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L. Erlacher, R. Ullrich, F. Luyten, J. Smolen, W. Graninger

ZELLBIOLOGIE DES CHONDROZYTEN IM
HINBLICK AUF DIE ARTHROSEENTSTE-
HUNG: ROLLE DER KNORPELSPEZIFISCHEN
WACHSTUMSFAKTOREN CARTILAGE-
DERIVED MORPHOGENETIC PROTEINS

Summary

Cartilage-derived morphogenetic
proteins-1 and -2 (CDMP-1 and
-2) are growth factors of the
bone morphogenetic protein
family, which play important
roles in embryonic skeletal
development. In vivo, recomb-
inant CDMPs induced de novo
cartilage and bone formation
and in vitro studies using chon-
drocyte cultures showed that
both CDMP-1 and -2 stimulated
synthesis of proteoglycans.

/USAMMENFASSUNG

Cartilage-derived morphogenetic
proteins-1 and -2 (CDMP-1 and -2)
sind Wachstumsfaktoren der Bone
morphogenetic protein-Gruppe,
die bei der embryonalen Skelett-
entwicklung mafigeblich beteiligt
ist. In vivo fihrten CDMP-1 und -2
zur Neubildung von Knorpel- und
Knochengewebe und mittels in
vitro Untersuchungen an Knorpel-
zellen wurde eine Stimulation der
Proteoglykansynthese nachgewie-
sen. Rezeptorbindungsstudien
zeigten eine spezifische Bindung
an den BMPR-IB/BMPR-II Rezep-
torkomplex. Weiters konnte
anhand immunhistochemischer
Untersuchungen die Expression
von CDMP-1 und -2 in gesundem
als auch osteoarthrotischem
Gelenksknorpel erbracht werden.
In einem in vitro Modell fiir Osteo-
arthrose fiihrten beide CDMPs
nachhaltig zu einer Steigerung der

Receptor binding data revealed
that both CDMPs bind to the
BMPR-1B/BMPR-II receptor

complex. Furthermore, immuno-

histochemical analysis detected
the presence of COMP-1 and -2
in healthy and osteoarthritic

human articular cartilage. Using

an in vitro model for osteo-
arthritis, it was shown that both
CDMPs markedly enhance
proteoglycan synthesis, thereby
contributing to the repair mech-
anism of cartilage restoration.

Proteoglykansynthese und somit
zu einer Forderung der Repara-
turmechanismen des Knorpel-
gewebes.

KNORPELAUFBAU

Hyaliner Knorpel tberzieht die
knochernen Enden von Gelenken
und ist aufgrund seiner biomecha-
nischen Eigenschaften flr eine
,reibungslose” Gelenksbewe-
gung von entscheidender Bedeu-
tung. Das Knorpelgewebe ist
durch das Vorliegen einer einzi-
gen Zellart, den Chondrozyten,
und das Fehlen von Blut- und
Lymphgefdaen und Nervenfasern
gekennzeichnet. Die Knorpel-
zellen produzieren Kollagenfa-
sern und Proteoglykane (gemein-
sam Matrix genannt) und sind
sowohl fiir den Auf- als auch fiir
den Abbau des Gelenksknorpels
verantwortlich (Abbildung 1).
Der permanente Umbau des

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Knorpelaufbaus: Chondrozyten
produzieren ihre Matrix bestehend aus Typ Il Kollagenfibrillen (gelb) und
hochmolekularen Proteoglykanaggregaten (rot) (© L. Erlacher).
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Knorpelgewebes steht unter nor-
malen Bedingungen in einem
strengen Gleichgewicht zwischen
Neusynthese und Abbau der Ma-
trix [1]. Eine Reihe von Wachs-
tumsfaktoren (z. B. Insulin-Like
Growth Factors, Transforming
Growth Factor-f% etc.) stimulieren
die anabole Aktivitit der Knorpel-
zellen, auch Chondrozyten ge-

nannt, und fiihren so zu einer Neu-
bildung von Knorpelmatrix [2].
Diese Knorpelmatrix besteht zum
Groliteil aus Kollagen Typ Il und
einer Reihe von Proteoglykanen
(vorwiegend Aggrekan), die die
Knorpelzellen umgeben und fiir
die Widerstandsfdhigkeit und Ela-
stizitat des Knorpelgewebes verant-
wortlich sind. Auf der anderen Sei-

ENTSTEHUNG

te flhren Zytokine (z. B. Interleu-
kin-1, Tumor Necrosis Factor etc.)
zu einer Aktivierung von Metallo-
proteinasen und dadurch zu einem
Abbau der Knorpelmatrix [1].

