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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die moderne Endoprothetik
1.1.1. Bedeutung und Einsatz

Im Jahr 2011 wurden in Deutschland mehr als 232.000 Hiift- und mehr als 168.000
Knie-Endoprothesen implantiert. Der Anteil der iiber 65-Jéhrigen lag hierbei je iiber
70% (Wengler et al., 2014). Hauptindikation fiir den Einsatz einer solchen Totalendo-
prothese (TEP) sind arthrotische Verdnderungen an diesen beiden mechanisch stark
belasteten Gelenken (Rabenberg, 2013). Die Arthrose gilt als eine der zehn invalidi-
sierendsten Erkrankungen in entwickelten Landern und man schétzt, dass weltweit
10% der Ménner und 18% der Frauen im Alter iiber 60 Jahren symptomatisch er-
krankt sind (OECD, 2013). Es handelt sich um eine degenerative Erkrankung des
Bewegungsapparates, die den Gelenkknorpel und angrenzende Strukturen (Knochen,
Muskel, Kapsel, Bander) zerstort. Die Patienten klagen bei fortschreitendem Gelenk-
verschleifl iiber Schmerzen und Funktionseinschrankungen und sind individuell in
ihrer Lebensqualitéit eingeschriankt (sozialer Riickzug, Gefiahrdung der unabhéngigen
Lebensfithrung im hohen Alter, etc.). Die Therapie besteht zunéchst aus konservativen
MaBnahmen (u.a. Aufklarung und Beratung, medikamentose Schmerztherapie geméafl
WHO-Stufenschema, Physiotherapie und Verwendung orthopédischer Hilfsmittel zur
Progressionsverlangsamung der Gelenkzerstorung). Allerdings kann in fortgeschrit-
tenen Stadien eine gelenkersetzende Operation indiziert sein (Rabenberg, 2013).

Am Beispiel der Hiiftendoprothetik ldsst sich exemplarisch der Erfolg des kiinstlichen
Gelenkersatzes demonstrieren, da bei den meisten Patienten durch die Implantation
einer solchen Prothese eine effektive Schmerzlinderung und Verbesserung der Funktion
fiir mindestens 15-20 Jahre erreicht wird (Gallo et al., 2012). Die Anforderungen, die
dabei von den (aktiven, gut informierten und fordernden) Patienten an den behandeln-
den Arzt gestellt werden, sind heutzutage besonders hoch. Eine angemessene Schmerz-
reduktion, postoperative Gelenk-Stabilitiat, geringe Infektions- und Lockerungsraten
sowie ein verbessertes Uberleben sind die klassischen Forderungen an den Operateur.
Diese werden mittlerweile durch den Wunsch einer schnellen Erholung, eines guten
kosmetischen Ergebnisses, einer hohen Funktionalitdt und der Anwendung der besten
Technologien ergénzt (Lombardi et al., 2014). Aber auch moderne Prothesen besitzen
trotz der Weiterentwicklung der Endoprothetik (z.B. auf dem Gebiet der Verankerung

oder der verwendeten Materialien) eine begrenzte Haltbarkeit (Stiirz, 2009).
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Dies fiihrt dazu, dass bei jlingeren Patienten und einer aktiveren Gesellschaft mit
steigender Lebenserwartung die Standzeit einer Prothese nicht ausreicht und frither
oder spéter ein Revisionseingriff notwendig wird (Gallo et al., 2012; Wirtz et al., 2008).
Neben den mit einer erneuten Operation assoziierten Risiken fiir den Patienten sind
solche Revisionseingriffe in erster Linie teuer, zeitaufwindig und die Ergebnisse sind
im Vergleich zu priméren Operationen schlechter (Sundfeldt et al., 2006; Wirtz et al.,
2008). Daher ist die Reduktion der Revisionsrate ein wichtiges Forschungsziel, das
dem Wohle des Patienten dient.

1.1.2. Komplikationen eines kiinstlichen Gelenkes - die (aseptische)
Prothesenlockerung

Neben dem allgemeinen Operationsrisiko einer Prothesen-Implantation gibt es weitere
Komplikationen, die u.U. den Austausch oder die Explantation eines kiinstlichen
Gelenkes erfordern. Einige betreffen das Material der Prothese (z.B. Prothesenbruch,
Materialverschlei§ des Inlays), andere hingen sekundér mit dieser zusammen (z.B.
periprothetische Fraktur, Infektion, Lockerung). Bei einer Lockerung kommt es zu
einem Verbindungsverlust zwischen dem Implantat und dem umgebenden Knochen
bzw. Zement. Man unterscheidet hierbei zwischen einer septischen und einer asepti-
schen Lockerung. Fiihrt eine bakterielle Besiedlung (z.B. durch intraoperative Keim-
verschleppung oder sekundér durch eine passagere Bakteridmie) zu einer Infektion
des kiinstlichen Gelenkes, die zur Destabilisierung und Desintegration des Prothesen-
materials fiihrt, handelt es sich um ein septisches Geschehen. Die Atiologie einer
aseptischen Lockerung hingegen ist noch immer nicht komplett verstanden: u.a. sind
Abriebpartikel der Implantate (die zu einer nicht-bakteriellen Entziindungsreaktion
fithren), Knochenerkrankungen (z.B. Osteoporose), Art und Verankerungstechnik der
Prothese (z.B. mangelnde Primérstabilitéat aufgrund schlechter operativer Fixierung),
Fehlbelastungen und ungiinstige Implantationsverhéltnisse als mogliche Ausloser be-
schrieben (Stiirz, 2009; Wirtz et al., 2008). Sowohl bei Hiift- als auch bei Knie-
Endoprothesen ist die aseptische Lockerung hdufigster Grund fiir eine Revision (Ilamt-
hanaporn et al., 2015; Lombardi et al., 2014; Narkbunnam et al., 2012; Schroer et al.,
2013; Sharkey et al., 2014; Thiele et al., 2015). Die Patienten klagen beim Auftreten
einer solchen aseptischen Lockerung haufig iiber Schmerzen im Bereich der Endo-

prothese (Riittel-, Stauchungs- und/oder Rotationsschmerz) und zeigen Gangbildbe-
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eintrachtigungen (z.B. Schonhinken). Auch die Verwendung einer Gehhilfe kann ein
moglicher Hinweis auf eine Lockerung sein - eine Beeinflussung durch andere Faktoren
wie Alter, Allgemeinzustand und Begleiterkrankungen des Patienten sind jedoch zu
beachten (Katzer et al., 2003). Solche Beschwerden und klinischen Symptome (z.B.
schmerzhafte aktive und passive Beweglichkeit) sind oft uncharakteristisch und fiithren
nicht direkt zur Diagnose (Peters et al., 2008). Der diagnostische Algorithmus bei
Verdacht auf eine Prothesenlockerung umfasst neben der Anamnese (die Schmerz-
anamnese ist hierbei ein unzuverlassiger Parameter zur Beurteilung eines Lockerungs-
stadiums) und dem klinischen Befund (s. oben) auch eine Réntgendiagnostik. Eine
Lysesaumbildung (linienférmige Aufhellung an der Implantat-Knochen-, Implantat-
Zement- oder Zement-Knochen-Grenze) kann radiologisch nachweisbar sein und so
die Verdachtsdiagnose erhérten (s. Abb. 1.1 A). Weitere radiologische Hinweise sind
Osteolysen (Aufhellungen des knochernen Lagers) und proximale Osteopenien, wo-
bei die Demineralisation und Kortikalisausdiinnung sowohl als Folge einer Lockerung
als auch durch so genanntes Stress-shielding (regionale Knochendichtereduktion auf-
grund der durch ein Implantat gedinderten mechanischen Belastung) hervorgerufen
werden konnen. Auch die Verdnderung der Schaftposition (zunehmende Varus- oder
Valgusabweichung), eine nachweisbare Pfannenmigration oder Implantatschéiden (z.B.
Bruch zusétzlicher Verankerungsmaterialien) kénnen als Resultat einer Lockerung
auftreten (Katzer et al., 2003). Zuséatzlich kann der szintigraphische Nachweis einer
Technetium-99- Anreicherung als Korrelat eines gesteigerten Knochenstoffwechsels als
typisches Zeichen eines Lockerungsprozesses gewertet werden (Peters et al., 2008)
(s. Abb. 1.1 B).
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Abb. 1.1: Zur bildgebenden Diagnostik einer Prothesenlockerung kann neben einer kon-
ventionellen Rontgenaufnahme auch eine Szintigraphie zum Einsatz kommen.
A a.p. Rontgenaufnahme eines gelockerten Prothesenkopfes rechts bei einer 80 j&hrigen
Patientin. Gut erkennbar ist die Lysesaumbildung um den Prothesenkopf. B Knochen-
szintigramm einer gelockerten Hiift-TEP rechts. Gut erkennbar ist die vermehrte Tracer-
Anreicherung im Bereich des Acetabulums. Die Verwendung der Bilder erfolgt mit freund-
licher Genehmigung von Professor Maximilian Rudert.

Die Unterscheidung zwischen einer septischen (erregerbedingten) und aseptischen
(sterilen) Lockerung ist nach klinischen, radiologischen und laborchemischen Krite-
rien (z.B. BSG, Leukozyten, CRP, ggf. Gelenkpunktion) nicht immer moglich und
stellt somit eine Herausforderung an den behandelnden Arzt dar. Als Komplikation
einer Lockerung kann es zu einer Komponentenwanderung oder Fraktur der Prothese,
des Knochenzementes oder des Knochens kommen (Peters et al., 2008). Auflerdem
tritt in der Regel ein kontinuierlicher Knochenverlust auf, der den Aufwand einer
Revisionsoperation steigert (z.B. Verwendung grofierer bzw. komplexerer Implantate
notig) (Perka et al., 2012).
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1.2. Mesenchymale Stammzellen

Bei Mesenchymalen Stammzellen (MSC; auch als bone marrow derived stromal cells
bezeichnet) handelt es sich um stromale Zellen des Knochenmarks, die Bindegewebe
(Knorpel, Fett und Knochen) bilden kénnen (Caplan, 1991) und zur Aufrechterhaltung

und Regeneration dieses beitragen (Kalinina et al., 2011).

1.2.1. Grundlagen

Korperzellen, die in unterschiedliche Gewebe oder Zelltypen differenzieren kénnen und
ein Selbsterneuerungspotential besitzen, werden allgemein als Stammzellen bezeich-
net. Sie weisen sowohl ein hohes Proliferations- als auch Differenzierungspotential auf
und es sind verschiedene Arten von adulten Stammzellen (hdmatopoetische, neurale,
dermale, mesenchymale) bekannt (De Bari et al., 2010). Im Gegensatz zu Embryonalen
Stammzellen, die in Zellen aller drei Keimblatter (Entoderm, Ektoderm und Meso-
derm) ausdifferenzieren koénnen (Pluripotenz), sind MSC auf bestimmte Zelltypen
beschriankt (Multipotenz). Sie kommen als nicht-hdmatopoetische Stammzellen im
Knochenmark vor (Pittenger et al., 1999) (etwa 1 von 10.000 kernhaltigen Zellen) und
bilden dort eine Nische fiir himatopoetische Stammzellen, konnten aber auch aus ver-
schiedenen anderen Geweben (z.B. Fettgewebe, Amnionfliissigkeit, Periostium, Nabel-
schnurblut, Bindegewebe) isoliert werden (Chamberlain et al., 2007; De Ugarte et al.,
2003; Lee et al., 2004; Young et al., 1995). Als Stammzellen besitzen sie das Potential,
in verschiedene Richtungen differenzieren zu kénnen (z.B. adipogen, osteogen, chon-
drogen) (Jaiswal et al., 1997; Johnstone et al., 1998) und sich durch symmetrische
bzw. asymmetrische Teilung selbst zu erneuern. Bei der asymmetrischen Teilung ent-
steht neben einer sich langsam teilenden Stammzelle zum Erhalt des Stammzellpools
eine differenzierte Tochterzelle, die den transient amplifying pool als Grundlage fiir
die weitere Expansion und Differenzierung (abhingig vom umgebenden biologischen
Milieu) bildet (s. Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Ubersicht iiber verschiedene Differenzierungswege von Mesenchymalen
Stammzellen. Als Ergebnis einer hier dargestellten asymmetrischen Teilung entsteht
neben Zellen zum Erhalt des Stammzellpools eine Tochterzellengeneration, die den tran-
sient amplifying pool als Grundlage fiir die weitere Proliferation bildet. Die Differenzie-
rung in verschiedenen Richtungen (z.B. osteogen, chondrogen, adipogen) ist ein stufen-
weiser Prozess und abhéngig von unterschiedlichen Faktoren (biologisches Mileu). Nach
der Festlegung eines Differenzierungsweges (Commitment) beginnt die (morphologische)
Verdnderung (Progression und nachfolgende Differenzierung) und endet mit der voll ent-
wickelten Zellform der entsprechenden Reihe (Reifung). Ubersetzt und modifiziert mit
Erlaubnis von Springer Customer Service Centre GmbH aus (Firth et al., 2011).
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In vitro konnen MSC nach den Kriterien der International Society for Cellular Therapy
zum einen durch die Plastikadhérenz unter Standard-Kulturbedingungen, die Expres-
sion bestimmter mesenchymaler Marker (z.B. CD73, CD90 und CD105) bzw. die Ab-
wesenheit bestimmter hdmatopoetischer Marker (z.B. CD14, CD34, CD45) und das
Differenzierungspotential durch Zusatz geeigneter Zellkulturmedien (osteogen, adipo-

gen, chondrogen) charakterisiert werden (Dominici et al., 2006).

1.2.2. Wachstumsverhalten und zelluldre Seneszenz

Bereits vor mehr als 50 Jahren konnte mit Hilfe von in vitro Versuchen nachgewiesen
werden, dass normale menschliche Zellen in Kultur eine begrenzte Kapazitit zur Zell-
teilung besitzen (Hayflick et al., 1961). Auch MSC proliferieren nicht unbegrenzt und
zeigen ein phasenhaftes Wachstumsverhalten: nach einer initialen Phase rascher Pro-
liferation gefolgt von einer Phase langsamerer Proliferation beenden sie ihr Wachstum
(Stenderup et al., 2003) nach durchschnittlich 38 (in vitro) kumulativen Populations-
verdopplungen (KPD) (Bruder et al., 1997). Dieser Arrest der Zellteilung wird als Zell-
Seneszenz /replikative Seneszenz bezeichnet und spiegelt einen komplexen Phénotyp
wider (Sethe et al., 2006). Verschiedene Stimuli kénnen eine solche zelluldre Seneszenz
hervorrufen: u.a. sind Telomer-Verkiirzungen (Harley, 1991), eine Onkogen-Aktivie-
rung (Serrano et al., 1997), DNA-Schédigungen (Sedelnikova et al., 2004), oxidativer
Stress (Chen et al., 1995) und Anderungen der Chromatinstruktur (Prieur et al.,
2011) als Ausloser beschrieben. Seneszente Zellen zeigen zwar weiterhin metabolische
Aktivitdt und entziehen sich dem programmierten Zelltod (Apoptose) fiir eine lingere
Zeit (Dimri et al., 1995), unterscheiden sich aber beziiglich Morphologie (abgeflach-
te, vergroflerte Zellen) und biochemischer Prozesse (z.B. Hochregulation von Zell-
Zyklus-Inhibitoren wie p53, p21: Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 und p16: Cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A) von sich teilenden Zellen (Shay et al., 2005).
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1.2.3. Seneszenz-assoziierter proinflammatorischer Phinotyp (SASP)

Im Rahmen einer solchen zelluliren Seneszenz kann es durch Verdnderungen der
Proteinexpression und -sekretion zur Ausbildung eines sog. Seneszenz-assoziierten
proinflammatorischen Phénotyps (SASP: senescence-associated secretory phenotype)
kommen (Coppé et al., 2010). Hierbei handelt es sich um einen komplexen Phénotyp,
der Inflammations- und Tumorgenese-assoziierte Elemente beinhaltet: u.a. wurden
inflammatorische und immunmodulatorische Cytokine und Chemokine (z.B. IL-6:
Interleukin-6, IL-8: Interleukin-8, MCP 2: Monocyte chemoattractant protein 2),
Wachstumsfaktoren (z.B. IGFBPs: Insulin-like growth factor-binding proteins, HGF's:
Hepatocyte growth/scatter factors) und abgebaute Zelloberflichen-Molekiile (z.B.
TNF-Rezeptoren: Tumor necrosis factor-Rezeptoren, ICAMs: Intracellular adhesion
molecules) als Bestandteile des SASP identifiziert. Einige Komponenten des SASP ver-
starken den Seneszenz-assoziierten Wachstumsarrest und stimulieren Gewebereparatur
und -regenerationsmechanismen (Coppé et al., 2008). Dies zeigt sich auch unter physio-
logischen Bedingungen der Knochenregeneration z.B. im Rahmen einer Frakturheilung.
Hierbei kommt es direkt nach einem Trauma zur Ausbildung eines Hamatoms und
zu einer fiir den Heilungsprozess notwendigen inflammatorischen Antwort. Signal-
molekiile wie z.B. IL-15 (Interleukin-15) und IL-6 werden in diesem anfénglichen
Inflammationsstadium kurzzeitig und stark reguliert sezerniert (Gerstenfeld et al.,
2003). Kommt es durch Dysregulation oder Chronifizierung zu einer ldnger bestehen-
den Inflammationsreaktion, kann sich dies negativ auf den Heilungsprozess auswirken
(Loi et al., 2016). Auch das langere Bestehen einer sekretorischen Aktivitdt im Rah-
men eines SASP kann zur Unterbrechung normaler Gewebestrukturen und -funktionen
fithren (Coppé et al., 2008).

