GEWEBEFORSCHUNG

Ziichtung menschlichen
Knorpelgewebes in einer drei-
dimensionalen Perfusionskultur-
kammer: Charakterisierung

der Kollagensynthese

Zusammenfassung: Der groBe Bedarf an vitalem Knorpel-
transplantatmaterial in der rekonstruktiven Chirurgie des Kopf-
Hals-Bereiches erfordert die Anwendung moderner Gewebekul-
turmethoden zur Ziichtung von autologen Transplantaten. Ein
kiirzlich entwickeltes dreidimensionales Perfusionskuitursy-
stem stellte die Voraussetzungen zum Erhalt der funktionellen
und phénotypischen Eigenschaften von Chondrozyten in vitro
bereit. Ziel der Studie war die Charakterisierung der Kollagen-
synthese von Chondrozyten unter diesen Bedingungen. Aus
gesundem humanen Septumknorpet wurden Chondrozyten
enzymatisch iscliert und in Monolayerkultur angeziichtet.
AnschlieBend wurde eine 1%-Zeli-Agarose-Suspension herge-
stellt, die nach ihrer Verfestigung mit einer 3% Agarosehiiile
umgeben wurde. Diese Kulturen wurden in das Perfusionskul-
tursystem eingebracht und dort Gber 2 Wochen beobachtet. Es
zeigte sich elektronenmikroskopisch die Bildung neuer Kol-
lagenfibrillen. Die Fibrillen konnten immunohistochemisch als
Kollagen Typ i identifiziert werden. Durch In-situ-Hybridisie-
rung wurde keine mRNA fiir Kollagen Typ X nachgewiesen und
damit die Entwicklung eines hypertrophischen Phinotyps der
Chondrozyten ausgeschlossen. Die Zellen wiesen nur geringe
Variationen in Form und GréRe auf, die Zellkeme waren rund
konfiguriert. Die vorliegenden Ergebnisse erlauben den Schlug,
daR unter den angegebenen Kulturbedingungen eine knorpel-
dhnliche Matrix entsteht.

Schliisselwdrter: Knorpeltransplantation — Chondrozyten -
Dreidimensionale Zellkultur — Elektronenmikroskopie - Immu-
nohistochemie - In-situ-Hybridisierung

Cultivesior of Human Cardiage in g Taree-Timensicna
Perfusior Chambes: Characterization cf tihe Collagen
Synthesis: In reconstructive head and neck surgery, there is a
great need for cartilage transplants. Sufficient autologous graft
is often not available. Heterologous cartilage is used frequently,
although there is danger of transmitting viral infections and
resorption rates are high. We have developed a three-dimen-
sional modet for the formation of cartilage in vitro. The aim of
this study was to characterize the collagen synthesis under
these culture conditions. Human chondrocytes were isolated by
digesting septal cartilage matrix in the presence of type li
collagenase, hyaluronidase, and Dnase 1l in Ham’s F12 medium.
The resulting cells were kept in monolayer culture for one week
and then suspended in 2% ultra-low-melting agarose (1:1). The
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cell-agarose conglomerate was encapsulated with a 3% ultra-
low-meiting agarose solution and placed in a perfusion culture

‘chamber. A permanent flow of fresh medium {(Ham’s f-12

supplemented with 50 ug/ml ascorbic acid and 2% fetal calf
serum) was provided by a peristaltic pump which delivered
1 ml/ h with on{off intervals of 30 min. Samples were recovered
after two weeks. Using electron microscopy abundant collagen
fibril formation was shown, The coilagen fibrils were identified
histologically as cartilage specific type 1l collagen. No mRNA
expression of collagen type X was observed using in situ
hybridization. The cells appeared in a round cell shape with
round nucleus and only siight variations in form and size. The
present results indicate that the chondrocytes maintain their
differentiated phenotype and continue to synthesize typical
matrix products in this three-dimensional perfusion culture
chamber. The synthesis of cartilage as graft material in recon-
structive surgery might to be possible with this new culture
systermn.

