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Einleitung 5

1 Einleitung

Die Chondropathie und ihr Endstadium, die Arthrose, kann mittlerweile zu den sogenannten
Volkskrankheiten gezahlt werden und stellt weltweit die haufigste Gelenkerkrankung dar (1). Ein
UbermaR an Belastung, angeborene (Dysplasie) oder traumatisch erworbene Defekte, sind als
Ursache anzufiihren. Bei traumatisch bedingter Arthrose unterscheidet man zwischen Frakturen
ohne Gelenkbeteiligung. Hier ist eine Achsfehlstellung mit Belastungsverschiebung ursachlich,
bei Frakturen mit Gelenkbeteiligung kommt es zu einer direkten Schadigung des Knorpels (2).
Die Osteonekrose und die Osteochondrosis Dissecans flihren ebenso zu Knorpelschadigungen.
Die unterschiedlichen Atiologien miinden jedoch im selben klinischen Bild mit
Bewegungseinschrankungen, Belastungs- und Ruheschmerzen wund entsprechendem
Leidensdruck der Patienten (3,4). Im Endstadium der Arthrose, dem volligen Verschlei} des
hyalinen Gelenkknorpels, ist heutzutage der endoprothetische Oberflachengelenkersatz die
einzige Therapieoption. Zur Behandlung der Zwischenstadien des Verschleilles konnten sich
neben unterschiedlichen medikamentésen Therapieansatzen, wie intraartikulare Injektionen und
orale Einnahme von sogenannten symptomatic slow acting drugs in osteoarthritis (SYSADOA)
oder krankheitsmodifizierenden Arthrose-Medikamenten (DMOADs) und konservativen
MaRnahmen wie Orthesen-Versorgung und physiotherapeutischen Malitnahmen, auch operative
Maflnahmen etablieren. Diese sind nach Ausschopfen der konservativen Therapiemdglichkeiten
und Schmerzpersistenz frihzeitig zur Verhinderung sekundar-degenerativer Prozesse indiziert.
Hier haben markraumerdffnende Verfahren, osteochondrale Transplantate, autologe

Chondrozytentransplantation und gelenknahe Umstellungs-osteotomien ihren Stellenwert (5).

Bei traumatischen und fokal degenerativen Knorpeldefekten von 0,5-2,0 cm? wird hierbei haufig
die Methode der Mikrofrakturierung im Zuge einer Arthroskopie angewendet (vgl. Pridie-
Bohrung). Dabei wird im geschadigten Areal mittels gewinkelter Ahle oder Bohrdraht der
subchondrale Knochen unter dem Defekt angebohrt, um mesenchymale Stamm- und
Vorlauferzellen mit der auftretenden Knochenmarkblutung in den Defekt zu spulen. Diese
werden von subchondralen Wachstumsfaktoren oder von der Synovialflissigkeit in Richtung
einer chondrogenen Differenzierung aktiviert. Im Verlauf lasst sich die Ausbildung von (oftmals
minderwertigem) Reparaturgewebe beobachten, mit zufriedenstellenden klinischen
Kurzzeitergebnissen (6). Zur Unterstitzung kann eine dreidimensionale resorbierbare
Tragerstruktur zur besseren Zelldifferenzierung in den Knorpeldefekt implantiert werden. Diese

dient als Trager- und Leitstruktur der einstromenden Stamm- und Vorlauferzellen (7). Das



Einleitung 6

Differenzierungspotential dieser Vorlauferzellen bei Patienten mit Osteoarthrose und somit die

suffiziente Bildung von Reparaturgewebe ist jedoch unklar.
1.1 Klinische Grundlagen

1.1.1 Inzidenz Knorpeldefekte

Die Arthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung bei Erwachsenen. Mit Gonarthrose gefolgt von
Cox- und Omarthrose sind insbesondere die groflen Gelenke des Menschen betroffen (2,8) In
ca. 60 Prozent aller bei Knieschmerzen durchgefiihrten Arthroskopien Ilassen sich
Knorpelschaden dokumentieren, 44 Prozent zeigen bereits eine Arthrose, bei 28% lagen
isolierte Knorpelschaden vor.

Mit fortschreitendem Lebensalter steigt auch das Risiko an einer Arthrose zu erkranken. Vor
allem Manner > 60 Jahre sind mit 10 Prozent haufig betroffen (2,3,5,9). Ab dem 70. Lebensjahr
steigt die Wahrscheinlichkeit einer Gonarthrose auf bis zu 40 Prozent (10) (Abbildung 1). Die
radiologisch gesicherte Arthrose deckt sich jedoch in nur 15 Prozent der Falle mit der klinischen
Symptomatik, haufig bleiben klinische Beschwerden lange aus (11). So sinkt die Pravalenz im
Erwachsenenalter auf 10 Prozent (10).

Beim Entstehen einer Arthrose kdnnen exogene und endogene Ursachen ausgemacht werden.
Als endogene Risikofaktoren werden vor allem Alter, Geschlecht und genetische Pradisposition
genannt. Exogene Risikofaktoren sind Makrotraumen, repetitive Mikrotraumen, BMI und
resezierende Gelenkeingriffe. Ein einzelner Faktor fiihrt dabei nicht unweigerlich zur Arthrose.
Haufig ist es ein multifaktorielles pathologisches Szenario. Posttraumatisch gesehen ist die

Wahrscheinlichkeit eines Knorpelschadens deutlich erhéht. (12).
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Abbildung 1: Lebenszeitpravalenz der Arthrose Quelle: GEDA 2010 Gesundheitsberichterstattung des Bundes Heft
54 Arthrose
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1.1.2 Pathologie

Die Gelenke sind im Artikulationsbereich mit hyalinem Knorpel Gberzogen. Dieser Knorpel zeigt
im Gelenk einen typischen Aufbau. Histologisch sind die Chondrozyten in Chondronen
organisiert und von extrazellularer Matrix umgeben. Diese ist reich an Kollagen Typ Il und
Proteoglykanen. Daraus folgt in Verbindung mit Wasser und lonenbindung die stoRdampfenden
und gleitenden Funktionen des hyalinen Knorpels. Beim Gelenkknorpel fehlt das den Knorpel
Uberspannende und der Erndhrung dienende Perichondrium sowie eine direkte Blutversorgung.
Die Versorgung der Knorpelzellen mit Nahrstoffen erfolgt durch Diffusion. Ein hyaliner Knorpel
weist somit eine geringe Stoffwechselintensitat auf und wird zu den bradytrophen Geweben
gezahlt. Das dynamische Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der extrazellularen Matrix
wird durch anabole (insulin like growth factor | und IlI) und katabole Wachstumsfaktoren
(Tumornekrosefaktor a) aufrechterhalten. Risikofaktoren stéren dieses Gleichgewicht. Kommt es
bei geringer Stoffwechselintensitat nun auch noch zur Uberbeanspruchung des Knorpels, folgt
eine Degeneration der Matrix, die aufgrund der Braditrophitat des Gewebes nicht kompensiert
werden kann. Genaue Griinde fiir die Degeneration sind bisher nicht bekannt. Bislang wird von
einem Leistungsverlust der Chondrozyten und somit weiteren Matrixschwachungen

ausgegangen. Knorpelschaden bis hin zur Arthrose sind die Folgen (4,12,13,14) (Abbildung 2).

Gelenkerguss
Gelenkinnenhaut

Gerdllzyste

Gelenkflussigkeit Knorpel- und Knochen-

detritus
— Gelenkhohle Entzundung der Gelenk-
innenhaut
Osteophyt
Gelenkspalt Bk

Knorpelschichtverlust
Knorpelschicht

Verschmilerung des

Gelenkspalts
Gelenkkapsel

Verdichtung des
Knochens

Abbildung 2: Schematischer Vergleich: Gesundes Gelenk (A) und arthrotisches Gelenk (B) Quelle:
Gesundheitsberichterstattung des Bundes Heft 54 Arthrose
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1.1.3 Kilassifikation

Zur Klassifikation von Knorpeldegenerationen haben sich diverse Einteilungen etabliert. Die
1961 eingefiihrte Outerbridge-Klassifikation wurde im Jahr 2003 von der International Cartilage
Research Society (ICRS) erweitert und wird heute als ICRS Hyalin Cartilage Lesion
Classification System zu den internationalen Standardklassifikationen gerechnet (Tabelle 1)
(3,15).

Tabelle 1: Einteilung von Knorpellasionen

ICRS Hyalin Cartilage Lesion Classification System
* Grad 0 - keine erkennbaren Defekte
* Grad la - intakte Oberfliche, Fibrilationen und/oder leichte Erweichung
* Grad 1b - zusétzliche oberfldchliche Risse / Fissuren
* Grad2 - Lasionstife <50% der Knorpeldicke
* Grad 3a - >50% Tiefe der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht
* Grad 3b - >50% Tiefe der Knorpeldicke, bis zur kalzifizierenden Schicht
* Grad 3¢ - >50% Tiefe der Knorpeldicke, bis zur subchondralen Platte
* Grad3d - >50% Tiefe der Knorpeldicke, mit Blasenbildung
* Grad 4 - vollstandige Knorpelldsion, Durchbruch subchondrale Platte

Zur Stadieneinteilung von konventionellen Réntgenbildern hinsichtlich einer Arthrose wird die
Einteilung nach Kellgren und Lawrence angewendet. Beurteilt werden in zwei Ebenen (a.p. und

streng lateral) angefertigten Réntgenaufnahmen (16) (Tabelle 2).

Tabelle 2: Kellgrenscore

* Grad 0 - ohne Befund
* Grad 1 - intiale Arthrose, beginnende Osteophyten an Eminentia
» Grad 2 - méBige Gelenkspaltverschmilerung, méaBige subchondrale Sklerosierung

* Grad 3 - Gelenkspaltverschmilerung >50%, Entrundung Femurkondylus,
ausgedehnte subchondrale Sklerosierung, ausgepréagte Osteophyten

* Grad 4 - Gelenkdestruktion, Gelenkspalt komplett aufgehoben, Gerdllzysten,
Subluxationstellung
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1.1.4 Therapie

Die Leitlinien gerechte Therapie der Arthrose differenziert sich in ein konservatives und nach
Erschopfung von diesem in ein operatives Konzept. Diese Konzepte werden individuell auf den
Patienten angepasst. Eine der Entwicklung der Erkrankung entsprechende auf einzelne

Krankheitsstadien beziehende Behandlung hat sich dabei noch nicht etabliert (5).

1.1.4.1 Konservative Therapie

Die konservative Therapie fult auf mehreren Therapiezielen und orientiert sich dabei an einem
Stufenschema. Zielsetzung ist die Schmerzlinderung und Verbesserung von Lebensqualitat,
Beweglichkeit, Gehleistung und eine Verzdgerung der Progredienz der Arthrose. Neben
allgemeinen MalRnahmen wie Aufklarung, Anpassung der Lebensweise und Gewichtsreduktion
finden physiotherapeutische und physikalische MaRnahmen wie Bewegungstherapie,
Ultraschallanwendungen zur Schmerzlinderung, Warme- und Kaltetherapie, Querfriktion
(Massagetechniken), Akupunktur und Elektrotherapie Anwendung. Orthopadische Heil- und
Hilfsmittel wie Pufferabsatze zur Dampfung sowie Schuhranderhéhungen  zur
Belastungszonenverschiebung und Orthesen-Versorgung finden ebenso Anwendung (2,17).
Zum optimalen Management der Beschwerden bedarf es auch einer medikamentésen Therapie.
Hier etablierten sich nicht-steroidale Antirheumatika (Cyclooxygenase-Hemmer), bei
fortgeschrittener Arthrose in Kombination mit Opioiden. Intraartikulare Injektionen mit
Glukokortikoiden und Hyaluronsdure filhren ebenfalls zu einer Schmerzreduktion. Oral und
intraartikular eingesetzt werden ,slow acting drugs in osteoarthritis“ (SADOA) wie Hyaluronsaure
und Chondroitinsulfat, die wiederum als ,symptomatic slow-acting drugs in osteoarthritis®
(SYSADOA) und ,disease modifying osteoarthritis drugs“ (DMOAD) zusammengefasst werden
(2,5). Die Wirkungsweise der SADOAs ist bisher ungeklart, klinisch lasst sich jedoch eine
signifikante Reduktion der Schmerzen und Verbesserung der Funktion nachweisen (5,18). Nach

Ausschopfen dieser Therapieoptionen sind dann operative MaRnahmen indiziert.

1.1.4.2 Operative Therapie

Verschiedene operative Optionen haben sich in den vergangenen Jahren und Jahrzehnten
etabliert. Unterschieden werden gelenkherhaltende und gelenkersetzende Verfahren. Zu den
gelenkerhaltenden Operationsmethoden zahlen symptomatische und knochen- und
knorpelstimulierende Eingriffe, Operationen zur Gelenkflachenrestitution und gelenknahe
Umstellungen (Abbildung 3). Endoprothesen stellen die gelenkersetzende und derzeit endgiiltige

Therapieoption dar.
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Abbildung 3: FlieBschema zur gelenkerhaltenden Versorgung Quelle: Madry H, Grin UW, Knutsen G: Cartilage

repair and joint preservation: medical and surgical treatment options. Dtsch Arztebl Int 2011; 108(40): 669-77

Symptomatische Operationen

Diese Gruppe umfasst die Operationsmethoden Lavage, Shaving (=Chondroplastik) und
Débridement, die im Zuge einer Gelenksarthroskopie minimalinvasiv durchgefiihrt werden. Die
Lavage dient lediglich dem Spllen des Gelenkes und Entfernung von Detritus und
Entziindungsmediatoren. Bei der Chondroplastik werden degenerativ oder traumatisch bedingte
Knorpelauffaserungen und Knorpeldelaminierungen mittels geeigneten Instrumenten wie Shaver
und manuellen Stanzen abgetragen und Knorpelrdnder geglattet. Das Débridement
(=Gelenktoilette) dient der Entfernung freier Gelenkkdrper sowie der Resektion von
Osteophyten. Diese Mallnahmen werden in der Regel kombiniert durchgeflihrt. Eine

Uberlegenheit einer Methode ist nicht nachgewiesen (19).

