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1 Einleitung

1.1 Vorstellung des Gesamtprojekts Poly-IMPLANT-Druck

Diese Dissertation beschéftigt sich mit einem Teilvorhaben des Poly-IMPLANT-Druck
Projektes der ProMatLeben — Polymere Gruppe, gefordert vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung (BMBF) (Forderkennzeichen: 13XP5089F). Das Gesamtprojekt
erforscht den Einfluss von laserbasierten, im nano-dreidimensionalen (3D)-Druck-
verfahren hergestellten biphasischen Implantaten auf die Zellen des Knochen-

Knorpelumbaus in vitro sowie in vivo in einem standardisierten Tiermodell.

Das Gesamtprojekt stellt einen Versuch dar, suprazellulédre, zelluldre und subzelluldre
Komponenten in einem Therapieansatz in Form von modifizierten Scaffolds zu
biindeln. Es wird unter anderem (u. a.) versucht, dies in einem biphasischen Autbau zu
erzielen, indem sowohl auf die Eigenschaften als auch auf die Regenerationsfihigkeiten
von Knochen und Knorpel eingegangen werden soll. Fiir eine kontrollierte Proliferation
sollen die Implantate dem umgebenen Gewebe zunichst als Geriist dienen, um somit die
osteochondralen Defekte schlieBen zu kénnen. Im Verlauf werden die Implantate von
korpereigenen Enzymen abgebaut, sodass das neu gebildete Gewebe letztendlich
zuriickbleibt. Zu diesem Zweck beschiftigt sich das Gesamtprojekt u. a. mit dem ge-
eigneten Material als Basis flir die Implantate. Materialien auf Polymerbasis weisen
gute biomechanische Eigenschaften auf. Bereits in der Klinik etabliert sind Polymere
auf Laktatbasis, die vielfdltigen Einsatz in bioaktiven Mitteln, Néhten und bio-
absorbierbaren Implantaten finden. Vor diesem Hintergrund wurde das synthetische
Polymer Poly-((D,L)-Lactid-e-Caprolacton)-dimethacrylat (LCM3) entwickelt und in
diesem Projekt mit einem neuen Ansatz in Form des Weiteren Polymeres, Polyamid-e-
Caprolacton (ACM), verglichen. Im Gegensatz zu LCM3, das iiber Laktat (Milchséure)
abgebaut wird, degradiert ACM {iber Aminosduren insbesondere Alanin und Glycin,
wodurch es zu keinem Ansduern des umliegenden Gewebes kommen sollte. Unter-
suchungen zu Cytokompatibilitdt, Degradation und Einwachsverhalten der ver-
schiedenen in vitro untersuchten Zelllinien stellen die Basis fiir den durch das Labor fiir
Experimentelle Unfallchirurgie durchgefiihrten Tierversuch dar (Liefeith et al., 2024).
Die nachfolgende Dissertation zeigt somit ein Teilstiick des vorgestellten Gesamt-

projekts und beschiftigt sich mit dem Vergleich der Cytokompatibilitdt der genannten



Polymermaterialien im Rahmen der chondrogenen Differenzierung von humanen

mesenchymalen Stammzellen (hMSC).

1.2 Gelenke

1.2.1 Aufbau und Funktion

Gelenke (Ariticulationes) bestehen aus miteinander interagierenden Flidchen aus
Knochen, welche gegeneinander bewegt werden konnen. Es wird zwischen
kontinuierlichen und diskontinuierlichen = Gelenken unterschieden. Bei den
kontinuierlichen Gelenken (Synarthrosen) sind die miteinander agierenden
Skelettelemente durch straffes Bindegewebe (Syndesmosis) oder Knorpelgewebe
(Synchondrosis) verbunden. Bei den diskontinuierlichen Gelenken (Diarthrosen) sind
die Kontaktstellen des Knochens mit Knorpel {iberzogen und von einer bindegewebigen
Kapsel umschlossen. Der Gelenkspalt befindet sich zwischen den Gelenkflachen und
stellt den freien Raum dar, in dem die Bewegung erfolgt. Dieser ist geflillt mit
Gelenkfliissigkeit (Synovia), die beim Erwachsenen den Knorpel ernédhrt, da dieser tiber
keine eigene Blutversorgung verfligt. Der in den meisten Gelenken beteiligte
Knorpeltypus ist der hyaline Knorpel, welcher als druckelastisches Gewebe der
Abfederung von Bewegungen dient und dadurch die wirkenden Krifte verteilt. Der
Gelenkknorpel ist somit ein hochspezialisiertes Gewebe, welches eine verbindende
Funktion innehat und weder vaskularisiert noch innerviert ist (Benninghoff et al., 2003;

Hardingham, 2010).

1.2.2 Knorpelgewebe

Knorpelgewebe als skelettstiitzendes sowie Knochen und Gelenke verbindendes
Bindegewebe ist durch seine Zusammensetzung aus Kollagen, Proteoglykanen und
Wasser in seinen Haupteigenschaften fest und elastisch. Die Zusammensetzung dieser
Grundkomponenten variiert nach Knorpeltypus. Dabei wird zwischen Faserknorpel,

hyalinem und elastischem Knorpel unterschieden (Welsch et al., 2022).

Elastischer Knorpel dhnelt dem hyalinen Knorpel, jedoch ist er zusétzlich von reichlich

elastischen Fasern durchzogen und beinhaltet die meisten Zellen. AuBerdem ist er sehr



biege- und druckelastisch, wodurch er an der Ohrmuschel, dem Gehorgang, den

Bronchien und dem Kehldeckel vorkommt (Welsch et al., 2022).

Hyaliner Knorpel hat auf Grund der Zusammensetzung seiner extrazelluldren Matrix
eine starke Druckelastizitit, sodass sich dieser an Gelenkflichen befindet, wo starke
Druckbelastungen vorkommen. Teile des Nasenskeletts, Teile der Atemwege und der
Ansatz der Rippen bestehen ebenfalls aus hyalinem Knorpel. Im hyalinen Knorpel
liegen die Chondrozyten, die metabolisch aktiven Zellen des Knorpels, als Chondrone
beieinander. Diese synthetisieren Bestandteile der extrazelluldren Matrix in Form von
kollagenen Fibrillen von Typ II, IX und XI sowie Proteoglykane. Die extrazelluldre
Matrix besteht zu 90-95 % aus Kollagen Typ II, welches als Fibrillen mit Proteo-
glykanen vernetzt ist (Eyre et al., 2001; Fox et al., 2009). Das groBte Proteoglykan ist
Aggrecan, kleinere sind Biglycan und Fibromodulin (Fox et al., 2009; Roughley und
Lee, 1994; Tufvesson und Westergren-Thorsson, 2002). Als strukturgebendes
Proteoglykan bildet Aggrecan komplexe Aggregate mit Glykosaminoglykanen wie
Chondroitinsulfat und Keratansulfat aus. Glykosaminoglykane sind unverzweigte, aus
repetitiven  Disaccharid-Einheiten zusammengesetzte Polysaccharide. An jedes
Kernprotein eines Aggrecan-Monomers sind kovalent 100 Chondrotinsulfat-Ketten und
20-30 Keratansulfat-Ketten gebunden. Aus bis zu 100 Aggrecan-Monomeren, die
wiederum nicht-kovalent an Hyaluronsdure iiber stabilisierende Verbindungs-Proteine
verbunden sind, setzen sich grofle Aggrecan-Aggregate zusammen (Abbildung (Abb.)
1) (Hascall, 1977; Kjellén und Lindahl, 1991). Neben der strukturgebenden Funktion
ergibt sich somit aus dieser Makrostruktur die starke Wasserbindungsfihigkeit von

Aggrecan (Aigner und Stove, 2003; Archer und Francis-West, 2003).

Faserknorpel enthélt im Vergleich zum hyalinen und elastischen Knorpel die wenigsten
Zellen und besitzt einen deutlich hoheren Anteil an Kollagen vom Typ I. Er ist deutlich
fester und federt Scherkrdfte ab, sodass die Menisken, die Gelenklippen zur Er-
weiterung der Gelenkfliche (Labrum acetabulum, Labrum glenoidale), die Band-

scheiben und die Schambeinfuge aus ihm bestehen (Welsch et al., 2022).

Dariiber hinaus wird in der Literatur fetaler Knorpel beschrieben. Dieser ist eine
Vorstufe, in der noch keine Chondrone nachzuweisen sind, da die Knorpelzellen
gleichmiBig in der Matrix verteilt sind. Zudem konnen beim fetalen Knorpel im

Gegensatz zum adulten Knorpel noch Blutgefidle vorkommen (Welsch et al., 2022).
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Abb. 1: Extrazellulire Matrix des Knorpels mit fokussierter Darstellung eines Aggrecan-Aggregats
Die extrazellulldre Matrix des Knorpels besteht aus einem Netz aus Makromolekiilen und gebundenem

interstitiellen Wasser. Insbesondere Aggrecan-Aggregate binden mechanisch und chemisch viel Wasser.

1.3 Gelenkerkrankungen
1.3.1 Inzidenz

Osteochondrale Defekte, die durch Osteoarthrose, Osteonekrose, Osteochondrosis
dissecans, Traumata und Leistungssport entstehen, betrafen in Deutschland schon 1998
finf Millionen Menschen. Das entspricht 6 % der Bevolkerung in Deutschland, die
somit von Verletzungen und Erkrankungen der Gelenke betroffen sind (Statistisches
Bundesamt, 1998). Auf Grundlage der Studie zur Gesundheit Erwachsener in
Deutschland von 2013 ergibt sich hochgerechnet eine Lebenszeitpridvalenz von 12,4
Millionen Erwachsenen. Nach dieser Studie wurden bei 20,3 % der Personen zwischen
18 und 79 Jahren eine Arthrose drztlich festgestellt (Fuchs et al., 2013). Viele Studien
auf Basis der selbstberichteten Arthrose in Deutschland zeigen Héufigkeiten zwischen
20-25 % (Fuchs et al., 2017). Diese Haufigkeiten fiihren zu hohen Ausgaben im
Gesundheitssystem. In Deutschland beliefen sich 2020 die Gesundheitsausgaben auf
440,6 Milliarden Euro, die sich in 431,8 Milliarden Euro fiir laufende Ausgaben und in
8,8 Milliarden Euro fiir Investitionen aufteilten. Diese 431,8 Milliarden Euro lassen sich
in drztliche Leistungen, pflegerische Leistungen, Arzneimittel, Transporte und
therapeutische Leistungen einteilen. An den gesamten Krankheitskosten im Jahre 2020
hatten muskuloskelettale Erkrankungen einen Anteil von 41,7 Milliarden Euro und

somit entsprechend 9,7 %. Die Kosten flir Arthrose bezifferten sich auf 12,1 Milliarden



Euro. Damit rangieren die Kosten flir muskuloskelettale Erkrankungen auf Platz funf

der Kosten auslosenden Krankheiten (Bundeszentrale flir politische Bildung, 2022).

Die World Health Organization (WHO) schitzte 2003, dass die Anzahl von Knochen-
und Gelenkerkrankungen sich in den Jahren 2000 bis 2020 verdoppeln wiirde (WHO
Scientific, 2003). Im Allgemeinen kann davon ausgegangen werden, dass eine Zunahme
von Arthrose Erkrankungen u. a. durch einen steigenden Altersdurchschnitt in der
Bevolkerung ausgeldst wird (Fuchs et al., 2013; Neogi, 2013; Fuchs et al., 2017; Long
et al., 2022). Ebenso einen Anteil an der steigenden Fallzahl haben Komorbiditéten, die
eine Entstehung von Arthrose begiinstigen, wie beispielsweise (bspw.) Fettleibigkeit
(Adipositas) (Long et al., 2022; Neogi, 2013). Zu diesen Komorbiditdten zdhlen, neben
der Adipositas, Diabetes mellitus und kardiovaskuldre Erkrankungen. Dabei haben diese
Komorbiditdten gemeinsam, dass verminderte korperliche Aktivitdt einen Risikofaktor
darstellt. Arthrose kann schmerzbedingt, wie auch durch eine verminderte Funktion von
Gelenken, geringe korperliche Aktivitdt begiinstigen (Muckelt et al., 2020). Ver-
minderte korperliche Bewegung fordert Adipositas (Hamann et al., 2001). Adipositas
als multikausale Erkrankung gilt als der wichtigste Risikofaktor flir Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (Di Angelantonio et al., 2016; Yusuf et al., 2004). Kardiovaskuldre
Erkrankungen mit ihrem oft fiilhrenden Symptom der Dyspnoe und Schmerzen
erschweren die korperliche Aktivitdt der Patienten. Arthrose, welche u. a. durch ein
Missverhéltnis zwischen Belastbarkeit und ausgefiihrter Belastung entsteht (Kurz et al.,

2005), wirkt weiter eskalierend auf diese gegenseitigen Effekte ein (Abb. 2).

2019 waren weltweit 527,81 Millionen Menschen an Arthrose erkrankt im Vergleich zu
247,51 Millionen im Jahre 1990 (Long et al., 2022). Die Osteoarthrose ist damit
weltweit die hdufigste Gelenkerkrankung (Fuchs et al., 2017; Woolf und Pfleger, 2003).
Am haufigsten betroffen ist hierbei das Kniegelenk mit 60,6 %, gefolgt von Arthrose
der Hand mit 23,7 % und 5,5 % betreffen Hiiftarthrosen. Die verbliebenen 10,2 %
betreffen andere Gelenke (Long et al., 2022). Radiologisch lassen sich bei bis zu einem
Drittel der Erwachsenen Zeichen einer Arthrose nachweisen (Felson et al., 1988). Das
Risiko, an einer Arthrose zu erkranken, steigt mit dem Alter an (Allen et al., 2015;
Fuchs et al., 2013; Fuchs et al., 2017; Neogi, 2013; Vina und Kwoh, 2018). Dabei
erkranken Frauen signifikant hiufiger als Ménner (Allen et al., 2015; Fuchs et al., 2013
und 2017; Vina und Kwoh, 2018).
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Abb. 2: Schaudiagramm der Zusammenhinge von Arthrose und Komorbiditiiten
In Wechselbeziehungen untereinander stehen Adipositas, verminderte korperliche Bewegung und Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Schmerzen bei Bewegungen durch Arthrose fithren zu weiterer Schonung,

sodass der Circulus vitiosus zusitzlich angetrieben wird.

1.3.2 Arthrose

Als Arthrose wird eine degenerative Gelenkerkrankung bezeichnet, die einen
progredienten Umbau der Knorpel- und Knochenstruktur auf der Basis von chronischen
Uberbelastungen darstellt. Dies kann bis hin zu Gelenkdeformititen und
Gelenkinstabilititen mit moglichen Kapselschrumpfungen oder -dehnungen im

Krankheitsgeschehen fiihren (Kurz et al., 2005).

Zu Grunde liegt ein Missverhiltnis zwischen Belastbarkeit und ausgefiihrter Belastung
des Knorpels. Durch erhohte Anspriiche an das Gewebe erfolgt eine Ausdiinnung der
Knorpelschicht, wodurch diese ihre Elastizitdt und innere Festigkeit verliert. Es erfolgt
ein Umbau und Ersatz mit Granulationsgewebe und weniger geeignetem Faserknorpel,
welcher durch seinen erhohten Gehalt an Kollagen Typ 1 zwar deutlich fester ist, aber
besser Scherkrifte anstelle der im Gelenk wirkenden Druckbelastung abfedert. Dieser
Verlust an Knorpelsubstanz fiihrt zu einem Zusammenriicken der kndchernen
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Gelenkanteile, welches als ungleichméBige, exzentrische Gelenkspaltverschmélerung
im Rontgenbild sichtbar ist. Durch den Verlust und Umbau von hyalinem Knorpel wird
auch das unter dem Knorpelgewebe befindliche Knochengewebe (subchondrales
Knochengewebe) stidrker belastet, sodass sich dieses wiederum an stark beanspruchten
Stellen verdichtet (subchondrale Sklerosierung). Weiterfithrende Belastung resultiert in
Form von Rissen im Knorpelgewebe und Mikrofrakturen im Knochen, die schlielich
zu Nekrosen des Gewebes flihren, sodass Pseudozysten gefiillt mit Detritus und Synovia
(Gerollzysten) entstehen. Zudem bilden sich wulstartige Knochenanbauten
(Osteophyten) aus, um den erhdhten Druck auf den subchondralen Knochen am

Gelenksrand abzufangen (Kurz et al., 2005).

Der Gewebeumbau und insbesondere die entstehenden Nekrosen induzieren chronische
Entziindungsprozesse wie Synovitiden (Entziindungen der Gelenkschleimhaut). Es
kommt zu rezidivierenden Gelenkerglissen, Bewegungseinschrinkungen und
Schwellungen und letztendlich zur Versteifung der Muskulatur, Kontrakturen und

Funktionsverlust des Gelenks (Hasan und Shukett, 2010; Micheal et al., 2010).

Klinisch préasentiert sich die Arthrose durch Schmerzen, Gelenkversteifung und
eingeschriankten Bewegungsumfang (Yunus et al., 2020). Die chronischen Schmerzen
gehen vermutlich von freien sensorischen Nervenendigungen, Nozizeptoren und
Mechanorezeptoren im subchondralen Knochen und Gelenkspalt aus (Abhishek und
Doherty, 2013). Dariiber hinaus kommt es im spéteren Krankheitsgeschehen durch den
Verlust des Knorpels zu Schmerzen. Ein Aneinanderreiben der gelenkbildenden
Knochen fiihrt zu weiterer mechanischer Belastung (Hasan und Shuckett, 2010). Dabei
spielt u. a. der Mangel von Synovia, der klaren viskosen Fliissigkeit zwischen den
interagierenden Gelenkkompartimenten, eine Rolle (Schwarz und Hills, 1998; Abhishek
und Doherty, 2013). Synovialfliissigkeit wird von der inneren Schicht der Gelenkkapsel
gebildet und besteht aus Wasser, Hyaluronsdure, Proteinen und Fetten (Benninghoff et
al., 2003). Die Menge und Zusammensetzung der Synovialfliissigkeit kann durch
Arthrose beeinflusst werden, womit die Funktion der Synovia als Schmiermittel und
Erndhrer des Gelenkknorpels vermindert wird (Sellam und Berenbaum, 2010).
AuBerdem entsteht eine Hyperalgesie, vermutlich durch eine erhthte Konzentration von
erregenden Neurotransmittern, insbesondere Glutamat, welches von sensorischen

Neuronen des Riickenmarks freigesetzt wird (Lawand et al., 2000; Salaffi et al., 2014).