OSTEOARTHROSE

Die Osteoarthrose (OA) ist die
haufigste rheumatische Erkrankung
und betrifft im hoheren Lebensal-

Abbildung 2: Charakteristische morphologische Verande-
rungen bei Osteoarthrose: Es kommt zu einem fortschrei-
tenden Verlust des hyalinen Gelenksknorpeliiberzuges.
A. Normaler adulter Gelenksknorpel. B. Osteoarthrose:
Sichtbare ,Aufrauhung” der oberfldchlichen Schichten
des Knorpelgewebes (© L. Erlacher).

ter bis zu 80 % der Bevolkerung.
Es handelt sich dabei um eine
heterogene Gruppe von Krank-
heitsbildern, die durch ein gemein-
sames klinisch-pathologisches

Abbildung 3: CDMP-1 und CDMP-2 gehdren der Gruppe
der Wachstumsfaktoren der , Transforming growth factor

osteoarthrotisch

B“ Familie an: Ubersicht der derzeit bekannten Mitglie-
der (© L. Erlacher).
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Erscheinungsbild gekennzeichnet
ist (Abbildung 2). Ein zunehmen-
der Abbau des hyalinen Gelenks-
knorpels bedingt eine schmerz-
hafte Einschrankung der Beweg-
lichkeit bis hin zur volligen
Immobilitat. Der Verlust des
Knorpeltberzuges kann in weite-
rer Folge Umbauvorgange im
darunterliegenden Knochen
(Verdichtung, Zystenbildung) und
im Einzelfall auch eine entziind-
liche Reaktion der Gelenksinnen-
haut nach sich ziehen. In fortge-
schrittenen Stadien kommt es
letztendlich zur vollstandigen
Zerstorung des gesamten Gelen-
kes. Aufgrund des mangelhaften
pathophysiologischen Verstand-
nisses dieser Erkrankung be-
schranken sich die pharmako-
therapeutischen Moglichkeiten
auf die Gabe von Analgetika.
Zusatzlich finden physikalische
Therapie, intraartikuldre Verabrei-
chung von Hyaluronsaureprépa-
raten und letztendlich der prothe-
tische Gelenksersatz ihre Anwen-
dung. In den letzten Jahren wurde
zunehmend erkannt, daRR das
Knorpelgewebe (in den Friihstadi-
en der Osteoarthrose, solange
Gelenksknorpel noch vorhanden
ist) ein ausgepragtes Potential
zur Selbstheilung aufweist und
dals der Abbauprozeld keines-
wegs irreversibel ist und unauf-
haltsam fortschreiten muf® [3].

CARTILAGE-DERIVED
MORPHOGENETIC PROTEINS-1
UND -2 (CDMPs)

Knorpelspezifische Wachstums-
faktoren innerhalb der Gruppe der
Bone morphogenetic proteins (BMPs)

Cartilage-derived morphogenetic
proteins (CDMPs) und Bone

J. MINER. STOFFWECHS. 2/1999

morphogenetic proteins (BMPs)
sind Wachstumsfaktoren der
grollen Gruppe der Transforming-
growth factor B Familie (Abbildung
3) [4]. lhren Namen leiten sie
davon ab, dals CDMPs und BMPs
die Fahigkeit besitzen, in vivo die
Bildung von neuem Knorpel- und
Knochengewebe zu induzieren.
Werden diese Wachstumsfaktoren
gemeinsam mit einer Kollagen-
matrix subkutan oder intramusku-
lar implantiert, so kommt es zu
einer Proliferation lokal vorhan-
dener Stammzellen und in weite-
rer Folge zu einer Differenzierung
dieser Vorlauferzellen in Richtung
Knorpel- und Knochenzellen [5].
Nach 2-3 Wochen kann eine de
novo Bildung von Knorpel- und
Knochengewebe nachgewiesen
werden. Rezente Untersuchungen
haben gezeigt, dal® diese Wachs-
tumsfaktoren jedoch nicht nur
knorpel-/knochenspezifische