Umstellungsosteotomie

Bei der Umstellungsosteotomie soll ein Verkippen der Belastungsachse, den
Belastungsschwerpunkt zur gesunden Seite hin zu verlagern (Lastwechsel) und somit
Erleichterung verschaffen. Dies kann entweder durch einen Eingriff proximal tibial oder distal

femoral erzielt werden. Unterschieden werden hierbei additive (open wedge) und subtraktive
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(closed wedge) Verfahren. Bei valgisierender Korrektur von mehr als 8 Grad werden in der

Regel subtraktive Verfahren favorisiert (20).

Knochenstimulierende Operationsmethoden

Pridie-Bohrung, Mikrofrakturierung und Abrasionsplastik werden wie die Gruppe der
symptomatischen Verfahren arthroskopisch durchgefiihrt (Abbildung 4). Im Bereich des
geschadigten Knorpelareals wird invasiv mittels Ahle, Meisel, Bohrer oder Frase der
subchondrale Knochen eréffnet. Das Ziel besteht darin die dort lokalisierten Stammzellen durch
den auftretenden Blutfluss in den geschadigten Bereich strdmen zu lassen, wo sie in Verbindung
mit  Zytokinen,  Fibringerinnungsprodukten und  Wachstumsfaktoren  Knorpel bzw.
Reparaturgewebe ausbilden. Zur Unterstlitzung kann eine resorbierbare Tragerstruktur in den
Knorpeldefekt implantiert werden, welche den Zellen als Trager- und Leitstruktur dient. Jedoch
unterscheidet sich dieser Reparaturknorpel deutlich in seinen biomechanischen Eigenschaften

von hyalinen Gelenkknorpel, denn er ist weicher und deutlich weniger stol¥fest (6,7,21).

\(vv-;{/

e

Abbildung 4: Durchfilhrung der Pridie-Bohrung und der Mikrofrakturierung Quelle: Der Arthrose-Prozess Teil 2

Gelenkdeformation: Biomechanik

Gelenkoberflachenrestitution

Bei Autologen Osteochondralen Transplantationen (OCT) werden aus belastungsfreien
Gelenkgebieten Knochenknorpelzylinder mittels Stanzen entnommen und in umschriebene
Defektgebiete wieder eingesetzt. Diese Methode wird auch als Mosaikplastik oder
Osteochondrale Autologe Transfersystem (OATS)-Plastik bezeichnet und eignet sich ebenfalls
fur umschriebene Knorpeldefekte wie der Osteochondrosis Dissecans (21).

Die Autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) ist zur Deckung von begrenzten

posttraumatischen Knorpeldefekten geeignet. Hierbei werden dem Patienten Knorpelzellen aus
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nicht belasteten Gelenkanteilen entnommen, im Labor vermehrt und bei einer zweiten Operation
in Form einer Zellmatrix (3. Generation) auf den vorher aufbereiteten Knorpeldefekt implantiert.
Die Knorpelmatrix kann so in die Defektzone einheilen.

Die bereits etablierte Methode der Autologen Chondrozyten Transplantation beruht auf einem
zweizeitigen Vorgehen. Einer Voroperation zur Entnahme von Knorpelgewebe und nach
erfolgreicher Zichtung einer Knorpelmatrix folgt die endglltige operative Versorgung. Als
Weiterentwicklung gilt in Kombination mit einer Mikrofrakturierung die Verwendung von zellfreien
bioresorbierbaren 3D-Matrixen, die mit chemotaktischen Lockstoffen versetzt, Zellen zum
Invaginieren und vor Ort zur Differenzierung anregen. Diese 3D -Matrix wird bei entsprechend
aufbereiteten Defektareal wahrend einer Operation eingebracht und hilft hyalinartiges
Reparaturgewebe auszubilden (22). Analog dazu entwickelte sich die Autologe Matrixinduzierte
Chondrogenese (AMIC-Verfahren). Hier wird eine zweilagige Kollagen I/l Membran als
Tragerstruktur nach Mikrofrakturierung in den aufbereiteten Defekt gebracht, die bei der Bildung
von héherwertigen Knorpelgewebe hilft (23). Langzeitergebnisse stehen bei diesen Methoden

jedoch noch aus.

Tissue Engineering

Die Selbstheilungsfahigkeit des Korpers stellt das zentrale Element der gelenkerhaltenden
Operationen dar. Vor allem im Bereich des Tissue Engineerings nutzt man diese Fahigkeit aus,
um korpereigenes Gewebe zu rekonstruieren (24). Zu Beginn wurden zur Deckung von
Knorpeldefektzonen zellbasierte Ansatzpunkte mit vom Bestimmungsort enthommenen Zellen
verfolgt. Unterschiedliche autologe Gewebe konnten so in vitro gezichtet, vervielfaltigt und in
vivo transplantiert werden (25). Im weiteren Verlauf entwickelten sich Reparaturmethoden die
auf zellfreien Polyglykolsaure Matrixen beruhten. Die PGA-Matrix, die mit Humanserum
durchtrankt ist, wird auf einen durch Mikrofrakturierung vorbereiteten Knorpeldefekt im
betreffenden Gelenk eingebracht (26). Die aus dem erdffneten subkortikal gelegenen Gewebe
resultierende Blutung schwemmt mesenchymale Stamm- und Vorlauferzellen in die Matrix. Der
Selbstheilungsprozess geht vom Differenzierungspotential der eingeschwemmten Zellen aus,
die ein Reparaturgewebe ausbilden und somit den Defekt decken (27). Deutlich besser erforscht
als Vorlauferzellen sind humane mesenchymale Stammzellen, die bekanntermallen fir die
Reparatur von mesenchymalen Gewebe verantwortlich sind. Aus ihnen kann jegliches
mesenchymale Gewebe entstehen (28). Definitionsgemall liegt der Unterschied zwischen
mesenchymalen Stammzellen und mesenchymalen Vorlauferzellen in der hoheren
Differenzierungspotenz und dem hdéheren Regenerationspotential von Stammzellen (29). Zu den

Quellen von mesenchymalen Stammzellen zahlen Knochenmark, Fettgewebe, Blut und
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Nabelschnurblut (30). Das bei Mikrofrakturierung eréffnete subchondrale Gewebe zahlt nicht zu
den definierten Zellquellen, da bei einer Eréffnungstiefe von ca. 2-3mm der Markraum nicht
eroffnet wird (27). Das subchondral gelegene Geweben konnte bereits im Jahr 2008 von unserer
Forschungsgruppe als Quelle von mensenchymalen Vorlauferzellen identifiziert werden (31).
Diese erflllten die von der internationalen Gesellschaft fiir Zelltherapie aufgefihrten Kriterien fur
Stammzellen mit positiven Oberflachenzellantigenen CD44, CD73, CD90, CD105 und CD166
und fehlendem Nachweis der Antigene CD14, CD34 und CD45. (31)

Prognose und Verlauf

Die Versorgungsansatze und Moglichkeiten sind vielschichtig. Die Pravention stellt einen
zentralen Pfeiler bei der Genese der Arthrose um schadigende Noxen zu reduzieren oder zu
eliminieren, dar. Entstehung und Progredienz kénnen zumindest verlangsamt, jedoch nicht
gestoppt oder geheilt werden (2, 5).

Gelenkerhaltende Operationen haben ihren sicheren Stellenwert in der Therapie der Arthrose,
erreichen aber ebenfalls bisher nur die Verlangsamung des Abnutzungsprozesses.
Langzeitstudien bei Therapien mit ACT oder Mikrofrakturierung (mit Tragerstruktur) hinsichtlich
biomechanischer Eigenschaften und Langzeitiberleben fehlen bisher oder sind wenig
aussagekraftig und etablieren sich somit nur zégerlich in der Medizin (32). Gesichert ist bei
knochenstimulierenden Therapien (ohne Tragerstruktur) bisher trotz vermuteten Vorlauferstatus
der einschwemmenden Zellen die Ausbildung von minderwertigen Reparatur- oder Faserknorpel
(33,34).

Somit bleibt bei grolRen Knorpeldefekten und im Endstadium der Arthrose nur die

Versorgungsmaoglichkeit mittels Totalendoprothese als derzeitiger Goldstandart.

1.1.5 Zellulare Grundlagen

1.1.5.1 Progenitorzellen

Auf Zellebene teilt man je nach Fahigkeit und Differenzierungskapazitat Stammzellen in omni-,
pluri- und multipotente Zellen ein. Omnipotente Stammzellen (Zygote) kdnnen sich spontan zu
jedem Zelltyp eines Organismus differenzieren und somit einen ganzen Organismus entwickeln.
Pluripotente embryonale Stammzellen kénnen kein extraembryonales Gewebe bilden und sind
somit nicht in der Lage einen ganzen Organismus zu bilden, verfigen jedoch Uber die Kapazitat,
sich zu jedem Zelltyp innerhalb eines Organismus zu differenzieren.

Stammzellen aus dem Bindegewebe wie zum Beispiel aus dem Knochenmark besitzen ein

multipotentiales Differenzierungspotenzial und kdnnen sich innerhalb ihrer Zelllinie in jede Zelle
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differenzieren. Sie besitzen das Potential Knochen-, Knorpel-, Fett-, Sehnen-, Muskeln- und
Bindegewebszellen auszubilden. Diese Vorlauferzellen koénnen isoliet und unter
Laborbedingungen vermehrt werden, ohne dass sie ihren multipotenten Status verlieren. Die so
gewonnenen Zellen kénnten mit Hilfe von Induktoren zur Entwicklung in eine Zellgruppe, wie
zum Beispiel Knorpelzellen, angeregt werden und in vitro sowie in vivo ihrer Aufgabe der
Gewebeneubildung nachkommen (28,35) (Abbildung 5).

inner cell mass embryonic stem cells

I

[ I
[ ectoderm (external layer) | | mesoderm (middle layer) | endoderm (internal layer)

vyl

pansion cell y Y casc of cthical broprocess cstablished regulatory
semeelltype | ooocntial potential  availability  meckgom  sisgenc regulation  acceptance complexity  clinical practice  approval
embryonic v e e ‘medium yos + no e no no
adult
~ mesenchymal + - + low high no . yes -+ yes yos
~ hacmopaictic + -+ + low high no - yes -+ yes. yes.
— coed blood + ++ ++ low low no .. yes - yes. yes

Abbildung 5: Fir regenerative Medizin verfiigbare Stamm- und Vorlduferzellen Quelle: Cell types available for
regenerative medicine applications Stem cell bioprocessing: fundamentals and principles Mark R. Placzek, I-Ming
Chung, Hugo M. Macedo, Siti Ismail, Teresa Mortera Blanco, Mayasari Lim, Jae Min Cha, lliana Fauzi, Yunyi Kang,
David C. L. Yeo, Chi Yip Joan Ma, Julia M. Polak, Nicki Panoskaltsis and Athanasios Mantalaris

1.1.5.2 in vitro Zellkultur

Als in vitro bezeichnet man Vorgange, die auflerhalb eines lebenden Organismus unter
laborkontrollierten und reproduzierbaren Bedingungen stattfinden. Beim Zellwachstum in vitro
unterscheidet man Isolationskulturen und Expansionskulturen. Die Zielsetzung der
Isolationskultur ist das Gewinnen von Zellen aus nativem Gewebe mittels enzymatischen
Verdau. Die Zellen werden hierbei mit Hilfe von Enzymen aus dem Bindegewebe des
Nativgewebes geldst und in vitro kultiviert.

Bei der Expansionskultur ist die Vermehrung der Zellen das Ziel. Bereits gewonnene Zellen oder
Zellgruppen werden unter Idealbedingungen zum vermehrten Wachstum angeregt. Dabei ist die

Wachstumsgeschwindigkeit und somit die Zellteilung von eminenter Bedeutung. Dies wird durch
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die Versorgung mit Nahrmedium und den optimalen Wachstumsbedingungen gewahrleistet.
Wahrend des Wachstums lassen sich in der Zellkultur mitotische Teilungen beobachten, welche
zur zahlenmaBigen Vervielfaltigung der Zellen flihren. Das sogenannte Passagieren der Zellen
wird in der Regel bis zur Feststellung von morphologischen Veranderungen und Verlust der
Oberflachenspezifitdt, z.B. Expression von Rezeptoren, der Zellen durchgefihrt. Die so
gewonnenen Zellen lassen sich weiter untersuchen oder in vivo funktionell einsetzten.

Eine besondere Form der Zellkultur stellt die Hochdichtekultur da. Bei einer Hochdichte-
Zellkultur werden aus einer Zellsuspension durch Zentrifugation, Zellpellets erstellt, die mit
verschiedenen Induktoren versetzt werden kénnen und somit Vergleiche und Rickschlisse in
Bezug auf die Zusatze ermdglichen. Die Wirkung oder Nicht-Wirkung von Wachstumsfaktoren

lassen sie hier besonders gut nachweisen.

Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind aus Aminosauren aufgebaute, spezialisierte Makroproteine, welche
intrazellulare Prozesse steuern oder extrazellular Informationen von Zelle zu Zelle weitergeben
und somit dem Informationsaustausch der Zellen untereinander und der internen Zellsteuerung
dienen. Die Informationsweitergabe erfolgt hierbei Uber ein Ligand-Rezeptor-System, wobei ein
Wachstumsfaktor (Ligand) an einen fir ihn spezifischen, zellmembranstidndigen Rezeptor
koppelt und damit einen Signalkaskade in Gang setzt. Je nach Zelle und Ligand werden
daraufhin intrazellulare Prozesse mittels An- bzw. Abschaltung von Genen der Zell-DNA, wie
zum Beispiel Wachstum oder Differenzierung, in Gang gesetzt (36).

Unterschieden werden sechs grof’e Wachstumsfaktorenfamilien (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht Wachstumsfaktoren

* FGF-Famillie

* TGF-Familie

» Hedgehodge

* Wingless

* Delta und Serrate
* Ephrine
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1.1.5.3 Zellgene

1.1.5.3.1 Haushalts-Gene

Als Haushalts-Gene werden konstitutiv aktivierte Gene bezeichnet, die elementar fir den
Grundstoffwechsel der Zelle sind und die somit im Gegensatz zu den regulierten Genen stetig
exprimiert werden. Ein typischer Vertreter dieser Haushalts-Gene ist die Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase = (GAPDH). Das ist ein Protein der Glycolyse, das
Phosphatverbindungen aufbaut. Auf Grund der stetigen Expression in allen Zelltypen eignet sich
die GAPDH zur Quantifizierung von regulierten Genen und findet Anwendung bei der
Durchfiihrung von PCRs (37).