1.2.4. hMSC und aseptische Prothesenlockerungen

Aktuelle Untersuchungen von (Pajarinen et al., 2017) beleuchten die Rolle humaner
MSC (hMSC) im Rahmen einer aseptischen Prothesenlockerung und beschreiben
einen moglichen biologischen Mechanismus fiir die Entstehung von dabei auftreten-
den Knochendefekten: Implantatabrieb fithrt nach Phagozytose durch lokale Makro-
phagen und MSC zur Produktion von Chemokinen und proinflammatorischen Cyto-
kinen (z.B. IL-13, IL-6). Diese proinflammatorischen Cytokine stimulieren die Bil-
dung von Osteoklasten und beeintrichtigen die MSC-Funktion. Auflerdem beein-
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flussen phagozytierte Abriebpartikel direkt die Lebensfahigkeit und die osteogene
Differenzierungsfiahigkeit von MSC negativ. Die gesteigerte Osteoklasten-Aktivitét in
Kombination mit der eingeschrinkten Osteoblastenbildung fithrt durch Verschiebung
des Knochenumbau-Gleichgewichts zum fortschreitenden periprothetischen Knochen-
verlust, der zur Lockerung fiihrt. Insbesondere im Rahmen von dann notwendigen
Revisionsoperationen erscheint somit die Hypothese plausibel, dass die Erneuerungs-
kapazitdt und das osteogene Potential der lokalen MSC-Nische in starkem Mafle die

Reaktion eines Patienten auf einen solchen Eingriff beeinflusst (Margulies et al., 2015).

1.3. Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die regenerativen Eigenschaften von hMSC aus
dem Knochen, die aus zwei verschiedenen Spender-Gruppen isoliert wurden, ver-
glichen werden. Die Studien-Gruppe bildeten Patienten, die sich aufgrund einer asep-
tischen Prothesenlockerung einer Wechseloperation unterzogen, die Kontroll-Gruppe
umfasste Patienten, denen primér eine Prothese implantiert wurde. Als Arbeitshypo-
thesen dienten die Annahmen, dass die Wechselspender-hMSC:

schneller altern (Phdnomen der Seneszenz)
eine proinflammatorische Priagung besitzen (Entwicklung eines SASP)
ein Differenzierungsdefizit aufweisen

Zur Beurteilung der regenerativen Kapazitéit der Zellen wurde zum einen das Alterungs-
und Wachstumsverhalten in Kultur, zum anderen die in vitro Differenzierungskapazitéat
ausgewertet (Analyse der KPD, Expressionsstérke verschiedener Marker im Verlauf
der Kultivierung und Differenzierung auf mRNA-Ebene, differenzierungsspezifische
Farbungen). Mit Hilfe der erhobenen Daten sollte eine Einordnung der Rolle von

hMSC in der Atiologie aseptischer Prothesenlockerungen ermdoglicht werden.



2 Material

2. Material

2.1. Gerate

Tab. 2.1: Liste der verwendeten Gerite sowie deren Hersteller

Gerit Bezeichnung Hersteller
Brutschrank HERAcell 240i Thermo Fisher Scientific Germany
BV & Co. KG,
Braunschweig, Deutschland
Digitalkamera IXUS 870 IS Canon Deutschland GmbH,

Krefeld, Deutschland
Elektrophoresekammer PerfectBlue Gelsystem Mini S peQLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Fluoreszenzsystem Fusion SL Vilber Lourmat peQLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland
Mikropipetten Discovery comfort HTL Labsolutions,
10 w1, 100 w1, 1000 wl Warschau, Polen
Mikroskop Wilovert® Hund GmbH,
Wetzlar, Deutschland
Neubauer Tiefe: 0,100 mm; 0.0025 mm? Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Zahlkammer Lauda Koénigshofen, Deutschland
Photometer BioPhotometer Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland
Pipettierhelfer accu-jet® Pro Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland
Schiittelapparat GFL 3015 GFL mbH,
Burgwedel, Deutschland
Spannungsgerit Consort E835 Sigma-Aldrich GmbH,
Miinchen, Deutschland
Sterilwerkbank Heraeus LaminAir® Heraeus Holding GmbH,
Hanau, Deutschland
Thermocycler 96 Universal peQSTAR peQLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland
Primus MWG-Biotech AG,
Ebersberg, Deutschland
PTC - 200 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland
TOptical Gradient 96 Analytik Jena AG
Jena, Deutschland
Vortexer MS2 Minishaker IKA®-Werke GmbH & Co. KG,

Staufen, Deutschland
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Gerit Bezeichnung Hersteller
Waage Scout II OHAUS Corporation,
Parsipanny, USA
Wasserbad GFL 1083 GFL mbH,
Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge FugeOne® Starlab GmbH,

Megafuge 1.0

Mikro 20

Hamburg, Deutschland

Heraeus Holding GmbH,

Hanau, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

2.2. Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller

Material

Bezeichnung

Hersteller

15, 50 ml Rohrchen

Handschuhe

Mikroreaktionsgefifie

Multiwellplatten

PCR Mikroreaktionsgeféfie

PCR Tubes

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter

qPCR Verschlussstreifen

gqPCR Tubes

Cellstar  Tubes
15 ml, 50 ml
Micro-Touch®

Greiner Cellstar® well plates
6-Well

PCR SoftTubes, farblich ge-
mischt

0,2 ml

PCR 8er-SoftStrips, farblos
0,2 ml

Pipet Tips

10 pl, 100 wl, 1000 pl
SafeSeal-Tips® professional
10 1, 100 @1, 1000 wl

Flat Caps Strips, farblos

Low Profile 8-er Strips, weif3
0,2 ml

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Ansell GmbH

Miinchen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Biozym Scientific GmbH

Hess. Oldendorf, Deutschland
Biozym Scientific GmbH
Hess. Oldendorf, Deutschland
Axygen Scientific

Union City, USA

Biozym Scientific GmbH
Hess. Oldendorf, Deutschland
Biozym Scientific GmbH
Hess. Oldendorf, Deutschland
Biozym Scientific GmbH
Hess. Oldendorf, Deutschland

11



2.3 Chemikalien und Reagenzien

Material Bezeichnung Hersteller
UV-Kiivette Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland
Zellkulturflaschen Nunc — EasYFlask Thermo Fisher Scientific Germany
25 cm?, 75 cm? BV & Co. KG

Braunschweig, Deutschland

Cellstar® Cell Culture Flasks ~ Greiner Bio-One GmbH
175 cm?
Zellschaber Cell Scraper SPL Life Sciences Co., Ltd.

Frickenhausen, Deutschland

Eumhyeon-ri, Korea

2.3. Chemikalien und Reagenzien

Tab. 2.3: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien sowie deren Hersteller

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

100 bp DNA Ladder

1 kb DNA Ladder
2-Propanol
3-Isobutyl-1-methylxanthin
5x GoTaq® Flexi Puffer
Agarose

Alizarin Red S

Ammoniak, 25%

Aqua bidest
Ascorbat-2-Phosphat, >95%
B-Glycerophosphat
B-Mercaptoethanol
Borsaure

Chlorwasserstoff (Salzsdure)
Dexamethason
Dimethylsulfoxid

Dinatriumhydrogenphosphat, >99,5%

Dinatriumhydrogenphosphat
drat, >99,5%

dNTP-Set

(dCTP, dGTP, dATP, dTTP)
Ethanol, >99,9%

Dihy-

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Promega, Madison, USA

Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
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2.4 FEnzyme

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Ethylendiamintetraessigsiure Dinatri-
umsalz

GelRed® 10000x

HPLC Wasser

Indomethacin

Kaliumchlorid, >99,5%
Kaliumdihydrogenphosphat, >99,5%
M-MLV-Puffer RT 5x Buffer
Magnesiumchlorid, 25 mM
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Oilred O

Oligo-(dt)Primer

Paraformaldehyd
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypanblau

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Promega, Madison, USA

Promega, Mannheim, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

2.4. Enzyme

Tab. 2.4: Liste der verwendeten Enzyme sowie deren Hersteller

Enzym Bezeichnung Hersteller
DNA Polymerase GoTaq® DNA Polymerase, Promega, Mannheim, Deutschland
5 U

ul

GoTaq® qPCR Master Mix 2x  Promega, Mannheim, Deutschland

reverse Transkriptase =~ M-MLV Reverse Transcriptase, Promega, Mannheim, Deutschland

200
Iz

Trypsin-EDTA Trypsin-EDTA 1X Gibco® by Life Technologies,

Darmstadt, Deutschland

2.5. Kits

Tab. 2.5: Liste der verwendeten Kits sowie deren Hersteller

Bezeichnung Hersteller

NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland
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2.6 Primer

2.6. Primer

Mit Ausnahme der COX4I1- und IL-15-Primer wurden alle weiteren Primer von der

Firma biomers.net GmbH in Ulm, Deutschland bezogen. Die Ausnahmen wurden von

der Firma Qiagen GmbH in Hilden, Deutschland bezogen.

Tab. 2.6: Liste der verwendeten PCR Primer, deren Genbank Accessionnummer, deren Sequenz,
die Grofle des Produktes in bp und die Parameter der PCR (Zyklenanzahl, Annealing
Temperatur T4 in °C, Konzentration von MgCl, in mM)

Primer Genbank Sequenz 5¢ - 3¢ Produkt- Zyklen Ta MgCl,
Accessionnr. grofle [bp) [°C] [mM]

ALP for NM_000478.4 TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA 483 35 55 1,5

ALP rev ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC

EEF1A1 for NM_001402.5 CTGTATTGGATTGCCACACG 368 19 60 2,5

EEF1A1 rev AGACCGTTCTTCCACCACTG

FABP4 for NM_001442.2 AACCTTAGATGGGGGTGTCC 177 28 60 1,0

FABP4 rev ATGCGAACTTCAGTCCAGGT

LPL for NM_000237.2 GAGATTTCTCTGTATGGCACC 276 32 55 1,0

LPL rev CTGCAAATGAGACACTTTCTC

OC for NM_199173.4 ATGAGAGCCCTCACACTCCTC 293 33 62 1,0

OC rev GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC

Oct4 for NM_002701.5 TTTTGGTACCCCAGGCTATG 134 35 60 2,0

Oct4 rev AGGCACCTCAGTTTGAATGC

OP for NM_001040058.1 ACCCTTCCAAGTAAGTCCAA 400 32 58 1,0

OP rev GTGATGTCCTCGTCTGTAGC

pl6 for NM_000077.4 GGTGCGGGCGCTGCTGGA 209 35 60 1,5

pl6 rev AGCACCACCAGCGTGTCC

PPAR~2 for NM_015869.4 GCTGTTATGGGTGAAACTCTG 352 33 61 1,5

PPAR~2 rev ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC

PSGS5 for NM_002781.3 TACAAAGGACAACTGATGGACC 540 35 59 2,0

PSG5 rev CTGGGGAGGTCTGGACCAT
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2.7 Néahrmedien und Zusétze fiir die Zellkultur

Tab. 2.7: Liste der verwendeten qPCR, Primer, deren Genbank Accessionnummer, deren Sequenz,
die Grofle des Produktes in bp und die Parameter der gPCR (Zyklenanzahl, Annealing
Temperatur T4 in °C)

Primer Genbank Sequenz 5¢ - 3¢ Produktgrofle Zyklen Ta [°C]
Accessionnr. [bp]

COX4I1 NM_001861 Qiagen Sequenz 40 60

1L-158 NM_000576 Qiagen Sequenz 40 60

IL-6 gfor NM_000600 AAAGCAGCAAAGAGGCACTG 108 40 60

IL-6 qrev TTTTCACCAGGCAAGTCTCC

IL-8 gfor BT007067 CATACTCCAAACCTTTCCAC 165 40 60

IL-8 qrev TCAAAAACTTCTCCACAACC

RPS27A gfor NM_001135592 TCGTGGTGGTGCTAAGAAAA 141 40 60

RPS27A qrev TCTCGACGAAGGCGACTAAT

SAA1 gfor M23699 GCAAAGACCCCAATCACTTC 127 40 57

SAA1 grev GTACCCTCTCCCCGCTTTG

SAA2 gfor AB937783 CGATCAGGCTGCCAATAAAT 124 40 60

SAA2 grev GCCTCATAGCCAGGTCTCCT

2.7. Nahrmedien und Zusatze fiir die Zellkultur

Tab. 2.8: Liste der verwendeten Néhrmedien sowie deren Zusammensetzung fiir die Zellkultur

Medium Menge Bestandteil
MSC-Zellkulturmedium 500 ml  DMEM/HAM’s F12 mit Glutamin
10 %  FCS (fetal calf serum)
1 % Penicillin
100 %, Streptomycin
50 £ Ascorbat-2-Phosphat
Adipogenes Differenzierungsmedium 500 ml  DMEM High Glucose (4,5 )
10 %  FCS (fetal calf serum)
1 % Penicillin
100 % Streptomycin
1 uM Dexamethason
500 uM  3-Isobutyl-1-methylxanthin
1 £%  Insulin
100 pM  Indomethacin
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2.8 Medienzusétze fiir die Zellkultur

Medium

Menge Bestandteil

Osteogenes Differenzierungsmedium

500 ml ~ DMEM High Glucose (4,5 )
10 % FCS (fetal calf serum)

1 % Penicillin
m
100 -4 Streptomycin

50 £ Ascorbat-2-Phosphat

ml

10 mM  (-Glyerophosphat
100 nM  Dexamethason

2.8. Medienzusatze fir die Zellkultur

Tab. 2.9: Liste der verwendeten Medienzusiitze sowie deren Zusammensetzung/Hersteller fiir die

Zellkultur

Medienzusatz

Menge Bestandteil/Hersteller

3-Isobutyl-1-methylxanthin (500 mM)

Ascorbat-2-Phosphat (50 24)

B-Glycerophosphat (1 M)

Dexamethason (1 mM)

DMEM High Glucose (4,5 2)

l

DMEM/HAM’s F12 mit Glutamin

FCS (fetal calf serum)

Indomethacin (100 mM)

0,5555 g  3-Isobutyl-1-methylxanthin
5 ml Dimethylsulfoxid

2,5 g Ascorbat-2-Phosphat Salz
ad 50 ml Aqua bidest

2,16 g [B-Glycerophosphat
10 ml Aqua bidest

0,00393 g Dexamethason
10 ml Ethanol

Gibco® by Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Gibco® by Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin
Deutschland

0,03578 g  Indomethacin
1 ml Dimethylsulfoxid
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2.9 Puffer und Losungen

Medienzusatz

Menge

Bestandteil /Hersteller

Insulin (10 74)

Penicillin-Streptomycin (10.000 -%;)

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen,
Deutschland

Gibco® by Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

2.9. Puffer und L6ésungen

Je nach benoétigter Reinheit wurden Puffer und Losungen mit deionisiertem Wasser,

destilliertem und deionisiertem Wasser (Aqua bidest) oder mit HPLC-Wasser ange-

setzt.

