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1 Einleitung

1.1. Thematische Einfihrung

In der heutigen Zeit werden die Menschen besonders in den Industrienationen immer
alter. Dies haben wir nicht nur den besseren Hygiene - und Erndhrungsstandards zu
verdanken, sondern auch, in besonderem MaBe den Errungenschaften der
medizinischen Forschung. Die demographische Verschiebung stellt die Medizin
jedoch vor neue Herausforderung, da das Alterwerden oft nicht nur mit dem Gewinn
von Lebenszeit verbunden ist, sondern auch mit dem Erwerb zahlreicher
altersbedingter Erkrankungen. Eine dieser Erkrankungen multifaktorieller Genese ist
die Degeneration des Gelenkknorpels, die Arthrose. Durch die eingeschrankte
Regenerationsfahigkeit der Chondrozyten ist Arthrose zurzeit zwar behandel- aber
nicht heilbar (Buckwalter et al. 1997). Um das 40. Lebensjahr sind heute, bei der
Halfte unserer Bevdlkerung degenerative  VerschleiBerscheinungen  des
Gelenkknorpels in Réntgenuntersuchungen sichtbar. Auch wenn nur ein viertel
dieser Patienten (ber subjektive Beschwerden klagt, handelt es sich um eine
beeindruckende Zahl von ca. 5 Millionen Patienten mit symptomatischer Arthrose,
allein in Deutschland (Niethard und Pfeil 2003)

Arthrose kann als Volkserkrankung der Gelenke bezeichnet werden. Sie zeichnet
sich durch ihre enorme Schmerzhaftigkeit mit starker Beeintrachtigung der
Lebensqualitat fur die Betroffenen aus.

Die Ursachen der Erkrankung sind vielfaltig. Zahlreiche Mechanismen kdénnen zu
einer Schadigung des Gelenkknorpels flihren, wie z.B. primdre und sekundére
Veranderungen des Gelenkknorpels durch Achsenfehlstellungen, Traumata,
altersbedingte  Regression, Infektionen oder auch Autoimmunerkrankungen
(Heuselmann 1998).

Die eingeschréankte Regenerationsfahigkeit des hyalinen Gelenkknorpels resultiert
aus der nicht vorhanden nervalen, lympathischen und vaskularen Versorgung, sowie
entscheidend, aus der nicht vorhandenen Stammzellschicht des Perichondriums.
Darlber hinaus verliert der Knorpel nach Beendigung der Wachstumsphase seine

mitotische Aktivitat.



Im Falle eines rein chondralen Defektes ist die ohnehin limitierte Regeneration des
Knorpels im Besondern MaBe eingeschrankt. Es kommt, im Gegensatz zum
osteochondralen Defekt, durch fehlende GefaB- und Knochenerdffnung nicht zur
Ausschittung  von  Wachstumsfaktoren und  Einwanderung  pulripotenter
Bindgewebszellen. (Shortkroff et al. 1996). Bei osteochondralen Defekten kann
dagegen defekter hyaliner Knorpel durch Faserknorpel ersetzt werden. Dieser ist
allerdings, durch den hohen Kollagen Typ | Gehalt, mechanisch weniger belastbar
und auf lange Sicht kein adaquater Ersatz fir hyalinen Knorpel (Caplan et al.1997).
Der Pathomechanismus einer Arthrose gleicht daher sehr einem Circulus vitiosus.
Ausgangspunkt hierbei ist immer der Knorpeldefekt. Da dieser nicht regeneriert
werden kann und es zu einer verstarkten Belastung des umliegenden Gewebes
kommt, sind noch gréBere Defekte und verstarkte Symptomatik die Folge.

Bis heute gibt es keine zufriedenstellende Therapie flr die Arthose. Die Mittel der
Wahl sind Schmerzmittel, Bewegungs- und Muskelaufbautherapien oder, im
schlimmsten Fall der Gelenkersatz. Arthrose wird also symptomatisch behandelt oder
prophylaktisch, aber nie kurativ.

Insbesondere der endprothetische Gelenkersatz birgt das Risiko von Komplikationen,
wie z.B. Prothesenlockerung und Infektionen und weiBt nur begrenzte Haltbarkeit
auf, die haufig mit erneuten Operationen verbunden ist. Dies sind insbesondere fir
jungere Patienten, die ggf. im Laufe ihres Lebens 3-4mal einen erneuten
Gelenkersatz benétigen Risiken, die Mangels Alternativen in Kauf genommen
werden mussen. (Knutsen et al, 1986)

Aus diesen Grinden rlicken schon seit Jahren alternative Verfahren zur Behandlung
der Arthrose immer mehr ins Zentrum der medizinischen Forschung. Ein neues
Verfahren ist das Tissue Engineering. Hierbei werden aus autologen Zellen, Gewebe
und Gewebe-Ersatzsysteme kultiviert und entwickelt, die eine besser Vertraglichkeit
und fehlende Fremdkdrperreaktionen versprechen. Mit diesem Verfahren kann das
transplantierte Gewebe individuell an den Patienten und die gegebene Pathologie
angepasst werden.

Die bisher haufig fur Tissue Engineering verwendeten mesenchymalen Stammzellen
(MSC) des Knochenmarkes sind nur schwierig und schmerzhaft zu gewinnen. Sie
weisen im Hinblick auf die entstandene Knorpelqualitit noch keine

zufriedenstellenden Ergebnisse auf. (Mackay et al. 1998)



Inhalt dieser Arbeit war daher der Versuch, einfach zugangliche und fast unbegrenzt
verflgbare monozytare Stammzellen des peripheren Blutes durch Kultivierung mit
bone morphogenetic protein-2 und -7 zu Kollagen Typ Il produzierenden Zellen zu

transformieren.

1.2. Gelenkknorpel: Aufbau, Stoffwechsel, Architektur

Hyaliner Gelenkknorpel ist die haufigste Knorpelart des Menschen uns zahlt zu den
Binde- und Stltzgeweben. Sein Ursprung ist mesenchymal. Nach Abschluss der
Wachstumsphase bleibt hyaliner Knorpel im Bereich der Trachea, der Bronchien, des
ventralen Rippenfortsatzes und an den Gelenkflachen erhalten. Im Bereich der
Gelenkflachen ermdglicht hyaliner Knorpel zusammen mit der Synovia die
reibungsarme Artikulation und damit die problemlose Bewegung. Die Versorgung
des gefaBfreien Knorpels findet ausschlieBlich durch Diffusion und Konvektion Uber
die Synovialfliissigkeit satt (Schiinke 2000).

Innerhalb des Gelenkknorpels werden auf Grund der strukturellen und
morphologischen Unterschiede vier Zonen histologisch unterschieden. Die
Tangentialzone bildet die sehr diinne (100um), oberflachliche Schicht, in der die
Chondrozytenlangachse parallel zur Oberflache ausgerichtet ist. Die Kollagenfibrillen
ziechen von hier bogenférmig nach unten. In der Tangentialzone ist die
Wasserbindungskapazitat der Knorpelgrundsubstanz am gréBten, die sich zu etwa
60-70% aus Wasser und zu 30-40% aus Glycanen, Kollagenen, Glycoproteinen,
Lipiden und Mineralien zusammensetzt. Das Wasser im hyalinen Knorpel wird durch
Proteoglycane gebunden. Das Hauptproteoglycan des hyalinen Knorpels ist das
Aggrecan, das aufgrund hoher negativer Ladungsdichte der Sulfat- und
Carboxylatgruppen, sowie der  Glycosaminoglycanketten, eine  enorme
Speicherkapazitat des dipolaren Wassermolekiils besitzt. Durch die Polaritat der
Molekile entsteht im Knorpelgewebe selber eine Spannung (Innendruck), da sich die
negativ geladenen Ketten voneinander abstoBen (Junqueira, Carnerio, Schiebler
1996). Im Zusammenspiel mit den im Knorpelgewebe netzartig gebogen und
verspannten Kollagenfasern, ist hyaliner Knorpel daher in der Lage elastisch und
verformbar zu bleiben und sehr widerstandsféhig Druck und Scherkraften gegentiber.
Die zweite Zone bildet die so genannte Ubergangszone, in ihr verlaufen die
Kollagenfibrillen bogenférmig gekreuzt. Direkt daran schlieBt sich die Radidrzone an,
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die breiteste Schicht des Gelenkknorpels. In ihr verlaufen die Kollagenfasern
senkrecht zur Oberflache und haben ihren gréBten Durchmesser. Die hier bei ca. 5%
der Zellen vorhandene, hochspezifische Zellmorphologie weist auf eine ausgepragte
Synthese von Extrazellularmatrix hin (Narmoneva et al. 2001). Im hyalinen Knorpel
findet sich hauptsachlich Kollagen Typ I, es kommt aber auch Kollagen Typ I, IV, IX
und Xl vor (Buckwalter 1998).Kollagen Typ IX und Xl spielen eine wichtige Rolle fur
die Quervernetzung von Kollagen Typ Il und somit fir die Stabilitdt des
Kollagengeristes.

Die Radiarzone wird von der Mineralisationszone scharf durch eine dinne (2-5um)
Schicht abgegrenzt, der sogenannten tide mark. Die Mineralisationszone kénnte
auch als Verbindungszone mit dem subchondralen Knochen bezeichnet werden. In
ihr lagern sich Kalziumkristalle in die Chondrozyten ein. Hier findet die Druck- und
Schublbertragung von Knorpel auf Knochen statt. Die auf den Knorpel wirkenden
Krafte stellen den Erhaltungsreiz flr den Knorpel da. Dieser Reiz fehlt z.B. bei
Immobilisation, durch die es zu einer Ossifikation des chondralen Gewebes kommen
kann (Schinke 2000). Den pathogenetisch relevanten Faktor fir die Zerstérung des
Knorpels durch Immobilisation, ist die durch den fehlenden Druck, ausbleibende
Diffusion von N&hrstoffen. Dies gilt besonders flr die tiefern Schichten des Knorpels,
in denen Ossifikation auf diese Weise geférdert wird.

1.3. Arthrose

Arthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung Uberhaupt. Ihre Inzidenz steigt mit
zunehmendem Alter, wobei der Grundsatz gilt: Nach dem 65. Lebensjahr gibt es
quasi keinen Menschen mehr ohne degenerative Veranderungen der Gelenke.
Arthrose ist definiert als eine chronisch progrediente, degenerative, primar nicht
entzindliche Erkrankung des Knorpels, mit multifaktorieller Genese. Die haufigsten
Symptome sind Schwellung, Schmerzen, Bewegungseinschrankung der Gelenke
und Deformation, durch Exophyten- und Osteophytenbildung des gelenknahen
Knochens. Die am haufigsten betroffenen Gelenke sind die der Wirbelsaule, erst
dahinter kommen Knie, Hlfte und Schulter. Ursache der Arthrose ist immer ein
Missverhaltnis zwischen Belastung und Belastungsfahigkeit des betroffenen
Gelenkes. Bei primaren Arthrosen ist die Ursache weitgehend unklar, sie treten
jedoch haufig bei Frauen auf und weisen eine genetische Komponente auf (Cicuttini
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et al. 1996). Sekundaren Arthrosen entstehen bei Knorpelschadigung durch
Traumata, Fehlstellungen oder Entziindungen. Hierbei ist es therapeutisch wichtig,
die rein mechanischen Ursachen von anderen zu unterscheiden, da diese oftmals
durch Hilfsmittel ausgeglichen werden kénnen und so ein Fortschreiten der
Erkrankung einfach verhindert werden kann (Niethard, Pfeil 2003).

Im Verlauf der Arthrose wird zwischen Friih-, Spat- und Endstadium unterschieden.
Das FriUhstadium zeichnet sich durch erste Demaskierung von Kollagenfasern,
bedingst durch beginnende Knorpelschadigung aus, auf deren Boden es zu ersten
entzindlichen Veranderungen kommt. Diese fuhren zu belastungsabhangigen
Schmerzen. Im Spétstadium kommt es auf dem Boden von HOéhenabnahme des
Gelenkknorpels zur chondralen Spaltbildung, Auffaserung und subchondralen
Sklerosierung. Es folgt der Funktionsverlust des Knorpels, durch den es nicht mehr
moglich ist Schub- und Scherkrafte auszugleichen. Dies flihrt unweigerlich zur
Deformierung des Gelenkes, welche im Endstadium der Arthrose auftritt. Zu diesem
Zeitpunkt ist der Knorpel des Gelenks fast vollstdndig abgerieben, man spricht von
der sogenannten Knochenglatze und es kommt zur Osteophyten- und Zystenbildung
(Pullig et al. 2001). Die degenerativen Veranderungen der Arthrose sind nicht
reversibel und werden von den Patienten oft erst wahrgenommen, wenn es zu
belastungsabhangigen Schmerzen oder Verspannungen kommt. Verspannungen
entstehen vorwiegend durch Schonhaltung und kénnen auch in anderen Regionen
des Korpers manifest werden. Die Gefahr flr eine Fehldiagnose liegt genau hier, da
die eigentliche Ursache fur die Verspannungen haufig tbersehen wird und in Folge
dessen auch keine adaquate Behandlung der Arthrose im Frihstadium stattfindet
(Niethard, Pfeil 2003).