Key words: Cartilage grafting - Chondrocytes — Three-dimen-
sional cell culture - Histology - In-situ hybridization - Electron
microscopy

Einleitung

In der rekonstruktiven Chirurgie des Kopf-Hals-Bereiches
besteht ein groRer Bedarf an Knorpeltransplantatmaterial,
welcher aus autologen Quellen nicht immer gedeckt werden
kann. Allogene Knorpeitransplantate bergen jedoch - trotz
der verschiedenen Konservierungsverfahren - die Moglichkeit
der Ubertragung von Infektionen (10,11}, auRerdem weisen
sie eine hohe Resorptions- und AbstoBungsrate auf 113,15,16].
Transpiantationen von isoliertem, autologem Perichondrium,
die zunichst tierexperimentell erfolgversprechend schienen
(9,17], lieBen sich spdter nur mit maRigem Erfolg Kklinisch
realisieren [18]. Neuere Untersuchungen zum Verhalten von
Chondrozyten in vitro {1,19] fiihrten zur Verwendung isolier-
ter Chondrozyten als Transplantationsgrundlage [14].

Erkenntnisse tiber das Differenzierungsverhalten von Chon-
drozyten (Abb.1) erlauben die Definition der Charakteristika
differenzierter Chondrozyten. Im Rahmen der enchondralen
Ossifikation reifen mesenchymale Vorlduferzellen, die die
Kollagene Typ I und Typ Il synthetisieren, zu Chondrozyten,
die im differenzierten Zustand im wesentlichen Kollagen Typ
Il bilden. Werden die Chondrozyten hypertrophisch, so produ-
zieren sie anfinglich die Kollagene Typ Il und X, bei weiterem
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Monoklonale Antikdrper gegen humanes Kollagen Typ I
{Chemicon, Temecula, USA) und Kollagen Typ 1l (Chemicon)
wurden in der Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phos-
phatase {APAAP)-Methode eingesetzt. Die Objekttriger mit
Gefrierschnitten wurden in einem Gemisch aus kaltem Athan-
ol und Aceton (1:1) fixiert. Unspezifische Bindungsstellen
wurden mit 5% Schweineserum abgedeckt (1:5 verdinnt in
PBS bei pH 7.4). Es folgte die Inkubation mit dem Primdranti-
kérper iiber 30 min, dann die Inkubation mit dem Brik-
kenantikérper (Kaninchen anti-Maus IgG; Dako, Hamburg,
Deutschland) und dem APAAP-Komplex (Dako) fiir ebenfalls
jeweils 30 min. Die beiden letzten Inkubationen wurden stets
einmal wiederholt. Mit Hilfe der Neufuchsin-Methode wur-
den die gebundenen Antikorper sichtbar gemacht. Die Prépa-
rate wurden in Himalaum 1 min lang gegengefdrbt.

c-DNA-Proben

Die Probe fiir Kollagen Typ X wurde von Dr. Reichenberger
{MPI, Erlangen) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt [24].

Markierte RNA antisense Probe.wurden mit Hilfe der T7-
Polymerase (Promega, Madison, USA) und *5-UTP (Amers-
ham, Arlington Heights, USA) hergestellt. Die sense Probe
wurde nach einer Transkription in der Gegenrichtung mit
einer anderen RNA Polymerase und einer Linearisierung mit
dem entsprechenden Enzym hergestelit.

AnschlieBend wurden die Proben mit DNase | fiir 20 min
verdaut und hydrolisiert, Nach Zugabe von 20 mM DTT und
2M Ammoniumacetat wurden die markierten Proben mit
Phenol-Chloroform extrahiert und mit Hilfe von 20 pg tRNA in
Athanol prizipitiert. Nach erneuter Zentrifugation, Waschen
und Prizipitation wurden sie in 20 mM DTT bis einer
Konzentration von 20 x 10% cpm/ul resuspendiert.

In-situ-Hybridisierung [12]

Fiir die Hybridisierung wurden 4-5pm dicke Gefrierschnit-
ten wie bereits beschrieben angefertigt. Als positive Kontrolle
zum Nachweis von Kollagen Typ X dienten Gefrierschnitten
von humanem Rippenknorpel.