Die Gelenksteife entsteht durch verminderte Flexibilitdt des Gelenks im Zuge von
Gelenkkontrakturen durch Verkiirzungen umliegender Weichteile und der Angst der
Patienten vor durch addquate Bewegungen des Gelenks ausgelosten Schmerzen. In
extremen Fillen kann es bis zu einer Fixation des Gelenks in einer Flexionshaltung
kommen, insbesondere bei Knie-, Hiift- oder Ellenbogengelenk (Hasan und Shuckett,
2010). Die Diagnose wird sowohl durch die Klinik des Patienten als auch durch
radiologische Aufnahmen gestellt. Radiologisch flieBen vier Kriterien in den Kellgren-
Lawrence-Score zur Beurteilung von Arthrose ein. Darunter fallen Gelenkspalt-
verschmilerungen, Zunahme von subchondralen Sklerosierungen mit progressiver
Zystenbildung, Deformitdten der gelenkbildenden Knochenanteile und Osteo-

phytenbildung (Micheal et al., 2010).

1.4 Therapien der Arthrose

1.4.1 Nicht-operative Verfahren

Die konservative Therapie der Arthrose erfolgt symptomatisch. Hierbei stehen neben
allgemeinen MaBnahmen wie Gewichtsreduktion, physiotherapeutischer Behandlung
und allgemeiner korperlicher Bewegung, physikalische MalBnahmen wie Wérme-
anwendungen bei Dauerschmerzen, Kailtetherapie bei aktivierter Arthrose und
medikamentdse MaBnahmen im Vordergrund (Arden et al., 2021; Hoeksma et al.,

2004).

Dariiber hinaus werden orthopddische Hilfsmittel eingesetzt, wie spezielle
Schuhzurichtungen, Orthesen oder Phytotherapeutika, Vitamine und Homdopathika.
Nicht steroidale Antirheumatika (NSAR) konnen bei stirkeren Schmerzen zeitlich
begrenzt als Analgetikum eingenommen werden unter Abwigung des individuellen
Ulkus Risikos der zu behandelnden Patienten (Arden et al., 2021; Bannuru et al., 2019;
Petersen et al., 2015; Primorac et al., 2021). Bei NSAR-Unvertriglichkeit konnen u. a.
der Einsatz von Slow Acting Drugs for Osteoarthritis (SADAO) wie Chondrotinsulfat
oder Glukosamin (Yang et al., 2015) in Erwédgung gezogen werden. Die Datenlage zur

Wirksamkeit von SADAO ist jedoch widerspriichlich (Henrotin et al., 2014).

Intraartikuldr applizierte Hyaluronsdurepridparate wirken schmerzlindernd und der

Stoffwechsel des Gelenkknorpels soll mit diesen verbessert werden. Bisher wurden
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keine positiven Langzeiteffekte nachgewiesen, sodass es sich mehr um einen bisher
kurzfristigen symptomorientierten Ansatz handelt (Trigkilidas und Anand, 2013; Liu et
al., 2018). Die schmerzlindernde Wirkung von Hyaluronsiure-Priparaten scheint

erheblich durch Placeboeffekte erkldrbar zu sein (Bannuru et al., 2015).

Ebenso werden Kortikosteroide intraartikuldr injiziert, welche immunsuppressiv und
antientziindlich wirken, indem sie u. a. die Synthese proinflammatorischer Cytokine,
wie bspw. Interleukin-1 und katabolische Proteine wie Matrix-Metallproteasen (MMPs)
blockieren. Ahnlich wie die artikuliren Hyaluronsiure-Injektionen fiihren auch die
Kortikosteroide nur zu einer kurzfristigen Schmerzlinderung, dabei helfen sie
insbesondere Patienten mit einer Arthrose-assoziierten, sterilen Gelenkentziindung
(Ayhan et al., 2014; Primorac et al., 2021). Im Vergleich zeigen intraartikulédr
applizierte Kortikosteroide bessere kurzfristige Effekte (bis zu einem Monat) als
Hyaluronsédure, wihrend Hyaluronsdure-Praparate bessere schmerzlindernde Effekte
nach sechs Monaten im selbigen Vergleich erzielen (He et al., 2017). Dennoch unter-
liegt jede intraartikuldre Injektion dem Risiko einer Gelenkentziindung und speziell die
Anwendung von Kortikosteroiden der Gefahr einer erhohten Infektneigung mit
gleichzeitiger Infektverschleierung. Zudem wurden in Studien eine Toxizitdt fiir
Chondrozyten nachgewiesen (Dragoo et al., 2012; Wernecke et al., 2015) sowie ein

beschleunigter Schwund des Gelenkknorpels (McAlindon et al., 2017).

Des Weiteren wird die Etablierung von intraartikuliren Applikationen von
thrombozytenreichem Plasma erforscht (Ayhan et al., 2014). Dieses Verfahren bereitet
Eigenblut von Patienten durch Zentrifugationsschritte auf, welches anschlieBend dem
Patienten intraartikulér appliziert wird, um von den Wachstumsfaktoren zu profitieren,
die bei der Blutgerinnung von Thrombozyten freigesetzt werden (Meheux et al., 2016;
Rodriguez-Merchan et al., 2022). Einen weiteren Therapieansatz stellt der Einsatz von
Biologica dar. Antikorper gegen bspw. Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-o) oder
Interleukin-1-beta (IL-1pB) sollen die erhohten Cytokinspiegel senken. Die erhdhten
Cytokine fordern ihrerseits die Synthese knorpelabbauender Enzyme wie Kollagenasen
(Yang et al., 2008). Jiingere Patienten nach Gelenktraumata haben ein hohes Risiko,
Jahre nach der Verletzung an einer posttraumatischen Arthrose zu erkranken.

Insbesondere diese Patienten bendtigen Therapien, um fortschreitende Knorpeldefekte



und damit anschlieBende mogliche Gelenkfehlfunktionen frithzeitig zu therapieren

(Anderson et al., 2011; Schenker et al., 2014).

1.4.2 Operative Verfahren

Zur Verbesserung der Gelenkmechanik und -biologie gibt es diverse operative
Behandlungen. Diese miissen angepasst an die Destruktionen des Knochens und
Knorpels verwendet werden. Auflerdem miissen mogliche intra- und postoperative

Komplikationen mit der operativen Indikation gegeneinander abgewogen werden.

Zum einen stehen Verfahren zur Verbesserung der Gelenkmechanik zur Verfligung. Fiir
einige dieser Verfahren stellt die Gelenksarthroskopie eine Grundvoraussetzung dar,
somit werden Arthroskopien nicht nur im Zuge der Diagnostik eingesetzt. Gelenks-
spiilungen, sogenannte Lavagen und Wundsanierungen (Débridements), sollen Ent-
ziindungszellen und freie Gelenkkorper entfernen (Schneider et al., 1999; Spahn et al.,
2013). Die Knorpelgldttung mittels Shaver dient dem Zweck, die Knorpeloberfldche
abzurunden, um somit freie oder sich ablésende Knorpelanteile zu entfernen, als auch
Stufenbildung im Zuge von Knorpelschdden auszugleichen. Durch dieses Verfahren
konnen inflammatorische Prozesse reduziert werden. Obwohl sich die Gelenkmechanik
kurzfristig verbessert, fiihrt dieses Verfahren jedoch zu keiner Reparatur der Schéden,
sondern fligt iatrogen weitere Schidden zu und muss dementsprechend umsichtig
eingesetzt werden (Spahn et al., 2006). Zur Herstellung kongruenter Gelenkfldachen und
einer Minderung der Hauptbelastungszonen wird die Umstellungsosteotomie flir das
Kniegelenk eingesetzt, indem durch knocherne Schnitte eine Achskorrektur erreicht

wird (Brouwer et al., 2014).

Zum anderen gibt es Verfahren, die zur Selbstheilung des Knorpels beitragen sollen.
Diese stiitzen sich auf drei Ansdtze: Integration von Zellen, Auslosung von
Signalkaskaden und Strukturunterstiitzung (Abb. 3). Da der artikuldre Knorpel nur tiber
ein geringes Potential an intrinsischer Heilungskapazitét verfligt, wird versucht dieses
Potenzial durch das Einwandern von Stammzellen zu erhdhen. Die Pridie-Bohrung und
die Mikrofrakturierung stellen unterschiedliche Operationsmethoden dar, um aus dem
subchondralen Knochen Stammzellen des Blutes in die Verletzung einzuschwemmen.

Nach dem Débridement des defekten Gewebes werden minimalinvasiv im Abstand von
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2-3 mm kleine Locher gesetzt, welche zentralwirts auf dem gesamten Defekt verteilt
fiir eine kontrollierte Einblutung aus dem Markraum sorgen sollen (Johnson et al., 1986;
Steadman et al., 1997). Diese Einblutungen fiihren nicht zu einer Regeneration von
hyalinem Knorpel sondern zu einer Defektdeckung mit Faserknorpel, sodass sie nur zu
einer kurzfristigen Verbesserung fithren, indem das ausgebildete Ersatzgewebe die
Gleitfdhigkeit des Gelenks vorldufig wieder verbessert (Bae et al., 2006; Johnson et al.,
1986; Kreuz et al., 2006). Der biomechanisch und biochemisch unterlegene Faser-
knorpel ist an die Druckbelastungen, die im Gelenk wirken, nicht ausreichend
angepasst. Postoperativ entstehen nach 18-24 Monaten erneute Degradationen (Kreuz
et al., 2006). Unabhéngig von der DefektgroBe sind fiinf Jahre nach dem Eingriff die
Verbesserungen durch den Eingriff nicht mehr nachweisbar, sodass dieser Ansatz die
Knorpeldegeneration nur kurzfristig hinauszdgert (Goyal et al., 2013). Des Weiteren
wurde eine 3—7-fach hohere Misserfolgsrate von autologer Chondrozytenimplantation
(ACI) beziehungsweise (bzw.) autologer Chondrozytentransplantation (ACT) nach
einer stattgefundenen Mikrofrakturierung nachgewiesen (Minas et al., 2009; Pestka et
al., 2012). Die ACI ist eine Technik, die vorrangig nur vor der Manifestation einer
Arthrose bei umrissenen Knorpeldefekten zum Einsatz kommt. H&ufig wird diese
Technik bei traumatischen Knorpelschidden eingesetzt. Zwei Eingriffe sind fiir die
Knorpelzelltransplantation notwendig. Zundchst wird mittels Stanzbiopsie im Zuge
einer Arthroskopie ein kleines Stiick Knorpel aus einem nicht gewichtsbelasteten Areal
der Gelenkfldche entnommen und anschlieBend werden in vitro aus diesem Stiick
weitere autologe Knorpelzellen geziichtet. Nach drei bis vier Wochen konnen die
Knorpelzellen implantiert werden. Daflir wird in einer erneuten Arthroskopie das
defekte Areal entfernt und das Transplantat eingenéht (Brittberg et al., 1994; Peterson et
al., 2010). Langzeituntersuchungen von iiber zehn Jahren haben festgestellt, dass ACI
fiir ausgewihlte Patienten gute Langzeiteffekte in Bezug auf Schmerzreduktion und
Funktionsverbesserung aufzeigt (Steinwachs et al., 1999; Peterson et al., 2010). Selbst
Defekte von > 4 cm? zeigten zufriedenstellende Langzeitergebnisse (Minas et al., 2009;
Peterson et al., 2010). AuBerdem steht bei tiefer reichenden Defekten, die bereits den
subchondralen Knochen tangieren, die osteochondrale Transplantation, auch Mosaik-
plastik genannt, als Therapieoption zur Verfligung. Wie bei der ACI wird auch hier ein
autologes Transplantat entnommen und reimplantiert (Bos und Ellermann, 2003). Dabei

entstehen dhnlich zur ACI Spaltrdume zwischen Transplantat und eingesetztem Gewebe
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und im Vergleich zur ACI sind die Langzeiterfolge bei Defektgrolen > 3 cm?
schlechter, u. a. durch eine hypertrophische Dedifferenzierung des Gewebes (Bentley et
al., 2012). Um einer Hypertrophie bzw. Dedifferenzierung zuvorzukommen, wurden
Scaffolds entwickelt. Diese stellen bioresorbierbare Geriiste dar, welche den Zellen als
Hilfe dienen sollen, sich zu organisieren. In Studien wurde nachgewiesen, dass hMSC
sich besser in hyalinen Knorpel differenzieren, wenn sie in einer 3D-Zellkultur
heranwachsen (Caron et al, 2012). Zudem besteht so die Moglichkeit, Defekte
passgenauer aufzuflillen und eine bessere Integration mit dem Nachbargewebe
herzustellen. Des Weiteren ist die Rehabilitationszeit postoperativ verkiirzt (Makris et
al., 2015). Als Weiterentwicklung der ACI durch Scaffolds gilt die matrixgestiitzte
autologe Chondrozytenimplantation (MACI) bzw. die matrixgestiitzte autologe
Chondroztentransplantation (MACT). Bei diesem Verfahren werden die gewonnenen
Chondrozyten auf eine resorbierbare Matrix aufgetragen und dort kultiviert. Die Matrix
soll die Chondrozyten stabilisieren, sodass die Chondrozyten besser im Defekt verteilt
werden sollen (Ochs et al., 2007). Autologe matrixinduzierte Chondrogenese (AMIC)
stellt eine weitere Scaffold-Technik dar, die wiederum als Weiterentwicklung der
Mikrofrakturierung eingeordnet werden kann (Behrens, 2005). Dabei werden nach
einem Débridement der Knorpeldefekte Scaffolds passgenau in die Bohrungen

eingesetzt (Walther et al., 2012).

Dariiber hinaus gibt es Operationsverfahren mit dem Ziel der Schmerzminderung. Die
Synovektomie kann bei sekunddrer Arthrose durchgefuhrt werden, indem die
Schleimhaut abgetragen wird und somit weniger entziindlicher Erguss gebildet werden
soll. Jedoch ist dabei die starke rdumliche Ndhe zur Gelenkkapsel zu beachten, welche
die Mechanorezeptoren beinhaltet. Als Komplikation kann es zu einer Storung der
Propriozeption kommen. Zudem besitzt die Synovia ein hohes Regenerationspotenzial
(Spahn et al., 2015). Des Weiteren gibt es die Denervierung, die insbesondere bei
starken Schmerzen, vor allem an der Hand und dem Ellenbogen, Einsatz findet (Merk

und Rudigier, 2002).

Als Gelenkersatz stellen Endoprothesen eine Moglichkeit dar (Ethgen et al., 2004).
Mittlerweile ermoglichen Endoprothesen auch jiingeren Menschen trotz einer
Erkrankung an Arthrose, ihre Ziele im Sport wieder erreichen zu kénnen (Bohnsack,

2015). Endoprothesen unterliegen einer endlichen Haltbarkeit. Etwa dreiviertel der
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implantierten Hiiftprothesen halten bspw. 15-20 Jahre (Evans et al., 2019). Knie-
prothesen halten zum GroBteil 25 Jahre (Evans et al., 2019). Ein Prothesenaustausch ist
nur in begrenzter Anzahl moglich, da Wechseloperationen hohere Komplikationsrisiken
als Erstoperationen aufweisen und anspruchsvoller sind (Lenzen-Schulte, 2017). Die
letzte Therapieoption stellen Arthrodesen dar, welche den Patienten bei schwerster
Arthrose helfen konnen, durch Gelenksversteifung schmerzfrei unter Belastung zu sein
(Abtet al., 2011).

Signale

+ Biomechanische Stimulation
= Wachstumsfaktoren
* Proteine
= Chemokine
» Thrombozytenreiches
Plasma

Zellfrele
Scaffolds

AMIC

Zellen Scaffolds

« Autologe Zellen * Polymere
« Allogene Zellen + Synthetische Hydrogele
= MSC * Matrix ohne Zellen
= EZM Komponenten
-Kollagen
-GAG

Abb. 3: Ansiitze zur Heilung von Knorpeldefekten. Modifiziert nach Makris et al., 2015

1.5 Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen zeichnen sich durch das Potential aus, sich in Folge von
Stimulation sowohl in vitro wie auch in vivo in verschiedene mesodermale Gewebe zu
differenzieren (Pittenger et al., 1999). Mesenchym ist ein Begriff fiir unreifes Binde-
gewebe (Alfejew, 1926). Das Mesoderm bezeichnet das mittlere Keimblatt des
Embryoblasten, welcher nach der Zellteilung aus der eingenisteten, befruchteten Eizelle
hervorgegangen ist. In der dritten Entwicklungswoche wandern beim Menschen

Mesoderm-Zellen nach einer epithelial-mesenchymalen Umwandlung zwischen
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Epiblast und Hypoblast ein. Dadurch entstehen die drei Keimbléitter: Ektoderm,
Mesoderm und Entoderm. Aus dem Mesoderm entwickelt sich eine Reihe an Derivaten,
aus denen sich serdse Héute, Bindegewebe, Knochen, Knorpel, Fett, Skelettmuskulatur,
Herzmuskulatur, glatte Muskulatur und die Nuclei pulposi der Zwischenwirbelscheiben
differenzieren. Des Weiteren bilden sich aus dem Mesoderm auch Organe, darunter
Herz, BlutgefidBe, Lymphknoten, Nieren, Keimdriisen, Milz, Nebennieren und zum Teil
die inneren Geschlechtsorgane, aus (Benninghoff et al., 2003). Diese Féhigkeit zur
Differenzierung, ausgehend von dem Mesoderm, nennt sich multipotent (Pittenger et

al., 1999).

