1. Einleitung

1.1 Biologie des Gelenkknorpels

Hyaliner Gelenkknorpel ist ein hochspezialisiertes und von seinem
ultrastrukturellen Aufbau einzigartiges Gewebe, das die glatte und
belastungsaufnehmende Oberflache der artikulierenden Knochen in echten
Gelenken Uberzieht. Zusammen mit unmittelbar den Gelenkbinnenraum
begrenzenden Strukturen, der Synovialmembran und -—flissigkeit, sowie
weiteren das Gelenk umgebenden Strukturen, der Gelenkkapsel und dem
subchondralen Knochen, bildet der Gelenkknorpel eine funktionelle Einheit. Die
auf diese funktionelle Einheit einwirkende Muskulatur und der
Kapselbandapparat dienen nicht nur einer stabilen GelenkfiUhrung und der
mechanischen Protektion, sondern ermoglichen bei Bewegung und Belastung
eine gleichmalige Kraftubertragung und eine suffiziente Versorgung des
Knorpels mit Nahrstoffen. Aufgrund seines ultrastrukrurellen Aufbaus und seiner
makromolekularen Komposition besitzt Gelenkknorpel stoRdampfend-elastische
Eigenschaften, ermoglicht somit eine optimale Kraftibertragung auf den
subchondralen  Knochen und gewahrleistet zusammen mit der
Synovialflissigkeit ein nahezu friktionsloses Gleiten der artikulierenden
Gelenkoberflachen bei Bewegung (Buckwalter, 2002).

Adulter hyaliner Gelenkknorpel ist eine anervale, alymphatische und avaskulare
Matrix, die von einer kleinen grofRtenteils postmitotischen in ihr verteilten
Zellpopulation, den Chondrozyten, synthetisiert wird. Die Chondrozyten selbst
stellen damit das aktive Element dar und sind fur die lebenslange Homdostase
des Gelenkknorpels verantwortlich (Muir, 1995). Wahrend juveniler
Gelenkknorpel noch zum Teil Uber Blutgefale aus dem subchondralen
Knochen versorgt wird, ist der ausgereifte Gelenkknorpel, nach Ausbildung der
Verkalkungszone, von diesen abgeschnitten, so dass seine Ernahrung
ausschlief3lich durch Diffusion vom Gelenkspalt erfolgt (Metz, 2001).
Biochemisch besteht Gelenkknorpel aus Chondrozyten (1 - 10%) und
Extrazellularmatrix (EZM, 90%), welche sich auf supramolekularer Ebene in
einen kollagenen und einen nicht kollagenen Anteil aufspalten Iasst. Die EZM



besteht zum grofldten Teil aus Wasser, das in grofder Menge durch hydrophile
Proteoglykane gebunden wird (Tab. 1).

Der kollagene Anteil der EZM wird hauptsachlich aus einem Netzwerk von
Kollagen Il aber auch anderen Kollagenen, wie V, VI, IX und Xl, gebildet
(Bruckner et al., 1994; Burgeson und Nimni, 1992). Diese Kollagene bilden
neben dem gebundenen Wasser den Hauptbestandteil der EZM, wobei
Kollagen Il mit Uber 90% das dominierende und knorpelspezifische Kollagen
darstellt. Andere Kollagen-Typen, wie X, | und Ill, werden im Gelenkknorpel in
der Regel nur bei pathologischen Prozessen in nennenswerten Mengen
synthetisiert (Gebhard et al., 2003).

Bestandteile Anteil in %
e Chondrozyten 1-10
o Wasser 70 -80
e Kollagen 12-14
-Typll 10-12
-Typ IX ca. 1
-Typ Xl ca. 1
e Proteoglykane 7-9
e Mineralsubstanzen <4
o Matrixproteine <1

Tab. 1: Zusammensetzung des Gelenkknorpels (nach Metz, 2001).

Die nicht kollagene Komponente der EZM besteht grof3tenteils aus hochgradig
sulfatierten Proteoklykanen, die im Verbund mit Hyaluronsaure und Link Protein
grol3e polyanionische, hydrophile Aggregate bilden. Proteoglykane bestehen zu
95% aus Chondroitinsulfat, Hyaluronsaure und Keratansulfat, wobei das grofite
und am haufigsten vertretene Proteoglykan des Gelenkknorpels, mit mehr als
100 Chondroitinsulfat- und Keratansulfatketten, als Aggrekan bezeichnet wird
(Carney und Muir, 1988).

Diese spezifische Zusammensetzung der EZM spiegelt sich in den
mechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels wieder, wobei das
Kollagennetzwerk mafligeblich zur Dehnbarkeit beitragt und so die visko-
elastische Expansion der wasserbindenden Aggrekan-Komplexe verhindert,
was dem Gelenkknorpel eine hohe Kompressionssteifigkeit verleiht (Maroudas,
1976; Athanasion et al., 1991). Unter Kompression zeigt sich der Knorpel
verformbar, erlangt seine Elastizitat aber umgehend wieder wenn freies Wasser



durch hydrophile Aggrekan-Aggregate in der EZM gebunden werden (Carney
und Muir, 1988). Die extrazellulare Matrix des Gelenkknorpels enthalt noch eine
grofRe Anzahl anderer Komponenten, die zur Koharenz der EZM und Regulation
der Zellfunktion beitragen. Nicht aggregierende Proteoglykane, wie Dekorin und
Fibromodulin, sind vermutlich fur die Fibrillogenese der Kollagene, Kollagen-
Kollagen/-Proteoglykan Interaktionen und das Binden von Wachstumsfaktoren
entscheidend. Andere Matrixproteine die in der EZM gefunden werden,
einschlieBlich Fibronektin, cartilage matrix protein und cartilage oligomeric
protein (COMP), sind an der Regulation der Genexpression und der Ausbildung
eines chondrogenen Phanotyps in der Knorpelentstehung beteiligt (Roughley
und Lee, 1994; Dourado et al., 1996).

Histomorphologisch und von seiner biochemischen Zusammensetzung Iasst
sich der Gelenkknorpel von der Gelenkoberflache bis auf den subchondralen

Knochen in 4 Zonen unterteilen (Abb. 1).

Zone | (Tangentialzone)

Zone |l (Ubergangszone)

Zone Il (Radiarzone)

Tidemark ---------—--—-

Zone IV (Mineralisierungszone)

subchondraler Knochen

Abb. 1: Schematische Darstellung der Zonen des hyalinen Gelenkknorpels (nach Rudert und
Wirth, 1997).



In der relativ schmalen oberflachlichen Tangentialzone (I) sind die
Chondrozyten flach und parallel zur Oberflache angeordnet und folgen damit in
etwa der trajektoriellen Ausrichtung der Kollagenfasern. Der Zellgehalt ist beim
Erwachsenen niedrig, ebenfalls der Proteoglykangehalt wobei der Anteil an
Kollagenfibrillen hoch ist. Die Knorpeloberflache wird von einer sehr dunnen
azellularen Schicht aus Kollagenfibrillen (Lamina splendens) zum Gelenkraum
abgeschlossen.

In der Ubergangszone (II) finden sich eher rundliche Chondrozyten ohne
spezielle Ausrichtung im sich Uberschneidenden Kollagenfasergerust. Der
Proteoglykangehalt ist hdher als in den oberflachlichen Anteilen.

Die Radiarzone (lll) ist die breiteste hyaline Knorpelschicht. Hier sind die Zellen
saulenartig und parallel zu den radiar zur Gelenkflache stehenden
Kollagenfasern angeordnet. Es findet sich ein hoher Proteoglykangehalt. Vor
dem Ubergang zur Mineralisierungszone (IV) befindet sich die ,Tidemark®, die
einen Ubergang zu der kalzifizierenden Zone des Gelenkknorpels markiert.

In der Mineralisierungszone (IV) finden sich in die EZM eingelagerte
Kalziumkristalle und blasig aufgetriebene Chondrozytennester mit Hinweisen
auf apoptotische Vorgange im Sinne degenerativer Prozesse (Aigner et al.
2001). Diese Zone stellt den Ubergang zwischen visko-elastischem
Gelenkknorpel und steifem subchondralen Knochen dar. Die Chondrozyten in
der Ubergangs- und Radiérzone zeigen die hdchste metabolische Aktivitat und
tragen somit zu groRen Teilen zur Gelenkknorpelhomobostase bei (Aydelotte
und Kuettner, 1988; Aydelotte et al., 1988).

1.2 Gelenkknorpeldefekte und Gelenkknorpelheilung

Die normale schmerzfreie Bewegung eines Gelenkes hangt von den speziellen
Gewebeeigenschaften des Gelenkknorpels ab, der die kraftubertragenden
Oberflachen von Synovialgelenken bedeckt (Buckwalter und Mankin, 1997).
Verletzung oder Degeneration dieses einzigartigen Gewebes fuhren zu
Mobilitatseinschrankung, rezidivierendem Belastungsschmerz und in schweren

Fallen zum Funktionsverlust des Kniegelenkes (Buckwalter et al., 2000). Die



pathophysiologischen Mechanismen, Pravalenz und auslosenden Faktoren flr
Gelenkknorpelschaden sind bis heute bei weitem nicht vollstandig bekannt
(Buckwalter 1992 und 1995; Buckwalter and Mankin, 1997). Anfanglich oftmals
fehlende Symptomatik von chondralen oder osteochondralen Verletzungen und
limitierte Diagnoseverfahren fur deren frihzeitige Erkennung machen es
nahezu unmoglich eine akkurate Beziehung von Inzidenz und der Entwicklung
konsekutiv fortschreitender Degeneration herzustellen (Buckwalter und Lane,
1997). Studien bei denen nach Trauma eine Kniearthroskopie zum Zwecke der
Knorpeldefektdokumentation durchgefuhrt wurde deuten daraufhin das
Knorpelschadigungen in Fruhstadien oftmals makroskopisch nicht erkennbar
sind (Noyes et al., 1980; Noyes und Stabler, 1989).

Um die Mechanismen die zu einer Knorpelschadigung fuhren zu verstehen
bendtigt man das Verstandnis wie die Kraftubertragung und die Art der
Krafteinwirkung den Knorpel beanspruchen. Langsam und schnell einwirkende
Krafte unterscheiden sich fundamental in ihren Effekten auf die
Gelenkoberflache. Die EZM des Gelenkknorpels besteht hauptsachlich aus
Wasser und einem makromolekularen Netzwerk, das vorwiegend aus Kollagen
Il und groflen aggregierten Proteoglykanen geformt wird. Kollagene verleihen
dem Gelenkknorpel seine Form und Dehnbarkeit, die Interaktionen von
Proteoglykanen mit Wassermolekulen garantieren die elasto-kompressiven
Eigenschaften und vermutlich die Langlebigkeit des Gewebes. Krafteinwirkung
auf die Gelenkoberflache verursacht Flussigkeitsverschiebungen innerhalb der
EZM des Gelenkknorpels, was die Belastung dampft, auf die gesamte
Gelenkoberflache verteilt und so an den subchondralen Knochen weiterleitet
(Mow und Rosenwasser, 1988). Wenn dieser Prozess langsam ablauft kann es
zu FuUssigkeitsverschiebungen kommen, der Knorpel verformt sich
entsprechend und verringert die Scherkrafte auf das makromolekulare
Netzwerk. Bei schneller Krafteinwirkung, Stol3-/Torsionsbelastung ist dies nicht
der Fall und ein groRerer Teil der Kraft wird aufgrund fehlender
Flassigkeitsbewegungen innerhalb der EZM auf das makromolekulare Netwerk
ubertragen. Ubersteigt die Belastung die cohesiven Krafte des Netzwerkes
zerreist dieses und es kommt in der Folge zu einem Verlust an Proteoglykanen



und ggf. einer Zellschadigung/-untergang (Donohue et al., 1983; Loening et al.,
2000; Thompson et al., 1991; Zang et al., 1999). Benachbarte Chondrozyten
sind bis zu einem gewissen Grad in der Lage Veranderungen in der
Zusammensetzung der EZM zu erkennen, durch gesteigerte Synthese diese
auszugleichen und den Schaden zu begrenzen (Martin und Buckwalter, 2000).
Ubersteigt das Ausmaf der Schadigung die intrinsische Reparaturkapazitat der
ortsstandigen Zellen resultiert ein Verlust an Proteoglykanen und Kollagen II.
Die konsekutive Kompromittierung der mechanischen Eigenschaften des
Gelenkknorpels fuhrt nun zu einer veranderten Biomechanik in diesem Areal
und weitere Schadigungen mit makroskopischen Fibrillationen/Rissen konnen
bei erneuten Traumen die Folge sein und zu ausgepragten degenerativen
Veranderungen fuhren. Diese oberflachlichen Knorpelverletzungen koénnen
jedoch, abhangig von ihrer Grolde, unverandert bestehen und mussen nicht
zwangslaufig zu degenerativen Gelenkveranderungen fuhren (Mankin, 1982;
Hayes et al., 2001).

Gelenkknorpelverletzungen unterteilt man in chondrale und osteochondrale
Verletzungen, letztere durchbrechen die subchondrale Platte. Als
Klassifizierung des Defektausmales hat sich die Einteilung der International
Cartilage Repair Society (ICRS; Abb. 2) durchgesetzt, die sich maligeblich an
der Einteilung von Outerbridge (1961) orientiert.

Osteochondrale Verletzungen, welche die Tidemark durchbrechen, werden im
Gegensatz zu den rein chondralen Verletzungen durch Eroffnung der
Knochenmarkraume mit Granulationsgewebe, dem sog. ,fibrin-clot®, ausgefulit.
Innerhalb von 2 bis 7 Tagen kommt es zu einer Einwanderung von
mesenchymalen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, welche sich im
Anschluss zeitweise in knorpel- bzw. knochenbildende Zellen umwandeln
konnen. Dadurch wird der Defekt innerhalb von 6 bis 8 Wochen mit einem
gelenkknorpelahnlichem Reparaturgewebe aufgeflllt. Im weiteren Verlauf
kommt es allerdings zur Bildung von knorpelfremden Kollagenen, wie Kollagen
[, Il und X, so dass nur ein minderwertiger, faseriger Regeneratknorpel mit

deutlich schlechteren mechanischen Eigenschaften resultiert (Shapiro et al.,



1993), und eine langfristige Belastungsstabilitat nicht gegeben ist (Jackson et
al., 2001).
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Abb. 2: Einteilung der Knorpeldefekte nach der International Cartilage Repair Society
(www.cartilage.org).

1.3  Strategien der Gelenkknorpelrekonstruktion

Bereits bevor Hunter 1743 feststellte, das ,from Hippokrates to the present age,
ulcerated cartilage is a troublesome thing and once destroyed, is not repaired®,
wurden unzahlige Versuche unternommen, die Pathophysiologie von
Gelenkknorpeldefekten zu und seiner Defektheilung zu analysieren und damit
die Moglichkeiten der therapeutischen Beeinflussung zu verbessern (Hunter,
1743).

Heute richtet sich die Therapie von Gelenkknorpeldefekten unter anderem nach
dem Grad, der Grofie und der Lokalisation des Defektes (Behrens et al., 2004).
Neben den, sicherlich nicht im Vordergrund stehenden, konservativen
Behandlungsversuchen, wie der lokalen Behandlung mit Zytokinen (Hickey et



al., 2003) oder Hyaluronsaure-Derivaten (Williams et al., 2003), gibt es heute
eine Vielzahl verschiedener operativer Therapiemdoglichkeiten.

Lavage (Gelenkspulung), Knorpelglattung und Debridement stellen
Therapieverfahren dar, die hauptsachlich auf die Entfernung pro-
inflammatorisch wirkender Substanzen und erkrankten Knorpelgewebes zielen.
Es konnte jedoch in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass diese Verfahren
in keinster Weise zu einer reaktiven bzw. reparativen Antwort des
verbleibenden Knorpels fuhren. Vielmehr kommt es durch die mechanische
Manipulation zu einer fortschreitenden Degeneration mit Zelluntergang
besonders im Bereich der Defektrander und einem damit verbundenem
substantiellen Verlust an Gelenkknorpelmatrix (Kim et al., 1991; Tew et al.,
2000; Mitchell und Shepard, 1987; Hunziker und Quinn, 2002).
Dementsprechend ist die wissenschaftliche Datenlage bezlglich klinischer
Ergebnisse extrem variabel und reicht von guten (bei > 65% der Patienten mit
Beschwerdeverbesserung) postoperativen Resultaten (Sprague, 1981,
Linschoten und Johnson, 1997) bis zu extrem schlechten (< 25%
Beschwerdeverbesserung) postoperativen Ergebnissen (McGinley et al., 1999;
Kruger et al., 2000).

