen den Ersatz durch vollwertigen hyalinen Gelenkknorpel 

ohne das Auftreten faserknorpeliger Degeneration (Madry, 2004).     

 
 

2.4 Klinische Therapiestrategien bei fokalen Gelenkknorpeldefekten 
 

In der klinischen Orthopädie wird eine Vielzahl von Ansätzen zur Behandlung von 

Knorpeldefekten verfolgt. An konservativen Maßnahmen stehen verschiedene Optionen wie 

Physiotherapie, orthopädietechnische Versorgung oder Kryo- und Elektrotherapie zur Verfügung. 

Die Gabe von Analgetika wie NSAR oder Opioiden sind weitere Standbeine der konservativen 

symptomatischen Therapie (Fritz et al., 2006). 

Operative Therapieansätze gliedern sich in zell- und gewebebasierte Verfahren. Dabei verfolgen 

zellbasierte operative Ansätze wie subchondrale Bohrungen (Pridie, 1959), die 

Abrasionsarthroplastik (Johnson, 1986) oder Mikrofrakturierungen (Steadman et al., 1999) das 

Ziel der Eröffnung des Markraumes. Durch die konsekutive Immigration von Knochenmarkszellen 

in den Defekt wird die zelluläre Grundlage für das Reparaturgewebe geschaffen (siehe 2.3). Die 

autologe Chondrozytentransplantation ohne (Brittberg et al., 1994) oder mit (Ochi et al., 2002) 

einer biodegradierbaren Trägersubstanz stellt ein weiteres zellbasiertes operatives Verfahren zur 

Behandlung von Knorpeldefekten dar, das jedoch im Gegensatz zu oben genannten Ansätzen 

ohne eine Markraumeröffnung auskommt (Jones und Peterson, 2006; Madry und Pape, 2008).  

Dem gegenüber stehen die gewebebasierten operativen Verfahren, die sich auf die 

Transplantation chondrogener periostaler (O´Driscoll und Salter, 1984) oder perichondrialer 

(Bulstra et al., 1990) Gewebe stützen. In diese Gruppe fallen außerdem die Methoden der 

autologen oder allogenen osteochondralen Transplantation (Hangody et al., 1998; Braun et al., 

2007). Dabei sind das Osteochondral-Autograft-Transfer-System (OATS) und die Mosaikplastik 

zu nennen, bei denen Knorpel-Knochen-Zylinder unterschiedlicher Größe aus gering belasteten 

Regionen des Gelenks in den Bereich der Knorpeldefekte der Belastungszonen transplantiert 

werden (Imhoff et al., 1999; Schnettler et al., 2008).  
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2.5 Experimentelle Therapiestrategien bei fokalen Gelenkknorpeldefekten 
 

Neben den etablierten operativen und konservativen Möglichkeiten der Behandlung fokaler 

Knorpeldefekte stehen alternativ experimentelle Wege offen. Diese basieren grundsätzlich auf 

der Applikation therapeutischer Faktoren in die Defektareale mit dem Ziel der Intervention in die 

Knorpelhomöostase.  Man unterscheidet dabei zwischen Förderung anaboler Prozesse, 

beispielsweise durch Wachstumsfaktoren wie IGF-I oder FGF-2, und Hemmung kataboler 

Prozesse.  

Am Beispiel verschiedener therapeutischer Faktoren wurde gezeigt, dass diese sowohl als 

Protein frei in die Gelenkhöhle injiziert (Jentzsch et al., 1980; van Beuningen et al., 1988; 

Rogachefsky et al., 1993; Yamamoto et al., 2004) als auch gebunden an eine Trägersubstanz in 

Knorpeldefekte eingebracht werden können (Sellers et al., 1997; Nixon et al, 1999; Fortier et al., 

2002; Mierisch et al., 2002; Tuncel et al., 2005; Sohier et al., 2007). Limitiert wird dieser 

konzeptionell einfache Ansatz durch die kurze Halbwertszeit der Peptide, speziell von IGF-I und 

FGF-2 (Chuma et al., 2004). Dadurch ist ihr Nachweis in der Synovialflüssigkeit bereits eine 

Stunde nach intraartikulärer Injektion nicht mehr möglich (Shida et al., 1996). Um trotzdem einen 

therapeutischen Effekt der Faktoren zu erzielen, müssen entweder hohe Dosen des Proteins 

verabreicht werden (Fujimoto et al., 1999) oder die Applikation erfolgt kontinuierlich (Otsuka et 

al., 1997; Mizuta et al., 2004).    

Alternativ besteht die Möglichkeit, DNS-Sequenzen der therapeutischen Faktoren in jene Zellen 

einzubringen, die an der Besiedelung der Defektareale teilnehmen. Diese genetische 

Modifikation, auch als Gentransfer bezeichnet, ermöglicht den Zellen die kontinuierliche Sekretion 

der Faktoren lokal innerhalb der Läsion (Cucchiarini und Madry, 2005). Im Folgenden sollen die 

Grundzüge der Gentransfer-basierten Behandlung fokaler Knorpeldefekte dargestellt werden.  

 

2.5.1 Allgemeine Prinzipien des Gentransfers 
Unter dem Begriff Gentransfer versteht man das Einschleusen fremder Gensequenzen in 

Zielzellen. Hierfür muss das entsprechende Gen zunächst isoliert, in eine cDNS umgeschrieben 

und in einen Expressionsvektor (Plasmid) integriert werden. Die Aufnahme der mittels eines 

Gentransfersystems (vgl. 2.5.2) gebundenen Gensequenzen in die Zellen erfolgt dann 

üblicherweise durch Endozytose. Dabei handelt es sich um einen mehrschrittigen Prozess, in 

dessen Verlauf es zur Bindung der Transfektionskomplexe an die Zielzellen, Internalisierung und 

Bildung von Endosomen kommt (Luo und Saltzman, 2000). Nur ein Bruchteil der 

aufgenommenen Komplexe entgeht jedoch der nachfolgenden intrazellulären Degradation (Zhou 

und Huang, 1994; Crystal, 1995). Im Zellkern werden die Plasmide extrachromosomal, seltener 

auch episomal, transkribiert. Die Effizienz dieser Protein-Biosynthese ist im Wesentlichen 
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anhängig von der Struktur des Expressionsvektors, beispielsweise von der Wirksamkeit 

eingebauter Promotoren.  

 

2.5.2 Gentransfersysteme 
Gentransfersysteme erleichtern die Aufnahme genetischen Materials in die Zielzelle und werden 

in virale und nicht-virale Systeme unterteilt. Transfektion wird der Gentransfer mit nicht-viralen 

Systemen, Transduktion der Gentransfer mit viralen Systemen genannt.  

Nicht-virale Transfektionssysteme besitzen gegenüber viralen Systemen einige Vorteile (Thomas 

et al., 2003): Das transfizierte Plasmid verbleibt extrachromosomal im Zellkern und führt so in der 

Regel nur zu einer transienten Genexpression. Die Integration der zugeführten DNS in das 

Genom der Zielzelle ist hingegen ein sehr seltenes Ereignis (Malone et al., 1989; Ledley, 1994). 

Da diese Systeme, anders als adenovirale Methoden, keine Immunreaktion induzieren, ist eine 

wiederholte Anwendung möglich. Sie weisen außerdem eine wesentlich niedrigere Toxizität als 

virale Systeme auf. Des Weiteren sind nicht-virale Techniken -im Gegensatz zu den retroviralen 

Systemen- unabhängig vom Zellzyklus der Zielzelle. Diese Vorteile, neben einer höheren 

Aufnahmekapazität für genetisches Material, sind vor allem für klinische Anwendungen 

bedeutsam. Der wesentliche Nachteil nicht-viraler Transfektionstechniken bestand bislang in ihrer 

vergleichsweise niedrigen Transfektionseffizienz. 

2.5.2.1 Nicht-virale Systeme 
Diese heterogene Gruppe setzt sich aus diversen chemischen und physikalischen Methoden 

zusammen. Das generelle Prinzip chemischer Transfektionsmethoden besteht in einer 

extrazellulären Komplexbildung positiv geladener Chemikalien mit der DNS, die eine negative 

Oberflächenspannung aufweist. Die verschiedenen Systeme dieser Gruppe können anhand ihrer 

chemischen Hauptbestandteile klassifiziert werden (Felgner, 1990): Zu Beginn der Entwicklung 

dieser Transfektionssysteme (Vaheri und Pagano, 1965) wurden hohe Salzkonzentrationen oder 

polykationische Proteine verwendet, um die Ladung der DNS zu neutralisieren. Ab 1965 kamen 

zu diesem Zweck beispielsweise Calciumphosphat-Präzipitate zum Einsatz. Ein entscheidender 

Fortschritt gelang Felgner und Kollegen (1987) mit der Entwicklung des kationischen Lipids 

DOTMA. Dabei handelt es sich um ein positiv geladenes Liposom, das aufgrund elektrostatischer 

Anziehungskräfte Komplexe mit Nukleinsäuren bildet. Die Transfektionsreagenzien Lipofectamine 

2000, Metafectene und Dreamfect stellen aktuelle Vertreter dieser Gruppe dar. Dendrimere wie 

Superfect (Hudde et al., 1999) sind verzweigte Polymere, die ebenfalls Anwendung als 

Transfektionsreagenz finden. Für diese Substanzgruppe wurde bislang nur minimale Zytotoxizität 

beschrieben (Kukowska-Latallo et al., 1996; Gebhart und Kabanov, 2001). Bei den Nanopartikel-

basierten Gentransfersystemen wie Nanofectin 1 und 2 werden Verbindungen aus Nanopartikeln 

und positiv geladenen Polymeren gebildet (Ravi Kumar et al., 2004). Bei dem Reagenz JetPEI 

handelt es sich um ein lineares Polyethylenimin (Chemin et al., 1998; Godbey et al., 1999). 



                                                                                                                                                             Einleitung 

9 

Mittlerweile stellen neuere lipid-basierte Systeme wie Escort III, Gene Jammer, Effectene, 

TransPass D2 oder FuGENE 6 die am häufigsten verwendeten Transferreagenzien dar 

(Schwendener, 2007; Gao et al., 2007; Orth et al., 2008). 

Darüber hinaus existieren verschiedenste mechanische und elektrische Methoden der 

Transfektion. Die direkte Injektion von nicht-komplexierter DNS in den Zellkern (Mikroinjektion) 

stellt den einfachsten Ansatz dar (Luo und Saltzman, 2000). Die Anwendung von Überdruck 

(Mann et al., 1999) oder hydrodynamischen Drücken (Liu et al., 1999) sind andere etablierte 

Techniken. Weitere Möglichkeiten umfassen u.a. die Elektroporation (Neumann et al., 1982) oder 

das particle bombardment (Yang et al., 1990).  

2.5.2.2 Virale Systeme 
Zahlreiche Studien wiesen nach, dass Zellen des Stütz- und Bewegungsapparates effizient 

mittels viraler Systeme transduziert werden können (Kawashima et al., 2003; Cao and Huard, 

2004; Ketola et al., 2004; Dai und Rabie, 2007). Diese Systeme bedienen sich der Eigenschaft 

von Viren, ihre genetische Information effektiv in Fremdzellen einzubringen. Es werden hierfür 

replikationsdefekte Viren verwendet. Trotzdem besteht bei Verwendung viraler Systeme immer 

ein Restrisiko für den Erwerb von Replikations-Kompetenz (Crystal, 1995; Tripathy et al., 1996). 

Weitere Nachteile von viralen Systemen sind ihre immunogenen (Yei et al., 1994; Bessis et al., 

2004; Vandenberghe und Wilson, 2007) und onkogenen (Anderson et al., 1992; Li et al., 2002) 

Eigenschaften. Bei den am häufigsten für Transduktionszwecke verwendeten Viren handelt es 

sich um Retroviren, Adenoviren und Adeno-assoziierte Viren (AAV). Seltener kommen 

Herpesviren oder Lentiviren zum Einsatz (Lazo und Yunta, 2000; Thomas et al., 2003). 

 

2.5.3 Therapeutische Faktoren 
Therapeutische Faktoren sollten idealerweise in der Lage sein, Chondrogenese zu stimulieren, 

Zellproliferation und Zellreifung im Defektgewebe zu induzieren und die Matrixsynthese zu 

steigern. Als anabole Proteine sind Wachstumsfaktoren in der Lage, Knorpelreparation durch 

Einfluß auf Chondrogenese und Matrixsynthese zu verbessern (Trippel, 1995 und 1997; 

Goldberg, 2001). Sie erzielen ihre Wirkung auf Knorpelzellen über spezifische, 

membrangebundene Rezeptoren und intrazelluläre Signaltransduktionsprozesse (Lo und Cruz, 

1995; Fortier et al., 2004).  

Der insulinartige Wachstumsfaktor I, ein 7,6 kDa großes Polypeptid, induziert Zellproliferation und 

Zelldifferenzierung (Trippel, 1995; Hunziker und Rosenberg, 1996; Nixon et al., 1999; Nakajima 

et al., 1998; Ewton et al., 2002; Jin et al., 2006). Matrixsynthese wird ebenfalls durch IGF-I 

gefördert (Trippel et al., 1983), wobei die Produktion von Typ-II-Kollagen, Proteoglykan und 

Aggrekan angeregt wird, den Hauptbestandteilen der Matrix des hyalinen Knorpels (Trippel et al., 

1989; Nakajima et al., 1998; Neidel und Schulze, 2000; Mierisch et al., 2002; Goodrich et al., 
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2007). Die Gentransfer-basierte IGF-I-Therapie kann zu einer global verbesserten 

Knorpelreparatur führen (Gelse et al., 2003; Madry et al., 2005; Goodrich et al., 2007).   

Der Fibroblastenwachstumsfaktor 2 mit einer Größe von 17,2 kDa unterstützt vor allem die 

Differenzierung zu Chondrozyten in vivo (Schofield und Wolpert, 1990; Kato, 1992; Frenz et al., 

1994). Er besitzt einen mitogenen Stimulus auf Chondrozyten (Sah et al., 1994; Madry et al., 

2004). Darüber hinaus fördert FGF-2 die Freisetzung anderer chondrogener Faktoren wie 

beispielsweise des Transkriptionsfaktors Sox9 (Murakami et al., 2000) oder die Expression 

entsprechender Rezeptoren (Hernandez-Sanchez et al., 1997). In tierexperimentellen Studien 

zum Gentransfer von FGF-2 bestätigte sich dessen günstiger Effekt auf die Reparatur von 

Knorpeldefekten (Cucchiarini et al., 2005, Hiraide et al., 2005; Yokoo et al., 2005; Kaul et al., 

2006).  

Andere Wachstumsfaktoren zur Verbesserung der Knorpelheilung umfassen Mitglieder der 

transforming growth factor beta (TGF-β)-Familie wie TGF-β1 oder TGF-β2 (Joyce et al., 1990; 

Hanada et al., 2001; Guo et al., 2006), Vertreter der bone morphogenetic protein (BMP)-Familie 

wie BMP-2 (Sellers et al., 1997; Gelse et al., 2008; Salentey et al., 2008) oder BMP-7 (Asahina et 

al., 1996; Klein-Nulend et al., 1998), den growth/differentiation factor 5 (GDF-5; Hotten et al., 

1996) oder das parathyreoid hormone-related protein (PTHrP; Amizuka et al., 1994; Vortkamp et 

al., 1996).  

Ferner eignet sich zur Stimulation anaboler Prozesse im Knorpelgewebe die Applikation von 

Transkriptionsfaktoren wie Sox9 (Bi et al., 1999), Cbfa-1/Runx-2 (Inada et al., 1999), Cart-1 

(Zhao et al., 1994) oder von Mitgliedern der Ets-Familie (Sumarsono et al., 1996). Auch für 

Matrixproteine sind derartige Effekte beschrieben (Mackie et al., 1987).  

Bei der Inhibierung kataboler Prozesse stellen Zytokine, die die Degradation des 

Reparaturgewebes vermitteln, mögliche Angriffspunkte dar (Pelletier et al., 1993). Im Speziellen 

kommen Interleukin-1 (IL-1; Goldring et al., 1994), Interleukin-17 (IL-17; Shalom-Barak et al., 

1998) oder der Tumornekrosefaktor (TNF; Stadler et al., 1991) in Betracht. 

 

2.5.4 Gentransfer-basierte Therapie fokaler Gelenkknorpeldefekte 
Das Ziel Gentransfer-basierter Konzepte ist die Aufrechterhaltung hoher Wirkspiegel der 

therapeutischen Faktoren lokal im Knorpeldefekt. Initiale Konzentrationsspitzen im Gelenk bei nur 

kurzer Halbwertszeit der therapeutischen Peptide sollen durch die kontinuierliche Sekretion 

mittels transfizierter Zellen umgangen werden. Das Hauptproblem bei der Gentransfer-basierten 

Behandlung fokaler Defekte stellt jedoch ihre intraartikuläre Lokalisation dar. Um Gene dennoch 

sicher und effizient in Defektareale zu applizieren, existieren zwei Methoden: Man unterscheidet 

die in vivo Applikation von Genvektoren in Defekte und ortsständige Zellen nach Arthrotomie 

(Eröffnung des Gelenks) von der Arthrotomie mit Implantation ex vivo genetisch modifizierter 

Zellen (Cucchiarini und Madry, 2005).  
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2.5.4.1 Applikation von Genvektoren mit Arthrotomie 
Die direkte Applikation von therapeutischen Genen in Knorpeldefekte war lange Zeit limitiert 

durch das Unvermögen adenoviraler, retroviraler oder nicht-viraler Transfektionsvektoren, die 

Knorpelmatrix zu penetrieren. Dadurch konnten die Gene nicht zu den Chondrozyten gelangen 

und dort ihre Wirkung nicht entfalten. Mit der Entwicklung verbesserter Transfermethoden wie 

beispielsweise dem rekombinanten Adeno-assoziierten Virus, erlebte die Methode einen 

Aufschwung (Madry et al., 2003; Cucchiarini et al., 2005). Dabei wurde Transgenexpression 

allerdings auch in Zellen der Synovialmembran nachgewiesen, was auf eine Diffusion der 

Faktoren aus dem Defekt hinweist (Madry et al., 2003; Ulrich-Vinther et al., 2004; Pascher et al., 

2004; Cucchiarini et al., 2005). 

2.5.4.2 Applikation von ex vivo transfizierten Zellen 
Autogene, allogene oder xenogene Zellen werden isoliert, kultiviert und ex vivo genetisch 

modifiziert. Nach ihrer Implantation sezernieren diese Zellen bestimmte Genprodukte lokal im 

Defektareal in relativ hohen Konzentrationen (Gelse und Schneider; 2006). Kang und Kollegen 

(1997) beschrieben erstmalig die erfolgreiche Transplantation genetisch veränderter Zellen in 

Knorpeldefekte in vivo. Durch Mason und Kollegen (2000) wurde zum ersten Mal ein 

Wachstumsfaktor, BMP-7, in einen Knorpeldefekt eingebracht. 

 

2.5.5 Konzept der vorliegenden Arbeit 
In der vorliegenden Studie zur Reparatur fokaler Knorpeldefekte verfolgten wir den Ansatz der 

Transplantation ex vivo modifizierter Zellen weiter. Hierbei ist zur Verbesserung der 

Defektreparatur in vivo eine optimale Abstimmung einzelner Faktoren unerlässlich: Die Effizienz 

des Gentransfersystems beeinflusst den Erfolg in vivo maßgeblich. Es wurde bereits über die 

erfolgreiche Anwendung von Adenoviren (Baragi et al., 1997; Ikeda et al., 2000; Pascher et al., 

2004), Retroviren (Kang et al., 1997; Mason et al., 1998; Adachi et al., 2002; Hirschmann et al., 

2002; Mierisch et al., 2003), Adeno-assoziierten Viren (Kobayashi et al., 2002) oder von nicht-

viralen Transfektionsmethoden (Goomer et al., 2001; Madry et al., 2003; Ueblacker et al., 2004) 

berichtet. Ferner kommen verschiedene Zelltypen als Sekretionsorgan des therapeutischen 

Faktors in Betracht. Bislang stellen Chondrozyten die mit Abstand am häufigsten verwendete 

Zellpopulation dar (Kang et al., 1997; Mierisch et al., 2003; Hidaka et al., 2003; Madry et al., 

2003; Ueblacker et al., 2004). Darüber hinaus kamen perichondriale (Goomer et al., 2001) oder 

periostale Zellen (Kobayashi et al., 2002) sowie Muskelzellen (Adachi et al., 2002) zum Einsatz. 

Um systematisch einen Überblick über die Fähigkeit zum Gentransfer in Zellen des Stütz und 

Bewegungsapparates zu erhalten, ermittelten wir die Effizienz von dreizehn nicht-viralen 

Transfektionssystemen in primären Chondrozyten, Muskelzellen sowie Zellen einer fibrösen 

Dysplasie und verglichen diese mit etablierten Osteosarkom- und Chondrosarkomzellen, 

embryonalen Nierenzellen und einer Fibroblastenzelllinie. Obwohl für jeden dieser Zelltypen 
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Berichte zu nicht-viralen Transfektionen vorliegen (Evans et al., 2000; Blanton et al., 2000; Marit 

et al., 2000; Hirao et al., 2003; Welter et al., 2004; Li et al., 2005;  Park et al., 2005), wurde eine 

systematische Analyse der erzielbaren Transfektionseffizienzen bislang nicht ausgeführt. 

 

Im Anschluss an diese Arbeiten transfizierten wir murine Fibroblasten (NIH 3T3) mit den für IGF-I 

und FGF-2 kodierenden DNS-Sequenzen und verkapselten die modifizierten Zellen in der 

Trägersubstanz Alginat. Die resultierenden Sphäroide wurden in vitro analysiert und in vivo in 

osteochondrale Defekte in den Kniegelenken von Kaninchen implantiert. Der Einfluß von IGF-I 

und FGF-2 auf die Defektreparatur wurde mittels biochemischer und histologischer Verfahren 

analysiert. 

Studien zur Knorpelreparatur wurden bereits an diversen Tiermodellen durchgeführt, darunter 

Ratten Schweine oder das Pferd. Die umfassendste Datenlage besteht allerdings zu Kaninchen 

(Sellers et al., 1997; Mierisch et al., 2003, Madry et al., 2005). Der Einsatz von NIH 3T3 Zellen 

bei der Gentransfer-basierten Therapie orthopädischer Erkrankungen ist ebenfalls gut 

dokumentiert (Bakker et al., 1997; Lee et al. 2001). Gleiches gilt für das nicht-virale 

Transfektionsreagenz FuGENE 6, welches wir für den Transfer der therapeutischen Gene in die 

Fibroblasten verwendeten (Madry et al., 2005; Kaul et al., 2006). Die Kombination aus NIH 3T3 

Zellen und FuGENE 6 stellt eine etablierte Methode dar (Hellgren et al., 2000; Song und Chen, 

2003; Arulanandam et al., 2004; Guo et al., 2006) und zeichnete sich in dieser Arbeit durch eine 

hohe Transfektionseffizienz aus.  

Als Trägersubstanz für die modifizierten Zellen wurden bislang synthetische Gerüstwerke, so 

genannte scaffolds (Freed et al., 1994; Perka et al., 2000; Schaefer et al., 2002; Kim et al., 2006), 

Agarose (Rahfoth et al., 1998; Hunter et al., 2004) sowie Fibrin- oder Typ-I-Kollagen-Gels 

(Kawamura et al., 1998; Driesang und Hunziker, 2000) verwendet. Auch Alginat, eine Verbindung 

negativ geladener Co-Polymere, die aus der Braunalge gewonnen wird, steht als Träger zur 

Verfügung. Die Eignung dieser Substanz selbst für Studien am Menschen (Soon-Shiong et al., 

1994) wurde bereits beschrieben (Diduch et al., 2000; Fragonas et al., 2000; Madry et al., 2003; 

Madry et al., 2005; Kaul et al., 2006). Alginat-verkapselte NIH 3T3 Zellen zeichnen sich durch die 

langfristige Aufrechterhaltung einer hohen Vitalität aus (Read et al., 1999).    

Gentransfer von IGF-I (Gelse et al., 2003; Madry et al., 2005; Goodrich et al., 2007) oder FGF-2 

(Yokoo et al., 2005; Kaul et al., 2006) in fokale Knorpeldefekte resultiert in einem strukturell und 

biochemisch signifikant verbesserten Reparaturgewebe. Wir wählten diese Wachstumsfaktoren 

daher als therapeutische Kandidaten und untersuchten ihren Effekt auf die Knorpelreparatur 

alleine und in Kombination. 
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3. Fragestellung 
 
 
(1) Welche Zelltypen kombiniert mit welchen nicht-viralen Transfektionssystemen eignen sich 

speziell im Rahmen dieser Arbeit und generell für gentherapeutische Ansätze?  