Die oben aufgefiihrte Stadien-Einteilung erfolgt auf dem Boden der radiologischen
Merkmale der Gelenkveranderung, es gibt jedoch noch weiter klinische
Diagnosekriterien. Hierzu zahlen neben den radiologischen Veranderungen,
Schmerz, Schwellung und eingeschrankte Funktionalitdt des Gelenkes (Bellamy et
al.1997). Bisher gibt es keine zufriedenstellende Therapie fir die Arthrose, die
meisten Ansatze sind eher symptomatisch als kurativ orientiert. Die Mittel der Wahl
sind heute der Einsatz von analgetischen und antiinflammatorischen Medikamenten,
sowie die Anwendung mechanisch, funktioneller = Bewegungs-  und

Muskelaufbautherapien. Ultima ratio ist auch heute noch der Gelenkersatz durch
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Prothesen. Die Anzahl von allein 340.000 Operationen pro Jahr in Deutschland
(Quarzt 2010), verdeutlicht wie viele Menschen von Arthrose betroffen sind.

Das Ziel medizinischer Forschung auf diesem Gebiet ist zurzeit, die Entwicklung
einer nicht nur Verlauf verzégernden Therapie, sondern einer Therapie, die das
Fortschreiten der Erkrankung verhindert. Diese Therapie musste im Stadium | der
Erkrankung ansetzen und den Abbau des Knorpels aufzuhalten. Mit diesem Ansatz
beschaftigt sich diese Doktorarbeit.

Adulter hyaliner Knorpel hat auf Grund seiner Avaskularitdt, dem Fehlen des
Perichondriums und von Stammzellen, nur ein sehr eingeschranktes Potential zur
Regeneration. Bisher hat man viele Anséatze verfolgt und neue Techniken entwickelt,
um zerstdrtes Knorpelgewebe der Gelenke wieder zu regenerieren. Unter anderem
wurde versucht, die zelleigenen Mechanismen der Chondrozyten oder
mesenchymaler Stammzellen auszunutzen, um ihre Regenerationsfahigkeit zu
stimulieren. Doch alle bisher entwickelten Methoden waren in ihren Ergebnissen
nicht zufriedenstellend. Es gab viele ungeléste Probleme, wie z.B. die schlechte Rate
der erfolgreich durchgefihrten Transplantationen von Chondrozyten und der
fehlenden Regeneration des subchondralen Knochens im Verlauf.

Die neuste und bisher Uberzeugendste aber immer noch nicht zufriedenstellende
Methode bildet die Transplantation von adulten mesenchymalen Stammzellen
(MSC), da hierbei sowohl der Knorpel regeneriert als auch der subchondrale
Knochen wieder aufgebaut wird (Pittenger et al. 1999)

1.4 Die Zellpopulation und Wachstumsfaktoren

Diese Studie basiert auf einer neuen adulten, pluripotenten, monozytaren Zelle, die
aus peripherem, menschlichen, venésen Blut gewonnen wird und deren Potential mit
dem der MSC vergleichbar ist. Genannt wird diese Zelle ,programmable cell of
monocytic origin“ kurz PCMO.

Die Plastizitat dieser Zelle entsteht durch eine sechstagige Dedifferenzierung, die
durch Inkubation im Brutschrank mit Monozyten-Kolonie-stimulierenden-Faktor (M-
CSF) und Interleukin 3 induziert wird. Es konnte gezeigt werden, dass sich PCMOs
nach dieser Behandlung sowohl in Nerven-, Pankreasinsel-, Leber- aber auch
Fettzellen differenzieren kénnen (Ruhnke et.al 2005). PCMOs sind in der Lage sich

12
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nach Dediffernzierung zu Zellen zu entwickeln, deren Ursprung in drei verschiedenen
embryonalen Keimblattern liegt.

In dieser Studie sollte das Potential von PCMOs fir die Differenzierung zu
Knorpelzellen untersucht werden. Die vorliegende Arbeit ist Teil einer Studie, in der
folgende Wachstumsfaktoren zur Stimulation herangezogen wurden: Bone
morphogenetic protein-2 (BMP-2), bone morphogenetic protein-7 (BMP-7), insulin-
like growth factor-1 (IGF-1) und der transforming growth factor-g 1 (TGF-B1). Bone
morphogenetic proteins (BMPs) wurden urspringlich 1965 durch ihre Fahigkeit,
ektopische Knorpel- und Knochenbildung in vivo zu induzieren identifiziert (Urist
1965). Heute sind mehr als 20 Mitglieder dieser Gruppe bekannt und charakterisiert.
Auch die Rezeptoren fur BMPs und der Weg der Signaltransduktion konnte bereits
entschlisselt werden (Chen et al 2004). Von den genannten Faktoren wurden in
dieser Arbeit BMP-2 und BMP-7 verwendet. Diese beiden Wachstumsfaktoren
spielen eine wichtige Rolle bei den Prozessen der Chondro- und Osteogenese.

Zur Uberpriifung des fir Knorpelzellen typischen Aussehens und der
Kollagenproduktion der PCMOs wurden die im Folgenden aufgeflihrten und
beschrieben Methoden verwendet. Vielleicht kdnnte die Fahigkeit der PCMOs sich zu
Chondrozyten zu differenzieren fir die Regeneration von zerstértem Gelenkknorpel
und damit im Rahmen der Arthrosetherapie von Bedeutung sein.

13
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2 Material und Methoden

2.1. Zellkultur

In den durchgeflhrten Versuchen wurden ausschlieBlich aus peripherem humanem
Blut isolierte Monozyten verwendet. Diese wurden aus antikoaguliertem Spenderblut
isoliert, in vitro dedifferenziert und in weiterer Stimulation zu Kollagen Typ Il

produzierenden Zellen umgewandelt.

2.1.1 Isolation der Zellen

Alle im Folgenden beschriebene Schritte der Isolation wurden im keimfreien Bereich
der Sterilbank (Heraeus,,Germany) durchgefihrt.

Als erstes wurde das Blut im Verhaltnis 1:2 in PBS (Cambrex, Veroiers, Belgium)
resuspendiert und daraufhin je 35 ml dieser Suspension auf ca. 15 ml Ficoll
(Biochrom AG, Berlin, Germany) geschichtet. Auf diese Weise entstanden zwei
Phasen, die bei 2000 U/min (mit der Heraeus Multifuge 35R Kendro) fir 20 Minuten
ohne Bremse zentrifugiert wurden. Die Monozyten setzen sich hierbei in einer Phase
ab, die als Buffy coat bezeichnet wird. Der iiber den Monozyten liegende Uberstand
aus Serum wurde verworfen, der nun oben aufschwimmende Buffy coat
abgenommen und in PBS resuspendiert. Das Zellgemisch wurde dann bei 1600
U/min fir 10 Minuten, diesmal mit Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet nochmals in PBS resuspendiert. Dieser Vorgang wurde
bei 1000 U/min fiir 5 Minuten mit Bremse wiederholt, der Uberstand nochmals

abgenommen und verworfen.
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2.1.2 Adhéarenz der Zellen

Die gewonnen Zellen wurden mit RPMI 1640 (Cambrex, Veroiers, Belgium) in
folgender Kombination resuspendiert:

- AB Serum (Transfusionsmedizin, Kiel, Germany)

- 100 U ml-1 Penicillin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- 100 mg ml-1 Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
Jedes Falconréhrchen (entspricht einem buffy coat, also einem Spender) wurde
zuerst mit 5 ml Medium aufgefillt und die Zellen resuspendiert. Die einzelnen
Suspensionen wurden gepoolt und mit 50 ml Medium aufgefulit.
In Zellsuspension wurde in Zellkulturflaschen 25cmz? (Sarstedt, Numbrecht, Germany)
(10 ml pro Flasche) gegeben und bei 37°C im Brutschrank (Heracell 240) 1 Tag
inkubiert. Die abharenten Zellen wurden nach abnehmen des Narmediums mit 10 ml
PBS gespdilt.

2.1.3 Kultivierung/Differenzierung der Zellen

Als Nachstes wurden die Zellen Uber 6 Tage zu pluripotenten monozytaren
Stammzellen dedifferenziert. Diese Eigenschaft hatten sie zum Zeitpunkt der
Isolation aus dem Blut schon verloren.
Als Dedifferenzierungsmedium wurde RPMI 1640 Medium (Cambrex Bio
Whittaker,Veroiers, Belgium ) mit Folgendem versetzt:

- 140 mM B-Mercaptoethanol (R&D Systems, Wiesbaden, Germany)

- 5ng ml-1 M-CSF (R&D Systems, Wiesbaden, Germany)

- 0,4 ng ml-1 humanes IL-3 (R&D Systems, Wiesbaden, Germany)

- 100 U ml-1 Penicillin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- 100 mg ml-1 Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- AB Serum (Transfusionsmedizin, Kiel, Germany)

Nach der PBS Spllung wurden die Zellen mit Dedifferenzierungsmedium versetzt

(10ml pro Flasche) und es erfolgte alle 2 Tage ein teilweiser Mediumwechsel. Am 6.
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Tag wurde das Medium vollstandig abgezogen und die Zellen mit 10 ml PBS

gespult.

2.1.4 Umsetzung in 6-Well-Platten

Die dedifferenzierten Zellen wurden mit einem Zellschaber (16 cm, Sarstedt,
NUmbrecht, Germany) vorsichtig vom Boden gekratzt und aus der Kulturflasche
abpipettiert. Diese Suspension wurde bei 1600 U/min fir 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand danach abgenommen und das Zellpallet in DMEM (Life Technology
Gibco BRL, Paislay, Scottland) resuspendiert.
Zur Vorbereitung der 6-Well-Paltten (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) wurde je ein
steriles Deckglaschen (15x15mm, Menzel-Glaser,Germany) in ein Well gelegt.
Auf die Deckglaschen wurden dann vorsichtig mit einer Pipette jeweils 200 pl
Zellsuspension gegeben. (mit serologischen Pipetten von Sarstedt, Nimbrecht,
Germany)
Um ein Haften der Zellen am Deckglaschen zu gewahrleisten, wurden die Wellplatten
20 Minuten im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen gesetzt hatten. Daraufhin
wurden 2 ml des entsprechenden Differenzierungsmediums tropfenweise in jedes
Well gegeben.
Zur Herstellung des Differenzierungsmediums wurde DMEM Medium mit Folgendem
versetzt:

- 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- 50 ug Ascorbinsaure (Merck, ,Germany)

- 100 U ml-1 Penicillin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- 100 mg ml-1 Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- 50mI FCS 10% ()

- und dem entsprechenden Wachstumsfaktor

Die Zusatze wurden aliquotiert gelagert.

FCS, L-Glutamin und P/S bei minus 20 Grad Celsius, Ascorbinsaure bei
Raumtemperatur und das Grundmedium bei 4 Grad Celsius. Zuletzt wurden die
nachfolgenden Wachstumsfaktoren in jeweils 20 ml N&hrmedium geldst.

(Konzentrationen wie unten beschrieben)
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BMP-2 und BMP-7 (R&D Systems)
10000 ng Substrat wurde in 100 pl BSA (s.0.) gelést und daraus 5 Aliquots (1:10

=100ug/ml) mit jeweils 20 ul hergestellt. Zur Herstellung des gebrauchsfertigen
Differenzierungsmediums wurde 1 Aliquot in 20 ml Medium (1:10000 =100ng/ml)
geldst.

Die Aliquots wurden bei minus 20 Grad Celsius in autoklavierten Eppendorf-Tubes
aufbewabhrt.

2.1.5 Versorgung der Zellen

Wahrend der Kultivierung Gber mehrere Wochen (je nach Versuch) wurde zur
Kontrolle, die Struktur und Morphologie der Zellen alle 2 Tage unter dem
Lichtmikroskop (Carl Zeiss, Jena, Germany) in vierzigfacher VergréBerung beurteilt.
Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. Hierzu wurden 3 ml des verbrauchten
Mediums abgenommen und durch die gleiche Menge neuen Mediums ersetzt.