Tab. 2.10: Liste der verwendeten Puffer und Losungen sowie deren Zusammensetzung

Puffer/Lésung

Menge/Konzentration

Bestandteil

Alizarin Rot S-Firbelosung

dNTP-Lo6sung

Olrot O-Férbeldsung

Paraformaldehyd-Losung (4%, pH 7,4)

PBS (pH 7,4)

TBE Puffer 10 x

1g (1%)
1 ml (0,25%)

ad 100 ml

10 pl
10 pl
10 pl
10 pl
ad 50 ul

~ o~~~

0,5 g (0,5%)

ad 100 ml

4 g (4%)

100 - 150 pl
ad pH 7,4
ad 100 ml

20 mM)
20 mM)
20 mM)
20 mM)

8,00 g (137 mM)
0,20 g (2,7 mM)
1,44 g (10 mM)

0,24 g (1,8 mM)

ad pH 7,4

ad 11

108 g (0,89 M)
55 g (0,89 M)
40 ml (0,2 M)

ad 11

Alizarin Red S
Ammoniak, 25%

destilliertes Wasser

dATP, 100 mM
dGTP, 100 mM
dCTP, 100 mM
dTTP, 100 mM
HPLC-Wasser

Oilred O
2-Propanol

Paraformaldehyd
NaOH

HCI

PBS

NaCl

KCl
NagHPO4
KH2POy
HC1

Aqua bidest

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Borséure

EDTA 0,5 M (pH 8,0)

Aqua bidest
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2.10 Software und Internetseiten

Puffer/Lésung

Menge/Konzentration Bestandteil

Tris-Loésung (10 mM, pH 7,5)

Trypanblau

10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
1 mM EDTA
0,20 ml (0,4%) Trypanblau
0,45 ml (0,9%) NaCl
ad 50 ml Aqua bidest

2.10. Software und Internetseiten

Tab. 2.11: Liste der verwendeten Software und Internetseiten

Name

AxioVision Rel. 4.8
EndNote X7.8
FusionCapt Advance SL2 Xpress
GeneCards®

ImageJ 1.48v
Microsoft® Excel® 2016
NCBI Blast®

PubMed

qPCRsoft 3.1

REST 2009 V2.0.13

Tex Maker 4.4.1

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland
Thomson Reuters, New York, USA

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
http://www.genecards.org/

Wayne Rasband

Microsoft Corporation, Redmond, USA
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
(©2003-2014: Pascal Brachet
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2.11 Patientenproben

2.11. Patientenproben

Tab. 2.12: Liste der verwendeten Patientenproben mit Gruppenzugehorigkeit, Alter und Geschlecht
(m.: ménnlich; w.: weiblich)

Probenbezeichnung Gruppenzugehdrigkeit Alter [Jahre] Geschlecht
MSC 1061 Wechselgruppe 53 w.
MSC 1070 Wechselgruppe 73 w.
MSC 1131 Kontrollgruppe 64 W.
MSC 1132 Kontrollgruppe 47 m.
MSC 1133 Wechselgruppe 87 m.
MSC 1134 Wechselgruppe 67 w.
MSC 1135 Wechselgruppe 62 w.
MSC 1138 Wechselgruppe 71 m.
MSC 1140 Kontrollgruppe 60 W.
MSC 1148 Kontrollgruppe 80 m.
MSC 1149 Kontrollgruppe 68 m.
MSC 1153 Wechselgruppe 55 w.
MSC 1155 Kontrollgruppe 45 m.
MSC 1157 Kontrollgruppe 68 m.
MSC 1160 Wechselgruppe 81 w.
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3 Methoden

3. Methoden

3.1. Zellbiologische Methoden
3.1.1. Isolierung von hMSC

Die Isolation der hMSC fand im Konig-Ludwig-Haus in Wiirzburg statt. Die formale Zustimmung der
lokalen Ethikkommision der Universitit Wiirzburg (AZ 100/14) fiir den Umgang mit den gewonnenen
Stammzellen beinhaltete die informierte Einverstindnis der Patienten. Die Proben der Kontroll-
gruppe stammten von Patienten, die primér mit einer Prothese (Knie- oder Hiiftprothese) ver-
sorgt wurden. Patienten, die sich einer Knie- oder Hiift-Wechseloperation aufgrund einer Implantat-
lockerung unterzogen und weder klinische noch laborchemische Zeichen einer Infektion aufwiesen,
wurden nach weiterer Einschétzung durch den Operateur in die aseptische Wechselgruppe aufgenom-
men. Die Spender waren zwischen 45 und 87 Jahren alt, im Durchschnitt 65,4 Jahre (s. Tab. 2.12). Die
wihrend einer Operation gesammelten Proben (z.B. Spongiosa aus der Hiiftpfanne, der Metaphyse
oder dem Hiiftkopf) wurden im Operationssaal verpackt, im Labor anonymisiert und anschliefend
weiterverarbeitet. Sémtliche Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen in einem Labor der
gentechnischen Sicherheitsstufe 2 durchgefiihrt, um Kontaminationen zu vermeiden. Zum Ausschluss
einer Hepatitis- oder HIV-Infektion wurden von sdmtlichen Spendern Serumproben zur virologischen
Untersuchung in ein externes Labor versandt. Zun&chst wurde die Probenverpackung unter der
Sterilwerkbank getffnet und mit einem Loffel oder einer Pinzette die Spongiosa ausgeschabt bzw.
gewonnen. Diese wurde dann auf zwei 50 ml-Rohrchen aufgeteilt und mit je etwa 25-30 ml (zusatz-
freiem) DMEM/Ham’s F12 Medium (im Wasserbad auf 37 °C erwérmt) aufgefiillt. Danach wurde
das Gemisch manuell geschiittelt und anschlieBend 5 Minuten bei 11000 x g zentrifugiert. Der da-
durch gebildete (fettreiche) Uberstand wurde mit einer Plastikpipette vorsichtig abgesaugt. Um die
Zellen nach diesem ersten Reinigungsschritt aus dem Gewebe auszuschwemmen und zu isolieren,
wurden folgende Schritte zwei- bis dreimal wiederholt, bis die Spongiosa nicht mehr rot sondern
weisslich und damit zellenarm erschien: Je etwa 25-30 ml erwirmtes DMEM/Ham’s F12 Medium
wurden hinzugefiigt und per Hand kréftig geschiittelt. Nach der Sedimentation der Knochen- und
Bindegewebsreste wurde der zellreiche Uberstand in je ein separates 50 ml-Rohrchen transferiert.
Die so gesammelten Zellsuspensionen wurde dann fiir 5 Minuten bei 11000 x g zentrifugiert und
der Uberstand erneut abgesaugt. Die in den beiden 50 ml-Rohrchen gebildeten Zellpellets wurden
in insgesamt 40 ml MSC-Zellkulturmedium vereinigt, resuspendiert und eine Zellzihlung durch-
gefithrt (s. 3.1.3). 1 x 109 Zellen wurden dann in einer 175 cm? Zellkulturflasche ausgesit und
mit MSC-Zellkulturmedium auf 27 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Die so erhaltenen Zellkulturen
wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% COs inkubiert. Nach 3-4 Tagen wurden sie mit steri-
lem PBS gewaschen (Entfernung von Knochenresten, etc.) und mit neuem MSC-Zellkulturmedium
versorgt. RegelméBig (alle 3-4 Tage) wurde ab diesem Zeitpunkt das Medium gewechselt bis sich
(Sub-)Konfluenz einstellte (nach ca. 1-2 Wochen) und die Zellen zum ersten Mal passagiert werden

konnten.
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3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.2. Kultivierung von hMSC

Die hMSC wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen ausgesit und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Pro Praparation wurden mindestens 2 Zellkulturflaschen verwendet: die eine diente dem
Stammerhalt und der Gewinnung von Zellen fiir die unterschiedlichen Versuche (s. unten), die
andere der RNA Gewinnung (s. 3.2.1). Sémtliche Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter
sterilen Bedingungen (Handschuhe, Sterilwerkbank) durchgefithrt, um Kontaminationen zu ver-
meiden. RegelmiBig (alle 3-4 Tage) wurde das verbrauchte MSC-Zellkulturmedium zuniichst mit
Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und anschliefend durch im Wasserbad auf 37°C erwérmtes
MSC-Zellkulturmedium ersetzt (15 ml). Sobald sich mikroskopisch ein (sub-)konfluentes Zellbild
ergab (80-90%) wurden die Zellen passagiert und gesplittet. Hierzu wurde zunichst das MSC-
Zellkulturmedium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS bedeckt. Dies diente der Wegwaschung
von im Zellmedium enthaltenem Antitrypsin, das den darauffolgenden Verdauungsschritt verhindert
hitte. Nach dem erneuten Absaugen wurde 1 ml Trypsin/EDTA auf den Zellrasen gegeben und die
Zellkulturflasche fiir etwa 5 Minuten in den Brutschrank zuriickgestellt. Dies diente dem Ablésen der
Zellen von der Plastikoberfliche und konnte nach der Inkubation optisch unter der Sterilwerkbank
(Schleierbildung durch den Haftverlust des Zellrasen) oder mikroskopisch (Abrundung der Zellen)
kontrolliert werden. Durch Zugabe von 9 ml MSC-Zellkulturmedium konnte die enzymatische Reakti-
on gestoppt und die Zellen vom Flaschenboden gelést werden. Die so erhaltene Zellsuspension wurde
5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und der verbleibende Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet am
Boden des 50 ml-Rohrchens wurde danach mit einem definierten Volumen MSC-Zellkulturmedium
vorsichtig resuspendiert und die Zellen gezihlt (s. 3.1.3). Abhéngig von den geplanten Experimenten
wurden anschlieBend festgelegte Zellmengen auf verschiedene Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 ¢cm?)
oder Mikrotiterplatten (6-Well) verteilt (s. Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Liste der verwendeten Kulturmaterialien und ausgeséiten Zellzahlen nach Versuchen

Versuch Kulturmaterial Menge Zellzahl
Stammerhalt 75 cm? Zellkulturflasche 3,75 x 10°
RNA-Gewinnung 75 cm? Zellkulturflasche 3,75 x 10°
Differenzierung Kontrolle (RNA) 25 cm? Zellkulturflasche 5,00 x 10°
Differenzierung osteogen (RNA) 25 cm? Zellkulturflasche 5,00 x 10°
Differenzierung adipogen (RNA) 25 cm? Zellkulturflasche 5,00 x 10°
Differenzierung (Farbung) 6-Well-Platte 4 Wells  je 2,00 x 10°
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3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.3. Bestimmung der Zellzahl und Wachstumsrate

Die Zahlung der Zellen diente als Grundlage, um die verschiedenen Zellchargen mit gleichen Zell-
zahlen zu passagieren bzw. auszusiden und so eine Vergleichbarkeit der Kulturen zu gewéhrleisten.
Ein Tropfen der nach der Zentrifugation in einem definierten Volumen resuspendierten Zellen wurde
fiir die Zellzahlbestimmung benétigt und in ein separates Mikroreaktionsgefafl pipettiert. 10 pl Zell-
suspension wurde dann mit 40 ul PBS und 50 pl Trypanblau vermischt und mit Hilfe einer Pipette
in die Neubauer Ziahlkammer eingebracht. Trypanblau diente durch Fiarbung perforierter bzw. toter
Zellen der Unterscheidung und erlaubte es so, nur die lebenden Zellen zu zéhlen. Die Zéhlkammer
selbst bestand aus vier Gro3quadraten, die in je 16 Quadrate unterteilt waren. Die gezihlte Anzahl
aller Groquadrate wurde gemittelt, mit dem Kammerfaktor 10* und dem Verdiinnungsfaktor 10
multipliziert und so die Zellzahl pro ml ermittelt. Zur Beurteilung des Wachstumsverhaltens wurde

bei jeder Passage die Populationsverdopplung PD nach folgender Formel berechnet:

_log N1 —log Ny

PD
log 2

(1)
wobei N7 die geernete Zellzahl und Ny die ausgesite Zellzahl reprisentierte. Durch Addition der bei
jeder Passage bestimmten PD ergab sich die KPD, die als Funktion der Zeit in Kultur betrachtet
wurde. Da erst in Passage P1 (nach artifizieller Selektion durch die Kulturbedingungen) die Aussaat
ausschlieBlich von hMSC in einer definierten Zellzahl moglich war, konnte die KPD erst ab Passage
P2 bestimmt werden (Cristofalo et al., 1998).

3.1.4. In vitro Alterung von hMSC

Fiir die in vitro Alterung wurden die hMSC ab Passage P1 bis zur seneszenten Passage Ps kulti-
viert. Diese finale Passage war dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen innerhalb von drei Wochen
keine Konfluenz erreichten (Wachstumsarrest) und morphologische Verédnderungen aufwiesen (z.B.

Abflachung und Verbreiterung).

3.1.5. In vitro Differenzierung von hMSC

Zur Bewertung des Stammzellpotentials der hMSC wurde eine in vitro Differenzierung durchgefiihrt.
Hierzu wurden bei Passage P1 oder P2 einer Zellkultur 1,5 x 10¢ Zellen auf drei 25 cm? Zellkultur-
flaschen verteilt. Diese wurden dann mit MSC-Zellkulturmedium versorgt und inkubiert. Sobald sich
ein (sub-)konfluentes Zellbild einstellte, wurde das MSC-Zellkulturmedium abgesaugt und durch je
eines der Differenzierungsmedien (adipogenes Differenzierungsmedium, osteogenes Differenzierungs-
medium; s. 2.7) bzw. durch MSC-Zellkulturmedium (die so versorgten Zellen differenzierten nicht
und dienten als Kontrolle) ersetzt. Anschliefend wurden die Zellkulturen bei 37°C und 5% CO-
fiir 14 Tage inkubiert. Alle 3-4 Tage wurde das entsprechende Medium gewechselt und am Ende
der Differenzierungsphase die RNA isoliert (s. 3.2.1). AuBlerdem wurden fiir Farbungen (s. 3.3) je

2 x 10° Zellen auf vier Wells einer 6er-Mikrotiterplatte ausgesit. Auch diese Zellen wurden zunschst
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3.2 Molekularbiologische Methoden

mit MSC-Zellkulturmedium versorgt (3 ml pro Well) und bei Einstellung eines (sub-)konfluenten Zell-
bildes auf je eines der Differenzierungsmedien umgestellt. Regelméfig wurde das entsprechende Me-
dium gewechselt und am Ende der Differenzierungsphase (adipogen: 3 Wochen; osteogen: 4 Wochen)
die entsprechende Firbung durchgefiihrt (undifferenzierte Zellen dienten hierbei als Kontrollen).
Aufgrund der Flichenverhéltnisse der Zellkulturflaschen (25 cm?) und der einzelnen Wells (9,6 cm?)
wurde mit den so ausgesiiten Zellzahlen eine nahezu identische Zellzahl pro Fliche erreicht (etwa
2 x 10* %) und dadurch Vergleichbarkeit hergestellt.