Abrasionsarthroplastik (Magnuson, 1941; Rockett und Wageck, 1997), Pridie-
Drilling (Pridie, 1959) und Mikrofrakturierung (Steadman et al., 1997 und 1999)
beinhalten alle ein sorgfaltiges Debridement mit Entfernung des degenerativ
veranderten Knorpels. Des Weiteren kommt es durch diese Techniken zu einer
Eroffnung der subchondralen Lamelle und der oberflachlichen Anteile des
darunter liegenden Knochens. Die Techniken unterscheiden sich nur in der Art
der Eroffnung des subchondralen Knochens, wahrend es bei der
Abrasionsarthroplastik zu einer grof3flachigen Abtragung kommt, wird bei der
Pridie-Bohrung der subchondrale Knochen aufgebohrt, dieses geschieht bei der
Mikrofrakturierung mit einer Ahle, was zu einem Erhalt der biomechanischen
Eigenschaften der subchondralen Lamelle beitragen soll (Steadman et al.,
1999). Durch Eroffnung des Knochenmarkraumes kommt es bei allen 3
Techniken zu einer Einblutung und damit Einwanderung von zellularen

Bestandteilen des Knochenmarks in den Defekt, dort bildet sich anschlieRend



ein Blutkoagel, der sog. ,fibrin-clot”, der ein Gemisch unterschiedlicher
Vorlauferzellen, Wachstumsfaktoren und anderer bioaktiver Substanzen enthalt.
Es konnte gezeigt werden, das sich dieser ,fibrin-clot® organisiert und ein
knorpelartiges Ersatzgewebe bildet, welches Komponenten hyalinen, aber auch
fiborosen Knorpels enthalt (Furukawa et al., 1980). Allerdings ist die Ausbildung
des faserigen Regeneratknorpels sehr variabel und zeigt deutlich schlechtere
mechanische Eigenschaften als nativer Gelenkknorpel (Shapiro et al., 1993;
Mitchell und Shepard, 1987). Es konnten mit diesen Techniken jedoch
kurzfristig deutlich bessere postoperative Ergebnisse erzielt werden als durch
alleiniges Debridement (Schmidt und Hasse, 1989). Langzeitstudien zeigen
allerdings oftmals nur teilweise zufrieden stellende Ergebnisse (Kim et al., 1991;
Johnson, 1986).

Die Ergebnisse der knochenmarkstimulierenden Verfahren werden sehr
kontrovers diskutiert, fihren jedoch, besonders im Falle der Mikrofrakturierung,
bei kleinen Defekten und einem ausgewahlten Patientengut zu guten
Langzeitergebnissen (Steadman et al., 2003; Sledge, 2001).

Andere Strategien gehen mit einer autologen Gewebe- oder Zelltransplantation
einher. Die autologe osteochondrale Transplantation wurde erstmals von
Wagner im Jahre 1972 beschrieben (Wagner, 1972). Hierbei werden Knorpel-
Knochen-Zylinder unterschiedlicher Grof3e aus gering belasteten Knorpelzonen
des Kniegelenkes entnommen um Defekte in den Belastungszonen aufzufullen.
Das Verfahren wurde von Hangody zum Osteochondralen Autologen Transfer
System (OATS) oder auch Mosaikplastik weiterentwickelt (Hangody und
Karpati, 1994). Bei dieser Technik gibt es, neben der limitierten Verfugbarkeit
der Zylinder, das Problem der unterschiedlichen Knorpeldicke und Inkongruenz
der Oberflache an der Entnahme- und Implantationsstelle, sowie eine relativ
haufig auftretende ,donor-site morbidity® (postoperative Probleme an der
Entnahmestelle).

Die Moglichkeit der in vitro Kultivierung und Vermehrung von Chondrozyten
nach enzymatischer Herauslosung aus dem nativen Knorpel ist bereits seit

Anfang der sechziger Jahre bekannt (Manning und Bonner, 1967).



Versuche zur Behandlung von Knorpeldefekten mit in vitro expandierten und
anschlieBend implantierten autologen Chondrozyten wurden erstmals von
Peterson am Kaninchen durchgefuhrt (Peterson et al., 1984). Durch
Weiterentwicklungen dieser Methode konnte durch die gleiche Arbeitsgruppe
1994 erstmals die klinische Anwendung der autologen
Chondrozytentransplantation (ACT)  zur  Behandlung traumatischer
Knorpeldefekte beim Menschen beschrieben werden (Brittberg et al., 1994) und
stellt somit das erste zellbasierte Verfahren zur Gelenkknorpelrekonstruktion
dar.

Bei dieser, heute als ,klassisches Verfahren® bezeichneten Technik, wird dem
Patienten arthroskopisch eine etwa 2 x 2 mm grof3e Knorpelbiopsie aus nicht
belastungstragenden Anteilen des Kniesgelenkes entnommen. Aus dem
Knorpelgewebe werden im Labor die Chondrozyten durch enzymatischen
Verdau der umgebenden Knorpelmatrix isoliert, anschlieBend in einem
speziellen Nahrmedium amplifiziert und in einem zweiten offenen Eingriff nach
ca. 3 bis 5 Wochen als Zellsuspension unter einen Uber den Knorpeldefekt
genahten Periostlappen injiziert. Der Periostlappen wird von ventralen Anteilen
des Tibiakopfes gehoben, mit resorbierbarem Nahtmaterial Uber den Defekt
genaht und vor Injektion der Zellsuspension mit Fibrinkleber abgedichtet. In
einer Verlaufsstudie Uber zehn Jahre zeigten sich in bis zu 90% der Falle gute
bis sehr gute postoperative Ergebnisse (Peterson et al., 2000). Allerdings gibt
es auch bei dieser Methode Nachteile die zu beachten sind. Die Methode ist
augrund der Notwendigkeit des Periostlappens zeitaufwendig, technisch
anspruchsvoll und nur zur Anwendung bei femuralen, trochlearen oder
retropatellaren Defekten bis zu einer GréRe von max. 10 cm® geeignet.
Wahrend der in vitro Expandierung in einer Monolayer-Kultur kommt es in
Abhangigkeit der Dauer und des Alters des Patienten zu einer progredienten
Dedifferenzierung der Chondrozyten und damit zum Verlust der
knorpelspezifischen Eigenschaften (Schnabel et al., 2002). Die am haufigsten
auftretende postoperative Komplikation ist eine Hypertrophie des
Periostlappens, die zu schmerzhafter Bewegungseinschrankung fuhren kann
und Folgeeingriffe bedingt (Peterson et al., 2000).
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Diese Problematik fuhrte zu entscheidenden Weiterentwicklungen, so dass
heute matrixbasierte Verfahren die aktuelle Generation der ACT bilden. Dabei
werden die isolierten Chondrozyten nicht wie bei der klassischen Methode in
einer Monolayer-Kultur expandiert sondern direkt auf bzw. in das Biomaterial
gegeben. Die Kultivierung der Chondrozyten in einer dreidimensionalen
Tragersubstanz verringert die Dedifferenzierung der Zellen. Zusatzlich
garantiert der Zelltrager nach Implantation den Verbleib der Zellen im Defekt
und macht die Verwendung eines Periostlappen, sowie die damit verbundenen
Nahtfixierung, uberflissig (Marlovits et al., 2004). Von entscheidender
Bedeutung bei dieser sog. Matrix-gekoppelten ACT ist die Wahl des
Tragermaterials. Verschiedene Tragersubstanzen wie z.B. Kollagen-I/lll-
Membranen, Hyaluronsaure-Vliese oder Kollagengele sind derzeit in klinischer
Anwendung. Die Anforderungen die an ein Biomaterial im Allgemeinen und
Speziellen bei der Verwendung zur matrixbasierten ACT gestellt werden
mussen sind ausfuhrlich von Hunziker (1999 und 2002) beschrieben worden
(Tab. 2)

Zelltrdger Eigenschaften Biologische Basis

Porositat Zellmigration

Karrierfunktion Speicherfunktion und kontrollierte Freisetzung

von Signalsubstanzen/-molekile

Adhasion Zellarretierung

Biodegradibilitat physiologisches ,remodeling*
Volumenstabilitat Kontakt zu nativem Gewebe, Integration
Biokompatibilitat Vermeidung von kdrpereigenen

Abwehrreaktionen

Bonding Integration und Cohesion des Scaffolds
interne Kohasionskraft Strukturelle Integritat

Elastizitat Physiologische dynamische Deformation
strukturelle Anisotropie physiologische Entwicklung des Regenerats

Tab. 2: Anforderungen der Eigenschaften von Biomaterialen zur Gewahrleistung optimaler
Bedingungen der Knorpelregeneration bei der Anwendung im Tissue Engineering (nach
Hunziker, 1999).
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1.4 Mesenchymale Stammzellen

Stammzellpopulationen lassen sich in zahlreichen adulten Geweben finden und
normalerweise reflektiert ihr Differenzierungspotenzial die Spezialisierung der
residualen Zellpopulation. Diese Stammzellpopulationen spiegeln ein Reservoir
von Reparaturzellen wieder, die in der Folge von Verletzungen, Krankheit oder
Alterung mobilisiert werden und migrieren konnen um in Kooperation mit
ortsstandigen Zellen und lokalen Wachstumsfaktor-Stimuli die
Gewebeschadigung zu beheben. Adulte Stammzellen besitzen die einzigartige
Eigenschaft Uber lange Zeit identische Kopien ihrer selbst erstellen zu kdnnen,
die Tochterzellen wie auch die Stammzelle selbst kdnnen unter bestimmten
Umstanden in eine Effektorzelle differenzieren (Loeffler und Potten, 1997).

Da diese Effektorzellen nur eine begrenzte Lebensdauer haben und sich nicht
selbst erneuern konnen, findet die Zellerneuerung aus diesem Pool von
permanent vorhandenen Stammzellen statt, aus denen zunachst
Vorlauferzellen und spater die differenzierten Effektorzellen hervorgehen.

Bei humanen mesenchymalen Stammzellen (MSZ) handelt es sich um Zellen,
die in unterschiedliche mesenchymale Gewebe, wie z.B. Knochen (Jaiswal et
al.,, 1997), Knorpel (Johnstone et al.,, 1998), Sehnen, Bander, Muskeln
(Wakitani et al., 1995), sowie Fett und Haut differenzieren konnen (Pittenger et
al., 1999) (Abb. 3).

Mesenchymale Stammzellpopulationen konnten mit verschiedenen Techniken
aus unterschiedlichsten mesenchymalen Geweben isoliert werden, wie z.B.
Knochenmark (Pittenger et al., 1999), Periost (Nakahara et al., 1990),
trabekularen Knochen (Noth et al., 2002a), Fettgewebe (Zuk et al., 2001),
Muskelgewebe (Jankowski et al., 2002), Haut und der Synovialmembran (De
Bari et al., 2001). Fur alle diese Zelltypen wurde gezeigt, dass sie in der Lage
sind, sich selbst zu replizieren und in unterschiedliche Gewebe mesenchymalen
Ursprungs differenzieren konnen. Neuere Daten zeigen allerdings das sich
mesenchymale Stammzellen unter speziellen Bedingungen auch in nicht
mesenchymale Zelltypen, wie neuroektodermale oder endodermale,

differenzieren lassen und damit vermutlich eine pluripotentes Verhalten mit
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hoher Plastizitat aufweisen (Jiang et al., 2002; Sanchez-Ramos et al., 2000;
Woodbury et al., 2000). Humanes Knochenmark stellt die am besten erforschte
mesenchymale Stammzellquelle dar und ist bezuglich einer klinischen Nutzung
die wohl praktikabelste Quelle (Baksh et al., 2004).

f'a _:} Mesanchymal stem czll
MSC prolife T//,J-\
Proliferation / P Y C—;-)\
Osteogenesis Zhondrogenesis Myogenesis Marrow stroma Tendogenesis Other
gamentogenesis
Commitment s t_) e 5‘_-_)
3 ory Transitory Myoblast Transitory Transitory
osteoblast chondrocyte stromal cel fibroblast
Linzsags r = - —
prograssion | ] 2 (.__",_}
Dsteablast Chondrocyts Myoblas: fusion
i
Differentiation _'(..EE. ‘{... i
it L}J
1 Jf Unigue micra-niche
_-%?rq‘l;f b
Maturation . s
[11 ™ j‘,%—' @ L
R
Ostencyte Hypertrophic Myotube Stromal cel TiL fibroblast Adiposytes, derma
chondrocyie and ather cells
Baone Cartilage Muscle Marrow Tendonlligament Ceonnective tissue

Abb. 3: Differenzierungswege der mesenchymalen Stammzelle bis zur differenzierten
Effektorzelle. Auftragung von links nach rechts mit abnehmender wissenschaftlicher Datenlage
der einzelnen Differenzierungswege (aus Caplan et al., 2001).

1.5 Chondrogene Differenzierung

Als chondrogene Differenzierung wird die zeittabhangige Anderung der
morphologischen, molekularbiologischen/-chemischen und synthetischen
Zelleigenschaften mesenchymaler Stammzellen von einem undifferenzierten in
einen differenzierten chondrozytenahnlichen Zelltyp verstanden.

Wahrend der embryonalen Gelenkknorpelentwicklung durchlaufen multipotente
MSZ einen komplexen Prozess der Zelldifferenzierung, in dem Uber
Chondroprogenitorzellen  letztendlich  Chondrozyten entstehen. Dieser
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Entwicklungsschritt erfordert eine orchestrale Abstimmung verschiedenster Zell-
Zell/-Matrix  Interaktionen, Stimulation durch Wachstumsfaktoren und
mechanische Einflisse (Shum et al., 2003; Tuan, 2004). In vitro bendtigen MSZ
ebenfalls einige dieser Bedingungen und Faktoren um einen definierten
chondrogenen Differenzierungsprozess zu durchlaufen.

Bei der Kultivierung von primaren Chondrozyten in einer zweidimensionalen
Monolayer-Kultur kommt es zu einer zeitabhangigen Dedifferenzierung der
Zellen in einen fibroblastenartigen Zelltyp und dem Verlust der Fahigkeit
Kollagen Il und Aggrekan, also knorpelspezifische Matrix, zu synthetisieren (van
der Mark et al., 1977). Diese Dedifferenzierung kann durch Kultivierung der
Chondrozyten in einem Pellet-Zellkultursystem verhindert werden (Holtzer et al.,
1960; Manning und Bonner, 1967). Man nimmt an, dass dieses
dreidimensionale Kultivierungssystem die Ausbildung von Zell-Zellkontakten
und Interaktionen mit der sich bildenden EZM erlaubt und so einige der
notwendigen Bedingungen fur den Erhalt eines stabilen Phanotyps
gewahrleistet, wie sie auch in der Embryogenese vorhanden sind (Fell, 1925).
FUr die chondrogene Differenzierung humaner MSZ sind gerade die Prinzipien
einer dreidimensionalen Kultur unabdingbar und wurden von Johnstone et al.
als so genannte ,high-density“ Pellet Zellkulturen verwendet (Johnstone et al.,
1998). Hierbei wird die Anzahl der Interzellularkontakte gefordert und die zur
chondrogenen Differenzierung notwendige kritische Zelldichte erreicht.

Fir eine definierte Chondrogenese in vitro ist allerdings nicht nur das
dreidimensionale Zellkultursystem ausschlaggebend, es werden auch noch
andere Faktoren bendtigt um eine gezielte Zelldifferenzierung zu erreichen. So
wird ein chemisch definiertes, serumfreies Medium mit bestimmten bioaktiven
Zusatzen bendtigt, die bei der Induktion und Progression der Chondrogenese
eine entscheidende Rolle spielen. Verschiedene Arbeiten konnten zeigen das
Wachstumsfaktoren, besonders Mitglieder der TGF-B Superfamilie, eine
entscheidende Rolle spielen. Im Speziellen fur TGF-B1 (Barry et al., 2001),
TGF-B2, TGF-B3 (Mackay et al., 1998), sowie fur BMP-2 und BMP-6 (Sekiya et
al., 2002) konnte der Einfluss auf die chondrogene Differenzierung von MSZ
gezeigt werden. Weitere chondrogen wirkende Faktoren die einzeln oder in
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Kombination essentielle Bedeutung fur die Differenzierung haben sind
Dexamethason, Insulin, Askorbat-2-Phosphat und ITS plus (Johnstone et al.,
1998).

Neben einem chemisch definierten, serumfreien Medium und der
dreidimensionalen Zellkonfiguration gibt es andere externe Stimulatoren einer
chondrogenen Differenzierung. So konnte in einer Pelletzellkultur mit MSZ
gezeigt werden, dass es durch die Einwirkung von intermittierendem
hydrostatischen Druck allein, oder in Kombination mit erniedrigtem
Sauerstoffpartialdruck zu einer gesteigerten Expression chondrogener
Markergene und folglich zur Deposition knorpelspezifischer EZM kommt (Domm
et al., 2000). Ebenfalls konnten Angele et al. (2003) unter zyklisch
hydrostatischem Druck im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine deutlich erhdohte
Markergenexpression feststellen, so das man eine mechano-biologische
Komponente der Chondrogenese vermuten muss.