 

 

(2) Wie verhalten sich Transgenexpression und Vitalität von transfizierten NIH 3T3 

Fibroblasten in einem dreidimensionalen Kultursystem in vitro?  

 

 

(3) Führt die Implantation von Alginat-Sphäroiden, in welche IGF-I- und FGF-2-transfizierte 

NIH 3T3 Fibroblasten verkapselt sind, zu einer Verbesserung der Reparatur 

osteochondraler Defekte in vivo? 
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4. Material  
 

 
4.1 Lösungen, Puffer und Medien 
 

Alle Lösungen wurden mit aqua bidest. angesetzt. Als Standardmedium für die Zellkulturen 

verwendeten wir D-MEM. Dieses bezogen wir, ebenso wie PBS und OptiMEM, von Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland). Fetales Kälberserum (FKS) wurde von Biochrom (Berlin, Deutschland) 

hergestellt, SOC-Medium von Sigma (Taufkirchen, Deutschland).  

Lösung, Puffer, Medium Inhaltsstoffe Konzentration, Menge, Volumen 

0,1x TE-Lösung Tris/HCl (pH 8,0) 1 mM 

 EDTA 1,86 mg (0,1 mM) 

102 mM CaCl2-Lösung CaCl2 • H2O 14,99 g (2 M) 

 H2O ad 1000 ml 

1x TNE-Puffer NaCl 5,8 g (100 mM) 

 Na2EDTA • 2H2O 372 mg (1 mM) 

 Tris/HCl (pH 7,4) 1322 mg (10 mM) 

 H2O ad 1000 ml 

2 M CaCl2 CaCl2 • H2O 5,88 g (2 M) 

 H2O ad 20 ml 

2x HBS (pH 7,05) NaCl 1,62 g (280 mM) 

 KCl     75 mg (10 mM) 

 Na2HPO4•7H2O  40 mg (1,5 mM) 

 Dextrose     216 mg (12 mM) 

 HEPES      1,2 g (50 mM) 

 H2O ad 100 ml 

Alginat-Suspension Alginat (L-Glucuronsäure und D-

Mennuronsäure; Braunalge) 

1,2% (m/V) 

Basalmedium für Zellkultur D-MEM 99% (V/V) 

 Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin 

(100 μg/ml)-Lösung 

1% (V/V) 

blocking buffer Rinderalbumin 2 ml 

 PBS 198 ml 

 D-MEM  D-Glukose 4500 mg/l 

 L-Glutamin 580 mg/l 

 Phenolrot 15 mg/l 

 nicht-essentielle Aminosäuren, 

Vitamine und anorganische Salze 

nach Herstellerangaben 

DMMB-Lösung A Cystein 105 mg 
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Lösung, Puffer, Medium Inhaltsstoffe Konzentration, Menge, Volumen 

 PBS 60 ml 

DMMB-Lösung B Chondroitinsulfat 50 mg 

 Lösung A 1 ml 

DMMB-Lösung C Lösung B 1 μl 

 H2O ad 500 μl 

DMMB-Färbelösung (pH 3,0) 1,9-Dimethylmethylenblau 21 mg 

 Natriumformiat 2 g 

 Ethanol (100%) 5 ml 

 Ameisensäure (90%)  titratorisch 

 H2O ad 1000 ml 

Plasmid-DNS 40 μg DNS-Lösung  

(Calciumphosphat Co-

Präzipitations-Methode) 

0,1x TE-Lösung 1 ml 

Echtgrün- (fast green-) Lösung fast green 200 mg 

 H2O ad 1000 ml 

Entkalkungs-Lösung Natrium-Citrat 50 g 

 Ameisensäure (90%)  125 ml 

 H2O ad 500 ml 

Eosin-Lösung Eosin G 10 g 

 H2O ad 2000 ml 

Formalin-Lösung (pH 7,4) KH2PO4 9,07 g 

 Na2HPO4 11,86 g 

 Formalin-Stammlösung 140 ml 

 H2O ad 1000 ml 

Hämatoxylin-Lösung Hämatoxylin 10 g 

 Ethanol (100%) 120 ml 

 Natrium-Jodat 10 g 

 Aluminiumkaliumsulfat 200 g 

 H2O ad 2000 ml 

HCl-Lösung HCl (40%) 5,4 ml 

 H2O ad 200 ml 

Kollagenase-Lösung (0,05%) Typ-I-Kollagenase (232 U/mg) 25 mg 

 D-MEM ad 50 ml 

Kollagenase-Lösung (0,2%) Typ-I-Kollagenase (232 U/mg)  100 mg 

 D-MEM ad 50 ml 

Medium für Agar-Selektions-

Nährböden 

Luria Agar (10 g Caseinpepton, 5 g 

Hefeextrakt, 10 g Natriumchlorid, 

12 g Agar) 

37 g 

 Ampicillin (50 mg/ml) 0,2% (V/V) 

 H2O ad 1000 ml 
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Lösung, Puffer, Medium Inhaltsstoffe Konzentration, Menge, Volumen 

Medium für Flüssigkultur Luria Broth Base  

(10 g Caseinpepton, 5 g 

Hefeextrakt, 10 g Natriumchlorid) 

37 g 

 Ampicillin (50 mg/ml) 0,2% (V/V) 

 H2O ad 1000 ml 

Medium für Muskelexplantate D-MEM 84% (V/V) 

 Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin 

(100 μg/ml)-Lösung 

10% (V/V) 

 FKS 5% (V/V) 

 Amphotericin B (250 μg/ml) 1% (V/V) 

NaCl-Lösung (150 mM) NaCl 435 mg 

 H2O ad 50 ml 

Natrium-Citrat-Lösung Tri-Natrium-Citrat 1618 mg 

 H2O ad 100 ml 

OptiMEM  Natrium-Bicarbonat 2,4 g/l 

 Phenolrot 1,1 mg/l 

 L-Glutamin, HEPES, Natrium-

Pyruvat, Hypoxanthin, Thymidin, 

Spurenelemente und 

Wachstumsfaktoren 

nach Herstellerangaben 

Papain-Lösung Papain 5 mg 

 H2O 200 μl 

 PBS ad 40 ml 

PBS  Kaliumchlorid (pH 7,2) 2,7 mM 

 Kaliumhydrogenphosphat 1,7 mM 

 Natriumchlorid 136 mM 

 Dinatriumhydrogenphosphat 

(Na2HPO4 • 7H2O) 

10 mM 

Safranin-Orange-Lösung Safranin-Orange 1 g 

 H2O ad 1000 ml 

SOC-Medium Trypton 2% (m/V) 

 Hefeextrakt 0,5% (m/V) 

 NaCl 8,6 mM 

 KCl 2,5 mM 

 MgSO4 20 mM 

 Glukose 20 mM 

Trypsin-Lösung (0,1%) Trypsin-Stammlösung (25%) 800 µl 

 PBS ad 200 ml 

Trypsin-Stammlösung Trypsin 25% (V/V) 

 PBS 75% (V/V) 
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Lösung, Puffer, Medium Inhaltsstoffe Konzentration, Menge, Volumen 

Wachstumsmedium für Zellkultur D-MEM 89% (V/V) 

 FKS (fetales Kälberserum) 10% (V/V) 

 Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin 

(100 μg/ml)-Lösung 

1% (V/V) 

Tab. 1: Zusammensetzung der verwendeten Lösungen, Puffer und Medien. 
 

 

4.2 Chemikalien 
 

Allgemeine Laborchemikalien für die Herstellung von Puffern und Lösungen wurden von Merck 

(Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

bezogen. Bezugsquellen weiterer Chemikalien: 

Produkt Hersteller 

1,9-Dimethylmethylenblau Serva (Darmstadt, Deutschland) 

ABC-Reagenz PerBio (Bonn, Deutschland) 

Alginat Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Amphotericin B (250 μg/ml) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Ampicillin (50 mg/ml) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Bisbenzimid Hoechst 33258  Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Braunol Braun (Melsungen, Deutschland) 

Chondroitin-6-Sulfat Fluka (Buchs, Schweiz) 

DAB-Reagenz Roche (Mannheim, Deutschland) 

Dreamfect Oz Bioscience (Marseille, Frankreich) 

Echtgrün (fast green FCF) MP Biomedicals (Illkirch, Frankreich) 

Effectene Qiagen (Hilden, Deutschland) 

Eisessig Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 

Eosin G Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Escort III Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Essigsäure (3%) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Ethanol Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Formaldehyd-Lösung (4%) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Formalin-Stammlösung (37%) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

FuGENE 6 Roche (Mannheim, Deutschland) 

Gene Jammer Stratagene (La Jolla, CA, USA) 

Hämatoxylin Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Isopropanolol Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

JetPEI PolyPlus Transfection (Illkirch, Frankreich) 

Ketavet (Ketamin-Hydrochlorid) Pharmacia & Upjohn (Erlangen, Deutschland) 
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Produkt Hersteller 

L-Cystein Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Lipofectamine 2000 Gibco (Karlsruhe, Deutschland) 

Luciferase Assay System Promega (Madison, WI, USA) 

Metafectene Biontex (München, Deutschland) 

Nanofectin 1 PAA (Pasching, Österreich) 

Nanofectin 2 PAA (Pasching, Österreich) 

Paraffin-Granulat Leica (Nussloch, Deutschland) 

Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (100 μg/ml)-Lösung Fisher (Schwerte, Deutschland) 

Narcoren (Natrium-Pentobarbital) Merial (Hallbergmoos, Deutschland) 

Quantikine human FGF basic (ELISA) R&B Systems (Minneapolis, MN, USA) 

Quantikine human IGF-I (ELISA) R&B Systems (Minneapolis, MN, USA) 

Rinderalbumin PerBio (Bonn, Deutschland) 

Rompun (Xylazin-Hydrochlorid) Bayer (Leverkusen, Deutschland) 

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

Safranin-Orange MP Biomedicals (Illkirch, Frankreich) 

Standard-DNS-Lösung (10 μg/ml; Kalbsthymus) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Superfect Qiagen (Hilden, Deutschland) 

TransPass D2 New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) 

Trypan-Blau-Lösung (0,4%) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Wasserstoff-Peroxid Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

X-gal staining set Roche (Mannheim, Deutschland) 

Xylen Universitätsklinikum des Saarlandes, Apotheke 

Tab. 2: Bezugsquellen weiterer Chemikalien. 
 

 

4.3 Biologische Materialien 
 

4.3.1 Zellen und Zelllinien  
Die Herkunft der verwendeten Zellen und Zelllinien ist Tabelle 3 zu entnehmen: 

Zelltyp und Definition Herkunft 

Lapine Gelenkchondrozyten aus Primärkultur 

Lapine Muskelzellen aus Primärkultur 

Humane Zellen einer fibrösen Dysplasie aus Primärkultur 

SAOS-2: Humane Osteosarkomzellen  Spende von Y. Mehraein (Fogh, 1975) 

CS-1: Humane Chondrosarkomzellen  Spende von F. J. Hornicek und L. Weissbach  

(Shao et al., 2003) 

293-Zellen: Adenoviral transformierte, humane         

embryonale Nierenzellen  

Spende von V. Flockerzi (Graham et al., 1977) 

NIH 3T3: Murine dermale Fibroblasten  Spende von V. Flockerzi (Jainchill et al., 1969) 

Tab. 3: Herkunft der verwendeten Zellen und Zelllinien. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Hornicek+FJ%22%5BAuthor%5D
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4.3.2 Vektoren 
Eine Übersicht der Eigenschaften der eingesetzten Vektoren gibt Tabelle 4. Die Plasmide wurden 

in einer Konzentration von 1 μg Plasmid-DNS zu 1 μl aqua bidest. verdünnt. 

Plasmid Regulatorische Sequenz/kodiertes Protein Herkunft/Referenz 

pCMVLuciferase CMV-IE-Promoter/Enhancer/         

P. pyralis Luciferase 

Promega (Madison, WI, USA) 

pCMVlacZ CMV-IE-Promoter/Enhancer/  

E. coli β-Galactosidase 

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 

pCMVhIGF-I CMV-IE-Promoter/Enhancer/ 

humaner IGF-I 

H. Madry (Madry et al., 2001) 

pCMVhFGF-2 CMV-IE-Promoter/Enhancer/ 

humaner FGF-2 

H. Madry (Madry et al., 2004) 

Tab. 4: Eigenschaften der verwendeten Vektoren. 
 

4.3.3 Antikörper 
Zur Charakterisierung der Primärkultur von lapinen Muskelzellen sowie zur immunhisto-

chemischen Darstellung von Typ-I- und Typ-II-Kollagen in den Knorpelreparaturgeweben wurden 

folgende monoklonalen Antikörper verwendet: 

Bezeichnung Spezies Hersteller 

Anti-Desmin Maus Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Anti-Typ-I-Kollagen Maus Acris Antibodies (Hiddenhausen, Deutschland) 

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

Anti-Maus-IgG (biotiniliert) Ziege Vector Laboratories (Grünberg, Deutschland) 

Tab. 5: Verwendete monoklonale Antikörper.   
 

4.3.4 Enzyme 
Bei der Herstellung der Primärkulturen verwendeten wir Typ-I-Kollagenase (Aktivität: 232 U/mg; 

Biochrom, Berlin, Deutschland). Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) fand sowohl bei der 

Zellkultur als auch bei immunhistochemischen Färbungen in verschiedenen Konzentrationen 

Anwendung. Zum Verdau des extrahierten Defektgewebes kam Papain zum Einsatz, welches 

von Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen wurde. 

 

4.3.5 Bakterienstämme 
Die Plasmidvektoren wurden in dem kompetenten E. coli Bakterienstamm DH 5α (One Shot TOP 

10; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) amplifiziert.   

 

4.3.6 Tierstämme 
12 weibliche Chinchilla Bastard Kaninchen (mittlere Körpermasse 2,8 ± 0,4 kg) bezogen wir von 

Charles River (Sulzfeld, Deutschland). 
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4.4 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 

4.4.1 Geräte 
Neben allgemeinen Laborgeräten fanden zusätzlich Anwendung: 

Gerät Hersteller 

Autoklav AMA-240 Astell (Sidcup, England) 

Digitalkamera Camedia C-5050 ZOOM Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Digitalkamera CC-12 (auf Mikroskop BX-45) Soft Imaging System (Münster, Deutschland) 

Einbettmaschine EG 1140-C Leica (Nussloch, Deutschland) 

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

Gefrierschrank -74°C NapCOIL UF 400 Napco (St. Herblain, Frankreich) 

GENios microplate reader TECAN (Crailsheim, Deutschland) 

Inkubator (62°C) Memmert (Schwabach, Deutschland) 

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

Lyophilisator Unicryo MC 2L-60 Uniequip (Martinsried, Deutschland) 

Magnetrührer multi stirr 4 Bellco Glass (Vineland, NJ, USA) 

Photometer Bio Photometer Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

Mikroskop BX-45 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Mikroskop CK-2 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

pH Meter pH 210 Microprocessor  Hanna Instruments (Kehl am Rhein, Deutschland) 

Rotationsmikrotom RM 2135 Leica (Nussloch, Deutschland) 

Schüttler IH 50 Noctua (Wien, Österreich) 

Tischzentrifuge Qualitron Microcentrifuge Krackeler Scientific (Albany, NY, USA) 

Waage EW-600-2M Kern (Balingen, Deutschland) 

Wärmeplatte HI 1220 Leica (Nussloch, Deutschland) 

Wasserbad WB-7 Memmert (Schwabach, Deutschland) 

Wasserbad HI 1210 (für histologische Schnitte) Leica (Nussloch, Deutschland) 

Zentrifuge 5804 R Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

Zentrifuge Z-300 Hermle (Wehingen, Deutschland) 

Tab. 6: Eingesetzte Laborgeräte. 
 

4.4.2 Software  
Zur Analyse digitaler Bilder verwendeten wir die analySIS Software (Soft Imaging System, 

Münster, Deutschland). Zur statistischen Auswertung kamen ANOVA (analysis of variance; 

Microsoft Excel, Microsoft, Unterschleißheim, Deutschland) und die SPSS Software (Version 

12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) zum Einsatz.  

 

4.4.3 Operationsinstrumentarium und -materialien  
Die verwendeten chirurgischen Instrumente bezogen wir größtenteils von den Firmen Martin 

(Tuttlingen, Deutschland), Medicon (Tuttlingen, Deutschland), Megro (Wesel, Deutschland) und 
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A. Dumont & Fils (Montignez, Schweiz). Der Hohlbohrer zum Erzeugen der osteochondralen 

Defekte wurde von der Firma Synthes (Umkirch, Deutschland) hergestellt. Nahtmaterial, Spritzen 

und Nadeln stammten von Braun (Melsungen, Deutschland). 

 

4.4.4 Verbrauchsmaterialien 
Plastikartikel und Glasbehälter wurden von Falcon (Beckton Dickinson, Pont de Claix, 

Frankreich), Fisher (Schwerte, Deutschland), neoLab (Heidelberg, Deutschland) und VWR 

(Darmstadt, Deutschland) bezogen. Nylonnetze (Porengrößen: 40, 100, 125 µm), Sterilfilter sowie 

Parafilm stammen von Fisher (Schwerte, Deutschland). Metallkassetten und Plastikabdeckungen 

für die Paraffin-Einbettung, Objektträger und Deckgläser für histologische Schnitte wurden von 

Roth (Karlsruhe, Deutschland) geliefert. Klingen für das Rotationsmikrotom stammten von Leica 

(Nussloch, Deutschland).   
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5. Methoden 
 
 
5.1 Überblick 
Gemäß den Fragestellungen wurden die Versuche der vorliegenden Arbeit in drei Teile gegliedert 

(Abb. 2): (1) Evaluation von Gentransfersystemen, (2) in vitro Experimente und (3) in vivo 

Experimente.  
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Abb. 2: Übersicht über die durchgeführten Experimente und Evaluationen.  
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5.2 Zellkultur 
 

5.2.1 Lapine Gelenkchondrozyten 
Lapiner Gelenkknorpel aus den Knie- und Hüftgelenken männlicher Chinchilla Bastard Kaninchen 

wurde unter sterilen Bedingungen entnommenen, zerkleinert (2 x 2 x 0,5 mm) und in ein 

Glasgefäß überführt, auf dessen Boden ein Stabmagnet rotiert (spinner bottle). Bei 

Standardbedingungen (37°C und 5% CO2) wurde die Suspension in 0,05%iger Kollagenase-

Lösung inkubiert (16 h) und dann zur Trennung von unverdauter Matrix durch ein Nylonnetz 

(Porengröße 125 μm) gefiltert. Die Kultivierung der Chondrozyten erfolgte in 75 cm2 

Kulturflaschen mit Mediumwechsel (Wachstumsmedium) im Abstand von drei Tagen. Zur 

Aufteilung der Zellkultur bei Konfluenz des Zellrasens wurde das Wachstumsmedium 

abgenommen, der Zellrasen mit PBS gespült und unter Standardbedingungen in Trypsin (3 ml, 

12 min) inkubiert. Die Suspension gelöster Zellen wurde auf zwei 75 cm2 Kulturflaschen aufgeteilt 

und in Wachstumsmedium kultiviert.  

 

5.2.2 Lapine Muskelzellen 
Im Rahmen einer sterilen Sektion (vgl. 5.7.2.2) wurden Chinchilla Bastard Kaninchen 

Muskelstücke (1 cm3) aus dem Musculus quadriceps entnommen, für 3 h in Medium für 

Muskelexplantate (Lindl und Bauer, 1993) überführt und im Anschluss weiter zerkleinert (8 mm3). 

Die Isolierung der Myozyten aus dem Explantat erfolgte analog zu Chondrozyten. Die 

resultierende Zellsuspension wurde durch ein Nylonnetz der Porengröße 40 μm gefiltert. Die 

Charakterisierung dieser Primärkultur gelang durch den Nachweis der Anlagerung eines primären 

Anti-Desmin Antikörpers. Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie für Knorpelzellen beschrieben 

bei viertägigem Mediumwechsel mit Wachstumsmedium (Bonavaud et al., 1997).  

 

5.2.3 Humane fibröse Dysplasie 
Das Gewebe einer fibrösen Dysplasie wurde während eines tumorchirurgischen Eingriffs am 

Femur eines 28-jährigen Patienten an der Klinik für Orthopädie und Orthopädische Chirurgie, 

Universitätsklinikum des Saarlandes, entnommen und in 0,2%iger Kollagenase-Lösung bei 

Standardbedingungen für 16 h in einer spinner bottle inkubiert. Anschließend filtrierten wir die 

Zellsuspension durch ein Nylonnetz (Porengröße 100 μm). Die Zellkultur erfolgte wie bei lapinen 

Muskelzellen.  

 

5.2.4 Humane Osteosarkomzellen (SAOS-2), Chondrosarkomzellen (CS-1),     
embryonale Nierenzellen (293), murine dermale Fibroblasten (NIH 3T3) 
Diese etablierten Zelllinien bezogen wir von verschiedenen Quellen (siehe Tab. 3). Die Zellkultur 

erfolgte analog zu Chondrozyten.  
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5.3 Amplifikation der Plasmid-DNS 
 

5.3.1 Plasmid-DNS 
In der vorliegenden Arbeit verwendeten wir Plasmide mit dem P. pyralis Luciferase-Gen, dem E. 

coli lacZ-Gen, dem humanen IGF-I-Gen oder dem humanen FGF-2-Gen. Alle Plasmide enthielten 

außerdem ein Resistenzgen gegen Ampicillin.  

 

5.3.2 Transformation kompetenter E.coli 
Die Amplifikation der Plasmid-DNS erfolgte nach Transfer in sich rasch vermehrende Zellen (E. 

coli Bakterien des Stammes DH 5α). Von dieser Zellsuspension wurden 100 μl mit 1 μl der zu 

amplifizierenden DNS (Konzentration 1 μg/1 μl) gemischt, 30 min auf Eis gelagert und für 45 s 

einem Hitzschock (Wasserbad, 42°C) ausgesetzt. Nach erneuter Zwischenlagerung auf Eis und 

Zugabe von 500 μl SOC-Medium erfolgte die Inkubation bei Standardbedingungen (60 min). Es 

resultierten verschieden transformierten Bakteriensuspensionen (lacZ, Luciferase, IGF-I, FGF-2). 

 

5.3.3 Übertragung auf Selektionsplatten 
Die Bakteriensuspension wurde zentrifugiert (2 min, 2000 g), der Überstand abgenommen und 

der Zell-Niederschlag (Pellet) in 25 μl sterilfiltriertem OptiMEM resuspendiert. Diese 

Zellsuspension wurde auf vorab hergestellte Selektions-Nährböden ausgestrichen. Der 

Ampicillin-Gehalt der Nährböden erlaubte nur das Wachstum erfolgreich transformierter Bakterien 

mit einem Resistenzgen. Die Platten wurden über Nacht bei Standardbedingungen inkubiert.  

 

5.3.4 Anlage einer Flüssigkultur 
Das Medium für die Flüssigkulturen wurde autoklaviert (121°C, 15 min), Ampicillin wurde erst 

danach hinzu gegeben. Wir übertrugen je eine Kolonie der transformierten E. coli Bakterien (lacZ, 

Luciferase, IGF-I oder FGF-2) von ihrem Selektions-Agar in die Flüssigkultur (je 10 ml). Nach 

einer ersten Inkubation über 6 h bei 37°C unter konstantem Schütteln (Frequenz: 250/min) 

wurden diese 10 ml in jeweils 400 ml des Flüssigkultur-Mediums gegeben und unter den gleichen 

Bedingungen über Nacht inkubiert. 

 

5.3.5 DNS-Isolierung aus Bakterienkultur 
Zur Gewinnung des amplifizierten Plasmids aus den E. coli Bakterien wurde der EndoFree 

Plasmid Maxi Kit verwendet. Gemäß den Herstellerangaben wurde ein Aufschließen der 

Bakterien, die Denaturierung aller DNS-Formen in der Flüssigkultur (chromosomale und Plasmid-

DNS) und danach eine Renaturierung von ausschließlich der Plasmid-DNS erreicht, welche im 

Anschluss isoliert werden konnte. Die gewonnenen Plasmide wurden auf eine Endkonzentration 

von 1 μg DNS/μl in aqua bidest. verdünnt und bei -80°C konserviert. 
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5.4 Evaluation von Gentransfersystemen 
 

5.4.1 Ausplattieren 
In Vorversuchen hatten wir anhand des Parameters Transfektionseffizienz zunächst die optimale 

Zellzahl pro Kavität in einer Zellkultur-Testplatte (im Folgenden auch als well und 24-well-Platte 

bezeichnet) ermittelt:  

Zelltyp Zellzahl/well bei Aussaat (24-well-Platte)

Lapine Gelenkchondrozyten 38 x 103 

Lapine Muskelzellen 20 x 103 

Humane fibröse Dysplasie 33 x 103 

Humane Osteosarkomzellen (SAOS-2) 20 x 103 

Humane Chondrosarkomzellen (CS-1) 20 x 103 

Humane embryonale Nierenzellen (293) 20 x 103 

Murine dermale Fibroblasten (NIH 3T3) 20 x 103 

Tab. 7: Zellzahlen/well bei Aussaat. 