Aktivititen aufweisen, sondern
dafs sie wahrend der Embryo-
genese an einer Vielzahl unter-
schiedlicher Entwicklungsvor-
gange, wie z. B. Gelenksspalt-
bildung, Entwicklung der Nieren,
des Herzens, der Augen usw.,
mitbeteiligt sind und somit ganz
generell als ,morphogenes”
bezeichnet werden konnen [4].

CDMP-1 und CDMP-2 stellen
insofern eine Untergruppe inner-
halb der BMPs dar, als sie ein
knorpelspezifisches Verteilungs-
muster aufweisen. Northern-blot-
Untersuchungen haben gezeigt,
dall die CDMPs vor allem in
hyalinem Gelenk- und Tracheal-
knorpel, jedoch kaum in anderen
Geweben exprimiert werden [4].
Immunhistochemische Farbungen
und in situ Hybridisierungen
bestdtigten die hochspezifische
Expression der CDMPs in den

-

Abbildung 4: CDMP-1 und CDMP-2 stimulieren die biosynthetische Aktivitat
der Knorpelzellen: Gemessen wurde der Einbau von radioaktiv-markiertem
Schwefel in die neugebildeten Proteoglykane von Chondrozyten. Sdmtliche
Untersuchungen wurden unter serumfreien Bedingungen in einem speziellen
Medium (basales Medium) durchgefiihrt (© L. Erlacher).




Knorpelanlagen der sich entwik-
kelnden langen Rohrenknochen
und in jenen Zellen, die in weite-
rer Folge die Gelenksspalten bilden
[4]. Eine biologische Funktion der
CDMPs im Rahmen der Chondro-
genese und/oder der Gelenks-
entwicklung war somit nahelie-
gend und wurde in weiterer Folge
an Hand einer Reihe von in vivo
und in vitro Experimenten unter-
sucht [5,6]. Dazu wurden die
CDMPs in Kooperation mit einem
industriellen Partner (Creative
Biomolecules, MA, USA) in
rekombinanter Form in E. coli-
Bakterien hergestellt.

CDMPs fiihren zu einer vorwie-
genden Stimulierung der Chon-
drogenese basierend auf ihrer
selektiven Bindung an den
knorpelspezifischen Rezeptor-
komplex BMPR-1l/BMPR-1B

In einem in vivo Bioassay fuhrte
die gemeinsame subkutane
Implantation von rekombinantem
CDMP-1 als auch von CDMP-2
vermischt mit einer Kollagenmatrix
nach 10 Tagen zur Neubildung
von Knorpelgewebe, das in weite-
rer Folge durch Knochengewebe
ersetzt wurde [5]. In Implantaten
ohne Zugabe von Wachstums-
faktoren (Negativkontrolle) war
kein Knorpel- und/oder Knochen-
gewebe nachweisbar. In weiterer
Folge wurde die biologische
Aktivitat der CDMPs an Hand von
mehreren in vitro Modellen an
humanen und bovinen Chondro-
zyten und Knorpel-/Knochenvor-
lauferzelllinien (ATDC5, MC-3T3-
E1, ROB-C26) untersucht. Samtli-
che in vitro Untersuchungen
wurden mit einem speziellen
serumfreien Medium (basales
Medium) durchgefiihrt. Es wurde
gezeigt, dal CDMP-1 und
CDMP-2 eine Stimulation der