3.2. Molekularbiologische Methoden
3.2.1. Isolierung von zelluldarer RNA

Die RNA-Isolierung wurde mit Hilfe des NucleoSpin® RNA Kits von Machery-Nagel gemif der
Gebrauchsanweisung umgesetzt. Um Kontaminationen mit Nukleasen zu vermeiden, wurden stets
Handschuhe getragen und sterile Mikroreaktionsgefiie verwendet. Zur Gewinnung des Proben-
materials wurde das MSC-Zellkulturmedium zun#chst sorgfiltig aus der Zellkulturflasche abgesaugt.
Um die Zellen zu lysieren, wurden im néichsten Schritt 350 ul RA1 Puffer und 3,5 ul S-Meracapto-
ethanol in einem separaten Mikroreaktionsgefafl gemischt und gleichméfig auf dem Flaschenboden
verteilt. Mit Hilfe eines Zellschabers konnte dann mechanisch der Zellrasen abgelost und in ein neu-
es Mikroreaktionsgefifl (1,5 ml) pipettiert werden. Um die Viskositédt des gewonnenen Lysats zu
reduzieren, wurde es anschliefend auf einen im Kit enthaltenen Filter aufgebracht und durch Zen-
trifugation (1 Minute bei 11000 x g) in ein neues Sammelgefifl gepresst. Der Filter wurde danach
verworfen und 350 ul 70% Ethanol zu dem filtrierten Lysat hinzugegeben. Durch mehrmaliges auf-
und abpipettieren wurde das Lysat homogenisiert und danach auf eine im Kit enthaltene Saule
(die bereits in einem sterilen Sammelgefifl stand) aufgebracht. Die darauf folgende Zentrifugation
(30 Sekunden bei 11000 x g) diente dazu, die in der Probe enthaltene RNA an die Membran der
Sédule zu binden. Um die Effektivitit des darauffolgenden DNA-Verdaus zu steigern, wurden im
néichsten Schritt 350 ul MDB (Membrane Desalting Buffer) zur Entsalzung der Siulenmembran auf
diese aufgebracht. Durch erneute Zentrifugation (1 Minute bei 11000 x g) wurde die Membran dann
getrocknet. Um mogliche Verunreinigungen durch genomische DNA zu reduzieren, wurden sodann
95 ul DNase Reaktions Mix (bestehend aus 90 ul Reaction Buffer for rDNase und 10 pl rekombinan-
ter DNase (rDNase)) aufgebracht und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hierdurch wurde
noch vorhandene DNA verdaut. Die folgenden Waschschritte mit RAW2 und RA3 Puffer dienten der
Inaktivierung der rDNase und trockneten die Sdulenmembran. Anschlieflend konnte die RNA mit
Hilfe von 60 pl RNase-freiem Wasser in ein Mikroreaktionsgefafl eluiert werden. Die so gewonnen
RNA wurde bei —20°C tiefgefroren und gelagert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Nach der RNA Isolation (s. 3.2.1) wurde die RNA-Konzentration der Proben mit Hilfe eines Photo-
meters optisch ermittelt. Je 2 pl Probenmaterial wurden mit 48 pl Tris-Losung in eine Kiivette
gegeben und die Extinktion E bei einer Wellenléinge von 230 nm, 260 nm, 280 nm und 320 nm
gemessen. Diese Wellenlidngen dienten aufgrund der Absorptionscharakteristika von Nukleinsduren
und Proteinen zur Bestimmung des Grades der Verunreinigung. Als Nullwert/Referenzwert diente
eine RNA-freie Tris-Losung. Das Geriit berechnete aus den ermittelten Extinktionswerten die RNA
Konzentration und den Quotienten £289 Dieser galt als Maf fiir die Reinheit der Probe und sollte

E280°
zwischen 1,6 und 2,4 liegen.

3.2.3. Synthese von cDNA mittels Reverser Transkriptase

Um die Transkription der verschiedenen ausgewihlten Gene zu untersuchen, wurde zuerst die in einer
Probe enthaltene RNA mit Hilfe einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase)
in komplementére DNA (¢cDNA) umgeschrieben. Bei sdmtliche Arbeitsschritten wurden Handschuhe
und Filterpipettenspitzen verwendet, um Kontaminationen mit Fremdmaterial und Nukleasen zu

vermeiden. Zuniichst wurde 1 pug RNA (das zu pipettierende Volumen V ergab sich gemifl der

m
CRNA

Mikroreaktionsgefifl vorgelegt und mit HPLC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 16 ul aufgefiillt.

Beziehung V' = aus der photometrisch gemessenen RNA Konzentration cgy4) in einem PCR-

Anschliefend wurden 2 pl Oligo-dT-Primer-Losung (25 ”#—J\f) hinzugegeben. Die enthaltenen Oligo-
dT-Primer waren komplementér zum Poly-A-Schwanz der eukaryotischen mRNA und erméglichten
beim spiiteren Schritt der reversen Transkription (RT) die Anlagerung des Enzyms an diese. Die
gesamte Losung wurde danach fiir 5 Minuten bei 70 °C inkubiert und folgender Reaktionsmix vor-

gelegt:

Tab. 3.2: Reaktionsmix fiir die RT

Menge Zusatz

5,000 ul M-MLV RT 5x Puffer

0,625 pul  ANTP-Losung (je 20 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP)
1,000 pl  M-MLV Reverse Transcriptase (200 %)

0,375 ul  HPLC-Wasser

Nach der Inkubation wurden die 7 ul Reaktionsmix zu der Probe gegeben, das Mikroreaktionsgefifl
kurz anzentrifugiert und danach fiir 1 h bei 42°C im Thermocycler inkubiert. Zuletzt folgte eine
finale Erhitzung fiir 10 min auf 95°C, um die Reaktion zu beenden. Jede Probe wurde im An-
schluss mit 25 pul HPLC-Wasser vermischt und die so gewonnene (1:1 verdiinnte) Probe mit einem

Gesamtvolumen von 50 ul eingefroren.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.4. Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient zur Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen, die
anhand der verwendeten Primer festgelegt wird. Bei sdmtlichen Arbeitsschritten wurden Handschuhe,
Filterpipettenspitzen und sterile PCR Geféfle verwendet, um Kontaminationen mit Fremdmaterial
und Nukleasen zu vermeiden. Negativkontrollen (s. unten) dienten der Objektivierung von Ver-
unreinigungen im PCR-Mix. Auflerdem wurden sdmtliche Losungen und Proben auf Eis gelagert.
Folgender PCR-Mix wurde gemifl den Primerspezifikationen bzgl. MgCls-Konzentration (s. 2.6)
in einem separaten Mikroreaktionsgefdafi vorgelegt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die DNA
Polymerase zuletzt hinzugefiigt wurde, um enzymatische Reaktionen vor der geplanten PCR zu

reduzieren.

Tab. 3.3: Reaktionsmix fiir die PCR

Menge Zusatz

10,0 gl Green GoTaq® Flexi Puffer
0,2 ul  Taq Polymerase (5 %)
0,5 ul  dANTP-Losung (je 20 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP)
0,5 ul  Primer for (50 M)
0,5 ul  Primer rev (50 uM)
variabel pul  MgCla
ad 48,0 ul  HPLC-Wasser

48 pl PCR-Mix wurden anschliefend in einem PCR-Mikroreaktionsgefiafl vorgelegt und 2 pul cDNA
Probe (1:1 verdiinnt) hinzugefiigt (bei der Negativkontrolle wurden stattdessen 2 pl HPLC-Wasser
hinzugefiigt). Nach kurzem Anzentrifugieren wurde die Probe in der PCR-Maschine folgendem

primerspezifischen (zyklischen) Temperaturverlauf ausgesetzt:

Tab. 3.4: Bedingungen fiir die PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 94°C 4min 1
Denaturierung 94°C 30 sek

Annealing 60°C 30 sek }s 2.6
Elongation 72°C 30 sek

Finale Elongation 72°C 10 min 1

Termination 12°C o0 1
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3.2 Molekularbiologische Methoden

Wihrend der Denaturierungsphase wird die doppelstriingige DNA in Einzelstringe aufgeschmolzen.
In der darauffolgenden Annealingphase lagern sich die ausgewéhlten Primer an die komplementéren
Sequenzen der DNA und kénnen im néchsten Schritt (Elongation) als Startpunkte fiir die thermo-
stabile Polymerase dienen. Dieser Reaktionszyklus wird mehrmals durchlaufen und erlaubt die ex-
ponentielle Amplifikation des untersuchten DNA-Abschnitts.

3.2.5. Quantitative Realtime Polymerase Kettenreaktion

Die quantitative Realtime Polymerase Kettenreaktion (qPCR) dient (basierend auf dem Prinzip
der herkémmlichen PCR, s. 3.2.4) der Amplifikation und Quantifizierung von spezifischen DNA-
Abschnitten. Hierbei werden die wihrend eines Reaktionszyklus entstehenden fluoreszierenden qPCR-
Produkte am Ende eines solchen detektiert. Die so erhaltenen Fluoreszenz-Signale konnen nach Ab-
schluss der Reaktionszyklen (s. Tab. 3.7) zur Quantifizierung der exponentiellen Phase (nur wenige
Zyklen dauernde Phase die durch optimale Reaktionsbedingungen gekennzeichnet ist) verwendet wer-
den. Bei sdmtlichen Arbeitsschritten wurden Handschuhe, Filterpipettenspitzen und sterile qPCR
Gefafle verwendet, um Kontaminationen mit Fremdmaterial und Nukleasen zu vermeiden. Negativ-
kontrollen (s. unten) dienten der Objektivierung von Verunreinigungen im qPCR-Mix. Folgender
qPCR-Mix wurde abhiingig vom verwendeten Primer (herstellerabhiingig) in einem separaten Mikro-

reaktionsgefafl vorgelegt.

Tab. 3.5: Biomers Reaktionsmix fiir die gPCR

Menge Zusatz

10,0 gl GoTaq® qPCR Master Mix 2x
0,5 ul  Primer s (1 pM)
0,5 ul  Primer as (1 uM)

ad 18 ul  HPLC-Wasser

Tab. 3.6: Qiagen Reaktionsmix fiir die qPCR

Menge Zusatz

10,0 gl GoTaq® qPCR Master Mix 2x
1,5 ] Qiagen QuantiTect® Primer Assay
ad 18 ul HPLC-Wasser
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18 ul qPCR-Mix wurden anschliefend in einem qPCR-~Mikroreaktionsgefafl vorgelegt und 2 ul cDNA
Probe (1:10 verdiinnt) hinzugefiigt (bei der Negativkontrolle wurden stattdessen 2 pl HPLC-Wasser
hinzugefiigt). Nach kurzem Anzentrifugieren wurde die Probe in der gPCR-Maschine einem primer-
spezifischen (zyklischen) Temperaturverlauf ausgesetzt (s. Tab. 3.7). Um die Spezifitéit der Metho-
de zu erhghen (Unterscheidung zwischen zu untersuchenden und unspezifischen qPCR-Produkten),
wurde hierbei eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, bei der die entstandene DNA durch konti-
nuierliche Temperaturerhhung von 55 °C auf 95 °C aufgeschmolzen wurde. Bei einer fiir das unter-
suchte Fragment spezifischen Schmelztemperatur denaturiert dieses und die sich dabei ergebende

Anderung der Fluoreszenz konnte zur Spezifititsbestimmung verwendet werden.

Tab. 3.7: Bedingungen fiir die qPCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 94°C 5 min 1
Denaturierung 94°C 5 sek

Annealing primerspezifisch 15 sek 40
Elongation 72°C 5 sek

Plate read

Finale Elongation 72°C 2 min 1

Plate read

Schmelzkurve 55 —95°C 0,5°C/6 sek 1

Fiir die Quantifizierung der exponentiellen Phase wurden die mit Hilfe der gPCRsoft 3.1 Software be-
stimmten Ct-Werte (englisch: threshold cycle) der einzelnen Proben verwendet. Diese beschreiben die
jeweilige Zyklenzahl, ab der das gemessene Fluoreszenzsignal erstmals exponentiell iiber das Hinter-
grundrauschen (definiert durch eine vorgegebene Grenze: Threshold) ansteigt. Zur Auswertung fand
das Effizienz-korrigierte relative Quantifizierungsmodell, abgeleitet von der AACt-Methode, Anwen-
dung (Pfaffl, 2001). Hierbei wird angenommen, dass die theoretisch optimale Effizienz (zyklenweise
Verdopplung der Zielsequenz) praktisch nicht erreicht wird. Stattdessen wird das exponentielle Ver-
halten der ablaufenden Kettenreaktionen mit der Effizienz E beschrieben. Diese wurde fiir jedes
untersuchte Gen aus einer Standardkurve bestimmt, die mit Hilfe unterschiedlicher Verdiinnungs-
stufen (1:2, 1:10, 1:100, 1:1000) einer cDNA-Probe ermittelt wurde. Aus der logarithmischen Dar-

stellung der Verdiinnungsstufen gegeniiber den zugehorigen Ct-Werten lésst sich gemé&f
E=10"m —1 (2)

die Effizienz aus der Steigung m bestimmen.
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Zur Bestimmung der relativen Genexpression einer Passage Px gegeniiber Passage P1 werden neben
den Ct-Werten fiir das untersuchte Gen (Zielgen) die Ct-Werte fiir ein weiteres Referenzgen zur Nor-
mierung benotigt. Hierfiir bietet sich ein nicht reguliertes Haushaltsgen an (z.B. RPS27A: Ribosomal
Protein S27a). Geméif der AACt-Methode wird zunéchst die Differenz ACt der Ct-Werte der ersten

Passage P1 und der zu untersuchenden Passage Px fiir das Ziel- und das Referenzgen gebildet:

AC’tZielgen = CtZielgen,Pl _CtZielgenA,Pa: (3)

ACtReferenzgen = CtReferenzgen,Pl*OtReferenzgen,Pr (4)

Alternativ konnen zur Bestimmung der relativen Genexpression einer Experimental- gegeniiber einer
Kontrollgruppe die entsprechenden Ct-Werte zu einem festen Zeitpunkt verwendet werden. In diesem
Fall sind obige Ct-Werte aus Passage P1 durch Ct-Werte der Kontrollgruppe zu ersetzen, Ct-Werte
aus Passage Px durch Ct-Werte der Experimentalgruppe. Die relative Genexpression des untersuch-
ten Zielgens in Passage Px (bzw. der Experimentalgruppe in Relation zur Kontrollgruppe) ergibt
sich anschlieflend mittels der zuvor bestimmten Effizienzen fiir das Ziel- und das Referenzgen gemés:

ACtzicigen
EZielgen Zicly

()

enexpression iy =
G P relativ ACtReferenzgen

EReferenzgen

Fiir jedes untersuchte Gen wurden drei unabhéngige Testanséitze verwendet und ausgewertet, um

mogliche Fehlerquellen (z.B. Pipettierungsungenauigkeiten) zu minimieren.

3.2.6. Agarose Gelelektrophorese

Die Auftrennung der zuvor spezifisch amplifizierten Nukleinsduresequenzen erfolgt entsprechend ihrer
Grofle durch Elektrophorese in Agarosegelen. Hierbei ist die elektrophoretische Mobilitat umge-
kehrt proportional zur molekularen Masse der Nukleinsiuren. Um ein 1,5% Gel herzustellen, wurden
1,5 g Agarose mit 100 ml TBE-Puffer (0,5 x) vermischt und in einer Mikrowelle erhitzt. Nach dem
vollstandigen Losen der Agarose in der kochenden Fliissigkeit wurden 10 pl GelRed hinzupipet-
tiert. Dies diente der (im Vergleich zu Ethidiumbromid gefahrlosen) Anfirbung der PCR-Produkte
durch Interkalierung in die doppelstriangige DNA. Das heifle Gemisch wurde dann in eine Elektro-
phoresekammer (mit eingestecktem Kamm zur Aussparung von Probentaschen) gefiillt. Nach dem
Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt und je 10 pl einer PCR-Probe in eine Tasche pipet-
tiert. Als Referenz wurde eine DNA-Leiter verwendet. AnschlieBend wurde eine Spannungsquelle
angeschlossen und bei ca. 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Ein im PCR-Puffer enthaltener,
sichtbarer Marker erméglichte die Fortschrittsbeurteilung der Auftrennung (mitlaufende Banden:
blau: 3-5 kb; gelb: <50 bp) und ermdoglichte eine sinnvolle Terminierung. Die Visualisierung des
Elektrophorese Ergebnisses erfolgte anschlieBend mittels Fluoreszenzsystem und der FusionCapt Ad-

vance SL2 Xpress Software.
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3.2.7. Densitometrie

Die Quantifizierung der mittels semiquantitativer PCR gewonnener DNA-Produkte wurde mit der
ImageJ 1.48v Software durchgefiihrt. Hierbei wurde zunéchst die Intensitét von gelelektrophoretisch
aufgetrennten Banden spezifischer Gene sowie eines geeigneten Haushaltsgens (z.B. EEF1A1: Eu-
karyotic translation elongation factor 1 alpha 1) in den verschiedenen Passagen digital bestimmt
(densitometriert). Danach wurden die so ermittelten Intensitéten der spezifischen Gene in Relation
zu der Intensitit des Haushaltsgens in der entsprechenden Passage gesetzt (normiert). Die relative
Expression wurde zuletzt als Verhéltnis dieser normierten Expressionswerte in einer untersuchten
Passage zu den Werten der zugehérigen Referenzpassage (P1) bestimmt (sog. Fold Change: relative

Genexpressionséinderung).