Als Indikatoren zur Identifizierung, Beurteilung und Quantifizierung einer
chondrogenen Zelldifferenzierung koénnen sowohl molekularbiologische als
auch immun-/histologische Verfahren dienen. Immun-/histochemisch kann
normalerweise nach durchlaufener Chondrogenese eine proteoglykan- und
kollagenreiche EZM nachgewiesen werden, insbesondere der Nachweis von
gelenkknorpelspezifischem Kollagen |l sowie weiterer chondrozytenspezifischer
Kollagene ist entscheidend (Srinivas et al., 1993; Bruckner und van der Rest,
1994). Der Nachweis einer Kombination verschiedener Kollagentypen, wie
Kollagen II, IX und XI, ist spezifisch fur hyalinen Gelenkknorpel. Nach Induktion
der chondrogenen Differenzierung kommt es in den Pellets zu einer zeitlich
definierten Expression entsprechender Markergene die mittels RT-PCR
nachgewiesen werden konnen (Barry et al.,, 2001). Der Autor definiert drei
separate Stadien der chondrogenen Differenzierung uUber einen Zeitraum von
21 Tagen, wobei es in der fruhen Phase (1. bis 6. Tag) zu einer Expression von
Sox-9, Fibromodulin und COMP kommt. Dieser folgt eine kurze Zwischenphase
(6. bis 8. Tag) in der sich sich eine Expremierung von Chondroadherin,
Versican Core Protein und den Leucin-reichen Proteoglykanen Decorin und
Biglykan zeigt. In der spaten Phase (8. bis 21. Tag) konnten weitere
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knorpelspezifische Marker, wie Kollagen Il und Aggrekan, nachgewiesen
werden, die fur eine adulte extrazellulare Knorpelmatrix typisch sind. Allerdings
kam es im Verlauf ebenfalls zum Auftreten von Kollagen X. Der Nachweis
dieses Markers ist assoziiert mit hypertrophem Knorpel, der die terminale
Differenzierung von Chondrozyten in der Wachstumsfuge anzeigt und ebenfalls

in der kalzifizierenden Zone von adultem Gelenkknorpel nachweisbar ist.

1.6 Tissue Engineering

Tissue Engineering ist ein bereits Ende der achtziger Jahre erarbeitetes und
von Langer und Vacanti (1993) detailliert beschriebenes interdisziplinares
Forschungskonzept, das die Prinzipien und Methoden der
Ingenieurwissenschaften,  Molekular-/Zellbiologischen  Facher und der
interventionellen Medizin zusammenfuhrt um Strategien und Moglichkeiten zu
erforschen in vitro oder in vivo Geweberegenerate herzustellen, um mit diesen
durch Trauma oder Erkrankung geschadigtes korpereigenes Gewebe zu
ersetzen und so eine adaquate Funktionalitdt dieser Struktur wieder
herzustellen, zu erhalten oder zu verbessern.

Bereits zu Anfang der achtziger Jahre wurden zellbesiedelte
Kollagenmembranen von zwei Forschergruppen als Hauttransplantate
vorgestellt (Bell et al., 1981; Burke et al., 1981). Im Verlauf konnten durch
Weiterentwicklungen und Neuentdeckungen im Bereich der
Materialwissenschaften, der Zellbiologie und der Medizin immer neuere
Konzepte zur Geweberekonstruktion erarbeitet werden. Heutzutage hat sich
das Tissue Engineering zu einer weitgehend selbststandigen Disziplin
entwickelt, die sich mit der Rekonstruktion nahezu aller Gewebe des
menschlichen Korpers befasst (Fuchs et al., 2001).

Schadigungen des muskuloskelettalen Systems durch Trauma, degenerative
Veranderungen oder andere Erkrankungen fuhren in unserer Gesellschaft
haufig zu einer schwerwiegenden Einschrankung der Lebensqualitat und
Erwerbsfahigkeit und damit folglich zu einer immensen Belastung des

16



Gesundheitswesens und der sozialen Sicherungssysteme. Da es fur viele diese
Erkrankungen bisher keine Therapiemoglichkeiten gibt, die zu einer Restitutio
ad integrum fuhren, bietet das Tissue Engineering ein grol3es therapeutisches
Potential fur den Ersatz oder die Regeneration von defektem oder erkranktem
Gewebe des muskuloskelettalen Systems (Marler et al., 1998; Laurencin et al.,
1999; Huard et al., 2003).

In den Arbeiten vergangener Jahren kristallisierte sich eine Trias von Faktoren
heraus die nahezu jedes Tissue Engineering Verfahren charakterisiert und
beeinflusst. Dieses Prinzip basiert, je nach dem zu rekonstruierendem

Gewebetyp, auf dem Einsatz unterschiedlicher

Tragermaterialien (Scaffolds),
Zellen, die das zu regenerierende Gewebe ersetzen sollen und

3. Gewebespezifischer Wachstumsfaktoren oder anderer (z. B.
mechanischer) Stimuli (Langer und Vacanti, 1993; Vacanti und Langer,
1999).

Die heute im klinischen oder experimentellen Einsatz befindlichen Scaffolds
lassen sich in organische und synthetische Materialien einteilen. Wobei
organisch basierte Materialien, wie Kollagen, Fibrin oder Alginat den Vorteil
einer optimalen Biokompatibilitat und Biodegradibilitat bieten. Synthetische
Scaffolds wie z. B. Polyglykolsaure, Polymilchsaure oder Polycoprolacton sind
hingegen formstabiler, bieten eine hohe Primarstabilitat und sind in der
Ausbildung ihrer Mikro- bzw. Makrostruktur besser steuerbar (Vacanti et al.,
1999). Als grundlegendes Prinzip muss die Porositat allerdings durch jedes
Zelltragermaterial gewahrleistet sein um die nutritive Versorgung, die Migration
der Zellen und eine komplette Besiedelung des Scaffold zu ermoglichen.
(Laurencin und Langer, 1999).

Die Verwendung primarer gewebespezifischer autologer Zellen hat sich bereits
in der Klinik bewahrt, wie z. B. bei der matrixbasierten ACT und bei dem Einsatz

von mit Keratinozyten besiedelter Kollagenmembranen zur Hautdefektdeckung.
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Die Verwendung von autologen MSZ stellt einen neuen Erfolg versprechenden
Ansatz im Bereich der Geweberekonstruktion dar. Mesenchymale Stammzellen
konnten aus einer Vielzahl von Geweben isoliert und kultiviert werden (Tuan et
al., 2003). Als multipotente Vorlauferzellen besitzen sie die Eigenschaft unter
adaquaten Bedingungen in eine Vielzahl von Geweben mesenchymalen
Ursprungs, wie Knochen, Knorpel, Bander, Sehnen, Muskel und Fett zu
differenzieren  (Pittenger et al.,, 1999). Zusatzlich deuten neuere
Untersuchungen am Tiermodell darauf hin, dass mesenchymale Stammzellen
bei allogener Transplantation keine Absto3ungsreaktion auslésen und
immunsuppressive Eigenschaften besitzen (Caplan et al., 2001; Djouad et al.
2003).

Die gewebespezifische Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen,
sowie die charakteristische Synthetisierung extrazellularer Matrix sind fur die
Herstellung eines entsprechenden funktionellen  Geweberegenerates
unabdingbar. Um die entsprechenden molekularbiologischen Prozesse und
Signalkaskaden einzuleiten sind je nach Gewebeart unterschiedliche
Wachstumsfaktoren, Zellinteraktionen und physikalischen Stimuli wie Dehnung,
Druck oder Anderung des O,-Partialdrucks notwendig (Bosch et al., 2002;
Loboa et al., 2003).

Die Auspragung und Voraussetzungen der benodtigten Komponenten richten
sich nach den Charakteristika des zu rekonstruierenden Gewebes und konnen
frei miteinander kombiniert werden um ein den Anforderungen entsprechendes

Regenerat zu erhalten.

1.7 Kollagen Typ | und Hydrogel

Der Begriff ,Kollagen“ wird fur eine Gruppe von Proteinen verwendet die eine
triplehelikale Struktur aus drei Polypeptidketten aufweisen. Alle Mitglieder der
Kollagen-Familie formen diese supramolekulare Struktur in der EZM aus, sind
aber in der Zusammensetzung ihrer Polypeptidketten, Form, Funktion und
Superstruktur sehr unterschiedlich veranlagt. Bis zum heutigen Tage ist es
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gelungen 26 unterschiedliche Kollagene zu charakterisieren (Kuhn, 1986;
Mayne und Brewton, 1993; van der Rest und Garrone, 1991; Myllyharju und
Kivirikko, 2001).

Zusammen mit Kollagen I, Ill, V und Xl gehort Kollagen | zu den fibrillaren
Kollagenen, die sich durch die Fahigkeit auszeichnen hochorganisierte
supramolekulare Aggregate mit definierter Superstruktur zu bilden. Dabei
kommt es zur Polymerisierung einzelner triplehelikaler Monomere mit einer
typischen Periodizitdt und fibrillaren Anordnung. Kollagen | ist das am
haufigsten vorkommende und am besten erforschte Kollagen. Es macht mehr
als 90% der organischen Masse von Knochen aus und ist das
Hauptstrukturkollagen von Bandern, Sehnen, Haut, Cornea und zahlreichen
Bindegeweben. Die Kollagen-Triplehelix (ca. 300 nm lang und 1,5 nm breit) ist
eine aus zwei identischen a1(l)- und einer a2(l)-Kette bestehende heterotrimere
Struktur (Abb. 4) (Hulmes und Miller, 1981). Elektronenmikroskopisch sind
diese Fibrillen durch ein periodisches Bandenmuster (D-Bande) mit einem
Abstand von 70 nm charakterisiert (Abb. 5).

M=propeptide lril:lle helix C.prgpeptide

telopepiide telopeptide
(non=helical ) (non=helical)

MN-procollagenase C-procollagenase

Abb. 4: Molekularstruktur fibrillarer Kollagene, trilplehelikaler Aufbau der drei Polypeptidketten
und nicht-helikale N- und C-Telopeptide (aus Gelse et al., 2003).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der supramolekularen Anordnung einzelner Kollagen
Triplehelices in dem typischen 40 nm Versatzmuster (A), das bei elektronenmikroskopischer
Betrachtung der fibrillaren Kollagene das charakteristische Bandenmuster (B und C) zur
Darstellung kommen lasst. Native Kollagen Typ I- (B) und II- Fibrillen (C) wie sie langsorientiert
in Sehnengewebe (B) und eher netzwerkartig in Gelenkknorpel vorliegen (aus Gelse et al.,
2003).

Eine weitere Eigenschaft von Kollagen | ist seine gute Loslichkeit in schwachen
Sauren, wobei es durch den sauren ph-Wert zu einer Dissoziation der Fibrillen
in einzelne Monomere kommt. Wobei je nach Molaritdt der Saure und
Temperatur der Losung eine mehr oder weniger viskdose Suspension vorliegt.
Wird nun diese Suspension durch Zugabe von Puffersubstanzen auf einen
physiologischen ph-Wert gebracht und die Losung auf Korpertemperatur
erwarmt kommt es zu einer Polymerisierung der einzelnen Kollagen |

Monomere und es bilden sich kollagene Fibrillen mit einem Durchmesser von
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400 nm bis mehreren Mikrometern aus. Das in der Losung vorhandene Wasser
wird durch die gebildeten Kollagen | Strukturen gebunden und so resultiert eine
gelartige Struktur (Kadler et al., 1996; Koshnoodi et al., 2006).

Dieses als ,self assembly® beschriebene Phanomen ist das Grundprinzip
samtlicher kommerziell erhaltlicher Kollagenhydrogele.

1.8  Cartilage Regeneration System (CaReS®)

CaReS® (Arthro Kinetics pcl, Esslingen; www.arthro-kinetics.com) stellt ein im
klinischen Einsatz befindliches matrixbasiertes Verfahren der ACT dar, wobei
hier ein Kollagen | Hydrogel als Zelltrager fungiert. Dieses System befindet sich,
zur Therapie fokaler Knorpeldefekte des Knie- und oberen Sprunggelenkes, seit
4 Jahren in unserer Klinik im Einsatz.

In einem ersten Eingriff wird dem Patienten arthroskopisch ein ca. 2 x 2 mm
grolles Knorpelbiopsat aus einer nicht belastungsaufnehmenden Zone des
Kniegelenkes entnommen. Dieses wird dann in einem GMP-gepruften Zellabor
der Firma enzymatisch verdaut und die so isolierten Chondrozyten unmittelbar
in dem Kollagen | Hydrogel verkapselt. AnschlieRend erfolgt die Kultivierung
des Konstruktes in einem speziellen Nahrmedium unter Zusatz von 10%
patienteneigenem Serum fur 10 bis 12 Tage. Danach schlief3t sich ein zweiter
operativer Eingriff an, bei dem Uber eine Arthrotomie das betroffene Kniegelenk
eroffnet wird und nach ausgiebigem Debridement das dem Knorpeldefekt
angepasste Chondrozyten-Hydrogelkonstrukt mit Fibrinkleber in dem Defekt
befestigt wird (Abb. 6)

Europaweit wurden bereits im Rahmen einer Multicenter-Studie uber 1000
Patienten mit diesem Verfahren behandelt. Erste 3 bis 4 Jahres Ergebnisse
zeigten ein gutes bis sehr gutes postoperatives Resultat in Uber 75% der Falle
und damit im Vergleich zu der klassischen ACT (Brittberg et al., 1994) ahnlich
gute klinische Erfolge (Schneider und Andereya, 2003; Andereya et al., 2006).
Dieses zur 3. Generation der ACT gehodrende Verfahren zeichnet sich im
Vergleich zu der ,klassischen® ACT durch zahlreiche Vorteile aus:
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e Kirzere Operationsdauer

o Wegfall des Periostlappens und damit verbundener Probleme
e Deckung grof3erer Knorpeldefekte

e Moglichkeit der Deckung tibialer und trochledrer Defekte

o Keine Dedifferenzierung der Chondrozyten in Monolayer-Kultur
e Kleinerer operativer Zugang

e Arretierung der transplantierten Zellen im Defekt durch den Zelltrager.

5 <N :iﬁ;‘g‘ : 4 . g L Y
Abb. 6: Knorpeldefekt (3 x 2 cm, ICRS-Grad IV) an der medialen Femukondyle eines 24-
jahrigen Patienten nach Debridement (A) und nach Einbringen des chondrozytenbeladenen
Kollagen | Hydrogels (CaReS®) in den Defekt (B).

1.9 Fragstellung

Traumatisch oder degenerativ bedingte Defekte des adulten hyalinen
Gelenkknorpels weisen eine limitierte intrinsische Heilungskapazitat auf. Nicht
therapierte Knorpeldefekte stellen nach heutigen Erkenntnissen eine
praarthrotische Deformitat dar. Wissenschaftliche Arbeiten konnten zeigen,
dass diese langfristig zu einer fortschreitenden degenerativen Verdnderung
fuhren und letztendlich in einer Zerstérung des Gelenkes, als funktioneller
Einheit, enden konnen. Daher kommt der operativen Therapie fokaler
Knorpelschaden zur Pravention weitreichender Gelenkdestruktion heute eine
immense Bedeutung zu. Trotz dieser Tatsache und intensiver Forschung sind

die derzeit zur Verfugung stehenden etablierten Verfahren zur
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Knorpelrekonstruktion trotz intensiver Forschungsbemuhungen und klinischer
Studien zur Erprobung neuer Strategien in ihren Langzeitresultaten
unbefriedigend.

Die Isolierung von mesenchymalen Vorlauferzellen aus verschiedenen
Ursprungsgeweben wurde Ende der 90er-Jahre beschrieben. Die Therapie mit
diesen Zellen eroffnet neue Perspektiven fur die Behandlung von
Gelenkknorpeldefekten. Erste viel versprechende tierexperimentelle Ansatze
wurden in den letzten Jahren veroffentlicht. Zusatzlich erweiterten intensive
Neuentwicklungen auf dem Gebiet der Materialwissenschaften neue
Anwendungsmoglichkeiten im Bereich matrixbasierter Behandlungsstrategien
zur Gelenkknorpelrekonstruktion.

In der vorliegenden Arbeit wurde die chondrogene Differenzierung humaner
mesenchymaler Vorlauferzellen aus dem Knochenmark in einem Kollagen |
Hydrogel unter dem Einfluss von BMP-2 und TGF-R1 untersucht um das
Potential dieser multipotenten Vorlauferzellen fir den Einsatz im Kontext der
matrixgekoppelten autologen Zelltransplantation zur
Gelenkknorpelrekonstruktion zu erforschen. Hierzu wurden 2,5 x 10° MSZ in 1
ml Kollagen Hydrogel verkapselt und anschlieBend wurden diese Konstrukte
uber 3 Wochen unter Zugabe von BMP-2 oder TGF-B1 Kkultiviert. Als
Kontrollgruppe dienten ohne Wachstumsfaktor kultivierte Konstrukte. An
unterschiedlichen  Zeitpunkten wurde der Grad der chondrogenen
Zelldifferenzierung anhand der Expression chondrogener Markergene mittels
RT-PCR evaluiert. Nach 3 Wochen Kultivierung wurden Konstrukte aller 3
Gruppen immun-/histochemisch analysiet um die  Akkumulation
knorpelspezifischer Extrazellularmatrix in dem Kollagen | Hydrogel
nachzuweisen.