Spezifische Zellgene

Fir jede Zellgruppe lassen sich zellspezifisch reguliert exprimierte Gene mittels PCR
nachweisen und kategorisieren. Flr hyaline Knorpelzellen werden vor allem Aggrekan, COMP
(Cartilage Oligomeric Matrix Protein), HAPLN1 (Hyaluronan and proteoglycan link Protein),
sowie Vertreter der Kollagene (Typ |, Il, IX) als zelltypisch klassifiziert und eignen sich somit zur
Zelltypbestimmung.

Das Strukturprotein Aggrekan macht ca. 10 Prozent des hyalinen Knorpelgewichtes aus und ist
zusammen mit den Kollagenen mafigeblich an der Elastizitat des Gelenkknorpels auf Grund des
hohen Wasseraufnahmevermdgens beteiligt.

Kollagene sind ebenfalls typische Strukturproteine der extrazellularen Matrix. Kollagen Typ |
kommt gehauft in nahezu jeder Bindegewebszelle vor. Kollagen Typ Il zahlt zu den typischen
netzbildenden Knorpelprotein und findet sich zu hohen Anteilen in der Matrix von hyalinen
Knorpel und bildet zusammen mit ebenfalls haufig assoziierten Typ IX die Grundlage fir die
hohe Druckelastizitdt des Knorpels. Kollagen Typ II, Typ IX sind somit spezifisch Proteine des
hyalinen Gelenkknorpels.

Ebenfalls zu den haufigen extrazellularen Matrixproteinen gehdrt das Cartilage Oligomeric
Matrix Protein (COMP). Als Glykoprotein geht es Bindungsaufgaben mit Kollagenen ein und gilt
als Marker des Cartilage turnovers, dem Zellersatzverfahrens des Knorpels (36,38,39,40,41).
Knochenzellen hingegen zeichnen sich durch eine hohe Expression von Osteocalcin aus.
Dieses aus 49 Aminosauren bestehende Peptithormon wird von Osteoblasten gebildet und
findet sich in den meisten Wirbeltieren. Es zahlt zur extrazellularen, nichtkollagenen Matrix und
stellt einen Parameter mit hoher Spezifitdt zur Beurteilung der Knochenneubildung
(Osteogenese) dar. Kodiert wird Osteocalcin vom Gen BGLAP und Iasst sich mittels Vitamin D3

und Vitamin C induzieren (42).
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Fettzellen (Adipozyten) und ihre Vorlauferzellen (Steatoblasten) produzieren neben einer
Vielzahl von Hormonen Adipocyt Protein 2 auch fatty acid binding protein 4 (FABP 4) genannt
ein Fettsaure-Carrier-Protein, das mafigeblich am transmembranen Fettsauretransport beteiligt
ist. Diese transportierten Fettsauren binden unter anderem den flir Fettzellen typischen,
intrazellularen Rezeptor Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor Y (PPARG). PPARG
unterhalt, so fern aktiviert, die Differenzierung von Adipozyten wund gilt als

adipozytenspezifisches Protein (43).

1.1.5.3.2 Oberflachenantigene

Zelladhasionsmolekiile (CAM) bezeichnen Proteine, die sich auf der Zelloberflache befinden und
eine Rolle bei der Adhasion mit anderen Zellen oder der extrazellularen Matrix (ECM) spielen.
Diese Proteine sind in der Regel als transmembrane Rezeptoren angelegt und bestehen aus
einem intrazellularen Anteil, der Verbindung zum Zytoskelet besitzt. Das ist ein transmembraner
Anteil und ein an der Oberflache befindlichen Anteil, welcher zur Interaktion mit anderen Zellen
oder der extrazellularen Matrix dient.

Man unterteilt Zelladhdsionsmolekile in vier Super-Familien: Immunglobuline, Integrine,

Cadherine und Selektine.

Selektine sind Einzelkettenglykoproteine in der Plasmamembran, die heterophil an
Zuckerpolymere binden und dienen u.a. dem Lymphozyten-Homing, der Rlckkehr der
Lymphozyten in die Lymphknoten. Bisher sind drei Typen an Selektinen bekannt. E-Selektin
findet sich in Endothelzellen, P-Selektin in Thrombozyten und Endothelzellen und L-Selektion in
Lymphozyten (44)

Cadherine sind Kalzium abhangige Glykoproteine und spielen eine Rolle in der Zell-Zell-
Adhasion sowohl als Ligand als auch als Rezeptor sowie bei der Zell- und Gewebewartung und
der Zellbewegung. Der Mensch verfiigt derzeit iber 80 bekannte Cadherine, die sich in vier
Hauptgruppen einteilen lassen: klassische, desmosomale, Protocadherine und unkonventionelle
Cadherine (45).

Integrine sind ebenfalls transmembrane Rezeptoren und nehmen an der Zell-Zell- und Zell-ECM
Interaktion teil und regulieren Zellzyklus (Teilung, Differenzierung, Apoptose) sowie Form und
Bewegung der Zelle. Zu den Liganden zahlt neben Fibronektin auch Kollagen. Die zwei
Hauptfunktionen der Integrine sind zum einem die Verknipfung der Zelle mit der extrazellularen

Matrix und die Signalibermittiung aus der ECM in die Zelle. Zellverknipfung ist eine der
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wichtigsten Bestandteile eines multizellularen Organismus und wird Uber Tyrosinkinase
Rezeptoren vermittelt (46).

Immunglobuline werden auch als Antikérper bezeichnet und besitzen eine Y-formige Struktur, an
deren Auslaufern sich spezifische Antigen-Bindungsstellen (FAB) befinden und an dessen Basis
das sogenannte kristallisierbare Fragment (Fc) sitzt. Diese FABs identifizieren Antigene und
stimulieren die Bildung weiterer Antikérper und setzten so eine humorale Immunantwort des
Kérpers in Kraft.

Die Kombination von verschiedenen Immunglobulinen werden als Cluster (CD= cluster of
differentiation) bezeichnet und sind spezifisch fir einen Zelltyp. Bei der Zelltypisierung kann sich
dies zunutze gemacht werden. Hierfiir gibt es eigens von Firmen angefertigte Antikérper, welche
der Identifizierung und der Lokalisierung von intra- und extrazellularen Proteinen dienen.
Unterschiedliche Zellen prasentieren unterschiedliche Kombinationen von Clustern an ihrer
Oberflache und kénnen so mittels fluoreszenzaktiviertem Zellsortierer (FACS) oder
immunhistochemischer Farbung anhand ihrer Oberflachenproteine differenziert werden.
Westernblot und ELISA stellen weiter Verwendungsmoglichkeiten zur Zellcharakterisierung dar.
,Cluster  of differentiation® bezeichnet eine  Ansammlung immunphanotypischer
Oberflachenglykoproteine, die spezifisch fir jede Zellart expremiert werden. Fir diese Arbeit
zeigten sich folgende CDs als wichtig und trugen zur Charakterisierung der Zellen bei:

CD14: Membranprotein, das von Monozyten und Makrophagen exprimiert wird und an der
Bildung des Liposaccaridrezeptors beteiligt ist (Heamatopoetische Differenzierung);

CD34: Glykoprotein, das sich typischerweise in Zellen des Knochenmarks findet
(haematopetische Differenzierung);

CD44: Hyaluronsaurerezeptor, der ebenfalls an Kollagene und Laminin bindet und als
Homingrezeptor fir haematopoetische und mesenchymale Stammzellen fungiert;

CDA45: Protein Tyrosin Phosphatase Rezeptor Typ C oder auch Leukocyte common receptor ist
ein Transmembranprotein von heamtopoetischen Zellen;

CD73: auch als 5'-ribonucleotide Phosphohydrolase bezeichnet, das AMP zu Adenosin
konvertiert und als typischer mesenchymaler Marker gewertet wird;

CD90: T-Zellmarker THY-1, der zusammen mit CD34 als Marker flir heamatopoetische Zellen
dient;

CD105: Endoglin ist ein Glykoprotein und Teil des TGF B-Rezeptors und zahlt zu den Markern
von mesenchymalen Vorlauferzellen;

CD166: gehdrt zu der Klasse der transmembranen Immunglobuline und wird auch entsprechend
des codierenden Gens als ALCAM bezeichnet. Es wird als mesenchymaler Marker gewertet (47-
55).



Fragestellung 19

2 Fragestellung

Bei der Behandlung von traumatischen und fokal degenerativen Knorpeldefekten im Kniegelenk
wird haufig die Methode der Mikrofrakturierung angewendet (7). Dabei wird der subchondrale
Knochen unter der Schadstelle angebohrt, um mesenchymale Stamm-und Vorlauferzellen mit
dem Blut einzuspiilen, die dann ein (oftmals minderwertiges) Reparaturgewebe ausbilden (56).
Zur Unterstitzung der chondrogenen Reifung dieser Zellen im Defekt kann zusammen mit der
Mikrofrakturierung eine (dreidimensionale) resorbierbare Tragerstruktur verwendet werden, die
in den Knorpeldefekt implantiert wird und den einstrémenden Stamm- und Vorlauferzellen als
Trager- und Leitstruktur dient (7).

Bislang ist jedoch unklar, ob Vorlauferzellen von Patienten mit fortgeschrittener Osteoarthrose
das Potential zur chondrogenen Differenzierung und damit zum Aufbau von
Knorpelmatrix/Reparaturgewebe in diesen Tragermaterial besitzen.

Ziel der hier vorliegenden Studie ist es, mittels ex vivo und in vitro Methodik zu untersuchen, ob
subchondrale mesenchymale Vorlauferzellen (MPC) von osteoarthrotischen (oa) Spendern aus
dem Kniegelenksbereich in der Lage sind, unter Einsatz von Induktoren in die adipogene,
osteogene und chondrogene Richtung zu differenzieren. Dazu wurden oaMPC Zellen aus der
Spongiosa isoliert, vermehrt, mittels fluoreszenzaktivierter Zellsortierung auf zellspezifische

Oberflachenantigene charakterisiert und differenziert.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellgewinnung, Isolierung und Kultivierung

Material

Spinner-Flasche Wheaton
Primaria® Aussaat-Flaschen Falcon
Collagenase Xl Sigma-Aldrich
Hanks-Salz-Lésung Biochrom
MPC Medium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (low glucose 1g/L) Biochrom
10% Humanserum Deutsches Rotes Kreuz (DRK)
1% von 10000 U Penizillin/ 10mg/ml Streptomycin Biochrom

1% von 200mM L-Glutamin Biochrom

2% von 1M HEPES Puffer Biochrom

1% von 10mg/ml Gentamicin Biochrom
100pg/ml Amphotericin Biochrom
2ng/ml RH FGF basic Biochrom
Vorgehen

Humane osteoarthrotische subchondrale kortikospongiése Knochenchips wurden von drei
Spendern wahrend der Implantation einer Knieoberflichenersatzprothese gewonnen. Diese
waren alle weiblich, zwischen 51 und 62 Jahre alt, 58 Jahre im Mittel, Kellgren Score 3. Die
Studie wurde von der Ethikkommission der bayerischen Landesarztekammer genehmigt (Ethik-
Kommission Nr. 12045).

Um die humanen im osteoarthrotischen Gelenk gelegenen subchondralen mesenchymalen
Vorlauferzellen (0aMPC) zu isolieren, wurden die Knochenchips mittels Skalpell und Luer
zerkleinert, mit Hanks-Salz-Lésung gewaschen und bei 37 Grad Celsius flir vier Stunden mit
256U/ml Collagenase XI im Kulturmedium teilverdaut. Der Uberstand wurde verworfen, die
verbliebenen Fragmente in Primaria-Aussaat-Flaschen gegeben und in MPC Medium bei 37
Grad Celcius und 5 Prozent Kohlenstoffdioxid kultiviert. Bei einer erreichten Zellkonfluenz von
80-90% wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA in PBS (1:1, v/v) passagiert und mit einer
Dichte von 8000 Zellen/cm? erneut ausgesat. Das Medium wurde alle 2-3 Tage vollstindig

gewechselt.
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3.2 Wachstumskinetik

Zur Bestimmung der Wachstumskinetik von oaMPC wurden von jedem Spender 1x10*
Zellen/cm? in T25 Kulturflaschen ausgesat und kultiviert. Nach Zellzahlbestimmung mittels
Trypan-Blau-Methode wurden sie erneut mit der Dichte von 1x10* Zellen/cm? ausgesat und bis

zur Passage 8 unter Beibehaltung der Bedingungen kultiviert und alle vier Tage passagiert.