 

Die Zellen wurden den 75 cm2 Kulturflaschen entnommen und zentrifugiert. Das resultierende 

Pellet wurde resuspendiert und seine Zellzahl in einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. Wir 

verdünnten die benötigten Volumina der Resuspension mit Wachstumsmedium und applizierten 

jeweils 1 ml dieser Verdünnung pro well. Die Platte wurde unter Standardbedingungen über 24 h 

inkubiert, bevor die anschließenden Transfektionen bei einer Konfluenz des Zellrasens von 60-

70% durchgeführt wurden. 

 

 

5.4.2 Verwendete Transfektionsreagenzien 
Die folgenden nicht-viralen Transfektionsreagenzien wurden systematisch auf ihre Effizienz bei 

der Transfektion oben genannter Zelltypen untersucht: 

Transfektionsprinzip Transfektionsreagenz 

Lipid-basierte Systeme Escort III 

 Gene Jammer 

 Effectene 

 TransPass D2 

 FuGENE 6 

Kationische Liposomen Lipofectamine 2000 

 Metafectene 

 Dreamfect 

Nanopartikel-basierte Systeme Nanofectin 1 
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Transfektionsprinzip Transfektionsreagenz 

 Nanofectin 2 

Aktiviertes Dendrimer Superfect 

Lineares Polyethylenimin JetPEI 

Calciumphosphat Co-Präzipitations-Methode CaPO4 

Tab. 8: Eingesetzte Transfektionsreagenzien. 
 
 

5.4.3 Transfektionen 
Die Transfektionen mit dem für das Luciferase-Gen codierenden Plasmid wurden bei allen sieben 

Zelllinien und mit allen dreizehn Transfektionssystemen ausgeführt. Auf diese Weise ermittelten 

wir für jeden Zelltyp zunächst das effizienteste Reagenz. Mit diesem spezifischen Reagenz 

wurden daraufhin die entsprechenden Zellen mit dem für lacZ codierenden Plasmid 

(Transfektionseffizienz) und mit dem IGF-I-Plasmid (Transgenexpression) transfiziert. 

Alle Transfektionen führten wir in sterilen Polypropylen-Röhrchen bei Raumtemperatur durch. Um 

Vergleichbarkeit zu gewährleisten war das Procedere unabhängig von verwendetem Plasmid 

oder Zelltyp. Die Massen- und Volumenangaben beziehen sich auf die Transfektion der Zellen 

eines wells in einer 24-well-Platte.  

Vorversuche hatten ergeben, dass sich der Einfluß der Expositionszeit der Zellen gegenüber den 

Transfektionskomplexen biphasisch darstellte: Die Transfektionseffizienzen aller Reagenzien 

waren nach 48stündiger Exposition höher als nach 24 h oder 72 h.  

 
5.4.3.1 Nanofectin 1 und 2 
In zwei Ansätzen wurden 1 µg der Plasmid-DNS bzw. 3,2 µl des Transfektionsreagenzes in 50 µl 

NaCl-Lösung (150 mM) gelöst. Beide Ansätze wurden miteinander vermischt und über 25 min bei 

Raumtemperatur zur Bildung von DNS-Nanopartikel-Komplexen inkubiert. Nach einem 

Mediumwechsel (500 μl Wachstumsmedium) wurden 104,2 μl der DNS-Nanofectin-Lösung in 

jeden well pipettiert, die Zellen bei 37°C und 5% CO2 über 2 h inkubiert und anschließend weitere 

500 μl Wachstumsmedium hinzugefügt. Nach 48 h wurde die Transfektionseffizienz ermittelt 

(siehe 5.4.4). 

 

5.4.3.2 Superfect 
Die Plasmid-DNS (1 µg) wurde in OptiMEM (60 μl) aufgenommen, mit 5 μl Superfect-

Transfektionsreagenz vermischt und inkubiert (10 min, Raumtemperatur). Nach einem 

Mediumwechsel (Wachstumsmedium) wurden 350 μl Wachstumsmedium zu den DNS-Superfect-

Komplexen gegeben und pro well 415 μl Transfektionslösung appliziert. Nach Inkubation über 2,5 

h bei Standardbedingungen ersetzten wir das Transfektionsmedium durch Wachstumsmedium. 

Eine Inkubation über 48 h schloss sich an. 
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5.4.3.3 JetPEI 
In je 50 μl einer 150 mM NaCl-Lösung lösten wir sowohl DNS (1 μg) als auch JetPEI-

Transfektionsreagenzes (2 μl) und vereinten beide Verdünnungen. Während einer Inkubation zur 

Formierung von Transformationskomplexen aus DNS und Polyethylenimin-Molekülen (25 min, 

Raumtemperatur) wurde in den wells ein Mediumwechsel mit 500 μl Wachstumsmedium 

durchgeführt. Wir gaben dann 103 μl der Transfektionslösung in die wells und bestimmten 48 h 

später die Effizienz des Gentransfers.  

 

5.4.3.4 Escort III 
Pro well wurden 0,3 μg DNS und 0,6 μl Escort III in jeweils 20 μl OptiMEM verdünnt. Die 

Lösungen wurden gemischt und über 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wir spülten die 

Zellen (200 μl OptiMEM), legten 160 μl OptiMEM in jede Kavität vor und gaben die DNS-Escort 

III-Komplexe (40,9 μl/well) hinzu. Nach Inkubation (6 h, Standardbedingungen) wurden zusätzlich 

200 μl eines modifizierten Wachstumsmediums (20% FKS; 10 ml FKS zu 40 ml Basalmedium) 

pro well appliziert. Nach weiteren 22 h ersetzten wir dieses durch Wachstumsmedium (500 μl; 

10% FKS), welches bei 5% CO2 und 37°C für 24 h auf den Zellen belassen wurde. 

 

5.4.3.5 Gene Jammer 
Zu 100 μl OptiMEM wurden zunächst 3 μl des Gene Jammer-Reagenzes und nach 10 min 1 μg 

der jeweiligen Plasmid-DNS gegeben. Während weiterer 10 min (Raumtemperatur) führten wir in 

den wells einen Mediumwechsel mit 150 μl Wachstumsmedium durch. Zunächst wurden dann 

104 μl der Transfektionslösung und nach Inkubation über 3 h unter Standardbedingungen weitere 

200 μl Wachstumsmedium in die wells pipettiert. Nach 48 h ermittelten wir die 

Transfektionseffizienz.  

 

5.4.3.6 Effectene 
Nach Herstellerangaben wurden 0,2 μg Plasmid-DNS mit 59,8 μl Puffer EC gemischt, bevor 1,6 

μl enhancer zugegeben wurden. Nach Inkubation bei Raumtemperatur (5 min) fügten wir 5 μl des 

Effectene-Reagenzes hinzu. Nach erneuter Inkubationsphase (10 min) und Mediumwechsel (350 

μl Wachstumsmedium) ergänzten wir die Transfektionslösung um 350 μl Wachstumsmedium. 

Das resultierende Gesamtvolumen von 416,6 μl wurde auf die Zellen pipettiert, welche dann für 

48 h unter Standardbedingungen inkubiert wurden.  

 

5.4.3.7 TransPass D2 
In 300 μl OptiMEM wurden 0,4 μg DNS und 0,8 μl TransPass D2-Transfektionreagenz verdünnt. 

Während der Bildung von Transfektionskomplexen (30 min, Standardbedingungen) spülten wir 

die Zellen im well mit OptiMEM. Auf den Zellrasen wurden dann 301,2 μl der Transfektionslösung 
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gegeben. Die Zellen wurden 2,5 h unter Standardbedingungen inkubiert, bevor das 

Transfektionsmedium durch 500 µl Wachstumsmedium ersetzt wurde. Eine 48stündige 

Inkubation schloss sich an. 

 

5.4.3.8 FuGENE 6 
In 90 μl OptiMEM wurden FuGENE 6-Transfektionsreagenz (2 μl) und Plasmid-DNS (1 μg) 

gelöst. Diese 93 µl Lipid-DNS-Lösung applizierten wir nach Inkubation (15 min, Raumtemperatur) 

und Mediumwechsel (500 μl Wachstumsmedium) in die wells. Die Zellen wurden für weitere 48 h 

unter Standardbedingungen inkubiert, bevor die Transfektionseffizienz bestimmt wurde. 

 

5.4.3.9 Lipofectamine 2000 
In jeweils 50 μl OptiMEM gaben wir 0,8 μg Plasmid-DNS und 2 μl des Transfektionsreagenzes. 

Beide Ansätze wurden miteinander vereint und zur Komplexbildung aus DNS und kationischen 

Liposomen inkubiert (20 min, Raumtemperatur), während ein Wechsel des Wachstumsmediums 

(500 μl) vollzogen wurde. Wir verabreichten 102,8 μl der Transfektionslösung, bevor die Zellen 

über 48 h unter Standardbedingungen inkubiert wurden. 

 

5.4.3.10 Metafectene 
Es wurden 0,5 μg DNS und 2,5 μl Metafectene-Transfektionsreagenz in je 30 μl OptiMEM 

verdünnt. Nach Vereinigung beider Lösungen, Inkubation bei Raumtemperatur (20 min) und 

Mediumwechsel im well (500 μl Wachstumsmedium) gaben wir diese 63 μl Transfektionsmedium 

auf die Zellen. Die Transfektionsnachweise wurden 48 h danach durchgeführt. 

 

5.4.3.11 Dreamfect 
Sowohl die Plasmid-DNS (0,5 μg) als auch das Transfektionsreagenz (2 μl) verdünnten wir in 

OptiMEM (je 50 μl). Nach Vereinigung beider Verdünnungen und Inkubation über 20 min 

(Raumtemperatur) ersetzten wir das Medium über den Zellen durch 500 μl Wachstumsmedium. 

Die Komplexe aus Dreamfect und der DNS wurden auf die Zellen gegeben und diese für 48 h bei 

37°C und 5% CO2 inkubiert. 

 

5.4.3.12 Calciumphosphat Co-Präzipitations-Methode 
Der pH-Wert der 2x HEPES-gepufferten Salzlösung (2x HBS) wurde durch titratorische Zugabe 

von NaOH auf 7,05 eingestellt. Pro well wurden 22 μl der DNS-Lösung mit 25 μl 2x HBS 

vermischt. Zu diesem Gemisch gaben wir  3,1 μl der 2M CaCl2-Lösung. Die Lösung wurde nach 

homogener Durchmischung inkubiert (30 min, Raumtemperatur), während wir einen 

Mediumwechsel in den wells durchführten (500 μl Wachstumsmedium). Danach resuspendierten 

wir die geformten Präzipitate in der Lösung, applizierten Volumina von jeweils 51,1 μl 
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Transfektionslösung pro well und inkubierten die Zellen im Anschluss über 24 h unter 

Standardbedingungen. 

 

 

5.4.4 Detektion der Transgenproduktion 
Die Effizienz der durchgeführten Transfektionen untersuchten wir nach 48stündigen 

Inkubationsphasen anhand von drei Detektions-Systemen: Alle Zellen waren in einem ersten 

Schritt mit dem Plasmid für Luciferase transfiziert worden. Dabei kamen alle dreizehn 

Reagenzien zum Einsatz. Die relative Effizienz des Gentransfers bestimmten wir mit dem 

Luciferase Assay System.  

In einem zweiten Schritt wurde nur das speziell für einen Zelltyp erfolgreichste Reagenz 

verwendet, um das E. coli lacZ-Gen zu übertragen. Die Bestimmung der Effizienz gelang durch 

X-gal Färbung mit anschließender digitaler Fotodokumentation. In diesem Schritt wurde 

außerdem die Lipid/DNS-Ratio optimiert. 

In einem dritten Schritt transferierten wir das IGF-I-Plasmid in die sieben verschiedenen 

Zelltypen. Die dabei erzielte Transgenexpression wurde mittels IGF-I-ELISA quantifiziert.  

 

5.4.4.1 Luciferase-Bestimmung 
Den Luciferase-transfizierten Zellen in den wells nahmen wir das Medium ab und spülten sie mit 

PBS. Nach Herstellerangaben gaben wir für 5 min 100 μl des 1x lysis-buffer auf die Zellen. Die 

lysierten Zellen wurden mechanisch vom Boden der Kavität abgelöst. Das komplette Lysat eines 

wells wurde in 1,7 ml Plastik-Reaktionsgefäße (Eppendorf-Röhrchen) überführt und zentrifugiert 

(15 s, 2000 g). Wir reicherten 20 μl des Überstandes mit 50 μl Luciferase Assay-Reagenz in 

einem well einer schwarzen 96-well-Platte an und bestimmten die Intensität der Lumineszenz 

(GENios microplate reader; Messdauer 1000 ms/well). Die ermittelten Werte (Einheit RLU: 

relative light units) ermöglichten den Vergleich der Effizienzen der einzelnen 

Transfektionsreagenzien bei einem Zelltyp. Eine prozentuale Bestimmung der Effizienz war 

anhand der RLU nicht möglich.    

 

5.4.4.2 X-gal-Detektion 
Die Färbelösung des X-gal staining set wurde gemäß den Herstellerangaben angesetzt. Zur 

Fixierung der Zellen ersetzten wir das Wachstumsmedium der wells durch 4%ige Formaldehyd-

Lösung (5 min, 300 μl). Nach Spülung der Zellen mit PBS applizierten wir 300 μl Färbelösung (5 

h). Erfolgreich transfizierte Zellen wurden blau angefärbt, nicht-transfizierten Zellen stellten sich 

farblos dar. 

Bei 10-facher Vergrößerung fertigten wir dann von jedem well fünf digitale Fotos an. Diese 

wurden standardisiert sowohl zentral als auch entlang der virtuellen horizontalen und vertikalen 
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Achsen, jedoch nicht im Randbereich eines wells, aufgenommen. Die Fotos werteten wir digital 

mit der analySIS Software aus, d.h. alle transfizierten (blau) und alle nicht-transfizierten Zellen 

(farblos) wurden gezählt. Die Transfektionseffizienz wurde als der Quotient gefärbte 

Zellen/gesamte Zellen bestimmt. 

 

5.4.4.3 IGF-I-ELISA 
Den transfizierten Zellen wurde das Medium abgenommen, durch 300 μl Basalmedium ersetzt 

und dieses nach Inkubation (24 h, Standardbedingungen) auf seine IGF-I-Konzentration 

untersucht: Der ELISA auf IGF-I wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Prinzipiell 

konnten vorhandene IGF-I-Moleküle in den Überständen durch Bindung an einen Peroxidase-

gekoppelten IGF-I-Antikörper nachgewiesen werden. Es schloss sich die Bestimmung der 

Intensität einer Peroxidase-vermittelte Farbreaktionen am Antikörper an (GENios microplate 

reader). Aufgrund der proportionalen Beziehung zwischen Farbintensität und Menge an 

Wachstumsfaktor im Überstand konnten wir die IGF-I-Sekretion/24 h/106 Zellen berechnen.    

 

 

 

 

5.5 Herstellung der Alginat-Sphäroide 
 

5.5.1 Zelltyp, Transfektionsreagenz und Plasmid-DNS 
Nach Evaluation der Effizienz verschiedener Transfektions-Syteme und Zelllinien wählten wir für 

die folgenden Versuche murine dermale Fibroblasten (NIH 3T3) sowie das Lipid-basierte 

Transfektionsreagenz FuGENE 6 (vgl. 7.1.4). Es kamen die Plasmide mit dem E. coli lacZ-Gen, 

mit dem für IGF-I codierenden Gen sowie das FGF-2-Plasmid zum Einsatz.  
 

5.5.2 Zellkultur und Zellzählung 
Die Kultivierung der NIH 3T3 Zellen erfolgte wie unter 5.2.1 beschrieben in 225 cm2 

Kulturflaschen. Wir führten nach jeweils drei Tagen einen Mediumwechsel mit 

Wachstumsmedium durch. Bei einer Zellzahl von 8 x 104 Zellen pro Alginat-Sphäroid (Madry et 

al., 2005; Kaul et al., 2006) und für eine adäquate Aussaat der Fibroblasten zu 

Transfektionszwecken erfolgten Zellzählungen mittels Neubauer-Zählkammer.    

 

5.5.3 Transfektionen  
Die Transfektionen der NIH 3T3 Zellen mit o.g. Plasmiden führten wir in 10 cm-Petrischalen 

durch. In jede Schale wurden 0,7 x 106 Zellen in 10 ml Wachstumsmedium gegeben. Nach 

Inkubation (24 h, Standardbedingungen) wies der Zellrasen eine 60-70%ige Konfluenz auf. Die 
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Transfektionen erfolgten analog zu dem in 5.4.3.8 beschriebenen Ablauf. Pro Schale wurden 

dabei 177 μl OptiMEM mit 87 μl FuGENE 6-Transfektionsreagenz sowie 29 μg Plasmid-DNS 

appliziert. Bei dem kombinierten Gentransfer von IGF-I und FGF-2 wurde das Lipid/DNS-

Verhältnis von 3:1 beibehalten; jeweils 29 µg beider Plasmid-DNS wurden mit insgesamt 174 µl 

FuGENE 6 inkubiert.      

 

5.5.4 Herstellung der Alginat-Sphäroide 
Die verschieden transfizierten NIH 3T3 Zellen sowie nicht-transfizierte Zellen wurden nach einer 

24stündigen Inkubation in Alginat verkapselt: 

  

5.5.4.1 Zellisolation und Zellzählung 
Die Zellen wurden durch Zugabe von Trypsin (2 ml, 10 min) vom Boden der Petrischalen 

abgelöst und in 50 ml-Plastikröhrchen überführt. Dabei erfolgte die Aufteilung gemäß dem 

transfizierten Fremdgen in nicht-transfizierte Zellen, lacZ-, IGF-I- oder IGF-I/FGF-2-Zellen. Alle 

vier Plastikröhrchen füllten wir mit Wachstumsmedium auf 40 ml auf. Die Bestimmung der 

Zellzahl pro Gruppe erfolgte durch Auszählung in einer Neubauer-Zählkammer. 

  

5.5.4.2 Alginat-Zell-Suspension 
Die unterschiedlich modifizierten Fibroblasten wurden zentrifugiert (10 min, 260 g). Den 

Überstand nahmen wir ab und resuspendierten die Zellen vorsichtig in 1,2%iger Alginat-Lösung. 

Bei bekannter Zellzahl/Pellet wurde eine Konzentration von 8 x 106 Zellen pro 1 ml Alginat erzielt. 

  

5.5.4.3 Herstellung der Sphäroide 
Wir gaben 15 ml einer 102 mM CaCl2-Lösung in eine 75 cm2-Kulturflasche. Unter gleichmäßigem 

Schütteln der Kulturflasche wurde die Alginat-Zell-Suspension über eine 21-G-Nadel 

tropfenweise in die Lösung appliziert. Die Ca2+-Kationen bewirken eine Quervernetzung der Co-

Polymere im Alginat und die Ausbildung von Sphäroiden. Diese Alginat-Sphäroide wurden für 10 

min in der CaCl2-Lösung belassen. Danach wurden sie mit NaCl-Lösung (150mM, 15 ml) und im 

Abstand von 10 min weitere zwei Male mit Basalmedium (15 ml) gewaschen. Es resultierten vier 

Typen von Alginat-Sphäroiden: 

• Sphäroide mit nicht-transfizierten NIH 3T3 Zellen (nicht-transfizierte Sphäroide),   

• Sphäroide mit lacZ-transfizierten NIH 3T3 Zellen (lacZ-Sphäroide),  

• Sphäroide mit IGF-I-transfizierten NIH 3T3 Zellen (IGF-I-Sphäroide) und  

• Sphäroide mit IGF-I/FGF-2-transfizierten NIH 3T3 Zellen (IGF-I/FGF-2-Sphäroide).  
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5.6 In vitro Experimente 
 
Alle Alginat-Sphäroide wurden in einem gemeinsamen Ansatz hergestellt, um die 

Vergleichbarkeit der Daten aus den in vitro Versuchsansätzen mit den Tierexperimenten (siehe 

5.7) zu gewährleisten.  

 
 

5.6.1 Zeitverlauf-Studie 
Die Alginat-Sphäroide wurden über 21 Tage in Basalmedium kultiviert. Zellzahl und Vitalität von 

IGF-I- und IGF-I/FGF-2-Sphäroiden sowie deren Wachstumsfaktor-Sekretion untersuchten wir im 

Zeitverlauf. Nicht-transfizierte Sphäroide fungierten als Kontrollgruppe.  

 
5.6.1.1 Procedere 
Zu den Zeitpunkten 1, 2, 4, 7, 14 und 21 Tage nach Transfektion analysierten wir Sphäroide der 

IGF-I- und IGF-I/FGF-2-Gruppe (n = 3) sowie der Kontrollgruppe (n = 1). Die Kultivierung der 

Sphäroide erfolgte in einer 96-well-Platte mit jeweils einem Sphäroid pro well. Mediumwechsel 

führten wir alle 48 h und zusätzlich 24 h vor o.g. Zeitpunkten durch. Aus dem abgenommenen 

Medium konnte mittels ELISA jene Menge Wachstumsfaktor ermittelt werden, die die Sphäroide 

über 24 h sezerniert hatten.  

 
5.6.1.2 Analyse  
Zur Bestimmung von Gesamtzellzahl und Anteil vitaler Zellen wurden die Alginat-Sphäroide in je 

100 μl Natrium-Citrat aufgelöst (55 mM, 10 min). Im Anschluss gaben wir zu jedem 

Reaktionsgefäß 0,4%ige Trypan-Blau-Lösung (2 μl, 10 min). Dieser Farbstoff färbt 

abgestorbenen Zellen blau an, vitalen Zellen bleiben farblos. Zur Zellzählung wurden 10 μl dieser 

Suspension in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Die Vitalität berechnete sich als 

prozentualer Anteil der farblosen Zellen an der Gesamtzahl aller Zellen.  

An Tag 1 nach Transfektion, also dem Tag der Verkapselung (vgl. 5.5), konnte noch keine 

Wachstumsfaktor-Sekretion/24 h bestimmt werden. Zu den übrigen Zeitpunkten führten wir einen 

ELISA auf IGF-I für die Überstände aller drei Gruppen durch. Ein FGF-2-ELISA wurde hingegen 

nur für die Kontrollgruppe und das Medium über IGF-I/FGF-2-Sphäroiden ausgeführt. Die 

Durchführung des ELISA auf FGF-2 erfolgte analog zum IGF-I-ELISA  wie unter 5.4.4.3 

beschrieben.    
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5.6.2 Verschiedene Sphäroide in vitro  
IGF-I-, IGF-I/FGF-2- und lacZ-Sphäroide wurden über einen Zeitraum von 21 Tagen in 

Basalmedium kultiviert. Zellzahl, Vitalität der Zellen und Histologie der Sphäroide untersuchten 

wir 1 und 21 Tage nach Transfektion. In diesem Versuch erhoben wir in vitro Daten über 

Sphäroide, die analog auch in vivo verwendet wurden.   

 
5.6.2.1 Procedere  
In einer Kavität einer 24-well-Platte wurden lacZ- (n = 6), IGF-I- (n = 6) oder IGF-I/FGF-2-

Sphäroide (n = 5) über 21 Tage kultiviert. Mediumwechsel mit 400 µl Basalmedium führten wir 

alle 48 h durch. Die Analyse von Zellproliferation und Vitalität erfolgte wie unter 5.6.1.2 

beschrieben. Zu beiden o.g. Zeitpunkten wurde je ein Sphäroid pro Gruppe zwecks histologischer 

Untersuchung weiterbehandelt. Auch nicht-transfizierte Sphäroide (5.6.1) wurden histologisch 

aufbereitet.  