Die Vorteile von MSZ, anstelle der zur Zeit verwendeten Chondrozyten, liegen
in der einfachen Gewinnung aus einer ambulant durchgefuhrten
Knochenmarkaspiration, dem Wegfall der arthroskopischen Knorpelbiopsie und
der damit verbundenen ,donor-site morbidity“, sowie der Verfugbarkeit weitaus
hoherer Zellzahlen durch Amplifizierung der Zellen in Monolayer-Kulturen und
damit die Moglichkeit der Rekonstruktion groferer Defekte mit einer
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ausreichenden Zellzahl/VVolumeneinheit. Daher wirde die matrixbasierte
autologe Stammzelltransplantation (AST) unter Verwendung humaner MSZ
eine neue Generation der autologen zellbasierten
Knorpelrekonstruktionsverfahren begrinden, dieses kann gegebenenfalls zu
einer weiteren Verbesserung der operativen Knorpelregenerationsverfahren
beitragen. Unsere Untersuchungen sollten daher zeigen ob und unter welchen
Kulturbedingungen humane mesenchymale Stammzellen in einem erfolgreich
im klinischen Einsatz befindlichen Kollagen | Hydrogel chondrogen
differenzieren konnen und sich damit prinzipiell fir den Einsatz in der

matrixgekoppelten Gelenkknorpelrekonstruktion eignen.
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2. Material und Methoden
21 Gewinnung mesenchymaler Stammzellen aus Knochenmark

Die Gewinnung der MSZ erfolgte aus dem Huftkopf von 3 Patienten (58 Jahre
mannlich, 61 und 64 Jahre weiblich), die sich aufgrund einer Osteoarthrose
einer Huftprothesenimplantation unterzogen. Die Methode der Zellgewinnung/-
kultivierung wurde in modifizierter Form von Haynesworth et al. (1992)
ubernommen (N6th et al, 2002b). Die Genehmigung durch die
Ethikkommission der Julius-Maximilians Universitat Wurzburg lag vor.

Mittels eines scharfen Loffels wurden von der distalen
Schenkelhalsosteotomieflache trabekulare Knochenfragmente samt
Knochenmark (10 - 15 ml) gewonnen und in ein 50 ml Polypropylen-
Zentrifugenrohrchen mit 10 ml DMEM/F12-Medium (PAA, Linz) uberfuhrt. Die
Rohrchen wurden 30 sek gevortext um Knochenmarkszellen von
Knochenfragmenten zu trennen und anschlieBend fur 5 min bei 300 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zell-
/Knochenfragmentpellet in 10 ml DMEM/F12-Medium unter Zusatz von 10%
fotalem Kalberserum (FBS, GIBCO BRL, Darmstadt), 50 IU Penicillin/ml, 50 mg
Streptomycin/ml (beide PAA, Linz) und 50 mg/ml L-ascorbat-2-phospat (Sigma,
Steinheim) resuspendiert.

Nach erneuter Durchmischung der Suspension wurden die geldsten
Knochenmarkzellen durch eine aufgesetzte 20-Gauge Nadel in eine 10 cm?®,
Spritze aufgenommen. Die zwischen den Knochenfragmenten verbliebenen
Knochenmarkzellen wurden durch mehrfache Wiederholung der oben
beschriebenen Prozedur extrahiert, bis die Knochenfragmente gelblich-weil
erschienen. Die so gewonnenen Zellen wurden zentrifugiert (300 x g, 5 min), in
einer definierten Menge Medium resuspendiert, mit Hilfe eines Hamozytometers
gezahlt und anschlieBend in einer Dichte von 6 x 10°, pro 150 cm?
Zellkulturflasche (TPP, Tresadingen, Schweiz) ausplattiert. Die Inkubation
erfolgte bei 37°C und 5% CO,. Nicht adharente Zellen wurden nach zwei Tagen
durch Aspiration mit einer Pasteur Pipette entfernt und die adharenten Zellen
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wurden zweifach mit PBS (phospate buffer saline) gewaschen. Das komplette
Stammzellmedium wurde alle 3 Tage gewechselt.

Nachdem die Zellen nach ca. 10 - 14 Tagen eine Konfluenz von 70 - 80%
erreicht hatten, wurden sie mit 0,25% Trypsin abgelost, gezahlt und zur
Herstellung der MSZ-Kollagen Konstrukte verwendet.

2.2 Herstellung der MSZ-Kollagen Konstrukte

Zur Herstellung des Kollagen | Hydrogels (Arthro Kinetics pcl, Esslingen) wurde
eine Kollagenldsung und eine Gel-Neutralisationslésung verwendet.

Das Kollagen wurde aus Rattenschwanzen von gesundheitsiberwachten
Tieren prapariert und in 0,1%iger Essigsaure gelost. Nach Abtrennung der
ungelosten nicht kollagenen Bestandteile wurde in der Kollagen-Losung eine
Endkonzentration von 6 mg/ml eingestellt, mit einem Kollagen Anteil von >
98%.

Der zweite Bestandteil des Gels ist die Gel-Neutralisationslosung, welche aus
HEPES-gepuffertem doppelt konzentriertem Medium mit Zusatz von 20%
Serum besteht.

Die Herstellung des Gels erfolgte auf Eis. Es wurden 2,5 x 10° Zellen in 0,5 mi
Gel-Neutralisationslosung resuspendiert. Dann erfolgte die Zugabe von 0,5 ml
Kollagen Loésung unter vorsichtigem Mischen und Vermeidung von
Lufteinschlissen. Das Gelieren in 50 ml Zentrifugenrohrchen erfolgt fur 30 min
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,. Anschlielend wurden die so
hergestellten Zell-Hydrogel Konstrukte entweder in serumhaltigen (10% FCS)
Stammzellmedium (Kontrollgruppe) oder in einem chemisch definierten,

serumfreien chondrogenen Differenzierungsmedium

- mit Zugabe von BMP-2 (100 ng/ml)
- mit Zugabe von TGF-31 (10 ng/ml)

26



kultiviert (37°C, 5% CO?). Der komplette Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage.
Fir histochemische und immunhistochemische Analysen wurden Konstrukte
nach 21 Tagen in Paraformaldehyd (4%) bis zur weiteren Verarbeitung fixiert.
Zur RT-PCR Analyse wurden Konstrukte an den Tagen 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18

und 21 verwendet.

23 RT-PCR
2.3.1 Aufbereitung der MSZ-Kollagen | Konstrukte

An den entsprechenden Analysezeitpunkten (0, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 und 21
Tage) wurde zunachst das Kultivierungsmedium abgesaugt und anschlieRend 3
Konstrukte je Patient, Gruppe und Zeitpunkt 2mal mit PBS-Puffer gewaschen.
Daraufhin wurde das Konstrukt in eine konischen Glasklvette Uberfuhrt und
nach Zugabe von 3 ml GTC-Puffer (500 ug Mercaptoethanol + 0,7 g Sarkosy! +
2,5 ml Natriumacetat (pH-Wert 4.3) ad 100 ml aqua dest.) mechanisch mit einer
sterilen Schere fur 5 min zerkleinert. Die so gewonnene Suspension wurde in
ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und nach Zugabe von 5 ml Phenol, 0,5
ml Natriumazetat-Trihydrat und 1,4 ml Trichlormethan-Chloroform far 20 min mit
13,000 x g bei 4°C zentrifugiert. Die oberste wassrige, RNA-haltige Phase
wurde nun abpippetiert und in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt.
AnschlieBend wurde die RNA mit 5 ml Isopropanol bei —20°C Uber 1h
ausgefallt. Es erfolgte die erneute Zentrifugation mit 13,000 x g fur 20 min bei
4°C, der Uberstand wurde verworfen und das gebildete Pellet 2-3 min an der
Luft angetrocknet. Die pelletierte RNA wurde in 500 ul RLT-Puffer (RNeasy Kit,
Qiagen) mit 5 pl R-Mercaptoethanol gelost, danach in ein Eppendorf-

Reaktionsgefald uberfuhrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.
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2.3.2 RNA-Isolierung und Aufreinigung

Die weitere RNA-Prozessierung wurde streng nach dem Protokoll fur die
Isolierung von RNA aus Tiergewebe der Firma Qiagen (RNeasy Mini Kit,
Hilden) durchgefuhrt. Zu der in 500 yl RLT-Puffer gelésten RNA wurden 500 pl
70%-iger Ethanol pipettiert, durchmischt und fuar 3 min bei 14,000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefald gegeben. Im Folgenden wurden 600 pl Ethanol (70%)
hinzugefugt und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren durchmischt. Jeweils
700 pl der Suspension wurden auf eine ,RNeasy mini spin column® gegeben
und fur 15 sek bei 9,000 x g zentrifugiert. Dann wurden 700 pl RW1-Puffer
(RNAeasy Kit, Qiagen) auf die Saule gegeben und fur 15 sek bei 9,000 x g
zentrifugiert, das Filtrat wurde verworfen. AnschlieBend wurde die Membran
zweimal mit jeweils 500 pl RPE-Puffer (RNAeasy Kit, Qiagen) in der Zentrifuge
gewaschen, zunachst bei 9,000 x g fur 15 sek, anschliel3end bei 10,000 x g fur
2 min. Zum Trocknen der Membran wurde die Saule auf ein neues
Sammelgefall gesetzt und bei 10,000 x g fur 1 min zentrifugiert. Zum
Herauslosen der RNA wurde die Saule auf ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal® gesetzt und 30 pul RNase freies Wasser (RNeasy Kit, Qiagen)
auf die Membran der Saule pipettiert und bei 10,000 U/min fir 1 min
zentrifugiert.

Der RNA-Gehalt der Suspension wurde mittels Biophotometer bestimmt. Die
gewonnene RNA wurde anschlieRend in gleichen Gewichtsanteilen zur cDNA-

Synthese verwendet.

2.3.3 cDNA-Synthese und Amplifikation mittels RT-PCR

Fir die cDNA-Synthese wurden zunachst jeweils gleiche Gewichtsanteile (1 ug
RNA) der verschiedenen RNA-Proben aliquotiert (max. Volumen 13 pl), diese
gegebenenfalls anschlielfend auf ein Volumen von 13 pl mit RNase freiem

Wasser aufgefullt. Anschliel3end wurde 1 pl Oligo dtPrimer hinzupipettiert und in
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einem 1,5 ml Eppendorf-Cup fur 10 min in einen Heizblock bei 70°C inkubiert.
Die Reaktion wurde danach fur 5 min auf Eis gestoppt.

Im direkten Anschluss erfolgte die Zugabe von jeweils 4 pl M-MLV RT 5 x
Puffer, 1 yl ANTP-Mix und 1 pl rT (reverse Transkriptase) und die Inkubation fur
60 min bei 42°C im Heizblock. Die reverse Transkriptase wurde zum Abschluss
der Reaktion durch Erhitzen auf 70°C fur 10 min denaturiert. Danach wurden
jeweils 30 pl HPLC-H20 hinzu gegeben und ein Endvolumen von 50 pl cDNA-
Suspension erreicht.

Die im Folgenden durchgefuhrte RT-PCR wurden mit einem Volumen von 30 pl
angesetzt. Die Reaktionskomponenten, die Reaktionsbedingungen und
verwendete Primersequenzen fur die Reaktionen sind unten aufgefuhrt. Alle

Reaktionskomponenten wurden auf Eis pipettiert.

Standardreaktionskomponenten fiir die Amplifikation mittels RT-PCR:
- 22,5 yl HPLC-H20
- 1 ul cDNA
- 1 ul dNTP-Mix
- 3 pl 10 x PCR-Puffer
- 0,5 yl Tag-Polymerase
- 1 yl Primermix forward -Primer (125 pmol/ul in HPLC-H20)
- 1l Primermix reverse-Primer (125 pmol/ul in HPLC-H20)

Reaktionsbedingungen:

1. 94°C — 3 min (initiale Denaturierung der DNA)

2.94°C — 1 min (Denaturierung)
3. Annealing Temp. — 1 min (Annealing) Zyklus
4.72°C — 1 min (Elongation)

5.72°C — 5 min
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RT-PCR: chondrogene Primer-Sequenzen und ProduktgrofRen

. e Produkt- Position Annealing
Gen RT-PCR Primer-Sequenz (5-3’) GréRe (bp) (bp) Temp.
Sense: AGGTGATTATCCTGAACCATCC o
EF-1alpha Antisense: AMGGTGGATAGTCTGAGAAGC 234 1090-1324 | 54°C
Kol Il Sense: GAACATCACCTACCACTGCAAG 387 4318-4705 58°C

Antisense: GCAGAGTCCTAGAGTGACTGAG

Sense:  CCCTTTTTGCTGCTAGTATCC .
Koll X Antisense: CTGTTGTCCAGGTTTTCCTGGCAC | 467 112-579 54°C

Sense:  ACTTCTGACTGCCTCTGCTC ]
Koll XI Antisense: GCTTTTGCCATGTGATTCTGCC 494 5301-5795 | 57°C

Sense: GCCTTGAGCAGTTCACCTTC
Antisense: CTCTTCTACGGGGACAGCAG
Sense: ACCTGGACCACAACAAGGTC

Chondroadherin | v ense: CACCTTCTCCAGGTTGGTGT 388 535923 S1°C

. . Sense:  CTTACCCCTATGGGGTGGAT .
Fibromodulin Antisense: AAGTAGCTATCGGGGACGGT 636 175-811 54°C

Sense:  CAGGACGACTTTGATGCAGA .
COMP Antisense: AAGCTGGAGCTGTCCTGGTA 313 1538-1851 | 54°C

Sense:  ATCTGAAGAAGGAGAGCGAG .
Sox-9 Antisense: TCAGAAGTCTCCAGAGCTTG 263 548-811 S1°C

Tab. 3: Verwendete Primersequenzen, PCR ProduktgréRen und ,,Annealing” Temperatur fur die
von uns verwendeten Primer zur Evaluierung der chondrogenen Markergenexpression in den
MSZ-Kollagen Konstrukten.

Aggrekan 391 1814-2205 54°C

Jeweilig verwendete Zyklenanzahil:

EF-1a 22 x
Koll 11 33 x
Koll X 26 x
Koll XI 31 x
Aggrekan 32 x
Chondroadherin 29 x
Fibromodulin 26 x
COMP 24 x
Sox-9 35 x

2.4 Gel-Elektrophorese
Die Proben wurden aus 15 pl RNA Losung und jeweils 1,5 yl Ladungs-Puffer in

einem Eppendorf-Reaktionsgefald hergestellt. Fur die Gel-Elektrophorese wurde
ein 1,5% Agarose-Gel verwendet. Dazu wurden 1,5 g Agarose-DNA/RNA-Gel-
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Pulver in einem Erlenmeyerkolben zusammen mit 100 ml TBE-Puffer in einer
Mikrowelle erhitzt. Danach wurden 7,5 pl Ethidiumbromid hinzugefugt und die
Gele in eine entsprechende Gelelektrophoresekammer gegossen. Durch den
eingesetzten Kamm entstanden 10 Taschen, wovon 9 mit jeweils 10 pl des
PCR-Produktes geflllt wurden und eine Tasche mit einem 100bp Marker. Die
Elektrophorese wurde fur 45 min bei 140 V durchgefuhrt. Die Gele wurden unter
UV-Licht in einem Digital Imager und der Software Bio 1D/Capt MW (Version
99.03s) analysiert und digitale Bilder zur weiteren Auswertung gesichert.

2.5 Semiquantitative Densitometrie

Zur semiquantitativen Bestimmung der Genexpression wurde die kumulative
Pixelhelligkeit der Elektrophoresebande des entsprechenden Gens jeder
Kulturbedingung, Zeitpunktes und Patienten in Verhaltnis zur Pixelhelligkeit der
korrespondierenden PCR-Bande des ,housekeeping“ Gens EF-1alpha gesetzt
und graphisch dargestellt. Hierzu wurde die Bio 1D/Capt MW Software (LTF
Wasserburg) verwendet und die Mittelwerte der Expression (in x-facher
Expression zu EF-1alpha) aus 3 Banden (eine pro Patient) berechnet. Alle
Daten wurden als Mittelwert mit dazugehoriger + Standardabweichung
berechnet und einer Varianzanalyse unterzogen, hierbei dienten die ohne
Wachstumsfaktor kultivierten Konstrukte als Kontrollgruppe. Die statistische
Signifikanz wurde unter Anwendung des Mann-Whitney Tests gepruft, wobei
eine Wahrscheinlichkeit < 0,05 als statistisch signifikantes Ereignis angesehen

wurde.
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2.6 Apoptose und Zellvitalitats-Assay

Um die Vitalitat bzw. Apoptose der Zellen im Kollagenhydrogel nach 21 Tagen
Kultivierung nachzuweisen wurde der ,Apoptose Detection Kit Annexin V-Cy3“
verwendet und streng nach Herstellerprotokoll verfahren.