Der Wachstumsfaktor jeder Passage wurde dabei wie folgt festgelegt:

Wachstumsfaktor der Passage X = N4 / Ngg

Formel 1: Berechnung des Wachstumsfaktor. Neng: Anzahl der vitalen Zellen am Ende der Passage x; Nset: Eingesate

0aMPC zu Beginn der Passage X

Uber den Wachstumsfaktor kann nun die Gesamtzellzahl ermittel werden:

Gesamtzellzahl Passage X = Ng4,.1% pr,

Formel 2: Bestimmung der Gesamtzellzahl

Stellt man die Gesamtzellzahl nun der Passagezeit gegenlber, lasst sich die spezifische

Wachstumsrate p als Exponentialfunktion darstellen:

N, = N,#~t

Formel 3: Darstellung der Wachstumsrate p als Exponentialfunktion

Die Zeit der Zellzahlverdoppelung t, und die Populationsverdoppelungsrate n berechnen sich

wie folgt:

th= In2/u

Formel 4: Berechnung der Zellzahlverdoppelung

n=10g (Ngpy/ Netar )/ 1092

Formel 5: Berechnung der Populationsverdoppelungsrate

Zellmigrationsversuch

Material

Humanserum DRK
Methanol/Aceton (1:1, v/v) J.T. Baker
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ChemoTX Assay System Neuroprobe
Hemacolor® Staining Kit Merk

Chemotaxismedium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (low glucose 1g/l) Biochrom
0,1% Humanserum DRK

1% von 10000U Penizillin/ 10mg/ml Strepromycin Biochrom
Vorgehen

Die Migrationsfahigkeit der oaMPCs (Passage 3) wurde mittels 96 Multi-Well Migrations-Assay
(Porengréfte 8um) untersucht. Daflr wurde Humanserum (0,1 Prozent, 5 Prozent und 10
Prozent) in Chemotaxismedium verdinnt und in die untere Vertiefung einer Mikrotiterplatte
eingebracht. Die zu untersuchenden oaMPC wurden in Chemotaxismedium aufgenommen und
mit einer Zelldichte von 30x10° Zellen/Well auf die Membran aufgetragen. Zur Untersuchung der
Chemokinese wurden 0aMPC (30x10° Zellen pro Well) jeweils mit 0,1 Prozent, 5 Prozent und 10
Prozent Humanserum versetzt. Der Migrations-Assay wurde bei 37 Grad Celsius und 5 Prozent
Kohlenstoffdioxid flir 20 Stunden inkubiert, anschliefiend wurden nicht migrierte oaMPC von der
Membranoberflache entfernt, die gewanderten oaMPC auf der Membran mit Methanol/Aceton
(1:1, v/v) fixiert und mit Hemacolor angefarbt. AbschlieRend wurden die migrierten Zellen (vier
reprasentative Fotos pro Well) ausgezahlt und die Anzahl migrierter Zellen pro Well durch

Extrapolation berechnet.

3.3 Flowzytometrische Analyse

Material

Bovines Serum Albumin Roth

C14 (Mouse, Anti-Human, IgG1)-PE BD Pharmingen
CD34 (Mouse, Anti-Human, 1gG1)-PE BD Pharmingen
CD44 (Mouse, Anti-Human, 1gG1)-FITC BD Pharmingen
CDA45 (Mouse, Anti-Human, 1gG1)-FITC BD Pharmingen
CD73 (Mouse, Anti-Human)-PE BD Pharmingen
CD90 (Mouse, Anti-Human, 1gG1)-FITC BD Pharmingen
CD105 (Mouse, Anti-Human)-FITC Acris

CD166 (Mouse, Anti-Human, IgG1)-PE BD Pharmingen

FACS Puffer: PBS + 0,5% BSA
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Propidiumiodid Sigma-Aldrich
Kahlzentrifuge Heraeus
FACS Calibur BD Bioscience
Vorgehen

Die 0aMPC (2,5x10° Zellen, Passage 3) wurden in FACS-Puffer bei 400g fiir 10 Minuten bei 4
Grad Celsius zentrifugiert, gewaschen und mit fluoreszierendem Phycoerytherin (PE) oder
Flouresceinisothiocynat (FITC) konjungierten monoklonalen Maus-Anti-human Antikérpern
gegen CD14-PE, CD34-PE, CD44-FITC, CD45-FITC, CD73-PE, CD90-FITC, CD105-FITC und
CD166-PE resuspendiert und fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die makierten oaMPC wurden
nach der Inkubation mit Antikérper erneut mit FACS-Puffer gewaschen und bei 400g bei 4 Grad
Celsius fir 10 Minuten zentrifugiert und anschlieend in 500ul FACS-Puffer aufgenommen. Die
Oberflachenzellfarbung wurde mittels Durchflusszytometer (FACS Calibur) und der zugehdrigen
Software CELLQUEST analysiert. Tote Zellen wurden durch eine Propidiumiodid-Farbung
ausgeschlossen. CD34-PE und CD45-FITC gefarbte oaMPC dienten als Isotypenkontrolle.

3.4 Differenzierung

3.4.1  Chondrogene Differenzierung

Material

Transforming growth Faktor B3 (TGF-33) Peprotech
Dexamethason Sigma-Aldrich
Natriumpyruvat Sigma-Aldrich
Ascorbinsaure-2-phosphat Sigma-Aldrich
L-Prolin Sigma-Aldrich
Insulin-transferrin-natriumselenit (ITS+1) Sigma-Aldrich

Basismedium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (high glucose 4,5g/l) Biochrom
1% von 10000U Penizillin/ 10mg/ml Streptomycin Biochrom
2% von 1M HEPES Puffer Biochrom

Kontrollmedium

Basismedium + 0,1uM Dexamethason, 0,35mM L-Prolin, 1% v/v ITS+1

1mM Natriumpyruvat, 0,17mM Arscorbinsaure-2-phosphat
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Induktionsmedium
Kontrollmedium + 10ng/ml TGF-B3

Vorgehen
Die Chondrogene Differenzierung der oaMPC (Passage 3) wurde unter serumfreien

Bedingungen in Hochdichte-Pelletkulturen (n=3 Spender, 250000 Zellen/Pellet) durchgefiihrt.
Die Chondrogenese der oaMPC wurde mittels Zugabe von 10ng/ml TGF-3 ins Kontrollmedium
induziert. Als Kontrolle dienten 0aMPC die ausschlieRlich mit Kontrollmedium kultiviert wurden.
Das Nahrmedium beider Ansatze wurde alle 2-3 Tage gewechselt und die Zellen fiir insgesamt
21 Tage kultiviert. An den Tagen 0, 7, 14 und 21 wurden jeweils Probennahmen fir
histochemische und immunhistologische Untersuchung gewonnen. Fir die Untersuchung der

Genexpression erfolgten Probennahmen (je Gruppe 20 Pellets) an den Tagen 0 und 14.

3.4.2 Osteogene Differenzierung

Material

Dexamethason Sigma-Aldrich
Ascorbinsaure-2-phosphat Sigma-Aldrich
B-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich

Kontrollmedium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (low glucose 1g/l) Biochrom
1% von 10000U Penizillin/ 10mg/ml Streptomycin Biochrom
10% Humanserum DRK

2% von 1M HEPES Puffer Biochrom

1% von 200mM L-Glutamin

Induktionsmedium

Kontrolimedium + 0,01uM Dexamethason, 0,05mM Ascorbinsaure-2-phosphat, 10mM -
Glycerolphosphat

Vorgehen
Fir die osteogene Differenzierung wurden 0aMPC jeweils mit einer Zelldichte von 1x10*

Zellen/cm? in einer 6-Well-Platte eingesat und kultiviert. Zur osteogenen Differenzierung wurden
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konfluente Monolayerkulturen mit Induktionsmedium stimuliert. Als Kontrolle dienten caMPC, die
ausschlief3lich mit Kontrollmedium kultiviert wurden. Die Zellen wurden fir 28 Tage in Kultur

gebracht und das Medium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt.

3.4.3 Adipogene Differenzierung

Material

Dexamethason Sigma-Aldrich
Indomethacin Sigma-Aldrich
3-isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) Sigma-Aldrich
Insulin Novo Nordisk

Kontrollmedium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (high glucose 4,5g/l) Biochrom

1% von 10000U Penizillin/ 10mg/ml Streptomycin Biochrom
10% Humanserum DRK2% von 1M HEPES Puffer
Biochrom

Induktionsmedium

Kontrolimedium + 1uyM Dexamethason, 0,2mM Indomethacin, 0,5mM IBMX, 0,01mg/ml Insulin

6-Well Platte Becton Dickinson

Vorgehen
Zur adipogenen Differenzierung wurden 0aMPC in 6-Well-Platten (1x10* Zellen/cm?) ausgesét.

Zur Induktion der Adipogenese wurden die 0aMPC Uber 21 Tage mit Induktionsmedium

kultiviert. Als Kontrolle dienten kultivierte Zellen ohne adipogene Stimulierung.

3.5 Histologische, histochemische und immunhistochemische Analyse

Zum Nachweis chondrogener Differenzierung wurden die Pelletkulturen in ein TissueTek
Medium eingebracht, in flissigem Stickstoff gefroren und mittels Mikrotom bei einer Schnittdicke
von 6um geschnitten. Diese Kryoschnitte wurden immunhistochemisch mit primaren Kollagen
Typ Il Antikérper fur 30 Minuten inkubiert, kolorimetrisch mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol
(EnVision++ und HRP-System) detektiert und mit Hematoxylin gegengefarbt. Proteoglykane
wurden mit Alcianblau 8GX bei pH 2,5 und Glykosaminoglykane mittels Safranin O-Farbung

nachgewiesen.
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In osteogen induzierten oaMPC wurden durch von Kossa-Farbung mineralische Anteile in der
ECM nachgewiesen.
Zum Nachweis der adipogenen Differenzierung von oaMPC wurden Lipidvakuolen mittels Oil

Red O Farbung sichtbar gemacht.

Immunhistochemische Farbung Kollagen Typ I

Material

Feuchtekammer

Rabbit anti-human Antikdrper gegen Kollagen Typ | Acris
Methanol/Aceton (1:1, v/v) J.T. Baker
0,037mol/l Ammoniaklésung J.T. Baker
Aquatex® Merck
EnVision++ Dako

3-Amino-9-Ethylcarbazol (ACE) — Substrat Chromogen
Antikérperverdiinnung

Peroxidase molekiilgekoppelter Sekundarantikérper
Hematoxylin

0,03% Hydrogenperoxid

Vorgehen
Die bei Raumtemperatur getrockneten Schnitte werden in eisgekihltem Methanol/Aceton

Gemisch fir finf Minuten fixiert und die Peroxidasereaktion durch Hydrogenperoxid (15
Minuten) blockiert. Nach einem Spulschritt werden die Proben mit dem Primarantikorper fur 40
Minuten bei 37 Grad Celsius in der Feuchtekammer inkubiert. Um eine Uberladung der Schnitte
mit Antikdrpern zu verhindern, wurde zuvor die richtige Antikdrperkonzentration in
Verdinnungen 1:200, 1:400 und 1:800 ausprobiert. Eine Negativkontrolle erfolgte mit Fc-
Fragmenten der Rabbit-IgG Fraktion mit Umkehr der Antikérper. Der Primarantikérper wurde mit
PBS ausgewaschen und die Schnitte mit dem Sekundarantikérper fir 40 Minuten bei 37 Grad
Celsius in der Feuchtekammer inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt. Danach wurden
die Proben mit ACE-Chromogen fiir weitere zehn Minuten inkubiert, dann mit destillierten
Wasser gespult, mit Hematoxylin drei Minuten lang gegengefarbt, erneut gespult und in

Ammoniaklésung geblaut. Abschlieltend folgte die Einbettung mit Aquatex.



Material und Methoden 27

Alcianblau Farbung

Material

99-100% Essigsaure J.T. Baker

100% Ethanol Merck

Alcianblau 8GX Lésung Sigma-Aldrich
Kernechtrot Lésung (5% Aluminiumsulfat) Carl Roth GmbH + Co.KG
RotiHistol® Carl Roth GmbH + Co.KG
Vitro-Clud® R. Langenbrick

Vorgehen

Alcianblau ist ein wasserldslicher Phthalocyaninfarbstoff. Die undifferenzierte Methode
ermdglichte den Nachweis saurer Mukosubstanzen ohne Unterscheidung von Karboxyl- und
Sulfatgruppen. Saure Mukosubstanzen treten dabei leuchtend blau hervor, Zellkerne werden
von Alcianblau nicht angefarbt und werden daher mit Aluminiumsulfat gegengefarbt (rot).

Das Einstellen der Schnitte auf einen pH 2,5 erfolgte in dreiprozentiger Essigsaure fir drei
Minuten. Zur Farbung wurde 1 Prozent Alcianblau-Lésung, pH-Wert 2,5, fir 30 Minuten
eingesetzt. Nach mehrmaligem Waschen, zuerst in dreiprozentiger Essigsaure und dann in
destilliertem Wasser, wurde die Gegenfarbung mit Kernechtrot fir drei bis funf Minuten
durchgefuhrt. Darauf folgten Entwasserungsschritte in Alkohol 96 Prozent und 100 Prozent und
RotiHistol fur finf Minuten. AbschlieBend wurden die gefarbten Pelletkulturen in Vitro-Clud
eingebettet. Es erfolgte eine Semiquantifizierung der gebildeten Proteoglykane mittels Adobe
Photoshop CS3 Software. Daflir wurde anhand der Positivkontrolle eine bestimmte
Standardfarbe definiert, welche die positive Farbung reprasentiert (hier blau fur Alcianblau).
AnschlieRend erfolgte eine Bestimmung der Bildpixel (positive Pixel) fur die definierte Farbe
sowie eine Bestimmung der Gesamtbildpixel des Pellets. Daraus lasst sich dann der prozentuale

Anteil an gefarbten Proteoglykanen eines jeden Pellets bestimmen.

Farbungsgrad = (positive Pixel x 100) / Gesamtpixel in %

Formel 6: Berechnung des Proteoglykananteils in Prozent

Safranin O Farbung

Material

99-100% Essigsaure J.T. Baker
100% Ethanol Merck
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0,7% Safranin O Ldsung Sigma-Aldrich

0,2% Fastgreen Losung Sigma-Aldrich

100% Isopropanol Merck

RotiHistol® Carl Roth GmbH + Co.KG
Vitro-Clud® R. Langenbrick

Vorgehen

Mit Safranin O werden sulfatierte Proteoglykane rot angefarbt, mit der Gegenfarbung Fastgreen
erscheinen extrazellulare Bestandteile grin. Die Schnitte werden zunachst in 92 Prozent
Ethanol gewaschen und anschlieRend mit 0,7 Prozent Safranin O Ldsung fur 30 Minuten
gefarbt. Nach dem spilen mit Wasser folgte die Gegenfarbung mit 0,2 Prozent Fastgreen
Lésung fiir eine Minute. Uberschiissige Farbelésung wurde abgespiilt und die Schnitte
entwassert (96 Prozent und 100 Prozent Isopropanol sowie RotiHistol) und in Vitro-Clud

eingebettet.

Oil Red O-Farbung

Material

Oil Red O Sigma-Aldrich
99% 2-Isopropanol Merck
Vorgehen

Die 0aMPC in der 6-Well Platte wurden mit PBS gewaschen und mit Oil Red O-Ldsung (0,5g QOil
Red O in 100ml 99 Prozent 2-Isopropanol) bedeckt. Nach 30 Minuten Inkubation in absoluter

Dunkelheit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und sofort Fotodokumentiert.