Multipotenz  beschreibt die Entwicklungspotenz der Zellen bzw. deren Dif-
ferenzierungsmoglichkeiten. Die befruchtete Eizelle gefolgt von den Zellstadien bis zur
Morula haben die Fiahigkeit, alle Gewebe eines neuen Individuums hervorzubringen,
daher nennt man ihre Entwicklungspotenz totipotent oder auch omnipotent. Die
Embryoblastzellen der Blastozyste sind im Vergleich pluripotent. Sie konnen kein
extraembryonales Gewebe, wie die Plazenta, mehr ausdifferenzieren und haben somit
die Fahigkeit, ein neues Individuum zu erschaffen, verloren. Sie sind jedoch in der
Lage, sich in alle Zelltypen der drei Keimblitter zu differenzieren (Benninghoff et al.,
2003; Kalra und Tomar, 2014; Kelly, 1977). Multipotente Stammzellen kénnen sich nur
noch in Zelltypen eines Gewebetyps entwickeln (Pittenger et al., 1999). In Ausnahmen
konnen sich mesodermale, multipotente Stammzellen bei passender Behandlung in
einige nicht-mesodermale Zelllinien, wie pankreatische Zellen und neuronendhnliche
Zellen, entwickeln (Marappagounder et al., 2013; Ghorbani et al., 2018). Unipotent
werden Zellen genannt, die nur Zellen eines Typus durch mitotische Teilung bilden

konnen, bspw. Fibroblasten (Benninghoff et al., 2003; Kalra und Tomar, 2014).

Knochenmark, Nabelschnurblut und Fettgewebe sind etablierte Quellen zur Gewinnung
mesenchymaler Stammzellen (Hass et al., 2011). Nach der International Society for
Cell Therapy werden MSC Kklassifiziert, wenn die gewonnenen Zellen an Plastik haften,
gewisse Oberflachenmarker wie unter anderem CD73, CD90 und CD105 exprimieren,
hamopoetische Marker wie CD14, CD19 und CD45 nicht exprimieren und das Potential
innehaben sich in Knochen, Fett und Knorpel zu differenzieren (Dominici et al., 2006;
Robert et al., 2020). Durch ihr Potential, sich in verschiedene Zellreihen zu dif-

ferenzieren, stellen sie einen Therapieansatz zur Behandlung und Erforschung
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degenerativer Erkrankungen dar, die durch Tissue Engineering, die gezielte Aufzucht

von Gewebe, behandelt werden sollen (Pittenger et al., 1999; Rebelatto et al., 2008).

Dafiir wird biologisches Gewebe durch die gerichtete Kultivierung von Zellen
geziichtet, mit dem Ziel krankes Gewebe zu ersetzen oder zu regenerieren (Makris et al.,
2015). Die damit angestrebte zellbasierte, personalisierte Therapie baut auf den Einsatz
von hMSC, welche als multipotente, sich selbst erneuernde Zellen (Billing et al., 2016),
zudem nur ein sehr geringes Risiko von Tumorentstehung innehaben (Hass et al., 2011;
Wang et al., 2021). Der Differenzierungserfolg der eingesetzten Stammzellen ist
abhéngig von der Genexpression und damit von den Interaktionen zwischen

Transkriptionsfaktoren und Transkriptionsprodukten (Billing et al., 2016).

1.6 Chondrogene Differenzierung

Der Rahmen einer Zellkultur umfasst die kontrollierte Kultivierung einer Zellpopulation
auflerhalb des Organismus. In geeigneten KulturgefiBlen wachsen die Zellen, pro-
liferieren und konnen zur Differenzierung angeregt werden. All dies ermdglicht ein ge-
eignetes Ndhrmedium. Dieses versorgt den Metabolismus der Zellen mit den bendtigten
Bauelementen, wie Kohlenstoff, Aminosduren und Vitaminen (Gstraunthalter und

Lindl, 2021).

Fir einen nicht selektiven Calcium-permeablen Kationenkanal kodiert das Gen
transient receptor potential vannilloid cation channel 4 (TRPV4) auf dem langen Arm
von Chromosom 12 (12q24.1) (Voets et al., 2002). Dieser Kanal ist sowohl an der
Knorpel- und Knochenausbildung beteiligt als auch an der Osmoregulation, der
Mechano- und Nozizeption (Xu et al., 2020). Im Zuge der chondrogenen Differ-
enzierung wird dieses Gen exprimiert und aktiviert wiederum sex determining region Y
(SRY)-box transcription factor 9 (SOX9) (Muramatsu et al., 2007). Das Protein SOX9
stellt einen Transkriptionsfaktor dar, welcher zum einen eine zentrale Rolle bei der
Regulation vom Anti-Miiller-Hormon bei der Geschlechtsbestimmung des Menschen
darstellt und zum anderen fiihrt dessen Expression zur Ausbildung eines chondrogenen
Zelltypus bei Stammzellen (Bi et al., 1999; Lefebvre et al., 2007, 2019). SOX9 als
frither chondrogener Differenzierungsmarker aktiviert die Transkription diverser

knorpelspezifischer Matrixproteine (Akiyama et al., 2002). Eine chondrogene
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Differenzierung von hMSC in vitro kann durch die drei Isoformen der transforming
growth factors beta (TGF-B) ausgelost werden (Freyria und Mallein-Gerin, 2012).
Dabei erhoht der Wachstumsfaktor TGF-B1 die Kollagensynthese aller Typen in einer
Zellkultur (Galéra et al., 1992). Durch die Bindung der TGF-8 Isoformen an einen
Serin/Threonin-Kinase-Rezeptor an der Zelloberfldche wird dieser autophosphoryliert.
Dadurch formen SMAD-Proteine miteinander Komplexe und wandern in den Zellkern,
in welchem sie als Co-Aktivatoren und Co-Suppressoren die Genexpression verstédrken
bzw. vermindern (Heldin et al., 1997; Derynck und Zhang, 2003). Dabei wird
insbesondere die chondrogene Differenzierung iiber zwei verschiedene Signalwege
verstdrkt und aktiviert. Zum einen tiber die Trankriptionstaktoren SMAD2 und SMAD3
und zum anderen {iber die Transkriptionsfaktoren SMADI1, SMADS und SMADS8 (Chen
et al., 2021; Ferguson et al., 2000; Furumatsu et al., 2005). SMAD3 induziert die
Transkriptionsaktivitdt von SOX9 (Furumatsu et al., 2009). Zwar fiihren beide
Signalwege zur Ausbildung eines chondrogenen Zelltypus, hingegen konnen SMADI,
SMADS und SMADS8 auch eine hypertrophische Genexpression fordern durch die
Verstiarkung der Aktivitdt von runt-related transcription factor-2 (RUNX2) (Chen et
al., 2021). RUNX2 stellt einen Transkriptionsfaktor dar, der insbesondere in
hypertrophischen chondrogenen Zellen und bei einer osteogenen Differenzierung
exprimiert wird (van der Kraan et al., 2009; Zhou et al., 2015). Unter dem Einfluss des
Transkriptionsfaktors RUNX2 differenzieren sich MSC entlang der osteoblastdren
Zelllinie. In der Folge der Expression von RUNX2 werden die osteogenen Marker
Osteocalcin (OC) und die Alkalische Phosphatase (ALP) verstiarkt exprimiert (Qi et al.,
2003). Uber die SMAD Transkriptionsfaktoren fiilhrt TGF-B1 zur verstirkten
Expression chondrogener Gene und inhibiert zudem die Ausbildung eines hyper-
trophischen Zelltyps (Roman-Blas et al., 2007). Die SMAD-abhingigen Signalwege
fordern anabole Prozesse in Gelenkknorpelzellen (Roman-Blas et al., 2007). Diese
Signalwege werden durch Cytokine wie bspw. TNFo und IL-18 modifiziert, sodass
katabole Prozesse iiberwiegen konnen (Roman-Blas et al., 2007; Thielen et al., 2021).
Die Qualitdt der Chondrogenese kann durch die Kombination diverser Wachs-
tumsfaktoren gesteigert werden (Indrawattana et al., 2004; Murphy et al., 2015) (Abb.
4). Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) ist ein weiterer Wachstumsfaktor, der die
Ausbildung eines chondrogenen Zelltypus fordert (Zhou, 2015). Eine Kombination von

TGF-B mit bone morphogenetic proteins (BMP) ist eine giinstige Kombination zur
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Induktion chondrogener Differenzierung in hMSC (Indrawattana et al., 2004). Die BMP
aktivieren tiber bone morphogenetic protein receptor 1 (BMPRI1) ebenfalls SMAD
Proteine. Dabei werden insbesondere SMADI, SMADS5 und SMADS durch
Phosphorylierung aktiviert (Nordin und LaBonne, 2014; Yoon et al., 2005). Neben den
SMAD-abhéngigen Signalwegen ist der p38/mitogen-activated protein kinase (MAPK)
Signalweg (Wu et al., 2016; Kim et al., 2007) und der Wnt-Signalweg (Chen et al.,
2021) wichtig bei der chondrogenen Differenzierung. Der MAPK kann sowohl durch
den TGF-B Signalweg als auch durch den BMP-Signalweg aktiviert werden und kann
das Gleichgewicht von SMAD2/SMAD3 und SMADI/SMADS5/SMADS8 verdndern,
sodass SOX9 bzw. RUNX2 verstirkt aktiviert werden kann (Chen et al., 2021). Der
Wachstumsfaktor growth differentation factor-5 (GDF-5) blockiert durch die
Aktivierung von dickkopf-related protein 1 (DKK-1) den Wnt-Signalweg, welcher
katabolische Prozesse aktiviert und die Differenzierung von hMSC blockiert (Boland et
al., 2004; Thorfve et al., 2012). Zu den schlussendlich erwiinschten diversen
knorpelspezitischen Matrixproteinen zdhlt insbesondere Kollagen Typ II. Dieses wird
durch das Gen collagen type Il alpha 1 chain (COL2A1) auf Chromosom 12 am
Genlokus 12q13.11 kodiert. Nach Prozessierung und Sekretion bildet Kollagen Typ 11
extrazelluldr ein fibrillires Netzwerk, in welches sich Proteoglykane einbinden.
Dadurch entsteht eine Viskoelastizitdt, welche die Eigenschaften von hyalinem und
elastischem Knorpel determiniert (Aigner und Stéve, 2003). Aggrecan ist ein Protein,
das als Proteoglykan in hyalinem Knorpel vorkommt und zusammen mit Hyaluronsdure
viel Wasser bindet, wodurch die stoBddampfende Wirkung des Knorpels generiert wird
(Aigner und Stove, 2003). Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 (HAPLNI)
kodiert fur ein weiteres Protein, welches zusammen mit Hyaluronsdure die
Proteoglykane der extrazelluldren Matrix von Chondrozyten, insbesondere Aggrecan,
stabilisiert (Hardingham, 1979; Roughley und Mort, 2014). Die Verwendung von
Wachstumsfaktoren zur Differenzierung von Stammzellen stellt eine Gratwanderung
dar, bei der es zu einer Hypertrophie der zu differenzierenden Zellen kommen kann (van
der Kraan und van den Berg, 2012). Durch Hypertrophie wird u. a. Kollagen Typ I
verstirkt exprimiert. Das Protein collagen type I alpha 1 chain (COL1A1) wird auf
Chromosom 17 an Genlokus 50.18-50.2 kodiert und stellt einen von zwei Typen von
Kollagen 1 dar. Kollagene als Bestandteil der Extrazellulirmatrix werden von

verschiedenen Zellen synthetisiert und sezerniert. Kollagen Typ I bildet Fibrillen aus,
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die sich jeweils aus drei Peptidketten zusammensetzen (Triplehelix). Im Extra-
zelluldrraum lagern sich diese parallel aneinander und werden durch kovalente
Bindungen quervernetzt, wodurch das entstehende Gewebe eine starke Zugfestigkeit
gewinnt (Patino et al., 2002). Durch die Verwendung von Hypoxie wird eine ver-
minderte Sekretion von Kollagen Typ 1 in vitro erzielt (Ronziere et al., 2010). Entgegen
der Hypertrophie und zugunsten einer chondrogenen Differenzierung wirkt ein niedriger
Sauerstoffgehalt von 1-6 % statt 20 % (Hiaro et al., 2006). Dieser Effekt entsteht durch
die vermehrte transkriptionale Aktivitdt von dem Hypoxie-induzierbaren Faktor-1 alpha
(HIF-1a) (Portron et al., 2015; Ronziere et al., 2010). Die Stabilisierung von HIF-1a
fiihrt zu einer verbesserten chondrogenen Differenzierung der MSC (Robins et al.,
2005; Zheng et al., 2017). Bei einer Verwendung von BMP-2 als auch einem Zusatz
von HIF-la konnte eine erhohte SOX9-Expression und zudem eine verminderte
Expression von RUNX2 festgestellt werden (Zhou et al., 2015). Durch die Verwendung
von Hypoxie-induzierbarer-Faktor-hydroxylase Inhibitoren, wie bspw. Dimethyl-
oxalylglycine (DMOG), konnen die Effekte von Hypoxie ebenfalls erzielt werden.
DMOG stabilisiert HIF-1a, wodurch die chondrogene Differenzierung unterstiitzt wird
und die Ausbildung von chondrogener Hypertrophie vermindert wird (Sathy et al.,
2019; Taheem et al., 2018). Es wurde allerdings nachgewiesen, dass HIF-la
stabilisierende Stoffe wie DMOG zu einer verminderten Matrixsynthese in der spéten
chondrogenen Differenzierung durch Inaktivierung der 4-Prolyl-Hydroxylase fiihren,
welche fur die Kollagen Typ II-Synthese essenziell ist (Falcon et al., 2021; Myllyharju
etal., 2003).

Hypoxie DMOG

HIFla  TGF-f1 BMP-2 GDF-5

l / RKKCL M

SMAD1
SMAD2 SMADS
SMAD3 SMADS

v T
sox9 F—wNT —] RUNX2

NN

MSC —» Proliferierende —» Pra-hypertrophische —=» Hypertrophische = gndochondrale
Chondrozyten Chondrozyten Chondrozyten Ossifikation

Abb. 4: Ubersicht beeinflussender Faktoren auf die chondrogene Differenzierung
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1.7 Die Polymere

Scaffolds zur Heilung osteochondraler Defekte finden bereits zum Teil klinischen
Einsatz. Mit ihnen wird versucht, die Morphologie von nativem Gelenkknorpel zu
imitieren (Hutmacher, 2000). Wiahrend es schon einige Ansétze flir isolierte, chondrale
Defekte gibt, wie bspw. Novocart® und Chondro-Gide®, sind kombinierte Losungen
fiir tiefreichende Defekte, die den subchondralen Knochen mit einbeziehen, seltener.
TruFit CB® und MaioRegen™ stellen Beispiele dar, wobei TruFit CB® inzwischen
nicht mehr im klinischen Einsatz auf Grund minderwertiger Langzeitergebnisse ist
(D’Ambrosi et al., 2019; Melton et al., 2010). Die benannten Beispiele gehoren zum
AMIC Verfahren. Da hdufig Defekte erst klinisch relevant werden, wenn bereits der
subchondrale Knochen in Mitleidenschaft gezogen wurde (Felson et al., 1988), findet

sich hier weiterhin eine therapeutische Liicke, die es zu schlieen gilt.

Zur Therapie solcher Defekte muss ein Scaffold besondere Anforderungen erfiillen. Das
Material muss biokompatibel sein. Das Scaffold sollte die im Gelenk wirkenden Krifte
moglichst physiologisch verteilen, sodass es wihrend der Proliferationsphase des
Gewebes dessen Funktion ausreichend ersetzt. Gleichzeitig sollte es dem Korper als
Fiihrungsschiene dienen, damit die korpereigenen Zellen fiir eine Heilung der Defekte
einwachsen konnen. Es bendtigt somit angepasste biomechanische und biochemische
Eigenschaften und eine Architektur, welche den einwachsenden Zellen ermdglicht,
weiter durch Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakte ihren Informationsaustausch und
metabolischen Austausch aufrechtzuerhalten. Eine angepasste Resorption des Materials
an die Regenerationszeit des Gewebes ist notig, wobei die Degeneration des Materials
zu keiner immunologischen Reaktion flihren sollte. Fiir zukiinftige Weiterent-
wicklungen im Sinne der Hauptansitze des Tissue Engineering, ist es wichtig, dass das
Material potentiell mit Wachstumsfaktoren bedeckt werden kann, um eine gezielte
Differenzierung zu unterstiitzen oder mit dem Scaffold auch Zellen in den Defekt mit-
einzubringen (Grande et al., 1997; Hauptmann et al, 2019; Langer und Vacanti, 1993;
Zhang et al., 2020).

Etabliert im klinischen Einsatz sind bisher vor allem Scaffolds auf der Basis von
Kollagen. In der Forschung beschiftigt man sich bereits mit einem deutlich breiteren
Spektrum an Biomaterialien. Diese unterscheiden sich nach méglicher Biodegeneration
und dem Ursprung des Materials. Diverse Variationen an Kollagen Typ I, II und III
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basierten Scaffolds in Form von Hydrogelen, Kollagen-Alginat Gelen und Membranen
sind Vertreter der natiirlich vorkommenden Biomaterialien, welche nach einer gewissen
Zeit abgebaut werden (Qi und Scully, 1997; Sams und Nixon, 1995; Tomoats et al.,
1984). Ebenfalls inspiriert vom Aufbau der extrazelluliren Matrix des hyalinem
Knorpels sind Polysaccharid-basierte-Hydrogele wie bspw. Hydrogele basierend auf
Hyaluronsédure und Alginate, welche ebenfalls vom Korper resorbiert werden (Levett et
al., 2014). Analog zu im Knorpel vorkommenden Glykosaminoglyanen gibt es auch
Ansitze mit Glykosaminoglykanen wie bspw. Chitosan (Erickson et al., 2019; Park et
al., 2013). Diese natiirlich vorkommenden Polymere imitieren zundchst die
extrazelluldre Matrix von natiirlichem hyalinen Knorpel, jedoch haben sie weniger
mechanische Stiarke und unterliegen einer schnellen Degenerationsrate (Niu et al.,
2023). Beispiele fiir biodegenerierbare, synthetisierte Polymere sind Poly-L-
Glutaminsdure (PGA), Poly-(D, L)-Laktat (PLA), Poly-g-Caprolacton (PCL) und
Polyethylene Glycol (PEG) (Ovsianikov et al., 2011; Niu et al., 2023). Einige von
diesen Polymeren werden bereits in Landern wie den USA und Japan fiir orthopédische
und dentale Versorgungen genutzt und sind fiir spezifische Eingriffe zugelassen
(Narayanan et al., 2016). Synthetisierte Polymere haben den Vorteil, dass ihre
chemischen und mechanischen Eigenschaften durch ihre Kettenldnge, chemischen
Gruppen und Schwellungs- bzw. Schrumpfungseigenschaften genau festgelegt werden
und auch ihre Degenerationsgeschwindigkeiten beeinflusst werden konnen (Huang et
al., 2004). Weiterfiihrend konnen die Polymere um eine Beschichtung ergénzt werden.
Haufig haften Zellen an synthetisierten Polymeren weniger, da sie weniger Zell-
adhidsionssequenzen besitzen. Dies beeinflusst die Adhésion und die Proliferation der
Zellen (Niu et al., 2023). Daher ist es weit verbreitet, Scaffolds mit Beschichtungen zu
optimieren. Es kann bspw. eine Heparinbeschichtung eingesetzt werden, um eine

Hiamostase bei Blutkontakt zu hemmen (Hauptmann et al., 2022).