J. MINER. STOFFWECHS. 2/1999

biosynthetischen Aktivitdt der
Chondrozyten herbeifiihren
(Abbildung 4). In bezug auf eine
Differenzierung in Richtung
Knochenzellen war lediglich ein
schwach osteogenes Potential
festzustellen [5]. Zur weiteren
Abkldrung dieses tiberwiegend
knorpelspezifischen Wirkungsme-
chanismus wurden in Zusammen-
arbeit mit einer schwedischen
Arbeitsgruppe (Prof. Dr. ten Dijke,
Uppsala) die Rezeptoren fiir
CDMP-1 und -2 charakterisiert.
Dabei zeigte sich, dalk CDMPs
selektiv an einen speziellen Rezep-
torkomplex (BMPR-1//BMPR-IB)
binden [5]. Diese Ergebnisse
wurden unabhdngig von einer
Arbeitsgruppe in Boston bestdtigt,
die mittels dominant/negativ
Mutationen nachweisen konnte,
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dalk dieser BMPR-1I/BMPR-IB
Rezeptorkomplex einen fiir die
Chondrogenese entscheidenden
Rezeptorkomplex darstellt [7].

CDMPs werden in normalem
adultem und vor allem in osteo-
arthrotisch verdndertem Gelenks-
knorpel exprimiert und fiihren in
einem in vitro Modell von Osteo-
arthrose zum Wiederaufbau der

Knorpelmatrix

Immunhistochemische Untersu-
chungen haben die Expression
von CDMPs in gesundem und
osteoarthrotisch verandertem
Knorpelgewebe gezeigt (Abbil-
dung 5). Interessanterweise war
bei Patienten mit Osteoarthrose
eine besonders starke Expression
dieser Wachstumsfaktoren nach-

Abbildung 5: CDMPs werden in normalem, vor allem aber in osteoarthrotisch
verdndertem Gelenksknorpel exprimiert: Immunhistochemische Untersuchungen
mit peptidspezifischen Antikdrpern gegen CDMP-1 (hier dargestellt) zeigen
die Expression von CDMP-1 in den oberflachlichen Schichten von gesundem
(A) und auch in den oberfldchlichen und tiefen Anteilen von osteoarthrotischem
hyalinen Gelenksknorpel (B, C) (VergroBerung x 100) (© L. Erlacher).
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weisbar [8]. Aufgrund dieser
Ergebnisse war eine Rolle der
CDMPs im Rahmen von Umbau-
bzw. Reparaturvorgangen bei der
OA naheliegend und sollte an
Hand eines in vitro Modells der
Osteoarthrose untersucht werden.
Bei diesem in vitro Modell wurde
durch enzymatischen Verdau mit
Trypsin ein Grofteil der Knorpel-
matrix entfernt und nachhaltig
geschadigt. Ein Verlust von Pro-
teoglykanen ist bei Frithformen
von Osteoarthrose wohl bekannt
und entspricht somit zum Teil den
vorhin beschriebenen Verdnde-
rungen. In diesem OA-Model
fihrte die Zugabe von rekombi-
nantem CDMP-1 oder CDMP-2
zu einer Steigerung der anabolen
Aktivitat der Knorpelzellen und
zu einer Stimulierung des Wieder-
aufbaus der Knorpelmatrix [8].
Diese Ergebnisse zeigen, dal’
CDMPs in osteoarthrotischem
Knorpelgewebe exprimiert wer-
den und die Reparaturvorgiange
nach einer Knorpelschadigung
fordern.

/USAMMENFASSUNG UND
ZUKUNFT

Bisher veroffentlichte Ergebnisse
zeigen, dafs

— CDMPs fiir die embryonale
Knorpel- und Gelenksentwick-
lung von maligeblicher Bedeu-
tung sind,

— CDMPs in vivo und in vitro ein
vorwiegend chondrogenes
Potential aufweisen und diese
chondrogenen Eigenschaften
durch selektive Bindung an
einen ,knorpelspezifischen”
Rezeptorkomplex mediiert
werden,

— CDMPs in gesundem und vor
allem in osteoarthrotisch ver-
dndertem adultem Knorpel-
gewebe exprimiert werden,

— CDMPs die Reparaturvorgdnge
bei der Osteoarthrose in einem
in vitro Modellsystem unter-
stitzen.

Ein moglicher therapeutischer Ein-
satz von Knorpelwachstumsfakto-
ren konnte in Zukunft eine we-
sentliche Neuerung bei der Be-
handlung der Arthrose darstellen.
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