2.1.6 Abbruch der Kultivierung

Jede Woche wurde die Differenzierung (Stimulation und negativ Kontrolle)
abgebrochen. Durch dieses Vorgehen lieB sich ein Verlauf der Differenzierung gut
dokumentieren.

Zu diesem Zweck wurde das Medium abgenommen und in 15 ml Falconréhrchen
(Cellstar/Greiner, Frickenhausen, Germany) Gberfihrt, welche bei minus 20 Grad
Celsius fir die ELISA Analyse eingefroren wurden.

Die Deckglaschen wurden mit 5 ml PBS pro Well 2x gespllt und fir die
Immunhistochemie mit 3 ml 4% Formaldehyd, und fir die elektronenmikroskopische
Aufnahmen mit 3 ml 5% Glutharaldehyd fixiert. Diese wurden im Kihlschrank bei 4
°C gelagert.
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2.2 Immunhistchemische Methoden

Durch immunhistochemische Farbung wird ein spezifisches Antigen, durch Bildung
eines Antigen-Antikérper, Komplexes plus Kopplung eines Farbstoffs, sichtbar
gemacht. Anférbung im Prgparat ist damit gleichbedeutend mit einem positiven
Nachweif3 des Antigens, das an den spezifischen Antikdrper gebunden wurde.

In dieser Arbeit wurden spezifisch Kollagen | und Il angefarbt, um damit den
NachweiB3 der zelleigenen Produktion von Kollagen zu erbringen. Auch zur
Anfarbung eines Stammzellmarker (CD14) wurde sich der Immunhistochemie

bedient. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden beschrieben.

2.2.1 Kollagen Typ | und Il Farbung

Das unter 2.1. 6 genannte Deckglaschen wurde mit TBS Puffer (Cambrex, Veroiers,
Belgium) 3 Mal gespiilt. Danach 20 Minuten mit 0,6 %-igem H>O. (in Methanol)
inkubiert und erneut mit TBS gewaschen.

Das vom Nahrmedium befreite und fur die Farbung fixierte Deckglaschen, wurde mit
Kollagen Typ | oder Il Antikérper (Holmendahl) 1:10 verdinnt, fir eine Stunde, bei 8
Ce° gelagert. Es wurde immer eine Negativ-Kontrolle mit inkubiert. Die Deckglaschen
wurden anschlieBend mit TBS gesplilt.

Es folgte die Kopplungsreaktion mit dem HRP (rabbit oder mouse) Antikérper, die zur
Bindung des Farbstoffes Voraussetzung ist. Hierfir wurden die Deckglaschen mit
dem Antikérper (Verdinnung 1:10) fir 30 min im Kdhlschrank, bei 8 °C inkubiert.
Wieder erfolgte die Waschung mit TBS.

Als Letztes erfolgte der Inkubationsschritt mit AEC Substrat, das fir die Entstehung
des Farbstoffes verantwortlich ist. Nach Zugabe des Substrates wurde die Reaktion
bei deutlich sichtbarer Rotfarbung mit Aqua dest. Spilung abgestoppt. Der
Reaktionszeitraum war auf 4 bis maximal 20 min begrenzt.

Es folgte die Eindeckelung mit Aquatex.

Die fixierten Zellen wurden lichtmikroskopisch betrachtet und vergleichbare Stellen

wurden fotografiert.
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2.2.2 CD 14 Farbung

CD 14 ist ein Maker der monozytaren myoloischen Reihe, der nur bei pluripotenten
Zellen nachweisbar ist. Die Farbung dieses Markers gibt also Aufschluss darlber, ob

bei einer Zelle Stammzellpotenzial vorhanden ist.

a) Zur Vorbehandlung der Zellen wurden die Deckglaschen in 3% H>O, bei
Raumtemperatur 5 min lang fixiert und dann fir 20 min in 10% AB/TBS
inkubiert. Danach wurde mit TBS grindlich gespult

b) Die Zellen wurden 45 min mit CD 14 Antikérper in der Verdinnung 1:100, bei
Raumtemperatur inkubiert und danach wiederum mit TBS gespiilt. Weitere 40
min Inkubation mit E 354 Strept-Avidin-Biotin (1:100) und 10% AB/TBS (Ko
377), (wobei A 5ul + B 5ul + 990ul TBS) folgten. Danach wurde erneut mit
TBS gespdlt.

c) Um die Vektor Entwicklung durchfihren zu kénnen musste zuerst der
Entwickler hergestellt werden. Hierzu wurden 5 ml der Grundentwicklerlésung
zur Aktivierung mit folgendem versetzt:

- 2 Tropfen Puffer

- 4 Tropfen DAB

- 2 Tropfen Hydrogenperoxidase

- 2 Tropfen Nickellésung
Nach jeder Zugabe wurde die L6sung kurz gevortext.

Die jetzt aktivierte Entwicklerlésung wurde auf die Deckglaschen getropft und
so lange inkubiert, bis die rote Farbung deutlich sichtbar war. Zum Abbruch

wurde die Entwicklerldsung entfernt und mit TBS gespdlt.

d) Die Einbettung erfolgte in Kaiser's Glyceringelantine auf einem Objekttrager.
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2.2.3. Elektronenmikroskopie

Diese Form der Mikroskopie basiert auf der Wechselwirkung von Elektronen mit den
Atomen des zu mikroskopierenden Materials. Im Innern des Mikroskops herrscht ein
Hochvakuum, in dem die Elektronen durch Hochspannung auf enorme
Geschwindigkeiten beschleunigt werden kénnen. Diese beschleunigten Elektronen
lassen sich mit Hilfe von elektromagnetischen Feldern, dann fast wie Lichtstrahlen
durch Linsen fokussieren. Durch diese Technik erhalt das Bild eine sehr hohe
Auflésung und es lassen sich Mikroelemente des zu untersuchenden Materials
darstellen.

Mikroskopiert wurde mit einem Zeiss 902 Elektronenmikroskop.

Die Zellen wurden wie in 2.1.6 beschrieben behandelt und dann in 4% Glutaraldehyd
fixiert. Danach wurden sie eingebettet und mit einer Schicht aus Nickel bedampft, die
die elektrische Leitfahigkeit gewahrleistet.

Der Elektronenstrahl wird wahrend der Mikroskopie zeilenférmig Uber das Objekt
bewegt, wobei die von Strahl getroffenen Objektpunkte niederenergetische
Sekundarelektronen emittieren. Diese Sekundérelekironen werden Mittels eines
Kollektors detektiert. Aus diesem Sekundarelektronensignal werden die einzelnen
Helligkeiten und damit Graustufen moduliert, wodurch man ein &uBerst plastisches
Bild der Oberflache erhalt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA Isolierung nach der Ein-Schritt-Methode

Die RNA dient als Matrize zur Herstellung eines Amplifikats durch die PCR. Kann
man das auf diese Weise entstandene Amplifikat nachweisen, so kénnte auch das in
der untersuchten Zelle gesuchte Protein exprimiert werden.

Hierbei muss strengstens darauf geachtet werden, das zu untersuchende
Zellmaterial nicht durch Fremd-RNA zu verunreinigen oder durch den Kontakt mit
RNase zu zerstéren. Zu diesem Zweck wurde ausschlieBlich mit RNase freien
Materialien gearbeitet, die soweit wie mdglich mit Diethylpyrocarbonat vorbehandelt

wurden oder aus sterilen Kunststoffen bestanden und nur einmal verwendet wurden.
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Die in Zellkulturflaschen adhédrenten Zellen wurden vom Kulturmedium befreit und
grindlich mit PBS Puffer gespult. Nach diesem Waschschritt wurde der Lysispuffer,
bestehend aus Guanidinium Thiocyanat Ldsung (Fluka #50981) und B-
Mercaptoethanol (Sigma) direkt auf die Zellen gegeben (1ml Lysispuffer pro 1x 10).
Das Lysat wurde durch wiederholtes Aufziehen in die Pipette homogenisiert. Dies
dient der guten Durchmischung, um eine mdglichst vollstdndige Fragmentierung der
genomischen DNA zu erreichen.

Die Lésung wurde in Eppendorf GefaBe (1,5ml) umgefillt und mit 50ul 2M
Natriumacetatlésung (pH4) (Merck) versetzt und gevortext. Dann wurden 500ul H20
gesattigtes Phenol zugegeben und vermischt. Es folgte die Zugabe von 100ul
Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) (Merck) und erneutes vortexen. Das Gemisch
wurde 15 min auf Eis inkubiert und danach bei 4°C und 10000 x g fir 10 min
zentrifugiert. Die entstandene wassrige Phase wurde vorsichtig und vollstandig
abpipettiert. RNA ist in wassriger Lésung schwer 6slich, dies andert sich bei pH 4
und gleichzeitiger L6sung mit Phenol/Chloroform.

Zur Ausféllung der DNA wurden 500ul 100% Isopropanol mit dem Lysat vermischt
und fir 30 min bei —20°C inkubiert.

Durch Zentrifugation bei 4°C und 10000 x g fur 10 min, wurde die DNA von der
Flussigkeit getrennt und als Pellet am Grund des EppendorfgefaBes sichtbar. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet in 500ul 75% Ethanol
resuspendiert und fir 15min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurde
nochmals bei 4°C fir 5 min bei 10000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt diente zur
Entfernung verbliebener Guanidinium Thiocyanat Reste.

Als letzter Schritt folgte, nach Entfernung des Uberstandes, die Trocknung der RNA
bei Raumtemperatur (ca. 10 min) und erneute Resuspension in 50-100ul H20. Die
Lésung wurde 1 h bei Raumtemperatur geschittelt und dann zur weiteren Analyse
durch das PCR Verfahren verwendet.
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2.3.2 PCR (Polymerase Kettenreaktion)

2.3.2.1 Ein-Schritt RT-PCR

Das Prinzip der Durchfiihrung einer RT-PCR in einem Schritt, verringert die
Kontaminationsmdglichkeiten wahrend des Versuches erheblich. Folglich wird der
Einfluss auBerer StdrgréBen minimiert, wahrend die Ausbeute maximiert werden
kann.

Auf Grund des oben beschrieben Prinzips, wurden alle Komponenten, sowohl der
Reversen Transkription, als auch der Polymerasekettenreaktion zusammen in
Lésung gebracht und mit der RNA Probe versetzt. Zum Start der Reversen
Transkriptase werden die Proben auf 50 °C far 30 Minuten erhitzt. Die
Konformationséanderung der Taqg-Polymerase und damit ihre Aktivierung, werden
durch einen Temperaturanstieg auf 95 °C fur 15 Minuten gewahrleistet und
gleichzeitig die Reverse Transkriptase durch Denaturierung inaktiviert.

Alle unspezifischen Bindungen der Primer werden verhindert, so dass optimale
Voraussetzungen fur die folgenden Reaktionszyklen geschaffen werden.

Die gewonnene RNA wurde auf das Vorhandensein von Kollagen Typ I, Il und X hin
untersucht. Die unten aufgeflihrten Primersequenzen wurden verwendet, wobei nach
tabellarisch dargestellten Schema vorgegangen wurde (s. Tabelle 10).

Zur Kontrolle wurde separat eine RT-PCR fir Glyceroaldehyd — 3 — Phosphat —
Dehydrogenase (GAPDH), mit einem Intron (berspannenden Primerpaar
durchgeflhrt.

Durchfihrungsprotokoll fir den Nachweif3 von Kollagen Typ LIl und X

Reverse Transkription 30 min 50°C

PCR-Aktivierung/ RT-Inaktivierung 15 min 95°C

Cyclus: Denaturierung 45 sek 94°C
Annealingtemperatur 45 sek 68,5°C
Elongationstemperatur 60 sek 72°C

Cyclenzahl: 40 mal

AbschlieBende Elongation 10 min 72°C

Tabelle 1: Ablauf der Ein-Schritt RT-PCR
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Primer

Sequenz

Kollagen Typ | sense

5 GCG-GAA-TTC-CCC-CAG-CCA-CCA-AGA-GTC-3°

Kollagen Typ

antisense

5 CAG-TGC-CAT-CGT-CAT-CGC-ACA-ACA-CCT-3’

Kollagen Typ Il sense

5'CAG-TGC-CAT-CCA-CGA-GCA-CCA-GCA-CTT-3’

Kollagen Typ I

antisense

5'GTC-CCC-GTG-GCC-TCC-CCG-3°

Kollagen Typ X sense

5'AGC-CAG-GGT-TGC-CAG-GAC-CA-3°

Kollagen Typ X

antisense

5 TTT-TCC-CAC-TCC-AGG-AGG-GC-3°

Tabelle 2: Auflistung der Sequenzen der verwendeten Primerpaare.