3.3. Zytochemische Methoden
3.3.1. Olrot O-Firbung

Die Olrot O-Firbung diente der Anfirbung von Lipidtropfen bei adipogener Differenzierung. Nach
Abschluss der Differenzierungsphase wurden die auf Mikrotiterplatten differenzierten Zellen zunéichst
mit PBS gewaschen und anschliefend fiir 10 Minuten mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Danach wurde
abgesaugt und bei offenem Deckel fiir weitere 10 Minuten luftgetrocknet. Die so behandelten Mikro-
titerplatten wurden bei —20°C tiefgefroren und bei Bedarf aufgetaut. Zur Farbung wurden die
Proben zunichst mit destilliertem Wasser gewaschen und danach fiir 5 Minuten 60% 2-Propanol
aufgebracht. Darauf folgte eine 10 miniitige Inkubation mit der Férbelosung (0,3% Gebrauchslésung:
24h vorher angesetzt und vor Gebrauch filtriert). Diese wurde danach erst mit 60% 2-Propanol und
dann mit destilliertem Wasser weggewaschen und das Ergebnis unter dem Mikroskop begutach-
tet. Zur Quantifizierung des Differenzierungsergebnisses wurden acht Fotos (20-fache Vergrofierung)
von verschiedenen, zufiillig eingestellten Bildausschnitten angefertigt. Diese wurden anschlieffend
durch eine digitale Auswertung mittels AxioVision Rel. 4.8 Software analysiert und der prozentuale

Fliachenanteil gefarbter Areale in Bezug zur Gesamtflache ermittelt.

3.3.2. Alizarin Rot S-Farbung

Die Alizarin Rot S-Farbung diente der Anfirbung von Kalziumhydrogenphosphat bei osteogener
Differenzierung. Nach Abschluss der Differenzierungsphase wurden die auf Mikrotiterplatten differen-
zierten Zellen zunéchst mit PBS gewaschen und anschliefend mit gekiihltem Methanol fixiert. Danach
wurde abgesaugt und bei offenem Deckel fiir weitere 10 Minuten luftgetrocknet. Die so behandelten
Mikrotiterplatten wurden bei —20°C tiefgefroren und bei Bedarf aufgetaut. Zur Farbung wurde
zunéchst mit destilliertem Wasser gewaschen und danach 2 Minuten mit der Féarbelosung inkubiert.
Anschlieflend wurde der iiberschiissige Farbstoff wiederholt mit destilliertem Wasser weggewaschen
und das Deckglas luftgetrocknet. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch. Zur Quantifizierung des

Differenzierungsergebnisses wurden acht Fotos (20-fache Vergréfierung) von verschiedenen, zufillig
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eingestellten Bildausschnitten angefertigt. Diese wurden anschlieBend durch eine digitale Auswer-
tung mittels AxioVision Rel. 4.8 Software analysiert und der prozentuale Flichenanteil gefirbter

Areale in Bezug zur Gesamtfliche ermittelt.

3.4. Systematische Literaturrecherche

Die Suche nach Zeitschriftenartikeln wurde primér mit Hilfe der medizinischen Zeitschriftendatenbank
PubMed durchgefiihrt. Hierbei wurde die klassische Freitext-Suche mit dem PubMed-spezifischen
MeSH-Thesaurus kombiniert. Bei diesem handelt es sich um hierarchisch strukturierte Schlagworter
die fiir die genormte, inhaltliche Kennzeichnung der Zeitschriftenartikel verwendet wird. Die ein-
zelnen Suchbegriffe (s. Tab. 3.8) wurden zeilenweise mit der boolschen Operation OR und die bei-
den Suchkategorien (Suchbegriffe 1 und Suchbegriffe 2) mit der boolschen Operation AND ver-
kniipft. Aulerdem wurde der Trunkierungsplatzhalter * verwendet, um eventuellen Plural-Formen

oder Wortvariationen einzuschlief3en.

Tab. 3.8: Liste der verwendeten Suchbegriffe sowie deren MeSH-Definition fiir die Literaturre-

cherche
Suchbegriffe 1 ggf. MeSH-Definition
abacterial loosening
Arthroplasty, Replacement Partial or total replacement of a joint.
Year introduced: 1998
Arthroplasty, Replacement, Hip Replacement of the hip joint.

Year introduced: 1998

Arthroplasty, Replacement, Knee Replacement of the knee joint.
Year introduced: 1998

aseptic loosening

joint replacement

joint revision

Prosthesis Failure Malfunction of implantation shunts, valves, etc.,
and prosthesis loosening, migration, and brea-
king.
Year introduced: 1991(1986)

prosthesis loosening

reoperation

replantation

revision

sterile loosening
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Suchbegriffe 2 gegf. MeSH-Definition

Mesenchymal Stem Cell

Mesenchymal Stromal Cells Bone-marrow-derived, non-hematopoietic cells
that support hematopoetic stem cells. They ha-
ve also been isolated from other organs and tis-
sues such as umbilical cord blood, umbilical vein
subendothelium, and Wharton Jelly. These cells
are considered to be a source of multipotent
stem cells because they include subpopulations
of mesenchymal stem cells.
Year introduced: 2012

Am 13.05.2015 lieferte folgende Suchanfrage 190 Eintrige:

(abacterial loosening OR aseptic loosening OR Arthroplasty, Replacement OR Arthroplasty, Re-
placement, Hip OR Arthroplasty, Replacement, Knee OR joint replacement OR joint revision OR
Prosthesis Failure OR prosthesis loosening OR reoperation OR replantation OR revision OR sterile
loosening) AND (Mesenchymal Stem Cell OR Mesenchymal Stromal Cell OR Mesenchymal Stem
Cell* OR Mesenchymal Stromal Cell*)

Am 28.05.2015 lieferte folgende Suchanfrage (nur Artikel der letzten 5 Jahre) 166 Eintriige:
failure mechanism AND (hip or knee) AND arthroplasty

Folgende Suchanfrage im Katalog der Uni Wiirzburg lieferte am 30.06.2015 103 Treffer:
Freie Suche = Mesenchymal Stem Cell OR Freie Suche = Mesenchymal Stem Cell* OR Freie Suche
= Mesenchymal Stromal Cell OR Freie Suche = Mesenchymal Stromal Cell*

3.5. Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung oder als Mittelwert £+ Standardfehler
angegeben. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der student’s t-Test bzw. in Anlehnung an (Pfaffl
et al., 2002) die REST 2009 V2.0.13 Software verwendet (Angabe in Abbildungen des Ergebnisteiles).
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4 Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Vergleich des Wachstumsverhaltens im Verlauf der in vitro
Kultivierung

Um die Proliferationskapazitit der hMSC der beiden Gruppen (Kontroll- und Wechselspender) zu
vergleichen, wurde das Wachstumsverhalten der einzelnen Zellpopulationen wéhrend der Langzeit-
kultur ausgewertet. Anhand des Verlaufes der Kumulativen Populationsverdopplung (KPD) (s. 3.1.3)
lésst sich erkennen, dass die Kontrollspender-hMSC in jeder betrachteten Passage eine hohere KPD
als die Wechselspender-hMSC erreichten (s. Abb. 4.1 A). Aulerdem war die mittlere KPD in der vor-
letzten Passage Ps-1 (in der letzten Passage Ps wurde kulturtechnisch bedingt keine KPD ermittelt)
der Kontrollspender-Gruppe hoher als die der Wechselspender-Gruppe (Mittelwerte + Standard-
abweichung: 13,02 + 3,55 vs. 8,37 £ 3,03; student’s t-Test lieferte keine signifikanten Gruppenunter-
schiede, s. Abb. 4.1 B).
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Abb. 4.1: Verlauf der kumulativen Populationsverdopplung (KPD) von Kontroll-
spender-hMSC im Vergleich zu Wechselspender-hMSC wihrend der in vitro
Kultivierung. A Kumulative Populationsverdopplung im Verlauf der in vitro Kul-
tivierung. Diese wurden anhand der bei jeder Subkultivierung ermittelten Zellzahlen
ab Passage P1 bis zur vorletzten Passage Ps-1 bestimmt. B Mittlere Kumulative
Populationsverdopplung in der vorletzten Passage Ps-1. Die Ergebnisse sind als Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Auswertung mit student’s t-Test.
P1 bis P4: n Kontrollspender = 5; n Wechselspender = 4; P5: n Kontrollspender = 5;
n Wechselspender = 3; P6 und P7: n Kontrollspender = 4; n Wechselspender = 3;
P8: n Kontrollspender = 3; P9 und P10: n Kontrollspender = 2; P11: n Kontroll-
spender = 1.

32



4.1 Vergleich des Wachstumsverhaltens

Die Dauer bis zum Erreichen einer bestimmten Passage variierten, sodass in Passage P1 bis P3
und P7 die Kontrollspender-hMSC und in Passage P4 bis P6 die Wechselspender-hMSC schnel-
ler die Subkonfluenz erreichten (s. Abb. 4.2 A). Weiterhin zeigte sich, dass die Kontrollspender-
hMSC im Durchschnitt eine hohere Passage und eine lidngere Dauer in Kultur bis zum Eintritt
des Proliferationsstopps erreichten (Mittelwerte + Standardabweichung: 9,20 + 2,14 Passagen nach
109 £ 24 Tagen vs. 7,25 + 1,30 Passagen nach 83 + 13 Tagen; student’s t-Test lieferte keine signifi-
kanten Gruppenunterschiede, s. Abb. 4.2 B und C).
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Abb. 4.2: Das Wachstumsverhalten von Kontrollspender-hMSC im Vergleich zu
Wechselspender-hMSC im Verlauf der in vitro Kultivierung. A Dauer (in
Tagen) bis zum Erreichen der Subkonfluenz im Verlauf der in vitro Kultivierung. B
Mittlere Anzahl der Passagen bis zum Eintritt des Proliferationsstopps. C Mittlere
Dauer (in Tagen) bis zum Erreichen der Seneszenz. Die Ergebnisse sind als Mittel-
werte + Standardabweichung angegeben. Statistische Auswertung mit student’s t-Test.
P1 bis P4: n Kontrollspender = 5; n Wechselspender = 4; P5: n Kontrollspender = 5;
n Wechselspender = 3; P6 und P7: n Kontrollspender = 4; n Wechselspender = 3;
P8: n Kontrollspender = 3; P9 und P10: n Kontrollspender = 2; P11: n Kontroll-
spender = 1.
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4.2 Vergleich des Seneszenzverhaltens

4.2. Vergleich des Seneszenzverhaltens im Verlauf der in vitro
Kultivierung

Zur Beurteilung des Seneszenzverhaltens der hMSC der beiden Gruppen wurde die Expression
Seneszenz-assoziierte Marker (SAAL: Serum Amyloid A 1, SAA2: Serum Amyloid A 2, IL-15: Inter-
leukin-10, IL-6: Interleukin-6, IL-8: Interleukin-8) im Verlauf der in vitro Alterung auf mRNA-Ebene
untersucht (s. 3.2.5).

4.2.1. Analyse des Expressionsmusters ausgewadhlter Seneszenz-assoziierter
Marker im Verlauf der in vitro Alterung

Da die verschiedenen Zellpopulationen einen individuellen Alterungsprozess und daraus resultierend
eine unterschiedliche Kulturdauer (Anzahl an Passagen) bis zum Erreichen des Proliferationsstopps
aufwiesen, wurde die individuelle Kultivierungsdauer zwischen der ersten (P1) und der vorletzten
Passage (Ps-1) in Anlehnung an (Ebert et al., 2015) in vier Quartale eingeteilt, um die Vergleich-
barkeit der unterschiedlichen Populationen zu gewéhrleisten. Untersucht wurden dabei die Passage
P1 (als Referenz fiir die Genexpression), Passage P1+nl, P14n2 und P1+4n3 jeweils am Ende des
ersten, zweiten und dritten Quartals, Passage Ps-1 als vorletzte Passage und Passage Ps, in der der
Proliferationsstopp beobachtet wurde.

Nach Auswertung der qPCR Ergebnisse der verschiedenen Seneszenz-assoziierten Marker (SAAL,
SAA2 IL-13, IL-6, IL-8) sowie der Haushaltsgene COX4I1 (Cytochrom c oxidase subunit 4 isoform
1) und RPS27A (Ribosomal Protein S27a) wurde die relative Expression mit Hilfe des Effizienz-
korrigierten relativen Quantifizierungsmodells bestimmt (s. 3.2.5). Zur Einordnung der im Ver-
lauf der Kultivierung bestimmten relativen Expressionswerte wurde zunéchst das relative Gen-
Expressionsniveau der Wechselspender in Relation zu den Kontrollspendern in Passage P1 ermittelt.
Hierbei zeigte sich fiir alle untersuchten Marker eine erhhte mittlere relative Expression (Mittel-
werte = Standardfehler: SAA1: 26,68 & 4,10 *: p < 0,05; SAA2: 28,48 + 4,77; IL-18: 69,47 + 16,15
**:. p < 0,01; IL-6: 5,52 & 0,82; IL-8: 2687,07 & 970,76; die angegebenen Signifikanzen wurden in
Anlehnung an (Pfaffl et al., 2002) mit der REST 2009 V2.0.13 Software ermittelt; s. Abb. 4.3).

Im Verlauf der Kultivierung zeigten die relativen Expressionswerte der beiden Gruppen beziiglich
Passage P1 genabhingig unterschiedliche Verlaufsformen (s. Abb. 4.4). SAA1 und SA A2 zeigten einen
phasenhaften Verlauf mit niedrigen relativen Expressionswerten zu Beginn und am Ende der Kulti-
vierung und einer maximalen relativen Genexpression zwischen Passage P1+nl und P1+n3. Hierbei
erreichten die Wechselspender ihr Expressions-Maximum stets eine Passage spéter als die Kontroll-
spender. Die anderen untersuchten Marker (IL-18, IL-6, IL-8) zeigten einen diskontinuierlichen An-
stieg der relativen Expression, wobei die Kontrollspender stets hohere Werte als die Wechselspender
erreichten (Ausnahme: IL-6 zum Zeitpunkt P1+n3). Aufgrund der groflen Variabilitit der einzelnen
Spenderwerte ergab sich nur fiir IL-6 zum Zeitpunkt P14n2 der Wechselspender eine signifikant
erhohte relative Expression beziiglich Passage P1 (Mittelwerte + Standardabweichung: Passage P1
vs. Passage P14n2: 1,00 + 0,00 vs. 2,67 £+ 0,95 *: p < 0,05; student’s t-test).
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4.2 Vergleich des Seneszenzverhaltens
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Abb. 4.3: Die relative Expression Seneszenz-assoziierter Marker (SAA1: Serum Amylo-
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id A 1, SAA2: Serum Amyloid A 2, IL-15: Interleukin-15, IL-6: Interleukin-6,
IL-8: Interleukin-8) von Wechselspender-hMSC in Relation zu Kontroll-
spender-hMSC in Passage P1. Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardfehler
der relativen Expression Seneszenz-assoziierter Marker (SAA1, SAA2, IL-15, IL-6, IL-8),
die mittels qPCR in Passage P1 ermittelt wurden. Die relative Expression wurde un-
ter Verwendung der Haushaltsgens COX4I1 (Cytochrom ¢ oxidase subunit 4 isoform
1) mit Hilfe des Effizienz-korrigierten relativen Quantifizierungsmodells bestimmt. Die
Intensitdtsbestimmung wurde mit Hilfe der qPCRsoft 3.1 Software durchgefiihrt. Die an-
gegebenen Signifikanzen wurden in Anlehnung an (Pfaffl et al., 2002) mit der REST 2009
V2.0.13 Software ermittelt (*: p < 0,05, **: p < 0,01). SAA1, SAA2, IL-173, IL-6, IL-8:
n Kontrollspender: 5; n Wechselspender: 5
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4.2 Vergleich des Seneszenzverhaltens
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Abb. 4.4: Die relative Expression Seneszenz-assoziierter Marker (SAA1l: Serum Amy-
loid A 1, SAA2: Serum Amyloid A 2, IL-135: Interleukin-135, IL-6: Inter-
leukin-6, IL-8: Interleukin-8) von Kontrollspender-hMSC im Vergleich zu
‘Wechselspender-hMSC beziiglich Passage P1 im Verlauf der in vitro Kultivie-
rung. Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung der relativen Expression
Seneszenz-assoziierter Marker (SAA1, SAA2, IL-13, IL-6, IL-8), die mittels gPCR in
den unterschiedlichen Abschnitten der Kultivierung bestimmt wurden. Da die verschie-
denen Zellpopulationen eine unterschiedliche Anzahl von Passagen bis zum Eintritt des
Proliferationsstopps aufwiesen, wurde die Kultivierungsdauer fiir die vergleichende Ex-
pressionsanalyse in Anlehnung an (Ebert et al., 2015) in vier Quartale eingeteilt: P1: erste
Passage der in vitro Kultivierung; P1+nl, P1+n2 und P1+n3: Passage am Ende des ers-
ten, zweiten und dritten Quartals; Ps-1: vorletzte Passage; Ps: seneszente Passage (Pro-
liferationsstopp). Die relative Expression wurde unter Verwendung der Haushaltsgens
RPS27A (Ribosomal Protein S27a) mit Hilfe des Effizienz-korrigierten relativen Quan-
tifizierungsmodells bestimmt. Die Intensitétsbestimmung wurde mit Hilfe der qPCRsoft
3.1 Software durchgefiihrt (*: p < 0,05; student’s t-test). SAAL, SAA2, IL-15, IL-6, IL-8:
n Kontrollspender: P1, P14nl, P1+n2: 5; P1+n3, Ps-1: 4; Ps: 3; n Wechselspender: P1,
P14n2, Ps: 5; P14nl, P1+4n3: 4; Ps-1: 2.
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4.3 Vergleich der Stammzelleigenschaften

4.3. Vergleich der Stammzelleigenschaften im Verlauf der in vitro
Kultivierung

Um die Stammzell- und Seneszenzeigenschaften der hMSC der beiden Gruppen zu vergleichen, wurde
die Expression eines klassischen Stammzell-assoziierten Markers (Oct4: Octamer binding transcripti-
on factor 4) sowie klassischer Senesezenz-assoziierter Marker (p16: Cyclin-dependent kinase inhibitor
2A, PSG5: Pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5) im Verlauf der in vitro Kultivierung auf mRNA-
Ebene untersucht (s. 3.2.4).