Von Kossa Farbung

Material

Methanol J.T. Baker
Silbernitrat Sigma-Aldrich
Natriumbikarbonat Sigma-Aldrich

25-40% Formaldehyd Sigma-Aldrich
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Farbelésung
5g Silbernitrat / 100ml destilliertes Wasser

Entwicklerldsung

5g Natriumbikarbonat in 25ml Formaldehyd mit destillierten Wasser auf 100ml aufgefllt

Vorgehen
Die in 6-Well Platten kultivierten oaMPC wurden mit eisgekihlten Methanol fixiert und nach 30

Minuten mit Aqua dest gespult. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1,5ml 5 Prozent
Silbernitratldsung bei Dunkelheit fur 30 Minuten inkubiert und anschlielend mehrfach gespiilt.
Es folgte eine Inkubation mit der Entwicklerlésung fir 10 Minuten im Dunklen und
anschlieRender erneuter Spllung mit destillierten Wasser. Die Fotodokumentation erfolgte sofort

im Anschluss.

3.6 Genexpressionsanalyse

Material

TriReagent Sigma-Aldrich
1-bromo-3-chloropropan Sigma-Aldrich

Qiagen RNeasy Mini Kit Qiagen

iScript cDNA Synthese Kit BioRad

i-Cycler PCR System BioRad

SYBR Green PCR Core Kit Applied Biosystems Inc
Vorgehen

Die Gesamt-RNA wurde aus 20 Hochdichtezellpellets gewonnen. Nichtinduzierte Proben
wurden an Tag 0 und 14 geerntet. Induzierte Zellpellets wurden nur am 14. Tag geerntet. Die
Gesamt-RNA (1ug je Probe) wurden mit iScript cDNS Synthese Kit nach Herstellerangaben
transkribiert. Das relative Expressionslevel des Haushalts-Genes Glyceraldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (GAPDH) wurde zur Normierung der Markergene genutzt (Abbildung
6). Die Real-Time rt-PCR wurde mittels i-Cycler PCR System mit 1ul jeder Probe cDNS mit
SYBR Green PCR Core Kit in dreifacher Ausfihrung durchgefiihrt. Die relative Quantifizierung
der Markergene wurde entsprechend der AA-Ct Methode durchgefiihrt und die Ergebnisse als

Quotient aus Menge an Zielgenkopien und Menge an GAPDH-Kopien dargestellt. Abschlielend
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erfolgte die relative Quantifizierung der Genexpressionslevel in Bezug auf das Haushalts-Gen
GAPDH.

Tabelle 4: Oligonukleotide die bei der Real Time rt-PCR verwendet wurden

Gen-Name Gen Symbol Accessionnummer  Oligonucleotide upper Sequence Oligonucleotide lower Sequence  ProduktgréRe (Basenpaare) Annealing Temperatur in °C
Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH NM_002046.3 GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC TGGTCCACACCCATGACGA 149 62
dehydrogenase

Aggrecan AGC1 NM_001135 GGCTGCTGTCCCCGTAGAAGA GGGAGGCCAAGTAGGAAGGAT 163 58
Cartilage link protein HAPLN1 NM_001884.2 GCGTCCGCTACCCCATCTCTA GCGCTCTAAGGGCACATTCAGTT 145 56.6
Cartilage oligomeric matrix protein comp NM_000095 CCGGAGGGTGACGCGCAGATTGA  TGCCCTCGAAGTCCACGCCATTGAA 133 62
Fatty acid binding protein 4 FABP4 NM_001442 CCTTAGATGGGGGTGTCCTGGTA AACGTCCCTTGGCTTATGCTCTC 156 62
Osteocalcin BGLAP NM_199173 GAGCCCCAGTTCCCCTACCC GCCTCCTGAAAGCCGATGTG 103 58
Type lal collagen COL1A1 NM_000088.2 CGATGGCTGCACGAGTCACAC CAGGTTGGGATGGAGGGAGTTTAC 180 62
Type llal collagen COL2A1 NM_001844 CCGGGCAGAGGGCAATAGCAGGTT CAATGATGGGGAGGCGTGAG 128 62
Type IXa3 collagen COL9A3 NM_001853.2 AATCAGGCTCTCGAAGCTCATAAAA  CCTGCCACACCCCCGCTCCTTCAT 100 55,1
Type IXa3 collagen COL10A1 NM_000493.2 GAACTCCCAGCACGCAGAATCC GTGTTGGGTAGTGGGCCTTTTATG 145 55

Statistische Analyse

Die Daten wurden mit SigmaStat 3.5 (Systat Software, Germany) statistisch ausgewertet. Zur
Bestimmung von Signifikantendnderungen wurden die Daten auf Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov Test Uberprift. Anschlielend wurde der Student's t-Test oder der nicht
parametrische Mann-Whitney-Rank-Test (U-Test) flir den Vergleich von zwei Gruppen

durchgefihrt. Unterschiede wurden als signifikant eingestuft, wenn p<0,01 war.
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4 Ergebnisse

4.1 Morphologie und Wachstumskinetik

Die osteoarthrotischen subchondralen cortico-spongiésen Knochenfragmente, aus denen die
0aMPC gewonnen wurden, maflen 15x10mm in ihrer GroRe. Zwischen dem vierten und zehnten
Tag nach Kultivierung begannen die ersten Zellen aus den Knochenfragmenten auszuwachsen
(Auswachskultur). Diese Zellen waren dabei fest an die Oberflache angeheftet und zeigten eine
spindelférmige, fibroblastenartige Morphologie. Sie waren agranuldr und formten Zellkolonien.
Die subkultivierten caMPC wuchsen einzellschichtig (Monolayer) und zeigten weiterhin eine
fibroblastenartige Morphologie ohne Zeichen von Granulation (Abbildung 7A). Beim Erreichen
einer Konfluenz von 90% zeigte sich ein wirbelartiges Wachstumsmuster (Abbildung 6B). Zur
Beurteilung des Wachstumsverhaltens wurde eine Wachstumskinetik durchgefiihrt. Dazu
wurden die 0aMPC (iber acht Passagen unter gleichbleibenden Bedingungen kultiviert (2,5x10°
Zellen / T25 Kulturflasche fir vier Tage). Interpoliert man die Gesamtzellzahl mit der Zeitdauer
der Kultivierung, erhadlt man die spezifische Wachstumsrate u der Zellen, welche sich als
Exponentialfunktion darstellt. Im Schnitt betrug die Wachstumsrate y 0,204 + 0.015 Tage”
(Abbildung 7). Die Zeitspanne zur Populationsverdoppelung t, lag bei 3,67-3.99 Tagen. In
Summa betrug die Verdoppelungsrate n 8,09 £ 0.57 Verdoppelungen bei einer Erstaussaat von
2,5x10° Zellen.

A B
100 pm ~100pm

Abbildung 6: Die 0aMPC zeigen ein spindelférmiges Erscheinungsbild (A) mit einem wirbelartigen Muster (B)
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Abbildung 7: Diagramm der absoluten Zellzahl im Verhaltnis zur Kultivierungszeit zur Bestimmung der spezifischen

Wachstumsrate y; die durchschnittliche Wachstumsrate lag bei 0,204 + 0,015 pro Tag

4.2 Zelloberflachenantigene

Wahrend der Expansion exprimierten die oaMPC die fir mesenchymale Stamm- und
Vorlauferzellen bekannten typischen Oberflachenantige. Die oaMPC zeigten sich im Mittel dabei
als homogene Zellpopulation und zeigten entsprechend der Internationalen Gesellschaft fir
Zelltherapie die Antigene Hyalinsdurerezeptor (CD44; 99,9%+0,1%), SH-3 (CD73, 5'-
ribonucleotide phosphohydrolase; 99,8%0,2%), THY-1 (CD90; 99,9%%0,1%), SH-2 (CD105,
Endoglin; 90,3%%4,5%) und das aktivierte Leukozyten-Zell-Adhasionsmolekil (CD116, ALCAM,;
99,7%+0,3%).

Cluster die zur hamatopoetischen Zellline zahlen, konnten gar nicht nachgewiesen werden. Die
Zellen zeigten sich negativ flir den Liposaccharid Rezeptor CD14 (0,02% positive Zellen), das
hamatopoetische Antigen CD34 (0,01% positive Zellen) sowie flir das Leukozyten spezifische
Antigen CD45 (0,23% positive Zellen) (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Die flowzytometrische Auswertung von Zelloberflachenantigenen exemplarisch von einem Spender. Die
0aMPC zeigen sich positiv fur die Antigene CD44, CD73, CD90, CD105 und CD166 sowie negativ fir CD14, CD34
und CD45

4.3 Chemotaxis und Zellmigration

Zur Bestimmung der Fahigkeit zur Zellmigration wurden chemotaktische Versuche durchgefihrt.
Ein Augenmerk liegt dabei auf dem Unterschied zwischen spontaner Zellbewegung, auch
Chemokinese genannt, und der gerichteten Zellmigration (Chemotaxis). Gewanderte Zellen

wurden mit Hemacolor angefarbt und dokumentiert (Abbildung 9).

Abbildung 9: Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden wandern oaMPC durch die Poren (A) und kénnen nach der

Farbung (B) ausgezahlt werden

Die Ergebnisse der Chemotaxis wurden um die Anzahl der Chemokinese korrigiert.
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Die statistische Auswertung ergab einen signifikanten Anstieg (p<0,01) an spontan gewanderten
0aMPC, welche mit finf Prozent (8670 Zellen im Mittel) und zehn Prozent (8977 Zellen im Mittel)
Humanserum stimuliert wurden, gegentiber 0aMPC, die mit 0,1% (2266 Zellen im Mittel) Serum
stimuliert wurden. Weiterhin konnte kein statistischer Unterschied zwischen 0aMPC, die mit flnf
Prozent oder zehn Prozent Humanserum stimuliert wurden, gefunden werden (Abbildung 11).
Nach Subtraktion der Chemokinese zeigte sich, dass sowohl funf Prozent (3518 Zellen im Mittel)
als auch zehn Prozent (2749 Zellen im Mittel) Humanserum die oaMPc zur chemotaktischen
Migration angeregt. Dabei regt finf Prozent Serum etwa 40%+5% der gewanderten Zellen zur
chemotaktischen Migration an. Bei zehn Prozent Humanserum sind es hingegen nur 30%+4%
der Zellen (Abbildung 12).

Chemokinese

| e |
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P—
fr—]
Chemokinese mit
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—_—
P
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—
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Zellzahl Spender 3
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Abbildung 10: Im Vergleich zu 0aMPC, die mit 0,1% Humanserum stimuliert wurden, zeigen oaMPC, die mit 5%

oder 10% Serum stimuliert wurden, eine statistisch signifikante Erhéhung (#p< 0,01)
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Abbildung 11: Die mesenchymalen Vorlauferzellen zeigten nach Induktion mit 5% und 10% Humanserum
chemotaktische Aktivitat

4.4 Chondrogene Differenzierung

Zur Bewertung des chondrogenen Differenzierungspotentials von osteoarthrotischen humanen
mesenchymalen Vorlduferzellen, wurden die Zellen fir 21 Tage in hochdichten Pelletkulturen
kultiviert und mittels TGF-B3 in die chondrogene Richtung stimuliert. Die histologische
Aufbereitung und Analyse der Hochdichtepelletkulturen an Tag 0, 7, 14 und 21 zeigte, dass die
0aMPC eine dichte zellulare Matrix exprimierten, die reich an Proteoglykanen war. Die so
gewonnenen Zellpellets wurden unter anderem mit Safranin O gefarbt. Als Positivkontrolle

diente ebenfalls mit Safranin O gefarbter nativer hyaliner Knorpel (Abbildung 12).

Abbildung 12: Safranin O gefarbter nativer hyaliner Knorpel als Positivkontrolle. Proteoglykane in rot, Zellkerne in

grun dargestellt
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Die Gegenfarbung erfolgte mit Fastgreen. Proteoglykane stellten sich rot dar, Zellkerne und

Bindegewebe wurden grin angefarbt. Die induzierten Zellpellets zeigten eine gleichmaRig tber

das Pellet verteilte Rotfarbung der Proteoglykane in der Matrix (Abbildung 13).

Abbildung 13: Safranin O gefarbte Histologieschnitte von induzierten oaMPC am Tag 21 mit ausgepragter
Rotfarbung der Proteoglykane. Spender 1(A), Spender 2 (B), Spender 3 (C)

Die nicht induzierten Kontrollschnitte zeigten eine fast durchgangige blaulich-griinliche Farbung
mit nur geringen roten Farbinseln, als Hinweis fir geringe bis fehlende Proteoglykansynthese
(Abbildung 14).

Sar N ALY

Abbildung 14: Nicht induzierte oaMPC am Tag 21. Farbung Safranin O mit geringen Proteoglykannachweis. Spender
1(A), Spender 2 (B), Spender 3 (C)

Parallel dazu wurden histologische Schnitte an den entsprechenden Tagen mit Alcianblau
gefarbt. Hier zeigten sich saure Proteoglykane wie Aggrekan blaulich, die Zellkerne erscheinen
nach Gegenfarbung mit Kernechtrot Lésung rétlich-lila. Als Positivkontrolle diente ein ebenfalls

mit Acianblau gefarbter nativer hyaliner Knorpel (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Alcianblau gefarbter nativer hyaliner Knorpel als Positivkontrolle. Proteoglykane in blau, Zellkerne in
rétlich-lila dargestellt

Sowohl induzierte als auch nicht induzierte Pellets zeigten eine Zunahme der Blaufarbung im

Bereich der extrazellularen Matrix und somit eine Synthese von Proteoglykanen.

A B C

200 pm y 200 pm 200 pm

Abbildung 16: Alcianblau gefarbte Kryoschnitte von Spender 1(A), Spender 2 (B), Spender 3 (C) am Tag O der
Kultivierung

Unterschiede zeigten sich jedoch in der Intensitat und Lokalisation der Farbung. Bis zu Tag 7
zeigten sich bei den nicht induzierten Pellets histologisch keine Unterschiede in der Zellfarbung
(Abbildung 16, Abbildung 17).