 
5.6.2.2 Histologie der Alginat-Sphäroide 
Fixierung und Entwässerung 
Zu beiden Zeitpunkten erfolgte zunächst die Fixierung der Sphäroide in 4%iger 

Formaldehydlösung (1 min). Zur Entwässerung durchliefen die Sphäroide dann im Abstand von 

jeweils 1 h eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 80%, 2x 95%, 2x 100%) und wurden Xylen 

ausgesetzt (zweimal 30 min). Anschließend gaben wir ein Paraffin-Xylen Gemisch (1:1) auf die 

Sphäroide (1 h, 62°C). Schließlich wurde dieses durch reines Paraffin ersetzt (16 h, 62°C, dreimal 

gewechselt).  

 
Einbetten und Schneiden  
In eine Metallkassette plazierten wir zentral das Sphäroid und füllten die Kassette mit flüssigem 

Paraffin auf. Nach Aushärtung des Paraffinblocks wurden mittels Rotationsmikrotom 

histologische Schnitte angefertigt (Schnitttiefe 6-7 μm, Neigungswinkel der Klinge 6-7°). Die 

gewonnenen Paraffinschnitte wurden in ein Wasserbad überführt (24°C), auf Objektträger 

übertragen und zum Aushärten über Nacht auf einer Wärmeplatte gelagert. 

 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung  

Zur Darstellung der Zellen innerhalb der Sphäroide führten wir eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

(im Folgenden als HE-Färbung bezeichnet) durch. Alle Teilschritte aller in dieser Arbeit 

beschriebenen Färbemethoden wurden in 200 ml-Glasbehältern ausgeführt. 

Zum Entparaffinieren gaben wir die histologischen Schnitte in Xylen (zweimal 5 min) und Ethanol 

(100%, 95%, 80%; je zweimal 1 min).  
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Bevor und nachdem wir die Präparate dann für 10 min in der Hämatoxylin-Lösung anfärbten, 

spülten wir sie in Leitungswasser. Danach wurden sie 2-3 s in einer HCl-Lösung differenziert, 

über 3-5 min in warmem Wasser gebläut und 10 s in Eosinlösung (Zusatz von 2-3 Tropfen 

3%iger Essigsäure) angefärbt. Nach der Eosin-Färbung wurden die Schnitte in Leitungswasser 

gespült.  

Zum Entwässern durchliefen die Präparate eine aufsteigende Alkoholreihe (umgekehrt zu den 

Schritten des Entparaffinierens) und wurden schließlich mit Roti-Histokitt II eingedeckt. Den 

fertigen Präparaten wurde bei Lagerung über Nacht ein Austrocknen ermöglicht.  

 

 

 

 

5.7 In vivo Experimente 
 
Im Folgenden werden die Implantation von IGF-I-, IGF-I/FGF-2- und lacZ-Sphäroiden in 

osteochondrale Defekte in den Kniegelenken von Kaninchen sowie die nachfolgenden 

biochemischen und histologischen Untersuchungen beschrieben.  

 

 

5.7.1 Implantation der Alginat-Sphäroide 
5.7.1.1 Versuchstiere 
In diesem Experiment verwendeten wir zwölf weibliche Chinchilla Bastard Kaninchen als 

Versuchstiere. Die Tiere wurden in klimatisierten Ställen des Instituts für Experimentelle 

Chirurgie, Universitätsklinikum des Saarlandes, gehalten. Sie wurden einer konstanten 

Umgebungstemperatur und einer dem natürlichen Tag-Nacht-Rhythmus nachempfundenen 

Beleuchtung ausgesetzt. Außerdem wurden die Kaninchen nach einem standardisierten 

Futterplan ernährt und erhielten Wasser ad libitum. Direkt postoperativ war den Tieren die 

Belastung der operierten Knie in vollem Umfang gestattet; wir führten keine Immobilisation der 

Gelenke durch. 

 
5.7.1.2 Vorbereitung  
Sechs Tiere erhielten IGF-I-Sphäroide in beide Defekte eines Gelenks. Den übrigen sechs Tieren 

wurden IGF-I/FGF-2-Sphäroide in die Defekte eines Knies implantiert. In beiden Gruppen wurden 

in das kontralaterale Gelenk (rechts und links alternierend) je zwei lacZ-Sphäroide als Kontrolle 

eingesetzt.  
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5.7.1.3 Operation zur Sphäroid-Implantation 
Alle Tierversuche waren von der Saarländischen Tierschutzkommission genehmigt worden. Die 

Eingriffe erfolgten unter sterilen Kautelen im Institut für Experimentelle Chirurgie, 

Universitätsklinikum des Saarlandes, durch PD Dr. H. Madry unter Assistenz von P. Orth. Die 

Tiere wurden durch intramuskuläre Injektion von Xylazin (Rompun; 4 mg/kg Körpermasse) und 

Ketamin (Ketavet; 0,75 mg/kg Körpermasse) analgosediert. Nach Rasur, sterilem Abwaschen 

und Abdecken des Kniegelenks stellten wir über einen medialen parapatellaren Hautschnitt und 

nach lateraler Luxation der Patella in 60° Flexionsstellung die Facies patellaris femoris dar. Mit 

einem Hohlbohrer (Durchmesser 3,2 mm) setzten wir in der Trochlea femoris manuell zwei 

zylindrische osteochondrale Defekte. Nach Spülung mit PBS wurden die Alginat-Sphäroide 

press-fit in die Defekte implantiert. Nach Reposition der Patella überprüften wir die korrekte Lage 

der Implantate auch unter Bewegung. Hiernach erfolgte der schichtweise Wundverschluss mit 

sorgfältiger Naht der Gelenkkapsel und intrakutaner Hautnaht.  

 

 
Abb. 3: Implantation der Alginat-Sphäroide. A: Hautdesinfektion mit Braunol, B: Arthrotomie und Luxation der Patella nach 
lateral sowie Darstellung der Trochlea femoris, C: Setzten der osteochondralen Defekte, D: Darstellung der zwei Defekte 
in der Trochlea femoris, E: press-fit Implantation der Sphäroide, F: Wundverschluss. 
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5.7.2 Sektion der Tiere 
5.7.2.1 Vorbereitung  
Nach Bestimmung der Körpermasse und Analgosedierung mittels Xylazin und Ketamin wie oben 

beschrieben (5.7.1.3) wurden die Tiere durch intravenöse Injektion von zunächst Pentobarbital 

(Narcoren; 150 mg/kg Körpermasse) und danach Luft (10 ml) eingeschläfert. 

 
5.7.2.2 Sektion 
Die Eingriffe erfolgten unsteril im Sektionssaal des Instituts für Experimentelle Chirurgie, 

Universitätsklinikum des Saarlandes. Vor der Sektion dokumentierten wir einen etwaigen Erguss 

oder eine Luxation des Gelenks. Nach dem Hautschnitt über die Streckseite des Gelenks und 

Explantation der Patella wurde durch Gelenkspülung mit 1,5 ml PBS die Synovialflüssigkeit 

gewonnen. Wir entfernten circa 0,5 cm2 der Synovialmembran und dokumentierten 

makroskopische Zeichen einer Synovialitis. Daraufhin präparierten wir das distale Femur und 

stellten die Defekte dar. Diese wurden makroskopisch nach den Kriterien Farbe, Abgrenzbarkeit 

vom umgebenden Knorpel und Erhabenheit über das Niveau des umgebenden Knorpels 

beurteilt. Das Reparaturgewebe des proximal gelegenen Defekts wurde mit einem scharfen Löffel 

gewonnen und in einem Eppendorf-Röhrchen (Leermasse bekannt) bei -80°C konserviert. 

Schließlich wurde das Femur in Höhe der Kondylen mit einer Weber-Zange fixiert, der Knochen 3 

cm proximal der Defekte durchtrennt und mitsamt der Patella für 24 h in 4%iger 

Formaldehydlösung fixiert. Bei einem Tier entnahmen wir aus den Musculi quadriceps beider 

Hinterläufe je circa 1 cm3 große Muskelstücke zur Anlage einer Zellkultur (vgl. 5.2.2).    

 
 

5.7.3 Evaluation der Synovialflüssigkeit 
Wir untersuchten, in welchem Ausmaß die von den transfizierten Zellen produzierten 

Wachstumsfaktoren in die Synovialflüssigkeit diffundierten, anstatt lokal am Ort der 

Knorpelreparatur zu wirken. Hierzu wurden für die gewonnenen Synovialflüssigkeiten aus 

insgesamt 24 Gelenken ELISA auf IGF-I und FGF-2 durchgeführt. Die Methode ist bereits unter 

5.4.4.3 und 5.6.1.2 beschrieben.  

 

 

5.7.4 Biochemische Evaluation des Reparaturgewebes 
Das in toto gewonnene Reparaturgewebe der proximalen Defekte von 12 Tieren (24 Proben) 

wurde einem DNS-Test zur Bestimmung von DNS-Gehalt und Zellzahl sowie einem 

Dimethylmethylenblau-Test (DMMB-Test) zur Ermittlung des Proteoglykan-Gehaltes unterzogen.  
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5.7.4.1 Masse und Wassergehalt 
Die Leermasse des jeweiligen Eppendorf-Röhrchens war vorab bestimmt worden. Nach Zugabe 

des Reparaturgewebes eines Defektes konnte so dessen Nassmasse berechnet werden. Danach 

wurde das extrahierte Defektgewebe in den Röhrchen über 5 h lyophilisiert und nach erneutem 

Wiegen dessen Trockenmasse und Wassergehalt berechnet.  

 
5.7.4.2 Papain-Verdau 
Zu allen 24 Proben lyophilisierten Reparaturgewebes gaben wir je 100 μl Papain-Lösung. Die 

Ansätze wurden im Wasserbad bei 60°C über Nacht inkubiert.   

 

5.7.4.3 DNS-Bestimmung 
In einer schwarzen 96-well-Platte legten wir zunächst eine Standardreihe an: 130, 100, 50, 10 

und 0 μl einer kommerziell erhältlichen Standard-DNS (10 μg/ml) wurden in TNE-Puffer auf 130 

µl verdünnt. Von den in Papain verdauten Reparaturgeweben wurden pro well konstant 1,5 µl in 

128,5 μl TNE-Puffer verdünnt. Bisbenzimid Hoechst 33258 interkaliert mit der DNS durch 

Bindung überwiegend an das Basenpaar Adenin/Thymin (Brunck et al., 1979). Wir verdünnten 

diesen Farbstoff im Verhältnis 1:1000 mit TNE-Puffer und applizierten hiervon 100 μl/well. Bei 

einer Exzitations-Wellenlänge von 360 nm wurden die Emissionen der Wellenlänge 465 nm 

detektiert. Wir bestimmten bei bekanntem DNS-Gehalt der Standardreihe zunächst eine 

Kalibriergerade, berechneten damit die DNS-Menge in den Proben und extrapolierten bei einem 

durchschnittlichen DNS-Gehalt von 7,6 pg DNS/Zelle auf die Zellzahl im Defektgewebe.  

 
5.7.4.4 Proteoglykan-Bestimmung  
Die DMMB-Färbelösung wurde auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt (vgl. 4.1). Sowohl 

Chondroitinsulfat als auch das Proteoglykan in den Proben binden an DMMB; die photometrische 

Detektion beider Substanzen ist vergleichbar (Farndale et al., 1986). Vor diesem Hintergrund 

legten wir eine Standardreihe mit bekannten Mengen Chondroitinsulfat an (Tab. 9). Von den 

papainverdauten Defektgeweben wurden je 5 μl/well (transparente 96-well-Platte) appliziert. Wir 

gaben zu allen wells 250 μl DMMB-Färbelösung und bestimmten die Absorption der Blaufärbung 

bei 530 nm. Anhand der Absorptionswerte für Chondroitinsulfat aus der Standardreihe erstellten 

wir eine Kalibriergerade, mit der wir die Menge Proteoglykan in den Proben berechneten. 

well Lösung A Lösung C μg Chondroitinsulfat 
1. 0   μl 40 μl 4 
2. 10 μl 30 μl 3 
3. 20 μl 20 μl 2 
4. 30 μl 10 μl 1 
5. 35 μl 5   μl 0,5 
6. 40 μl 0   μl 0 
Tab. 9: Schema des DMMB-Test.    
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5.7.5 Histologische Evaluation der Gelenke 
5.7.5.1 Entkalkung 
Nach Fixierung der Femora in Formaldehyd-Lösung (24 h) wurde diese durch 30 ml Entkalkungs-

Lösung ersetzt. Insgesamt wurden die Explantate über 4 Wochen entkalkt bei wöchentlichen 

Wechseln der Entkalkungs-Lösung. Durch regelmäßiges Zuschneiden verkleinerten wir die 

Präparate sukzessive.   

 

 

5.7.5.2 Anfertigung histologischer Schnitte 
Fixierung und Entwässerung 
Die entkalkten Femora wurden über 24 h in Formalinlösung (pH 7,4) fixiert, 2 h in Leitungswasser 

gespült und aufsteigenden Ethanolverdünnungen ausgesetzt (20%, 40%, 60%, 80%, 90%; je 1 

h). Im Anschluss gaben wir die Präparate über Nacht in 100% Ethanol und am Folgetag in Xylen 

(dreimal 1 h). Eine Inkubation bei 62°C in einem 1:1 Xylen-Paraffin-Gemisch (1 h) und in reinem 

Paraffin (20 h) schloss sich an. 

  
Einbetten und Schneiden  
Analog zu den Beschreibungen unter 5.6.2.2 wurden die Präparate in einen Paraffinblock 

eingebettet und histologische Schnitte angefertigt. Wir achteten auf eine Schnittführung in der 

Frontalebene mit Darstellung sowohl der Defekte in ganzer Tiefe als auch der angrenzenden 

Knorpeloberflächen. Die Schnitte wurden aus einem Bereich von ± 1 mm um das Zentrum des 

Defektes und in Abständen von jeweils 200 μm gewonnen.  

 

 

5.7.5.3 Färbungen und Auswertung 
Die Beurteilung der Synovialmembran auf etwaige Entzündungszeichen erfolgte mittels eines 

Bewertungssystems an HE-gefärbten Schnitten. Außerdem wurden die Präparate 

immunhistochemisch auf die Verteilung von Typ-I- und Typ-II-Kollagen untersucht. Zur 

histologischen Evaluation der Knorpelreparatur färbten wir die Schnitte mit Safranin-Orange und 

Echtgrün (fast green) an (im Folgenden als Safranin-O-Färbung bezeichnet) und beurteilten sie 

mittels eines etablierten Bewertungssystems.  

 
5.7.5.3.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Die Durchführung der HE-Färbung wurde bereits beschrieben (5.6.2.2). 

Evaluation  
Die Beurteilung etwaiger Entzündungszeichen erfolgte anhand des von Fortier et al. (2002) 

beschriebenen Bewertungssystems an je 5 Schnitten pro Gelenk mit Anteilen von 
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Synovialmembran. Dieses liefert eine Skala, die von 0 (keine Entzündungszeichen) bis 9 Punkte 

(starke Entzündungszeichen) reicht (Tab. 10). Die Beurteilung der Schnitte wurde von einem 

Untersucher verblindet durchgeführt und erfolgte bei 20- und 40-facher Vergrößerung. 

1.Villus-Fibrosierung  Punkte 

Normal 

Leicht  

Mittelstark 

Stark  

 0 

 1 

 2 

 3 

2.Villusarchitektur  

Normal 

Leichte Verklumpung 

Mittelstarke Verklumpung 

Starke Verklumpung 

 0 

 1 

 2 

 3 

3.Entzündliches Zellinfiltrat  

Normal (kein Infiltrat) 

Leicht  

Mittelstark 

Stark 

 0 

 1 

 2 

 3 

Tab. 10: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung der Synovialmembran (Fortier et al., 2002). 
 

 

5.7.5.3.2 Immunhistochemische Typ-I/II-Kollagen-Färbungen 
Nach dem Entparaffinieren (vgl. 5.6.2.2) wurden die Schnitte in eine 0,3%ige Wasserstoff-

Peroxid-Verdünnung (H2O2, 30 min) überführt. Nach zweimaliger Spülung in PBS gaben wir sie 

zum Andauen in eine 0,1%ige Trypsin-Lösung (10 min) und nach erneuter PBS-Spülung in 

blocking buffer. Die Präparate der internen Kontrollgruppe wurden in diesem blocking buffer 

belassen und später lediglich mit dem sekundären Antikörper versehen.  

Auf die anzufärbenden Schnitte hingegen wurde nach einer halben Stunde ein monoklonaler 

primärer Anti-Typ-I-Kollagen- bzw. Anti-Typ-II-Kollagen-Antikörper gegeben (0,5 mg/ml; 

Verdünnung 1:100 in blocking buffer). Nach der Inkubation (1 h) spülten wir die Objektträger 

zweimal in PBS. Alle Schnitte (Typ-I-, Typ-II-Kollagen und Kontrolle) wurden dann mit einem 

sekundären Antikörper (biotiniliert; 1,5 mg/ml; Verdünnung 1:500 in PBS) versehen und über 1 h 

in einer feuchten Kammer inkubiert.  

Wir spülten dann den Überschuss dreimalig mit PBS ab und applizierten das nach 

Herstellerangaben vorbereitete ABC-Reagenz. Nach Inkubation (30 min, Raumtemperatur) und 

PBS-Spülungen gaben wir die DAB-Lösung (Zubereitung nach Herstellerangaben) für 7 min auf 

die Präparaten. Durch diesen Schritt wurde überall dort eine Farbreaktion (braun) hervorgerufen, 

wo die Peroxidase des ABC-Reagenz an sekundären Antikörpern haftete. Die Intensität der 



                                                                                                                                                            Methoden 

40 

lokalen Verfärbung wies auf die Konzentration des entsprechenden Kollagens hin. Entwässern 

und Eindecken erfolgten wie unter 5.6.2.2 beschrieben. 

Evaluation  
Die Immunreaktivität auf Typ-I- und Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe beurteilten wir mit Hilfe 

eines semiquantitativen Bewertungssystems, bei welchem die Intensität der Braunverfärbung als 

Indikator der Kollagendichte herangezogen wird. Bei der Anfärbung von Typ-I-Kollagen fungierte 

der subchondrale Knochen als Positivkontrolle und der normale Gelenkknorpel als 

Negativkontrolle. Bei der Anfärbung von Typ-II-Kollagen wurde umgekehrt verfahren. Die 

Immunreaktivität bewerteten wir wie folgt: (-) keine Immunreaktivität, (+) schwächere 

Immunreaktivität, (++) gleiche Immunreaktivität, (+++) stärkere Immunreaktivität als in der 

Positivkontrolle. Von jedem Kniegelenk wurden 10 Schnitte bei 20- und 40-facher Vergrößerung 

von einem Untersucher verblindet evaluiert.  

 

 

5.7.5.3.3 Safranin-O-Färbung  
Das Entparaffinieren erfolgte wie unter 5.6.2.2 dargestellt. Wir gaben die Schnitte zur 

Grünfärbung von Cytoplasma und Kollagen in eine Echtgrün- (fast green-) Lösung (0,02%, 2 

min). Nach Spülung in Leitungswasser wurden sie in Eisessig (1%) eingetaucht und die in der 

Knorpelmatrix lokalisierten Mucopolysaccharide mittels Safranin-Orange-Lösung (0,1%, 5 min) 

gegengefärbt. Abschließendes Entwässern und Eindecken wie beschrieben.  

Evaluation  
Zur quantitativen Evaluation der Defektreparatur werteten wir die Safranin-O-gefärbten 

histologischen Schnitte anhand des unten dargestellten Bewertungssystems aus (Tab. 11; 

Sellers et al., 1997). Dieses liefert eine Skala, die von 31 Punkten (leerer Defekt ohne jegliches 

Reparaturgewebe) bis 0 Punkte (normaler Gelenkknorpel, komplette Regeneration) reicht. Es 

wurden für jeden Defekt mindestens 9 und insgesamt 274 Schnitte evaluiert. Diese beurteilten 

zwei unabhängige Untersucher verblindet bei 20-, 40- und 100-facher Vergrößerung.  
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1. Defektfüllung  Punkte 
in Relation zum      
angrenzenden gesunden Knorpel 

111 – 125% 
91 – 110 % 
76 – 90% 
51 – 75% 
26 – 50% 
< 25% 

1 
0 
1 
2 
3 
4 

2.  Integration   
des Reparaturgewebes mit dem 
angrenzenden gesunden Knorpel 

normale Kontinuität 
verminderte Zellularität 
Spalte auf einer Seite 
Spalte auf beiden Seiten 

0 
1 
2 
3 

3. Matrixanfärbbarkeit   
mit Safranin-Orange normal 

leicht vermindert 
mittelstark vermindert 
stark vermindert 
keine Anfärbbarkeit 

0 
1 
2 
3 
4 

4. Zellmorphologie   
(a) normal 
(b) vorwiegend runde Zellen, 

Chondrozytenmorphologie 
 
(c) 50 % runde Zellen,         

Chondrozytenmorphologie 
 
(d) vorwiegend Fibroblasten-

ähnliche Zellen 

 
75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 
25 – 75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 
< 25% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 
75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 
25 – 75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 
< 25% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 

0 
0 
1 
2 
2 
3 
4 
5 

5. Defektarchitektur    
ohne Berücksichtigung  
der Defektränder 

normal 
1 – 3 kleine Defekte 
1 – 3 große Defekte 
> 3 große Defekte 
Risse/Spalten 

0 
1 
2 
3 
4 

6. Oberflächenarchitektur   
Fibrillation = Auffaserung der  
Oberfläche 

normal 
leichte Fibrillationen 
mittelstarke Fibrillationen 
starke Fibrillationen 

0 
1 
2 
3 

7. Subchondraler Knochen   
Neubildung unterhalb des 
Knorpelreparaturgewebes 

90 – 100% 
75 – 89% 
50 – 74% 
25 – 49% 
< 25% 

0 
1 
2 
3 
4 

8. tidemark   
Ossifikationsfront; 
Übergangszone zwischen 
transitorischem und verkalktem 
Knorpel (vgl. Abb. 1) 

vollständig 
75 – 99% 
50 – 74% 
25 – 49% 
< 25% 

0 
1 
2 
3 
4 

Tab. 11: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung der Knorpelreparatur (Sellers et al., 1997). 
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5.8 Statistische Analyse 
5.8.1 Evaluation von Gentransfersystemen 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Bei der Transfektion des 

Luciferase-Plasmids wurden für jeden Zelltyp und jedes Transfektionssystem drei bis vier 

voneinander unabhängige Experimente durchgeführt. Innerhalb eines jeden Experiments 

werteten wir drei wells pro Testkondition (Transfektionsreagenz und Zelltyp) aus. Jede Messung 

der RLU eines wells erfolgte in doppelter Ausführung. Für die Transfektion des lacZ-Plasmids 

bestimmten wir vorab in einfachen Ansätzen orientierend die optimale Zellzahl/well sowie die 

optimale Expositionszeit der Zellen gegenüber den DNS-Komplexen. Bei der Optimierung der 

Lipid/DNS-Ratio wurden alle Experimente unabhängig voneinander drei- bis fünfmal durchgeführt 

mit jeweils zwei bis drei untersuchten wells pro Ansatz. Die IGF-I-Transfektionen führten wir 

jeweils in doppelter Ausführung durch. Innerhalb eines jeden Experiments untersuchten wir zwei 

wells für jede Testkondition. Eine eigene Kontrollgruppe wurde für jedes Experiment erstellt. Die 

Ermittlung der statistischen Signifikanz erfolgte mittels ANOVA (analysis of variance). P-Werte < 

0,05 (5%) wurden im Rahmen der gesamten Arbeit als statistisch signifikant angesehen.  

5.8.2 In vitro Experimente 
Die Ergebnisse der in vitro Experimente sind ebenfalls als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. Bei Zellzählungen mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer wurden zur Berechnung des 

Mittelwertes mindestens vier Quadranten ausgezählt. Es erfolgte zu jedem Analyse-Zeitpunkt die 

Bestimmung des Mittelwertes der Mittelwerte der Sphäroide einer Gruppe. Zur Ermittlung der 

statistischen Signifikanz verwendeten wir auch hier ANOVA.  

5.8.3 In vivo Experimente 
Für die Auswertung der HE-gefärbten Präparate (Entzündungsreaktion), den DNS- und DMMB-

Test wie auch für die ELISA sind die Ergebnisse als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. Der ELISA auf IGF-I und FGF-2 in der Synovialflüssigkeit wurde einfach 

durchgeführt, bei der DNS- und DMMB-Bestimmung wurden die Experimente doppelt ausgeführt. 

Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz verwendeten wir ANOVA. 

Im Rahmen der semiquantitativen Auswertung der Typ-I- und Typ-II-Kollagen-Färbung war die 

Bestimmung eines signifikanten Unterschieds zwischen den Gruppen nicht möglich. Die 

Ergebnisse sind daher als Spanne der schwächsten bis zur stärksten Immunreaktion angegeben. 