Cyklenzahl |Denaturierung |Annealing Elongation
Kollagen | 40 mal 94°C; 30 sek 68,5°C; 30 sek |72°C; 60 sek
Kollagen Il 40 mal 94°C; 30 sek 68,5°C; 30 sek |72°C; 60 sek
Kollagen X 35 mal 94°C; 30 sek 62,5°C; sek 72°C; 60 sek

Tabelle 3: Kurzfassung flr die Bedingungen der durchgefuhrten RT-PCRs.

Die Produkte wurden mit Agarosegel Elektrophorese und in direkter Sequenzierung
mit der ,Dye Deoxy Terminator Cycle Sequenaing“ Methode, die mit dem Prinzip
einer ABI PRISM 310 genetische Analyse arbeitet (Applied Biosystems, Foster City,

CA, USA) untersucht.

2.3.2.2 Echtzeit RT-PCR (rtRT-PCR)

Die Echtzeit RT-PCR ist im Gegenteil zur normalen RT-PCR (wie oben beschrieben),
nicht nur in der Lage einen klaren NachweiB3 des Vorhandenseins eines bestimmten

Gens zu erbringen, sondern auch seine Expression zu quantifizieren. In diesem Fall

wurden wieder die Expression von Kollagen [, Il und X gemessen.
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FiOr die Echtzeit RT-PCR wurden die PCMOs wie in Kapitel 2.1. beschrieben
behandelt und ihre RNA isoliert. Dies erfolgte mit Hilfe des RNeasy-Total RNA Kit
(Qiagen,Hilden,Germany), wie im Protokoll beschrieben.

100ng der auf diese Weise isolierten RNA wurden auch hier mit dem Prinzip einer
Ein Schritt RT-PCR untersucht.

Der zur Messung der Genexpression verwendete ABI Cycler 7700 (Applied
Biosystems, Germany) wurde, wie im Standartprotokoll beschrieben verwendet.
Wahrend der Extension wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt, um die
Spezifitdt der Amplifikation zu bestatigen.

Durch Bestimmung der B-Aktin Expression, wurde ein Vergleichspunkt geschaffen,

um die Expression der Kollagene in Relation quantifizieren zu kénnen.

Durchfihrungsprotokoll fir den quantitativen NachweiB3 von Kollagen Typ 1,1l und X

Reverse Transkription 30 min 50°C

PCR-Aktivierung/ RT-Inaktivierung 15 min 95°C

Cyclus: Denaturierung 30 sek 94°C
Annealingtemperatur 30 sek 50-60°C
Elongationstemperatur 30 sek 72°C

Cyclenzahl: 40 mal

AbschlieBende Elongation Optional 15 sek x °C

Tabelle 4: Ablauf der Echtzeit RT-PCR

Primer Sequenz

Kollagen Typ I sense |5°GCG-GAA-TTC-CCC-CAG-CCA-CCA-AGA-GTC-3”

Kollagen Typ 5°CAG-TGC-CAT-CGT-CAT-CGC-ACA-ACA-CCT-3’

antisense

Kollagen Typ Il sense |5 CAG-TGC-CAT-CCA-CGA-GCA-CCA-GCA-CTT-3’

Kollagen Typ I1|5°"GTC-CCC-GTG-GCC-TCC-CCG-3°

antisense

Kollagen Typ X sense |5"AGC-CAG-GGT-TGC-CAG-GAC-CA-3°

Kollagen Typ X5 TTT-TCC-CAC-TCC-AGG-AGG-GC-3°

antisense

Tabelle 5: Auflistung der Sequenzen der verwendeten Primerpaare.
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B-Aktin Primer Primersequenzen

Primer sense 5’-CTC-CTT-AAT-GTC-ACG-CAG-GAT-TTC-3’

Primer antisense |5-GTG-GGG-GCG-CCC-CAG-GCA-CCA-3’

Tabelle 6: Auflistung der zur Quantifizierung verwendeten Primerpaare

2.3.3 Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Das Prinzip des ELISA bietet, als eine wissenschaftlich anerkannte Methode, die
Mdoglichkeit der Quantifizierung von Proteinmengen.

Eine Mikrotiterplatte wird mit einem spezifischen Fang-Antikérper beschichtet, der mit
seinem Fc-Teil unspezifisch am Boden der Mikrotiterplatte bindet. Der noch freie
Fab-Teil bildet die spezifische Bindungsstelle fir das gesuchte Protein. Die Lésung
mit dem nachzuweisenden Protein wird zugegeben. Der auf diese Weise
entstandene Protein  Antikbrper Komplex, muss mit einem biotinylierten
Detektionsantikérper gekoppelt werden, der ebenfalls spezifisch bindet. Um eine
Protein-Quantifizierung gewahrleisten zu kénnen, muss die Kopplung mit einem
Enzym erfolgen, dessen Reaktion photometrisch gemessen werden kann.

2.3.3.1 Verwendete Komponenten

Verwendet wurde das ELISA Kit von MD Biosiences (Chondrex):

Human/Monkey IgG Anti Typl und Il Collagen Antibody Assay Kit

Fangantikérper (capture antibody) Maus anti humanes Kollagen Typ | oder
Typ Il Antikdrper (monoklonal)

Detektionsantikdrper (detection antibody) |Biotin konjugierter Antikbrper von Zeige
gegen Maus Ig G (polyklonal)

Tabelle 7: Antikérper des ELISA Systems.
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Waschpuffer 20 x

50 ml auf 11 destilliertes Wasser

Blocking-Reagenz (Solution A)

Standrad Dilutions Puffer (Solution B)

Dilutions Puffer des zweiten Antikdrpers
(Solution C1)

Streptavidin Peroxidase Dilutions Puffer
(Solution C2)

Streptavidinperoxidase

Substrat

OPD Chromagen + Urea H>O, auf 20 ml
H-O dest.

Stop-Lésung

2,5 N Sulfuric Saure

Standard

Platten

Tabelle 8: Puffer, Lésungen und Platten fir den

2.3.3.2

Kollagen Typ I+ll beschichtete 96 well

Sandwich-ELISA.

Vorbereitung der Mikrotiterplatte

Die Mikrotiterplatten dieses ELISA waren mit Fangantikdrper (AK1) fir Typ | und Typ

Il Kollagen vorbeschichtet. Die einzelnen

Platten boten Platz fiir die Kontrolle von

finf Proben, wobei immer eine negative Kontrolle auf unbeschichteter Platte parallel

durchgefiihrt wurde. Pro Platte wurden zwei Standradreihen als Referenz pepittiert.

Die Platten mussten gewaschen (3x mit Waschpuffer) und danach das erste Blocking

Reagenz (100ul Solution A pro Well fir 1h bei Raumtemperatur) pepittiert werden.

Die Platten wurden dann erneut 3x mit Waschpuffer gewaschen und im Anschluss

die Proben (Uberstande) aufgebracht.
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2.3.3.3 Probenvorbereitung

Die eingefrorenen Uberstande (s. 2.1.3) wurden aufgetaut und verdiinnt:

500 pl Probe = 16 unit/ml = Verdinnung 1:1

250 pl aus Probe 1 + 250 pl Dilutions Puffer B = 8 unit/ml >Verdinnung 1:1
250 pl aus Probe 2 + 250 pl Dilutions Puffer B = 4 unit/ml ->Verdinnung 1:1

4. usw.

w po

weiter erforderlich Konzentrationen waren: 2 U/ml, 1 U/ml, 0,5 U/ml, 0,25 U/ml

Die Proben selber wurden vorher nicht zusatzlich verdiinnt.

2.3.3.4 Protokoll fiir die Duchfiihrung des ELISAs

Die Proben und der Standard wurden, genau wie der Leerwert, auf die Platte
pipettiert und tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Es wurden jeweils 100 pl Lésung B fir den Leerwert, 100 pl der einzelnen Proben
und 100 pl Standard pro Well eingebracht.

Am Nachsten Morgen wurden die Platten 6x mit Waschpuffer gespult und mit dem
zweiten Antikdrper versehen. Dieser wurde in 100 ml Zweit-AK-Dilutions-Puffer
(L6sung C1) geldést und zu je 100ul pro Well pepittiert. Auf diese Art prapariert,
wurden die Platten fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert und danach aufs Neue 6x
gewaschen. 50ul Streptavidin-Peroxidase in 10 ml Streptavidin-Peroxidase Dilutions
Puffer (Lésung C2) geldst wurden zu je 100ul pro Well auf die Platte gegeben. Die
Platten wurden dann fur 1h bei Raumtemperatur inkubiert und wiederum 6x mit
Waschpuffer gewaschen.

Es folgte die Substratzugabe. Hierzu wurde eine Tablette H,O, und eine Tablette
OPD in 20ml destilliertem Wasser gelést und dann je 100 ul OPD-Urea H.O, pro
Well pipettiert. Die ablaufende Reaktion wurde nach 30 min durch ein Stopp
Reagenz (Schwefelsaure (H2SO4), 50 pl pro Well) beendet.

Das bis zu diesem Zeitpunkt umgesetzte Substrat, konnte nun photometrisch
ermittelt und so auf die Konzentration des Proteins rlickgeschlossen werden.

Die Photometrie wurde auf 490nm eingestellt, wobei der Referenzwert bei 650nm

ermittelt wurde.
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2.3.3.5 Auswertung der Messung

Die Kollagen Typ | und Il Konzentrationen der Proben wurde aus der
Regressionsgeraden der Standardkurve ermittelt, die eine Linearitdt bis zu
1000pg/ml aufwies. Durch diese Messung konnten also Konzentrationen bis
1000pg/ml zuverlassig ermittelt werden.

Extinktion &

*

Kollagen pg/mi
50 pgiml 500 pgim 1000 pgémil g Fd

Abb.2.1: Ermittlung der Kollagen Typ | und Il Konzentration mit Hilfe der
Regressionsgeraden der Standardkurve

2.4  Statistik

Alle erhobenen explorativen Signifikanzen wurden mittels t-Test fir paarig
abhangige/unabhangige, verbundene und unverbundene Stichproben berechnet.
Signifikanz besteht, wenn p<0,05. Verwendetes Statistik Programm: JMP Statistic
Programms (SAS Institute, Cary, NC, USA)
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3. Ergebnisse

In all den unter Material und Methoden vorgestellten und verwendeten Verfahren
ging es darum zu zeigen, dass PCMOs das Potential haben, sich bei Stimulation mit
BMP-7 und BMP-2 zu Kollagen Typ Il produzierenden, chondrozytaren Zellen zu
entwickeln. AuBerdem musste auch die Veranderung der Zellmorphe und das
Vorhandensein des genetischen Aquivalents im Zellkern gezeigt werden, um

abschlieBend eine vollstandige Umwandlung der Zellen beweisen zu kdnnen.

3.1. NachweiB3 der Produktion von Kollagen Typ | und Typ Il im Rahmen einer

immunhistochemischen Farbung

Durch die Immunhistochemische Farbung von Kollagen Typ | und Typ Il im Verlauf
der Stimulation sollte die Entwicklung der PMCOs zu Kollagen produzierenden Zellen
gezeigt werden.

Als Positivkontrolle, in allen Ansatzen, wurde Gelenkknorpel verwendet. Der
deutliche Nachweis von Kollagen Typ Il zeigte sich durch eine kraftige Rotfarbung.
Als Negativkontrolle dienten nur mit Dedifferenzierungsmedium behandelte PCMOs,
die keinerlei Anfarbbarkeit fir Kollagen Typ Il zeigten. Weder nach vier noch nach
sechs Wochen.