4.3.1. Analyse des Expressionsmusters ausgewdhlter Stammzell- und
Seneszenz-assoziierter Marker im Verlauf der in vitro Kultivierung

Aufgrund des individuellen Alterungsprozesses der verschiedenen Zellpopulationen wurde zum Zwe-
cke der Vergleichbarkeit eine Einteilung der Kultivierungsdauer in Quartale vorgenommen (s. 4.2.1).
Nach densitometrischer Auswertung der semiquantitativen PCR Produkte der verschiedenen unter-
suchten Marker (Oct4, pl6 und PSG5) sowie des zugehorigen Haushaltsgens EEF1A1 (Eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1) wurde die relative Expression (Fold Change, s. 3.2.7) be-
stimmt. Es zeigte sich eine Zunahmetendenz der relativen Expression fiir alle drei untersuchten
Gene im Verlauf der Kultivierung (s. Abb. 4.5). Auffiillig war weiterhin, dass mit Ausnahme der
untersuchten Zeitpunkte P1+n2 und Ps-1 fiir p16 und Zeitpunkt P1+nl fiir PSG5 die relative Gen-
expression der Kontrollspender stets stiarker ausgeprdgt war als die der Wechselspender. In der
seneszenten Passage Ps zeigten sich nicht signifikante Mittelwertsunterschiede (statistische Aus-
wertung mit student’s t-Test) der relativen Genexpression zwischen den beiden Gruppen: Mittel-
werte + Standardabweichung: Kontrollspender vs. Wechselspender: Oct4: 1,85 4+ 1,04 vs. 1,44 + 0,45;
pl6: 9,25 £ 9,94 vs. 3,71 + 3,02; PSG5: 3,65 £+ 3,00 vs. 2,16 £ 0,98.
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Abb. 4.5: Die relative Expression Stammzell- und Seneszenz-assoziierter Marker
(Oct4: Octamer binding transcription factor 4, p16: Cyclin-dependent kina-
se inhibitor 2A und PSG5: Pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5) von
Kontrollspender-hMSC im Vergleich zu Wechselspender-hMSC im Verlauf
der in vitro Kultivierung. Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung
der relativen Expression Stammzell- und Seneszenz-assoziierter Marker (Oct4, pl6 und
PSG5), die mittels Densitometrie der semiquantitativen PCR Produkte in den unter-
schiedlichen Abschnitten der Kultivierung quantifiziert wurden. Da die verschiedenen
Zellpopulationen eine unterschiedliche Anzahl von Passagen bis zum FEintritt des Pro-
liferationsstopps aufwiesen, wurde die Kultivierungsdauer fiir die vergleichende Expres-
sionsanalyse in Anlehnung an (Ebert et al., 2015) in vier Quartale eingeteilt: P1: erste
Passage der in vitro Kultivierung; P14+nl, P14+n2 und P1+n3: Passage am Ende des
ersten, zweiten und dritten Quartals; Ps-1: vorletzte Passage; Ps: seneszente Passage
(Proliferationsstopp). Die densitometrisch ermittelte Intensitét der Genexpression wurde
zuniichst mit Hilfe der Intensitét des zugehorigen Haushaltsgens EEF1A1 (Eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1) normiert und anschlieend in Bezug zu der re-
lativen Expression in Passage P1 gesetzt. Die Intensitdtsbestimmung wurde mit Hilfe
der ImageJ 1.48v Software durchgefiihrt. Statistische Auswertung mit student’s t-Test.
Oct4, pl6, PSG5: n Kontrollspender: P1, P1+nl, P1+n2: 5; P14+n3, Ps-1: 4; Ps: 3;
n Wechselspender: P1, P14n2, Ps: 5; P1+nl, P1+n3: 4; Ps-1: 2.
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4.4  Vergleich der in vitro Differenzierungskapazitét

4.4. Vergleich der in vitro Differenzierungskapazitat

Um die Differenzierungskapazitit der hMSC der beiden Gruppen zu vergleichen, wurden die Zel-
len zwei Wochen adipogen bzw. osteogen differenziert und anschlieBend die Expression klassischer
Marker fiir die adipogene Differenzierung (FABP4: Fatty acid binding protein 4, LPL: Lipoprotein-
lipase und PPAR~2: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 2) und die osteogene Diffe-
renzierung (ALP: Alkalische Phosphatase, OC: Osteocalcin und OP: Osteopontin) auf mRNA-Ebene
ausgewertet (s. 3.2.7). AuBerdem dienten spezifische Fiarbungen (adipogen: Olrot O-Firbung nach
dreiwdchiger Differenzierung, osteogen: Alizarin Rot S-Férbung nach vierwochiger Differenzierung)

zur weiteren Beurteilung der Differenzierungsfihigkeit (s. 3.3.1 und 3.3.2).

4.4.1. Adipogene Differenzierung

Die wihrend der zweiwdchigen Differenzierungsphase mit konventionellem MSC-Kulturmedium ver-
sorgten Zellkulturen der einzelnen Spender (undifferenzierte Kontrollen) exprimierten allesamt keinen
der untersuchten adipogenen Marker (FABP4, LPL, PPAR~2). Daher konnte die densitometrisch
ermittelte Intensitdt der Genexpression der differenzierten Probe nicht in das Verhéltnis zur zu-
gehorigen undifferenzierten Probe (sog. Fold Change als relative Mafizahl fiir die Vervielfiltigung
der Genexpression) gesetzt werden (s. 3.2.7). Alternativ wurde die ermittelte Intensitét der differen-
zierten Probe auf die zugehorige Intensitit des Haushaltsgens EEF1A1 bezogen. Auffillig hierbei war,
dass beziiglich aller untersuchten adipogenen Marker die so ermittelte Maflzahl der Kontrollspender
signifikant hoher war als die der Wechselspender (Mittelwerte + Standardabweichung: Kontroll-
spender vs. Wechsespender: FABP4: 3,47 + 1,63 vs. 1,18 £+ 0,72 *: p < 0,05; LPL: 3,28 + 0,86 vs.
2,14 + 0,62 *: p < 0,05; PPAR~2: 1,68 + 0,60 vs. 0,61 + 0,39 **: p < 0,01; student’s t-test;
s. Abb. 4.6).

Nach dreiwochiger adipogener Differenzierung, anschliefender Farbung und digitaler Auswertung
zeigte sich ein nicht signifikanter Mittelwertsunterschied (statistische Auswertung mit student’s t-Test)
des mittels Olrot O gefirbten Flichenanteils zwischen den beiden Gruppen (Mittelwerte + Standard-
abweichung: Kontrollspender vs. Wechselspender: 19,35 4 3,89% vs. 14,05 £ 4,14%). Auff#llig hierbei

war eine hohe Variabilitit zwischen den einzelnen Spendern (s. Abb. 4.7).
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Verhéltnis der densitometrisch bestimmten
Intensitéten bei adipogener Differenzierung

zum Haushaltsgen EEF1A1

FABP4 LPL PPARy2

m Kontrollspender ® Wechselspender

Abb. 4.6: Die Expressionsstiirke klassischer adipogener Marker (FABP4: Fatty acid bin-
ding protein 4, LPL: Lipoproteinlipase und PPAR~2: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma 2) von Kontrollspender-hMSC im Vergleich
zu Wechselspender-hMSC bei adipogener Differenzierung. Abgebildet sind
die Mittelwerte + Standardabweichung der Expressionsstirke adipogener Marker
(FABP4, LPL, PPAR~2), die mittels Densitometrie der semiquantitativen PCR Produkte
von differenzierten Proben quantifiziert wurden. Da sdmtliche undifferenzierten Kontrol-
len die untersuchten adipogenen Marker nicht exprimierten, wurde zur Beurteilung der
Expressionsstérke die densitometrisch ermittelte Intensitét eines adipogenen Markers der
differenzierten Probe auf die Intensitéit des zugehorigen Haushaltsgens EEF1A1 (Euka-
ryotic translation elongation factor 1 alpha 1) bezogen. Die Intensititsbestimmung wurde
mit Hilfe der ImageJ 1.48v Software durchgefiihrt (*: p < 0,05, **: p < 0,01; student’s
t-test). FABP4, LPL, PPAR~2: n Kontrollspender = 7; n Wechselspender = 7.
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Abb. 4.7: Die adipogene Differenzierungsfihigkeit von Kontrollspender-hMSC im Ver-
gleich zu Wechselspender-hMSC. A Abgebildet sind die mit Hilfe von Olrot O
gefirbten intrazelluldren Lipidvesikel der Mesenchymalen Stammzellen, die drei Wo-
chen durch Zugabe eines entsprechenden Differenzierungsmediums kultiviert wurden (je
ein exemplarischer Ausschnitt, 10 fache Vergréfierung). B Softwaregestiitzte Quantifi-
zierung der mit Hilfe des Farbstoffes angefarbten Lipidvesikel. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Es wurden jeweils 8 Bilder mit Hilfe des
automatischen Messprogrammes der AxioVision Rel. 4.8 Software analysiert. Statistische
Auswertung mit student’s t-Test. N Kontrollspender = 5; n Wechselspender = 5.
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4.4.2. Osteogene Differenzierung

Nach densitometrischer Auswertung der semiquantitativen PCR Produkte der verschiedenen unter-
suchten osteogenen Marker (ALP, OC und OP) sowie des zugehérigen Haushaltsgens EEF1A1 in den
undifferenzierten und differenzierten Proben wurde die relative Expression (Fold Change, s. 3.2.7) be-
stimmt. Auffillig hierbei war, dass beziiglich aller untersuchten osteogenen Marker die so bestimmte
relative Vervielféltigung der Kontrollspender héher war als die der Wechselspender (nicht signifi-
kant, statistische Auswertung mit student’s t-Test). (Mittelwerte + Standardabweichung: Kontroll-
spender vs. Wechselspender: ALP: 4,11 £ 1,11 vs. 2,18 + 0,50; OC: 0,67 &+ 0,44 vs. 0,18 £ 0,10;
OP: 2,14 + 0,49 vs. 1,15 4+ 0,82; s. Abb. 4.8).

Nach vierwochiger osteogener Differenzierung, anschlieBender Farbung und digitaler Auswertung
zeigte sich ein nicht signifikanter Mittelwertsunterschied (statistische Auswertung mit student’s t-
Test) des mittels Alizarin Rot S gefiarbten Flichenanteils zwischen den beiden Gruppen (Mittel-
werte £ Standardabweichung: Kontrollspender vs. Wechselspender: 35,34 + 10,31% vs. 30,81 & 7,94%).
Auffillig war eine hohe Variabilitit zwischen den einzelnen Spendern (s. Abb. 4.9).
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Abb. 4.8: Die Expressionsstirke klassischer osteogener Marker (ALP: Alkalische Phos-
phatase, OC: Osteocalcin und OP: Osteopontin) von Kontrollspender-hMSC
im Vergleich zu Wechselspender-hMSC bei osteogener Differenzierung. Abge-
bildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung der relativen Vervielfiiltigung (Fold
Change) osteogener Marker (ALP, OC, OP), die mittels Densitometrie der semiquan-
titativen PCR Produkte von differenzierten und undifferenzierten Proben quantifiziert
wurden. Nach Normierung der densitometrisch ermittelten Intensitéit eines osteogenen
Markers auf die Intensitéit des zugehorigen Haushaltsgens EEF1A1 (Eukaryotic transla-
tion elongation factor 1 alpha 1) wurde der sog. Fold Change (relative Vervielfiltigung)
als Verhéltnis der differenzierten zu der undifferenzierten Probe ermittelt. Die Inten-
sitdtsbestimmung wurde mit Hilfe der ImageJ 1.48v Software durchgefiihrt. Statisti-
sche Auswertung mit student’s t-Test. ALP: n Kontrollspender: 2; n Wechselspender: 3;
OC und OP: n Kontrollspender: 4; n Wechselspender: 3.
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4.4  Vergleich der in vitro Differenzierungskapazitét
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Abb. 4.9: Die osteogene Differenzierungsfihigkeit von Kontrollspender-hMSC im Ver-
gleich zu Wechselspender-hMSC. A Abgebildet ist die mit Hilfe von Alizarin Rot S
gefirbte mineralisierte extrazelluldre Matrix der Mesenchymalen Stammzellen, die vier
Wochen durch Zugabe eines entsprechenden Differenzierungsmediums kultiviert wurden
(je ein exemplarischer Ausschnitt, 10 fache Vergrofierung). B Softwaregestiitzte Quantifi-
zierung der mit Hilfe des Farbstoffs angefarbten mineralisierten Extrazelluldrmatrix. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Es wurden jeweils
8 Bilder mit Hilfe des automatischen Messprogrammes der AxioVision Rel. 4.8 Soft-
ware analysiert. Statistische Auswertung mit student’s t-Test. N Kontrollspender = 5;
n Wechselspender = 4.

43



5 Diskussion

5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Untersuchung des in vitro Wachstumsverhaltens zeigte fiir die Wechselspender-hMSC einen
Trend zu eingeschrankter Proliferationskapazitét. Sie erreichten zum einen eine geringere Gesamt-
Kumulative-Populationsverdopplung (KPD) und zum anderen war ihre Kulturdauer/Anzahl der Pas-
sagen bis zum Proliferationsstopp reduziert (nicht signifikante Unterschiede). Auflerdem konnte mit
Hilfe von Genexpressionsanalysen auf mRNA-Ebene das Vorhandensein einer proinflammatorischen
Priagung zu Beginn der Kultivierung (Passage P1) nachgewiesen werden. Hierbei zeigten Seneszenz-
und Inflammations-assoziierte Gene (SAAI: Serum Amyloid A 1, SAA2: Serum Amyloid A 2
IL-15: Interleukin-18, IL-6: Interleukin-6, IL-8: Interleukin-8) eine im im Vergleich zu Kontrollspender-
hMSC verstéirkte Expression. Im Rahmen der Zellalterung konnte anhand des Verlaufs dieser Mar-
ker die Ausbildung eines Seneszenz-assoziierten proinflammatorischen Phanotyps (SASP) in beiden
Gruppen beobachtet werden. Weitere Seneszenzmarker (pl6: Cyclin-dependent kinase inhibitor 24,
PSG5: Pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5) bestiitigten durch Expressionszunahme wéihrend
des Kultivierungsprozesses die gruppengleiche Seneszenzentwicklung. Auch die Untersuchung eines
klassischen Stammazellmarkers (Oct4: Octamer binding transcription factor 4) zeigte das dauerhafte
(gruppengleiche) Vorhandensein dieser Eigenschaft iiber die gesamte Lebensspanne der hMSC. Im
Rahmen von Differenzierungsversuchen konnte weder ein adipogenes noch ein osteogenes Differenzie-
rungsdefizit nachgewiesen werden. Zwar zeigten die Wechselspender-hMSC eine signifikant niedrigere
Expression adipogener Marker (FABP4: Fatty acid binding protein 4, LPL: Lipoproteinlipase und
PPAR~2: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 2); in der zusitzlich durchgefiithrten
spezifischen Olrot O-Fiarbung konnte jedoch lediglich eine tendenziell geringere adipogene Differen-
zierungsfihigkeit beobachtet werden. Beziiglich der osteogenen Differenzierung konnte weder auf
mRNA-Ebene (osteogene Marker: ALP: Alkalische Phosphatase, OC: Osteocalcin und OP: Osteo-
pontin) noch mit Hilfe der spezifischen Alizarin Rot S-Férbung ein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen festgestellt werden. Allerdings zeigte sich auch hier ein Trend zu einer weniger

stark ausgepréigten osteogenen Differenzierung der Wechselspender-hMSC.