Die statistische Auswertung der Safranin-O-Färbungen wurde von D. Zurakowski, Ph.D., 

Department of Biostatistics, Harvard University (Boston, MA, USA) mit Hilfe der SPSS Software 

(Version 12.0) durchgeführt. Auf der Grundlage von Literaturangaben (Madry et al., 2005; Kaul et 

al., 2006) wurde zum Erreichen eines Signifikanzniveaus von 0,05 ein minimaler 

Stichprobenumfang von sechs Tieren in jeder Gruppe ermittelt. Es wurden Mittelwerte für die 

Einzelkategorien wie auch für den Gesamtpunktwert gebildet und als Mittelwert ± 95%-

Konfidenzintervall angegeben.  
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6. Ergebnisse 
 
 
Im Ergebnisteil dieser Arbeit sind (1) die Evaluation von dreizehn nicht-viralen 

Gentransfersystemen in Zellen des Stütz- und Bewegungsapparates, (2) die in vitro 

Untersuchungen von Alginat-Sphäroiden mit transfizierten NIH 3T3 Fibroblasten und (3) die in 

vivo Experimente nach Implantation von lacZ-, IGF-I- oder IGF-I/FGF-2-Sphäroiden in lapine 

Kniegelenke dargestellt.  

 

 

 

6.1 Evaluation von Gentransfersystemen 

 

6.1.1 Lapine Gelenkchondrozyten 
Die Transfektionssysteme Gene Jammer, JetPEI und Calciumphosphat Co-Präzipitate erzielten 

die höchsten Werte der Luciferase-Expression (22.806 ± 8.373, 22.347 ± 4.865 und 21.047 ± 

8.653 RLU; P > 0,05). Nanofectin 2 hingegen zeigte mit 1.296 ± 1.214 RLU die niedrigste 

Effizienz (Abb. 4). Unter optimierten Bedingungen lag die Transfektionseffizienz von Gene 

Jammer bei 38,9 ± 5,9% (Abb. 11). Diese wurde 48 h nach Transfektion von 1 µg DNS bei einer 

Lipid/DNS-Ratio von 3:1 beobachtet. Andere Mischungsverhältnisse (6:1, 9:1 oder 12:1) 

resultierten in einer verminderten Effizienz. Die IGF-I-Sekretion von Gene Jammer-transfizierten 

Chondrozyten betrug 61,3 ± 12,0 ng IGF-I/106 Zellen/24 h, 77-fach höher als in nicht-

transfizierten Zellen (0,6 ± 0,2 ng IGF-I/106 Zellen/24 h).  

Lapine Gelenkchondrozyten
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Abb. 4: Analyse der Transgenexpression von Gelenkchondrozyten mittels Chemilumineszenz (n = 12 wells pro 
Transfektionsreagenz). 
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6.1.2 Lapine Muskelzellen 
Von den dreizehn untersuchten Transfektionsreagenzien produzierten Dreamfect und 

Metafectene die höchsten Chemilumineszenz-Werte (13.013 ± 593 und 12.519 ± 1.428 RLU; P > 

0,05). Escort III erzielte die niedrigsten Werte (435 ± 21 RLU), 30-fach geringer als mit Dreamfect 

(Abb. 5). Per X-gal-Färbung ermittelten wir eine maximale Transfektionseffizienz 60,8 ± 21,2% 

(Abb. 11). Diese wurde durch Komplexierung von 0,5 μg DNS bei einer Dreamfect/DNS-Ratio 

von 4:1 erreicht. Höhere Lipid/DNS-Verhältnisse (8:1 oder 12:1) führten zu niedrigeren 

Transfektionseffizienzen. Die Transgenexpression lag bei 142,3 ± 7,0 ng IGF-I/106 transfizierte 

Zellen/24 h. Im Vergleich dazu sezernierten nicht-transfizierte Zellen lediglich 0,5 ± 0,1 ng       

IGF-I/106 Zellen/24 h.  
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Abb. 5: Analyse der Transgenexpression von Muskelzellen mittels Chemilumineszenz (n = 12 wells pro 
Transfektionsreagenz). 
   

6.1.3 Humane fibröse Dysplasie 
Lipofectamine 2000, JetPEI, Nanofectin 1 und TransPass D2 erzielten die höchste 

Transfektionseffizienz in diesem Zelltyp (109 ± 111, 98 ± 111, 81 ± 63 und 60 ± 71 RLU; P > 

0,05; Abb. 6). Dies entsprach einer Effizienz von 5,2 ± 8,0%, erreicht durch Lipofectamine 2000 

(Lipid/DNS-Ratio 2,5:1 bei 0,8 µg DNS; Abb. 11). Andere Mischungsverhältnisse (1,25:1 oder 

3,75:1) führten nicht zu einer gesteigerten Effizienz. Lipofectamine 2000-transfizierte Zellen 

zeigten eine 2,5-fach höhere IGF-I Produktion (0,9 ± 0,2 ng IGF-I/106 Zellen/24 h) als nicht-

transfizierte Zellen (0,4 ± 0,1 ng IGF-I/106 Zellen/24 h). Dennoch war die Menge des sezernierten 

Wachstumsfaktors gegenüber allen anderen untersuchten Zelltypen am niedrigesten (P < 0,05).  
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Humane fibröse Dysplasie
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Abb. 6: Analyse der Transgenexpression von Zellen einer fibrösen Dysplasie mittels Chemilumineszenz (n = 12 wells 
pro Transfektionsreagenz). 
   

6.1.4 Humane Osteosarkomzellen (SAOS-2) 
Maximale Effizienz erreichten FuGENE 6, JetPEI, Gene Jammer, Metafectene, Dreamfect und 

Calciumphosphat Co-Präzipitate (11.430 ± 9.480, 9.426 ± 7.887, 9.156 ± 6.606, 8.165 ± 4.692, 

6.159 ± 4.360 und 5.924 ± 3.466 RLU; P > 0,05). 28-fach geringere Werte hingegen erzielte das 

Reagenz Escort III (415 ± 275 RLU; Abb. 7). Mittels X-gal-Färbung bestimmten wir eine maximale 

Transfektionseffizienz von 12,7 ± 16,2% nach Komplexierung von 1 μg DNS mit 2 μl FuGENE 6 

(Abb. 11). Andere Lipid/DNS-Ratios (1:1, 3:1 und 4:1) lieferten keine höheren Effizienzen. Die 

IGF-I Produktion FuGENE 6-transifzierter Osteosarkomzellen betrug 27,3 ± 7,1 ng IGF-I/106 

Zellen/24 h (nicht-transfizierte Zellen: 1,2 ± 0,2 ng IGF-I/106 Zellen/24 h).   

Humane Osteosarkomzellen (SAOS-2)
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Abb. 7: Analyse der Transgenexpression von Osteosarkomzellen mittels Chemilumineszenz (n = 12 wells pro 
Transfektionsreagenz). 
   

6.1.5 Humane Chondrosarkomzellen (CS-1) 
Für diese Zelllinie stellten Lipofectamine 2000, Gene Jammer, Nanofectin 1 und FuGENE 6 die 

effizientesten Transfektionssysteme dar (8.470 ± 6.204, 7.482 ± 4.575, 5.354 ± 1.188 und 5.197 ± 

2.647 RLU; P > 0,05). Im Gegensatz dazu lieferte TransPass D2 mit 375 ± 205 RLU die 

niedrigsten Werte (Abb. 8). Die maximale Transfektionseffizienz von 30,0 ± 3,5% (Abb. 11) 
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erreichte Lipofectamine 2000 bei einer Lipid/DNS-Ratio von 2,5:1 zur Komplexierung von 0,8 μg 

DNS. In IGF-I-transfizierten Zellen lagen die IGF-I Sekretionswerte bei 37,9 ± 8,8 ng IGF-I/106 

Zellen/24 h und in nicht-transfizierten Zellen bei 1,3 ± 0,3 ng IGF-I/106 Zellen/24 h.  
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Abb. 8: Analyse der Transgenexpression von Chondrosarkomzellen mittels Chemilumineszenz (n = 12 wells pro 
Transfektionsreagenz). 
   

6.1.6 Humane embryonale Nierenzellen (293) 
Für 293 Zellen lieferte FuGENE 6 die höchsten Transfektionseffizienzen (41.076 ± 26.526 RLU), 

jedoch zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich mit der Calciumphosphat-Methode 

(35.523 ± 24.929 RLU), Lipofectamine 2000 (29.338 ± 23.970 RLU) und Metafectene (26.338 ± 

21.275 RLU; P > 0,05). Die niedrigste Effizienz erzielten wir mit TransPass D2 (1.193 ± 857 RLU; 

Abb. 9). Die maximal erreichbare Transfektionseffizienz lag bei 70,3 ± 26,9% und wurde durch 

Komplexierung von 1 μg DNS mit 2 μl FuGENE 6 erreicht (Abb. 11). Andere Lipid/DNS-Ratios 

(1:1, 3:1 oder 4:1) reduzierten die Effizienz. Die Expression von IGF-I nach FuGENE 6-

vermittelter Transfektion (240,6 ± 11,7 ng IGF-I/106 Zellen/24 h) war signifikant höher als sowohl 

in nicht-transfizierten 293 Zellen (1,0 ± 0,2 ng IGF-I/106 Zellen/24 h) als auch in allen anderen 

untersuchten Zelltypen (P < 0,05).  
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Abb. 9: Analyse der Transgenexpression von embryonalen Nierenzellen mittels Chemilumineszenz (n = 9 wells pro 
Transfektionsreagenz). 
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6.1.7 Murine dermale Fibroblasten (NIH 3T3) 
Metafectene und Nanofectin 1 erzielten die höchsten Transfektionseffizienzen (45.370 ± 25.958 

und 44.065 ± 17.745 RLU; P > 0,05). Die durch FuGENE 6 erreichten Werte (26.076 ± 11.474 

RLU) waren signifikant niedriger (P < 0,05; Abb. 10). Durch Komplexierung von 0,5 μg DNS in 

einer Metafectene/DNS-Ratio von 5:1 transfizierten wir maximal 48,9 ± 13,0% der Fibroblasten 

(Abb. 11). In nicht-modifizierten NIH 3T3 Zellen betrug die IGF-I-Produktion 1,2 ± 0,1 ng IGF-I/106 

Zellen/24 h. In Metafectene-transfizierten Zellen war diese hingegen 70-fach erhöht (84,2 ± 16,9 

ng IGF-I/106 Zellen/24 h).  
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Abb. 10: Analyse der Transgenexpression von dermalen Fibroblasten mittels Chemilumineszenz (n = 12 wells pro 
Transfektionsreagenz).   
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 11: Zusammenfassung der Effizienz verschiedener Transfektionssysteme. CZ: Lapine Gelenkchondrozyten, MZ: 
Lapine Muskelzellen, FD: Humane fibröse Dysplasie, SAOS-2: Humane Osteosarkomzellen, CS-1: Humane 
Chondrosarkomzellen, 293: Humane embryonale Nierenzellen, NIH 3T3: Murine dermale Fibroblasten. GJ: Gene 
Jammer, DF: Dreamfect, LF: Lipofectamine 2000, FG: FuGENE 6, MF: Metafectene.  
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass vergleichsweise hohe 

Transfektionseffizienzen sowohl in Primärkulturen von Chondrozyten oder Muskelzellen als auch 

in etablierten Zelllinien wie CS-1, 293 oder NIH 3T3 erreichbar sind. In Osteosarkomzellen und 

Zellen der fibrösen Dysplasie wurden hingegen niedrigere Effizienzen erzielt. Wir konnten 

nachweisen, dass nach nicht-viralem Gentransfer hohe Mengen IGF-I von modifizierten primären 

Chondrozyten und Muskelzellen sowie von 293 und NIH 3T3 Zellen sezerniert werden (Abb. 11). 

Diese Daten belegen, dass die Auswahl einer geeigneten Kombination aus Transfektionssystem 

und Zielzelle den Erfolg nachfolgender in vivo Experimente maßgeblich beeinflusst.  

Für die in vitro Experimente in einem dreidimensionalen Kultursystem und für in vivo Ansätze 

wählten wir NIH 3T3 Fibroblasten, da sie sich mit hinreichender Effizienz transfizieren ließen und 

signifikante Mengen IGF-I sezernierten. Als etablierte Zelllinie wurden sie primären Chondrozyten 

und Muskelzellen vorgezogen, um als Beispiel für eine leichter zugängliche Zellpopulation zu 

dienen. Als Transfektionssystem kam FuGENE 6 zum Einsatz, dessen Eignung für nachfolgende 

in vivo Ansätze bereits früher belegt werden konnte (siehe 7.1.4). 
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6.2 In vitro Experimente 
 

6.2.1 Zeitverlauf-Studie 
Wir untersuchten die unterschiedlichen Sphäroide zu festgelegten Zeitpunkten auf die Parameter 

Zellzahl und Vitalität. Außerdem wurde mittels ELISA die Sekretion der Wachstumsfaktoren IGF-I 

und FGF-2 bestimmt (vgl. 5.6.1 und Abb. 2).   

 

6.2.1.1 Nicht-transfizierte Sphäroide  
Die Anzahl der in Alginat verkapselten Zellen nahm über 21 Tage um 74% zu (P < 0,05). Die 

Anzahl der vitalen Zellen nahm hingegen um über 2 x 104 Zellen ab, was einer Minderung der 

Vitalität um 53% entsprach. Die Werte der IGF-I- und FGF-2-Sekretion der nicht-transfizierten 

Zellen waren vergleichsweise niedrig (Tab. 12).  

 

6.2.1.2 IGF-I-Sphäroide  
Über 21 Tage nahm die Gesamtzahl der Zellen um 32% zu (P = 0,12), wohingegen die Anzahl 

vitaler Zellen um 41% abnahm (P < 0,05). Die maximale Menge an sezerniertem IGF-I fand sich 

an Tag 2 nach Transfektion, diese war jedoch nicht signifikant höher als an Tag 4 (P = 0,2). An 

Tag 7 lag die IGF-I Produktion noch über derer nicht-transfizierter Zellen (P < 0,05), doch an Tag 

14 nach Transfektion war bereits kein Unterschied mehr zur Kontrollgruppe feststellbar (P = 

0,15).  

 

6.2.1.3 IGF-I/FGF-2-Sphäroide 
Die mit beiden Plasmiden transfizierten NIH 3T3 Zellen zeigten über 21 Tage eine Verdopplung 

ihrer Gesamtzahl im Alginat (P < 0,05), aber die Anzahl vitaler Zellen nahm um 64% ab. Die 

signifikant höchsten Werte der IGF-I-Sekretion beobachteten wir an Tag 2 nach Transfektion (P = 

0,01 gegenüber Tag 4). Diese IGF-I-Sekretion zeigte bereits an Tag 14 keine signifikante 

Erhöhung mehr gegenüber der Kontrolle (P > 0,05). Im Vergleich zwischen IGF-I- und IGF-I/FGF-

2-Sphäroiden bestand an Tag 2 kein Unterschied der IGF-I-Sekretionswerte (P = 0,5).   

Die Maxima der FGF-2-Sekretion aus IGF-I/FGF-2-Sphäroiden fanden sich an Tag 2 und an Tag 

4 nach Transfektion (P = 0,68). Bereits nach sieben Tagen konnten wir in der FGF-2-Produktion 

keinen Unterschied mehr gegenüber der Kontrollgruppe nachweisen (P = 0,1).  
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Tage nach 
Transfektion 

1 2 4 7 14 21 

Nicht-transfizierte Sphäroide 

Gesamtzahl 8,4 ± 2,0 8,7 ± 1,4 10,1 ± 1,1 15,0 ± 1,6 9,4 ± 1,0 14,6 ± 0 

Vitale Zellen 7,5 ± 1,8 6,2 ± 1,0 7,6 ± 0,9 12,6 ± 0,9 4,9 ± 0,9 5,4 ± 0,3 

Vitalität (%) 90,0 ± 0,9 71,6 ± 1,8 75,0 ± 2,7 84,2 ± 2,9 51,9 ± 9,5 37,0 ± 1,9 

IGF-I (ng/107 vitale 
Zellen/24 h) 

n.b. 1,8 ± 0,2 0,9 ± 0,3 0,9 ± 0,4 3,9 ± 0,7 7,7 ± 0,5 

IGF-I  
(pg/Sphäroid/24 h) 

n.b. 11,1 ± 1,0 6,8 ± 0,2 10,7 ± 0,9 19,0 ± 0,9 41,7 ± 8,2 

FGF-2 (ng/107 vitale 
Zellen/24 h) 

n.b. 0 ± 0 6,8 ± 0,5 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

FGF-2 
(pg/Sphäroid/24 h) 

n.b. 0 ± 0 6,9 ± 0,4  0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

IGF-I-Sphäroide 

Gesamtzahl 5,0 ± 0,2 5,4 ± 0,8 5,2 ± 1,3 7,6 ± 1,2 7,0 ± 1,0 6,6 ± 1,2 

Vitale Zellen 4,6 ± 0,3 4,6 ± 0,8 3,8 ± 0,9 4,3 ± 0,5 3,6 ± 1,1 2,7 ± 0,9 

Vitalität (%) 91,1 ± 1,5 84,2 ± 1,5 74,4 ± 3,1 55,9 ± 15,7 49,9 ± 10,0 40,5 ± 7,9 

IGF-I (ng /107 vitale 
Zellen/24 h) 

n.b. 272,0 ± 103,5 156,4 ± 81,5 16,1 ± 12,4 10,3 ± 7,1 10,3 ± 4,1 

IGF-I  
(pg/Sphäroid/24 h) 

n.b. 1205,2 ± 304,0 548,2 ± 203,0 65,3 ± 43,9 31,8 ± 11,3 24,8 ± 1,2 

IGF-I/FGF-2-Sphäroide 

Gesamtzahl 7,2 ± 2,7 7,8 ± 0,7 11,7 ± 1,3 11,0 ± 2,5 9,0 ± 1,2 14,7 ± 1,2 

Vitale Zellen  6,8 ± 3,0 7,0 ± 0,5 9,1 ± 1,2 7,3 ± 1,2 5,0 ± 0,9 4,9 ± 1,3 

Vitalität (%) 92,3 ± 7,3 89,8 ± 1,5 78,2 ± 4,3 67,2 ± 5,6 55,6 ± 8,6 32,8 ± 6,5 

IGF-I (ng/107 vitale 
Zellen/24 h) 

n.b. 314,3 ± 44,1 151,7 ± 45,8 17,2 ± 4,6 5,9 ± 0,3 7,2 ± 1,8 

IGF-I  
(pg/Sphäroid/24 h) 

n.b. 2186,7 ± 187,0 1348,8 ± 230,5 122,3 ± 10,9 29,2 ± 5,8 35,7 ± 16,9 

FGF-2 (ng/107 vitale 
Zellen/24 h) 

n.b. 32,0 ± 5,1 29,7 ± 8,0 0,7 ± 0,6 0,7 ± 0,6 0,3 ± 0,5 

FGF-2 
(pg/Sphäroid/24 h) 

n.b. 223,2 ± 30,9 276,0 ± 100,2 4,5 ± 3,0 3,6 ± 3,2 2,0 ± 3,4 

Tab. 12: Proliferation und Vitalität verkapselter Zellen sowie Sekretion der Wachstumsfaktoren im Zeitverlauf. Gesamtzahl 
und Anzahl vitaler Zellen: x104/Sphäroid.   
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6.2.2 Verschiedene Sphäroide in vitro  
Wir erhoben in vitro Daten über Zellproliferation und Zellvitalität und fertigten von den Sphäroiden 

histologische Schnitte an (vgl. 5.6.2 und Abb. 2). Analog zu diesem in vitro Versuch waren die 

gleichen Sphäroide in vivo verwendet worden. 

    

6.2.2.1 lacZ-Sphäroide 
Die Zellzahl nahm um den Faktor 1,6 zu, doch der Anteil vitaler Zellen sank um das 2,2-fache. 

Nach 21 Tagen unterschieden sich in den drei Gruppen weder die Gesamtzahl (P = 0,2), noch 

die Anzahl vitaler Zellen (P = 0,3) bzw. deren Vitalität (P = 0,7).   

 
6.2.2.2 IGF-I-Sphäroide 
Die Gesamtzahl der Zellen im Alginat war nach 21 Tagen um 134% angestiegen. Die absolute 

Anzahl vitaler Zellen unterschied sich zu beiden Zeitpunkten nicht voneinander (P = 0,7), woraus 

sich eine prozentuale Abnahme der Vitalität um 54% ergab.  

 

6.2.2.3 IGF-I/FGF-2-Sphäroide 
Auch in dieser Gruppe fiel die Vitalität der Zellen über 21 Tage um 49% ab. Dies resultierte aus 

einer signifikanten Abnahme der Anzahl vitaler Zellen (P < 0,05) bei Zunahme der Gesamtzahl 

verkapselter Zellen um 47%.  

Tage nach 
Transfektion 

1 21 

 Gesamtzahl Vitale 
Zellen 

Vitalität (%) Gesamtzahl Vitale 
Zellen 

Vitalität (%) 

lacZ-Sphäroide 7,3 ± 1,9 6,7 ± 1,8 91,4 ± 1,2 11,6 ± 2,9 5,1 ± 2,6 41,4 ± 11,8 

IGF-I-Sphäroide 5,0 ± 0,2 4,6 ±0,3 91,1 ± 1,5 11,7 ± 4,2 4,3 ± 1,5 37,6 ± 4,5 

IGF-I/FGF-2-
Sphäroide 

7,2 ± 2,7 6,8 ± 3,0 92,3 ± 7,3 10,6 ± 1,3 4,6 ± 0,4 43,1 ± 3,5 

Tab. 13: Zellproliferation und Vitalität in verschiedenen Sphäroiden über 21 Tage in vitro. Gesamtzahl und Anzahl vitaler 
Zellen: x104/Sphäroid. 
 

 

6.2.2.4 Histologie der Alginat-Sphäroide 
Zu den Zeitpunkten 1 und 21 Tage nach Transfektion waren von den HE-gefärbten Sphäroiden 

histologische Schnitte angefertigt worden, dies ermöglichte ihre Darstellung in Abbildung 12: 
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Abb. 12: Histologische Darstellung der Alginat-Sphäroide (HE-Färbung). A,B: IGF-I-Sphäroide an Tag 1 (Vergrößerung: 
40x und 200x); C,D: IGF-I-Sphäroide an Tag 21 (40x und 200x); E,F: IGF-I/FGF-2-Sphäroide an Tag 1 (40x und 200x); 
G,H: IGF-I/FGF-2-Sphäroide an Tag 21 (40x und 200x); I,K: lacZ-Sphäroide an Tag 1 (40x und 200x); L,M: lacZ-
Sphäroide an Tag 21 (40x und 200x).  
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Diese Daten zeigen zusammenfassend, dass in den verschiedenen Sphäroiden (IGF-I-, IGF-

I/FGF-2-, lacZ- und nicht-transfizierte Sphäroide) die Gesamtzahl verkapselter Zellen über 21 

Tage zunimmt. Bei gleichzeitiger Abnahme der absoluten Zahl vitaler Zellen resultierte in allen 

Sphäroiden eine Verringerung der prozentualen Vitalität. In Bezug auf Gesamtzahl der Zellen, 

Anzahl vitaler Zellen und resultierende Vitalität fanden sich nach 21 Tagen keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Sphäroiden. Maximale Wachstumsfaktor-Sekretion wurde an Tag 2 

und an Tag 4 nach Transfektion detektiert. Wenngleich die Sekretionsniveaus initial 

vergleichsweise hoch waren, fand sich bereits nach 14 (IGF-I) bzw. 7 Tagen (FGF-2) kein 

signifikanter Unterschied mehr zur Kontrollgruppe.  

 

 

 

 

6.3 In vivo Experimente 
 

6.3.1 Evaluation der Synovialflüssigkeit 
 

Insgesamt fanden sich in allen Gelenken deutlich höhere Konzentrationen an IGF-I verglichen mit 

FGF-2: In der lacZ-Kontrollgruppe war die IGF-I-Konzentration mehr als 30-fach erhöht 

gegenüber der FGF-2-Konzentration (P < 0,05). Auch in Gelenken, die mit IGF-I/FGF-2-

Sphäroiden behandelt worden waren, lag die IGF-I-Konzentration um den Faktor 41 höher als die 

FGF-2-Konzentration (P < 0,05). 
 