Positivkontrolle Negativkontrolle

Abb. 3.1.1 Immunhistochemische Féarbung fiir Kollagen Typ |IlI, Positivkontrolle:
Chondrocyten, Negativkontolle: Chondrozyten geféarbt ohne 1 AK

Um eine stimulierende Wirkung, des Mediums auszuschlieBen wurden auch
Mediumkontrollen  angefarbt. Wobei die PCMOs  ausschlieBlich  mit
Dedifferenzierungsmedium  und  Differenzierungsmedium, ohne die zu
untersuchenden Wachstumsfaktoren, versetzt wurden. In den Mediumkontrollen lie3
sich weder nach vier-, noch nach sechswdchiger Inkubationszeit Kollagen Typ |l

nachweisen.
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Mediumkontrollen

4 Wochen 6 Wochen

Abb. 3.1.2 Immunhistochemische Farbung fiir Kollagen Typ Il, Mediumkontrollen: PCMOs
ohne Stimulation nur in Medium nach 4 und 6 Wochen

In der Immunhistochemischen Farbung der Zellen zum NachweiB3 von Kollagen Typ |
und Il zeigte sich bei allen mit BMP-2 stimulierten Zellen eine immunopositive
Reaktion fir beide Kollagentypen. Die Gruppe der mit BMP-7 stimulierten Zellen
zeigte dagegen, eine wesentlich schwachere Immunreaktion, war aber positiv. Diese

erste Farbung der Versuchsreihe erfolgte nach vierwdchiger Stimulation.
PCMOs

0 Wochen 4 Wochen BMP-2 4 Wochen BMP-7
L] L ] '
12 L] ”
. > 9@ »
[ e
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Abb. 3.1.3 Immunhistochemische Farbung fiir Kollagen Typ I, PCMOs unter Stimulation mit
BMP-2 und BMP-7 nach 4 Wochen.

DieBMP-2 Stimulation zeigte eine starkere Induktion der Expression von Kollagen Typ Il als
Stimulation mit BMP-7

Die Zellen produzierten allerdings nach vierwdchiger Stimulation beide Arten von
Kollagen, was fir Knorpelzellen nicht typisch ist, da diese wesentlich mehr Kollagen
Typ Il produzieren, als Kollagen Typ |. Daraufhin wurde die Stimulationszeit der
Zellen verlangert, um das Verschwinden der Expression von Kollagen Typ | zu

dokumentieren.

PCMOs

1 Woche BMP-7 6 Wochen BMP-7

Abb. 3.1.4 Immunhistochemische Féarbung fiir Kollagen Typ I, exemplarisch PCMOs unter
Stimulation mit BMP-7 nach 6 Wochen.
Nach 6 wochiger Stimulation konnte ein Verschwinden der Kollagen Typ | Expression beobachtet werden
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In weiteren Stimulationen wurden zur besseren Verlaufskontrolle, immer in
wdchentlichen Abstdnden, PCMOs zum NachweiB fir Kollagen Typ | und Il, mit der
oben beschriebenen Methode angefarbt. Hierbei zeigte sich eindeutig, dass sich die
Anfarbung von Kollagen Typ | in ihrer Intensitat Gber die Wochen verringerte, bis sie
in der sechsten Woche véllig verschwand. Dies war sowohl bei den mit BMP-2
stimulierten, als auch bei denen mit BMP-7 stimulierten Zellen der Fall.

Die Farbung von CD 14 erfolgte zum BeweiB des Stammzellcharakters der PCMO.
CD 14 ist einer von vielen Stammzellmarkern und sollte daher wahrend der
Stimulation mit Wachstumsfaktoren und der damit einhergehenden Differenzierung
der Zelle, immer weniger in der Zellmembran nachweisbar sein. Es konnte jedoch
nicht gezeigt werden, dass der CD14 Rezeptor in der Zelle, im Laufe der Stimulation,
weniger exprimiert wird. Die Farbungen waren in jeder Woche der Stimulation
eindeutig positiv. Lediglich die Intensitat der Farbung nahm in minimalem MaBe ab.
Gefarbt wurde jede Woche, auch in den ersten vier Stimulationswochen.

3.2. Darstellung der morphologischen Verdnderung von PMCOs unter

Stimulation durch BMP-7 und BMP-2, mittels Elektronenmikroskopie

In der morphologischen  Untersuchung  der PCMOs mit dem
Rasterelektronenmikroskop zeigten sich eindeutige Veranderungen der Ultrastruktur
der untersuchten Zellen. Wahrend der Differenzierung von Monozyten zu
Chondrozyten wurden elektronenmikroskopisch, mit der Zeit die fir Chondrozyten
typischen morphologischen Korrelate sichtbar. Dabei ist zu bemerken, dass alle
Zellen an Tag 0 der Stimulation eine monozytare Morphologie aufwiesen und sich die
ersten Zeichen, einer chondrozytaren Morphologie, erstmals nach 14 Tagen
Stimulation mit Wachstumsfaktoren zeigten. Bei keinem der beiden
Wachstumsfaktoren war im Verlauf der Stimulation ein Unterschied in der
morphologischen Differenzierung sichtbar. Die Zellen beider Versuchsreihen wiesen
nach 14 Tagen eine chondrozytare Morphologie auf. In allen fixierten Praparaten,
die hingegen nicht mit Wachstumsfaktoren stimuliert worden waren, zeigten sich
keinerlei Veranderungen. Hier blieb die urspriinglich monozytare Form der PCMOs
erhalten.
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b A: Monozyt
D B: Chondrozyt
Als morphologische Kontrollen
C: PCMO ohne Stimulation
Mediumkontorlle  nach 2
Wochen
D+E: PCMO nach Stimulation
mit BMP-2 Gber 2 Wochen mit
deutlicher Transformation zur
chondrozytdren  Morphologie
(D: 300x, E: 7000x)

Abb. 3.2.1 Transmissionselektronenmikroskopische Bilder

3.3. Quantitativer NachweiB3 der Kollagen Typ Il Produktion im Restmedium
der PCMOs durch ELISA

Der quantitative NachweiB der Kollagen Typ Il Produktion der PCMOs, unter
Stimulation mit BMP-2 und BMP-7, erfolgte mit Hilfe des ELISAs. Hierfur wurden die
Mediumiberstande verwendet. Die Kollagen Typ |l Produktion war schon nach der
zweiten Woche messbar, verstarkte sich im Stimulationsverlauf und erreichte nach 4
Wochen ihren héchsten gemessenen Wert, der bei weiterer Stimulation nicht
Uberschritten wurde.

Fiar BMP-2 betrug der Wert nach 4 Wochen Stimulation 163 pg/mg, fur BMP-7 war

der erzielte Wert jedoch im Vergleich zur Mediumkontrolle vernachlassigbar klein. In
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der Kombination von BMP-2 und BMP-7 zeigte sich allerdings ein deutlicher

synergistischer Effekt. Hier lag der Wert nach 4-wdchiger Stimulation bei 347pg/ml.

400 - *
350 +

i

300 ~
250 -
200 -

HH

150 ~
100 -

50
0

control BMP-2 BMP-7 BMP-2+7

collagen type Il [pg/mli]

H

Abb.3.3.1: Kollagen Typ Il Produktion der PCMOs nach 4 woéchiger Stimulation mit BMP-2,
BMP-7 und deren Kombination.

Es zeigte sich eine deutlich erhéhte Sekretion von Kollagen Typ Il unter Stimulation mit BMP-2
und der Kombination von BMP-2 und BMP-7, (* =p<0,01)

(control: 65 pg/ml, BMP-2: 163pg/ml, BMP-7: 79 pg/ml, BMP-7 + -2: 347pg/ml).

Die Stimulation mit BMP-2 und BMP-7 (ber 6 Wochen zeigte keine verstarkte
Sekretion von Kollagen Typ Il im Vergleich zur Stimulation Gber 4 Wochen. Die
Kollagen Typ | Sekretion zeigte nach 1 Woche eine Induktion der Sekretion,
entsprach nach zwei- und auch nach sechswdchiger Stimulation mit BMP-2 und
BMP-7 aber wieder der Sekretion der Mediumkontrolle.

3.4. NachweiB von Kollagen Typ | und Il mRNA mittels RT-PCR nach
Stimulation der PCMOs mit BMP-2 und BMP-7

Zur Bestimmung von Kollagen Typ | und Il mRNA wurde die Methode der RT-PCR
verwand.

Als Positivkontrolle bei dieser Untersuchung diente T/C-28a2/a4 und C-28/12. Die
Amplifikation der mRNA erfolgte mit spezifischen Primern fir Kollagen Typ | und I,
sowie mit GAPDH, um die Intaktheit der mRNA und die Abwesenheit von

kontaminierender DNA genauestens zu kontrollieren.
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Die GroBe der PCR Produkte stimmte mit der zu Erwartenden Uberein. Sie betrug fir
Kollagen Typ | und Il 261 bzw. 307 Basenpaare, wobei die Basenpaare l|hrerseits,
durch Sequenzierung noch einmal Uberprift wurden.

Die PCMOs wurden direkt daraufhin untersucht und es fand sich bei allen
verwendeten Wachstumsfaktoren, zum ersten Mal nach zweiwdchiger Stimulation,
ein klarer qualitativer Nachweif3 von Kollagen Typ || mRNA.

Kollagen Typ | mRNA lieB sich nur in der allein mit BMP-2 stimulierten Probe
nachweisen.

0 weeks 2 weeks bp

- collagen type Il

- collagen type |

1 2 345678 9 1 2 3 4 56 8 97

Abb. 3.4.1: Nachweis von Kollagen Typ | und Il mRNA in der RT-PCR nach
entsprechenderWachstumsfaktorstimulation nach 2 Wochen.

Bande 4 zeigt eine leichte Expression vom sowohl Kollagen Typ | und Il unter BMP-2
Stimualtion, Bande 5 (BMP-7) und Bande 6 (BMP-2+-7) zeigen beide keine Expression von
Kollagen Typ | und leichte Expression von Kollagen Typ Il

(1: TGF-B1; 2: IGF-1; 3: TGF-B1+IGF-1; 8: T/C 28a2/a4; 9: C-28/12)

Die Starke der Fluoreszenz der einzelnen Banden reprasentiert die Menge, der in der
Probe nachgewiesenen mRNA flr das jeweils untersuchte Kollagen. Bande 4 der
Abb. 3.4.1 zeigt hier die Quantitat der mRNA fir Kollagen Typ | und Il, in den mit
BMP-2 stimulierten PCMOs, sowie Bande 5 fir die mit BMP-7 stimulierten Zellen.
Bande 6 spiegelt das Ergebnis der mit der Kombination aus BMP-2 und BMP-7
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stimulierten Zellen. Bande 8 wund 9 zeigen die Ergebnisse der beiden

Positivkontrollen T/C-28a2/a4 und C-28/12.

Auf die Ergebnisse der anderen Banden wird im Rahmen der Diskussion

vergleichend eingegangen werden.

3.5. Quantitativer NachweiBB der mRNA von Kollagen Typ | und Il in PCMOs
durch real time RT-PCR nach Stimulation mit BMP2 und BMP7

Um die Quantitat der schon mittels RT-PCR entdeckten mRNA zu bestimmen wurde
die real time RT-PCR verwendet. Nach vierwdchiger Stimulation mit BMP-2 und
BMP-7 zeigte sich (Abb.3.5.1) fir beide Wachstumsfaktoren eine signifikante
Induktion der Expression von Kollagen Typ Il. Unter Stimulation mit BMP-2 zeigte
sich eine13 fach und unter Stimulation mit BMP-7 eine 8 fache verstarkte mRNA
Expression im Vergleich zur Mediumkontrolle. Die Unterschiede waren signifikant
wobei p<0,01. Fur Kollagen Typ | zeigte sich keine Induktion der Expression unter
Stimulation mit BMP-2 und BMP-7.

A) B)

18 + 18 -
— 16 -
E * ? 167
2 14 - T S 14
= 12 - T X 1o
3 <
i 10 * E 10 -
E 5 E E g
[«}]

6 - i
g g ¢
— 4’ —_— 4*
g , 3,

contr. BMP-2 BMP-7 contr. BMP-2 BMP-7

Abb. 3.5.1: Quantifizierung von A) Kollagen Typ Il und B) Kollagen Typ | mRNA nach
vierwdchiger Stimulation mit BMP-2 und BMP-7 im Vergleich zur Mediumkontrolle
(contr.)

Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Kollagen Typ | und Il Expression unter Stimulation
mit beiden Wachstumsfaktoren, wahrend die Expression von Kollagen Typ | nur minimal
anstieg (*=p<0,01)
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4. Diskussion

Die Gesellschaft aller Industrienationen wird immer alter, eine logische Folge ist die
Zunahme des durch Fehlstellungen, Traumata und Uberbeanspruchung im Alter
manifest werdenden Knorpelabriebes der Gelenke. Da Knorpel die Fahigkeit des
regenerativen Wachstums fehlt (Brittberg et al. 1994) und dieser nur bindegewebig
ausheilt, kommt es zu einer chronischen Erkrankung des geschadigten Gelenkes,
der sogenannten Arthrose. Diese auBert sich durch massive Schmerzen,
Gelenkschwellungen und einer stark eingeschrankten Beweglichkeit, die eine
drastische Herabsetzung der Lebensqualitat mit sich bringt. Bei fast 33% der Manner
und 53% der Frauen Gber 80 Jahre lasst sich radiologisch eine Kniegelenksarthrose
nachweisen. Diese Zahlen belegen wie dringend, nicht nur symptomorientierte
Therapien, wie Krankengymnastik und Medikamente, zur Schmerz und
Entziindungsbekampfung bendtigt werden, sondern auch ein heilungsorientierter
Ansatz fir diese Erkrankung erforderlich ware.