Ankniipfend an die bereits bestehende Forschung wurden in dem vom BMBF
geforderten Poly-Implant-Druck-Projekt Implantate aus Polymeren entwickelt, die
entweder nach dem Vorbild der in vielen klinischen Bereichen angewendeten
Materialien {iber Laktat degradieren (LCM3) (Hauptmann et al., 2019) oder {iber
Aminosduren (ACM) (Hauptmann et al., 2022). Beide Materialien kénnen in einer 3D-
Struktur mit einer speziellen Porengr6Be synthetisiert werden (Hauptmann et al., 2019
und 2022). LCM3 besteht aus Polyestern, welche gut einstellbare physikalische und
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chemische Eigenschaften besitzen (Hauptmann et al., 2019). Bei der Degradation von
Strukturen, welche Polylaktat enthalten, wird Milchsdure freigesetzt, sodass der lokale
pH-Wert im Zuge der Acetolyse herabgesetzt wird (Hutmacher et al., 1996). ACM
besteht aus Polyesteramiden. Die Ester-Verbindungen vermindern die mechanische
Steitheit des Polymers, wihrend die starken Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Amiden die mechanischen Eigenschaften ausmachen (Hauptmann et al., 2022). Bei
der Degradation von ACM entstehen die nicht toxischen Monomere Caprolacton und
Alanin. Unter physiologischen Konditionen zeigte ACM beinahe keine Schwellung
bzw. Schrumpfung des Materials (Hauptmann et al., 2022). Zusitzlich wurden die
Polymere LCM3 und ACM auch mit einer Heparinbeschichtung getestet (LCM3H,
ACMH), sodass vier Materialien miteinander verglichen werden konnten. Die
Materialien lagen fiir die Versuche in Form von Ronden mit einer Hohe von 1 mm und

einem Durchmesser von 7 mm vor.

1.8 Fragestellung

Osteoarthrose als weltweit hdufigste Gelenkerkrankung nimmt seit Jahrzehnten zu.
Durch einen steigenden Altersdurchschnitt in der Bevolkerung nehmen die Arthrose-
Fallzahlen und die damit vergesellschafteten Krankheitskosten im Gesundheitssystem
zu. Durch eine letztendlich verminderte Funktion von Gelenken und auch schmerzbe-
dingt wird die korperliche Aktivitdt der Patienten weniger, was wiederum auch
Komorbidititen wie Adipositas, Diabetes mellitus und kardiovaskuldre Erkrankungen
negativ beeinflusst. Daraus resultiert ein zunehmender Handlungsdruck. Mit der
weiterhin limitierenden endlichen Haltbarkeit von Endoprothesen als definitiven
Gelenkersatz bedarf es weiterer Therapien, die Gelenkmechanik und -biologie zu ver-
bessern in Form von bestméglicher Heilung osteochondraler Defekte. Scaffolds stellen
einen Therapieansatz dar, indem sie umliegenden Zellen als Geriist eine kontrollierte
Proliferation ermdglichen. Bisher eingesetzte natiirliche Polymere fiihren in vivo zu
minderwertigem Faserknorpel. Synthetisierte Polymere stellen eine vielversprechende
Basis fiir die Versorgung von osteochondralen Lésionen dar, da sich ihre physikalischen
und chemischen Eigenschaften zuverlédssig einstellen lassen. AuBerdem ldsst sich die
Degenerationszeit der Polymere beeinflussen, sodass die kritische Ubergangsphase
zwischen der Besiedlung der Defekte mit korpereigenen Zellen und dem Abbau der
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stiitzenden Gerliste besser koordiniert werden kann. Als Basis fiir die zukiinftige
klinische Anwendung dieser neu entwickelten Scaffold-Materialien bedarf es zunéchst

Untersuchungen zu deren Cytokompatibilitit in vitro.

Das Ziel dieser Studie ist, die chondrogene Differenzierungsfihigkeit von hMSC an
zwei verschiedenen synthetisierten Polymermaterialien, jeweils mit und ohne Heparin-
beschichtung, die tiber Laktat (LCM3) bzw. iiber Aminosduren (ACM) degradieren, zu
vergleichen. Untersucht wird u. a. die Genexpression im Verlauf der Differenzierung
mit real-time Reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (real-time RT-PCR),
der Kollagen Typ II und IL-6 Gehalt mit zugehdrigen enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) und die metabolische Aktivitdt der Zellen mit einem MTT-Assay.

Damit stehen die folgenden Fragen im Vordergrund:

- Haben die Polymere einen Einfluss auf die chondrogene Differenzierungsfahigkeit der

hMSC?

- Inwiefern wird die Proteinsynthese von Kollagen Typ Il durch die Polymere be-

einflusst?

- Fordert eine zusitzliche Heparinbeschichtung die chondrogene Differenzierungs-
fahigkeit?

- Exprimieren die Zellen in Kontakt zu den Materialien proinflammatorische Cytokine?
Ziel dieser Arbeit soll eine Empfehlung fiir den Einsatz eines Polymer-Materials sein,
welches als Teil eines biphasischen Implantats in einem Tierversuch getestet werden
soll. Diese modifizierten Scaffolds sollen letztendlich sowohl die Eigenschaften als

auch die Regenerationsfihigkeiten von Knochen und Knorpel positiv beeinflussen und

wiirden damit eine Grundlage fur gewebespezifische Therapieansitze bieten.
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2 Material und Methode

2.1 Zellkultur

2.1.1 Ubersicht der verwendeten humanen mesenchymalen Stammzellen

Im Rahmen einer endoprothetischen Versorgung ménnlicher Patienten wurde aus den
nicht mehr bendtigten Oberschenkelknochenk6pfen (Capites femoris) bei schriftlicher
Zustimmung der Patienten spongidser Knochen gewonnen. Aus diesem wurden von den
Mitarbeiter*innen der Experimentellen Unfallchirurgie hMSC isoliert. Daflir wurde
bereits intraoperativ der Oberschenkelknochenkopf steril in ein Gefdl mit Medium aus
Hibernate A (Gibco, Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland), 20 % FBS (PAN
Biotech, Aidenbach, Deutschland) und 1 % Gentamycin/Amphotercin B (Thermo
Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland) iiberfiihrt. Es folgte anschlieBend im
Labor der Experimentellen Unfallchirurgie eine mechanische Losung des spongitsen
Knochens mit einer Zange (Abb. 5A). Die Fragmente wurden in Zentrifugenréhrchen
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), be-
stehend aus 10 mM Kaliumhydrogenphosphat, 30mM Dinatriumhydrogenphosphat und
1,5 M Natriumchlorid (Thermo Fisher Scientific GmbH), gewaschen. Darauthin wurden
die Fragmente in einem Medium aus Hibernate A und 10 % FBS fiir 10 min im
Brutschrank (Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold, Deutschland) bei 37
Grad Celsius (°C) und 6 % Kohlenstoffdioxid (CO») inkubiert (Abb. 5B). Nach der
Inkubation wurde das Medium dekandiert und stattdessen durch Medium aus Hibernate
A, 0,1 M/ml Calciumchlorid (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und 10 pg/ml
Kollagenase (Fujifilm Wako, Neuss, Deutschland) ersetzt und die Fragmente fiir
weitere 60 min im Brutschrank auf einer Riittelplatte (Edmung Biihler GmbH,
Bodelshausen, Deutschland) inkubiert (Abb. 5C). Zum Abstoppen der Reaktion wurden
20 ml Medium aus Hibernate A und 10 % FBS verwendet. Es folgte eine Zentrifugation
der Losung bei 4 °C fur 5 min bei 300g (Zentrifuge Hettich Rotina 380R, Andreas
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) (Abb. 5D). Nach dem Dekantieren
des Mediums wurde das Zellpellet in Erythrocyte Lysis Buffer bestehend aus 77,5
mM/ml Ammoniumchlorid, 5 mM Kaliumbikarbonat und 5 nM/ml EDTA resuspendiert
und 5 ml Medium aus Hibernate A mit 10 % FBS hinzugegeben. AnschlieBend wurde
die Suspension mit einem 70 um Zellsieb (Falcon™ Zellsiebe, Thermo Fisher

Scientific) steril filtriert und erneut bei 4 °C fiir 5 min bei 300g zentrifugiert (Abb. 5E).
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Das Zellpellet wurde in Mesenpro 20 % Medium (Tabelle (Tab.) 2) resuspendiert davon
wurden 10 pl mit einer Typanblau-Farbung in einer Neubauer Zdhlkammer (LO -
Laboroptik, Lancing, England) dargestellt (Abb. 5F), um die Qualitét der Zellen vor
dem Kultivieren zu uberpriifen. Der Rest der Zellsuspension wurde in einer Zell-
kulturflasche (SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland) in Mesenpro 20 %
Medium kultiviert. Nach Erreichen eines konfluenten Wachstums wurden die Zellen
gesplittet, zum Teil fur zukiinftige Versuche eingefroren und weiter kultiviert. Bei
Erreichen erneuter Zellkonfluenz wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie mit
fluorenscence-activated cell sorting (FACS) (BD FACSMelody Cell Sorter, BD
Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) nach der positiven (+) bzw. negativen
Expression (—) der Oberflichenmarker CD 73+, CD 105+, CD31— und CD45— durch
Mitarbeiter*innen der Experimentellen Unfallchirurgie sortiert. Daflir wurden die
folgenden Antikorper verwendet: PB-conjugated mouse-anti-human CD73 (BioLegend,

San Diego, Kalifornien, USA), APC-conjugated mouse-anti-human CD 105

(BioLegend), mouse-anti-human C31-APC/Cy7 (BiolLegend) und mouse-anti-human
CD45-APC/Cy7 (BioLegend).

Abb. 5: Isolierung von hMSC aus einem Caput femoris A: Priperation eines Caput femoris mit
einer Zange B: Knochenfragmente in Hibernate A Medium mit 10 % FBS C: Inkubation der
Fragmente auf einer Riittelplatte D: Zentrifugation der Zellpellets E: Gewonnenes Zellpellet F:

Zellen in Zihlkammer mit Trypanblau gefirbt
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Eine Auflistung der anonymisierten Spendernummern (Zellkultur, ZK) mit Zellpassage
(P), Alter, Geschlecht und Anamnese ist Tab. 1 zu entnehmen. Die Verwendung des
tiberschiissigen Patientenmaterials wurde von der Ethikkommission der Justus-Liebig-

Universitdt GieBen unter dem Antrag 74/09 im November 2019 bewilligt.

Tab. 1 Verwendete hMSC (n =6)

Zellkultur Nummer Alter Geschlecht Anamnese
mit Passage (P) (in Jahre)

ZK 108 P9 29 Mainnlich Keine
Vorerkrankungen

ZK 124 P 11 44 Mannlich Keine
Vorerkrankungen

ZK 137P 11 56 Minnlich Keine
Vorerkrankungen

ZK 162P9 18 Minnlich Keine
Vorerkrankungen

ZK 168 P9 72 Mannlich Knochengesund

ZK 170 P 8 90 Mannlich Knochengesund

2.1.2 Zellen auftauen

Zur Vorbereitung wurden zwei Zellkulturflaschen mit 20 ml des Kulturmediums
Mesenpro 20 % befuillt und 30 min im Brutschrank bei 37 Grad °C und 6 % CO;
inkubiert. AnschlieBend wurde das jeweilige Aliquot mit den auszusdenden Zellen aus
dem Stickstofftank geholt und in einem Wasserbad bei 37 °C fiir 2 Minuten (min)
aufgetaut. Nach dem Auftauen wurden die Zellen auf die vorbereiteten
Zellkulturflaschen unter der Mikrobiologischen Sicherheitswerkbank (Thermo Electron
LED GmbH, Langenselbold, Deutschland und Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland) aufgeteilt. Bis zu einer Konfluenz von circa (ca.) 70-80 % bzw. bis zum

Mediumswechsel wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert.
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2.1.3 Zellen splitten

Fiir eine ausreichende Zellmenge wurden zur Vervielfiltigung der Zellen, unter
Erhdhung der Passage, die Zellen gesplittet. Fiir diesen Zweck wurden die Zellen in
Zellkulturflaschen im Brutschrank kultiviert. Nach dem optischen Nachweis einer
Konfluenz von ca. 70-80 % im Lichtmikroskop wurde das Zellmedium dekantiert und
der Zellrasen mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurden 3 ml TripLE Express (Thermo
Fisher Scientific GmbH) in die Zellkulturflasche pipettiert und diese fiir 5 min bei 37 °C
inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 3 ml von dem 20 % MesenPro Medium
verwendet. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen
tiberfuhrt. Die Zellflasche wurde mit 3 ml PBS ausgespiilt und die Spiilfliissigkeit
ebenfalls in das Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Danach wurde die Zellsuspension bei 4
°C fur 5 min bei 300 g zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Mediumiiberstand
dekantiert und das Zellpellet in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. Das resuspendierte
Zellpellet wurde auf zwei Zellkulturflaschen mit jeweils 15 ml 20 % MesenPro Medium
aufgeteilt. Nach einer lichtmikroskopischen (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland) Kontrolle wurden die Zellkulturflaschen erneut im Brutschrank inkubiert.

2.1.4 Zellen einfrieren

Die fiir den Versuchsautbau liberzéhligen Zellen wurden fiir zukiinftige Arbeiten erneut
eingefroren. Daflir wurden die Zellen bei 4 °C, fur 5 min und bei 300 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Restmedium dekantiert und die Zellen erneut in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert. Die Aliquots wurden mit 900 pl FBS und 100 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) vor-
bereitet. AnschlieBend wurden ca. 1.000.000 Zellen pro Aliquot verteilt. Die Passage
der hMSC erhdhte sich um + 1.

2.1.5 Versuchsaufbau

Das Material wurde in 96-Well-Platten geliefert. Um die Sterilitdt des Materials zu
gewihrleisten, wurden die Materialien zundchst unter der Mikrobiologischen

Sicherheitswerkbank fiir einen Versuchsaufbau mit einer sterilen Pinzette aus der 96-
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Well-Platte entnommen und in eine 48-Well-Platte (Costar® 48-well Clear TC-treated
Multiple WellPlates, Sterile, Corning, Glendale, Arizona, USA) tiberfuihrt. Dort wurden
die Materialien in den einzelnen Wells zunédchst mit 70-prozentigem Ethanol
(Stockmeier, Bielefeld, Deutschland) bedeckt. AnschlieBend wurde der Alkohol mit
einer Pipette abgenommen und die Materialien wiederholt mit PBS gewaschen.
Darauthin wurden die Materialien mit einer sterilen Pinzette in die fur die Versuche
vorgesehenen 48-Well-Platten tiberfiihrt, mit chondrogenem Differenzierungsmedium

(Chondromedium) {iberschichtet und fiir 24 Stunden (h) inkubiert.

Vor der Aussaat wurde die Konfluenz der Zellen in den Zellflaschen unter dem
Lichtmikroskop tiberpriift. AnschlieBend wurde das Medium der Zellflasche dekantiert.
Der Zellrasen wurde mit 20 ml PBS gespiilt. Dann wurden 3 ml TripLE Express in die
Zellkulturflasche gegeben. Fiir das Wirkmaximum des Enzyms Trypsin wurde die
Zellkulturflasche im Brutschrank flir 5 min bei 37 °C inkubiert. Wéhrenddessen wurden
die vorbereiteten Platten aus dem Brutschrank entnommen und das Chondromedium aus
den Wells mit den Materialien mit einer Pipette abgenommen. Nach der Inkubation
wurde die Zelldissoziation am Lichtmikroskop kontrolliert. Zum Beenden der Reaktion
wurden 3 ml MesenPro 20 % Medium in die Zellkulturflasche hinzugegeben. Die
Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt. AnschlieBend wurde erneut
die Zellkulturflasche mit PBS gespiilt und die Spiillosung ebenfalls in das
Zentrifugenrohrchen gegeben. Die Zellsuspension wurde fiir 5 min bei 300 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen in 1 ml Kontrollmedium
resuspendiert. Es erfolgte die Zellanzahlbestimmung mit CASY (Cell Counter Casy
Modell TTC, Omni Life Science Gmbh & Co. KG, Bremen, Deutschland). Die
errechnete Menge der Zellsuspension wurde dann in das Chondromedium bzw. in das
Kontrollmedium gegeben. Daraufthin erfolgte die Aussaat mit 500 pl pro Well nach
Belegungsplan. Nach der Aussaat wurden die Platten bei 37 °C und 6 % CO, inkubiert.
Es wurden flir jeden Versuch insgesamt sechs Platten vorbereitet. Die erste Platte
enthielt nur ein Well mit 20.000 Zellen in Kontrollmedium fiir den MTT-Assay an Tag
0 des Versuches. Die Platten, die flir eine RNA-Isolation vorgesehen waren, wurden,
wie in Abb. 6A, dargestellt, behandelt. Ebenso wurden die Proben, die fiir einen
Kollagen Il ELISA am Tag 20 nach Aussaat vorgesehen waren, gemill Abb. 6A
ausgesdt. Zur Durchfiihrung einer RNA-Isolation an Tag 5 nach Aussaat wurden die
Zellen in Doppelbestimmung ausgesét (Abb. 6B).
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Abb. 6: Belegungspline A: Polymere in der 48-Well-Platte B: Schematische Darstellung des Be-

legungsplanes mit Doppelbestimmung

Fiir einen MTT-Assay an Tag 5 nach der Aussaat wurden, zusétzlich zu der normalen
Aussaat in Einfachbestimmung, die vier verschiedenen Materialien ausschlieBlich mit
Chondromedium ohne Zellen inkubiert, um somit Background Scaffolds zur
Auswertung des MTT-Assays zu erhalten (Abb. 7). An den Tagen 5, 10, 15 und 20
wurden mit dem Lichtmikroskop Bilder von den Zellkulturen angefertigt.