Bei diesem Assay bindet Annexin V-Cy3 an Phosphatidylserin, welches sich an
der aufleren Schicht von Doppellipidmembranen von nekrotischen Zellen
befindet. Um gleichzeitig vitale Zellen darzustellen wurde eine Gegenfarbung
mit 6-CFDA-SE (5-(6) Carboxyflourescein Diacetat, succinimidyl Ester)
durchgefuhrt. Dieser nichtpolare Farbstoff, der durch die Zellmembran in das
Zytoplasma eindringt, wird in vitalen Zellen durch zelleigene Esterasen aktiviert
und fluoresziert anschlie®Bend grun. In nekrotischen Zellen ist die
entsprechende Esteraseaktivitat nicht vorhanden und es kommt nicht zu einer
Fluoreszenz (Martin et al., 1995).

Es wurden Konstrukte aller 3 Gruppen an Tag 21 zunachst 3 mal mit PBS
gewaschen, der Farbung unterzogen und anschlielend, wie bei den im
Folgenden beschriebenen histologischen Protokollen, prozessiert. Daraufhin
wurden die gefarbten histologischen Schnitte (Dicke 4 pm) unter einem
Fluoreszenz-Mikroskop analysiert und digital erfasst.

2.7 Histologie
2.7.1 Anfertigen der histologischen Schnitte

Zur Anfertigung histologischer Schnitte wurden 3 Konstrukte je Gruppe und
Patient nach 21 Tagen Kultivierung 3 mal mit PBS gewaschen, in 4%
Paraformaldehyd Uber Nacht fixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe (25, 50,
75, 95 und 100% fur je 1 Stunde) und Amylacetat dehydratisiert und
anschliel3end in Paraffin bei 56°C eingebettet. Die Aushartung erfolgte Uber 48h
bei Raumtemperatur.

An einem Schlittenmikrotom wurden aus den entsprechenden Paraffinblocken

anschlielend 4 ym dicke Schnitte durch das Zentrum des Konstruktes gefertigt,
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die auf einem Objekttrager uber Nacht trockneten. Im Anschluss erfolgte vor
allen Farbungen die Entparaffinisierung (2x Xylol fur 5 min) und die
Dehydratisierung (absteigende Alkoholreihe: 100, 95, 75, 50, 25% Ethanol und
aqua dest. fur je 1 min). Alle im Folgenden aufgefuhrten (immun-)histologischen
Verfahrens-Protokolle sind von diesem Punkt aus detailliert beschrieben.

2.7.2 Histochemische Farbungen

Hamatoxylin/Eosin Farbung

1. Hamatoxylin 10 min
2. Spulen in aqua dest. 2x3 min
3. 0,25% HCI / 50% Ethanol 10 sek
4. Spulen in aqua dest. 3 min

5. Blauen in Leitungswasser 10 min
6. 1%ige Eosinldésung 20 sek
7. Aqua dest. 2 x 3 min
8. 70% Ethanol 10 sek
9. Dehydratisierung in 95% Ethanol 10 sek
10. 100% Isopropanol 2x1 min
11.  Xylol 2 x5 min

12.  Eindecken mit organischem Eindeckmittel

Alzian Blau Farbung

1. 3%ige Essigsaure in aqua dest. 5 min

2. 1% Alcian Blau 8GX (pH 1,0) 60 min

3. Saurer Ethanol 2x3 min
(368,5 ml 95%iger Ethanol, 131,5ml aqua dest., 5 ml HCI)

4. Spulen in aqua dest. 2x3 min

5. Gegenfarbung mit Kernechtrot 2 min

6. Aqua dest. 2x3 min

7. 70% Ethanol 10 sek
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8. Dehydratisierung in 95% Ethanol 10 sek
9. 100% Isopropanol 2x1 min
10.  Xylol 2 x5 min
11.  Eindecken mit organischem Eindeckmittel

2.6.3 Immunhistochemische Farbungen

Kollagen Il und X Antikorper-Farbung

Kollagen II: Spezifitat:  al1(ll)- und a3(Xl)-Ketten mit identischer
Primarstruktur  fur Human, Maus, Huhn,
Salamander
Klon: 6B3 (Chemicon, Bestell-Nr. MAB8887)
Isotyp: Maus 1gG+, monoklonal

Einsatzkonz.:670 ng/ml

Detektion der Bindung des primaren Antikorpers (Immunzytochemische

Farbung):

Waschpuffer: 0,05M TBS pH 7,6

Stammldsung: 10xTBS (0,5M), pH 7,6; fur 1L:
60,6 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
87,66 g NaCl

in 900 ml aqua bidest. I6sen und pH einstellen, ad 1000ml

mit aqua bidest., autoklavieren.

Arbeitslosung: 1xTBS: 1:10-Verdunnung 10xTBS mit H2O bidest.
Blockierungslsg.: 2% BSA, 5% normal horse serum in 1xTBS
1g BSA+2,5 ml horse serum in 47,5 ml 1xTBS

AK-Verdunnungslosung = Blockierungslosung
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Kollagen X: Spezifitat:  natives und denaturiertes Kollagen X

Human, Schwein, Hirsch
Klon: COL-10 (Bestell-Nr. 234196, Calbiochem)
Isotyp: Maus IgM, monoklonal, Ascites
Einsatzkonz.:500 ng/ml

Detektion der Bindung des primaren Antikorpers (Immunzytochemische

Farbung):
Waschpuffer: 0,05MTBS pH 7,6
Stammloésungen: 0,5 M Tris, pH 7.6 0,9% NacCl

30,29 g Tris-HCI 9 g NaCl
ad 500 ml dest. H,O ad 1000 ml H,O

- pH Einstellung, autoklavieren und bei Raumtemperatur lagern
Arbeitslosung (0,05 M Tris): 100 ml Tris + 900 ml NaCl + 1 ml Tween 20

Blockierungslosung: 2% BSA, 2,5% normal horse serum in TBS

2gBSAin 97,5 ml TBS + 2,5 ml horse serum

AK-Verdunnungslosung = Blockierungslosung

-

Waschpuffer fur 15 min

Verdau mit 1 mg/ml Pepsin in 1 M Tris HCI, pH 2,0 fur 15 min bei RT
(Anti-Kollagen Il Farbung)

Verdau mit 0,25% Trypsin bei 37°C

(Anti-Kollagen X Farbung)

3x Waschen mit Waschpuffer

Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit 100 ul Blockierungslésung
Inkubation far 20 min bei RT

Uberschichten der Zellen mit 100 pl primaren Antikdrper in
entsprechender Verdunnung (1:300 Koll Il, bzw. 1:400 Koll X)

Inkubation Uber Nacht in einer feuchten Kammer 4°C
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Negativkontrolle:  Maus-Serum, Proteinkonzentration wurde  mit
Blockierungslosung auf die gleiche Konzentration wie die des
Primarantikorpers eingestellt.

Detektionssystem:

Dako REAL™ Detection System, Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse:

Link: Dako REAL™ Biotinylated Secondary Antibodies
(AB2)
Biotinylierte  Ziege-Anti-Maus- und  Ziege-Anti-
Kaninchen-Immunglobuline, in gepufferter Ldsung
mit stabilisierendem Protein und Natriumazid.

Label: Dako REAL™ Streptavidin Alkaline Phosphatase
(AP)

Substrat-Chromogen: Fast Red-Chromogen
Chromogen Red 1, Chromogen Red 2, Chromogen
Red 3

Substrat-Puffer: AP Substrate Buffer

3x Waschen mit Waschpuffer
2. Uberschichten der Schnitte mit 3 Tropfen Link und Inkubation fir 15 min

in einer feuchten Kammer bei RT

3x Waschen mit Waschpuffer

Uberschichten der Schnitte mit 3 Tropfen Label und Inkubation fiir 15 min
in einer feuchten Kammer bei RT

3x Waschen mit Waschpuffer

Chromogen Fast Red ansetzen:

Substrat-Arbeitslosung (CHROM): 750 yl AP Substrate Buffer + 30 pl
Chromogen Red 1, 30 yl Chromogen Red 2, 30 pl Chromogen Red 3.
Zur Blockade der endogenen alkalischen Phosphatase 1 Tropfen
Levamisole fur je 10 ml AP Substrate Buffer zugeben. Vor Zugabe der

Chromogen Red Komponenten zugeben und mischen.
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7. Zugabe des Chromogen Fast Red und Inkubation far 2-5 min,
Rotfarbung beobachten

8. 3x Waschen mit aqua dest.

9. Gegenfarbung mit Hamatoxylin fur 9 min

10.  3x Waschen mit H20 dest.

11.  Blauen in Leitungswasser fur 10 min

12.  Eindecken mit wassrigem Eindeckmittel

2.8 Verwendete Losungen und Ansatze

TBE-Puffer (Tris-Borate-EDTA)

108 g Trisbase, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (83825012251, Merck,
Darmstadt)

55 g Borsaure (K29935665204, Merck, Darmstadt)

40 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0) (03700, Fluka, Deisenhofen)

1 Liter destilliertes Wasser

Tris-Puffer

6,057 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (83825012251, Merck,
Darmstadt)

8,010 g NaCl (Natriumchlorid) (K30322804208, Merck, Darmstadt)

1 Liter destilliertes Wasser (pH- 7,4 einstellen)

Stammzellmedium

500 ml DMEM/ F-12 (A190,500-SA, Appli Chem, Darmstadt)

50 ml FBS (10270-106, Konz.: 10%, GIBCO BRL, Darmstadt)

5ml  Penicillin/Streptomycin (50 U Penicillin/ml, 50 pg Streptomycin/ml)
(P11-010, PAA, Linz)

550 pl L-Ascorbat-2-Phosphat (A-8960, Konz.: 50 pg/ml, Sigma, Steinheim)
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Chondrogenes Differenzierungsmedium

50 ml DMEM/ F-12 (E15-813, PAA, Linz)

5yl Dexamethason (D-4902, Konz.: 10 nM, Sigma, Steinheim)

50 pl  L-Ascorbat-2-Phosphat (A-8960, Konz.: 50 yg/ml, Sigma, Steinheim)

50 pl Pyruvat (S-8636, Konz.: 100 pg/ml, Sigma, Steinheim)

50 pl Prolin (816019,Konz.: 40 yg/ml, Merck, Darmstadt)

0,5ml IST+1 (1-2521, Sigma, Steinheim)

0,5 ml Penicillin/Streptomycin (50 IU Penicillin/ml, 50 ug Streptomycin/ml) (P11-
010, PAA, Lenz)

TGF-B1, 10 ng/ml (C-63505, Promocell, Heidelberg)

BMP-2, 100ng/ml (Prof. W. Seebald, Institut fur Physikalische Chemie II, Julius-
Maximilians Universitat Wurzburg)

Farbelosung fur Alzian Blau Farbung

Alzian Blau

0,1 g Alzian Blau (A3157, Sigma, Steinheim) in 97 ml destilliertem Wasser
I6sen und 3 ml Eisessig (Merck, Darmstadt) zufugen

Kernechtrot

0,1 g Kernechtrot (Merck, Darmstadt) in 100 ml 5% Aluminiumsulfatiosung
(Merck, Darmstadt) heif3 I6sen und nach Erkalten filtrieren

Farbelosung fur H/E Farbung

Hamalaun-Farbstoff nach Mayer

1g Hamatoxylin (4302, Merck, Darmstadt) in 1000 ml destilliertem Wasser
|6sen

0,2 g NaJOs (S4007, Sigma, Steinheim)

50 g reines Kalium (Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat) (A4396,1000, Appli
Chem, Darmstadt) nach Umruhren blauviolette Farbe

50 g Chloralhydrat (2425, Merck, Darmstadt)

1g  Zitronensaure (1.00244.1000, Merck, Darmstadt), nach Umrihren
rotviolette Farbe
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Eosin

0,1g Eosin (15935, Merck, Darmstadt) in 100 ml destilliertem Wasser I6sen

DNA Ladungs-Puffer (10x)

3 ml Glycerol (30%), (Sigma, Steinheim)

2ml EDTA (0,1 M, pH- 8,0) (PAA, Linz)

1 ml SDS (Konz.: 0,1 %) (Merck, Darmstadt)

5 mg Bromphenolblau (Konz.: 0,25%), (Merck, Darmstadt)
5 mg Xylene Cyanol (Konz.: 0,25 %, Merck, Darmstadt)

4 ml destilliertes Wasser

Primarer Antikorper

Kollagen Il (Spezies: mouse), (Verdunnung 1:50) (Bestell-Nr. MAB8887,
Chemicon, Hofheim)

Kollagen X (Spezies: rabbit), (Verdiunnung 1:100) (Bestell-Nr. 234196,
Calbiochem, Darmstadt)

Antikorper Detektions Kit

Dako REAL™ Detection System, Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse:
Link: Dako REAL™ Biotinylated Secondary Antibodies (AB2)
Label: Dako REAL™ Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP)

- Agarose (GTQ) (6352.4, Roth, Karlsruhe)

- Bovines Serum Albumin (BSA 0,5 %) (RPN412, Amersham, Freiburg)

- DAB (Diaminobenzidine Peroxidase) Tabletten (D-4168, Sigma, Steinheim)
- dANTP-Mix (PCR Nucleotide Mix 10mM) (C1145, Promega, Mannheim)

- Entellan (1.07961.0100, Merck, Darmstadt)

- Essigsaure (Merck, Darmstadt)

- Ethanol (1.00983.1000, Merck, Darmstadt)

- Ethidiumbromid (Konz.: 10mg/ml) (15585-011, GIBCO BRL, Darmstadt)

- Formalin (A0823,2500, Appli Chem, Darmstadt)
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- Glycerol Gelatine (GG-1, Sigma, Steinheim)

- Glycergel (DAKO, Glostrup, Denmark)

- Hamatoxylin-Losung (4302, Merck, Darmstadt)

- Marker (100 bp DNA-Leiter) (Peglab, Erlangen)

- Mercaptoethanol (1.15433, Merck, Darmstadt)

- oligo(dT)15 Primer (Konz.: 500 pg/ml) (C110A, Promega, Mannheim)

- Paraffin (Sigma, Steinheim)

- PBS (Phosphat Buffer Saline) Dulbecco 99,55 g/l Aqua bidest, (L182-50,
Biochrom, Berlin)

- PCR-Puffer (10x Konzentrat) (225285, Amersham, Freiburg)

- PCR-Puffer (M-MLV RT 5 x Buffer) (M531A, Promega, Mannheim)

- Pepsin (S3002, 2g/250ml 0,2M HCL, DAKO, Glostrup, Denmark)

- reverse Transkriptase (M 368C, M-MLV RT RNase H(-)Point Mutant,
Promega, Mannheim)

- Taq DNA Polymerase (Cloned for PCR, 5 U/ul) (224472, Amersham, Freiburg)

- Tissue Tek (4583, Sakura, Zoeterwoude, Holland)

- Trypanblau (Konz.: 0,4 %) (T-8151, Sigma, Steinheim)

- Trypsin/EDTA (0,5g Trypsin/l, 0,2g EDTA/I) (L11-004, PAA, Linz)

- Trypsin (Immunhistochemie, S2012, 250ug/ml, DAKO, Glostrup, Denmark)

- Xylol (1.08685.2500, Merck, Darmstadt)

2.9 Verwendete Gerate und Materialien

Abzug (1500, Waldner, Wangen)

AP-Farbekit (DAKO, Glostrup, Denmark)

Bio Chem-Vacuum Center, BCV 21 (Vacuubrand, Wertheim)
Biophotometer (6131) (Eppendorf, Hamburg)

Brutschrank (Heraeus, Hanau, 37 °C, 95% O3, 5% COy)
Deckglaser (Hartenstein, Wirzburg)

Densitometer (LTF-Labortechnik, Wasserburg)
Erlenmeyerkolben (Schott, Mainz)
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Farbekuvetten aus Glas (Schott, Mainz)

Feuchte Kammer: Metallkiste mit Deckel, ausgelegt mit nassen Tuchern
Gefrierschrank (Bosch, Albstadt)

Gel-Elektrophoresekammer-MIDI (Roth, Karlsruhe)

Glaskuvetten (5 ml, v-vails) (Wheaton, USA)

Heizblock (Promega, Mannheim)

Inkubator fur Zell- und Gewebekulturen BB6060 (Heraeus, Hanau)
Lichtmikroskop (Axiovert 25) (Zeiss, Jena)

Mikrowelle (600 W, Panasonic)

Multicycler PTC 200 (Biozym, Hessisch Oldendorf)

Neubauer Zahlkammer (Marienfeld, Lauda-Konigshofen)
Objekttrager (Objekttrager Super Frost, Menzel, Braunschweig)
PCR-Reaktionsgefald (0,2 ml) (Hartenstein, Wirzburg)
PCR-Cycler (MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Multi Cycler, Biozym,
Hessisch Oldendorf)

Pipettierhilfe (Accujet, Braun, Melsungen)

Reaktionsgefal’e (1,5 ml) (Eppendorf, Hamburg)
Schlittenmikrotom (Leitz, Oberkochen)

Sicherheitswerkbank Klasse Il (HS 15, Heraeus, Hanau)
Tischzentrifuge (Heraeus, Hanau, Biofuge pico)

Vortex Genie 2 (G560, Scientific Industries, Karlsruhe)
Wasserbad (37°C) (GFL, Burgwedel)

Zellkulturflaschen (1500m2, 90151, TPP, Tresadingen, Schweiz)
Zentrifuge (biofuge pico, Heraeus, Hanau)

Zentrifugenrohrchen (15 und 50ml, Sarstedt, NUrnbrecht)
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3. Ergebnisse

3.1 Stammzellkultur

Nach dem Ausplattieren der von trabekularen Knochenfragmenten gereinigten
Knochenmarksuspension wurde das Zellkulturmedium nach 3 Tagen
gewechselt. Zu diesem Zeitpunkt waren lichtmikroskopisch bereits einige
anhaftende Zellen und colony-forming units zu erkennen. Nach etwa 10 bis 14
Tagen erreichten die Zellen eine ca. 80% Konfluenz. Der Zellrasen wurde
anschlieend mit 0,25% Trypsin abgelost und die Zellen im Verhaltnis eins zu
drei ausplattiert. Nach erneuter Expansion der Zellen bis zu einer 70 bis 80%
Konfluenz wurden die Zellen der Passage 1 abgelost und zur Herstellung der
MSZ-Hydrogel Konstrukte verwendet. Die lichtmikroskopische Kontrolle vor
Verwendung der Zellen zeigte bei allen 3 Patienten eine homogene
fibroblastenartige Zellpopulation mit zahlreichen mitotischen Aktivitaten in PO
und P1, wie bereits von Noth et al. (2002b) beschrieben.