5.2. Diskussion der Methoden

5.2.1. Definition des Patientenkollektivs

Um geeignetes Spendermaterial fiir die experimentellen Untersuchungen gewinnen zu kénnen, wurden
zunéchst Kriterien fiir den Einschluss von Patienten in die beiden Gruppen definiert. Da die Implan-
tation von Hiift- und Kniegelenksendoprothesen zahlenméfig mit Abstand am h&ufigsten durch-
gefithrt wird, wurden Operationen an diesen beiden Gelenken als besonders relevant im Sinne der
Patienten eingestuft. Patienten, die sich einer Revisionsoperation an einem dieser beiden Gelen-
ke aufgrund einer aseptischen Prothesenlockerung unterziehen mussten, wurden als Wechselspender
definiert. Die Beurteilung, ob es sich bei der vorliegenden Lockerung tatséchlich um ein asepti-

sches Geschehen handelte, wurde auf der einen Seite durch objektive Parameter (z.B. Bildgebung,
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Laborwerte), auf der anderen Seite durch die (intraoperative) Einschétzung sehr erfahrener Opera-
teure durchgefithrt. Wurde hierbei der Verdacht eines septischen Geschehens geduflert, war dies ein
Ausschlussgrund. Als Kontrollspender dienten nur Patienten, denen primér eine Hiiftendoprothese
implantiert wurde. Diese artifizielle Definition einer Kontrollgruppe wurde u.a. aufgrund der Verfiig-
barkeit von menschlichen Gewebeproben durchgefiihrt. Die Vergleichbarkeit von hMSC aus diesen
unterschiedlichen Lokalisationen (Hiifte und Knie) wurde im Rahmen dieser Arbeit angenommen
und stellt eine mogliche Limitation dar. Ein Patientenkollektiv, welches Patienten mit einer nicht-
gelockerten Prothese beinhaltet, die gemé&fl des Alters und der Prothesenstandzeit mit den Wechsel-
spendern korreliert sind, wére als alternative Kontrollgruppe iiberzeugender. Aufgrund der fehlenden
Verfiigbarkeit (eine extra durchzufithrende invasive Probenentnahme bei gesunden Patienten wire
hierfiir notwendig) wurde dieses Vorgehen jedoch ausgeschlossen. Aus der geringen Anzahl der zur
Verfiigung stehenden Patientenproben ergab sich eine weitere Limitation der Studie. Dennoch konn-
ten anhand der durchgefiihrten Experimente Tendenzen in der Ausprigung der unterschiedlichen
regenerativen Eigenschaften abgeleitet werden, die als Grundlage fiir das Verstédndnis eines solchen
Lockerungsprozesses dienen kénnen. Aufgrund des Studiendesigns ist eine Kausalitdtsbetrachtung
mit den erhobenen Daten nicht méglich. Ob mégliche Unterschiede zwischen den beiden Gruppen Ur-
sache oder Folge einer aseptischen Prothesenlockerung sind, ist somit mit Hilfe der durchgefiihrten in
vitro Versuche nicht beantwortbar. Eine hierfiir notwendige longitudinale Betrachtung/Untersuchung
von Patienten vom Zeitpunkt einer priméren Prothesenimplantation bis zum moglichen Auftreten
einer aseptischen Prothesenlockerung war im Rahmen dieser (zeitlich begrenzten) Arbeit nicht um-

setzbar.

5.2.2. Isolierung und in vitro Kultivierung/Differenzierung von hMSC

Die Isolation der hMSC fand aus intraoperativ gewonnenem Material statt, das im Rahmen der Vor-
bereitung auf die Prothesenimplantation anfiel (s. 3.1.1). Hierbei handelte es sich um Spongiosa, die
z.B. aus der Hiiftpfanne oder der Femurmetaphyse stammte. Eine enger definierte Vorgabe des Ent-
nahmeortes war nicht moglich, da im Sinne des Patienten keine zusétzliche Probenentnahme durch-
gefithrt wurde. Dementsprechend wurden die so gewonnenen Zellen als Reprisentanten der lokalen
und fiir die Fixierung der Prothese relevanten hMSC-Nische angesehen. Das steril verpackte Mate-
rial wurde unter Laborbedingungen keimfrei weiterverarbeitet und die daraus extrahierten Zellen in
definierten Zellzahlen in Zellkulturflaschen ausgesit. Die weitere Kultivierung fand unter standar-
disierten Bedingungen statt (u.a. konstante Inkubationsbedingungen, regelméfiger Austausch der
Zellkulturmedien, wachstumsabhingige Passagierung mit erneuter Aussaat definierter Zellzahlen).
Zur Beschreibung des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden im Laufe der Passagierung nicht nur
RNA-Proben gewonnen, sondern auch die KPD mit Hilfe mikroskopisch bestimmter Zellzahlen er-
mittelt. Die optische Auswertung unter Verwendung einer Zahlkammer erscheint angesichts bereits
verfiigharer technischer Zéhlgerite ungenau, konnte jedoch durch Mittelung mehrerer Zéhlergebnisse
zufriedenstellend angewendet werden.

Die artifizielle adipogene und osteogene Differenzierung der Zellen wurde mit etablierten Medien-

zuséitzen iiber einen festgelegten Zeitraum durchgefithrt. Aulerdem wurden Kontrollproben als Refe-
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renz fiir die spétere Auswertung parallel kultiviert. Neben der Gewinnung von RNA-Proben wurden
spezifische Farbungen durchgefiithrt, mit denen die erfolgreiche Differenzierung zusétzlich beurteilt
werden konnte (s. 5.2.4).

5.2.3. mRNA-Quantifizierung

Die Isolierung der gesamt RNA wurde mittels eines kommerziellen Kits (NucleoSpin® RNA Kit
von Machery-Nagel) unter strenger Befolgung der einzelnen Arbeitsanweisungen durchgefiihrt. Zur
Vermeidung von Kontaminationen mit Fremdmaterialien und Nukleasen wurden beim Umgang mit
den Proben stets Handschuhe und sterile (Verbrauchs)materialien (Filterpipettenspitzen, Reakti-
onsgefifle, Reagenzien) verwendet. Methodenbedingt musste die mRNA in einem weiteren Schritt
zunéichst in ¢cDNA umgeschrieben werden (reverse Transkription). Hierbei handelt es sich um einen
kritischen Schritt in der Quantifizierung von mRNA | da die Effizienz der ablaufenden enzymatischen
Reaktion unbekannt ist. Auflerdem ist die gebildete cDNA-Produktmenge (Ausgangsmaterial fiir
die weitere Amplifikation) von der zuvor photometrisch bestimmten Ausgangskonzentration/-menge
abhéngig. Als mogliche Fehlerquelle kénnen somit neben Pipettierungsungenauigkeiten auch Mess-
fehler in der Konzentrationsbestimmung Auswirkungen auf die Quantifizierung haben.

Bei der semiquantitativen PCR handelt es sich um eine etablierte Methode zur Amplifikation spezifi-
scher DNA-Sequenzen. Bei der Durchfiihrung wurden sédmtliche Losungen und Proben auf Eis verar-
beitet, um mogliche enzymatische Reaktionen vor dem definierten PCR-Durchlauf zu minimieren. Die
primerspezifischen Parameter der PCR (Zyklenzahl, Annealing-Temperatur, MgCls-Konzentration)
wurden individuell ermittelt, um eine optimierte Vervielfiltigung zu erreichen. Insbesondere die
Zyklenanzahl musste so angepasst werden, dass die Amplifikation im linearen Bereich der Reaktion
stattfand und die anschlieBende Quantifizierung (s. unten) somit nicht die Plateauphase abbildete.
Mogliche Verunreinigungen der Proben wurde durch zusétzliche Negativkontrollen ausgeschlossen.
Die anschlieende Gelelektrophorese diente zur Auftrennung der gebildeten Nukleinséduresequenzen.
Zur Beurteilung der Genprodukt-Gréfie und damit der Spezifitdt der abgelaufenen PCR konnte
das entstehende Bandenmuster mit Hilfe einer zusétzlich mitlaufenden DNA-Leiter referenziert wer-
den. Die Auswertung der Bandenmuster (densitometrische Quantifizierung) erfolgte softwaregestiitzt
unter Verwendung der mittels Fluoreszenzsystem gemachten Aufnahmen. Zur Normierung wurde
hierbei ein Housekeeping-Gen verwendet, dessen Expression als stabil beschrieben ist.

Die qPCR gilt als sensitive und genaue Methode zur Quantifizierung von spezifischen DNA-Ab-
schnitten. Auch hierbei musste die vorliegende Proben-RNA zunéchst isoliert, in cDNA umgeschrie-
ben und anschliefend die qPCR mit einem entsprechenden Reaktionsmix durchgefiihrt werden (Ab-
lauf s. oben). Fiir die Auswertung wurde das Effizienz-korrigierte relative Quantifizierungsmodell
abgeleitet von der AACt-Methode angewendet (Pfaffl, 2001). Hierbei werden neben den experimen-
tell ermittelten Ct-Werten auch die Effizienzen der zugrundeliegenden (genspezifischen) Kettenre-
aktionen bendétigt. Diese miissen fiir die verschiedenen Gene zuvor durch Standardkurven mittels
unterschiedlicher Verdiinnungsstufen bestimmt werden. Dieser Mehraufwand fiithrt allerdings zur
realitétsndheren Beschreibung der tatséchlich ablaufenden Reaktion und ermdglicht somit eine ge-

nauere Interpretation. Um die Spezifitdt der abgelaufenen qPCR zu kontrollieren, wurden zum einen
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Negativkontrollen verwendet und zum anderen eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Auflerdem
wurden fiir jedes Gen drei Testansétze ausgewertet, um mogliche Messabweichungen aufgrund von
Pipettierungsungenauigkeiten zu minimieren. Die Verwendung von Housekeeping-Genen diente der

Normierung der ermittelten Messwerte.

5.2.4. Differenzierungsspezifische Farbungen und deren Auswertung

Die Farbung der adipogen, osteogen oder undifferenzierten Proben fand nach entsprechender Fixie-
rung protokollgemif statt. Hierbei wurden fiir die jeweilige Differenzierung klassische Strukturen
(adipogen: Lipidtropfen, osteogen: Kalziumhydrogenphosphat) angefirbt. Die digitale (software-
gestiitze) Auswertung wurde anhand von mehreren, reprisentativen Bildausschnitten durchgefiihrt
und ermittelte den differenzierungsspezifisch gefirbten Flachenanteil in Relation zur Gesamtflache.
Anhand der undifferenzierten Kontrollproben konnte die erfolgreiche Differenzierung (Anfirbbarkeit)
der Zielstrukturen verifiziert werden. Alternativ kann zur Quantifizierung im Rahmen der adipogenen
Differenzierung z.B. ein Adipogenesis-Assay angewendet werden. Hierbei wird die Menge des in den
Lipidtropfen gebildeten Fettes nach Herauslosen des Olrot O-Farbstoffes durch eine photometrische
Absorptionsmessung bestimmt (Kraus et al., 2016). Auch die Menge des bei der osteogenen Diffe-
renzierung gefirbten Kalziumhydrogenphosphates kann indirekt bestimmt werden. Hierzu wird der
zuvor gebundene Alizarin Rot S-Farbstoff herausgeltst und anschlieend photometrisch quantifiziert
(Stanford et al., 1995). Da im Rahmen dieser Arbeit jedoch zuniichst die Beurteilung eines méglichen
qualitativen Unterschiedes zwischen den beiden Spender-Gruppen ermdoglicht werden sollte, wurde

auf die Anwendung dieser préziseren Methoden verzichtet.

5.3. Diskussion der Ergebnisse

5.3.1. Wechselspender-hMSC besitzen tendenziell eine eingeschrinkte
Proliferationskapazitat

Um die Proliferationskapazitéit der hMSC der beiden Gruppen zu beurteilen, wurde das Wachstums-
verhalten in Kultur analysiert. Hierbei erreichten die Wechselspender-hMSC bis zum Eintritt des
Proliferationsstopps eine geringere Anzahl an KPD (s. Abb. 4.1 B). Auflerdem trat nach einer gerin-
geren Anzahl von Passagen und einer kiirzeren Kulturdauer (in Tagen) der Proliferationsstopp ein
(s. Abb. 4.2 B und C). Somit war das Verdopplungspotential und die Zeitspanne, in der die Zellen
durch Zellteilung zur Erneuerung und Regeneration des Gewebes beitragen konnen, reduziert. Da
die festgestellten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen statistisch nicht signifikant waren, kann
mit Hilfe der erhobenen Daten die Hypothese eines Proliferationsdefizites der Wechselspender-hMSC
zwar nicht bestatigt werden. Allerdings zeigt die Auspriagung der Wachstumspotential-Parameter
konsequent eine Tendenz eingeschriankter Proliferationskapazitét an.

Ein Faktor, der in diesem Zusammenhang als moglicher Grund fiir das reduzierte Wachstumspo-
tential angefiihrt werden kann, ist das Spenderalter. Allerdings zeigten die beiden Gruppen keinen

signifikanten Altersunterschied (Mittelwerte + Standardabweichung: Kontrollspender vs. Wechsel-
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spender: 65 £+ 11 Jahre vs. 70 = 7 Jahre). Auflerdem konnte bereits in einer anderen Studie gezeigt
werden, dass die Effizienz der Kolonie-Bildung durch hMSC nicht vom Alter des Spenders abhéingt
(Stenderup et al., 2001). In einer wichtigen Referenzstudie zum Thema der Rolle von hMSC im
Rahmen von Prothesenlockerungen wurde u.a. die Selbsterneuerungskapazitit untersucht. Hierbei
wurde diese Eigenschaft durch die Anzahl gebildeter Zell-Kolonien in einem sog. CFU-F (colony-
forming unit fibroblasts) assay beurteilt. Die hMSC von Revisionsoperations-Spendern zeigten dabei
63,9% weniger Zell-Kolonien als die hMSC von Kontrollspendern (diese wurden von Patienten, die
sich einer elektiven priméren Prothesenimplantation unterzogen hatten, gewonnen). Dies wurde als
Einschrinkung des Selbsterneuerungspotentials gedeutet (Margulies et al., 2015) und steht somit
nicht im Widerspruch zu den als Tendenz beobachteten Auspriagungen dieser Untersuchungsreihe.
Zu beachten ist jedoch, dass die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Wachstumseigenschaften
(Wachstumskinetik, KPD) alternative Parameter zur Beschreibung des Selbsterneuerungspotentials
waren. Sie wurden im Verlauf der Kultivierung erhoben und spiegeln somit den zeitlichen Verlauf
dieser Zelleigenschaft wider. Hingegen handelt es sich bei der Auswertung von gebildeten Zellkolonien
zu einem definierten Zeitpunkt um die momentane Ausprigung, die als Pradiktor fiir das zukiinftige

Zellverhalten postuliert wird.

5.3.2. Wechselspender-hMSC besitzen eine proinflammatorische Pragung

Die Auswertung der Genexpression zu Beginn der Kultivierung (Passage P1) zeigte, dass beziiglich
sdmtlicher Seneszenz-assoziierter Marker (SAA1, SAA2, IL-183, IL-6, IL-8) das Expressionsniveau
der Wechselspender-hMSC hsher war (s. Abb. 4.3). Es handelte sich hierbei um die Betrachtung
einer Relation, sodass die Zahlenwerte das Vielfache der Expression gegeniiber der Referenz (Ex-
pression der Kontrollspender-hMSC) widerspiegeln. Signifikante Unterschiede zeigten sich hierbei
lediglich fiir SAA1 und IL-13, was sich v.a. aus der hohen Spendervariabilitit der Messwerte ergab.
Dennoch l&sst sich hieraus ableiten, dass bei den Wechselspender-hMSC bereits am Anfang eine

proinflammatorische Prigung vorlag.