6.3.1.1 IGF-I 
In der lacZ-Kontrollgruppe wurden im Mittel 207,32 ± 78,42 pg IGF-I/ml, in der IGF-I-Gruppe 

154,57 ± 64,15 pg IGF-I/ml und in der Gruppe der IGF-I/FGF-2-Implantate 254,75 ± 107,90 pg 

IGF-I/ml Synovia nachgewiesen. Zwischen den Gruppen bestanden keine signifikanten 

Unterschiede in Bezug auf die IGF-I-Konzentration (P > 0,05).  

 

6.3.1.2 FGF-2 
In der lacZ-Kontrollgruppe fanden wir 6,37 ± 9,74 pg FGF-2/ml Synovialflüssigkeit, vergleichbar 

mit der IGF-I/FGF-2-Gruppe (6,12 ± 14,99 pg/ml; P = 0,3). In Gelenken, die mit IGF-I-Implantaten 

behandelt worden waren, lag die FGF-2-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze.  
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6.3.2 Biochemische Evaluation des Reparaturgewebes 
 

6.3.2.1 Masse und Wassergehalt 
Die Nass- und Trockenmassen der Reparaturgewebe in den Defekten der einzelnen Gruppen 

unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Tab. 14; P > 0,05). Der Wassergehalt der 

Reparaturgewebe war in der IGF-I/FGF-2-Gruppe geringer als in der lacZ-Kontrollgruppe (P < 

0,05).  

 

6.3.2.2 DNS-Bestimmung 
In Bezug auf den DNS-Gehalt als Indikator für die Zellzahl bestand kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Reparaturgeweben der lacZ- und der IGF-I-Gruppe (P = 0,5). Hingegen wiesen wir 

in der IGF-I/FGF-2-Gruppe gegenüber den anderen Gruppen eine signifikante Erhöhung von 

DNS-Gehalt und Zellzahl nach (P < 0,05).  

    

6.3.2.3 Proteoglykan-Bestimmung 
Der Proteoglykan-Gehalt in der IGF-I/FGF-2-Gruppe war signifikant erhöht gegenüber der lacZ-

Gruppe (P = 0,03), jedoch nicht gegenüber der IGF-I-Gruppe (P = 0,08). Es bestanden keine 

Unterschiede im Proteoglykan-Gehalt zwischen der IGF-I- und der lacZ-Gruppe (P > 0,05). Das 

Verhältnis Proteoglykan-Gehalt/Zellzahl war in allen Gruppen vergleichbar (P > 0,05).  

 

 lacZ-Sphäroide IGF-I-Sphäroide IGF-I/FGF-2-
Sphäroide 

Nassmasse (mg) 12,3 ± 3,4 10,3 ± 0,4 10,0 ± 3,3 

Trockenmasse (mg) 0,3 ± 0,1 0,4 ± 0,1 0,4 ± 0,1 

Wassergehalt (%) 74,9 ± 4,0 64,3 ± 12,5 63,1 ± 8,4 * 

DNS-Gehalt  
(ng/mg Trockenmasse) 

2762,3 ± 542,3 2244,3 ± 101,5   2860,0 ± 95,5 *   ** 

Zellzahl 
(x104/mg Trockenmasse) 

36,4 ± 7,2 29,5 ± 1,3      37,6 ± 1,1 *   ** 

Proteoglykan-Gehalt  
(μg/mg Trockenmasse) 

3,0 ± 1,4 3,2 ± 1,1    4,9 ± 1,8 ** 

Proteoglykan-Gehalt/Zellzahl  
(μg/104 Zellen) 

0,09 ± 0,07 0,12  ± 0,08 0,09 ± 0,06 

Tab. 14: Biochemische Evaluation der Reparaturgewebe. Statistische Signifikanz: * P < 0,05 gegenüber der lacZ-
Kontrolle; ** P < 0,05 IGF-I gegenüber IGF-I/FGF-2. 
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6.3.3 Histologische Evaluation der Gelenke 
 
6.3.3.1 Makroskopische Evaluation 
In keinem Gelenk fand sich eine Synovialitis. Das Reparaturgewebe hatte immer eine weißlich-

gräuliche Farbe, war gut vom umgebenden Knorpel abgrenzbar und nicht erhaben. 

Makroskopisch lag kein Unterschied zwischen den mit IGF-I-, IGF-I/FGF-2- und mit lacZ-

Sphäroiden behandelten Defekten vor.   

 
 
6.3.3.2 Evaluation der HE-Färbungen 
Abbildung 13 zeigt exemplarisch HE-gefärbte histologische Schnitte der distalen Femora. In den 

Tabellen 15 und 16 sind die Ergebnisse für IGF-I- bzw. IGF-I/FGF-2-Sphäroide dargestellt.  

 
Abb. 13: HE-gefärbte histologische Schnitte der Defekte (Vergrößerung: 40x). A: lacZ-, B: IGF-I-, C: IGF-I/FGF-2-Gruppe. 
 

In Bezug auf Fibrosierung und Architektur der synovialen Villi sowie im Gesamtpunktwert fanden 

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den entsprechenden Behandlungsgruppen (IGF-I 

bzw. IGF-I/FGF-2) und den lacZ-Kontrollgruppen. Ein entzündliches Zellinfiltrat war in keinem der 

untersuchten Gelenke nachweisbar. Damit zeigen die Daten, dass die Implantation von Alginat-

Sphäroiden nicht zu einer Synovialitis der operierten Gelenke führte. 

 

Kategorie lacZ IGF-I P-Wert 

Villus-Fibrosierung 0,53 ± 0,52 0,07 ± 0,16 0,06 

Villus-Architektur   0,8 ± 0,31 0,67 ± 0,52 0,6 

Entzündliches Zellinfiltrat 0 ± 0 0 ± 0 n. d. 

Gesamtpunktwert 1,33 ± 0,41 0,73 ± 0,37 0,56 

Tab. 15: Entzündungszeichen der Synovialmembran nach 21 Tagen in der IGF-I-Gruppe. 
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Kategorie lacZ IGF-I/FGF-2 P-Wert 

Villus-Fibrosierung 0,7 ± 0,47 0,8 ± 0,67 0,77 

Villus-Architektur 0,83 ± 0,23 0,93 ± 0,16 0,41 

Entzündliches Zellinfiltrat 0 ± 0 0 ± 0 n. d. 

Gesamtpunktwert 1,53 ± 0,45 1,73 ± 0,5 0,87 

Tab. 16: Entzündungszeichen der Synovialmembran nach 21 Tagen in der IGF-I/FGF-2-Gruppe. 
 
 
 
6.3.3.3 Evaluation der immunhistochemischen Typ-I/II-Kollagen-Färbungen 
Immunhistochemisch angefärbte Paraffinschnitte sind exemplarisch in Abbildung 14 dargestellt. 

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung sind den Tabellen 17 und 18 zu entnehmen.  

 
Abb. 14: Immunhistochemisch gefärbte histologische Schnitte der Defekte (Vergrößerung: 40x). A-C: Typ-I-Kollagen-
Färbung, D-F: Typ-II-Kollagen-Färbung. A,D: lacZ-; B,E: IGF-I-; C,F: IGF-I/FGF-2-Gruppe.  
 

 
Typ-I-Kollagen  
In den lacZ-Kontrollgruppen war die Immunreaktion auf Typ-I-Kollagen schwächer als in 

Defekten, die IGF-I- oder IGF-I/FGF-2-Sphäroide erhalten hatten. In der IGF-I- und in der IGF-

I/FGF-2-Gruppe beobachteten wir in keinem Defekt fehlende Immunreaktion. Aufgrund der 

geringen Differenz zwischen allen Gruppen ist jedoch nicht von einem signifikanten Unterschied 

auszugehen.  
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3 Wochen      3 Wochen 

 lacZ IGF-I  lacZ IGF-I/FGF-2 

Tier 1 ++ ++ Tier 7 ++ + 

Tier 2 - + Tier 8 - + 

Tier 3 ++ + Tier 9 + + 

Tier 4 ++ ++ Tier 10 + + 

Tier 5 - + Tier 11 + ++ 

Tier 6 + + Tier 12 + + 

 - bis ++ + bis++  - bis ++ + bis ++ 

Tab. 17: Semiquantitative Auswertung der Typ-I-Kollagen-Immunreaktivität im Reparaturgewebe jeweils eines Tieres 
nach 3 Wochen in vivo. 
 
 
Typ-II-Kollagen  
In der lacZ-Gruppe wiesen wir eine schwächere Immunreaktion auf Typ-II-Kollagen nach als in 

der IGF-I- oder IGF-I/FGF-2-Gruppe. In der IGF-I/FGF-2-Gruppe war in der Hälfte der Fälle kein 

Unterschied zwischen gesundem Knorpel und Reparaturgewebe in Bezug auf den Typ-II-

Kollagengehalt feststellbar.  

3 Wochen      3 Wochen 

 lacZ IGF-I  lacZ IGF-I/FGF-2 

Tier 1 + + Tier 7 + + 

Tier 2 + + Tier 8 + ++ 

Tier 3 + ++ Tier 9 - ++ 

Tier 4 - + Tier 10 ++ ++ 

Tier 5 + - Tier 11 + - 

Tier 6 - + Tier 12 - - 

 - bis + - bis++  - bis ++ - bis ++ 

Tab. 18: Semiquantitative Auswertung der Typ-II-Kollagen-Immunreaktivität im Reparaturgewebe jeweils eines Tieres 
nach 3 Wochen in vivo. 
 

 

 

6.3.3.4 Evaluation der Safranin-O-Färbungen 
Die quantitative Bewertung der Defektreparatur erfolgte an Safranin-O-gefärbten 

Paraffinschnitten, die in Abbildung 15 exemplarisch dargestellt sind. Nachfolgend werden die 

Ergebnisse per Kategorie des in Tabelle 11 abgebildeten Bewertungssystems zusammengefasst.  
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Abb. 15: Safranin-O-gefärbte histologische Schnitte der Defekte. A,D: lacZ-Gruppe (Vergrößerung: 20x und 40x); B,E: 
IGF-I-Gruppe (20x und 40x); C,F: IGF-I/FGF-2-Gruppe (20x und 40x). 
  

Die Defektfüllung war in der IGF-I/FGF-2-Gruppe fast vollständig ausgebildet, jedoch ohne 

Signifikanz im Vergleich mit den anderen Gruppen zu erreichen (P > 0,05). IGF-I/FGF-2-

Sphäroide bewirkten jedoch eine signifikant verbesserte Integration des Reparaturgewebes im 

Vergleich zur lacZ- und IGF-I-Gruppe (P = 0,04 und P < 0,05). Der verbesserte Mittelwert in der 

IGF-I/FGF-2-Gruppe entspricht hier morphologisch einer verminderten Zellularität am Übergang 

zum Defektareal. In Bezug auf die Matrix-Anfärbbarkeit mittels Safranin-O wiesen wir in der IGF-

I/FGF-2-Gruppe die besten Resultate nach, doch gegenüber der lacZ-Gruppe wie auch der IGF-I-

Gruppe bestanden keine signifikanten Unterschiede (P = 0,1 und P = 0,15). Zellmorphologie und 

Zellanordnung im Reparaturgewebe waren wiederum in der IGF-I/FGF-2-Gruppe gegenüber der 

lacZ-Gruppe signifikant verbessert (P = 0,003), kein Unterschied bestand zwischen der IGF-I- 

und IGF-I/FGF-2-Gruppe (P > 0,05). Der Mittelwert der IGF-I/FGF-2-Gruppe entspricht dabei dem 

Nachweis von Chondrozytenmorphologie bei etwa 50% aller Zellen. Die Defekt- und 

Oberflächenarchitektur betreffend wies das Reparaturgewebe aller Gruppen kleine Defekte und 

leichte Fibrillationen auf der Oberfläche auf, signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen 

lagen nicht vor (P > 0,05). Tendenziell zeigten die Gewebe der Behandlungsgruppen gegenüber 

den lacZ-Kontrollgruppen aber eine verbesserte Architektur. IGF-I/FGF-2-Sphäroide steigern den 

Umfang der Neubildung von subchondralem Knochen signifikant im Vergleich mit der lacZ-

Kontrollgruppe (P = 0,001), jedoch nicht signifikant im Vergleich zur IGF-I-Gruppe (P = 0,36). 

Zudem resultierte die Implantation von IGF-I/FGF-2-Sphäroiden in einer stärkeren Ausbildung der 

tidemark als die Implantation von lacZ- oder IGF-I-Sphäroiden (P = 0,03 und P < 0,05).  
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Gesamtpunktwert der Reparatur 
Die Implantation von IGF-I-Sphäroiden in osteochondrale Defekte in den Kniegelenken von 

Kaninchen führte zwar zu einer 1,2-fachen Verbesserung des Gesamtpunktwertes gegenüber der 

lacZ-Kontrolle nach 21 Tagen, das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht (P = 0,18).   

Hingegen verbesserte die Implantation von IGF-I/FGF-2-Sphäroiden signifikant die 

Defektreparatur nicht nur im Vergleich mit der lacZ-Kontrollgruppe (P = 0,02), sondern auch 

gegenüber der IGF-I-Gruppe (P < 0,05), wie die 1,5-fach bzw. 1,4-fach verbesserten 

Gesamtpunktwerte belegen.    

 lacZ IGF-I 

Kategorie Mittelwert 
(95%-KI) 

Mittelwert 
(95%-KI) 

Defektfüllung 0,46 (0,12 – 0,81) 0,32 (0,01 – 0,66) 

Integration 2,03 (1,66 – 2,39) 1,72 (1,35 – 2,08) 

Matrix-Anfärbbarkeit 2,65 (1,92 – 3,38) 2,43 (1,69 – 3,16) 

Zellmorphologie 3,80 (2,88 – 4,71) 3,42 (2,50 – 4,33) 

Defektarchitektur 1,50 (1,04 – 1,96) 1,04 (0,58 – 1,50) 

Oberflächenarchitektur 1,23 (0,59 – 1,87) 0,87 (0,23 – 1,52) 

Subchondraler Knochen 2,42 (1,56 – 3,27) 1,99 (1,14 – 2,84) 

tidemark 3,80 (3,05 – 4,55) 3,68 (2,92 – 4,43) 

Mittlerer Gesamtpunktwert 17,9 (15,1 – 20,7) 15,5 (12,7 – 18,2) 

Tab. 19: Effekte der IGF-I-Sphäroide auf die histologische Beurteilung der Knorpelreparatur nach 3 Wochen in vivo. 
Statistische Signifikanz: * P < 0,05 gegenüber der lacZ-Kontrolle; ** P < 0,05 IGF-I gegenüber IGF-I/FGF-2. 
 
 
 lacZ IGF-I/FGF-2 

Kategorie Mittelwert 
(95%-KI) 

Mittelwert 
(95%-KI) 

Defektfüllung 0,26 (0,02 – 0,60) 0,01 (0,00 – 0,35) 

Integration 1,58 (1,11 – 1,94)         0,97 (0,61 – 1,34) *   ** 

Matrix-Anfärbbarkeit 2,41 (1,67 – 3,14) 1,68 (0,94 – 2,41) 

Zellmorphologie 3,78 (2,87 – 4,70)    2,41 (1,49 – 3,32) * 

Defektarchitektur 1,25 (0,79 – 1,71) 0,93 (0,47 – 1,39) 

Oberflächenarchitektur 1,36 (0,71 – 2,00) 1,08 (0,43 – 1,72) 

Subchondraler Knochen 2,83 (1,98 – 3,69)    1,25 (0,40 – 2,12) * 

tidemark 3,91 (3,15 – 4,65)          2,69 (1,94 – 3,45) *   ** 

Mittlerer Gesamtpunktwert 17,1 (14,4 – 19,9)          11,2 (8,30 – 13,8) *   ** 

Tab. 20: Effekte der IGF-I/FGF-2-Sphäroide auf die histologische Beurteilung der Knorpelreparatur nach 3 Wochen 
in vivo. Statistische Signifikanz: * P < 0,05 gegenüber der lacZ-Kontrolle; ** P < 0,05 IGF-I/FGF-2 gegenüber IGF-I. 
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der in vivo Experimente, dass zwischen den Gruppen 

keine Unterschiede in Bezug auf die IGF-I- oder FGF-2-Konzentration der Synovia bestanden. 

Unabhängig von implantiertem Sphäroid lagen die IGF-I-Spiegel immer deutlich über den FGF-2-

Spiegeln. In den isolierten Reparaturgeweben der IGF-I/FGF-2-Gruppe war der Wassergehalt 

signifikant erniedrigt, der DNS-Gehalt als Indikator der Zellzahl und der Proteoglykan-Gehalt als 

ein Indikator der Synthese extrazellulärer Matrix waren hingegen signifikant erhöht. 

Makroskopisch stellten sich alle operierten Gelenke unauffällig dar. Wir fanden in keinem der 

behandelten Gelenke Hinweise auf eine Synovialitis. Die Auswertung der immunhistochemischen 

Färbungen wies auf einen tendenziell erhöhten Typ-II-Kollagengehalt in der IGF-I- und der IGF-

I/FGF-2-Gruppe hin. Die histologische Auswertung der Safranin-O-gefärbten Schnitte ergab eine 

signifikante Verbesserung der Parameter Integration, Zellmorphologie, subchondraler Knochen 

und tidemark in der IGF-I/FGF-2-Gruppe. Wie der Gesamtpunktwert belegt, verbessert die 

Implantation von IGF-I/FGF-2-Sphäroiden die Knorpelreparatur signifikant gegenüber der 

Implantation von IGF-I- oder lacZ-Sphäroiden.  
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7. Diskussion 
 
 
In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir, welche Zelltypen sich in Kombination mit welchen 

nicht-viralen Transfektionsmethoden für gentherapeutische Ansätze zur Behandlung fokaler 

Knorpeldefekte eignen. Wir evaluierten dreizehn Transfektionssysteme in sieben Zelltypen des 

Stütz- und Bewegungsapparates und erzielten hohe Effizienzen in Primärkulturen und etablierten 

Zelllinien. Anschließend transfizierten wir NIH 3T3 Fibroblasten mit den Plasmiden für IGF-I, 

FGF-2 und lacZ und verkapselten die modifizierten Zellen in Alginat-Sphäroiden. In vitro fanden 

wir über 21 Tage eine Zunahme der Gesamtzahl verkapselter Zellen bei Abnahme ihrer Vitalität 

und eine hohe initiale IGF-I- und FGF-2-Sekretion. In vivo untersuchten wir die Synovia, das 

Reparaturgewebe und Paraffinschnitte drei Wochen nach Implantation der Sphäroide in 

osteochondrale Defekte in den Kniegelenken von Kaninchen. Die Implantation von IGF-I/FGF-2-

Sphäroiden resultierte in einem erhöhten DNS- und Proteoglykan-Gehalt sowie einer 

signifikanten Verbesserung der histologischen Parameter des Reparaturgewebes.  

 

 

 

7.1. Evaluation von Gentransfersystemen 
 
Eine vergleichsweise hohe Transfektionseffizienz und Transgenexpression konnte in primären 

Gelenkchondrozyten und Muskelzellen, aber auch in etablierten Zelllinien wie NIH 3T3, 293 oder 

CS-1 erzielt werden. SAOS-2 und Zellen einer fibrösen Dysplasie waren mit niedrigerer Effizienz 

transfizierbar.     

 

 

7.1.1 Abhängigkeit der Transfektionseffizienz vom Zelltyp 
In der nach unserem Kenntnisstand bislang umfangreichsten Untersuchung von 

Transfektionseffizienzen in Zellen des Stütz- und Bewegungsapparates zeigten wir, dass der 

Zelltyp die Transfektionseffizienz entscheidend beeinflusst. Bereits 1987 bestätigten Felgner und 

Kollegen, dass abhängig von verwendetem Zelltyp die Effizienz des Gentransfers um den Faktor 

100 variieren kann. Außerdem konnten wir belegen, dass die maximal erreichbare 

Transfektionseffizienz in einer Zellpopulation von dem verwendeten Transfektionssystem 

abhängig ist. Daher erscheint es sinnvoll, vor jeder Transfektion für die entsprechende Zielzelle 

ein geeignetes Transfektionsreagenz zu ermitteln.  
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7.1.1.1 Lapine Gelenkchondrozyten 
Primäre Chondrozyten können mit dem kationischen Liposom Gene Jammer mit einer Effizienz 

von 39% transfiziert werden. Dieser Wert korreliert gut mit den Transfektionseffizienzen um 40%, 

die zuvor mit FuGENE 6 erreicht worden waren (Madry und Trippel, 2000; Dinser et al., 2001; 

Stöve et al., 2002). Bei diesen Studien wurden die Knorpelzellen zusätzlich mit Hyaluronidase 

behandelt (Madry und Trippel, 2000); eine Maßnahme, mit der die hier erzielte Effizienz 

möglicherweise noch steigerbar wäre.  

 

Interessanterweise fand sich bei primären Chondrozyten -wie auch bei SAOS-2 und 293 Zellen- 

kein signifikanter Unterschied in der maximalen Transfektionseffizienz zwischen kommerziellen 

Reagenzien und der Calciumphosphat Co-Präzipitations-Methode. In Anbetracht geringer 

Kosten, einfacher und reproduzierbarer Produktion der Präzipitate sowie den Verbesserungen, 

die noch immer für dieses System entwickelt werden (Fasbender et al., 1998; Chowdhury et al., 

2004), stellt die Calciumphosphat Transfektionsmethode hier eine attraktive Alternative dar. 

 

7.1.1.2 Lapine Muskelzellen 
Primäre Muskelzellen sind schwerer zu transfizieren als etablierte Zellen (Pampinella et al., 

2002). Bisher beschriebene Transfektionseffizienzen lagen zwischen 0 und 15% bei Verwendung 

von Lipofectamine und DOSPER (Albert und Tremblay, 1992), Lipofectamine und DOTAP 

(Trivedi und Dickson, 1994) oder Komplexen aus Adenoviren und Lipiden (Dodds et al., 1998). 

Endesfelder et al. (2003) haben gezeigt, dass mittels Effectene und DAC-40 Effizienzen von bis 

zu 70% erreichbar sind. Der von uns mit dem kationischen Liposom Dreamfect ermittelte Wert 

von 61% korreliert gut mit dieser Effizienz und ist vergleichbar mit Daten nach hochdosierter 

Applikation retroviraler Vektoren (el Oakley et al., 1998).  

 

7.1.1.3 Humane Tumorzellen (fibröse Dysplasie, SAOS-2, CS-1)  
Die Transfektion von Zellen der fibrösen Dysplasie stellte sich als vergleichsweise schwierig dar. 

Die maximale Transfektionseffizienz von 5,2% verzeichneten wir bei Verwendung von 

Lipofectamine 2000. Ein möglicher Erklärungsansatz ist die Synthese einer Transfektions-

protektiven Matrix durch diesen Zelltyp (Maki und Athanasou, 2004). Nichtsdestotrotz können 

auch niedrige Transfektionseffizienzen (< 1%) biologische Effekte in vivo vermitteln, wie Studien 

mit Wachstumsfaktoren in der Arterienwand gezeigt haben (Nabel et al., 1993).  

 

Nicht-virale Transfektion von Osteosarkomzellen wurde bis dato nur selten beschrieben 

(Marcellus et al., 1996; Palmer et al., 2001; Dass und Choong, 2007). Die von uns mit FuGENE 6 

erzielte Transfektionseffizienz von 13% ist mit den Daten von Uzvolgyi und Kollegen (1991) 

vergleichbar (11% bei Verwendung von Lipofectin).  
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Für humane Chondrosarkomzellen lieferte das kationische Liposom Lipofectamine 2000 die 

beste Transfektionseffizienz (30%). Vergleichbar hohe Effizienzen wurden bei nicht-viralem 

Gentransfer in CS-1 Zellen bislang nicht publiziert. 

 

Der Nutzen der Gentherapie bei der Behandlung von Osteosarkomen oder Chondrosarkomen 

konnte in Tierstudien bereits belegt werden (Bramwell, 2000; Dass und Choong, 2008). Die 

aktuelle klinische Forschung konzentriert sich auf den Einsatz des nicht-viralen Gentransfers zur 

Behandlung ihrer Metastasen (Benjamin et al., 2001; Jia et al., 2002). Die beschriebenen hohen 

Transfektionseffizienzen, beispielsweise für CS-1 Zellen, sind eine Grundlage für diesen 

therapeutischen Ansatz.  

 

7.1.1.4 Humane embryonale Nierenzellen (293) 
Die für Vergleichszwecke herangezogenen 293 Zellen waren durch FuGENE 6 mit Effizienzen 

von über 70% modifizierbar. Diese Werte liegen höher als die von Cheng et al. (2004) erreichten 

61% mit Lipofectamine oder die von Li und Kollegen (2005) beschriebenen 33% bei Verwendung 

eines Adeno-assoziierten viralen Vektors. Diese Effizienzen sind ausreichend für eine Vielzahl 

von Fragestellungen in der Grundlagenforschung.  