& . A 4 e -

200 pm Lo 4 200 pm 200 ym

Abbildung 17: Alcianblau gefarbte Kryoschnitte am Tag 7 bei nicht induzierten oaMPC. Spender 1(A), Spender 2 (B),
Spender 3 (C)
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Bei den chondrogen induzierten oaMPC konnte bereits ab Tag 7 eine Zunahme von

Proteoglykanen nachgewiesen werden (Abbildung 18).

500 pm 500 pm 500 pm

Abbildung 18: Alcianblau Farbung von induzierten oaMPC am Tag 7. Spender 1(A), Spender 2 (B), Spender 3 (C)

Eine weitere Zunahme an Proteoglykansnthese konnte in chondrogen induzierten oaMPC an
Tag 14 beobachtet werden (Abbildung 19).

i —

500 pm 500 pm 500 pm

Abbildung 19: TGF-B3 induzierte Zellen zeigten in den Alcianblau-Schnitten von Tag 7 auf Tag 14 einen starken
Anstieg an Proteoglykanen. Spender 1(A), Spender 2 (B), Spender 3 (C)

Am Tag 21 zeigte die chondrogen induzierten oaMPC eine Vergleichbare intensive Farbung der

Proteoglykane verglichen zu Tag 14 (Abbildung 20).

500 pm 500 pm 500 pm

Abbildung 20: Tag 21 der chondrogen induzierten 0aMPC nach Alcianblau Farbung. Spender 1(A), Spender 2 (B),
Spender 3 (C)
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Im Gegensatz dazu zeigten die nicht chondrogen induzierten oaMPC nur eine sehr geringe
Zunahme an Proteoglykanen, welche weit weniger ausgepragt war, gegeniiber den chondrogen
induzierten oaMPC (Abbildung 21).

A B C
200 pm 200 pm 200 pm

D E F
200 pm 200 pm 200 pm

Abbildung 21: Alcianblau Farbung der Kryoschnitte von nicht induzierten oaMPC an Tag 14. Spender 1(A), Spender
2 (B), Spender 3 (C) und an Tag 21 (Spender 1(D), Spender 2 (E), Spender 3 (F))

Zur Validierung der optischen Ergebnisse wurden die Schnitte fotografiert und mit Adobe
Photoshop Software CS3 ausgewertet. Die als positiv gezahlten Pixel (Alcianblau angefarbt)
wurden zur Gesamtpixelzahl des Pellets ins Verhaltnis gesetzt. So ergab sich der Farbegrad als
Prozentsatz von Positivpixel zur Gesamtzahl der Pixel. Somit kann eine semi-quantitative
Analyse der gebildeten Proteoglykane flir jeden Spender pro Pellet erfolgen und ausgewertet
werden. Sowohl Die TGF-B3 induzierten Zellpellets als auch die nicht induzierten oaMPC-
Zellpellets zeigten am Tag 7, 14 und 21 eine signifikant (#p<0,01) héhere Proteoglykanbildung
gegenlber den Pelletkulturen an Tag 0. Innerhalb der TGF-B3 Gruppe zeigte sich eine
Proteoglykanzunahme von Tag 7 (42,0%) zu Tag 21 (74,3%). Dabei zeigen induzierte oaMPC
Pelletkulturen eine signifikante (*p<0,01) Proteoglykanzunahme gegenuber den nicht

induzierten Pelletkulturen an den jeweils korrespondierenden Tagen. (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Verhaltnis von positiv gefarbten Pixeln zur Gesamtpixelzahl in Prozent. Alle induzierten Schnitte

zeigten einen signifikanten Anstieg zu Tag 0 (p#< 0,01) und zu den nicht-induzierten Zellen (p*< 0,01)

Als technische Kontrolle der Kollagen-Typ lI-Antikorperfarbung diente eine Rabbit IgG-Fraktion,
damit einerseits eine unspezifische Bindung des Fc-Teils des Primarantikdrpers und anderseits
eine unspezifische Bindung des Sekundarantikdrpers ausgeschlossen werden konnte
(Abbildung 23 A). Als Positivkontrolle diente der mit Kollagen Typ Il Antikbperfarbung gefarbte
native hyaline Knorpel (Abbildung 23 B).

A B

100 pm: 200 pym

Abbildung 23: Immunhistochemischer Kollagen Typ Il Nachweis technische Kontrolle (A) und Positivkontrolle (B)

Immunhistochemisch (Abbildung 24) lieRen sich bei allen drei Spendern knorpelspezifisches

Kollagen Typ Il nachweisen.

Im Gegenzug dazu entwickelten die nicht mit TGF-B3 induzierten osteoarthrotischen MPC ein

faseriges Gewebe, dessen extrazellulare Matrix weder reich an Proteoglykanen noch an
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Kollagen Typ Il war. Zur Abbildung wurden die Schnitte von Spender 2 gewahlt, da dieser im
Durchschnitt aller drei Spender lag (Abbildung 25).

N SR
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Abbildung 24: TGF-33 induzierte 0aMPC zeigen immunhistochemisch einen deutlichen Anstieg der Farbung von

Tag 7 bis Tag 21 und damit eine Zunahme an Kollagen Typ Il

Tag 7 Tagtds| v S Tag 21

100 pm 100 ym 100 pm'

Abbildung 25: Nicht induzierte 0aMPC zeigen immunhistochemisch keinen Farbungszunahme als Mangel an

Proteoglykanen und Kollagen Typ Il

4.5 Adipogene Differenzierung

Nach Induktion und Wachstum der Zellen zeigten sich Lipidvakuolen (Abbildung 26 A-C). Nach
21 Tagen wurden die Lipidvakuolen mittels Oil Red O-Farbung angefarbt und dokumentiert. Es
gelang, alle drei Spender hinsichtlich der adipogenen Zelllinie zu differenzieren, was durch die
Anfarbbarkeit der Lipidvakuolen nachgewiesen wurde. Die Form und GréRe der Vakuolen

variierten von Spender zu Spender (Abbildung 26 D-F).
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Abbildung 26: Bereits friih lassen sich Lipidvakuolen mit bloBem Auge erkennen; Spender 1(A), Spender 2 (B),
Spender 3 (C). In der Oil Red O-Farbung zeigen sich die Lipidvakuolen nach 21 Tagen deutlich rot angefarbt.
Spender 1(D), Spender 2 (E), Spender 3 (F)

Die Negativkontrollen zeigten keine gefarbten Lipidvakuolen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Oil Red O gefarbte Negativkontrollen der Spender 1(A), Spender 2 (B), Spender 3 (C)

4.6 Osteogene Differenzierung
Die von Kossa gefarbten osteogen induzierten oaMPC zeigten durch den Austausch von
Kalzium mit Silberionen und die Reduktion zu Silber eine Farbung von braun bis hin zu schwarz

entsprechend dem Grad der Kalzifizierung (Abbildung 29).
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Abbildung 28: Die osteogen induzierten oaMPC zeigen eine Braunfarbung der Matrix nach von Kossa Farbung als

beginnendes Zeichen der Kalzifizierung. Spender 1(A), Spender 2 (B), Spender 3 (C)

Die nicht induzierten 0aMPC (Abbildung 29) zeigten keine Anzeichen von Matrix-Kalzifizierung.
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Abbildung 29: Nicht osteogen induzierte oaMPC ohne Kalzifizierungsnachweis. Spender 1(A), Spender 2 (B),
Spender 3 (C)

4.7 Genexpressionsanalyse der oaMPC

Zum Nachweis der Chondrogenese wurden induzierte und nicht induzierte oaMPC (Tag 14) auf
knorpelspezifische Gene hin untersucht. Kollagen Typ Il, Aggrekan, Cartilage Oligomeric Matrix
Protein (COMP), Linkprotein HAPLN1 und Kollagen Typ IX wurden mittels PCR nachgewiesen
und deren Expressionsrate zum Haushaltsgen GAPDH in Relation gebracht. Des Weiteren
wurde Kollagen Typ | als Bestandteil der Extrazellularen Matrix von Reparaturgewebe
nachgewiesen. Dabei zeigten die Expressionslevel aller Knorpelzellmarker bei TGF-B3
induzierten oaMPC einen signifikanten Anstieg (#p<0,01) gegeniber den nicht induzierten
oaMPC .

Bei den TGF-B33 induzierten 0aMPC zeigte sich ein hoher Expressionsanstieg von Kollagen Typ
Il, der zwischen 130-397% relativ zur Expression von GAPDH lag (Spender 1 397%, Spender 2
171%, Spender 3 127%). Im Vergleich zeigten die nicht induzierten Zellen nur einen marginalen
Anstieg des Expressionsniveaus von 0,07-1,78% relativ zur Expression von GAPDH. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen aus der histologischen Kollagen Typ Il Farbung.

Das chondrogene Markergen Aggrekan zeigte im Mittel immer noch einen Anstieg der Werte um

das zehnfache und lag bei den nicht induzierten Zellen bei 1,8% + 0,7% zur relativen Expression
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GAPDH und bei den induzierten oaMPC bei 23,5% + 6,8% zur relativen Expression GAPDH.
Spender 1 und 2 zeigten mit 20% bzw 19,2% eine ahnliches Expressionsverhalten, wahrend bei

Spender 3 das Expressionslevel mit 31,4% deutlich héher lag (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Genexpressionsanalyse aller Spender; Kollagen Typ Il und Aggrekan mit signifikanter Erhdhung der

relativer Expression in induzierten oaMPC im Vergleich zu nicht induzierten oaMPC (#p<0,01)

Die Expression von COMP lag zwischen 111%-181% zur relativen Expression GAPDH und
damit auf einheitlich hohem Niveau. Bei den nicht induzierten Zellen hingegen zeigte Spender 2
eine Expression von 46% im Vergleich zur relativen Expression GAPDH. Spender 1 und 3 lagen
mit 3,2% bzw. 3,4% zur relativen Expression GAPDH deutlich unter den induzierten oaMPC.

Bei den Proteinen HAPLN1 und Kollagen Typ IX zeigte sich ein einheitliches Bild aller drei
Spender. Im Schnitt lag HAPLN1 bei 108% + 27% zur relativen Expression GAPDH und Typ IX
Kollagen bei 102% + 29% zur relativen Expression GAPDH bei den induzierten oaMPC
(Abbildung 31, Abbildung 32). Die Genexpression aller Knorpelmarker zeigte somit einen
signifikanten Anstieg der Expressionsrate in Bezug zur relativen Expression von GAPDH
(#p<0,01).
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Abbildung 31: Genexpressionsanalyse aller Spender; Linkprotein und COMP mit signifikanter Erhéhung der

Expression in induzierten oaMPC im Vergleich zu nicht induzierten oaMPC (#p<0,01)
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Die Expression von Kollagen Typ | lag bei den nicht induzierten oaMPC zwischen 398-810% zur
relativen Expression GAPDH und bei den TGF-B3 induzierten Zellen im Bereich von 692-
1855% zur relativen Expression GAPDH. Hierbei zeigten sich von Spender zu Spender
deutliche Unterschiede. So stieg die Expressionsrate von Spender 1 von 810% auf 1850%, die
von Spender 3 stieg von 524% auf 1655% und bei Spender 2 zeigte sich jedoch ein eindeutig
geringerer Anstieg bei bereits deutlich niedrigeren Ausgangslevel von 398% auf 692%
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Genexpressionsanalyse aller Spender; Kollagen Typ | und Kollagen Typ IX mit signifikanter Erhéhung

der Expression in induzierten 0aMPC im Vergleich zu nicht induzierten oaMPC (#p<0,01)

Zum Ausschluss von hypertrophen Wandlungen oder einer osteogenen Induktion der oaMPC-
Zellpelletkulturen wurden zusatzlich die Genmarker Osteocalcin und der Kollagen Typ X
bestimmt. Zusatzlich wurde die Genexpression des Fatty Acid Binding Protein-4 (FABP-4)
nachgewiesen. In der PCR Analyse zeigte sich eine signifikante Erhéhung (#p<0,01) in der
relativen Expression zu GAPDH von Kollagen-Typ X in induzierten oaMPC gegenlber nicht
induzierten Zellen. Das Expressionsniveau fiir das osteogen Markergen Osteocalcin sowie fir
die Expression von FABP-4 zeigte sich im Vergleich zwischen nicht induzierten und induzierten

0aMPCs jedoch eine signifikante Erniedrigung (*p<0,01) der Expressionsrate (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Genexpressionsanalyse aller Spender; Osteocalcin und FABP-4 mit signifikanter Erhéhung der

Expression in nicht-induzierten oaMPC im Vergleich zu induzierten oaMPC (#p<0,01)

Aufgrund der signifikanten Erhéhung der Kollagen-Typ X-Genexpression (Abbildung 34) kann

dies als beginnendes Zeichen einer Hypertrophie der oaMPC gewertet werden.
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Abbildung 34: Genexpressionsanalyse aller Spender; Kollagen Typ X mit signifikanter Erhdhung der Expression in

induzierten 0aMPC im Vergleich zu nicht induzierten oaMPC (#p<0,01)

Zur Differenzierung zwischen einer Hypertrophie auf Gen- oder Proteinebene wurden die
Zellpellets zusatzlich am Tag 21 sowohl mit der Oil Red O-Farbung als auch mit der von Kossa-
Farbung gefarbt. Dabei zeigte sich eine durchgangig negativ Farbung (Abbildung 35).
Anscheinend hat hier eine maogliche Hypertrophie der Zellen auf Gen-Ebene sattgefunden,

welche jedoch nicht auf Proteinebene nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 35: Zum Ausschluss der Hypertrophie durchgefiihrte Oil Red O- und von Kossa-Farbung bei chondrogen
induzierten o0aMPC Zellpelletkulturen

4.8 Vergleich der Zellen

Zum Vergleich zwischen mesenchymalen Vorlauferzellen aus gesunden Spendern und Zellen
aus Spendern mit Osteoarthrose wurde auf Daten aus der eigenen Forschungsgruppe
zuruckgegriffen. Dabei wurden mesenchymale Vorlauferzellen von sechs gesunden Spender
(31) und drei weitere Spender mit Arthrose (33) untersucht. Die Ergebnisse wurden aus

Umfangsgriinden nicht dargestellt.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass subchondral gelegene Zellen aus
osteoarthrotisch veranderten Gelenken mesenchymalen Vorlaufercharakter besitzen, sich in die
adipogene, osteogene und chondrogene Richtung differenzieren lassen sowie chemotaktisch
rekrutiert, und in vitro kultiviert und expandiert werden kénnen. Ferner wurde diese
Charakterisierung mit Zellen gesunder Spender aus vorangegangenen Versuchen derselben
Arbeitsgruppe verglichen, um das reelle Potential der oaMPC zu analysieren. Dazu wurden
Zellen von drei Spendern eingehend auf Wachstumskinetik, Migrationsverhalten,
Oberflachenantigene, spezifische Genexpression, und Zelldifferenzierung untersucht. Diese
Erkenntnisse kénnen als Basis fur weitere gelenkerhaltende Therapieansatze bei Arthrose
dienen.