5.3.3. Langzeitkultivierung fiihrt zur Ausbildung eines Seneszenz-assoziierten
proinflammatorischen Phanotyps

Um die Vergleichbarkeit der individuellen Alterungsprozesse der verschiedenen Zellpraparationen zu
gewiihrleisten, wurde die Kultivierungsdauer in Anlehnung an (Ebert et al., 2015) in Quartale ein-
geteilt. Die Auswertung der relativen Genexpression Seneszenz-assoziierter Marker (SAA1, SAA2
IL-18, IL-6, IL-8) im Verlauf der in vitro Kultivierung wurde dementsprechend zu definierten Zeit-
punkten durchgefiihrt. Eine alternative Moglichkeit der Einteilung besteht gem#fl (Ren et al., 2013)
darin, das individuelle hMSC-Alter anhand des prozentualen Anteiles der KPD in einer bestimmten
Passage an der maximalen KPD (zum Zeitpunkt des Proliferationsstopps) zu bestimmen. Es konnte
ein charakteristischer, phasenhafter Verlauf der Genexpression von SAA1 und SAA2 nachgewiesen
werden: zuniichst kam es zu einem kontinuierlichem Anstieg der Genexpression (Maximum in Pas-
sage P14n2 bzw. P14n3) und anschlieflend zu einem Abfall (s. Abb. 4.4). Dies wurde bereits im
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Rahmen einer Untersuchung zum Einfluss von Serum Amyloid A Proteinen auf hMSC gezeigt. Hier-
bei konnte nachgewiesen werden, dass die kodierenden Gene SAA1 und SAA2 zum einen lokal in
hMSC exprimiert wurden und dass sich ihre Expression zum anderen durch eine in vitro Alterung
verstirkte. AuBerdem fiihrte die Bindung an TLR4 (Toll-like receptor 4) zur selbsterhaltenden pro-
inflammatorischen Amplifikation (Ebert et al., 2015). Beziiglich der immunmodulatorischen Cytokine
1L-13, 11-6, IL-8 konnte eine Zunahme der Expression im Verlauf der Kultivierung festgestellt wer-
den (s. Abb. 4.5). Dies kann als Hinweis gedeutet werden, dass es tatséchlich zur Ausbildung eines
SASP gekommen war. Insbesondere fiir IL-15 zeigten sich grofle Expressionsunterschiede zwischen
den beiden Gruppen, die jedoch kein signifikantes Niveau erreichten. Dies kann moglicherweise auf
die geringe Probengrofie und die Heterogenitét der einzelnen Spender-Messwerte in Kombination mit
dem sehr sensitiven Verfahren der qPCR zuriickgefiihrt werden. Eventuell ware durch eine Erh6hung
der Spenderzahl eine Minimierung der groen Fehlerbalken méglich. Auflerdem ist methodenbedingt
zu beachten, dass sich diese relativen Expressionswerte stets auf die Referenz-Expression in Passage
P1 bezogen. Da fiir diese bereits ein hoheres Expressionsniveau der Wechselspender-hMSC gezeigt

wurde (s. 5.3.2), miissen die dargestellten Differenzen relativiert werden.

5.3.4. Seneszenzentwicklung hat keinen Einfluss auf den Stammzellcharakter

Im Verlauf der in vitro Alterung zeigte die densitometrische Auswertung der semiquantitativen PCR
Produkte eine Zunahmetendenz der Seneszenzmarker pl6 (Bringold et al., 2000) und PSG5 (Endoh
et al., 2009) (s. Abb. 4.5). Dies diente als Nachweis fiir die Ausbildung eines seneszenten Zustandes
(neben dem beobachteten Wachstumsarrest). Hierbei konnten keine signifikanten Expressionsunter-
schiede zwischen den beiden hMSC-Gruppen (insbesondere in der seneszenten Passage Ps) festgestellt
werden. Somit war die Seneszenzentwicklung (bezogen auf den individuellen Alterungsprozess der
jeweiligen Zell-Priparation) gleichartig und die Hypothese eines schnelleren Alterungsprozesses der
Wechselspender-hMSC konnte nicht bestétigt werden. Die beobachtete Expressionsabnahme beider
Marker der Wechselspender-hMSC zwischen Passage P14n2 und Passage P14n3 war moglicherweise
kulturtechnisch durch Verlust seneszenter Zellen im Rahmen der Passagierung bedingt. Dennoch
blieb der Expressionszunahmetrend als Seneszenznachweis erhalten. Auch der Stammzellmarker Oct4
(der in embryonalen Stammzellen zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz notwendig ist (Nichols et
al., 1998)) zeigte im Verlauf der Kultivierung eine gering ausgeprigte Zunahmetendenz (s. Abb. 4.5).
Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden hMSC-Gruppen festgestellt.
Somit konnte nachgewiesen werden, dass die hMSC beider Gruppen ihren Stammzellcharakter im

Rahmen der Seneszenzentwicklung aufrecht erhielten.

5.3.5. Wechselspender-hMSC weisen tendenziell ein adipogenes Differen-
zierungsdefizit auf

Die Auswertung der Genexpression wihrend der adipogenen Differenzierung zeigte, dass beziiglich
samtlicher Marker (FABP4, LPL, PPAR~2) (Pittenger et al., 1999) ein signifikant héheres Expres-
sionsniveau der Kontrollspender-hMSC im Vergleich zu den Wechselspender-hMSC vorlag (s. Abb. 4.6).
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

Zu beriicksichtigen ist an dieser Stelle, dass aufgrund der fehlenden Expression der betrachteten Mar-
ker in den jeweiligen undifferenzierten Kontrollproben die Ermittlung einer relativen Vervielfdltigung
(Fold Change, s. 3.2.7) nicht moglich war. Daher wurde eine alternative Mafizahl definiert (Inten-
sitdtsverhéltnis des adipogenen Markers zum zugehorigen Haushaltsgen in der entsprechenden adipo-
gen differenzierten Probe), die zum Vergleich der beiden Gruppen herangezogen wurde. Die anschau-
liche quantitative Interpretation der Zahlenwerte als relative Vervielfdltigung der Genexpression im
Zuge der Differenzierung war somit nicht moéglich - die Ableitung der qualitativen Aussage, dass die
Wechselspender-hMSC im Vergleich eine geringere Genexpression aufwiesen, hingegen schon. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit denen von (Margulies et al., 2015), die im Rahmen einer adipogenen
Differenzierung von hMSC eine signifikant geringere FABP4-Expression von Revisionsspendern im
Vergleich zu Kontrollspendern nachweisen konnten. Zusétzlich zeigten die Revisions-hMSC in dieser
Studie nach Zugabe eines adipogenen Differenzierungsmediums eine geringere Anzahl an Adipozyten
als weiteres Indiz fiir ein adipogenes Differenzierungsdefizit.

Die Olrot O-Firbung intrazellulirer Lipidvesikel wies zum einen die erfolgreiche adipogene Differen-
zierung nach. Zum anderen zeigte die softwaregestiitzte Quantifizierung, dass die Wechselspender-
hMSC eine geringere Differenzierungskapazitiit besalen (s. Abb. 4.7). Dieser festgestellte Mittel-
wertsunterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Zusammengefasst lieferten die beiden un-
terschiedlichen experimentellen Nachweismethoden fiir die adipogene Differenzierung somit diskre-
pante Ergebnisse. Zwar konnte mit Hilfe der Féarbung eine mit der Genexpressionsanalyse gleichsin-
nige Auspriagung eines adipogenen Differenzierungsdefizites der Wechselspender-hMSC festgestellt
werden. Aufgrund der Varibiltét der einzelnen Werte konnte hierbei jedoch kein signifikanter Un-
terschied gezeigt werden. Somit konnen die Ergebnisse lediglich als Tendenz einer eingeschrénkten

adipogenen Differenzierungsfihigkeit gedeutet werden.

5.3.6. Wechselspender-hMSC weisen tendenziell ein osteogenes Differen-
zierungsdefizit auf

Nach Abschluss der osteogenen in vitro Differenzierung zeigte die Auswertung der Genexpressi-
on, dass beziiglich sdamtlicher Osteoblasten-Marker (ALP, OC, OP) (Noth et al., 2002) ein hheres
Expressionniveau der Kontrollspender-hMSC im Vergleich zu den Wechselspender-hMSC vorlag
(s. Abb. 4.8). Die ermittelten Werte fiir den Fold Change zeigten sowohl fiir ALP als auch fiir
OP eine Zunahme der Genexpression im Zuge der osteogenen Differenzierung (Fold Change > 1).
Fiir den Mineralisierungsinhibitor OC hingegen wurde eine Abnahme der Genexpression festgestellt
(Fold Change < 1). Ebenso konnten (Margulies et al., 2015) eine signifikant verringerte OC Ex-
pression von Revisionsoperations-hMSC gegeniiber Kontroll-hMSC feststellen. Aulerdem zeigten
Revisions-hMSC im Rahmen der Differenzierung auch eine Abnahme des Expressionsniveaus dieses
Markers (Fold Change < 1). Die gefundenen Expressions-Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
waren statistisch nicht signifikant, sodass die Hypothese eines osteogenen Differenzierungsdefizites an
dieser Stelle nicht bestétigt werden kann. Als Limitation ist insbesondere die geringe Probenanzahl
zu erwahnen, die einen moglicherweise tatsédchlich vorliegenden Expressionsunterschied verschleiert

haben konnte.
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5.4 Ausblick

Die Alizarin Rot S-Farbung der mineralisierten Extrazelluldrmatrix wies zum einen die erfolgreiche
osteogene Differenzierung nach. Zum anderen zeigte die softwaregestiitzte Quantifizierung, dass die
Wechselspender-hMSC eine geringere Differenzierungskapazitit besafien (s. Abb. 4.9). Dieser fest-
gestellte Mittelwertsunterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Zusammengefasst lieferten
die beiden unterschiedlichen experimentellen Nachweismethoden fiir die osteogene Differenzierung
somit keinen signifikanten Hinweis fiir ein osteogenes Differenzierungsdefizit sondern lediglich eine
Tendenz in diese Richtung. Dies steht somit nicht im Widerspruch mit den Ergebnissen von (Mar-
gulies et al., 2015). Dabei wurde das Auftreten von signifikant weniger ALP-positiven Kolonien und
die reduzierte Mineralisation im Rahmen einer osteogenen Differenzierung als osteogenes Defizit der

Revisionsoperations-hMSC gewertet.

5.4. Ausblick

Die experimentell erhobenen Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die hMSC von Patienten mit
aseptischer Prothesenlockerung eine tendenziell geringere regenerative Kapazitit als Vergleichs-
hMSC aufwiesen. Dies kann als Indiz fiir eine Beteiligung dieser Zellen im Rahmen eines solchen
Lockerungsprozesses gedeutet werden. Ob die eingeschriankten Zellfunktionen jedoch Ursache oder
Folge dieses Verbindungsverlustes von Implantat und Knochen ist, kann mit den beschriebenen Da-
ten nicht beurteilt werden. Notig sind daher weitere (prospektive) Untersuchungen der Eigenschaften
der hMSC-Nische z.B. zum Zeitpunkt der priméren Prothesenimplantation, um einen moéglichen kau-
salen Zusammenhang mit dem Auftreten einer spiteren aseptischen Lockerung zu bestéitigen oder
zu negieren. Zukiinftig konnten dann anhand der regenerativen Kapaztidt der hMSC-Nische eines
Patienten mogliche Pradiktoren abgeleitet werden, mit deren Hilfe das Risiko fiir eine spétere Pro-
thesenlockerung abgeschétzt werden kann. Als klinische Anwendung wére z.B. ein intraoperativer
Schnelltest der patienteneigenen hMSC-Nische denkbar, aus deren Ergebnis sich Konsequenzen fiir
die primiire Prothesenversorgung (z.B. Auswahl des Prothesenmaterials und dessen Beschichtung,
Art der Verankerung: zementiert vs. nicht-zementiert, Operationstechnik) ergeben. Aber auch im
Rahmen einer bereits eingetretenen Lockerung kénnte z.B. eine gezielte (medikamentése) Beeinflus-
sung genutzt werden, um diese regenerativen Zelleigenschaften aufrechtzuerhalten bzw. wiederher-
zustellen. All dies kénnte das Ergebnis einer Revisions-Operation verbessern und so dem Wohle des

Patienten zu Gute kommen.
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6 Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Trotz stédndiger Weiterentwicklung der modernen Endoprothetik (z.B. auf dem Gebiet verwende-
ter Materialien) weist ein kiinstliches Gelenk auch heute noch eine begrenzte Haltbarkeit auf. Ins-
besondere die Versorgung jiingerer (aktiver) Patienten fithrt in Kombination mit der steigenden
Lebenserwartung dazu, dass immer &fter die Prothesenstandzeit aufgebraucht und ein komplizierter
Revisionseingriff notwendig wird. Hierbei ist die aseptische Prothesenlockerung der hiufigste Grund
fiir den Austausch eines Implantates (bei Hiift- und Kniegelenksendoprothesen). Es kommt zu einem
Verbindungsverlust zwischen Implantat und umgebenden Knochen, was zu klinischen Symptomen
fithren kann (vorrangig Schmerzen). Das Knochenmark des betreffenden Knochens enthélt humane
Mesenchymale Stammzellen (hMSC), die zur Aufrechterhaltung und Regeneration des Bindegewe-
bes u.a. des Knochens selbst beitragen. Ob diese Zellen z.B. durch ein Proliferations- oder Differen-
zierungsdefizit eine Rolle in der Atiologie einer aseptischen Prothesenlockerung spielen, ist bisher
nicht abschliefend geklért. Daher erscheint die Untersuchung eines moglichen kausalen Zusammen-
hanges im Sinne des Patientenwohles von hoher (klinischer) Relevanz.

In der vorliegenden Arbeit wurde die regenerative Kapazitdt von hMSC von zwei Spendergruppen
untersucht und verglichen: Als Wechselgruppe dienten Patienten, bei denen es zu einer aseptischen
Prothesenlockerung und der Notwendigkeit eines Revisionseingriffes (Wechseloperation) gekommen
war. Patienten, denen primir eine Hiift- oder Kniegelenksendoprothese eingesetzt wurde, bildeten
die Kontrollgruppe. Zur Beurteilung der Eigenschaften der hMSC wurde zum einen das Wachstums-
und Alterungsverhalten in Kultur zum anderen die in vitro Differenzierungskapazitit untersucht.
Die Auswertung des Wachstumsverhaltens der beiden Gruppen zeigte, dass die Wechselspender-
hMSC eine tendenziell geringere Proliferationskapazitéit als die Kontrollspender-hMSC aufwiesen (ge-
ringere Anzahl an Tagen und Passagen bis zum Erreichen des Proliferationsstopps, geringere Gesamt-
Kumulative-Populationsverdopplung). Bereits zu Beginn der Kultivierung (Passage P1) war eine
erhohte relative Expression der untersuchten Seneszenz-assoziierten Marker (SAA1, SAA2, IL-15,
IL-6, IL-8) der Wechselspender-hMSC in Relation zu den Kontrollspender-hMSC als Hinweis auf eine
proinflammatorische Pragung nachweisbar. Auflierdem konnte anhand des Verlaufs dieser Marker die
gruppengleiche Ausbildung eines Seneszenz-assoziierten proinflammatorischen Phénotyps (SASP)
beobachtet werden. Weitere Stammzell- und Seneszenz-assoziierte Marker (Oct4, pl6, PSGH) zeig-
ten die Entwicklung einer zelluldren Seneszenz und die Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters
wihrend des Zellalterungsprozesses an. Im Rahmen der in vitro Differenzierung konnte der Trend
einer geringeren Expression adipogener (FABP4, LPL, PPAR~2) und osteogener Marker (ALP,
OC, OP) von Wechselspender-hMSC nachgewiesen werden. Auch die Quantifizierung spezifischer
Farbungen lief§ eine Neigung in Richtung eines Differenzierungsdefizit erkennen, welches sich jedoch
nicht als statistisch signifikant darstellte.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit die Erkenntnis, dass die regenerative Kapazitit von
hMSC von Patienten mit einer aseptischen Prothesenlockerung im Vergleich zu Kontroll-Patienten
tendenziell geringer ausféllt. Dies kann als Ursache aber auch als Folge eines solchen Lockerungs-
prozesses gewertet werden. Somit dienen die gewonnenen Ergebnisse als Grundlage fiir weiterfithrende
Untersuchungen, die den Stellenwert von hMSC bei der Ausbildung einer aseptischen Prothesen-

lockerung beleuchten.
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