 

7.1.1.5 Murine dermale Fibroblasten (NIH 3T3) 
NIH 3T3 Zellen wurden bereits mit zahlreichen Systemen modifiziert, darunter Inkorporation eines 

Adenovirus in Calciumphosphat Co-Präzipitate (Fasbender et al., 1998), Lipofectamine und 

DOSPER (Marit et al., 2000), Effectene oder Superfect (Griffiths et al., 1997; Weiskirchen et al., 

2000), Aminoester (Akinc et al., 2003), Lipofectamine Plus (Akita et al., 2004) oder FuGENE 6 

(Hellgren et al., 2000; Arulanandam et al., 2004). Während in diesen Studien 

Transfektionseffizienzen von maximal 30% erreicht wurden, konnten wir durch das kationische 

Liposom Metafectene 50% der Zellen transfizieren.  

   

 

7.1.2 Transfektionsbedingungen 
Neben Zelltyp und Transfektionssystem wird die Transfektionseffizienz auch durch die mitotische 

Aktivität der Zellen (Mortimer et al., 1999), die Produktion einer extrazellulären Matrix, zell-

spezifische endosomale und lysosomale Aktivität oder den intrazelluläre Transport der Fremd-

DNS sowie ihre Stabilität im Nukleus beeinflusst (Coonrod et al., 1997; Lou und Saltzman, 1999; 

Akita et al., 2004). Auch die Anwesenheit von Serum während des Transfektionsprozesses kann 

die Effizienz verringern (Jacobsen et al., 2004; Konopka et al., 2005). Durch Optimierung sowohl 

der Expositionszeit der Zellen gegenüber den DNS-Vektor-Komplexen als auch der Lipid/DNS-

Ratio erzielten wir eine Verbesserung des Transfektionsergebnisses.   
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7.1.3 IGF-I Sekretion 
Die Höhe der Sekretion eines therapeutischen Faktors beeinflusst das Ausmaß der 

Knorpelreparatur nach Transplantation ex vivo modifizierter Zellen maßgeblich. Die höchsten 

IGF-I-Sekretionsniveaus wurden von 293 Zellen erreicht (241 ng IGF-I/106 Zellen/24 h), gefolgt 

von primären Muskelzellen (142 ng IGF-I/106 Zellen/24 h) und NIH 3T3 Zellen (84 ng IGF-I/106 

Zellen/24 h). 

 

IGF-I ist ein etablierter therapeutischer Faktor bei der Behandlung von Erkrankungen des Stütz- 

und Bewegungsapparates; Muskelatrophie wird verhindert (Schakman et al., 2005), Wundheilung 

(Jeschke et al., 2001) und Knorpelreparatur gefördert (Gelse et al., 2003; Madry et al., 2005; 

Goodrich et al., 2007; vgl. 2.5.3 und 7.3.1.1). Dennoch existieren nur wenige Daten über IGF-I-

Sekretionsniveaus transfizierter Zellen. Romagnolo et al. (1992) beschrieben für eine bovine 

epitheliale Zelllinie nach Selektion transfizierter Zellen eine Sekretion von 9,2 ng IGF-I/106 

Zellen/24 h. Retroviraler Gentransfer und anschließende Selektion transfizierter Keratinozyten 

resultierte in einer Sekretion von 56 ng IGF-I/106 Zellen/24 h (Eming et al., 1996). Wir konnten 

auch ohne Selektion und nach nicht-viralem Gentransfer IGF-I-Sekretionsniveaus von 27 bis 241 

ng IGF-I/106 Zellen/24 h erreichen, abhängig von der Zielzelle. Transfizierte Gelenkchondrozyten 

sezernierten hier 61 ng IGF-I/106 Zellen/24 h; dies bedeutet eine Steigerung um den Faktor 7 im 

Vergleich zu früheren Ergebnissen (8,3 ng IGF-I/106 Zellen/24 h; Madry et al., 2001).  

 

 

7.1.4 Auswahl von NIH 3T3 Fibroblasten und FuGENE 6 für Tierstudien  
Für die nachfolgenden Studien zur Knorpelreparatur wählten wir das Transfektionsreagenz 

FuGENE 6 in Kombination mit murinen Fibroblasten. NIH 3T3 Zellen werden seit 1969 (Jainchill 

et al., 1969) in einer Vielzahl von in vivo Studien eingesetzt. Bei der Gentransfer-basierten 

Behandlung orthopädischer Erkrankungen, speziell im Kniegelenk, ist der erfolgreiche Einsatz 

dieses Zelltyps belegt: Durch Überexpression eines IL-1-Rezeptorantagonisten durch modifizierte 

NIH 3T3 Zellen kann der Verlauf einer Arthritis gemildert werden (Bakker et al., 1997). Zudem 

verbessert die intraartikuläre Injektion TGF-β2-sezernierender NIH 3T3 Zellen die Reparatur von 

Knorpeldefekten (Lee et al. 2001). Auch die Verkapselung von NIH 3T3 Fibroblasten in Alginat 

stellt bereits eine etablierte Methode in vivo dar (vgl. 7.3.3). Verschiedene Autoren postulieren 

schließlich eine generell bessere Eignung etablierter Zelllinien für Transfektionszwecke im 

Vergleich zu Primärkulturen (Trivedi und Dickson, 1995; Ourlin et al., 1997; Kofler et al., 1998; 

Vitiello et al., 1998). Außerdem werden in vivo durch den Einsatz einer etablierten und leicht 

zugänglichen Zelllinie wie NIH 3T3 operative Eingriffe zur Gewinnung der Zielzellen und damit 

assoziierte Risiken vermieden.   
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Die Anwendung der für Vergleichszwecke herangezogenen 293 Zellen verbietet sich im 

Tierversuch aufgrund des Sicherheitsrisikos durch die adenovirale Transformation dieser Zelllinie 

(Graham et al., 1977). Auch primäre lapine Muskelzellen zeigten eine hohe Transgenexpression, 

doch bestanden weder in Bezug auf Transfektionseffizienz (P = 0,4), noch auf IGF-I-Sekretion (P 

> 0,05) signifikante Unterschiede gegenüber NIH 3T3 Zellen. Aufgrund potentieller maligner 

Entartung von CS-1, SAOS-2 und Zellen der fibrösen Dysplasie sind diese nicht für in vivo 

Studien mit dem Ziel einer späteren therapeutischen Anwendung geeignet. 

 

Aufgrund der umfassenden Studienlage, die zu FuGENE 6-vermitteltem Gentransfer in Zellen 

des Stütz- und Bewegungsapparates besteht, gaben wir diesem Reagenz den Vorzug gegenüber 

Metafectene oder Nanofectin 1: FuGENE 6 bewährte sich bei Transfektionen von Myoblasten 

(Arnold et al., 2006), primären Muskelzellen (Neuhuber et al., 2002) oder Chondrozyten (Madry 

und Trippel, 2000; Dinser et al., 2001; Stöve et al., 2002). Speziell die Kombination von NIH 3T3 

Zellen mit FuGENE 6 (Song und Chen, 2003; Guo et al., 2006) erwies sich als effizient: 

Arulanandam et al. (2004) transfizierten 20%, Hellgren und Kollegen (2000) sogar 50% dieser 

Fibroblasten erfolgreich mittels FuGENE 6. Ferner weist das Transfektionsreagenz in vitro keine 

Zytotoxizität auf, induziert in vivo keine Entzündungsreaktion (Hellgren et al., 2000) und erfährt 

keine Beeinträchtigung durch die Anwesenheit von Serum (Jacobsen et al., 2004). Dies 

erleichtert den ex vivo Gentransfer und ist für in vivo Ansätze von Relevanz. Für Metafectene 

oder Nanofectin 1 hingegen existieren nach unserer Kenntnis keine Berichte über die Anwendung 

im Tiermodell.  

 

 

 

 

7.2. In vitro Experimente 

 

Aufgrund der unter 7.1.4 dargestellten Überlegungen wählten wir für diesen Teil der Arbeit NIH 

3T3 Fibroblasten, verkapselten sie nach FuGENE 6-vermittelter Transfektion in Alginat und 

analysierten die resultierenden Sphäroide in vitro.  

 

Nach drei Wochen sank in allen Sphäroiden trotz Zunahme der Zellzahl die Vitalität auf 33-43% 

ab. Wenngleich Proliferation und Überleben der Zellen in einer Alginatsuspension von Zelltyp zu 

Zelltyp variieren (Orive et al., 2003), wurde speziell für Alginat-verkapselte NIH 3T3 Fibroblasten 

noch nach 9 Wochen eine hohe Vitalität beschrieben (Thorsen et al., 2000). Read und Kollegen 
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(1999) wiesen sogar vier Monate nach Verkapselung von NIH 3T3 Zellen in Alginat noch eine 

Vitalität von 70% nach.  

In der vorliegenden Arbeit beobachteten wir eine Verringerung der Vitalität auch bei nicht-

transfizierten Sphäroiden sowie lacZ-Sphäroiden. Daher ist nicht davon auszugehen, dass diese 

Veränderungen auf das eingebrachte Fremdgen oder das Transfektionsreagenz zurückzuführen 

sind. Vielmehr ist als Effekt von IGF-I und FGF-2 eine Steigerung von Proliferation und Vitalität 

Alginat-verkapselter NIH 3T3 Zellen beschrieben (Yayon und Klagsbrun, 1990; Ewton et al., 

2002; Loeser et al., 2003; Jin et al., 2006). Die fehlende Zytotoxizität des Transfektionsreagenzes 

FuGENE 6 ist außerdem mehrfach belegt worden (Nguyen et al., 2002; Kiefer et al., 2004; Madry 

et al., 2005; Tinsley et al., 2006; Kaul et al., 2006).  

 

An den Tagen 2 und 4 nach Transfektion war die Sekretion von IGF-I aus IGF-I- und IGF-I/FGF-

2-Sphäroiden maximal. Bereits an Tag 14 bestand kein signifikanter Unterschied mehr im 

Vergleich zur Kontrollgruppe nicht-transfizierter Zellen. Interessanterweise lieferten transfizierte 

NIH 3T3 Zellen in Alginat initial 2,5-fach höhere Sekretionswerte für IGF-I als transfizierte 

Chondrozyten (123 ng IGF-I/107 Zellen/24 h an Tag 4 nach Transfektion; Madry et al., 2005). 

Die FGF-2-Sekretion aus IGF-I/FGF-2-Sphäroiden war etwa um den Faktor 10 geringer als deren 

IGF-I-Sekretion und bereits an Tag 7 nach Transfektion nicht mehr signifikant erhöht. Die von 

IGF-I/FGF-2-Sphäroiden sezernierten 30 ng FGF-2/107 Zellen/24 h korrelieren gut mit den 

Resultaten von Kaul et al. (2006): Chondrozyten in Alginat setzten an Tag 2 nach Transfektion 48 

ng FGF-2/107 Zellen/24 h frei. Von Uteza et al. (1999) wurden NIH 3T3 Fibroblasten stabil mit 

dem Gen für FGF-2 transfiziert und in Alginat verkapselt. Dies resultierte in einer Sekretion von 

0,69 ng FGF-2/107 Zellen/24 h, 47-fach geringer als die von uns erzielten Werte.  

Im Vergleich unserer Ergebnisse mit den Arbeiten von Madry et al. (2005) und Kaul et al. (2006) 

werden drei Erkenntnisse deutlich: Erstens liegen die IGF-I-Sekretionsniveaus transfizierter 

Zellen allgemein über denen von FGF-2. Zweitens ist mit Fibroblasten eine höhere initiale 

Sekretion von IGF-I erreichbar als mit Chondrozyten. Drittens nahm die Transgenexpression in 

NIH 3T3 Zellen rascher ab als in transfizierten Chondrozyten: Eine Sekretion von IGF-I über 

sieben Tage und von FGF-2 über vier Tage mag für klinische Anwendungen zu kurz sein, 

wenngleich wir in vivo zeigen konnten, dass in dieser Zeitdauer hinreichende Effekte auf die 

Knorpelreparatur erzielbar sind. Dem gegenüber steht in vitro eine IGF-I-Produktion durch 

Chondrozyten von 36 Tagen (Madry et al., 2003) oder sogar sechs Wochen (Dinser et al., 2001) 

bzw. eine FGF-2-Produktion über 28 Tage (Kaul et al., 2006).   

In anderen Studien konnte auch für verkapselte Fibroblasten in Alginat eine prolongierte 

Transgenexpression belegt werden: Maysinger et al. (1993) zeigten, dass genetisch modifizierte 

Fibroblasten der Ratte einen Nerven-Wachstumsfaktor (NGF) über 60 Tage freisetzten. Für 
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humane dermale Fibroblasten konnte eine signifikante Transgenexpression über zwei Wochen 

nachgewiesen werden (Lim et al., 2006). 

 

Ein Grund für den raschen Rückgang der Wachstumsfaktor-Sekretion durch verkapselte 

Fibroblasten könnte auch in der Abnahme ihrer Vitalität begründet sein. Die Ursachen hierfür, 

möglicherweise eine antagonistische Wirkung von FGF-2 auf IGF-I (Russo et al., 2004; Loeser et 

al., 2005) oder ein möglicher Einfluß des zur Verkapselung verwendeten Materials, sollten 

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.  

 

 

 

 

7.3. In vivo Experimente 
 
Transplantation genetisch modifizierter Zellen, eingebettet in einer Trägersubstanz, ist eine 

effiziente Methode zur Applikation therapeutischer Faktoren in einen Knorpeldefekt (Cucchiarini 

und Madry, 2005). Nach Auswahl eines geeigneten Zelltyps (NIH 3T3) und Transfektionssystems 

(FuGENE 6) sowie Untersuchung der in vitro Eigenschaften von Alginat-Sphäroiden, 

implantierten wir diese in osteochondrale Defekte lapiner Kniegelenke. Nach 21 Tagen wurde die 

Defektreparatur evaluiert.  

 

 

7.3.1 Wachstumsfaktoren IGF-I und FGF-2 
Durch die Einwirkung von IGF-I können die strukturellen und funktionellen Eigenschaften von ex 

vivo synthetisiertem Knorpelgewebe verbessert werden (Madry et al., 2002; Madry et al., 2007). 

Die IGF-I-basierte Therapie führt in vivo zu einer global verbesserten Knorpelreparatur, wie 

Rogachefsky et al. (1993) nach intraartikulärer Injektion des Proteins zeigen konnten. Auch die 

Verabreichung des IGF-I-Proteins in einem Fibrin-Thrombus (Hunziker und Rosenberg, 1996; 

Nixon et al., 1999) oder einem Kollagen-Gel (Tuncel et al., 2005) optimierte das 

Reparaturgewebe. Von verschiedenen Arbeitsgruppen (Gelse et al., 2003; Madry et al., 2005; 

Goodrich et al., 2007) wurde schließlich der Ansatz der Implantation ex vivo modifizierter Zellen 

in Knorpeldefekte verfolgt: Nach lokaler Überexpression von IGF-I wies das Reparaturgewebe 

verbesserte histologische Eigenschaften auf. Nichtsdestotrotz zeigen biomechanische Studien, 

dass die Defektgewebe auch nach Behandlung mit IGF-I degenerativen Prozessen unterliegen 

und mechanischer Belastung auf Dauer nicht gewachsen sind (Kaplan et al., 2003; Gratz et al., 

2006). Von Strauss und Mitarbeitern (2005) wurden genetisch modifizierte, IGF-I-sezernierende 
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Chondrozyten in osteochondrale Defekte implantiert. Acht Monate postoperativ fand sich keine 

signifikante Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften des Reparaturgewebes. 

 

In verschiedenen tierexperimentellen Arbeiten ließ sich nach intraartikulärer Applikation des FGF-

2-Proteins ein positiver Effekt auf die Reparatur von Knorpeldefekten nachweisen (Jentzsch et 

al., 1980; Shida et al., 1996; Fujimoto et al., 1999; Chuma et al., 2004; Mizuta et al., 2004; 

Yamamoto et al., 2004). Auch die Anwendung Adeno-assoziierter Viren zur direkten Applikation 

von FGF-2 in Defektareale resultierte in einer verbesserten Knorpelreparatur (Cucchiarini et al., 

2005; Hiraide et al., 2005). In den Untersuchungen von Yokoo et al. (2005) und Kaul et al. (2006) 

an osteochondralen Defekten wurde der therapeutische Nutzen einer Überexpression von FGF-2 

durch ex vivo genetisch modifizierte Zellen deutlich.  

 

7.3.2 Kombination von Wachstumsfaktoren 
Die synergistische Wirkung von Wachstumsfaktoren auf Zellen des Stütz- und 

Bewegungsapparates ist belegt: Durch kombinierte Applikation von Wachstumsfaktoren wird 

beispielsweise die Neubildung von Knochen (Lan et al., 2006) oder die chondrogene 

Differenzierung von Stammzellen (Steinert et al., 2008) verstärkt angeregt. Bei Muskelzellen führt 

speziell die Kombination von IGF-I mit FGF-2 zu gesteigerter Myogenese (Pirskanen et al., 2000) 

und Proliferation von Myoblasten (Layne und Farmer, 1999). Brimah et al. (2004) konnten zeigen, 

dass die Vorbehandlung von fetalen Spender-Muskelzellen mit IGF-I und FGF-2 zu gesteigerter 

Muskelbildung im Empfänger-Organismus führt. Auch zur Verbesserung der biomechanischen 

Eigenschaften von Sehnen und Bändern durch Einflussnahme auf Zellproliferation, Angiogenese 

und Kollagensynthese hat sich eine Wachstumsfaktor-Kombination aus IGF-I und FGF-2 als 

wirksam erwiesen (Letson und Dahners, 1994; Molloy et al., 2003). Schließlich konnten Loot und 

Kollegen (2002) zeigen, dass in der Behandlung chronischer Wunden durch kombinierte 

Applikation von IGF-I und FGF-2 ein therapeutisch nutzbarer Proliferations-Stimulus auf 

Fibroblasten erzeugt wird.  

Auch in Bezug auf Knorpelzellen wurde der synergistische Effekt von IGF-I und FGF-2 belegt: 

Die Anwesenheit dieser Wachstumsfaktoren im Kulturmedium bedingte eine 

Proliferationsteigerung von Chondrozyten in einem Typ-I-Kollagen-Gel (Chaipinyo et al., 2002). 

Fukumoto et al. (2003) und Takahashi et al. (2005) bestätigten, dass IGF-I synergistisch mit FGF-

2 proliferationsfördernd auf Chondrozyten wirkt. Reape und Kollegen (1996) erklären diese 

Beobachtung dadurch, das IGF-I zeit- und dosisabhängig die Expression eines FGF-2-Rezeptors 

anregt. Dies führt zu einem erhöhten Ansprechen der Zellen auf FGF-2 und unterstützt unsere 

Hypothese einer verbesserten Knorpelreparatur durch Kombination beider Wachstumsfaktoren. 
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Wenngleich ein Synergismus von IGF-I und FGF-2 in den meisten Studien hierzu nachgewiesen 

werden konnte, beschrieb die Gruppe um Russo (2004) eine gegenseitige Hemmung der 

anabolen Eigenschaften beider Faktoren. Zudem zeigten Loeser et al. (2005), dass FGF-2 das 

Überleben verkapselter Chondrozyten nicht verbessert und signifikant die Wirkung von IGF-I 

hemmt. Diese Erkenntnisse könnten als mögliche Erklärung für die abnehmenden Vitalitäten 

verkapselter NIH 3T3 Zellen in vitro herangezogen werden.  

 

  

7.3.3 Technik der Applikation von ex vivo transfizierten Zellen 
Durch die Applikation therapeutischer Faktoren via ex vivo transfizierter Zellen können initiale 

Konzentrationsspitzen im Gelenk umgangen werden, wie sie nach intraartikulärer Injektion des 

Peptids beobachtet werden (Sellers et al., 2000). Vielmehr wird durch die kontinuierliche 

Transgenexpression ein signifikanter Wirkspiegel innerhalb des Reparaturgewebes 

aufrechterhalten. Dabei ist anscheinend die Lokalisation der transfizierten Zellen direkt im Defekt 

essentiell: Nach freier intraartikulärer Injektion adenoviral IGF-I-transduzierter Zellen fand sich 

keine Verbesserung der Morphologie des Gelenkknorpels (Gelse et al., 2001). Hingegen war 

nach Transplantation dieser Zellen in Knorpeldefekte mit Hilfe eines Fibrinklebers die 

Knorpelreparatur signifikant verbessert (Gelse et al., 2003). Folglich scheint die gezielte 

Implantation modifizierter Zellen in die Defekte der intraartikulären Injektion therapeutischer 

Faktoren bei der Behandlung fokaler Knorpeldefekte überlegen zu sein (Cucchiarini und Madry, 

2005). 

 

 

7.3.4 Alginat als Trägersubstanz 
Alginat-Sphäroide können therapeutische Faktoren über einen längeren Zeitraum freisetzen 

(Edelmann et al., 1991; Downs et al., 1992; Davies et al., 1997). Dies wurde auch in der 

vorliegenden Arbeit bestätigt (vgl. 6.2.1). Die Eignung von Alginat als Trägersubstanz für eine 

Vielzahl endokrin aktiver oder genetisch modifizierter Zellen ist belegt (Lim und Moss., 1981; 

Chang et al., 1997; Gutowska et al., 2001). Alginat-Sphäroide finden unter anderem Anwendung 

in der Inselzell-Therapie des Diabetes mellitus (Lim und Sun, 1980; Sambanis, 2003; de Vos et 

al., 2006) oder bei der Gentherapie von Tumoren (Visted et al., 2001).  

Ferner hat sich Alginat als Trägersubstanz zur Implantation modifizierter Zellen in Knorpeldefekte 

etabliert (Diduch et al., 2000; Mierisch et al., 2003; Madry et al., 2003 und 2005; Kaul et al., 

2006). Der differenzierte Phänotyp verkapselter Zellen wird dadurch nicht beeinflusst (von der 

Mark et al., 1977; Benya et al., 1978; van Susante et al., 1995; Aydelotte et al., 1998; Domm et 

al., 2000). Durch Verkapselung in Alginat wird die chondrogene Differenzierung mesenchymaler 
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Zellen oder entdifferenzierter Chondrozyten sogar stimuliert (Shakibaei und De Souza, 1997; 

Lemare et al., 1998). 

 

Alginat scheint sich auch als Trägersubstanz für NIH 3T3 Fibroblasten zu eignen. So beschrieben 

Read et al. (1999), dass sowohl in vitro als auch in vivo nach vier Monaten 70% dieser Zellen 

überlebten. Verkapselte NIH 3T3 Fibroblasten sezernierten in vitro signifikante Mengen TGF-β1 

über mindestens 7 Tage (Paek et al., 2006). Song und Kollegen bestätigten 2005, dass 

verkapselte und mittels FuGENE 6 transfizierte NIH 3T3 Zellen einen Nerven-Wachstumsfaktor 

(NGF) sogar über 3 Monate in vitro freisetzen. Zudem weisen Fibroblasten die besten 

Wachstumsparameter nach Verkapselung in klassischen Calcium-verbundenen Alginat-

Sphäroiden auf (Peirone et al., 1998). Dieser Methode gaben auch wir den Vorzug gegenüber 

anderen Techniken wie beispielsweise der Barium-Quervernetzung (Smidsrod und Skjak-Braek, 

1990; Draget et al., 1997; Koch et al., 2003).  

 

Weitere Vorteile der Alginatsubstanz sind ihre physiologische, negative Ladung (You et al., 2001) 

und ihre Stabilität nur über kurze Zeiträume (Bonaventure et al., 1994). Wir fanden die Alginat-

Sphäroide bereits nach 21 Tagen in vivo fast vollständig resorbiert. Auch in anderen Arbeiten 

waren die Sphäroide nach relativ kurzer Zeit größtenteils nicht mehr nachweisbar (Rokstad et al., 

2001; Madry et al., 2005; Kaul et al., 2006). Mierisch et al. (2003) begründen den Verlust der 

strukturellen Integrität des Alginats mit einem Efflux divalenter, quervernetzender Kationen. Auch 

Fremdkörperreaktionen gegen Alginat, Fibroblasten oder das Transgen sind denkbar, wenngleich 

wir in behandelten Gelenken keine Anzeichen für eine Entzündungs- oder Unverträglichkeits-

reaktion fanden. Die Arbeiten von Grande et al. (1989) und Hidaka et al. (2003) zeigen, dass 

neben der Alginatsubstanz auch die transplantierten Zellen nach kurzer Zeit in den Läsionen 

nicht mehr nachweisbar sind. Wir vermuten daher, dass die verkapselten Zellen vorwiegend als 

Sekretionsorgane für das transgene Produkt fungieren, anstatt direkt an der Besiedelung der 

Defektareale teilzunehmen. Schließlich spricht die Anwendung von Alginat in Studien am 

Menschen für seinen Einsatz als Trägersubstanz in der vorliegenden Arbeit (Soon-Shiong et al., 

1994).  