Die Schnitte wurden 15min lang in 4% Paraformaldehyd
fixiert. Nach Waschen in 3xPBS iiber S5min wurden die
Schnitte nochmal in 1 x PBS 5 min lang gespiilt. Anschlieend
erfolgte eine Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe und
eine zweistiindige Trocknung im Vakuum. Nach einer Azety-
lierung in 0,1 M Tridthanolamin (pH 8) und 0.25% acetic
anhydride erfolgte eine Inkubation wahrend 20 min mit 0,1 M
Glycin, 0,2 M Tris HCL, pH 74. Nun wurden die Schnitten mit
50% Formamid, 2 x55C {1x55C =0,15 NaCl und 0,015 M Na-
Citrat), 1mg/ml tRNA und 1mg/m! DNA prihybridisiert.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit 15,5 ul Hybridisie-
rungsmix (2x55C, 50% Formamid, 500 g/ml tRNA, 2mg/ml
BSA, 1mg/ml DNA, 10mg/m! Polydthylen Glykol), welche
1x10° cpm/ul der Keollagenproben enthieit, gegossen. -Die
aufgelegten Deckglischen wurden mit Ruberzement abge-
dichtet. In einer feuchten Kammer erfoigte bei 50°C die
Hybridisierung ber Nacht. Nach Abdecken und kurzem
Spilen in 2xSSC, 1 mM DTT bei Zimmertemperatur wurden
die Praparate zweimal mit 2 x55C, 50% Formamid, 1 mM DTT
bei 50°C gewaschen. Die Objekttriger wurden in 2xSSC

eingetaucht und anschlieBend erfolgte eine Inkubation mit
50pg/ml RNase A 500 mM Nacl, 1 mM EDTA und 30 ml Tris
HCL, pH 7.5 wahrend 30 min bei 37°C. Nach einem Waschen
mit 2 x55C, 50% Formamid, 1 mM DTT bei 50°C, erfolgte ein
dreimaliges Waschen in 2x55C bei Zimmertemperatur. An-
schiieBend wurden die Schnitte in Athanol dehydriert, ge-
trocknet und in einer NTB-2-Emulsion (1:1 mit 600 nM
Ammonium-Azetat bei 42°C) eingetaucht. Dann wurden sie
bei 4°C filr 3 Tage gelagert. Die Schnitte wurden 4 min bei
15°C in einem Kodak D19-Developer entwickelt Schlieflich
erfolgte eine Gegenfirbung mit Himalaum.

Ergebnisse

Wihrend der gesamten Kulturzeit wiesen die Zeilen hinsicht-
lich GréBe und Form nur kleine Variationen auf. Die Chon-
drozyten waren meist rund konfiguriert und zeigten an der
Zelloberfliche zahlreiche Ausldufer, die vermutlich auf der
gerade stattfindenden Exozytose der produzierten Kollagene
und Proteoglykane beruhten. Weiterhin lief sich der Golgi-
Apparat, der Ort der Synthese des Chondroitinsulfatanteils
der Proteoglykane, erkennen. Im ebenfalls sichtbaren rauhen
endoplasmatischen Retikulum werden Kollagene und das
Core-Protein der Proteoglykane synthetisiert. Die Zellkerne
der Chondrozyten waren rund bis oval geformt, daneben
lieBen sich unterschiedlich groBe Einschlilsse im Zytoplasma
beobachten (Abb. 2).

Die Produktion von Kollagenfibrillen konnte eiektronenmi-
kroskopisch anhand ihrer typischen periedischen Streifung
gezeigt werden (Abb. 3). Die Durchmesser der Kollagenfibril-
len erreichten maximal 100 nm. Kollagene fanden sich sowohl -
in unmittelbarer Ndhe der Chondrozyten, als auch zwischen
weiter entfernt gelegenen Zellen. Sie fiillten diese Zwischen-
rdume teilweise aus.

. : ,,f.é;};.;;f‘ : . i g
Abb. 2" Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Chondrozyten.
Kulturzeit 2 Wochen. Die Chondrozyten zeigen eine runde Konfigura-
tion. Intrazelluldr lassen sich der Colgi-Apparat, das endoplasmatische
Retikulum und zahlreiche Ausliufer an der Zelloberfliche unter-
scheiden. tm extrazelluldren Raum (*) sind deutlich Faserstrukturen zu
erkennen (Pfeile).
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kompatibilitit und der Fahigkeit die Zellfunktionen zu unter-
stiitzen, ist somit ein wichtiges, noch zu bearbeitendes
Problem [25].
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