Abb. 7: Versuchsaufbau in der 48-Well-Platte mit MTT-Farbstoff nach 4 h Inkubation

2.1.6 Medien und Mediumswechsel

An den Tagen 3, 5, 7, 10, 14, 17 wurde das Medium gewechselt. Dafiir wurde mit einer
Pipette das inkubierte Medium abgesaugt und verworfen. Jenes vom Versuchstag 5
wurde fiir einen IL-6 ELISA bei —-80 °C eingefroren. AnschlieBend wurde das neue
Medium in die Wells pipettiert.
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Im Zuge der chondrogenen Differenzierung wurde die Zusammensetzung der Zell-
differenzierungsmedien iiber die Versuchszeit angepasst, sodass u. a. die Menge von
Zellmedienbestandteilen zwischen Tag 0 bis Tag 17 der Versuche wechselt (Tab. 4).
Zunichst wurde an Tag 5 der Versuche DMOG (Sigma Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) nicht mehr dem Differenzierungsmedium zugesetzt. An Tag 7
der Versuche wurde die Konzentration von fetalem Kilberserum (FBS) von 10 % auf 1
% reduziert. Zudem wurde die TGF-1 Konzentration im Laufe der Versuche reduziert.
Im Kontrollmedium wurde ebenfalls an Tag 7 der Versuche die FBS-Konzentration von

10 % auf 1 % reduziert (Tab. 3).

Der Wachstumsfaktor TGF-B1  (Sigma Aldrich) wurde entsprechend der
Herstellerangaben in 10 milimolarer (mM) Citronensdure pH 3 gelst. Zur Herstellung
der Sdure wurde Citronensdure Monohydrat (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) in destillierten Wasser gelost. AnschlieBend erfolgte die pH-Einstellung
(pH-Meter Schott CG 820,Schott Instrumente GmbH, Mainz, Deutschland) unter
Verwendung von Natriumhydroxid (Carl Roth GmbH + Co. KG). AnschlieBend
erfolgte zweimal eine sterile Filtration (Millipore Express® PES Membrane Filter Unit
0,22 pm, Merck Group, Tullagreen, Carrigtowohill, County Cork, Irland). In 20 pl
Citronensdure wurde 1 pg TGF-B1 gelost und bei -20 °C gelagert. Das rekombinante
Protein BMP-2 (Thermo Fisher Scientific GmbH) wurde entsprechend der
Herstellerangaben in 2 mM Essigsdure gelost. Zu diesem Zweck wurde 100 %
Essigsdure (Merck KGaA) mit destilliertem Wasser verdiinnt. Die Sdure wurde
daraufhin zweimal steril filtriert. Nach der Vorbereitung der Sdure wurden 1 pg BMP-2

in 10 ul 2 mM Essigsédure gelost und bei —20 °C gelagert.

Tab. 2 Medien Zusammensetzung: MesenPro 20%

Bezeichnung Ansatz Stock Endkonzentration
FBS MSC - 20 %
Gentamicin/Amphotericin B 5 mg/ml und 0,2 %
500x 125 pg/ml
Glutamin (100x) - 1%
(CAPRICORN Scientific,
Ebsdorfergrund, Deutschland)
MesenPro Supplement - 2%
(Gibco, Fisher Scientific)
MesenPro RS™Medium - 100 %
(Gibco, Fisher Scientific)
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Tab. 3 Medien Zusammensetzung: Kontrollmedium

Bezeichnung Ansatz Stock Endkonzentration Endkonzentration
Tag 0-5 Tag 5-17
FBS MSC - 10 % 1%
Gentamicin/Amphotericin B 5 mg/ml und 0,2 % 0,2 %
500x 125 pg/ml
Glutamin 100x - 1% 1%
Dulbecco’s Modified Eagle - 88,8 % 97,8 %
Medium (DMEM) Low
Glucose
(Fisher Scientific GmbH)
Tab. 4 Medien Zusammensetzung: Chondrogenes Differenzierungsmedium
Bezeichnung Ansatz Stock | Endkonzentration | Endkonzentration | Endkonzentration
Tag 0-5 Tag 5-7 Tag 7-17
FBS - 10 % 1% 1%
TGF-61 Aliquot 2 pg 10 ng/ml 7,5 ng/ml 5 ng/ml
in 40 pl
Citronenséure
DMOG HIF Aliquot 50 mg 100 uM/1 0 uM/1 0 uM/1
Hydroxylase in 1 ml DMSO
Inhibitor
BMP-2 10 pg in 100 100 ng/ml 100 ng/ml 100 ng/ml
Rekombinantes pl Essigsdure
Protein
ITS+ - 1% 1% 1%
(Merck KGaA)
(+)Natrium-L- 10 mg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml
ascorbat steril filtrieren
(Sigma Aldrich,
Merck KGaA)
L-Proline 10 mg/ml 40 pg/ml 40 pg/ml 40 pg/ml
(Sigma Aldrich, | steril filtrieren
St. Louis,
Missouri, USA)
L-Glutamin - 1% 1% 1%
(100x)
Dexamethasone | 1 mg/ml EtOH 100 nmol/l 100 nmol/1 100 nmol/l
(Merck KGaA) +49 ml
DMEM
Gentamicin/ Smg/ml und 0,2 % 0,2 % 0,2 %
Amphotericin B 125pg/ml
500x
DMEM Low - 86.58 % 95,59 % 95,785 %
Glucose
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2.2 Molekularbiologie

2.2.1 RNA-Isolation

An den Versuchstagen 0, 5, 10 und 15 wurden Zelllysate fiir eine RNA-Isolation
hergestellt. Dafiir wurde das Medium abpipettiert und anschlieBend die Wells dreimalig
mit 500 pul PBS gewaschen. Nachfolgend wurden 750 ul Trizol (Life Technologies Inc.,
Thermo Fisher Scientific GmbH) in die jeweiligen Wells pipettiert. Nach 5 Minuten

wurden die Lysate durch auf- und abpipettieren homogenisiert und bei —80 °C gelagert.

Fiir die RNA-Isolation wurden die Proben auf Eis aufgetaut. Pro Probe wurden 150 pl
Chloroform (Carl Roth GmbH + Co. KG) in die Tubes gegeben. AnschlieBend wurden
diese fiir 15 Sekunden (s) stark geschiittelt und dann fiir 3 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Darauthin wurden die Proben flir 15 min bei 14.000 revolutions per minute
(rpm) und 15 °C zentrifugiert (Zentrifuge Hettich Mikro 20, Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen, Deutschland), wodurch die einzelnen Phasen getrennt wurden.
Darauffolgend wurde die obere, wissrige, durchsichtige Phase mit einer Pipette
abgenommen und in ein neues Tube iiberfiihrt. Dabei wurde darauf geachtet, keine
Kontamination mit der Interphase, einer milchigen Zwischenschicht, auszulsen. Die
Volumina der durchsichtigen Proben wurden mit Hilfe einer Pipette bestimmt.
Darauthin wurde dquivalent zu den Volumina 70-prozentiger Ethanol zu den Proben

hinzugegeben.

Die weiteren Schritte wurden mit dem RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgefiihrt. Auf die im Kit enthaltene RNeasy Mini Sdule wurden
maximal 700 pl der mit Ethanol gemischten Proben gegeben und anschlieBend fiir 30 s
bei 8000 g-force (g) und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Reste der Proben wurden
auf die Spin Column pipettiert und ebenfalls zentrifugiert. Die jeweiligen Durchfliisse
wurden verworfen. AnschlieBend wurde auf jede RNeasy Mini Sédule zundchst 700 pl
RWI1 Puftfer aufgetragen und fiir 30 s bei 8000 g und Raumtemperatur zentrifugiert.
AnschlieBend erfolgten zwei weitere Spiilschritte der RNeasy Mini Sdule mit jeweils
500 pl RPE Puffer. Nach dem Auftragen des RPE Puffers wurde einmal fiir 30 s und
das andere Mal fur 2 min bei 8000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach jedem
Spiilschritt wurde der Durchfluss verworfen. Darauthin wurden die Sdulen in neue

Tubes gestellt und fuir 1 min bei 18.000 g und Raumtemperatur zentrifugiert.
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SchlieBlich wurde auf die Sdulen je 30 pl RNase-freies Wasser aufgetragen und bei
Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert, um sie schlussendlich fiir 1 min bei 8000 g und
Raumtemperatur zu zentrifugieren. Die RNA-Konzentrationen der Eluate wurden mit
dem Nanodrop®-Spectrophotometers (ND-1000, Nanodrop Technologies, Wilmington,

USA) gemessen und diese vorerst bei —80 °C aufbewahrt.

2.2.2 cDNA-Synthese

Die isolierte RNA wurde mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kits®
(Qiagen) in die komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben. Fiir diesen Zweck wurde
die isolierte RNA auf Eis aufgetaut. Zur Erlangung einer standardisierten RNA-Menge
wurden die Proben mit RNA-freiem Wasser verdiinnt. Die Menge an RNA-freiem
Wasser richtete sich nach den RNA-Konzentrationen der einzelnen Proben, welche
mittels Nanodrop®-Spectrophotometers bestimmt wurden. Im néchsten Schritt wurden
18 ul der verdiinnten RNA-Proben mit 3 pl des im Kit enthaltenen gDNA Wipeout
Puffers (Qiagen) vermischt. Zur genomischen DNA-Eliminierung wurden die Proben
im Thermocycler (Bio-Rad iCycler, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland) fur 5 min bei 42 °C inkubiert und danach auf Eis gestellt. Zur Trans-
kription der komplementdren DNA wurden 14 pl der von der genomischen DNA be-
freiten Proben mit 6 pl RT Mastermix gemischt und fiir 30 min bei 42°C inkubiert. Der
RT Mastermix bestand aus 4 ul Quantiscript RT Puffer, 1 ul RT Primer Mix und 1 pl
Quantiscript Reverse Transcriptase, welche alle im Kit enthalten waren. Zur
Inaktivierung der Reversen Transcriptase erfolgte schlussendlich noch eine Inkubation
der Proben bei 95 °C fiir 3 min. Eine Negativkontrolle wurde hergestellt, indem statt der
Reversen Transcriptase jeweils eine Probe mit RNAse-freiem Wasser versetzt wurde,
um somit den vollstdndigen Abbau der genomischen DNA kontrollieren zu konnen. Die

Aufbewahrung der Proben erfolgte bei —20 °C.

2.2.3 Real-time Reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion

Zum Vergleich der RNA-Menge spezifischer chondrogener Proteine wurde die real-
time RT-PCR durchgefiihrt. Alle verwendeten Primer sind human und intronspannend
(Tab.5). Bis auf den Primer RUNX2, bei dem LightCycler Fast Start DNA Master Plus
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SYBR Green I (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) als Mastermix
verwendet wurde, wurde Quantifast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) als Mastermix

benutzt.

Tab. 5 Primer

Genprodukte Gen Bank Sequenz (5" -3’) Lénge
Accession number (Basenpaare, bp)
ACAN NM_001135 F:CGCCCATCAACAGAGACCTAC 74 bp
R:CGTGTGGCGAAGAACACCTC
B2M NM_004048.4 F:TCTCTCTTTCTGGCCTGGAG 135 bp
R:CAACTTCAATGTCGGATGGA
COL1A1 NM_000088.4 F:GCAAGAACCCCAAGGACAAG 130 bp
R:ATCAGGCGCAGGAAGGTC
COL2A1 NM_001844 F:GAGCAGCAAGAGCAAGGAG 98 bp
R:TGTTGGGAGCCAGATTGTC
HAPLNI1 NM_001884.4 F:GAGTCTACTTCTTCTGGTGCTG 154 bp
R:AAACACCTTGGCTTGCTCTG
RUNX2 NM_001015051 F:GGCCTTCAAGGTGGTAGCC 70 bp
R:ATCGTTACCCGCCATGACA
SOX9 NM_000346 F:AGGTGCTCAAAGGCTACGAC 281 bp
R:GTAATCCGGGTGGTCCTTCT
TRPV4 NM_021625 F:AGGTCATTACGCTCTTCACT 150 bp
R:CTGAGACGATCACCAGGACA

Im ersten Schritt wurden die Proben mit RNAse-freiem Wasser im Verhéltnis 1 : 4 ver-
diinnt. Der Reaktions-Mix Quantifast SYBR Green PCR Kit setzte sich fiir jede Probe
aus 0,1 pul spezifischem Primer, 5 ul Mastermix und je nach verwendetem Primer aus
0,9 ul bzw. 5,9 ul Nuklease-freiem Wasser zusammen. Fiir die Primer ACAN und
COL2A1 wurden 4 pl cDNA und 6 pl Reaktions-Mix verwendet. Fiir die restlichen
Primer wurden 1 pl cDNA und 9 pl Reaktions-Mix verwendet. Bei der Verwendung des
LightCycler Fast Start DNA Master Plus SYBR Green I als Mastermix wurden 2 ul des
Mastermixes verwendet, 3,9 pl Nuklease-freies Wasser und 0,1 pl an spezifischem

Primer (RUNX2).

Nach der Vorbereitung des Reaktions-Mixes wurde dieser zundchst in die

Glaskapillaren (Roche Diagnostics GmbH) vorgelegt. Im Nachfolgenden wurden die
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restlichen Kapillaren mit den jeweiligen Proben in Doppelbestimmung bzw. fiir die
interne Kontrolle in Dreifachbestimmung bestiickt. Als Negativkontrolle wurde
Nuklease-freies Wasser verwendet. AnschlieBend erfolgte die PCR nach Protokoll wie
in Tab. 6 dargestellt im LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics GmbH) mit der
LightCycler® Software Version 4.1, Roche. Die PCR-Protokolle unterscheiden sich
nach verwendetem Mastermix in Bezug auf die Zeit und die Temperatur (Tab. 6). Im

Anschluss an das PCR-Protokoll erfolgte die Erstellung einer Schmelzkurve (Abb. 8).

Tab. 6 Standardisiertes real-time PCR-Protokoll

Quantifast SYBR Green PCR Kit LightCycler Fast Start DNA
Master Plus SYBR Green I
Schritt Zeit Temperatur Zyklen Zeit Temperatur Zyklen
s °C S °C
Denaturierung 300 95 1x 600 95
Denaturierung 10 95 5 95
Hybridisierung 5 56
(Annealing) 30 60 40x 40x
DNA-Polymerisation 5 72
(Elongation)
95 95
Schmelzkurve 15 60 1x 15 60 1x
95 95

Die resultierenden CT-Werte (cycle thereshold, Schwellenwertzyklus) entsprechen der
Anzahl der PCR-Zyklen, die durchlaufen wurden, um ein konstantes Fluoreszenzniveau
zu erreichen (Pfaffl, 2001). AnschlieBend wurden die Messwerte mit einem

Referenzgen, Beta2-Mikroglobulin (B2M), normalisiert.

34



Melting Peaks

0228
0208

_ 0188

=

g o168

8 0148

Boiz2s
0.108

(-]

2 0088

o

= 0,068

g 0048
‘0028
0,008

60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 9%
Temperature (°C)

Abb. 8: Schmelzkurven der real-time RT-PCR
Die untersuchten Proben zeigen als Schmelzpunktkurven ein gemeinsames Maximum bei 81,5 °C bei
dem untersuchten Referenzgen B2M. Die lineare Probe stellt die Negativkontrolle in Form von Nuklease-

freiem Wasser dar.

2.2.4 Kollagen II Elektrophorese

Mit QIAxcel® - Pure Excellence (Qiagen) wurde eine Elektrophorese durchgefiihrt.
Dazu wurden die Proben der Kollagen II-PCR-Produkte eines durchgefiihrten
Versuches mit dem QIAxcel Advanced System (Qiagen) und der QIAxcel ScreenGel
Software untersucht. Daflir wurde die vorbereitete Kartusche des QIlAxcel DNA Fast
Analysis Kit (Qiagen) in dem Gerit platziert. 10 pul der PCR-Produkt Samples mit 5 pl
RNase-freiem Wasser wurden in das Instrument pipettiert und schlieBlich mit der

Software die Elektrophorese-Ergebnisse erstellt.

2.2.5 MTT-Assay

Mit dem MTT-Assay (Sigma Aldrich, Merck KGaA) wurde die metabolische Aktivitét
der Zellen verglichen. Dieser wurde 2 h nach Versuchsstart, sowie an Tag 5 der
Versuche, durchgefiihrt. Als Proben wurden an Tag 5 sowohl die Zellen im
Kontrollmedium, die Zellen im Differenzierungsmedium, die Zellen im
Differenzierungsmedium und den jeweiligen Materialien, als auch die reinen
Zellkulturmedien mit Materialien, aber ohne Zellen verwendet. Zundchst wurde der
MTT-Farbstoft  (3-(4,5-Dimethylthizol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazoliumbromid)  licht-
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geschiitzt aufgetaut und anschlieBend durch Schiitteln gemischt. In kreisformigen
Bewegungen wurden 50 pl MTT-Farbstoff in die Medien der jeweiligen Wells
pipettiert, worauthin diese sich gelblich verfirbten. Darauthin wurde die Well-Platte fiir
4 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand mit einer Pipette
abgesaugt und 500 pl MTT-Lysis-Puffer in die Wells pipettiert. Darauthin wurde die
48-Well-Platte auf Eis fiir 10 min geschiittelt, wodurch ein Farbumschlag zu lila
sichtbar wurde. Nach sorgfiltigem Mischen mit einer Pipette wurden 200 pl der
lilafarbigen Proben in Doppelbestimmung in eine 96-Well-Platte (CELLSTAR®, 96
Well Cell Culture Plate, sterile, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
pipettiert. Als Blindwert wurden 200 pl MTT-Lysis-Puffer verwendet. SchlieBlich
wurde die Absorption im Plattenreader (Microplate Reader Synergy HT, BioTek
Instruments GmbH, Winooski, Vermont, USA) mit dem Programm Gen 5™ (BioTek
Instruments GmbH) bestimmt. Zur Auswertung der Ergebnisse erfolgte zunéchst die
Bildung einer Differenz zwischen den Zellen an den Materialien und den zugehorigen
Background Scaffolds, um somit ausschlieBlich die optische Dichte (optical density,
OD) der Zellen zu erhalten.