Bisher kann durch die konservative Therapie zwar eine Linderung der Schmerzen
und eine verbesserte Beweglichkeit der Gelenke erzielt werden, allerdings wird das
Fortschreiten der Erkrankung nur verlangsamt und nicht gestoppt. (Abramson et al.
1989) Dieser Grundsatz gilt auf dem Gebiet der konservativen Therapie bis heute.
Eine Studie zu Interleukin 1 Antagonisten intraartikular verabreicht muss noch
abschleiBend beurteilt werden, wird diesen Grundsatz allerdings nicht verandern.
Schreitet die Erkrankung fort, st6Bt die konservative Therapie recht schnell an ihre
Grenzen und kann nur noch begleitend eingesetzt werden. Die spateren Stadien der
OA fordern den Einsatz operativer MaBnahmen. Die auch heute noch am haufigsten
durchgefiihrte Operation zur Behandlung schwerer Gelenkknorpeldefekte ist der
totale oder auch teil Gelenkersatz mittels Prothesen aus alloplastischen Materiealien
(340.000 Operationen pro Jahr). Eine Begrindung fir die Haufigkeit der Anwendung
dieses Verfahrens ist in den vielen Vorteilen die es bietet zu suchen. Alloplastische
Materialien sind zurzeit noch gut verfligbar, lassen sich in jeder Form und GrdBe
herstellen und kénnen individuell eingepasst werden. Auf Grund der guten
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technischen Entwicklungen auf diesem Gebiet werden die Abstande in denen die
Implantate ersetzt werden missen immer langer, so dass gerade altere Menschen
die Zweit-OP kaum noch in Anspruch nehmen missen. Die mittlere Haltbarkeit von
Implantaten liegt zurzeit bei ca. 10 Jahren und mehr. Die Nachteile dieser
Behandlungsmethode sind aber nicht zu vernachlassigen, da diese gerade fir alte
Menschen hohe Risiken bergen. Noch immer kommt es bei Gelenkersatz
Operationen zu einem starken Blutverlust, der sich nicht verhindern lasst. Die
Regenerationsphase ist lange und erfordert aufwandige krankengymnastische
Therapie und schwere pflegerische Tatigkeit.

Eine weitere oftmals durchgefiihrte Operation ist die autologe Gelenkknorpel
Transplantation als Teil einer osteochondralen Einheit, die besonders auf dem
Gebiet der traumatisch bedingten Knorpelschdden Einsatz findet. Seit 2007 ist
dieses Verfahren bei Knorpeldefekten sogar in den Leistungskatalog der
Krankenkassen aufgenommen und wird z.B. von der Deutschen Gesellschaft fur
Orthopadie und Orthopéadische Chirurgie; DGOOC (Behrens et al 2004) empfohlen.
Die Methode ist lange erprobt und wies schon in den ersten durchgeflihrten Studien
(ausschlieBlich Femurkondylen und Tibiaplateau untersucht) eine 63% Erfolgsrate
nach 14 Jahren auf. (Locht et al 1984) Heute liegt die Erfolgsrate durch eine
verbesserte Technik (Vorinkubation der Knorpelzellen auf einer Kollagenmatrix) bei
fast 90% (Steinwachs et al 2003). Leider kann diese Methode auf Grund der
fehlenden Organspender (ca. 13 pro 1 Million Einwohner pro Jahr in Deutschland)
(Seiler et al 2006) nicht so haufig durchgefihrt werden, wie sie bendtig wirde, auch
wenn die Transplantation mit eingefrorenen Transplantaten méglich zu sein scheint
(Flynn et al. 1994). Der groBe Vorteil dieser Methode ist der Erhalt des
kérpereigenen Gelenkes und die klrzeren Regenerationszeiten nach Operation.
Gerade fir junge Menschen, die auf Grund eines Unfalles einen
Gelenkknorpelschaden erleiden, ist dies eine gute Mdbglichkeit Folgeoperationen
durch Implantatverschlei3 zu vermeiden. Die Risiken dieser Methode sind, die auch
fir andere  Transplantationseingriffe ~ bekannten wie z.B. Infektionen,
TransplantatabstoBung und die bendtigte Immunsuppression.

Um das Risiko der TransplantatabstoBung und eine begleitende Immunsuppression
zu vermeiden gibt es die Médglichkeit Eigengewebe zu transplantieren. Hierbei
werden von unbelasteten Gelenkknorpelstellen zylinderférmige Stanzen entnommen

und direkt in die Defekte eingebracht. Eingengewebe steht jedoch nur eingeschrankt
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zur Verfagung, da es zwar Knorpelflachen gibt, die durch Bewegung des Gelenkes
nur leicht belastet werden, diese aber nur relativ klein sind. Zwar konnten mit der
Transplantation autologer,  osteochondraler Einheiten, nach Einfihrung der
arthroskopischen Technik und deren Verfeinerung durch bessere Instrumente, gute
klinische und histologische Ergebnisse erzielt werden (Bobic 1996, Hangody 1998),
allerdings ist die Methode flir groBe Knorpeldefekte ungeeignet. Ungeklart ist noch
ob die kleinen Transplantate auch langfristig in der Lage sein werden den
mechanischen Belastungen im Gelenk standzuhalten und ob sie flir eine dauerhafte
Schmerzfreiheit sorgen kénnen.

Die Idee Knorpeldefekte mit Periost (Afredson et al 1999) oder Perichondrium mit
Anteilen der subchondralen Knochenplatte (Homminga et al. 1990, Chu et al. 1997)
zu decken, entspringt dem Gedanken der rein mechanischen Entlastung des
Gelenkes. Durch SchlieBen des Defektes und dem Wissen, dass beide Gewebe
pluripotente Stammzellen enthalten (Burns et al.1997), die in der Lage sind sich zu
Chondrozyten zu differenzieren, kann dieses Ziel erreicht werden. Nachteile dieser
Methode sind, das sich mit zunehmendem Alter und Abnahme der vorhandenen
Stammzellen die Erfolgsaussichten reduzieren und die Gefahr einer Ossifikation
besteht, welche den Knorpelschaden im schlimmsten Fall sogar vergrdBern kénnte.
Trotzdem wurden die Methode der Periosttransplantation und die damit verbundenen
Méglichkeiten weiterverfolgt. In Kombination mit autologer
Chondrozytentransplatation (ACT) konnte sie mit guten Ergebnissen angewendet
werden.

Bei der kombinierten Methode werden die Knorpeldefekte mit Periost bedeckt und
Chondrozyten unter das Periost, direkt in den Defekt gespritzt (Bittberg 1994). Es
kam zu einer Neubildung von hyalin-artigem Knorpel mit vollstandiger
Defektdeckung. Dies konnte klinisch und histologisch nachgewiesen werden
(Peterson 1998, Richardson et al. 1999). Auch weitere Arbeiten konnten je nach
Lokalisation bei dieser Methode eine bis zu 90%-ige Erfolgsquote nach zehn Jahren
nachweisen (Erggelet et al. 1998, Loehnert et al. 1999). Aber auch bei dieser
Methode bleibt das Problem der limitierten Verflgbarkeit des Materials bestehen.
Nach all diesen Versuchen, eine optimale operative Therapie zum
Gelenkknorpelersatz zu finden, muss man sich bisher eingestehen, zwar relativ gut
funktionierenden, aber doch stark problembehaftete Methoden gefunden zu haben,
um die Volkskrankheit Arthrose zu therapieren .
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Neuere Ansatze der Therapie verlassen daher die Pfade des Althergebrachten und
wenden sich dem Gedanken des Tissue Engineering zu. Der Grundgedanke ist auch
hierbei, die Implantation von Chondrozyten, welche eine Regeneration des Gewebes
in vivo bewirken, so dass auf Gewebstransplantationen verzichtet werden kann.

Stellt man sich die Frage, zu welchem Zeitpunkt seiner Entwicklung der Mensch noch
fahig ist alle Gewebetypen die es im Koérper gibt, selber neu zu bilden, muss man
zwangslaufig an den Beginn seiner Entstehung zurilick gehen. Die Embryonalphase
ist die Phase unseres Lebens, in der wir in der Lage sind aus nur wenigen Zellen
eine Vielfalt an Geweben entstehen zu lassen. Genau an diesen pluripotenten
embryonalen Stammzellen entsprang der Gedanke des Tissue Engineering.

Erste Versuche mit embryonalen Stammzellen der Maus erbrachten gute Erfolge. Die
aus Blastozysten entnommenen Zellen der Mause konnten nicht nur zu Insulin
produzierenden Zellen differenziert werden wund in insulindefiziente Mause
reimplantiert werden (Soria 2000), sondern auch eine Differenzierung zu
Herzmuskelzellen (Edwards et al. 1983), Neuronen, Astroglia (Edwards et al. 1983),
sowie zu Chondrozyten (Bruder et al. 1994) gezeigt werden.

Versuche mit menschlichen embryonalen Stammzellen sind in Deutschland jedoch
auf Grund der Gesetzeslage von 1992 nicht durchfihrbar, obwohl technisch
unproblematisch und an Tieren bereits vielfaltig erprobt, Gberwiegt die Angst vor den
womaoglich ethischen Konsequenzen, die groBartige Mdglichkeit des medizinischen
Fortschrittes.

Die ersten menschlichen embryonalen Stammzellen konnten bereits vor zehn Jahren
erfolgreich kultiviert werden (Thomsen et al. 1998). Alle embryonalen Stammzelllinien
haben das Potential sich zu Teratomen zu entwickeln, sie mussten also vor
Implantation einer Veranderung des biologischen Programms in vivo unterzogen
werden, um dies zu verhindern. Die Veranderung des biologischen Programms der
Zellen ist z.B. durch vorherige Differenzierung zu erreichen. Dies konnte bereits
mehrfach an Mausen gezeigt werden, wie in der oben schon zitierten Arbeit von
(Soria 2000) und in der Arbeit von (Kim et al. 2002) dargestellt.

Auf Grund der ethischen Kontroverse hat die Wissenschaft sich einer anderen
Zelllinie mit pluripotentem Potential zugewandt. Um die Idee des Tissue Engineering
weiter zu verfolgen, wurden adulte Stammzellen aus Geweben wie Haut,
Knochenmark, Leber, Blut, Knochen und Knorpel isoliert. Diese Zellen liegen in den
verschiedenen differenzierten Geweben Zeit Lebens vor. Diese Zellen liegen in den
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verschieden differenzierten Geweben Zeit Lebens vor und haben auf Grund ihrer
hohen Plastizitat eine hohe Ahnlichkeit mit embryonalen Stammzellen. Sie bieten
daher auch ahnliche Mdéglichkeiten.

Anders als embryonale Stammzellen unterliegen die keinen juristischen oder
ethischen Begrenzungen. Sie stehen in relative groBer Zahl, auch wenn diese im
Alter abnimmt, zur Verfligung und kénnen meist ohne gréBeren Aufwand gewonnen
werden.