Die isolierten 0aMPC zeigten in vitro eine fibroblastenartige Morphologie und bei Erreichen einer
Konfluenz von 90% ein wirbelartiges Muster und unterschieden sich somit nicht von MPC der
gesunden Spender (31). In den Untersuchungen zur Wachstumskinetik wurden die oaMPC bis
zur Passage 8 kultiviert und analysiert. Dabei zeigten sie bis zur 7. Passage ein stabiles
Wachstumsverhalten, in Passage 8 zeigten sich zunehmende Veranderungen hinsichtlich des
Kultivierungsverhaltens. So siedelten sich weniger Zellen am Flaschenboden an bzw. kam es zu
einer Stagnation der Wachstumsrate. Daher wurden fiur Berechnungen der Wachstumskinetik
Zellen bis zur Passage 7 eingeschlossen. Die durchschnittliche Wachstumsrate py, die
Populationsverdoppelungszeit und die Populationsverdoppelungsrate zeigten bei allen drei
Spender keine grélkeren Unterschiede. Unterschiede in der Zellzahl von gesunden Spendern
und Osteoarthrose-Spendern wurden anhand der Populationsverdoppelung pro Passage
gefuhrt. Diese lag bei oaMPC bei 1,16 = 0,08 Verdoppelungen pro Passage, bei MPCs zwischen
1,8 - 2,4 Verdoppelungen. Dies entspricht dem Ergebnis von anderen Untersuchungen zu
osteoarthrotisch veranderten Chondrozyten und mensenchymalen Stammzellen (57, 58, 59, 60).
Untersuchungen von Dudics et al. zeigten, dass bei den Krankheitsbildern von Osteoarthrose
und rheumatoider Arthritis, die in demselben klinischen Befund der Knorpeldestruktion enden,
kein Unterschied hinsichtlich der Wachstumskinetik von mesenchymalen Stammzellen besteht
(61). Somit I&sst sich die reduzierte Wachstumsrate durch die vorbestehende Grunderkrankung
des Spenders sehr wahrscheinlich erklaren.

Zur weiteren Uberprifung von Charakteristik und Potential der oaMPC wurden weiterfihrende
Untersuchungen unternommen. Das Migrationsverhalten von oaMPC wurde anhand von

chemotaktischen Versuchen mit finf Prozent und zehn Prozent Humanserum experimentell
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untersucht. Hier zeigte sich, dass fiinf Prozent Humanserum 36-48% der Zellen zur Chemotaxis
anregte, wahrend bei zehn Prozent Humanserum nur 21-34% der Zellen chemotaktisch
migrierten. Ruster et al. zeigten bereits, dass mesenchymale Stammzellen durch Humanserum
rekrutiert werden kénnen (62). Die abfallende Migrationskurve ist als Plateauwert bei konstanter
Induktion zu interpretieren (63). Die spontane Migration wurde bisher vernachlassigt. In der
Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass mit steigender Serumkonzentration auch die Rate
der Chemokinese signifikant anstieg. Bisherige Untersuchungen zur Chemotaxis beschrankten
sich meist auf ein einzelnes Chemokin (64). Daher wurden bei der Untersuchung der
Spontanmigration zur Ausschaltung des Gradienten in der oberen und unteren Ansatzreihe
Chemokine hinzugegeben. Die Untersuchungen erbrachten eine vernachlassigbar kleine Anzahl
an Chemokinese (65). Um mit Humanserum chemotaktische Untersuchungen bei oaMPC sicher
analysieren zu koénnen, wurden Chemotaxis und Chemokinese fir unterschiedliche
Serumkonzentrationen untersucht. Auffallig war die hohe Zahl an spontan migrierenden Zellen,
die wahrscheinlich aus der grolien Anzahl an verschiedenen Chemokinen im Humanserum
resultiert (66). Analysen zur gerichteten Chemotaxis zeigten, dass Humanserum im Vergleich
nur Uber eine niedrige chemotaktische Wirkung verfugt und deutlich wirkungsvollere Chemokine
existieren (67).

Die isolierten Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihre Oberflachenantigene hin
untersucht. Dabei zeigten sich die Zellen fur die Antigene CD44, CD73, CD90, CD105 und
CD166 (>90%) durchgangig positiv. Der Nachweis von CD14, CD34 und CDA45 lag dabei unter
1% und zeigte im Vergleich zu den vorangegangen Studien zu MPC von gesunden Spendern
keinen Unterschied. Das Oberflachenantigen STRO-1 wurde bei der Analyse der oaMPC nicht
mehr als relevantes Oberflachenantigene angesehen, da in Untersuchungen von schnell
regenerierende Zellen kein Nachweis von STRO-1 erbracht werden konnte und STRO-1 nur
vereinzelt fir MPC nachgewiesen werden konnte und somit nicht mehr erfasst wurde (68).

Zur Bestimmung des Differenzierungspotentials wurden die Zellen mit verschiedenen
Induktionsmedien versetzt und die Ergebnisse histologisch, immunhistochemisch und mittels
Genexpressionsanalyse verifiziert. Die adipogen induzierten Zellen zeigten dabei die
Entwicklung von Lipidvakuolen, die mit Dauer der Kultivierung stetig zunahmen. Der Nachweis
der Vakuolen wurde durch eine Oil Red O-Farbung gefiihrt und zeigte den Unterschied
zwischen induzierten und nicht induzierten Zellen auf. Im Vergleich zu den Untersuchungen von
MPC zeigte sich ein erhdhtes adipogenes Differenzierungspotential. Ein vermindertes Potential
im Vergleich zu mesenchmalen Stammzellen konnte somit nicht bestatigt werden (69,70).

Der Kalzifizierungsnachweis wurde mit der von Kossa Farbung gefiihrt. Hier zeigte sich eine

Braunfarbung der Matrix, das osteogene Potential schien jedoch nicht stark genug, um eine
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Schwarzfarbung zu erreichen. Dieses Ergebnis lie} sich fir MPC und oaMPC nachweisen. Die
Literaturlage ist hier kontrovers. In anderen Untersuchungen zeigte sich, dass osteogen
induzierte Vorlauferzellen auch bei Vorerkrankungen durchaus die Fahigkeit zu einer hohen
Kalzifizierung besitzen (71). Chua et al. zeigten, dass Zellen gesunder Spender ein hdheres
osteogenes Differenzierungspotential als Zellen von osteoarthrose Spendern besitzen (72).
Daher lasst sich nicht abschlielend klaren, ob die geringere Kalzifizierung auf die
osteoarthrotische Veranderung des Gelenkes zurlickzufiihren ist, oder ob es sich um eine
Normalvariante der mesenchymalen Vorlauferzellen handelt.

Zur Untersuchung des chondrogenen Differenzierungspotentials wurden aus den oaMPC-
Hochdichtepelletkulturen angelegt und mit chondrogenem Nahrmedium (TGF-B3) flr 21 Tage
kultiviert. Die aus Zellpellets erhaltenen histologischen Schnitte wurden zum
Proteoglykannachweis mit Safranin O und Alcianblau gefarbt. Hier zeigte sich ab Tag 7 bis Tag
14 eine Zunahme an Proteoglykanen. Von Tag 14 bis Tag 21 konnte kein weiterer Anstieg an
Proteoglykanen nachgewiesen werden. Die nicht induzierten Zellen zeigten eine griin-violett
Farbung. In einigen Teilbereichen der nicht induzierten Zellpellets zeigten sich vereinzelt leichte
Blaufarbungen. Hier ist von einem bekannten 3D-Effekt auszugehen. Verlassen die Zellen ihre
Ein-Zell-Schichtigkeit, kann dies zur Induktion der Chondrogenese fiihren. Dieser Induktor ist
deutlich weniger Potent als TGF-B3 (73). Ein Unterschied zwischen MPC und 0aMPC konnte
nicht festgestellt werden.

Die immunhistochemischen Untersuchungen zielten in erster Linie auf den Nachweis von
Kollagen Typ Il ab, dem Hauptbestandteil von hyaliner Knorpelmatrix. In den angefertigten
Schnitten zeigte sich eine deutliche Zunahme der positiven Rotfarbung und somit der Kollagen
Typ Il-Synthese von Tag 7 bis Tag 21 bei der induzierten Untersuchungsreihe. Die
Kontrollgruppe erbrachte keinen Nachweis des Kollagen Typs Il. MPC und oaMPC zeigten
vergleichend einheitliche Farbungszunamen (31). Zur Verifizierung des histologischen /
immunhistochemischen  Farbungsergebnisses wurden parallel wichtige Gene der
Chondrogenese nachgewiesen (Kollagen Typ I, Kollagen Typ IX, Aggrekan, HAPLN1, COMP).
Es zeigte sich in der Genexpressionsanalyse ein signifikanter Anstieg der Markergene sowohl
bei MPC als auch bei oaMPC am 14. Tag nach Induktion mit TGF-B3. Die
Genexpressionsanalayse bezlglich Kollagen Typ | zeigte als Zeichen der Arthrose einen
alleinigen Anstieg bei den oaMPC und kénnte so mit der Entstehung eines faserknorpeligen
Reparaturgewebes oder eines hyalin-faserigen Hybridgewebes in Verbindung stehen (34).

Die Gene Osteocalcin und Kollagen Typ X wurden zum Ausschluss einer Hypertrophie der
Zellen quantifiziert. Da sich bei der osteogenen Differenzierung bei zwei Spendern die

Ausbildung von Lipidvakuolen zeigte, wurde FABP4 ebenfalls bestimmt. Bei der Untersuchung
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von induzierten und nicht induzierten Zellen zeigte sich ein signifikanter Rickgang von
Osteocalcin und FABP4, Kollagen Typ X stieg dagegen an. Der Kollagen Typ X-Anstieg ist aus
anderen Untersuchungen mit TGF-B3 induzierten Zellen bekannt (74). Bereits im Jahr 1992
konnten von der Mark et al. einen signifikanten Kollagen Typ X-Anstieg bei Knorpelzellen aus
osteoarthrotisch veranderten Gelenken nachweisen und zeigten so eine Neigung zur
Hypertrophie der Knorpelzellen in Arthrosegelenken (75). Eine zusammenfassende
Untersuchung von in vitro- und in vivo- Analysen der Knorpelzellhypertrophie belegte, dass
Kollagen Typ X zu den Markern der Hypertrophie zahlt und nicht nur unter
Versuchsbedingungen, sondern auch bei der Genese der Osteoarthrose naturlicherweise
vorkommt (76). Hypertrophierte Knorpelzellen werden unter dem Einfluss von Mediatoren der
TGF-Superfamilie schlussendlich apoptotisch und flihren zur subchondralen Sklerose, eine der
typischen arthrotischen Veranderungen (77). In den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit
zeigte sich eine Hypertrophie der Zellen auf Genebene. Ein Anhaltspunkt fir eine Hypertrophie
der Zellen auf Proteinebene konnte durch von Kossa- und Oil Red O-Farbung fir oaMPC nicht
erbracht werden. Hier zeigte sich ein vergleichbares Potential zur Differenzierung wie sie bei
gesunden MPC-Spendern gefunden wird (31). Dies ist eine essentiellen Erkenntniss dieser
Arbeit und kann als Grundlage flir gelenkerhaltende Therapieoptionen angesehen werden.
Eigentlich ist die Arthrose als ein entziindungsfreies Krankheitsbild definiert. Jedoch zeigt sich
im Akutzustand der aktivierten Arthrose sehr wohl der Anstieg des Entziindungsmarkers C-
reaktiven Protein (CRP) im Serum der Patienten und gleicht hier der rheumatoiden Arthritis.
Cecil et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass durchaus eine Korrelation zwischen den erhdhten
Entzindungsparametern bei Arthrose und der Hypertrophie von Chondrozyten im arthrotisch
veranderten Gelenk besteht (78). Weiterfihrend wurde der Anstieg von Kollagen Typ X im
Serum von 271 Arthrose-Patienten untersucht. Kollagen Typ X sowie weitere Knorpelmarker
gelangen Uber Gefalde, die bei der Arthrose induzierte Angioneogenese gebildet wurden, in die
Blutbahn des Patienten und kdénnen so im Serum nachgewiesen werden. Hier zeigten sich
korrelierende, signifikant erhdhte Werte von Kollagen Typ X, CRP und C2M (matrix
metalloproteinase-derived fragments of type Il collagen), einem Knorpeldestruktionsmarker im
Serum, und bestéatigten einen Zusammenhang zwischen der Entziindungsreaktion und der
Zellhypertrophie (79). Dies ist ein Zusammenhang, der auf zellularer Ebene in dieser Arbeit
bestatigt werden konnte. Hieraus lasst sich eine Korrelation zwischen Narbenbildung und
Entwicklung eines minderwertigen Reparaturgewebes bei durchgeflhrter Pridie-Bohrung
nachweisen (34,80).

In vitro-Analysen von Knorpelzellziichtungen erbrachten beim Tissue Engeneering von Knorpel

bereits erste Ansatze, um einer Hypertrophie entgegenzuwirken. Hier zeigte sich, dass die
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benutzten Substrate wie eine zellfreie extrazellulare Matrix und die Verwendung von
mesenchymalen Vorlauferzellen ein hohes Potential besitzen, der Hypertrophie
entgegenzuwirken (81).