2.2.6 Interleukin-6 enzyme-linked immunosorbent assay

Zur Bestimmung der Menge von IL-6 in den Proben wurde ein IL-6 spezifischer ELISA
(Quantikine ELISA Human IL-6, R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA)
verwendet. Die untersuchten Proben waren die jeweiligen Medien von den vier
Kulturen in Kontakt zu den verschiedenen Materialien und das Medium der Zellen mit
Differenzierungsmedium ohne Materialkontakt von Tag 5. Es wurden die Medien von
sechs knochengesunden (ZK 137, ZK 108, ZK 162, ZK 168, ZK 170, ZK 124) Spender-

Zelllinien untersucht.

Als Positivkontrollen diente ein Standard (Quantikine Immunoassay Control Group 1,
R&D Systems), das Zellmedium von Morbus Sudeck Zellen (Articulatio mediocarpalis
P 2, human) und die Zellmedien von Zellen (ZK 164 P 10), die mit 7,5 pl
Lipopolysaccarid (LPS)-Losung (Fisher Scientific GmbH) fiir 1 h, fiir 4 h und fiir 24 h
kultiviert wurden. Die humanen Morbus Sudeck Zellen aus Articulatio mediocarpalis
P2 wurden bereits in anderen Arbeiten der Experimentellen Unfallchirurgie Gieflen

verwendet und ihre Nutzung wurde im Ethikantrag unter AZ:117/14 im Juni 2014 von
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der Justus-Liebig Universtidt Gieen bewilligt. Diese wurden aufgetaut und in einem
Medium aus 20 % FBS Gold (PAA, Coélbe, Deutschland), 1 % Penicillin-Streptomycin
(PAN Biotech), 1 % Glutamin und 78 % DMEM High Glucose (Fisher Scientific
GmbH) in eine Zellflasche ausgesdt. Nach 24 h wurde das Medium der Zellen
eingefroren und die Fibroblasten erneut eingefroren. Fiir eine weitere Positivkontrolle
wurden Zellen von ZK 164 P 10 in einem Kontrollmedium ausgesit. Dieses bestand aus
1 % FBS, DMEM Low Glucose und 1 % Gentamicin/Amphotericin B. Zu jeweils
20.000 Zellen mit 742,5 pl Kontrollmedium wurde 7,5 pl LPS hinzugegeben. Dafiir
wurde zuvor 1 mg LPS in I ml Kontrollmedium gelost. Die Zellen, die fiir 24 h mit LPS
gereizt wurden, wurden mit dem LPS im Medium eingefroren, wéhrend bei den anderen
beiden Gruppen das Medium mit einer Pipettenspitze nach 1 bzw. 2 h abgenommen
wurde und nach dreimaligem Waschen mit PBS neues Kontrollmedium in die Wells
pipettiert wurde und das neue Medium nach 23 h bzw. 22 h bei —80 °C eingefroren

wurde.

Zunéchst wurden die Proben auf Eis aufgetaut, durch Schiitteln gemischt und bei 14.000
rpm fur 5 min zentrifugiert. Es folgte die Ansetzung der Standardreihe durch die
schrittweise Verdiinnung von der mitgelieferten Standard-Stammldsung mit
Reagenzverdiinnungsmittel nach den Angaben des Herstellers. AnschlieBend wurden
100 pl Assay-Verdiinnungsmittel RD1W in alle Wells mit Hilfe einer Multipipette
verteilt. In die erste Spalte wurde die Standardreihe mit je 100 pl pipettiert. Die Proben
wurden im Verhiéltnis 1 : 40 verdiinnt, indem 97,5 pl PBS und 2,5 pl der jeweiligen
Probe in die Wells verteilt wurden. Als Negativkontrolle bzw. Blindprobe wurde 100 pl
PBS verwendet. SchlieBlich wurde die Platte fiir 2 h lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Uberstand dekantiert und viermal die Wells
mit 100 pl Waschpuffer gewaschen und mittels behutsamen Ausklopfens tiberschiissige
Flussigkeit entfernt. In die Wells wurden jeweils 200 pl des enzymmarkierten
Antikorpers Human-IL-6 pipettiert und erneut wurde die Wellplatte fir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert und darauthin abermals viermal gewaschen. Danach wurden
200 pl einer Substratlosung in jedes Well gegeben, sodass sich die Losung blaulich

verfarbte.

Nach Inkubation von iiber 20 min bei Raumtemperatur wurde 50 pl Stop Losung in

jedes Well pipettiert, sodass ein Farbwechsel von blau zu gelb eintrat und die Reaktion
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beendet wurde. Die Extinktion wurde im Platten-Reader bei 405 nm gemessen und eine

Korrekturmessung bei einer Wellenldnge von 540 nm durchgefiihrt.
2.2.7 Kollagen Il enzyme-linked immunosorbent assay

Fiir die Quantifizierung von Kollagen Typ II in den Zellhomogenaten der Proben wurde
ein Kollagen II spezifischer ELISA (abbexa, Cambridge, GroBbritannien) benutzt. Die
Zelllysate wurden hierflir an Versuchstag 20 mit Papain (Stemcell, Vancouver, Kanada)
geerntet. Daflir wurden an Tag 20 die Wells, nach Entnahme der Zellmedien, dreimalig
mit je 500 pul PBS gewaschen. AnschlieBend wurden in jedes Well 220 pl der Papain-
Losung (I mg/ml in 1| mM EDTA-L6sung (Versene, Gibco, Thermo Fisher Scientific
GmbH)) hinzugegeben, um die Zellen zu 16sen. Zu der Losung wurden 500 ul 4 °C
kaltes PBS pipettiert. Die Suspensionen wurden in bruchsichere 2 ml fassende
Reaktionsgefile iiberfiihrt. Diese wurden fiir 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert,
sodass sich die Zellen am Boden absetzten. Der Uberstand wurde mit einer Pipette
entnommen. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit je 1 ml PBS und nachfolgender
Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes. SchlieBlich wurden die Zellen in 100 pl
PBS resuspendiert und die Zellwénde in einer Schwingmiihle (VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland) durch eine Mahlkugel (Mahlkugeln Zirkonoxid,
Labor- und Krankenhausbedarf Marburg, Marburg, Deutschland) bei einer Frequenz
von 30/s flir 1 min zermahlen. AnschlieBend wurden die Proben in einem Ultraschallbad
(Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) fiir 5 min homogenisiert.
Als Positivkontrolle wurden Human Embroyonic Kidney Zellen (HEK-293) P 14
verwendet. Diese Zelllinie wurde urspriinglich aus der Niere eines humanen,
abgetriebenen Fotus gewonnen und in dem Labor der Universitéit Leiden in Holland in
den 1970er Jahren kultiviert. In die HEK-Zellen wurden in den publizierten Versuchen
von Frank Graham DNA-Fragmente des humanen Adenovirus 5 transferiert. Den
Zusatz 293 erhielt die Zelllinie, da es das 293. Experiment darstellte (Graham et al.,
1977). Diese wurde nach dem Auftauen in Medium aus 10 % FBS MSC, 1 % Penicillin-
Streptomycin, 1 % Glutamin und 88 % DMEM Low Glucose kultiviert. Nach Erreichen
einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA gelost und die
Reaktion mit FBS abgestoppt. Der Hauptteil der Zellen wurde erneut eingefroren,

wihrend 20.000 Zellen nach mehrfachen Zentrifugations- und Waschschritten mit PBS
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in der Schwingmiihle zerkleinert wurden und im Ultraschallbad homogenisiert wurden.

Die Proben wurden bei —80 °C gelagert.

Nach dem Auftauen der Proben wurden diese durch Schiitteln gemischt und
anschlieBend bei 1000 g und 4 °C fur 20 min zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde
der im Kit beinhaltete lyophilisierte Standard vorbereitet, indem dieser mit 500 pl
Standard Verdiinnungspuffer verdiinnt, 10 min inkubiert und schlieBlich durch
Schiitteln gemischt wurde. Aus diesem (3000 pg/ml) wurde die Standardreihe durch
schrittweise Verdiinnung nach Herstellerangabe hergestellt. In die erste Spalte wurden
100 pl der Standardreihe verteilt und als Negativkontrolle bzw. Blindprobe 100 ul PBS
verwendet. AnschlieBend erfolgte die Vorlage von 95 pl PBS in die restlichen Wells der
mitgelieferten 96-Well-Platte und jeweils 5 ul der einzelnen Zelllysate. Daraufhin
wurde die Platte mit einer Folie abgedeckt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Wahrend der
Inkubationszeit wurde die Detektionsreagenz A nach Herstellerangabe angesetzt durch
Verdiinnung der im Kit enthaltenen Detektionsreagenz A mit Verdiinnungspuffer A.
Nach der Inkubation wurde der Uberstand der Platte dekantiert und auf sauberen
trockenen Papiertiichern vorsichtig abgeklopft. AnschlieBend wurden in jedes Well 100
pul Reagenz A zu jedem Well gegeben, wonach die Platte erneut mit einer Folie
abgedeckt und fur 1 h bei 37 °C inkubiert wurde. Wahrend der Inkubationszeit wurde
nach Herstellerangaben Detektionsreagenz B mit Verdiinnungspuffer B verdiinnt.
Darauthin erfolgte wieder das Dekantieren des Uberstandes von der Platte und
dreimalig eine Waschung mit anschlieBendem vorsichtigem Abklopfen gegen
Papiertiicher. SchlieBlich wurden 100 pl der Reagenz B in jedes Well gegeben und die
Platte erneut fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Erneut wurde die Losung von der Platte
dekantiert und flinfmalig gewaschen. Es folgte die Zugabe von 90 pnl 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidin Substrat zu jedem Well und eine erneute Inkubation bei 37 °C fiir
30 min. Daraufhin zeigte sich ein blauer Farbumschlag der vorher farblosen Losung. In
jedes Well wurden 50 pl einer Stop- Losung hinzugegeben, um die Reaktion zu
beenden. Erneut war ein Farbumschlag diesmal von blau zu gelb sichtbar. Die

Absorption wurde bei 450 nm im Plattenreader gemessen.
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2.3. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal-Wallis- und des
Bonferroni-post hoc-Tests mit der Software SPSS (V25, Institut Inc., Chicago, USA)
durchgefiihrt.

Es erfolgte eine Uberpriifung der Werte auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test. Bei Annahme einer Normalverteilung im Kolmogorov-Smirnov-Test
wurde nach signifikantem Manchly-Test, der als allgemeines, lineares Modell fiir
Messwiederholungen steht, der T-Test fiir paarweises Testen mit verbundenen
Stichproben angewendet. Wenn keine Normalverteilung vorlag, erfolgte anschlieBend
die zweifaktorielle Varianzanalyse fiir Rédnge nach Friedman bei verbundenen

Stichproben.

Die StichprobengréBe umfasste stets n = 6. Die Ergebnisse wurden als Box-Whisker-
Plots dargestellt. Die Kastengrafik umfasst ein Rechteck auch Box genannt und zwei
Linien, welche als Fiihler oder Whiskers bezeichnet werden, welche die Ver-
langerungen des Rechtecks darstellen. Die Box beinhaltet 50 % der Daten, wobei die
Liange des Rechtecks durch das obere und untere Quartil bestimmt wird. Somit
entspricht die Lénge der Box dem Interquartilsabstand, da sich dieser aus dem Abstand
zwischen dem 3. und 1. Quartil ergibt. Das 3. Quartil bzw. obere Quartil ist der obere
Rand des Rechtecks und représentiert 75 % der Daten, welche < diesem Wert sind. Die
untere Begrenzung der Box stellt das 1. Quartil dar und somit befinden sich unter
diesem Bereich 25% der Daten, welche < diesem Wert sind. Durch die Box lduft ein
waagrechter Strich, der den Median darstellt. Die Fiihler zeigen minimale und maximale
Daten, welche unter dem 1,5-fachen Interquartilsabstand liegen. Ausrei3er, welche sich
tiber dem 1,5-fachen und unter dem 3-fachen Interquartilsabstand befinden, wurden
graphisch gesondert als Kreise dargestellt und Extremwerte, welche sich tiber dem 3-
fachen Interquartilsabstand befinden, werden durch Sternchen abgebildet. Das Sig-
nifikanzniveau wurde auf p (<) 0,05 festgelegt (** fur p < 0,01, *** fur p <0,001) und
in den Abbildungen mit * gekennzeichnet. AusreiBler wurden mit Kreisen (°) markiert
und Sterne (*) stehen flir Extremwerte, beides in der jeweiligen Farbe der zugehorigen

Box.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellmorphologie

3.1.1 Lichtmikroskopischer Vergleich zwischen Kontrolle und Chondro

Wihrend des Versuchszeitraumes wurde an den Tagen 5, 10, 15 und 20 die Vitalitéat
und die morphologischen Verdnderungen lichtmikroskopisch untersucht und mit Fotos
in 10-facher (Abb. 9) und 32-facher VergréBerung (Abb. 10) festgehalten.

An Tag 5 der Kultivierung haben die hMSC in Kontrollmedium eine typische
Haarnadelstruktur ausgeformt. Die Zellen lagen eng aneinander, ihre Form war ldnglich
und sie waren bipolar gestreckt. Im Vergleich dazu entstanden bei hMSC in
chondrogenen Differenzierungsmedium freie Fldachen in den Zellgruppen. Die
Ausldaufer der Rénder sahen transparent, durchscheinend aus. Zentrale Stellen
reflektierten verstirkt das Licht. Einzelne Zellen waren schwer voneinander abgrenzbar.

Die Zellen hatten einen polygonalen Umriss.

Die Zellen der Kontrolle waren an Tag 10 weiterhin lang auslaufend, schmal und dicht
aneinander gereiht. Chondro nahm inzwischen auch deutlich mehr Fliche im Well ein.
An den Réndern solcher Gruppierungen waren weiterhin durchscheinende Ausldufer
erkennbar, wihrend der Rest sehr massiv erschien. Die Zellabgrenzung war zunehmend

erschwert. Der Raum zwischen den Zellen war stark gefillt.

An Tag 15 nahmen die Licht-reflektierenden Vesikel in der Kontrollgruppe zu. Die
Zellen lagen weiterhin dicht aneinander und formten die typische Haarnadelstruktur aus.
Eine zunehmende Formierung der Zellen in Chondromedium in groflen Kreisen konnte

beobachtet werden.

Die Vitalitdt der Zellen der Kontrolle schien an Tag 20 zunehmend abzunehmen. Die
Zellen wirkten verschmailert, mit zunehmend weiteren Vesikeln, welche ein Anzeichen
fiir Apoptose sein konnten. In den Bereichen, wo besonders viele Vesikel das Licht
reflektierten, waren die Zellen schwer abgrenzbar. Chondro zeigte im Vergleich
weiterhin keine Vesikel. Die Zellen reflektierten das Licht stark und grofle

Zellanhdufungen hatten sich in kreisartigen Strukturen formiert.
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Abb. 9: Die zellmorphologische Entwicklung der Kontrolle und Chondro anhand der ZK 137 P 11
in 10-facher Vergroflerung von Tag 5-20
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Kontrolle

Abb. 10: Die zellmorphologische Entwicklung der Kontrolle und Chondro anhand der ZK 137 P 11
in 32-facher Vergroflerung von Tag 5-20
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3.1.2 Chondrogene Zellmorphologie an den Polymeren

Ebenfalls wurde an den Tagen 5, 10, 15 und 20 die Vitalitdt und die morphologischen
Verdnderungen der Zellen an den Polymeren lichtmikroskopisch untersucht und mit

Fotos in 10-facher (Abb. 11) und 32-facher VergrofBerung (Abb. 12) festgehalten.

Im Vergleich zu ACM war LCM3 lichtdurchldssiger im Lichtmikroskop, sodass unter
anderem UnregelmiBigkeiten im Materialaufbau wie "Luftblasen" erkennbar waren.
Auch lieen sich unter dem Mikroskop weitere UnregelméBigkeiten wie bspw. feine
Ausldufer von den Materialien erkennen, die in das Well als feine Fiddchen
hineinragten. ACM zeigte sowohl mit und ohne Heparinbeschichtung eine dunkle
Grenzflaiche zu den Zellen, sodass die Polymere ACM und ACMH sich im
Lichtmikroskop schlicht schwarz darstellten. Trotz der helleren Darstellung der LCM3
Polymere konnten die Zellen, die sich auf und unter dem Material befanden nicht
abgrenzbar eingestellt werden. Das hatte zur Folge, dass sich eine Beurteilung der
Zellen auf jene beschrinkt, die an den Grenzen zu den Materialien sichtbar und
abgrenzbar waren und auf jene Wenige in der Peripherie. Direkt an den Randbereichen
der Polymere waren die Zellen auf Grund von Schattenbildung durch die Ronden
schwer im Bild darzustellen. In der 32-fachen VergroBerung waren diese Bereiche
besser abbildbar. Im Versuchszeitraum konnte bei allen Materialien beobachtet werden,
dass sich kaum Zellen entfernt von den Materialien ansiedelten. Auslidufer von Zellen,
welche weiter in der Peripherie vorkamen, sahen durchscheinender aus. Zellen, die
direkt an den Materialien waren, schienen mehr Substanz zu haben, wobei sich die
visuelle Darstellung der Zellen auf Grund der Lichtbrechung neben dem Material sich
als schwierig darstellte. In Kontakt zu allen vier Materialien zeigten die Zellen im
direkten Kontakt zu den Materialien eine Art Verdichtungszone. Weiter in der
Peripherie wirkten die Zellen transparenter und durchscheinender. Zellkerne lieBen sich
bei allen Materialien gut erkennen. Vesikel, die ein Anzeichen fur Apoptose sein
konnten, konnten keine dargestellt werden. In den Abbildungen sind vereinzelt
Zellkerne markiert, um die im nicht bewegten Bild dargestellten Zellen besser

hervorzuheben.
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LCM3 LCM3H

ACM ACMH
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Tag 10

Abb. 11.1: Chondrogene Differenzierung an den Polymeren in 10-facher Vergriofierung anhand der
ZK 124 P 11 Tag 5 und 10 m: Material, Z: Zellen, Pfeile: Zellkerne; Ellipse: Verdichtungszonen, L:

"Luftblasen", wei3e Linien: Schatten durch Polymere
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Tag 15

Tag 15
LCM3 LCM3H

Tag 20

Tag 20

Abb. 11.2: Chondrogene Differenzierung an den Polymeren in 10-facher Vergroflerung anhand der
ZK 124 P 11 an Tag 15 und 20 m: Material, Z: Zellen, Pfeile: Zellkerne, Ellipse: Verdichtungszonen,

weille Linien: Schatten durch Polymere, Dreieck: Polymerfaden von der Ronde ausgingig
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Abb. 12: Zell-Polymerkontakt in 32-facher Vergriofierung an Tag 10 dargestellt an der ZK 170 P 8

m: Material, Pfeile: Zellkerne
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3.2 Real-time Reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion

3.2.1 SOX9

Zur Berechnung der relativen Genexpression wurden die Zellen von Tag 0 zum
Normieren der Werte verwendet. Dieser Wert entspricht stets dem Wert eins. Im
Vergleich zum Kontrollmedium war die SOX9 mRNA-Expression der Zellen an
Scaffolds aus LCM3 (p = 0,029) und LCM3H (p = 0,031) signifikant erhoht. Zellen
ohne Materialkontakt présentierten eine noch hthere mRNA-Expression, sodass auch
signifikante Unterschiede zwischen den Zellen ohne Materialkontakt und mit
Chondromedium im Vergleich zu LCM3 (p = 0,03), LCM3H (p = 0,04), ACM (p =
0,012) und ACMH (p = 0,027) bestehen. Im Vergleich der SOX9 Expression in den
Materialgruppen untereinander zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die

Kontrolle zeigte bei ZK 170 P 8 einen Ausreiller (Abb. 13).
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Abb. 13: Relative Genexpression von SOX9 in den verschiedenen Zellgruppen
Box-Whisker-Plots der relativen Expression (T-Test mit verbundenen Stichproben) der mRNA von

SOXO9 der einzelnen Zellgruppen an Tag 5 der Differenzierung. * p < 0,05 ** p <0,01
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3.2.2 TRPV4

Die mRNA-Expression der Zellen mit Differenzierungsmedium und ohne Material-
kontakt Chondro war signifikant hoher als die der Zellen in reinem Kontrollmedium (p
= 0,017). Zellen mit Materialkontakt zu Scaffolds aus ACMH zeigten eine geringere
mRNA-Expression als Zellen in reinem chondrogenen Differenzierungsmedium (p =
0,037). Zwischen den Materialien bestanden keine signifikanten Unterschiede. Die

Maximalwerte entstammen bei allen Gruppen der ZK 170 P 8 (Abb. 14).
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Abb. 14: Relative Genexpression von TRPV4 in den verschiedenen Zellgruppen
Box-Whisker-Plots der relativen Expression (T-Test mit verbunden Stichproben) der mRNA von TRPV4

der einzelnen Zellgruppen an Tag 5 der Differenzierung. * p < 0,05
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3.2.3 ACAN

Die mRNA-Expression von ACAN wurde an den Versuchstagen 5, 10 und 15
gemessen. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungs-
gruppen festgestellt werden. Der Median von Chondro befand sich an Tag 5 der
Differenzierung noch unter jenem von der Kontrolle. An Tag 10 und 15 lag dieser iiber
dem Median der Kontrolle. Am Tag 15 waren auch die Mediane der Polymere LCM3,
LCM3H und ACMH iiber dem Median der Kontrolle. Die Kontrolle zeigte sowohl an
Tag 5 wie auch an Tag 10 einen Extremwert in der Gruppe von ZK 168 P 9. An Tag 10
fand sich sowohl bei Chondro als auch bei LCM3 ein Ausreifler ebenfalls bei ZK 168 P
9. Ebenso entstammten die Maximalwerte an Tag 15 aus der Untersuchung von ZK 168

P 9 (Abb. 15).
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Abb. 15: Relative Genexpression von ACAN in den verschiedenen Zellgruppen
Box-Whisker-Plots der relativen Expression (Friedman-Test) der mRNA von ACAN der einzelnen
Zellgruppen an Tag 5, Tag 10 und Tag 15 der Differenzierung.
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3.2.4 HAPLNI

An den Tagen 10 und 15 wurde die HAPLNI-Expression untersucht. Am Versuchstag
15 zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der chondrogenen Dif-
ferenzierungsgruppe ohne Materialkontakt und der Kontrollgruppe (p = 0,022). Bei
HAPLNI befanden sich die Mediane von Chondro und allen Polymermaterialien an
beiden Tagen tiber dem Median der Kontrolle. An Tag 10 lieB sich bei der Kontrolle ein
Ausreifler und bei Chondro, LCM3, LCM3H, ACM und ACMH Extremwerte in der
Gruppe ZK 170 P 8 feststellen. Auch an dem untersuchten Tag 15 waren Extremwerte
in der Kontrolle, Chondro, LCM3, LCM3H und ACM bei der Gruppe ZK 170 P 8
feststellbar (Abb. 16).
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Abb. 16: Relative Genexpression von HAPLN1 in den verschiedenen Zellgruppen
Box-Whisker-Plots der relativen Expression (Friedman-Test) der mRNA von HAPLN1 der einzelnen

Zellgruppen an Tag 10 und Tag 15 der Differenzierung. * p < 0,05
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3.2.5 RUNX2

An den Tagen 5, 10 und 15 wurde die RUNX2-Expression untersucht. Am Versuchstag
5 wurde ein hoch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
chondrogenen Differenzierungsgruppe ohne Materialkontakt festgestellt (p = 0,000).
Zwischen Chondro und ACMH bestand kein signifikanter Unterschied (p = 0,051). Am
Versuchstag 10 wurden sowohl zwischen der Kontrollgruppe und der chondrogenen
Differenzierungsgruppe ohne Materialkontakt (p = 0,006) als auch zwischen der
Kontrollgruppe, sowie den Zellen mit Materialkontakt zu LCM3 (p = 0,001) und der
Kontrolle zum LCM3 Material mit Heparinbeschichtung signifikante Unterschiede
festgestellt (p = 0,039). Am Untersuchungstag 15 war erneut nur ein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der chondrogenen Differenzierungs-
gruppe ohne Materialkontakt feststellbar (p = 0,003). Die Mediane von Chondro und
den Polymermaterialien lagen an allen drei Untersuchungszeitpunkten iiber dem Median
der Kontrolle. An Tag 5 besall die Kontrolle einen Extremwert bei ZK 124 P 11. An
Tag 10 fanden sich allerdings Ausreiler bei der ZK 170 P 8 bei Chondro, LCM3H und
ACMH. Ebenso an Tag 15 waren Extremwerte bei ZK 170 P 8 in den Gruppen LCM3
und LCM3H als auch ein Ausreifler bei ACM feststellbar (Abb. 17).
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Abb. 17: Relative Genexpression von RUNX2 in den verschiedenen Zellgruppen
Box-Whisker-Plots der relativen Expression (Friedmann-Test) der mRNA von RUNX2 der einzelnen
Zellgruppen an Tag 5, Tag 10 und Tag 15 der Differenzierung. * p <0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001
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3.2.6 COLIA1

An den Tagen 5, 10 und 15 wurde die COL1AI1-Expression untersucht. An Tag 5
bestand ein sehr signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
Chondrogruppe (p = 0,002). Ebenso bestand sowohl ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und LCM3 (p = 0,039) als auch zu ACM (p = 0,023). An
Tag 10 prasentierten sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und
Chondro (p = 0,045), Kontrollgruppe zu LCM3 (p = 0,029), Kontrollgruppe zu LCM3H
(p = 0,019), Kontrollgruppe zu ACM (p = 0,045) und Kontrollgruppe zu ACMH (p =
0,019). An Tag 15 war die Expression von Kollagen Typ I der Chondrogruppe
signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe (p = 0,002). LCM3 zeigte zu diesem
Zeitpunkt ebenso eine signifikant hohere Expression von Kollagen Typ 1 als die
Kontrollgruppe (p = 0,03). Dariiber hinaus zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. An Tag 5 fand sich sowohl bei der Kontrolle als auch bei Chondro ein
Ausreiller in der Gruppe ZK 170 P 8. Ebenfalls an Tag 10 zeigte die ZK 170 P 8 bei
Chondro und ACM einen Ausreiler und bei LCM3, LCM3H und ACMH einen
Extremwert. Auch an Tag 15 war bei der ZK 170 P 8 Extremwerte bei LCM3, LCM3H
und ACMH und ein Ausreifler bei ACM. Auch der Maximalwert bei Chondro an Tag
15 entstammte der ZK 170 P 8 (Abb. 18).
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Abb. 18: Relative Genexpression von COL1A1 in den verschiedenen Zellgruppen
Box-Whisker-Plots der relativen Expression (Friedman-Test) der mRNA von COL1A1 der einzelnen

Zellgruppen an Tag 5, Tag 10 und Tag 15 der Differenzierung. * p < 0,05 ** p <0,01

3.3 Kollagen II Elektrophorese

Kollagen Typ II wurde qualitativ mit Hilfe einer Elektrophorese nachgewiesen, in
welchem die PCR-Produkte von Tag 15 nach GroBe aufgetrennt und mit einer
Positivkontrolle verglichen wurden. Entsprechend der Positivkontrolle zeigten auch die
weiteren Proben auf der gleichen Hohe eine Bande. Als Negativkontrolle wurde
Nuklease-freies Wasser verwendet, und als Positivkontrolle wurde das PCR-Produkt
von HEK-293 Zellen verwendet. Die Bande bei der Negativkontrolle kommt am
wahrscheinlichsten von der Wanderung von Primer-Dimeren. Weitere Banden wurden

nicht detektiert (Abb. 19).
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Abb. 19: Die PCR-Produkte von COL2A1 als Elektrophorese am Beispiel von der ZK 168 P 9
Tag 15 K: Kontrolle
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3.4 MTT-Assay

Der MTT-Assay zeigte signifikante Unterschiede zwischen Chondro und den Zellen mit
dem Kontakt zu den Materialien ACM (p < 0,001) und ACMH (p = 0,009). Ebenso
prasentierten sich signifikante Unterschiede zwischen den Zellen an LCM3 und ACM
(p = 0,001) bzw. ACMH (p = 0,027), als auch zwischen den Zellen an LCM3H und
ACM (p < 0,001 ) bzw. ACMH (p = 0,001). Ein AusreiBBer war bei ACM bei der ZK
124 P 11 zu verzeichnen (Abb. 20).
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Abb. 20: MTT-Assay der verschiedenen Zellgruppen von Tag 5 der Versuche
Box-Whisker-Plots des MTT-Assays (ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur) der einzelnen

Zellgruppen an Tag 5. * p < 0,05
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3.5 Interleukin-6 enzyme-linked immunosorbent assay

Der IL-6 ELISA konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Untersuchungsgruppen darstellen. Die Mediane aller untersuchten Polymere waren
groBer als der Median von Chondro. Ein Ausreiler bei ACM fand sich bei der ZK 168 P
9 und ein weiterer Ausreiller war bei ACMH bei der ZK 108 P 9 feststellbar. Bei
LCM3H findet sich ein Extremwert bei der ZK 124 P 11 (Abb. 21). Als Positivkontrolle
des ELISAs wurden neben einem standardisierten Positivkontrollen Probenset, der
Mediumsiiberstand von Morbus Sudeck Zellen und die Mediumsiiberstande von Zellen,
die fur lh, 4h und 24 h mit LPS gereizt wurden, verwendet. Die Positivkontrollen
erzielten deutlich hohere IL-6 Werte. Wéhrend das standardisierte Probenset zwischen
31 bis 200 pg/ml erzielte und sich damit in einem dhnlichen Bereich wie die
untersuchten Proben befanden, enthielt das Medium der mit LPS gereizten Zellen
zwischen 1660, 2186 und 2259 pg/ml. Die hochste 1L-6-Konzentration mit 4807 pg/ml

konnte im Mediumsiiberstand der Morbus Sudeck Zellen festgestellt werden.
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Abb. 21: IL-6 ELISA der verschiedenen Zellgruppen von Tag S der Versuche

Box-Whisker-Plots der IL-6 (Friedman-Test) der einzelnen Zellgruppen an Tag 5 aus den Zellmedien.
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3.6 Kollagen Il enzyme-linked immunosorbent assay

Durch den Kollagen II ELISA konnte quantitativ der Gehalt an Kollagen Typ Il
bestimmt werden. Der Kollagen I ELISA zeigte auf Proteinebene einen signifikanten
Anstieg des Kollagen Typ Il Gehaltes der Zellen an den Ronden aus LCM3, ACM und
LCM3H (p = 0,043) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zwischen LCM3H und ACMH
wurde ein signifikanter Unterschied dargestellt (p = 0,043). Der Kollagen Typ Il Gehalt
der Kontrolle im Vergleich zu Chondro zeigte keinen signifikanten Unterschied. Auch
die Mediane von Chondro und allen vier Polymeren waren groBer als die Kontrolle. Bei

ACM zeigte sich in der ZK 124 P 11 ein Extremwert (Abb. 22).

*

5
S
ﬁ ) I -

Kontrolle Chondro LCM3 LCM3H ACM ACMH HEK-293

Abb. 22: Kollagen II ELISA der verschiedenen Zellgruppen von Tag 20 der Versuche
Box-Whisker-Plots der Kollagen IT Proteinexpression (Friedman-Test) der einzelnen Zellgruppen an Tag

20.
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4 Diskussion

4.1 Methodendiskussion — Elemente des Studiendesigns

Die hier dargestellten Untersuchungen erfolgten an hMSC aus dem Knochenmark
(Bone marrow MSC, BM-MSC). Die getesteten Materialien konnten potentiell fiir
AMIC und Knochen-Knorpel Tissue Engineering verwendet werden. Bei AMIC als
Weiterentwicklung der Mikrofrakturierung werden hMSC mit dem Blut einge-
schwemmt (Behrens, 2005). Perspektivisch im Sinne der Prinzipien des Tissue
Engineering konnten die Scaffold-Materialien auch mit Zellen vor der Implantation
kultiviert oder mit Wachstumsfaktoren bezogen werden (Makris et al., 2015). Mit
diesen Moglichkeiten der zukiinftigen Weiterentwicklung wurde die Materialver-
traglichkeit an hBM-MSC getestet. Viele Studien, die sich mit Zissue Engineering
beschéftigen, nutzen BM-MSC (Indrawattana et al., 2004; Legendre et al., 2017), sodass
auf ein groBes Repertoire an Literatur bei der Ausarbeitung der Versuche
zuriickgegriffen werden konnte. So stellen BM-MSC die erstmals beschriebene
Kultivierung von MSC dar (Friedenstein et al., 1970). Andere nutzten human articular
cartilage (hAC) zur Untersuchung moglicher Arthrose-Therapien (Thoms und Murphy,
2010; Murphy et al., 2015). Die Materialien sollten auf die umliegenden Knorpelzellen
keine negativen Effekte haben, damit moglichst hochwertiges neues Gewebe entsteht
und an die Defekte grenzende Areale nicht zusitzlich geschéddigt werden. Somit wére
auch eine Untersuchung der Auswirkungen der Materialien auf hAC sinnvoll. Des
Weiteren konnten die Scaffolds potentiell auch mit Chondrozyten kultiviert werden und
dadurch die etablierte Technik ACI weiterentwickelt werden. Allerdings fiihrt eine
Arthrose zu einer Storung der Homoostase im gesamten Gelenk (Sellam und
Berenbaum, 2010; Nasi et al.,, 2016), sodass der Einsatz von patienteneigenen
Knorpelzellen zur Defektdeckung bei Arthrose fraglich erscheint. Andere etablierte
Quellen zur Gewinnung von MSC stellen Nabelschnurblut und Fettgewebe dar
(Pittenger et al., 1999; Rebelatto et al., 2008). Als sogar vorteilhaft bei der Therapie von
Arthrose wird inzwischen der Einsatz von human umbilical cord (hUC) MSC
angesehen (Zhang et al., 2024). Diese proliferieren mehr, differenzieren sich besser und
regulieren stidrker das Immunsystem im Vergleich zu MSC aus anderen Geweben,
sodass u.a. weniger Cytokine exprimiert werden (Shang et al., 2021; Zhang et al.,
2024). Der Einsatz von patienteneigenen hUC-MSC ist nur moglich, wenn diese bereits
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bei der Geburt von potentiellen Patienten aufgehoben worden sind (Shang et al., 2021).
Bei der Verwendung von hUC-MSC gilt es zu beachten, dass sich diese insbesondere
zur Therapie von hidmatologischen Erkrankungen auf Grund der geringeren Expression
von humanen Leukozyten-Antigen (HLA) im Vergleich zu BM-MSC eignen. Damit
einhergehend tritt bei der Verwendung von hUC-MSC weniger graft versus host disease
auf (Thaweesapphithak et al., 2019; Zhao et al., 2019). Daher sollte sich der Einsatz von
hUC-MSC auf die Behandlung hadmatologischer Erkrankungen beschrinken. Ebenso
etabliert ist die Forschung mit MSC aus Fettgewebe (Portron et al., 2015). Die
Gewinnung von adipdsen MSC im Rahmen einer Liposuktion (Bony et al., 2016) ist
weniger invasiv als die Moglichkeiten zur Gewinnung von BM-MSC. Neben der
Forschung an isolierten adipdsen MSC werden stromale vaskuldre Fraktion (SVF)-
Injektionen bei bspw. der Gonarthrose angewendet. SVF kann mechanisch oder
enzymatisch aus dem gewonnenen Material einer Liposuktion hergestellt werden. Dafiir
werden mechanisch oder enzymatisch die Fettzellen zerstort, sodass u.a. Lymphozyten,
Endothelzellen, Muskelzellen und die erwiinschten MSC zuriickbleiben, welche
schlieBlich injiziert werden (Bora und Majumdar, 2017; Vargel et al., 2022). Durch den
bereits etablierten klinischen Einsatz und deren weniger invasive Gewinnung wiren
auch adipése MSC eine Alternative zu den verwendeten BM-MSC, aber daflir wiren
weitere kostenintensive Vorversuche notig gewesen, um eine ausreichende Isolierung
zu erzielen. Eine weitere Moglichkeit stellen abschlieBend MSC aus dem Blut dar.
Deren Anzahl im peripheren Blut ist gering, jedoch kann sie durch eine Behandlung mit
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) deutlich erhoht werden (Schmitt et al.,
2016). Auch die Heilung von Knorpeldefekten mit Hilfe von MSC aus dem peripheren
Blut wird zunehmend erforscht (Chen, Y. R. et al., 2020). Neben menschlichen MSC
werden auch hdufig Untersuchungen an tierischen MSC vorgenommen. Dabei werden
hédufig die gleichen Spezies in vitro und in vivo verwendet. So nutzten bspw. Sathy et
al., 2019 BM-MSC von Schweinen, mit welchen sie zun&ichst in vitro deren
chondrogene Differenzierungsfihigkeit unter dem Einfluss von DMOG erforschten und
weiterfihrend auch in vivo bei Schweinen testeten. Um zunidchst den grundlegenden
Fragen zu den Materialien nachzugehen, boten sich hMSC mehr an. Die bereits
vorhandene Expertise in Bezug auf die Isolierung von BM-MSC im Labor fiir
Experimentelle Unfallchirurgie und deren Verfugbarkeit gaben gemeinsam mit den