Die meisten Erfahrungen hat man mit hdmatopoietischen Stammzellen (HSC) und
mesenchymalen Stammzellen (MSC), die beide aus dem Knochenmark gewonnen
werden. Mesenchymale Stammzellen wurden zum ersten Mal von (Haynesworth et
al. 1992) beschrieben. Danach konnten MSC zu vielen andern Zelllinien differenziert
werden (u.a. zu Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten). MSC, die Mausen direkt
in den Herzmuskel injiziert wurden, waren in der Lage sich in Herzmuskelzellen zu
differenzieren. Auch Patienten mit Osteogenesis imperfecta konnte durch die
Injektion von Knochenmark geholfen werden. Es konnte ein guter therapeutischer
Effekt nachgewiesen werden (Pittenger et al 2002)

Alle mesenchymalen Stammzellen zeigten nach Isolation einen stabilen Phenotyp in
vitro. Es konnten sogar Zellen identifiziert werden die sich selbst nach Wachstum in
Kolonien nicht zu Progenitorzellen umwandelten, sondern ihre Potenz zur
Differenzierung in verschiedene Gewebe beibehielten. (Pittenger et al. 1999)

Die MSC kénnen sich zwar zu verschiedenen Zellen differenzieren, bendtigen hierflir
aber auch die entsprechenden Stimuli. Fir die Chondrogenese konnte TGF-B als
einer der wichtigen Stimuli identifiziert werden (Johnstone et al. 1998 und Mackay et
al. 1998). Es zeigte sich nach Stimulation das Vorhandensein von Kollagen Typ Il
und Glucosaminoglycanen. Wichtig zu wissen ist, dass auch die biomechanischen
Eigenschaften des neugebildeten Knorpel, dem von nativen Knorpelgewebe
entsprach. Dies muss jedoch histologisch und biomechanisch immer neu getestet
werden. Leider zeigt Knorpel der aus MSC gewonnen wurde die Tendenz zu
hypertrophieren und zu kalzifizieren (Johnstone et al. 1998). Aus diesem Grund
werden derzeit Knorpelzellen aus organotypischen Biopsien gewonnen, diese
werden dann ohne Vermehrung als primare Chondrozytenkulturen in vitro eingesetzt
(Klemt 1998), oder in dreidimensionalen Medien geziichtet (Domm et al. 2000).
Hierdurch wiirden Gelenkrekonstruktionen theoretisch mdglich, ohne dass Teile des
Knochens entfernt, oder Fremdkdrper als Ersatz eingebracht werden missten. Die
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Methode ist auBerdem auBerst vertraglich, da kérpereigene Zellen benutz werden.
Es kann zu keiner AbstoBungsreaktion kommen und Immunsuppression ist
deswegen nicht notwendig. Das Setzen eines Knorpelschadens an anderer Stelle,
wie z.B. bei den oben benannten Mosaikplastiken wirde entfallt.

Genlgend Nachteile bringt aber auch diese Methode mit sich. Der erste und
offenkundigste ist wohl der, dass zwei invasive Eingriffe notwendig sind. Zuerst muss
dem Patienten das Knochenmark aus Sternum oder Beckenkamm entnommen
werden, um hieraus die MSC zu isolieren, zu kultivieren und dann in einem zweiten
Eingriff in den Knorpeldefekt einzubringen. Leider konnten MSC bisher auch nur bei
unter 50 jahrigen Patienten isoliert werden (Schéler 2003). Ursachen hierflir werden
im Alterungsprozess des Menschen vermutet, denn je alter wir werden umso weniger
sind wir auch in der Lage unsere Gewebe zu erneuern (Geiger et al. 2002). Da die
Arthrose aber in besonderem MaBe ein Problem fir Patienten tber 50 darstellt,
schlieBt diese Therapie, die Patienten aus, die am meisten von ihr profitieren wirden.
Adulte Stammzellen werden jedoch nicht nur im Knochenmark gefunden, sondern
sind auch Bestanteil des peripheren Blutes. Diese kdnnen ganz einfach durch eine
intravendse Punktion ohne groBe invasive Eingriffe in hoher Zahl gewonnen werden.
Bei einer Venenpunktion fallen viele der Risiken einer Knochenmarkspunktion, wie
die Verletzung umliegender Organe, die Punktion groBer GeféaBe oder eine
allergische Reaktion auf das Betdubungsmittel weg. Die Venenpunktion ist also far
den Patienten weit weniger invasiv und belastend. Ware die Isolation von
pluripotenten Stammzellen auf diese Weise mdglich, hatte man einen wichtigen
Schritt zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien der OA getan.

Ein von Rhunke et al. 2005 durchgefliihrte Studie konnte zeigen, dass monoztytare
Zellen (PCMOs) des peripheren Blutes nach sechstéagiger Dedifferenzierung in vitro
mit Makrophagen colony stimulating factor (M-CSF) und Interleukin 3 (IL-3) das
Potential zur Differenzierung in verschiedene Gewebe besitzen, wie z.B.
Hepatozyten und Insulin produzierende Zellen.

In der hier vorgelegten Arbeit wurden PCMOs mit BMP2 und BMP7 Uber mehrere
Wochen stimuliert, worauf hin diese auch nach 6 Wochen noch Kollagen Typ |l
produzierten. Auch mikroskopsich und elektronenmikroskopisch konnte eine
Veranderung der Morphologie in Richtung Chondrozyten gezeigt werden. Zur

Analyse der Kollagenproduktion wurden sowohl Immunhistochemie als auch zur
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quantitativen Messung der Kollagen Typ Il Konzentration ein ELISA, sowie zum
qualitativen Nachweis RT-PCR durchgeflhrt.

Bisher gibt es keinerlei Studien an anderen pluripotenten Zellen des peripheren
Blutes, die die Differenzierung zu Knorpelzellen, durch Stimulation mit BMP-2 und -7
erforscht. Lediglich eine Arbeit erschien 2003 (Kuwana et al.), die eine dreiwdchige
Produktion von Kollagen Typ Il unter Stimulation mit TGFB1 bei CD14+ Monozyten
nachweisen konnte. Uber einen langeren Zeitraum der Stimulation als drei Wochen
konnte jedoch kein Kollagen Typ Il mehr nachgewiesen werden.

In der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass PCMOs unter Stimulation mit
BMP-7 und BMP-2 die Produktion von Kollagen Typ Il nicht nach 3 Wochen
einstellen, sondern diese auch Uber einen Zeitraum von 6 Wochen beibehalten. In
der parallel durchgefiihrten Arbeit zur Stimulation von PMCOs mit TGFB1 und IGF-1
konnte dies ebenfalls gezeigt werden.

Wahrend der ganzen Stimulationsphase von 6 Wochen verloren die PCMOs den
Stammzellmarker CD14 nicht. Sie behielten also einen Marker fir Pluripotenz. Ob
sich PCMOs nach Differenzierung plus Stimulation wieder dedifferenzieren kdnnen
wurde nicht untersucht. Auch nicht ob sie sich durch Stimulation mit anderen
Wachstumsfaktoren aus chondrozytdren Zellen zu wieder anderen Zelltypen
differenzieren kdnnen. Die Zellen wurden nach Ende der Stimulationszeit nicht weiter
beobachtet.

Unter der Stimulation mit BMP-2 zeigte sich sowohl eine morphologische,
elektronenmikroskopisch nachweisbare Veranderung von einer monozytaren zu einer
chondrozytaren Zelle, als auch nach 2 Wochen Stimulation immunhistochemisch, im
ELISA und in der PCR ein signifikant positiver Nachweif3 von Kollagen Typ II.

Fir BMP-7 dagegen lieB sich zwar ein positiver Nachweif3 der morphologischen
Veranderung und auch ein NachweiB3 von Kollagen Typ Il mittels Immunhistochemie
erbringen, allerdings zeigte sich im ELISA nur ein vernachlassigbar geringer Anstieg
(nicht signifikant) der Kollagen Typ |l Konzentration im Vergleich zur
Mediumkontrolle. Sowohl immunhistochemisch als auch in der RT-PCR konnte kein
Verschwinden der Produktion von Kollagen Typ | nachgewiesen werden.

Wurden jedoch BMP-2 und BMP-7 in Kombination zur Stimulation der Zellen benutzt
zeigte sich ein deutlich synergistischer Effekt auf die Kollagen Typ Il Sekretion im
ELISA. Die gemessene Kollagen Typ Il Konzentration hatte sich im Vergleich zur
singularen Stimulation mit BMP-2 verdoppelt.
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Alle Mediumkontrollen zeigten weder eine morphologische Veranderung noch eine
Produktion von Kollagen Typ | und Il.

Die im Rahmen dieser Studie ebenfalls untersuchten Effekte der Wachstumsfaktoren
TGFB-1 und IGF-1, wurden in einer zweiten Arbeit detailliert untersucht (Pufe et al.
2008). Es konnte hier durch Analyse Mittels Immunhistochemie, Elektronmikroskopie,
und PCR ganz &hnliche Ergebnisse erzielt werden. Allerdings konnte, anders als
unter Stimulation mit BMP-2, unter Stimulation mit TGF-B und IGF-1 in der RT-PCR
kein Nachweis des fur Knorpel minderwertigen Kollagen Typ | erbracht werden. Im
ELISA zeigten sich deutlich hdhere Konzentrationen von Kollagen Typ Il durch
Stimulation mit TGF-8 und IGF1, als durch Stimulation mit BMP-2. Fur IGF-1 lag die
mittels ELISA gemessene Konzentration (217+/-15 pg/ml) nach 4 Wochen um 33%
hdher als nach vierwdchiger Stimulation mit BMP-2 (163+/-11 pg/ml). Fir TGFB lag
die mittels ELISA gemessene Konzentration (406+/-28 pg/ml) sogar um 149% hdher
als nach Stimulation mit BMP-2 (163+/-11 pg/ml).

Die kombinierte Stimulation mit IGF-1 und TGFB-1 (670+/-46 pg/ml) zeigte im
Vergleich zur Kombination von BMP-2 und BMP-7 (347 pg/ml) eine doppelt so hohe
Konzentration von Kollagen Typ II.

Direkt vergleichende Arbeiten hinsichtlich des Stimulationspotentials bei MSC von
BMP-2, BMP-7, TGFB-1 und IGF-1 gibt es nicht. Vergleicht man jedoch die einzelnen
Arbeiten und Zahlen wird in vielen Arbeiten als effektivster Stimulator zur
Chondrogeneseeinleitung bei MSC TGFB-1 beschrieben (Johnstone et al. 1998),
wahrend die Stimulation mit IGF-1 eher zu einer deutlichen Proliferation der Zellen
fOhrte. Viele Arbeiten haben sich mit der Rolle dieser beiden Wachstumsfaktoren
beschaftigt (z.B. Worster et al. 2001, Fortier et al. 1996). TGFB-1 scheint nach allen
bisherigen Ergebnissen dabei der Faktor zu sein der die Transformation der Zellen
zu Chondrozyten einleitet allerdings die Proliferation der Zellen unterdriickt. Um
diesen Schritt zu vollziehen, wird unter anderem IGF-1 bendtigt. Das Ergebnis der
Stimulationen der PCMOs konnte genau das zeigen. TGF-B flihrte in einem gréBeren
MaBe zur Transformation der Zellen als IGF-1 alleine und damit zur Kollagen Typ Il
Produktion. Beide in Kombination schafften die Méglichkeit der Transformation und
Proliferation der Zellen, wodurch sich die Verdopplung der Kollagen Typ Il Synthese
erklaren kénnte.

Bei der Stimulation der PCMOs mit BMP-2 und BMP-7 wurde ausschlieBlich mit
diesen Wachstumsfaktoren stimuliert und keine Vorstimulation der Zellen mit TGFB3-1
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durchgefihrt, aber gerade dieser Schritt bzw. dieser Faktor ist auch fiir die
Chondrogenese initial auBerst wichtig. Es verwundert also nicht, dass unter alleiniger
Stimulation mit BMP-2 und BMP-7 keine genau so hohe Induktion der
Kollagensynthese stattgefunden hat, wie durch die Stimulation mit TGFB-1 und
IGF-1. Vielmehr ist das Bemerkenswerte, dass eine signifikant nachweisbare
Transformation der Zellen zu chondrozytaren Zellen auch ohne die Anwesenheit von
TGFB-1 stattfindet, sogar in Monolayerkultur. Fir MSC und in vivo konnte die
Wichtigkeit der Zelladhasion fir die Chondrogenese in vielen Arbeiten gezeigt
werden (z.B. Ede 1983, San Antonio et al. 1986,1987, 1992).

BMPs scheinen also in der Chondrogense von PCMOs eine bedeutende Rolle zu
spielen, nur scheint ihre Aufgabe nicht die der initialen Transformation und
Proliferation zu sein. Genau dies ist auch fir MSC und Chondrozyten selber schon
lange bekannt. In der menschlichen Chondrogenese erhéhen BMPs die
Proliferationsrate von Chondrozyten verzégern aber die terminale Transformation.
Chondrozyten oder deren Vorlaufer sezernieren BMP-2 und BMP-7 auch nur bei
bestehender Adharenz und Wachstum der Zellen (Hall und Miyaake 2000).