 

 

7.3.5 Tiermodell 
In Studien zur Knorpelreparatur werden als Versuchstiere meist Ratten (Ikeda et al., 2000; Madry 

et al., 2003), Kaninchen (Sellers et al., 1997; Mierisch et al., 2003, Madry et al., 2005) Schweine 

(Hunziker und Rosenberg, 1996; Gelse et al., 2008) oder das Pferd (Fortier et al., 2002; Hidaka 

et al., 2003; Strauss et al., 2005; Goodrich et al., 2007) verwendet. Wir wählten Chinchilla 

Bastard Kaninchen aufgrund ihres umfassend dokumentierten Einsatzes bei der Untersuchung 
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von Knorpelreparaturmechanismen (Bentley und Greer, 1971; Furukawa et al., 1980; Shapiro et 

al., 1993; Hunziker, 1999). Die fehlende spontane Regeneration von Defekten des 

Gelenkknorpels ist bei Kaninchen sicher etabliert (Sellers et al., 1997 und 2000; Madry et al., 

2005; Kaul et al., 2006). Dies ermöglicht die valide Beurteilung entsprechender 

Therapiekonzepte. 

Osteochondrale Defekte spiegeln gut die klinische Situation nach traumatisch bedingter 

Schädigung des Gelenkknorpels wieder. Das Defektareal gewinnt dabei Anschluss an die 

Markhöhle und Zellen des Knochenmarks migrieren in die Läsion. Von den Wachstumsfaktoren 

IGF-I und FGF-2 ist bekannt, dass sie die chondrogene Differenzierung von Zellen aus dem 

Knochenmark stimulieren (Frenz et al., 1994; Nixon et al., 1999; Fujimoto et al., 1999). Die von 

uns beobachtete Verbesserung der Knorpelreparatur kann folglich auf den Einfluss der 

therapeutischen Faktoren sowohl auf Zellen aus der Markhöhle als auch auf ortsständige 

Chondrozyten zurückgeführt werden.  

 

 

7.3.6 Bewertungssystem  
Für die Evaluation der histologischen Schnitte der distalen Femora verwendeten wir das von 

Sellers und Kollegen (1997) beschriebene Bewertungssystem für die Reparatur fokaler 

Knorpeldefekte. Dieses kam in vorangegangenen Studien unseres Labors (Madry et al., 2005; 

Cucchiarini et al., 2005; Kaul et al., 2006) zum Einsatz und ermöglicht somit den direkten 

Vergleich der Resultate. Das Bewertungssystem nach Sellers stellt eine Weiterentwicklung 

etablierter Bewertungssysteme (Pineda et al., 1992; Wakitani et al., 1994) dar und erlaubt die 

detaillierte Analyse der Knorpelreparatur. Verdeutlicht wird dies durch die hohe Gesamtpunktzahl 

von 31; im Vergleich liegt dieser Wert im Bewertungssystem nach O´Driscoll et al. (1986) bei 24 

(modifiziert von van Susante et al., 1999 und Mason et al., 2000) und bei Fortier et al. (2002) bei 

20 Punkten.   

 

 

7.3.7 Wachstumsfaktor-Konzentration der Synovialflüssigkeit 
In vivo war die IGF-I-Konzentration in der Synovia behandelter Gelenke höher als deren FGF-2-

Konzentration. Dies stimmt mit den Daten der in vitro Versuche überein: Die IGF-I-Sekretion 

transfizierter und verkapselter NIH 3T3 Fibroblasten war hier etwa um den Faktor 10 erhöht 

gegenüber der Sekretion von FGF-2. 

 

Es bestand ferner kein signifikanter Unterschied in IGF-I- oder FGF-2-Konzentration zwischen 

den Behandlungsgruppen und der lacZ-Kontrolle. Dies korreliert gut mit den Ergebnissen von 

Nixon et al. (1999) und Fortier et al. (2002). Bei einer gleichzeitig verbesserten Knorpelreparatur 
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mag dies bedeuten, dass die Wachstumsfaktoren ihre therapeutische Wirkung nur lokal im 

Defektareal entfalten, da für eine Diffusion aus den Läsionen keine Anzeichen gefunden werden 

konnten. Dadurch werden bei klinischer Anwendung unerwünschte Effekte der therapeutischen 

Faktoren, beispielsweise eine Hyperplasie der Synovialmembran, verhindert (Qu et al., 1995; 

Manabe et al., 1999). 

  

Eine reaktiv erhöhte Wachstumsfaktor-Konzentration in der Synovia findet sich generell in 

erkrankten Gelenken (Massicotte et al., 2006): Die Resultate der Arbeiten von Matsumoto et al. 

(1996) und Neidel und Kollegen (1994) zeigen einen Anstieg der IGF-I-Konzentration um mehr 

als das Dreifache auf 64 x 103 pg IGF-I/ml Synovia bei rheumatoider Arthritis. Für FGF-2 ist eine 

Erhöhung der Konzentration von 3 auf 24 pg FGF-2/ml Synovialflüssigkeit in erkrankten 

Kiefergelenken beschrieben (Sato et al., 2003). Diese Literaturangaben bestätigen zum einen, 

dass die IGF-I-Konzentration in gesunden und erkrankten Gelenken generell höher ist als die 

FGF-2-Konzentration. Zum anderen liegen die von uns ermittelten Werte (durchschnittlich 200 pg 

IGF-I und 6 pg FGF-2/ml Synovia) nach Transplantation modifizierter Fibroblasten im Bereich 

gesunder Gelenke. Die Implantation transfizierter Zellen in osteochondrale Defekte scheint also 

keine lokale oder systemische Reaktion hervorzurufen. Um dies zu verifizieren, sollte in 

Folgestudien präoperativ die IGF-I- und FGF-2-Konzentration in unbehandelten Gelenken 

bestimmt werden. 

 

 

7.3.8 Biochemische Evaluation des Reparaturgewebes 
In jedem Gelenk wurde das Reparaturgewebe eines Defektes in toto gewonnen und drei Wochen 

nach Implantation der Sphäroide biochemischen Analysen unterzogen. 

  

7.3.8.1 Wassergehalt 
Ein erhöhter Wasseranteil kann für die biomechanischen Eigenschaften des Knorpelgewebes von 

Nachteil sein und auf eine Insuffizienz des Kollagen-Netzwerkes hinweisen (Strauss et al., 2005). 

Wir fanden den Wassergehalt der Reparaturgewebe in der IGF-I/FGF-2-Gruppe signifikant (P < 

0,05) und in der IGF-I-Gruppe deutlich (P > 0,05) erniedrigt gegenüber der lacZ-Kontrollgruppe. 

Diese Daten lassen vermuten, dass die Transplantation von IGF-I/FGF-2-Sphäroiden zur 

Ausbildung eines biochemisch verbesserten Knorpelgewebes führen kann.     

  

7.3.8.2 DNS-Gehalt 
DNS-Gehalt und Zellzahl der Reparaturgewebe waren nach dreiwöchiger Behandlung mit IGF-

I/FGF-2-Sphäroiden signifikant höher als nach Implantation von IGF-I- oder lacZ-Sphäroiden (P < 

0,05). Diese Steigerung der Zellproliferation nach kombinierter Applikation von IGF-I und FGF-2 
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korreliert gut mit den Resultaten anderer Studien (Doumit et al., 1993; Reape et al., 1996; Zheng 

et al., 1997; Layne und Farmer, 1999; Edmondson et al., 1999).  

 

7.3.8.3 Proteoglykan-Gehalt 
Ein niedriger Proteoglykan-Gehalt innerhalb des Knorpelgewebes findet sich unter anderem im 

frühen Stadium einer Arthrose (Hunziker, 2002; Huser und Davies, 2006), beispielsweise nach 

Traumata (Mankin, 1982), und ist für die biomechanischen Eigenschaften des Knorpels von 

Nachteil (Strauss et al., 2005).  

 

In den Reparaturgeweben fanden wir einen signifikant erhöhten Proteoglykan-Gehalt nach 

kombinierter Überexpression von IGF-I und FGF-2, nicht jedoch nach Sekretion von IGF-I alleine. 

Interessanterweise ist jedoch für IGF-I in vitro eine initiale Steigerung der Produktion von 

Proteoglykanen (Jenniskens et al., 2006) und extrazellulärer Matrix (Trippel et al., 1983; Sah et 

al., 1994) beschrieben. Nixon und Mitarbeiter (1999) sahen diesen Effekt allerdings in vivo nicht 

bestätigt: Nach Applikation des IGF-I-Proteins in einem Fibrin-Thrombus wiesen die 

Reparaturgewebe keinen erhöhte Proteoglykan-Gehalt auf. In Bezug auf FGF-2 verwiesen Kaul 

et al. (2006) und Cucchiarini et al. (2008) in vitro darauf, dass dessen Sekretion durch 

Chondrozyten in Alginat nicht zu einer Zunahme ihrer Proteoglykan-Produktion führt. Wir konnten 

nun zeigen, dass FGF-2 eine IGF-I-vermittelte Stimulation der Proteoglykan-Produktion auch in 

vivo unterstützen kann. Dabei beobachteten wir einen balancierten Effekt der Wachstumsfaktoren 

auf das Reparaturgewebe: Das in allen Gruppen vergleichbare Verhältnis Proteoglykan-

Gehalt/Zellzahl zeigt, dass eine Steigerung der Zellproliferation mit einem proportionalen Anstieg 

der Proteoglykan-Produktion einhergeht. Diese gleichzeitige Erhöhung von Zellzahl und 

Proteoglykan-Konzentration unterstreicht die gute biochemische Qualität des Reparaturgewebes 

nach kombiniertem Gentransfer. Weiterführende Studien an Großtiermodellen werden zeigen 

müssen, ob dieses Gewebe auch biomechanisch ausdauernd und belastbar ist.        

 

 

7.3.9 Histologische Evaluation der Gelenke  
Von den behandelten Gelenken fertigten wir Paraffinschnitte an und führten zur Beurteilung von 

Entzündungszeichen und Knorpelreparatur HE-Färbungen, immunhistochemische Färbungen 

sowie Safranin-O-Färbungen durch.    
 
7.3.9.1 Entzündungszeichen der Synovialmembran 
Mit dem Bewertungssystem nach Fortier et al. (2002) wurde nach HE-Färbung in keinem der 

operierten Gelenke eine ausgeprägte Synovialitis nachgewiesen. Dies steht in Einklang mit 

vergleichbaren Studien (Madry et al., 2005; Kaul et al., 2006) und unterstreicht die 
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Biokompatibilität der beschriebenen Methode. Speziell Alginat (Diduch et al., 2000) und darin 

verkapselte FuGENE 6-transfizierte NIH 3T3 Zellen (Song et al., 2005) induzieren in vivo keine 

Entzündungsreaktion.  

 

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen der IGF-I- und IGF-I/FGF-2-Gruppe 

einerseits und der lacZ-Kontrollgruppe andererseits. Dennoch ist sowohl für FGF-2 (Hu und Wu, 

2001) als auch für IGF-I (Fortier et al., 2002) eine anti-inflammatorische Wirkung in vivo 

nachgewiesen; die IGF-I-induzierte Protektion der Synovialmembran vor einer postoperativen 

Inflammation wird diskutiert. Wir erklären die fehlenden Auswirkungen von IGF-I oder FGF-2 auf 

Entzündungszeichen der Synovialmembran dadurch, dass die Wachstumsfaktoren in der Synovia 

nicht in erhöhter Konzentration vorlagen und daher keinen Einfluss auf generalisierte 

Entzündungsparameter des Gelenks nehmen konnten. 

 

 

7.3.9.2 Typ-I/II-Kollagengehalt der Reparaturgewebe 
Typ-I-Kollagen findet sich in subchondralem Knochen und dem fibrösem Reparaturgewebe 

unbehandelter Knorpeldefekte. Typ-II-Kollagen stellt hingegen einen wesentlichen Bestandteil 

des gesunden Gelenkknorpels dar. Drei Wochen postoperativ fanden wir eine tendenzielle 

Zunahme von Typ-I-Kollagen in der IGF-I/FGF-2-Gruppe. Kaul et al. (2006) beschrieben 

hingegen eine FGF-2-vermittelte Abnahme der Immunreaktivität des Reparaturgewebes auf Typ-

I-Kollagen. Durch Anwendung objektiver Messverfahren wie der Hochdruck-

Flüssigkeitschromatographie (Green und Reagan, 1992) könnte dieser Widerspruch aufgeklärt 

werden. Ferner ist der Einsatz von Software zur standardisierten Evaluation immunhistochemisch 

gefärbter Präparate beschrieben (Sellers et al., 2000; Cucchiarini et al., 2005).  

 

Nach semiquantitativer Auswertung ermittelten wir in der IGF-I/FGF-2-Gruppe die stärkste Typ-II-

Kollagen-Immunreaktivität. Die FGF-2-induzierte Stimulation der Typ-II-Kollagensynthese wurde 

auch in vitro von Veilleux und Spector (2005) sowie in vivo von Kaul und Kollegen (2006) 

bestätigt. Ein derartiger Effekt wird für IGF-I hingegen konträr diskutiert: Fortier et al. (2002) oder 

Capito und Spector (2007) beschrieben für diesen Wachstumsfaktor eine Steigerung der Typ-II-

Kollagensynthese in vitro. Dies konnte zwar von Goodrich und Kollegen (2007), nicht aber von 

Madry et al. (2005) in vivo verifiziert werden. 

  

Den Publikationen von Kaul et al. (2006) oder Madry et al. (2005) ist zu entnehmen, dass es 

spontan in behandelten wie unbehandelten Defektarealen über 14 Wochen zu einer Zunahme 

von Typ-II-Kollagen kommt. Sellers und Kollegen (2000) fanden allerdings im Reparaturgewebe 

ein Jahr nach BMP-2-Applikation keine erhöhte Typ-II-Kollagenkonzentration mehr. Ob und über 
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welchen Zeitraum daher die Einwirkung von IGF-I und FGF-2 zu einer immunhistochemisch 

nachweisbaren Steigerung der Knorpelqualität führt, sollte Gegenstand zukünftiger quantitativer 

Analysen sein. 

 

 

7.3.9.3 Histologische Beurteilung der Defektreparatur 
Die IGF-I-Gruppe wies keine signifikante Verbesserung der Knorpelreparatur gegenüber der 

lacZ-Kontrollgruppe auf. Zwar waren die Werte aller Einzelkategorien verbessert, das 

Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht. Diese Resultate korrelieren mit Daten nach 

Implantation eines mit IGF-I-Protein angereicherten Fibrin-Chondrozyten-Gemisches (Fortier et 

al., 2002). Auch hier konnten zwar biochemische Parameter der Chondrogenese verbessert, die 

histologischen Merkmale des Reparaturgewebes aber nicht signifikant beeinflusst werden. Madry 

und Kollegen (2005) hingegen transfizierten Chondrozyten FuGENE 6-vermittelt mit dem Gen für 

IGF-I, verkapselten die Zellen in Alginat und implantierten sie in osteochondrale Defekte in den 

Kniegelenken von Kaninchen. Nach Auswertung anhand des Bewertungssystems nach Sellers et 

al. (1997) wurde nach drei und vierzehn Wochen eine signifikante Verbesserung der 

Knorpelreparatur gegenüber der lacZ-Kontrollgruppe beobachtet. Bei sonst identischem 

Versuchsaufbau muss die Diskrepanz der Ergebnisse dieser Studie mit unserer Arbeit auf den 

verwendeten Zelltyp zurückgeführt werden. Wir sehen vor allem die niedrige Überlebensrate 

verkapselter Fibroblasten hierfür verantwortlich: 21 Tage nach Transfektion lag die Vitalität der 

Fibroblasten bei 40%, die der Chondrozyten bei mindestens 80% (Madry et al., 2005; Kaul et al., 

2006). Wenngleich sich NIH 3T3 Zellen gegenüber Knorpelzellen durch eine höhere initiale 

Sekretion von IGF-I auszeichneten, nahm ihre Transgenexpression infolge der verminderten 

Vitalität jedoch rasch ab. Bereits an Tag 7 nach Transfektion war daher die IGF-I-Sekretion durch 

Chondrozyten höher als durch NIH 3T3 Zellen (Madry et al., 2005). Chondrozyten hingegen 

konnten relativ hohe Sekretionsniveaus über 36 Tage aufrechterhalten.  

 

Im Vergleich der IGF-I/FGF-2-Gruppe mit der lacZ-Kontrolle waren die Einzelkategorien 

Integration, Zellmorphologie, subchondraler Knochen und tidemark sowie der Gesamtpunktwert 

der Knorpelreparatur signifikant verbessert. Die Arbeit von Kaul et al. (2006) unterschied sich nur 

in der Wahl des Wachstumsfaktors von der Studie von Madry et al. (2005) und unterstreicht die 

Eignung von FGF-2 als therapeutischer Faktor bei der Behandlung von Knorpeldefekten. Nach 

drei und vierzehn Wochen war der Gesamtpunktwert in der FGF-2-Behandlungsgruppe 

gegenüber der lacZ-Kontrolle signifikant verbessert. Ähnliche Effekte konnten auch Yokoo et al. 

(2005) nach Transplantation AAV-transduzierter Chondrozyten in einem Typ-I-Kollagen-Gel 

belegen: Nach histologischer Evaluation mittels dem von Wakitani et al. (1994) entwickelten 
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Bewertungssystem wurden in der FGF-2-Gruppe bessere Resultate erzielt als in der 

Kontrollgruppe. 

 

Die wichtigste Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist die signifikant verbesserte Knorpelreparatur 

nach Implantation von IGF-I/FGF-2-Sphäroiden im Vergleich zu Gelenken, die nur mit IGF-I 

behandelt wurden. Der therapeutische Nutzen von Wachstumsfaktoren in Kombination konnte in 

vivo bereits gezeigt werden (siehe 7.3.2). In Bezug auf fokale Knorpeldefekte bestätigte die 

Gruppe um Gelse (2003), dass die kombinierte Applikation von IGF-I und BMP-2 die Reparatur 

günstiger beeinflusst als die Behandlung mit einem Faktor alleine. Wir konnten nun beweisen, 

dass auch der kombinierte Gentransfer von IGF-I und FGF-2 der Applikation eines einzelnen 

Faktors überlegen ist.  

 

Der von uns in der IGF-I/FGF-2-Gruppe erzielte Gesamtpunktwert von 11,2 erweist sich nicht nur 

im Rahmen dieser Arbeit, sondern auch im Vergleich zu bereits angesprochenen Studien als 

deutlich verbessert: Von Madry et al. (2005) wurde nach 3 Wochen ein mittlerer 

Gesamtpunktwert in der IGF-I-Behandlungsgruppe von 12,0 erzielt. Ebenfalls drei Wochen nach 

Implantation von FGF-2-Sphäroiden ist von Kaul et al. (2006) ein Gesamtpunktwert von 15,2 

beschrieben. Und selbst vier Monate nach AAV-vermittelter direkter Applikation von FGF-2 in 

osteochondrale Defekte wurde nur ein Punktwert von 11,0 erzielt (Cucchiarini et al., 2005). Wir 

konnten zeigen, dass die Reparaturmechanismen nach Transplantation IGF-I-transfizierter 

Fibroblasten (15,5) zwar weniger ausgeprägt sind als nach Implantation IGF-I-transfizierter 

Chondrozyten (12,0). Aber der Punktwert von 11,2 nach Implantation von IGF-I/FGF-2-

Sphäroiden zeigt andererseits die Überlegenheit des kombinierten Gentransfers von IGF-I und 

FGF-2 gegenüber einer Monotherapie und bestätigt die Daten der biochemischen Analysen.  

 

In Folgestudien sollte konsequenterweise die Knorpelreparatur durch IGF-I/FGF-2-transfizierte 

Chondrozyten analysiert werden. Vor dem Hintergrund einer prolongierten Transgenexpression 

transfizierter Chondrozyten sind bei diesem Zelltyp längere Beobachtungszeiträume von 

Interesse.  
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7.4. Ausblick 
 

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die Effizienz nicht-viraler Transfektionsmethoden 

optimiert werden kann. Diese Methoden ermöglichen einen erfolgreichen Gentransfer in Zellen 

des Stütz- und Bewegungsapparates, die einen hohen Stellenwert in der orthopädischen 

Forschung besitzen (Nixon et al., 2007). Diese genetisch modifizierten Zellen, speziell primäre 

Chondrozyten und Muskelzellen sowie NIH 3T3 Zellen, zeichnen sich durch eine hohe 

Transgenexpression aus. Dies ist entscheidend für die Anwendbarkeit dieser Zellen bei der 

Gentransfer-basierten Therapie von Knorpeldefekten. In vitro zeigten die von uns gewählten NIH 

3T3 Zellen nach Verkapselung in Alginat eine hohe initiale Transgenexpression und gesteigerte 

Zellproliferation bei im Verlauf abnehmender Vitalität. Zudem wiesen wir die Verbesserung der 

biochemischen und histologischen Parameter eines osteochondralen Defektes nach Implantation 

IGF-I- und FGF-2-sezernierender Fibroblasten in vivo nach. Dabei war die Kombination beider 

Wachstumsfaktoren der alleinigen Applikation von IGF-I überlegen. 

 

Die beschriebenen Methoden des optimierten Gentransfers mittels nicht-viraler Systeme besitzen 

nicht nur Anwendungsmöglichkeiten in der Gentransfer-basierten Behandlung von 

Knorpeldefekten (Oberholzer et al., 2006), sondern können auch in der onkologischen Forschung 

mit der Möglichkeit des Transfers von Tumorsuppressorgenen einen weiteren potentiellen 

Indikationsbereich finden. Unter Berücksichtigung der aktuellen Fortschritte, die im Bereich nicht-

viraler Transfektionsmethoden gemacht werden, wird deren Effizienz noch steigerbar sein. Dabei 

könnte in zukünftigen Studien besonderes Augenmerk darauf gelegt werden, optimale in vivo 

Konditionen für die Übertragung von genetischem Material zu etablieren.  

 

Bei in vivo Versuchen zur Behandlung von Defekten des Gelenkknorpels wird ein Ziel darin 

bestehen, die Situation im menschlichen Organismus experimentell möglichst exakt zu imitieren. 

Dabei werden Untersuchungen an Großtier-Modellen und über längere Zeiträume notwendig 

sein, um die Knorpelreparatur im klinischen Kontext beurteilen zu können: Der Erfolg einer 

chirurgischen Intervention wird in Jahren oder sogar Jahrzehnten gemessen, besonders im 

Hinblick auf die Entwicklung einer sekundären Arthrose. 

 

Schließlich stellt die Wahl der therapeutischen Faktoren in dem hier beschrieben Ansatz eine 

Stellschraube zur Optimierungen des Reparaturprozesses dar. So wird Grundlagenforschung die 

molekularen Mechanismen weiter klären müssen, die der Knorpelreparatur zugrunde liegen. 

Dadurch werden auch momentan noch wenig etablierte therapeutische Faktoren künftig in den 

Vordergrund treten oder bestimmte Matrixproteine einen neuen Stellenwert erlangen können. 
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Auch die Kombination verschiedener Faktoren, ein von uns verfolgter Ansatz, wird 

möglicherweise experimentellen Verfahren neue Impulse verleihen. Ferner ist für die 

Erschließung neuer Therapiekonzepte, beispielsweise mit Angriffspunkt in der Chondrogenese, 

ein tieferes Verständnis der embryologischen Entwicklung des hyalinen Gelenkknorpels 

unabdingbar. Letztlich stellt die Anwendung in Studien am Menschen das langfristige Ziel aller 

experimentellen Ansätze dar.  

 

Es ist nicht davon auszugehen, dass die Gentherapie einmal als alleiniges Therapiekonzept die 

chirurgischen Verfahren bei der Behandlung von Knorpeldefekten verdrängen wird. Vielmehr wird 

sie ihren vollen Nutzen dann entfalten, wenn sie als Ergänzung zu bestehenden operativen 

Maßnahmen eingesetzt wird. Wir sind der Ansicht, dass unsere Resultate dazu beitragen können, 

Gentransfer-basierter Konzepte als ein Standbein der Behandlung fokaler Knorpeldefekte weiter 

zu etablieren. 
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