3.2 MSZ-Kollagen Hydrogele

Nach Hinzufugen von 3 ml des entsprechenden Kultivierungsmediums zu den
hergestellten MSZ-Hydrogel Konstrukten wurden diese durch leichtes Schutteln
von den Wanden des 15 ml Zentrifugenrohrchens abgelost und hatten die
konische Form des Bodens angenommen. Die Konstrukte aller drei Gruppen
waren zu diesem Zeitpunkt transparent und hatten eine homogene, gelartige
Struktur.

Wahrend der dreiwdchigen Kultivierung kam es bei allen Konstrukten zu einer
mediumabhangigen Kontraktion und dadurch zu einem kugelformigen
Aussehen.

In der mit Stammzellmedium kultivierten Gruppe kam es zu einer Kontraktion
von 30 bis 40% im Vergleich zu der AusgangsgofRe an Tag 0. In den unter
Zusatz von chondrogenen Wachstumsfaktoren kultivierten Hydrogelen war die
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zu beobachtende Kontraktion deutlich starker ausgepragt, wobei die starkste
Kontraktion unter Zugabe von TGF-31 mit 50 bis 75% auftrat, mit BMP-2 betrug
diese nur 40 bis 50%.

Optisch nahm die Transparenz der MSZ-Hydrogelkonstrukte wahren der
Kultivierung deutlich ab, wobei die in Differenzierungsmedium kultivierten
Konstrukte, besonders unter Zugabe von TGF-31, nach 21 Tagen eher opaque-

weillich erschienen und ebenfalls eine hohere Festigkeit aufwiesen.

3.3 Apoptose und Zellvitalitat

Die an Tag 21 durchgefuhrte Doppel-Fluoreszenzfarbung mit Annexin V-Cy3
und 6-CFDA erlaubte eine Unterscheidung von vitalen (grin), apoptotischen
(gelb) und nekrotischen Zellen (rot).

Nach 3 Wochen konnten vorwiegend lebende, grin fluoreszierende Zellen
sowohl in der Kontrollgruppe mit Stammzellmedium (Abb. 7A) als auch in den
mit chondrogenen Wachstumsfaktoren BMP-2 (Abb. 7B) und TGF-31 (Abb. 7C)
kultivierten Hydrogelen nachgewiesen werden.

Die Doppelanfarbung der Zellen mit grinem und rotem Fluoreszenzfarbstoff
ergab eine Gelbfluoreszenz, die apoptotische Zellen anzeigt. Der Gesamtanteil
an apoptotischen und nekrotischen Zellen war in der Kontroligruppe, im
Vergleich zu den mit BMP-2 bzw. TGF-[31 kultivierten Hydrogelen, hoher (Abb.
7). Interessanterweise zeigten sich einzelne der rundlich chondrogen
differenzierten Zellen in der TGF-31 und BMP-2 behandelten Gruppe nach 3
Wochen apoptotisch (rechter oberer Bildrand in Abb. 7 B und C).
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BMP-2 Control

TGF-B

Abb. 7.: Fluoreszenz-Mikroskopie der MSZ-Hydrogel Konstrukten nach 3 Wochen Zellkultur.
Die MSZ-Hydrogele wurden in Stammzellmedium mit 10% FCS (A) oder in einem serumfreien
Differenzierungsmedium mit 100 ng/ml BMP-2 (B) bzw. 10 ng/ml TGF-R1 (C) kultiviert. Die
Doppelfarbung mit 6-CFDA und Annexin V-Cy3 erlaubt eine Aussage Uber die Vitalitat der
Zellen, wobei vitale Zellen durch Anfarbung mit 6-CFDA (griin) und nekrotische Zellen durch
Anfarbung mit Annexin V-Cy3 (rot) gekennzeichnet sind. Apoptotische Zellen weisen durch eine
Doppelanfarbung mit beiden Farbstoffen eine gelbe Fluoreszenz auf. Ma3stab 20 ym.
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3.4 Genexpressionmuster der RT-PCR Analyse

An acht verschiedenen Zeitpunkten (Tag 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 und 21) wurde
RNA von je drei Konstrukten pro Gruppe, Patient und Zeitpunkt isoliert. An Tag
0 wurde RNA aus MSZ der Passage 1 aller 3 Patienten vor Herstellung der
MSZ-Hydrogele gewonnen. Im Folgenden sind die reprasentativen,
zeitabhangigen Genexpressionsmuster der mit Stammzellmedium (Abb. 8A),
sowie der mit chondrogenem Differenzierungsmedium, unter Zusatz von BMP-2
(Abb. 8B) bzw. TGF-R1 (Abb. 8C) kultivierten Konstrukte, dargestellt. Dabei ist
in der obersten Reihe jeweils das ,housekeeping gen“ EF-1alpha und des
weiteren die Expression der, von Barry et al. (2001) beschriebenen, frihen
(COMP, Sox-9 und Fibromodulin), intermediaren (Chondroadherin und Koll XI)
und spaten (Koll Il und Aggrekan) Markergene abgebildet. Zusatzlich ist die
Expression von Koll X dargestellt, welches als hypertrophes Markergen
angesehen wird.

Bei allen drei Gruppen war zu jedem Analysezeitpunkt eine Expression von
Sox-9 und COMP nachweisbar. In der Kontrollgruppe (Abb. 8A) sowie unter
BMP-2 (Abb. 8B) war diese Uber den gesamten Zeitraum konstant, wohingegen
es unter TGF-B1 in der RT-PCR zu einer stetigen Zunahme der
Bandenintensitat kam (Abb. 8C). Eine Fibromodulinexpression konnte unter
dem Einfluld von TGF-R1 bereits an Tag 1 nachgewiesen werden, welche
hingegen bei den ubrigen Gruppen erst an Tag 3 zu sehen war. Diese zeitliche
Verzogerung konnte auch bei der Expression von Chondroadherin gesehen
werden. Hier kam es unter TGF-R1 (Abb. 8C) nach 6 Tagen zu einer Expresion,
die Kontrollgruppe und die BMP-2 Gruppe zeigten sich erst nach 9 Tagen
positiv.

Im Bezug auf die Expression von Markergenen die eine fortgeschrittene
chondrogene Differenzierung anzeigen, Koll Il und Aggrekan, kam es zu
deutlichen Unterschieden zwischen den Gruppen. In der Kontrollgruppe (Abb.
8A) konnte keine Koll Il Expression nachgewiesen werden, es kam hier erst ab
Tag 18 zu einer Aggrekanexpression. Im Gegensatz dazu konnte im

Differenzierungsmedium unter Zusatz chondrogener Wachstumsfaktoren
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jeweils die Expression vom Koll || und Aggrekan nachgewiesen werden. In der
BMP-2 Gruppe (Abb. 8B) kam es ab Tag 12 bzw. Tag 18 zu einer Aggrekan
bzw. Koll II Expression, unter TGF-R1 (Abb. 8C) trat diese bereits ab Tag 9
bzw. 12 auf.

Eine Koll X Genexpression konnte in der Kontrollgruppe zu keinem Zeitpunkt
nachgewiesen werden, bei Verwendung eines chondrogenen
Differenzierungsmediums kam es unter BMP-2 an Tag 21 zu einer Expression,
in der TGF-R1 behandelten Gruppe konnte, das den Ubergang in die
Hypertrophie anzeigende Markergen, bereits ab Tag 18 nachgewiesen werden.

A: Kontrollgruppe (serumhaltiges Stammzellmedium).
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B: Chondrogenes Differenzierungsmedium + 100 ng/ml BMP-2.
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C: Chondrogenes Differenzierungsmedium + 10 ng/ml TGF-31.
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Abb. 8: Expression chondrogener Markergene mittels RT-PCR zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Kultivierung von MSZ-Kollagen Konstrukten tber 3 Wochen. Die Konstrukte
wurden in serumhaltigem Stammzellmedium (A) und chondrogenem Differenzierungsmedium
unter Zugabe von 100 ng/ml BMP-2 (B) oder 10 ng/ml TGF-31 (C) kultiviert. Die RNA wurden
an den angegebenen Zeitpunkten aus den MSZ-Hydrogel Konstrukten isoliert und die
chondrogene Markergenexpression fiir die angegebenen Gene analysiert. EF-1alpha diente als
.housekeeping gen®. Dargestellt ist die reprasentative Genexpression des 58-jahrigen
mannlichen Patienten.

3.5 Semiquantitative Densitometrie

FUr eine semiquantitative Analyse der Genexpresion wurden die kumulativen
Pixelhelligkeiten der entsprechenden RT-PCR Produkte fur Koll II, X und
Aggrekan densitometrisch bestimmt. Dabei wurden die erfassten Werte aller
Patienten fur das jeweilige Gen, den Zeitpunkt und die Kultivierungsbedingung
gemittelt und in Relation zu dem entsprechenden Wert fur die Expression des
.housekeeping® Gens EF-1alpha gesetzt und als x-facher Wert dessen
ausgedruckt (Abb. 9).

Wie bereits die RT-PCR Analyse zeigte war bei Kultivierung der MSZ-
Kollagengel Konstrukte im serumhaltigen Stammzellmedium keine Expression
von Koll Il oder X nachweisbar. In der BMP-2 Gruppe kam es an Tag 21 zu
einer Koll X-Expression (0,65-fach; Abb. 9A), in der TGF-31 Gruppe an Tag 18
und 21 (0,66 und 0,86-fach; Abb. 9C). Die Koll Il Expression lag in der BMP-2
Gruppe an den Tagen 18 und 21 bei 0,86- bzw. 1,08-fachen Werten (Abb. 9B).
In der TGF-31 Gruppe stieg hingegen die Koll Il Expression von Tag 12 bis 21
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kontinuierlich (0,59-; 0,76-; 1,25-; bzw. 8,28-fach; Abb. 9B). Aggrekan konnte in
allen drei Gruppen detektiert werden, in der Kontrollgruppe an Tag 18 und 21
(0,64- bzw. 0,54-fach; Abb. 9A), in der BMP-2 Gruppe von Tag 12 an (0,60-;
1,03-; 1,16-; bzw. 0,94-fach; Abb. 9A) und in der TGF-R1 Gruppe von Tag 9 an
(0,44-; 0,82-; 1,07-; 1.33-; bzw. 1,59-fach; Abb. 9A).

A B
AGN Koll 1l
3 ——o— Control 10 | —e— control
——- BMP-2 ——-BMP-2
§ || - TGF-p1 S ° || —A—TGF-p1
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x-fache Expression
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Abb. 9: Densitometrie von PCR-Produkten der MSZ-Hydrogel Konstrukte. Gezeigt ist der x-
fache Wert der Expression von Aggrekan (A), Koll 1l (B) und Koll X (C) in Relation zu dem
shousekeeping® Gen EF-1alpha. Die MSZ-Hydrogel Konstrukte wurden in serumhaltigem
Stammzellmedium oder chondrogenem Differenzierungsmedium unter Zugabe von 100 ng/ml
BMP-2 oder 10 ng/ml TGF-R1 kultiviert. Aufgetragen sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung der Densitometrie von drei Patienten. Die statistische Signifikanz wurde
zur Kontrollgruppe (Stammzellmedium) geprift und p < 0,05 (*) als statistisch signifikant
angesehen.
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3.6 Histochemische- und Inmunhistochemische Farbungen

3.6.1 Hamatoxylin/Eosin und Alzian Blau Farbung

Die im Folgenden dargestellten histologischen Abbildungen zeigen die jeweilige
Farbung der MSZ-Kollagengel Konstrukte zum Vergleich der Unterschiede in
den 3 Gruppen, wobei von rechts nach links je vier unterschiedliche
Vergrof3erungen aufgetragen sind.

Nach 3 Wochen Kultivierung zeigte sich in der H/E Farbung (Abb. 10) in allen 3
Gruppen eine homogene Zellverteilung. In den Ubersichtsbildern der
Kontrollgruppe (Abb. 10A), der BMP-2 Gruppe (Abb. 10E) und der TGF-R31
Gruppe (Abb. 10I) lasst sich der Grad der Kontraktion gut erkennen. Die im
Differenzierungsmedium mit Zusatz von TGF-R1 kultivierten Konstrukte wiesen
die starkste Kontraktion auf (Abb. 10l). In keinem der histologischen Schnitte
konnten nekrotische Zellareale gefunden werden, auch nicht im Zentrum der
Konstrukte.

In einigen Bereichen des Konstruktrandes der TGF-31 Gruppe (Abb. 10I) ist
eine 2 bis 3 lagige Zellschicht von fibroblastenartigen Zellen zu erkennen, diese
war in den ubrigen Gruppen nicht zu sehen. Interessanterweise konnten in den
Konstrukten der Kontrollgruppe einige, von der Morphologie her,
chondrozytenahnliche Zellen mit umgebenden Lakunen gesehen werden (Abb.
10D). In den mit chondrogenen Differenzierungsmedium kultivierten Gruppen
nahmen fast alle Zellen an Tag 21 eine chondrozytenahnliche Morphologie an,
wobei die unter Zusatz von BMP-2 kultivierten Konstrukte Zellen mit deutlich
grollere Lakunen aufwiesen (Abb. 10G und H), als in den Konstrukten die unter
Zusatz von TGF-31 (Abb. 10K und L) kultivierte wurden.

Die nach 3 Wochen durchgefuhrte Alzian Blau Farbung zum Nachweis
knorpelspezifischer  Proteoglykane war fur die in  serumhaltigen
Stammzellmedium kultivierten Konstrukte negativ (Abb. 11A - D), wobei es zu
einer geringfugigen blaulichen Anfarbung des MSZ-Kollagengels kam, welche
wahrscheinlich aufgrund unspezifischer Interaktionen von Kollagen Hydrogelen
mit dem Farbstoff bedingt ist. Konstrukte die unter Zusatz von TGF-31 kultiviert
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wurden zeigten nach 21 Tagen eine intensive dunkelblaue Anfarbung der
extrazellularen Matrix (Abb. 11I-L), was darauf schlieBen Iasst, das die
differenzierten chondrozytenahnlichen Zellen von einer, an polyanionischen,
sulfatierten Proteoglykanen reichen EZM umgeben sind. Die mit BMP-2
kultivierten Konstrukte zeigten ebenfalls eine positive Farbung, wobei diese im
Vergleich zu der TGF-B31 behandelten Gruppe wesentlich schwacher ausfiel
(Abb. 11E — H).
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Abb. 10: H/E Farbung der MSZ-Kollagengel Konstrukte nach dreiwdchiger Kultivierung. Die
Konstrukte wurden in serumhaltigem Stammzellmedium (A — D) oder chondrogenem
Differenzierungsmedium unter Zugabe von 100 ng/ml BMP-2 (E — H) oder 10 ng/ml TGF-31 (I —
L) kultiviert. Bemerkenswerterweise zeigten sich in der Kontrollgruppe vereinzelt Zellen die eine
chondrozytenahnliche Morphologie aufwiesen (D). In den Ubersichtsbildern ist die
mediumabhangige Kontraktion gut zu erkennen, die starkste Kontraktion fand sich bei Zugabe
von TGF-R1 (). Mastab von links nach rechts: 200, 100, 50 und 25 pym.
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Abb. 11: Alzian Blau Farbung der MSZ-Kollagengel Konstrukte nach dreiwdchiger Kultivierung.
Die Konstrukte wurden in serumhaltigem Stammzellmedium (A — D) oder chondrogenem
Differenzierungsmedium unter Zugabe von 100 ng/ml BMP-2 (E — H) oder 10 ng/ml TGF-31 (I —
L) kultiviert. Die Akkumulation einer proteoglykanreichen EZM konnte besonders in den mit
TGF-R1 kultivierten Konstrukten nachgewiesen werden (I — L). Auch unter dem Einfluss von
BMP-2 wurden knorpelspezifische Proteoglykane gebildet, wenn auch in deutlich geringerem
MaRe (E — H). Mastab von links nach rechts: 200, 100, 50 und 25 pm.