BMP-2 scheint fiir PCMOs der potentere Stimulator zur Induktion der Kollagen Typ Il
Synthese zu sein. Allerdings konnte in der RT-PCR auch die Produktion von
Kollagen Typ | nachgewiesen werden, jedoch in geringerem MaBe. Da BMP-2
insbesondere fir die Osteogenese eine wichtige Rolle spielt, ist dieser Nachweis
nicht verwunderlich. Interessant ware in diesem Zusammenhang auch der Nachweis
von Kollagen Typ X als Marker flir den Prozess der Kalzifizierung. Fir MSC wurde in
Monolayer Kultur, unter Stimulation mit BMP-2, eher eine Differenzierung zu Osteo-
und Adipozyten gezeigt (z.B.: Ahrens et al. 1993, Gazit et al. 1993). Chondrogenese
dagegen konnte nur in Mikromassen Kulturen, unter Stimulation von BMP-2
nachgewiesen werden (Ahrens et al. 1993, Andrew et al. 2000). Auch dies lies
vermuten, dass die Zelladhasion fir die Chondrogenese einen wichtigen Faktor
darstellt.

Da BMP-2 also ein Wachstumsfaktor ist, der zur Transformation von Stammzellen in
mehrere Zelltypen geeignet ist, stellt er keinen guten singularen Stimulator fir die
Chondrogenese da. Er spielt in ihr zwar eine wichtige Rolle, sollte aber eher in
Kombination mit anderen Wachstumsfaktoren und in 3D Matrix zur

Chondrogeneseinduktion bei PCMOs angewandt werden. Dies ist besonders
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interessant im Hinblick auf den synergistischen Effekt von BMP-2 und BMP-7 der
sich in dieser Untersuchung zeigte.

BMP-7 gilt in der bisherigen Literatur als Induktor flr die Bildung von Knorpel und
Knochen in der embryonalen Entwicklung (Celeste et al. 1990), sowie als Induktor flir
Reparaturmechanismen von Knochen und Knorpel (Krebsbach et al. 2000, Mason et
al. 1998, 40). BMP-7 verstarkt auBerdem die Bildung von Extrazellularmatrix ohne
eine Hypertrophie (Stdve et al. 2006) oder Expression von Kollagen Typ X der Zellen
zu bewirken (Chen et al. 1993). Einige dieser Arbeiten beschéftigen sich vorwiegend
mit gentechnisch modifizierten MSC oder Chondrozyten, die mittels Vektortechnik
verstarkt BMP-7 produzierten. Es zeigte sich eine eindeutig gesteigerte
Gewebsproduktion, bei den gentechnisch veranderten Chondrozyten im Vergleich
zur Kontrollgruppe. BMP-7 scheint also eine wichtige Rolle in der Gewebsbildung zu
spielen und zusatzlich einen proliferativen Effekt zu haben. Als alleiniger Stimulus in
einer Monolayerkultur von PCMOs, die sich erst noch differenzieren missen, spielt
BMP-7 also eher eine untergeordnete Rolle. In Kombination mir BMP-2 kann es aber
synergistisch, oder auch nach Differenzierung appliziert, proliferativ wirken. Dies
entspricht den bisher in der Literatur gezeigten Daten. BMP-7 ist daher im Rahmen
des Tissue Engineering far Knorpel ein extrem wichtiger Wachstumsfaktor, gerade
wegen seines Potentials eine Reparatur des Knorpels einzuleiten. Dariiber, ob BMP-
7 jemals therapeutisch zur Knorpelregeneration eingesetzt wurde, liegen bisher keine
Daten vor.

Kritisch anzumerken zu allen bei den Untersuchungen gefundenen synergistischen
Effekten bei kombinierter Stimulation mit zwei Wachstumsfaktoren ist die schlechte
Aussagekraft Uber die genauen Einzeleffekte. Solche Kombinationen werfen immer
die Frage auf, ob sich die Wachstumsfaktoren auch gegenseitig beeinflussen, ob sie
sich gegenseitig verandern oder sogar ganz andere Reaktionskaskaden in Gang
setzten, als ein Wachstumsfaktor alleine. Es ist allerdings zu bedenken, dass auch
im Kérper immer eine Kombination von Signalen bestimmte Reaktionen nach sich
zieht. Um jedoch genaue Aussagen Uber die ablaufenden Reaktionen nach
Stimulation mit einem Wachstumsfaktor zu erhalten, sind Einzelstimulationen
unverzichtbar.

Ein erst kirzlich erschienener Artikel zeigt allerdings gut, welches Potential
Wachstumsfaktorkombinationen haben kdnnen. In dieser Arbeit konnten unter
Stimulation mit TGF-B81 und BMP-7 eine Induktion der Chondrogenese und die
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Synthese von superficial zone protein von mesenchymalen progenitor Zellen des
infrapatellaren Fettpolsters beobachtet werden (Lee et al. 2008). Eine weitere Arbeit
konnte dies auch fir synoviale Zellen zeigen (Yamane et al. 2008) Eine andere
Arbeit zeigt dies aber auch flr synoviale, mesenchymale Zellen (Miyamoto et al.
2007).

Es bleiben noch viele Fragen offen: Welche Konzentrationen der Wachstumsfaktoren
fihren zur starksten morphologischen Veranderung und Induktion der Kollagen Typ |l
Synthese? Wie wachsen PCMOs in einer 3D Matrix und wie verhalten sie sich in
dieser unter Stimulation? Wie reagieren PMCOs auf eine Vorinkubation mit TGFB3-1
und nachfolgender Stimulation der andern Wachstumsfaktoren?

Bis zur klinischen Anwendung der Methode des Tissue Engineering werden also
noch einige Jahre bis zum Abschluss der Forschung vergehen. Innovative Verfahren
zur Behandlung der OA werden dringend bendtig, da in den kommenden Jahren
eher mehr als weniger Patienten von dieser Erkrankung betroffen sein werden.

Die Gewinnung der PMCOs waére einfach und insbesondere einfacher als die
Gewinnung von MSC. Beide Zelllinien scheinen ein &hnliches Potential zur
Chondrogense zu besitzen, nur dass dieses bei PCMOs noch nicht abschlieBend
untersucht ist, wie bei den verwandten MSC. In vivo Untersuchungen auf dem Gebiet
der Chondrogenese mit PMCOs sollten folgen. Eine Studie zur Frakturheilung im
Rattenfemur unter Therapie mit PCMOs wurde bereits durchgefiihrt (Finn et al.). Eine
Studie zum Einsatz bei Gelenkknorpelschaden musste folgen. Von der direkten
Anwendung im menschlichen Gelenkknorpel sind PCMOs jedoch noch weit entfernt.

Eine weitere kritische Bemerkung gilt den Spendern der PCMOs. Es ist festzuhalten,
dass alle Spender unter 65 Jahre alt waren und vor der Kultivierung meistens die
Zellen von 2-4 Spendern gepoolt wurden. Bei kommenden Untersuchungen sollte
dies unbedingt vermieden werden und auch Raucher und Alkoholiker nicht als
Spender in Betracht kommen, um hier eine Standardisierung zu erreichen. Wichtige
Essenz ist jedoch dass PCMOs auch von Patienten tber 50 Jahren in ausreichender
Zahl gewonnen werden konnten, ganz anders als bei MSCs. Ob diese jedoch das
gleiche Potential zur Differenzierung aufweisen wie die Zellen jingerer Spender
bleibt zu Uberprufen.
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5. Zusammenfassunqg

Degenerative Veranderungen in menschlichen Gelenken sind haufig (Osteoarthrose,
OA) und stellen fur die Betroffenen eine starke Einschrankung der Lebensqualitat
dar. Im Vordergrund stehen hierbei starke Schmerzen und die
Bewegungseinschrankung durch die Erkrankung. Bei einer DefektgrdBe kleiner 6 cm?
kann heute auf das Verfahren der autologen Chondrozytentransplantation (ACT)
zuruckgegriffen werden. Bei gréBeren Defekten und chronischen Beschwerden muss
auch heute noch das Gelenk endoprothetisch ersetzt werden. Die heute
verwendeten Prothesen sind in Qualitat und Anpassungsfahigkeit verbessert worden;
derzeit gibt es jedoch keine Mdéglichkeit OA ursachlich zu heilen. Aus diesem Grund
werden neue Verfahren bendtig, wenn das ehrgeizige Ziel erreicht werden soll, OA
nicht nur symptomorientiert zu behandeln.

Eine dieser neuen Methoden kénnte die in dieser Arbeit vorgestellte sein. Ahnlich wie
bei der ACT wird im vorgestellten Verfahren aus koérpereigenen Stammzellen
Knorpelgewebe bzw. Knorpelzellen geziichtet, das direkt in den Knorpeldefekt
eingebracht werden kann, um eine Regeneration des Knorpels zu erreichen.

In der vorliegenden Arbeit wurden monozytare Stammzellen des peripheren Blutes
isoliert und dedifferenziert. Unter Stimulation mit den Wachstumsfaktoren Bone
morphogenetic protein BMP-2 und BMP-7 und deren Kombination konnte eine
morphologische Transformation zu chondrozytaren Zellen elektronenmikroskopisch
nachgewiesen werden. Kollagen Typ Il Synthese konnte nur durch Stimulation mit
BMP-2 und der kombinierten Stimulation von BMP-2 und BMP-7, im ELISA und
mittels RT-PCR nachgewiesen werden. In der Immunhistochemie fand sich eine
positive Kollagen Typ Il Farbung nach Stimulation mit allen Wachstumsfaktoren.
Nach Stimulation mit BMP-2 lies sich auch nach vierwdchiger Stimulation noch der
Nachweis von Kollagen Typ | erbringen, das im Laufe der Stimulation bei allen
anderen Wachstumsfaktoren nicht mehr nachzuweisen war.

Die publizierten Daten fir mesenchymale, aus dem Knochenmark gewonnene
Stammzellen (MSC), zeigten ein gutes Potential zur chondrozytaren Differenzierung

und wurden bereits im Tiermodell in vivo getestet. Das groBe Problem dieser
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Stammzellen ist jedoch ihre geringe Verflgbarkeit, da ein invasiver Eingriff
(Knochenmarkspunktion) zur Gewinnung notwendig ist und sie bei Menschen Uber
50 Jahren nicht mehr isoliert werden kénnen. Zur therapeutischen Anwendung
wilrden sie in Massen bendtig werden, um Effekte zu erzielen.

PCMOs, die unter ahnlichen Bedingungen kultiviert wurden wie MSCs, zeigen in
dieser Arbeit sehr &ahnliche Ergebnisse. BMP-2 und BMP-7 sind in der
Chondrogenese wichtige Wachstumsfaktoren, die auch in der chondrozytaren
Differenzierung von PCMOs eine Rolle zu spielen scheinen. Ihre Bedeutung fir die
initiale Transformation der PCMOs in Monolayer Kultur ist aus den erhobenen Daten
als eher geringfiigig zu bewerten. BMP-7 (bt nach den hier erhobenen Daten den
geringsten Reiz auf die chondrozytare Differenzierung von PCMOs aus. BMP-2 und
BMP-7 kénnten jedoch starkere stimulatorische Effekte in einem dreidimensionalen
Kulturmodell erzielen. In der Literatur finden sich viele Hinweise, dass BMP-2 und
BMP-7 gerade in Kombination mit einer erhéhten Zelladharenz (3D-Kulturmodell), die
ein wichtiger Faktor in der Chondrogenese ist, ihre hdchsten stimulatorischen
Effekte erzielen. BMP-7, als wichtiger Induktor der Reparatur von Knorpel und
Knochen, sollte im Hinblick auf die spatere ggf. mégliche klinische Anwendung nicht
aus den Augen verloren werden. Beide Wachstumsfaktoren sind in der Literatur
durch Steigerung der Zellproliferation und Produktion von Extrazellular Matrix als
besonders potente Stimulatoren der Gewebeneubildung bekannt. BMP-2 und -7
werden nach den bisherigen Ergebnissen, wohl eher eine Rolle in der 3D Kultur und
in der spateren Gewebsbildung spielen, als fir die initiale Transformation der Zellen.
Diese Arbeit konnte das Potential der PCMOs zur chondrozytéren Differenzierung
zeigen und erdffnet eine neue Perspektive des Tissue Engineerings. Weitere
wichtige Untersuchungen missen allerdings folgen, um eine endgultige Aussage
treffen zu koénnen. Eine Untersuchung zur Analyse von PCMOs in einer
dreidimensionalen Matrix ist bereits geplant. Aufgrund der anhaltenden Kollagen Typ
| Produktion der Zellen sollte ebenfalls Gber eine Modifizierung des
Wachstumsfaktorcocktails nachgedacht werden. Sollte sich dieses Modell Uber kurz
oder lang auch in vivo bewéahren, kénnte es Anwendung in der Therapie von OA und
traumatisch bedingten Knorpelschaden finden und damit vielleicht ein weniger

invasiver, wenn nicht vielleicht sogar kurativer Therapieansatz gefunden sein.
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