Bei der Mikrofrakturierung werden durch den Blutstrom mesenchymale Stammu zur
Differenzierung in den Defekt eingeschwemmt. Auch andere subchondral gelegene Zellen wie
die oaMPC werden durch die Fakturierung in den Defekt gebracht und zur Differenzierung
angeregt (82). Weitere Untersuchungen ergaben, dass durch den Knorpeldefekt aus
umliegenden, noch gesunden Knorpelanteilen chondrogene Vorlauferzellen rekrutiert werden
und diese ebenfalls in das Defektareal einwandern (83;84). Dehne et al. zeigten in ihren
Analysen, dass das chondrogene Differenzierungspotential von humanen Chondrozyten, die aus
arthrotischen Gelenken gewonnen wurden, keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
Differenzierungspotentials, wie sie von gesunden Chondrozyten bekannt sind, aufweisen (85).
Anzumerken ist, dass bei Untersuchungen von mesenchymalen Stamm-, Vorlaufer- und
Chondrozyten-Zellkulturen gezeigt werden konnte, dass fir die Differenzierung von
mesenchymalen Stamm- und Vorlauferzellen zu Chondrozyten in fokalen Defekten eine gewisse
Anzahl von bereits invaginierten Chondrozyten mit direktem Zell-Zell-Kontakt Uber GAP-
Verbindungen essentiell fir eine qualitativ hdherwertige Ausbildung von knorpelartigen Gewebe
vorhanden sind (86). Die Einwanderung von verschiedenen Zellarten scheint ein Garant fiir ein
gutes klinisches Ergebnis zu sein.

Weiter konnte nachgewiesen werden, dass Synovialflissigkeit aus arthrotischen Gelenken
keinen negativen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten von subchondralen Vorlauferzellen
besitzt. Allenfalls zeigten Zellen aus einem arthrotischen Milieu eine etwas verzdgerte Bildung
der Knorpelmatrix (87). In Zusammenschau sollte somit eine chondrogene in vivo
Differenzierung von mesenchymalen Vorlauferzellen aus osteoarthrotisch veranderten Gelenken
in einer 3D-Tragerstruktur moglich sein.

Untersuchungen mit zellfreien und plattchenreichem Plasma behandelten Matrixen, die nach
Anbohren der subchondralen Sklerose in den Knorpeldefekt implantiert wurden, zeigten viel
versprechende Ansatze, die Differenzierung von einstromenden MPC und oaMPC zu
unterstitzen und hoherwertiges, hyalin-dhnliches Knorpelgewebe auszubilden. Diese
Kombination von knochenstimulierender Operation mit dem Einsatz von zellfreien 3D-PGA-
Matrixen zeigten in einer Funf-Jahres-Follow-Up-Studie von Patienten mit fortgeschrittener
Gelenkdegeneration und fokalen Vollschichtdefekten eine signifikant héhere Zufriedenheit. Die
histologischen Nachuntersuchungen zeigten ein homogenes hyalin-artiges
Knorpelreparaturgewebe mit runden Chondrozyten und eine gute Integration des

Reparaturgewebes in den Knochendefekt. Die Autoren empfehlen hier eine gute anti-
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inflammatorische Therapie vor und nach der Operation und begriinden damit zum Teil den
Erfolg dieser Behandlung (88, 89). Anzumerken ist, dass hier nur fiinf der behandelten Patienten
histologisch nachuntersucht wurden. Alle Patienten im Follow-Up wurden mittels Magnetic
Resonance Observation of Cartilagerepair Tissue Score (MOCART) nachuntersucht.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen von Bark et al., die eine deutliche
Uberlegenheit der Matrix gestiitzten Mikrofrakturierung im  Vergleich zur reinen
Mikrofrakturierung hinsichtlich des klinischen Ergebnisses nachweisen konnten (90).
Entscheidend fir den Heilungsverlauf scheint auch die Technik der Mikrofrakturierung zu sein.
Die benutzten Bohrdrahte oder Ahlen sollten einen maximalen Durchmesser von 1mm besitzen,
um beste Resultate zu erzielen (91). Ein weiterer Schritt ist die Nanofrakturierung, neben dem
Durchmesser (1mm) wird auch die Eindringtiefe (9mm) des Instrumentes definiert und
ermdglicht so das bestmdgliche Einschwemmverhalten der mesenchymalen Vorlauferzellen in
den Defekt, woraus ein besseres klinisches Ergebnis resultiert (92). Pascarella et al. zeigten in
ihrer Untersuchung, dass eine hohe Anzahl von eingeschwemmten mesenchymalen
Stammzellen auch ein besseres klinisches Ergebnis erzielten. Sie postulieren hierfir eine
Er6ffnung des Markraumes als Quelle fiir zahlreiche Stammzellen (93).

Zellfreie Matrixen werden entweder mittels Arthrotomie oder durch einen arthroskopischen
Zugang implantiert. Am haufigsten wird ein minimalinvasiver offener Zugang gewahlt. Eine
Uberlegenheit eines Zuganges konnte bisher nicht herausgestellt werden (94). Chen et al.
untersuchten in ihrer Arbei,t ob ein Unterschied zwischen Mikrofrakturierung und Pridie-Bohrung
besteht. Es zeigte sich, dass die Komorbiditdt mit postoperativer Osteonekrose und
subchondralen Veranderungen bei der Pridie Bohrung vermutlich durch die entstehende
Hitzeeinwirkung deutlich erhéht war (95). Ein Unterschied beziglich des klinischen Ergebnisses
von unterschiedlichen Befestigungsmethoden der Matrix im Knorpeldefekt konnte in
Nachuntersuchungen nicht ausgemacht werden (96).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit das Differenzierungspotential und somit der
Vorlauferstatus von osteoarthrotischen mesenchymalen Vorlauferzellen bestimmt bzw. bestatigt
werden. Vergleichend mit MPC von gesunden Spendern konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen gesunden und Arthrose-Spendern herausgestellt werden. Lediglich bei der Neigung
zur arthrosetypischen Zellhypertrophie zeigten sich auf Genexpressionsebene Unterschiede, die
fur das Potential an sich jedoch nicht als signifikant einzustufen sind. Techniken zur
gelenkerhaltenden Therapie, die sich diese Eigenschaften bereits zunutze machen, etablieren
sich zunehmend und bieten in Kombination mit konservativen Ansatzen eine gute Alternative,

zur Therapie der Arthrose. Die untersuchten 0aMPC zeigten ein hohes Potential fur zellfreie
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Oberflachenresitutionsansatze. Somit scheint der Schllssel zur erfolgreichen Therapie die

Kontrolle der inflamatorischen Reaktion im osteoarthrotisch veranderten Gelenk.
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6 Thesen

VI.

VII.

VIII.

XI.

XII.

Die Arthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung des Menschen und z&hlt zu den
Volkskrankheiten. Am meisten betroffen sind Knie- und Huftgelenke.

Die Behandlung der Arthrose gliedert sich in ein konservatives (Medikamentengabe) und
operatives Vorgehen. Dabei sollten vor der Operation konservative MalRnahmen
ausgeschopft sein. Eine stadiengerechte Therapie existiert nicht.

Operativ unterscheidet man gelenkerhaltende (Pridie-Bohrung, Mosaik-Plastik, ACT,
Umstellungsosteotomie) und gelenkersetzende Therapien (Oberflachenersatz).

Zur Einteilung von Knorpelschaden hat sich das ICRS Hyalin Cartilage Lesion
Classification System, zur Klassifizierung des Arthrose-Stadiums die Einteilung nach
Kellgren und Lawrence etabliert.

Auf Zellgenebene werden stetig exprimierte Haushalts-Gene von spezifischen Zellgenen
unterschieden. Zellen werden anhand von spezifischen Zellgenen, von Proteinbildung
und von spezifischen Oberflachenantigenen identifiziert und eingeteilt.

Sowohl auf MPC als auch auf oaMPC werden entsprechend den Vorgaben der
International Society of Cellular Therapy die Oberflachenantigene CD15, CD44, CD73,
CD90, CD 105, CD116 fiur mesenchymale Vorlauferzellen prasentiert. Hdmatopoetische
Oberflachenantigene (CD14, CD45) konnten nicht nachgewiesen werden.

Zellen von gesunden und Arthrosespendern zeigen eine vergleichbare, durch
Humanserum chemotaktisch induzierte Migration. Die Bereitschaft zur spontanen
Chemokinese steigt mit zunehmender Humanserumkonzentration signifikant an.

Mit TGF-B3 induzierte MPC und oaMPC zeigen gleiches chondrogenes
Differenzierungspotential auf Gen- und Proteinebene. Die Expression von Kollagen Typ
X ist bei oaMPC als Zeichen der Hypertrophie signifikant erhéht.

Adipogen induzierte Zellen, MPC und 0aMPCs zeigen gleichermalen, die Ausbildung
von Fettvakuolen und die Expression von spezifischen Genen (PPARy, FABP4).

Bei osteogen induzierten Zellen zeigte sich eine zunehmende Kalzifizierung der Matrix.
Zellen von Arthrosespendern zeigen eine reduzierte Wachstumsgeschwindigkeit im
Vergleich zu Zellen von gesunden Spendern.

MPC und 0aMPC besitzen eine verminderte Fahigkeit zur Kalzifizierung von

extrazellularer Matrix.
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X, TGF-B3 ist sowohl fur MPC als auch oaMPC ein starker Induktor der Chondrogenese.
Die 0aMPC zeigen im Vergleich eine signifikant héhere Expression von Kollagen Typ |
und Typ X.

XIV.  Die Hypertrophie mit erhéhter Kollagen Typ I-und Typ X-Expression scheint
verantwortlich flr die Ausbildung von minderwertigen Knorpelreparaturgewebe bei
osteochondralen Defekten. Diese zeigt sich jedoch nur auf Gen und nicht auf
Proteinebene.

XV.  Entziindungsreaktionen zeigten sich verantwortlich fir die Hypertrophie der oaMPC.

XVI.  Die Arthrose sollte nicht mehr als entziindungsfreies Krankheitsbild definiert werden.

XVIl.  Das nachgewiesen gleiche Differenzierungspotential von MPC und 0aMPC ist
wegweisend fur die gelenkerhaltende Therapie von Arthrose.

XVIIl.  Nach Pridie-Bohrung ausstromende oaMPC differenzieren sich in 3D-Matrixstrukturen zu
hyalin-artigen Reparaturknorpeln.

XIX.  Die Kombination von konservativen, antiphlogistischen Behandlungskonzepten in
Verbindung mit gelenkerhaltenden Operationen sind ein zukunftsweisender

Therapieansatz.
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7 Zusammenfassung

Die Arthrose zahlt mittlerweile zu den Volkskrankheiten und ist die haufigste Gelenkerkrankung
weltweit (1). Unterschiedliche Atiologien enden in demselben klinischen Bild und bedirfen nach
einer konservativen Therapie im Verlauf meist einer operativen Versorgung. Neben dem Ersatz
des Gelenkes durch eine Prothese haben unterschiedliche gelenkerhaltende Operationen ihren
Stellenwert in der Versorgung (5). Zunehmend etabliert sich die Versorgung durch regenerative
Behandlungsoptionen wie der Mirkofrakturierung und dem Tissue Engineering. Diese Ansatze
nutzen die Fahigkeit des menschlichen Koérpers zur Selbstregenerierung (6,24). Jedoch bildet
sich nach Mikrofrakturierung und dem dadurch verursachten Einschwemmen von Stamm- und
Vorlauferzellen meist nur minderwertiges Reparaturgewebe (34). Untersuchungen zeigten, dass
Defekte mit Mikrofrakturierung und anschlieRender Aufbringung einer zellfreien 3D-Tragermatrix
deutlich besserer Ergebnisse erzielen (7). Bislang ist jedoch unklar, ob Vorlauferzellen von
Patienten mit fortgeschrittener Osteoarthrose das Potential zur chondrogenen Differenzierung
und damit zum Aufbau von Knorpelmatrix bzw. Reparaturgewebe in diesem Tragermaterial
besitzen.

Um dies zu Uberprifen, wurden isolierte mesenchymale Vorlauferzellen (MPC) aus drei
Patienten mit fortgeschrittener Gonarthrose (oa) mittels ex vivo- und in vitro- Methodik durch den
Einsatz von Induktoren auf ihr adipogenes, osteogenes und chondrogenes
Differenzierungspotential untersucht.

Die MPC zeigten eine stabile Wachstumskinetik und bei Erreichen der Konfluenz eine
spindelférmige, fibroblastenartige Morphologie. Die Migrationsfahigkeit der Zellen wurde durch
Chemotaxisversuche untersucht und erbrachten eine Migration von 36-48% bei 5%
Humanserum und 21-34% bei 10% Humanserum. Der Vorlauferstatus wurde mittels
Positivnachweis durch FACS flr die Antigene CD44, CD73, CD90, CD105 und CD166 (>90%)
bestatigt. Negativ zeigten sich die Zellen fiir die Antigene CD14, CD34 und CD 45 (<1%). Die
0aMPC wurden durch verschiedene Induktoren zur Differenzierung in die adipogene, osteogene
und chondrogene Richtung angeregt.

Entgegen anderen Untersuchungen zeigten die Zellen mit der Auspragung von reichlichen
Fettvakuolen eine deutliche adipogene Kapazitat.

Osteogen induziert zeigte sich bei reduzierter Kalzifizierung der extrazellularen Matrix ein
vermindertes Potential zur osteogenen Differenzierung. Zur chondrogenen Induktion wurden die
Hochdichtezellpellets mit TGF-B3 kultiviert. Zum Beweis der Knorpelregeneration wurden
histologisch und immunhistochemisch Proteoglykane und Typ Il Kollagen in der Matrix positiv

nachgewiesen.
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Auf zellularer Gen-Ebene konnten Kollagen Typ Il, Aggrekan, Cartilage Oligomeric Matrix
Protein (COMP), Linkprotein HAPLN1 und Kollagen Typ IX als Chondrogenese typische
Markergene mittels PCR nachgewiesen werden. Das multipotente Differenzierungspotential der
osteoarthrotischen mesenchymalen Vorlauferzellen konnte somit bestatigt werden.
Zusammenfassend besitzen mesenchymale Vorlauferzellen aus arthrotisch veranderten
Gelenken die Potenz flir den Einsatz bei gelenkerhaltenden Therapieoptionen zur Versorgung

der Arthrose.
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