3.6.2 Anti-Kollagen Il und X Immunhistochemie

Nach Kultivierung der MSZ-Kollagenhydrogel Konstrukte in serumhaltigen
Stammzellmedium fur 3 Wochen zeigte sich sowohl die immunhistologische
Farbung fur Kollagen Il (Abb. 12A — D) als auch fur X (Abb. 13A — D) negativ.

In den mit TGF-R1 (Abb. 12| - L) und BMP-2 (Abb. 12E — H) behandelten
Gruppen war eine positive Anfarbung von Kollagen Il in den histologischen
Schnitten nachweisbar. Wie bereits von MSZ-Pelletkulturen bekannt war die
extrazellulare Verteilung von Kollagen Il nicht vollig homogen (8,9), sondern
zeigte eine fokale Akkumulation. Wobei es in der BMP-2 Gruppe nur vereinzelt
zu einer perizellularen Anfarbung (Abb. 12G — H) kam und eine deutlich
starkere, homogenere Verteilung bei den mit TGF-31 behandelten Konstrukten
auftrat (Abb. 12K —L).
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Die Anti-Kollagen X Immunhistochemie (Abb. 13) war positiv in den
histologischen Praparaten der mit TGF-31 behandelten Konstrukte, es zeigte
sich hier ebenfalls eine etwas inhomogene perizellulare Anfarbung (Abb. 13l —
L). Eine noch schwachere Anfarbung mit nur sehr vereinzelten fur Kollagen X
positiven Arealen zeigte sich in den Konstrukten der BMP-2 Gruppe (Abb. 13E
—H).

'MSC + BMP2

MSC + TGF-R1

Abb. 12: Immunhistochemische Anfarbung fur Kollagen Il. Eine positive Anférbung ist durch die
fleckig-rote Anfarbung der EZM angezeigt und deutet auf die extrazellulare Deposition von
Kollagen Il besonders in den mit TGF-R1 behandelten MSZ-Hydrogel Konstrukten hin (I — L).
Allerdings zeigen auch die mit BMP-2 behandelten Konstrukte einzelne positive Areale (E — H).
Die Konstrukte der Kontrollgruppe zeigen keine extrazellulare Ansammlung von Kollagen Il (A —
D). Mal3stab von links nach rechts (I — L): 200, 100, 50 und 25 ym.
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Abb. 13: Immunhistochemische Anfarbung fir Kollagen Il nach 3 Wochen Kultivierung. Die
extrazellulare Deposition von Kollagen X ist durch die fleckig-rétliche Farbung angezeigt und
verdeutlicht das Kollagen X in den mit TGF-R1 behandelten Konstrukten (I — L) sehr schwach,
aber auch in Konstrukten der BMP-2 Gruppe vorhanden ist (E — H). Die in serumhaltigem
Stammzellmedium kultivierten Konstrukte wiesen kein Kollagen X auf (A — D). Mafstab von
links nach rechts (I — L): 200, 100, 50, 25 pm.
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4, Diskussion

41 Methodische Uberlegungen

Die Anwendung matrixbasierter Verfahren der autologen
Chondrozytentransplantation bietet zahlreiche Vorteile im Vergleich zu der
“klassischen® Methode nach Brittberg und Peterson (1994).

Unter den zahlreichen Zelltrager-Materialien im klinischen Einsatz zur
matrixbasierten ACT gewahrleisten besonders Kollagen Hydrogele eine
homogene Zellverteilung und sicheren den Verbleib der Zellen im
Gelenkknorpeldefekt, dieses wurde auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt.
Erste klinische Ergebnisse der Transplantation autologer Knochenmark-
Stromazellen zur Deckung 3-4° retropatellarer Knorpeldefekte wurden von
Wakitani et al. (2004) publiziert. In dieser Studie wurde 2 Patienten ein Kollagen
Hydrogel-MSZ Konstrukt implantiert und anschlieend mit einem Periostlappen
gedeckt. Ein Jahres Follow-up Untersuchungen zeigten die Fullung des
Defektes mit bindegewebig durchsetztem Knorpel und nach einem
Beobachtungszeitraum von 4 bzw. 5 Jahren war das klinische Ergebnis
signifikant besser als im Vergleich mit denen einer ,klassischen® ACT.

In diesem Zusammenhang konnte eine ex vivo Pradifferenzierung der MSZ in
der Tragermatrix mit spezifisch chondrogenen Wachstumsfaktoren von
entscheidender Bedeutung sein um die Bildung von bindegewebigen Knorpel
zu verringern bzw. zu vermeiden, da gezeigt wurde das dieser minderwertige
mechanische Eigenschaften im Vergleich zu hyalinem Knorpel aufweist.

Aus den genannten Grunden wurde in der vorliegenden Arbeit ein Kollagen
Hydrogel, welches sich erfolgreich im Kklinischen Einsatz fur die
matrixgekoppelte ACT befindet verwendet um die chondrogene Differenzierung
MSZ unter dem Einfluss von BMP-2 und TGF-R1 zu untersuchen.
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4.2 Zellvermittelte Kontraktion, Vitalitat und Proliferation

Einer der limitierenden Faktoren zur Verwendung von mit Wachstumsfaktor
chondrogen stimulierten MSZ-beladenen Hydrogelen zur
Gelenkknorpelrekonstruktion ist die zellvermittelte Kontraktion des Konstruktes.
Diese Hydrogelkontraktion fuhrt zu einer signifikanten Erhdhung der effektiven
Zellzahl/VVolumeneinheit und sollte bereits in der Entwicklungsphase jedes
Tissue Engineering Knorpelersatzgewebes berucksichtigt werden. Dabei ist zu
beachten, dass nicht terminal differenzierte Zellpopulationen ein wesentlich
hoheres zellvermitteltes Kontraktionspotential aufweisen als differenzierte
Zellpopulationen (Steinberg et al., 1980).

In diesem Zusammenhang ist ebenfalls die Zellproliferation in der verwendeten
Matrix entscheident. Weitere Faktoren die eine Hydrogelkontraktion
beeinflussen konnen sind absolute Zellzahl, Kollagen-/Serumkonzentration,
Anzahl und Lange der einzelnen Kollagenfibrillen und zusatzlich der zur
chondrogenen Differenzierung verwendete Wachstumsfaktor (Schmitt et al.,
2003; Yokoyama et al., 2005; Lewus und Naumann, 2005).

In der vorliegenden Studie betrug die Kontraktion der Hydrogele ca. 30 bis 40%
in der Kontrollgruppe (10% FCS), 40 bis 50% in der mit BMP-2 stimulierten
Gruppe und bis zu 75% in der TGF-R1 behandelten Gruppe. Es wurden 2,5 x
10° MSZ/ml in einem 0,3%igen Kollagengel verwendet, welches, im Vergleich
zur Chondrozytenanzahl in der klinischen Situation der matrixbasierten ACT mit
der CaReS®-Technologie, einer geringfiigig hdheren Zellzahl pro
Volumeneinheit entspricht. Andere Publikationen zeigten eine deutlich
geringere Kontraktion von Kollagen Hydrogelen bei Verwendung von sogar
hoheren Zellzahlen pro Volumeneinheit bei allerdings 10-fach hoherer
Kollagenkonzentration von 3% (Yokoyama et al., 2005). Bei Kultivierung der
MSZ-Hydrogele unter Zusatz von fotalem Kalberserum wurde von anderen
Arbeitsgruppen bei Verwendung von 10% FCS in Abhangigkeit von der
KollagenfibrillegrolRe und verwendeter Zellzahl eine mehr als 50%-ige
Kontraktion beobachtet (Lewus und Naumann, 2005). Aufgrund dieser

Tatsache muss in Betracht gezogen werden, das durch Hinzufigen von kurzen
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Kollagenfibrillen eine deutlich reduzierte zellvermittelte Kontraktion, bei
unveranderter Permeabilitat des Konstruktes und Vitalitat der Zellen, erreicht
werden kann. Ebenso konnte gezeigt werden das durch Cross-linking zwischen
Kollagenfibrillen und durch Thiol funktionalisierte Hyaluronsaurederivate eine
Verbesserung der strukturellen Integritat der Kollagen Hydrogele erzielt werden
kann, was zu einer erhohten Resistenz gegenuber der kontraktilen Potenz von
Fibroblasten fuhrte (Mehra et al., 2006). Diese Erkenntnis konnte zu einer
Stabilisierung der von uns verwendeten Hydrogelele beitragen und so die in
unseren Versuchen beobachtete MSZ-vermittelte Kontraktion verringern bzw.
vermeiden.

Kobayashi et al. (2006) konnten in ihrer Studie zeigen das SMAD3 eine
Schlusselrolle in der TGF-R1 vermittelten Kontraktion von Fibroblasten spielt
und das a-SMA, welches ein durch die SMAD3-Signalkaskade upstream
reguliertes Gen ist, essentiell zur Kontraktion beitragt. Ob nun die Aktivierung
ahnlich strukturierter Signalkaskaden, wie etwa SMAD1/-5, in der von uns
beobachteten BMP-2 vermittelten Hydrogelkontraktion von Bedeutung ist und
weshalb eine geringer ausgepragte Kontraktion im Vergleich zu der TGF-31
stimulierten Gruppe auftritt bedarf weiterer Untersuchungen.

Die histochemischen Analysen nach 21 Tagen zeigten eine sehr homogene
Zellverteilung im Hydrogel in allen 3 Gruppen, wobei unter dem Einfluss von
TGF-31 eine wesentlich hohere relative Zelldichte im Vergleich zu den anderen
Gruppen beobachtet wurde. Die Kernfrage bezuglich der Zelldicht ist ob die
Ursache hierfur in einer gesteigerten Zellproliferation unter TGF-R1 oder der
hoheren zellvermittelten Kontraktion des Hydrogels liegt. Vorlaufige
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die hdchste
Proliferationraten sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der TGF-31
behandelten Gruppe zwischen Tag 6 und Tag 9 zu beobachten sind, wobei im
Vergleich die Proliferation in der Kontrollgruppe um das 2-fache hoher war. Im
Anschluss an Tag 9 kam es in beiden Gruppen allerdings zu keiner weiteren
Zellzahlvermehrung.

Wir konnten ebenfalls in beiden Gruppen an Tag 21 keine nennenswerte
Anzahl an apoptotischen oder nekrotischen Zellen im Kollagen Typ | Hydrogel
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mittels Annexin V-Cy3 Assay nachweisen. Diese Resultate zusammen
genommen lassen vermuten, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe, unter
Einfluss von TGF-R1 eine schnelle chondrogene Differenzierung der MSZ im
Kollagen Hydrogel zu Kosten der Proliferationskapazitat auftritt und das die
hohere relative Zelldichte hauptsachlich aufgrund der Wachstumsfaktor
bedingten Differenzierung der MSZ mit konsekutiver Produktion von
Extrazellularmatrix und Kontraktion des Konstruktes einher geht.

4.3 Chondrogene Differenzierung von MSZ

In einer Studie von Yoneno et al. (2005) wurde die chondrogene
Differenzierung von humanen MSZ in einem 0,3%-igen Kollagen Gel unter dem
Einfluss von 10 ng/ml TGF-R3 beschrieben. Es konnten zellmorphologisch
zumeist chondrozytenahnliche Zellen nachgewiesen werden. Histochemische
Analysen zeigten eine positive Toluidin-Blau Farbung und es kam extrazellular
zu einer Akkumulation von knorpelspezifischen GAGs. Des Weiteren konnte bei
Verwendung von 5 X 10° MSZ/ml eine zeitabhangige Genexpression von
Kollagen Il und X mit maximaler Intensitdt an Tag 15 nachgewiesen werden.
Interessanterweise konnte diese Arbeitsgruppe bei Verwendung von 5 x 10°
Zellen/ml keine signifikante Akkumulation von GAGs oder Genexpression von
Kollagen Il oder X an Tag 20 nachweisen. Unsere Studie zeigt im Gegensatz
dazu, dass eine Konzentration von 2,5 x 10° MSZ/ml ausreichend ist um eine
homogene Zellverteilung im Hydrogel und eine chondrogene Differenzierung
der Zellen, unter Zusatz von 10ng TGF-B1/ml und Verwendung einer
Kollagenkonzentration von 0,3%, zu gewahrleisten. In diesem Zusammenhang
ist auf die Tatsache hinzuweisen, das Yoneno et al. in ihrer Studie MSZ nach 4-
bis 6-facher Passagierung verwendeten, unsere Arbeitsgruppe hingegen durch
den direkten Zugriff auf Patientenmaterial routinemallig MSZ in Passage 1
verwendet. Dies ist von entscheidender Bedeutung da man durch Arbeiten von
Muraglia et al. (2000) weiR, dass die Differenzierungs- und

Proliferationskapazitat von MSZ stark von der Anzahl der Zellpassagen
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abhangig ist. Ein anderer Grund fur die Unterschiede der Untersuchungen
konnte eine hohere chondrogene Potenz des von uns verwendeten Kollagen |
Hydrogels, im Sinne einer unterschiedlichen biologischen ultrastrukturellen
Komposition und chondroinduktiven Kapazitat, sein. Zusatzlich ist es moglich
das unser verwendetes Kollagen | Hydrogel ein anderes Kontraktionsverhalten
aufgrund unterschiedlicher ultrastrukturellen Aspekte aufweist und so die von
uns beobachtete starke Kontraktion eine bessere Ausbildung von Zell-Zell
Kontakten und konsekutiv eine N-cadherin vermittelte Signalkaskade erlaubt,
welches fur die chondrogene Differenzierung besonders bei niedrigen
Zelldichten von essentieller Bedeutung ist (Woodward und Tuan, 1999).
Vergleichende Studien von Barry at al. (2001) zeigten eine hohere chondrogene
Induktion von TGF-R3 im Vergleich zu TGF-31 in einem Pellet-Kutursystem. In
Bezug auf unsere Arbeit und den Ergebnissen von Yoneno et al. Iasst sich
vermuten das verschiedene Zellkultursysteme (Pellet vs. Kollagen | Hydrogel)
unterschiedliche Sensitivitat gegenuber chondrogenen Wachstumsfaktoren
aufweisen und das TGF-R1 in dem von uns verwendete Hydrogel eine starkere
chondrogene Induktion verursacht.

In einer weiteren kurzlich erschienenen Arbeit von Yokoyama et al. (2005)
wurden aus der Synovia isolierte Stammzellen in einem 3%-igen Kollagen Typ |
Hydrogel (Atelocollagen, Tokyo, Japan) verkapselt, allerdings wurden hier
weitaus hohere als von uns beschriebene Zellkonzentrationen verwendet (5 x
10" und 1 x 10 Zellen/ml). Zur Induktion einer chondrogenen Differenzierung
wurde dem Zellkulturmedium und/oder dem Hydrogel vor der Zellverkapselung
ein Wachstumsfaktor-Mix aus 500 ng/ml BMP-2, 10 ng/ml TGF-R3 und 100 nM
Dexamethason zugesetzt, wobei die starkste chondrogene Differenzierung der
MSZ bei Zusatz der Zytokine zu beidem, Hydrogel und Zellkulturmedium,
beobachtet wurden.

Der Zusatz von chondrogenen Wachstumsfaktoren direkt in das Kollagen
Konstrukt stellt eine interessante Strategie dar, die in der Zukunft positiven
Einfluss auf das Knorpel Tissue Engineering haben  konnte.
Bemerkenswerterweise kam es in den so behandelten Hydrogelen nur zu einer

Kontraktion von ca. 30% nach Tag 1 und in der Folgezeit konnte bis zum Tag
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21 keine weitere Kontraktion festgestellt werden. Die Ursache hierfur liegt
moglicherweise in der Verwendung eines 3%-igen Kollagengehaltes, also 10-
fach hoher als von uns verwendet. Nach 3 Wochen Kultivierung der Konstrukte
konnten immun-/histochemisch ebenfalls Proteoglykane und Kollagen Il, nicht
allerdings Kollagen X, in der EZM nachgewiesen werden. Allerdings wurde in
dieser Studie leider keine RT-PCR fur Kollagen X durchgefuhrt.

Diese publizierten Daten fuhren zur der Annahme, dass der Zusatz von BMP-2
eventuell die Genexpression von Kollagen X inhibiert und die MSZ somit keine
terminale Differenzierung durchlaufen und in einem nicht hypertrophen Stadium
arretiert werden. Wobei die hier verwendeten pluripotenten Vorlauferzellen der
Synovia entstammen und nicht eindeutig geklart ist ob diese Zellen eine
identische chondrogene Potenz besitzen wie aus dem Knochenmark isolierte
MSZ. Die starkste Expression chondrogener Markergene wurde von den
Autoren bei der Verwendung von 1 x 10 MSZ/ml beschrieben, allerdings ist
unserer Ansicht nach eine Zellkontraktion von 1 x 106 MSZ/ml ausreichend um
ein physiologisches Verhaltnis zwischen Zellen und Extrazellularmatrix
herzustellen.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Zellkonzentration von 2.5 x 10°
MSZ/ml Hydrogel hat hauptsachlich 2 Grunde, erstens reflektiert diese
Konzentration die physiologische Zellkonzentration in humanem Gelenkknorpel
und zweitens besteht bei Verwendung hoherer Zellkonzentrationen die Gefahr
einer unkontrollierten Kontraktion der Matrix mit kritischer Abnahme der
interfibrillaren Porengrole und damit Beeintrachtigung der nutritiven
Versorgung im Inneren des Konstruktes mit darauf folgender Apoptose der
Zellen.

Das temporare Genexpressionsmuster humaner mesenchymaler Stammzellen
wahrend der TGF-R3 induzierten Chondrogenese in einem Pellet-
Zellkultursystem wurde ausfuhrlich von Barry et al. beschrieben und flhrte zu
einer signifikanten Deposition von knorpelspezifischer EZM.
Hauptstrukturkomponenten der EZM von Gelenkknorpel sind Kollagen II, als
spezifischer Marker fur hyalinen Knorpel, und Aggrekan, welches nach Bindung
von Link Protein und Hyaluron komplexe Aggregate formt, die das Grundgerust
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der Glycosaminoglykane bilden. Kollagen X hingegen gilt als Marker flr
hypertrophen Knorpel in der kalzifizierenden Zone des Gelenkknorpels sowie
der Wachstumsfuge des sich entwickelnden Skelettsystems und damit als
Zeichen einer terminalen Differenzierung von Chondrozyten, die in der
Apoptose endet. In letzter Zeit lasst aber eine gewisse Anzahl von
Publikationen darauf schlieRen das Kollagen X in limitierten Mengen auch in
normalem Gelenkknorpel vorhanden ist bzw. exprimiert wird (Barry et al. 2001).
Nach 21 Tagen zeigten sich in unserer Studie bei den mit TGF-R1 kultivierten
Konstrukten in der histochemischen Analyse chondrozytenahnliche Zellen mit
typischen perizelluldaren Lacunae in einer proteoglykanreichen EZM.
Immunohistochemische Farbungen zeigten ebenfalls die extrazellulare
Akkumulation von vornehmlich Kollagen Il und deutlich geringer Kollagen X. Mit
Hilfe semiquantitativer RT-PCR konnte eine zeitabhangige ansteigende
Genexpression von Kollagen |l, Aggrekan und Kollagen X, wie sie bereits fur
Pelletkultursysteme unter dem Einfluss von TGF-R1 beschrieben wurde,
nachgewiesen werden (Barry et al., 2001).

Im Gegensatz dazu fand sich in der BMP-2 behandelten Gruppe histochemisch
ein eher langlicher als runder Zelltyp. Im Vergleich zu TGF-B1 zeigte sich der
Nachweis von Glykosaminoglykanen in der EZM nach Alzian Blau Farbung
deutlich schwacher, immunhistochemisch war Kollagen Il nur lokal nachweisbar
und Kollagen X war hier im Vergleich zu den Negativkontrollen so gut wie nicht
nachweisbar. Der Grund fur die, immun-/histochemisch nachgewiesene,
eindeutig schwachere Akkumulation von knorpelspezifischer EZM resultiert
vermutlich aus der im Vergleich zu TGF-[31 spater einsetzenden chondrogenen
Differenzierung der MSZ im Hydrogel. Ein um ca. 3 bis 6 Tage verzogerter
typischer Differenzierungszyklus mit verglichen zu TGF-B1 verspateter
Genexpression von Kollagen Il, AGN und Kollagen X konnte aber auch in der
BMP-2 behandelten Gruppe nachgewiesen werden. Dabei ist zu erwahnen,
dass an Tag 10 samtliche histologischen Verfahren und RT-PCR hinsichtlich
der Expression knorpelspezifischer Marker in der BMP-2 behandelten Gruppe
negativ ausfielen. Trotz alledem kommt es auch in dieser Gruppe zwischen Tag
10 und 21 zu zunehmenden chondrogenen Differenzierung. Um allerdings die
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Frage zu beantworten ob und in welchen Zeitrahmen es unter BMP-2 Zugabe
zu einer mit TGF-R1 vergleichbaren Differenzierung der Zellen kommt oder ob
hier bedeutsame Unterschiede der zugrunde liegenden Prozesse bestehen,
kann nur nach Analyse von Langzeit-Experimenten Uber mindestens 6 Wochen
beantwortet werden. Diese Langzeitversuche konnten auch zeigen ob es nach
erfolgter chondrogener Differenzierung der Zellen zu einer terminalen
Differenzierung und anschliellender Apoptose nach Tag 21 kommt und ob die
in der Kontrollgruppe unter Zusatz des serumhaltigen Stammzellmediums
gefundene positive Aggrekan Genexpression an Tag 18 und 21 ein erstes
Anzeichen beginnender chondrogener Differenzierung, zumindest einzelner

Zellen, darstellt.

4.4 Zukunftsperspektiven

Intensive Forschungsbemuhungen zur Entwicklung neuer Strategien der
Gelenkknorpelrekonstruktion in den letzten Dekaden trugen zu einem besseren
Verstandnis der Gelenkknorpelphysiologie und -regeneration bei. Eine
spezielle Bedeutung fallt hierbei verschiedenen Wachstumsfaktoren zu, die als
Reaktion auf endogene oder exogene Reize ausgeschittet werden und
gewebe-/zellspezifische Mechanismen anstolRen. Forschungsarbeiten konnten
zeigen, das TGF-B, BFGF (Basic Fibroblast Growth Factor) und IGF-I (Insuline
Like Growth Factor), zu einer Steigerung der Kollagen |l und
Proteoglykansynthese von Chondrozyten in verschiedenen Zellkultursystemen
fuhren (Posever et al., 1995; Trippel, 1995; Sah et al., 1996). Ebenfalls wurde
dies fur Mitglieder der BMP-Familie (Bone Morphogenetic Protein)
nachgewiesen (Sato und Urist, 1984). Weitgehend ungeklart bleiben jedoch die
Wechselwirkungen einzelner Wachstumsfaktoren untereinander, sowie ihre
Wirkung und Potenz in vivo.

Eine weitere Herausforderung bleibt bislang die therapeutische in vivo
Applikation von Wachstumsfaktoren mit einer gleich bleibenden biologisch

wirksamen Konzentration im Zielgewebe (Gerich et al., 1997) bzw. die
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Synthese von Wachstumsfaktoren durch ortsstandige Zellen oder durch Zellen,
die in den Knorpeldefekt implantiert werden. Hier bietet die Technologie des
Gentransfers neue Maglichkeiten um ein fir einen bestimmten
Wachstumsfaktor kodierendes Gen in die Zielzelle einzuschleusen und nach
Implantation eine temporare Uberexpression zu erreichen (Nikol und Héfling,
1996; Palmer et al., 2005).

Die Wahl des Tragermaterials, in dem MSZ implantiert werden kdnnen, spielt
eine entscheidende Rolle bei den matrixbasierten Verfahren der
Gelenkknorpelrekonstruktion. Das Transplantat sollte gemaly den von Hunziker
(1999) postulierten Anforderungen eine ausreichende Porositat besitzen um
eine Migration von Chondrozyten aus dem umgebenden nativen Knorpel zu
ermoOglichen, dies wurde auch zu einer verbesserten Integration des
Konstruktes in die Gelenkflache mit sich bringen. Neuere Untersuchungen
zeigen, dass durch Eroffnung der subchondralen Lamelle und dem
konsekutiven Einwachsen von Vorlauferzellen in ein daruber befindliches
zellfreies Transplantat, bei kleineren Gelenkknorpeldefekten evtl. die
Moglichkeit einer zellfreien einzeitigen Therapie mit Stimulation der
mesenchymalen Stammzellen durch Mikrofrakturierung in Verbindung mit
einem Implantat besteht (Behrens, 2005). Hier ware ein Implantat
wlunschenswert das chemotaktische Eigenschaften besonders  fur
Chondroprogenitozellen  aufweist und zusatzlich die chondrogene
Differenzierung nach Migration in das Biomaterial bedingt. Ebenfalls ist die
biochemische Komposition in Einheit mit den vorliegenden ultrastrukturellen
Charakteristika von hoher Bedeutung, so konnten Li et al. zeigen, das durch
.electrospinning® hergestellte Nanofibers eine signifikante Auswirkung auf das
Proliferations- und Differenzierungsverhalten von mesenchymalen Stammzellen
haben (Li et al. 2005 und 2006)

Die ex vivo Pradifferenzierung eines mit MSZ beladenen Implantates stellt eine
weitere  Moglichkeit zur  Sicherung einer kontrolliert ablaufenden
Chondrogenese dar. Neben optimierten Kultivierungsbedingungen mit
chondrogenen Wachstumsfaktoren, spielt sicherlich auch die eingesetzte
Zellzahl/-dichte eine entscheidende Rolle. Wobei hier zu klaren seien wird, ob
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und in welchen Ausmal chondrogen differenzierte Stammzellen nach
Implantation phanotypisch stabil und vital bleiben, oder im Mikroenvironment
des Kniegelenkes dedifferenzieren bzw. eine terminale Differenzierung
durchlaufen und in die Apoptose ubergehen.

Arbeiten der vergangenen Jahre auf dem Gebiet der Mechanobiologie konnten
einen positiven Einfluss unterschiedlicher physikalischer Stimuli, wie
Kompression oder zyklisch hydrostatischer Druck, auf die Chondrogenese von
mesenchymalen Stammzellen zeigen (Carter et al., 1998; Mouw et al., 2006;
Angele et al., 2003).

Diese Uberlegungen zeigen die Komplexizitat des Tissue Engineering im
Bereich der Gelenkknorpelrekonstruktion. Wobei hier die Trias von Zelltrager,
Zellen und Wachstumsfaktoren bzw. induktiven Stimuli eine grundlegende
Bedeutung zukommt. Die Aufgabe in den nachsten Jahren wird sein, viel
versprechende experimentelle Ansatze zur Therapie fokaler
Gelenkknorpeldefekte, wie den in unserer Arbeit beschriebenen, zu detektieren,
Schwachstellen der derzeitigen klinischen Verfahren offen zu legen und unter
Nutzung der uns zur Verfugung stehenden Kerntechnologien aus den
Materialwissenschaften, der Zellbiologie und der Medizin eine weitere
Verbesserung der Gelenkknorpelregeneration einzuleiten.
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5. Zusammenfassung

Das Feld der operativen Therapie traumatischer und degenerativer
Gelenkknorpeldefekte erwies sich in den vergangenen Dekaden als aulerst
komplex und stellt bis heute eine grol3e klinische Herausforderung fiur jeden
Chirurgen dar. Die derzeit angewandten operativen BehandlungsmalRnahmen
zeigen vor allem aufgrund der limitierten Regenerationsfahigkeit des hyalinen
Gelenkknorpels oftmals unbefriedigende Langzeitergebnisse mit
fortschreitender Degeneration der Gelenkflache und letztendlich Zerstorung der
funktionellen Einheit des Kniegelenkes. Dies und der damit verbundene
soziookonomische Einfluss auf die Gesellschaft war und ist standiger Motor und
Ausgangspunkt fur das unermudliche Bemuhen neue biologische
Behandlungskonzepte und  Technologien fir die  Therapie von
Gelenkknorpeldefekten zu entwickeln.

Bis Anfang der 90er Jahre des vergangenen Jahrhunderts standen nur
operative Mdoglichkeiten, wie Lavage/Debridement, Abrasionsarthroplastik,
Pridie-Drilling und der osteochondrale Transfer/Mosaikplastik, zur Verfigung
die nur kurzfristig zu einer Symptomreduzierung fuhrten, mit der Ausbildung
eines mechanisch minderwertigen Ersatzgewebes einhergingen oder andere
operationstechnische Nachteile aufwiesen, so dass langfristig hier nur von einer
Gelenkknorpelreparatur nicht aber —regeneration auszugehen war. Daher stellte
das 1994 von Brittberg und Peterson publizierte Verfahren der autologen
Chondrozytentransplantation einen Meilenstein in der operativen Therapie der
Gelenkknorpeldefekte dar, zugleich war es das erste Verfahren mit dem
Anspruch einer zellbasierten Gelenkknorpelregeneration im Sinne des Tissue
Engineering.

Heute kommen in der Klinik immer mehr matrixbasierte Verfahren der ACT zum
Einsatz und die Verwendung von pluripotenten Stammzellen aus dem
Knochenmark als Zellquelle ist Gegenstand zahlreicher viel versprechender
Ansatze fur eine matrixbasierte autologe Stammezelltransplantation (AST) fur die

operative Regeneration von Gelenkknorpeldefekten.
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Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der chondrogenen Differenzierung von
humanen MSZ in einem Kollagen | Hydrogel unter dem Einfluss verschiedener
chondrogener Wachstumsfaktoren. Hierzu wurden multipotente Zellen aus
humanem Knochenmark isoliert, amplifiziert und mit einer Konzentration von
2,5 x 10° Zellen/ml in dem Hydrogel verkapselt. Diese Konstrukte wurde fiir 3
Wochen entweder in einem chemisch definierten, serumfreien Medium unter
Zusatz von BMP-2 (100ng/ml) bzw. TGF-R1 (10ng/ml) oder in herkdmmlichen
Stammzellmedium unter Zusatz von 10% FCS Kkultiviert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten der chondrogenen Differenzierung wurden RT-PCR-Analysen des
Konstruktes durchgefihrt, um die unterschiedliche Expression der
chondrogenen Markergene darzustellen. Zusatzlich wurden nach 3 Wochen
immun-/histochemische  Verfahren eingesetzt um die Akkumulation
knorpelspezifischer Extrazellullarmolekule nachzuweisen

Unsere Ergebnisse zeigen, dass in einem Kollagen Typ | Hydrogel verkapselte
MSZ aus humanem Knochenmark, in einem serumfreien, chemisch definierten
Medium unter Zusatz von TGF-31 in 3 Wochen einen definierten chondrogenen
Differenzierungszyklus unterlaufen. Nach 3 Wochen konnte mittels RT-PCR die
Expression knorpelspezifischer Markergene und immun-/histochemisch die
Akkumulation von entsprechender EZM nachgewiesen werden. Unter Einfluss
von BMP-2 kam es ebenfalls zur Induktion einer chondrogenen Differenzierung
der Zellen, in der RT-PCR zeigte sich die Expression der entsprechenden
Markergene, allerdings im Vergleich zu TGF-R1 um 3-6 Tage verzogert, so
dass eine knorpeltypische EZM in den histologischen Analysen deutlich
schwacher nachweisbar war. Ohne Zugabe eines Wachstumsfaktors konnten in
einem serumhaltigen Stammzellmedium lediglich frihe Markergene der
chondrogenen Differenzierung mittels RT-PCR nach 3 Wochen nachgewiesen
werden und histologisch zeigte sich kein Anhalt fur die Produktion
knorpelspezifischer EZM.

Die von uns gezeigten Daten sind bezuglich des Einsatzes humaner MSZ in
dem bereits in der klinischen Anwendung befindlichen Tragermaterial dul3erst

viel versprechend und konnten zu einer weiteren Verbesserung der
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zellbasierten matrixgekoppelten Verfahren zur Gelenkknorpelregeneration
beitragen.

Allerdings sind im Vorfeld weitere Studien bezlglich der zellvermittelten
Kontraktion der verwendeten Hydrogele notig. Anzustreben ware eine
Vermeidung bzw. Minimierung der Kontraktion bei Einsatz von multipotenten
Zellen. Hierzu gibt es bereits viel versprechende experimentelle Studien die
durch chemische Cross-linking Verfahren oder den Einsatz hoherer
Kollagenkonzentrationen eine deutliche Reduzierung der Kontraktion
beschreiben.

Da die Anwendung von Wachstumsfaktoren, im speziellen TGF-31, ex-/in vivo
derzeit fur keine der operativen Strategien zur Gelenkknorpelregeneration
zugelassen und eine mogliche Zulassung ungewiss ist, gilt es zunachst zu
untersuchen ob die naturliche physiologische Situation nach Implantation in das
Kniegelenk ausreicht um mit den hier vorhandenen, sekretierten Zytokinen und
mechanischen Stimuli entsprechende Signalkaskaden aktivieren zu konnen, die
zu einer chondrogenen Differenzierung der transplantierten Zellen fihren. Zu
dieser Fragestellung wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits ein in vivo Mini-Pig
Modell etabliert, in dem gezielt die oben angefuhrten Fragestellungen
untersucht werden konnen.

Es bleibt allerdings weiterhin abzuwarten ob in der nahen Zukunft
mesenchymale Stammzellen in den matrixbasierten Verfahren zur
Gelenkknorpelrekonstruktion Einzug halten. Weitere intensive Forschung
bezlglich einer optimierten chondrogenen Differenzierung der Stammzellen und
der Sicherstellung eines stabilen Phanotyps nach erfolgter Differenzierung sind
notwendig, zusatzlich kann die Entwicklung neuer biomimetischer
Tragermaterialien zu einer weiteren Verbesserung operativer Strategien der

Gelenkknorpelregeneration beitragen.
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