Forschungszielen den Ausschlag hBM-MSC zu nutzen.
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Fiir eine letztendlich ausreichende Bildung neuen Gewebes in vivo dirfen die
Materialien keinen negativen Einfluss auf die Stoffwechselaktivitit der sich
ausdifferenzierenden Zellen ausiiben. Fiir den Vergleich der metabolischen Aktivitét der
Zellen wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt. Auf Grund seines einfachen und schnellen
Protokolls ist der MTT-Assay gut replizierbar (Gerlier und Thomasset, 1986). Er stellt
einen Endpunkt-Assay dar und bildet somit keinen dynamischen Prozess ab. Die
metabolische Aktivitdt der Zellen wird auf Basis einer kolorimetrischen Messung bei
550 nm in einem Multiwell-Spektrophotometer quantifiziert. Diese Messung beruht auf
der Reduktion des gelben, wasserloslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem blau-violettem, wasserunldslichem MTT-
Formazan. Der Farbstoff in den Formazan-Kristallen kann nach Lyse der Zellen und der
Solubilisierung der Kristalle mit Hilfe des Nanospektrometers bei 550 nm gemessen
werden (optical density, OD) (Berridge und Tan, 1993; Mosmann, 1983). Dabei ist die
Anzahl proliferierender Zellen direkt proportional zu der Menge an umgesetztem
Farbstoff, da nur stoffwechselaktive Zellen den Farbstoff umsetzen kénnen (Gerlier und
Thomasset, 1986). Trotz der nachgewiesenen Proportionalitit entsteht bei der
Korrelation der Ergebnisse des MTT-Assays mit der Zellviabilitdt hédufig eine
Unterschitzung der Zellviabilitdt, da sich hdufig nicht alle Formazan-Kristalle im
organischen Losungsmittel 16sen (Ginouves et al., 2014). Direkte Moglichkeiten, um
ergidnzend die Zellviabilitdt abzubilden, stellen diverse Férbetechniken dar, wie u. a.
eine Trypanblau-Farbung (Strober, 1997) oder auch eine Doppelfarbung lebender und
toter Zellen mit bspw. Fluoreszenzfarbstoffen wie Calcein-AM und Propidiumiodid, die
ebenfalls in der Forschung eingesetzt werden (Zhu et al., 2022). Da die Ronden sich
jedoch als nicht ausreichend lichtdurchléssig zeigten und die meisten Zellen sich sehr
dicht an den Materialien ansiedelten, wurde von der Durchfiihrung von Farbetechniken,
deren Ergebnisse mit einem Lichtmikroskop dargestellt werden, abgesehen. Eine
Analyse mit Fluoreszenzfarbstoffen wire vermutlich moglich gewesen, dennoch musste
sich auf Grund der Menge an zur Verfligung gestellten Materialen auf einige
Untersuchungsmethoden beschridnkt werden. Weitere Assays, welche die Stoff-
wechselaktivitédt abbilden, sind der XTT-Assay und der WST8-Assay. Ebenso wie der
MTT-Assay wird bei diesen Assays aus Tetrazoliumsalzen Formazan gespalten. Beide
haben im Vergleich zu MTT eine hohere Empfindlichkeit, weil deren Spaltprodukte

wasserloslich sind, sodass der zusétzliche Solubilisierungsschritt im Vergleich zum
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MTT-Assay entfillt (Chamocoy et al. 2019; Scudiero et al., 1988). Dafiir ist es MTT,
dank seiner positiven Ladung moglich, die Zellmembran iiber das Plasmamebran-
potenzial zu passieren und wird in den Zellen zum Formazan-Derivat reduziert. XTT
und WST-8 hingegen sind negativ geladen, sodass die Reduktion an der Zelloberfldche
durch Elektronentransport stattfindet (Berridge et al., 2005). Fiir eine ausreichende Em-
pfindlichkeit benotigen sowohl XTT als auch WST-8 einen intermedidren Elektronen-
transporter (Hisada und Yagi, 1977; Ginouves et al., 2014). Insbesondere bei XTT und
PMS als dessen intermedidren Elektronentransporter kann es zu Kristallbildungen
kommen, wodurch die Absorptionsmessung beeintrachtigt wird. Dadurch leiden
Reproduzierbarkeit und Sensitivitdt (Scudiero et al., 1988). Unter diesen Gesichts-
punkten wurde sich flir den MTT-Assay entschieden, da eine Kristallbildung unter dem
Lichtmikroskop vielleicht nicht ausreichend aufgefallen wire oder mogliche

Interaktionen mit den Materialien hétten auftreten konnen.

Um gegebenenfalls proinflammatorische Auswirkungen der Materialien auf die Zellen
nachweisen zu konnen, wurde ein IL-6 ELISA durchgefiihrt. 1L-6 16st unspezifische
Immunreaktionen aus. Als proinflammatorisches Cytokin aktiviert es Akute-Phase-
Proteine (Gabay, 2006). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass insbesondere die
Cytokine IL-1, IL-6 und IL-8 verstdrkt bei Arthrose sezerniert werden (Hoff et al.,
2013; Tsuchida et al., 2014). Die Cytokine fithren zu einer verstirkten Aktivitdt von
katabolen Stoffwechselwegen, sodass u. a. die Matrixsynthese unterdriickt wird und die
Apoptose von Zellen induziert wird (Ryu et al., 2011). Auch die Seneszenz von
Chondrozyten nimmt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Progression einer
Arthrose ein. Mit voranschreitender Zellalterung stellen die Chondrozyten weniger
extrazelluldre Matrix her (Musumeci et al., 2015). Senile Zellen sezernieren sowohl
verstdrkt 1L-6 als auch IL-8 (Jacob et al., 2022). Ryu et al. haben 2011 in einem
Mausmodell dargestellt, dass IL-6 die Destruktion von Knorpel durch Hypoxie-
induzierbaren Faktor-2 alpha (HIF-2a) vermittelt. HIF-2a fiihrt zur Expression von
Metalloproteasen wie MMP-3 und MMP-13 aus Chondrozyten und damit zum
Knorpelabbau. Des Weiteren zeigten sie, dass die Mengen von HIF-2a und IL-6 auch in
humanem arthrotischen Knorpel signifikant erhoht sind. Zudem hemmte ein I1L-6
knockout in Miusen die Ausbildung experimenteller Arthrose bei diesen. Uberdies
konnte ein Zusammenhang zwischen der I1L-6 Sekretion und der Mineralisierung von
Chondrozyten in der Pathogenese von Arthrose nachgewiesen werden (Nasi et al.,

62



2016). Auch andere Arbeitsgruppen konnten aufzeigen, dass durch eine Blockade von
IL-6 bei experimentell induzierter Arthrose in Maiusen diese signifikant gelindert
werden konnte (Latourte et al., 2016). Somit ist IL-6 sowohl in der Pathogenese von
Arthrose als auch bei der Entwicklung moglicher Therapieoptionen wichtig. Statt des
IL-6 wire auch die Untersuchung von bspw. der Laktatdehydrogenase (LDH) oder von
TNF-a denkbar. Das Enzym LDH kommt in allen Zelltypen vor und wird bei
Zelluntergang in den Extrazelluldrraum ausgeschiittet, sodass sich dieses gut als Marker
fiir Zelltod nutzen ldsst (Legrand et al., 1992). TNF-a induziert Apoptose bei
Chondrozyten (Aizawa et al., 2001) und inhibiert die Synthese extrazelluldrer Matrix in
Chondrozyten (Reginato et al., 1993). Zudem hat TNF-a eine wichtige Rolle beim
Knochenumbau (Kimble et al., 1997; Lerner und Ohlin, 1993). Da IL-6 gerade in der
Pathogenese der Arthose eine fuliminantere Rolle zu haben scheint, wurde sich fiir die

Untersuchung von IL-6 entschieden.

Ebenso wie IL-6 ist auch Kollagen Typ II ein Protein hShere molekularer Struktur,
welche sich gut mit dem ELISA-Verfahren nachweisen ldsst. Zudem lassen sich
Aussagen zu deren quantitativer Menge bzw. Konzentration treffen. Sowohl der
durchgefuhrte IL-6 ELISA als auch der durchgefiihrte Kollagen II ELISA sind
Sandwich-ELISA. Durch die Proportionalitdt zwischen der Menge des gebundenen
Zielantigens mit dem Umsatz der photometrisch nachzuweisenden Aktivitdt des
Enzyms (Engvall und Perlman, 1971; Dusemund und Barrach, 1982) sind ELISA gut zu
quantifizieren. Alternativ zu den ELISA-Techniken kann auch mit einem Western Blot
die Proteinexpression untersucht werden. Der Western Blot stellt ein molekular-
biologisches Verfahren dar, mit welchem durch Ubertragung auf eine Trigermembran
Proteine nachgewiesen werden kénnen. Zunéchst werden Proteine mit Hilfe einer SDS-
PAGE bei ihrer Wanderung durch ein elektrisches Feld in einem Polyacrylamid-Gel
nach GroBe und Ladung getrennt. AnschlieBend werden sie auf eine Membran trans-
feriert, auf welcher das gesuchte Protein mit Antikdrpern nachgewiesen wird (Burnette,
1981). Fiir IL-6 wurde die ELISA-Technik ausgewihlt, statt der real-time RT-PCR und
des Western Blots, weil im Zuge der Untersuchung des Uberstandes die Durchflihrung
eines ELISAs sich als besser durchfiihrbar darstellte. Ein Kollagen II ELISA wurde
neben einer real-time RT-PCR durchgefiihrt, um auch eine quantitative Aussage auf
Proteinebene zu Kollagen Typ II treffen zu konnen. Dieser stellte sich ebenfalls als
einfacher durchfiihrbar und kostengiinstiger dar als ein Western Blot.
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Zur Untersuchung der Genexpression wurde die real-time RT-PCR durchgefiihrt. Die
PCR wurde seit ihrer Erfindung 1983 von Dr. Kary B. Mullis (Mullis, 1990) in ihren
Moglichkeiten erweitert und verfeinert, sodass auch einige Bestandteile der Methode
dargelegt werden miissen, um entsprechend Vor- und Nachteile aufzeigen zu kdnnen.
Mit der PCR lassen sich geringste Mengen von DNA in biologischen Proben
nachweisen (Clementi et al., 1993). Im Anschluss werden die Produkte in einer
Gelelektrophorese nach GroBe aufgetrennt und somit qualitativ nachgewiesen. Fiir eine
Validierung kann das PCR-Produkt zusitzlich sequenziert werden (Jalali et al., 2017).
Ebenso wie die PCR ist auch die RT-PCR zunéchst ein qualitativer Nachweis. Bei
dieser wird die RNA mit der Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben.
AnschlieBend wird eine PCR-Untersuchung durchgefiihrt (Bustin, 2000). Fiir den Erfolg
der Untersuchung ist vor allem die Qualitdt und Reinheit der RNA entscheidend. RNA
als einzelstrangiges Oligopepitid ist meist sehr instabil (Pérez-Ortin et al., 2019).
Dennoch ist gerade die Untersuchung der RNA-Expression von Bedeutung, um den
Weg der Ditferenzierung abzubilden. Nach der Synthese einer stabileren cDNA-Probe
kann diese letztendlich lange gelagert werden und ermdglicht die Untersuchung
mehrerer Ziel-Gene (Jalali et al., 2017). W&hrend der Herstellung kann die cDNA-
Probe potentiell verunreinigt werden oder auch Probenanteile auf Grund von u.a.
Pipettierungsarbeiten verloren gehen. Daflir entstehen durch die Transkription der
RNA-Proben mit gleichen Volumina und RNA-Konzentrationen in ng/ul, sodass die
Proben besser untereinander verglichen werden konnen. Damit erhoht die Transkription
auch die Qualitédt der Ergebnisse. Als Weiterentwicklung der PCR von Mullis wurden
Methoden etabliert, mit denen nach Abschluss der PCR-Zyklen die Menge an
angereichertem PCR-Produkt gemessen werden kann, hierzu zdhlt bspw. der
Fliissigszintillationszdhler, mit welchem die Konzentration der radioaktiv markierten
PCR-Produkte gemessen werden kann (Chelly et al., 1990). Durch Messungen nach
verschiedenen Zyklen konnte festgestellt werden, dass die Amplifikation zunéchst
exponentiell und anschlieBend linear bis zur Bildung eines Plateaus verlduft (Chelly et
al., 1990). Kleine Unterschiede in der Amplifikationseffizienz kdnnen zu groBen
Produktschwankungen fiihren (Clementi et al., 1993; Ferre, 1992). Die real-time PCR
erlaubt es im Vergleich den Fortschritt der PCR wiéhrend ihres Ablaufs darzustellen.
Dies erfolgt, indem fluoreszierende Farbstoffe zur Markierung von PCR-Produkten

wihrend des Thermocyclings verwendet werden. Wenn das Fluoreszenzniveau wéhrend
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der exponentiellen Phase erstmals signifikant tber die Hintergrund-Fluoreszenz
ansteigt, markiert dies den CT-Wert an dem der festgelegte Schwellenwert {iberschritten
wird. Je hoher die anfingliche Kopienzahl des zu amplifizierendes Zieles, desto friiher
wird ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz registriert, sodass keine Mengen sondern
Zeitpunkte miteinander verglichen werden (Heid et al., 1996). Der CT-Wert ist somit
proportional zu dem Logarithmus der urspriinglichen Zielgenmenge, da bei der real-
time PCR, wihrend der exponentiellen Phase der Reaktion gemessen wird (Heid et al.,
1996; Ponchel et al., 2003). Widhrend des gesamten PCR-Prozesses werden somit
Reaktionen anhand des Zeitpunkts ihrer Vervielfiltigung dargestellt, indem der
Zeitpunkt der Amplifikation eines Ziels erkannt wird und nicht im Nachhinein anhand
der angereicherten Menge des Ziels nach einer festgelegten Anzahl von Zyklen
errechnet werden muss. Damit eignet sich die real-time PCR besser als die Methode mit
dem Flussigszintillationszéhler. Bei den Fluoreszenzfarbstoffen miissen zwei
grundlegende Ansdtzen voneinander unterschieden werden, die farbstoffbasierte PCR
(dye-based) und die sondenbasierte PCR (probe-based). In dieser Arbeit wurde die
farbstoftbasierte real-time PCR verwendet. Bei dieser ist die Durchfiihrung einer
Schmelzkurve unersetzbar, um die Spezifitdit nachzuweisen. Der in diesen
Experimenten benutzte SyberGreen-Farbstoff fluoresziert bei der Bindung an jegliche
ds-DNA, sodass er potentiell auch bei Primerdimeren leuchtet (Ponchel et al., 2003).
Fiir eine erfolgreiche farbstoftbasierte real-time PCR ist der Einsatz eines spezifischen
Primers mit Optimierung der eingesetzten Primermenge unerldsslich (Ponchel et al.,
2003). Im Anschluss an das real-time PCR-Experiment wird die Denaturierung der
entstandenen Produkte in einer Schmelzkurve dargestellt, die fiir jedes amplifizierte
Produkt spezifisch ist. Wenn sich neben dem gewiinschten amplifizierten Zielgen auch
Primerdimere vorfinden, entstehen zwei Schmelzkurven, wobei sich Primerdimere bei
einer geringeren Temperatur als kleinere und breitere Wellen darstellen (Pals et al.,
1999). Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass immer nur ein Ziel-Gen untersucht
werden kann. Daflir erfordert die farbstoftbasierte PCR weniger Zeit, weniger Material
und weniger Kosten (Ponchel et al., 2003). Die sondenbasierte PCR, auch Tagman,
benutzt stattdessen Fluorophoren markierte Sonden, die ausschlieBlich an spezifische
Amplifikationsprodukten hybridisiert werden. Die Emission des Fluorophors auf dem
5'-Ende wird von einem Farbstoff an einem kurzen 3° Oligonukleotid, welches

komplementdr zur Zielsequenz ist, solange unterdriickt, bis im Zuge der
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voranschreitenden Amplifikation eine rdumliche Trennung der beiden Farbstoffe zu
einer Erhohung des Fluoreszenzsignals fiihrt. Das 5°-Ende fungiert als Reporter,
wihrend das 3’-Ende als Quencher die Energie der Fluoreszenz transferiert, bis auf
Grund der rdumlichen Trennung weniger Energie umgewandelt wird und dadurch das
Fluoreszenzsignal signifikant ansteigt (Heid et al., 1996). Damit ist die Analyse einer
Schmelzkurve obsolet, da Primerdimere keine geniigende rdumliche Trennung
darstellen. Es konnen mehrere Zielgene in einer einzigen Reaktion untersucht werden,
indem verschiedene, unterscheidbare Reporter-Farbstoffe eingesetzt werden. Der
Nachteil besteht darin, dass unterschiedliche Sonden fiir unterschiedliche Sequenzen
synthetisiert werden miissen (Heid et al., 1996). Da in diesen Versuchen
farbstoffbasierte PCR angewandt wurde, wurde die two-step real-time RT-PCR
angewandt. Dadurch wird eine stabile cDNA-Probe generiert, mit der diverse
Reaktionen durchgefiihrt werden konnen (Bustin, 2000). Somit werden das Zielgen und
das Referenzgen anhand derselben cDNA untersucht. Zudem hilt sich die cDNA fiir
eine lange Zeit. Als Nachteile miissen mehr Optimierungen im Vergleich zur one-step
real-time RT-PCR vorgenommen werden. Des Weiteren dauert dieses Verfahren durch
die vielen Pipettierungsschritte langer und das Risiko einer DNA-Kontamination ist
hoher (Bustin, 2000). Moglich wére auch die Durchfihrung einer one-step real-time
RT-PCR gewesen. Bei dieser finden die Reverse Transkription und die PCR-Analyse in
einem Reaktionsgefid3 nacheinander statt (Bustin, 2000). Diese Methode ist schneller,
birgt weniger Risiko einer Kontamination mit DNA und besitzt weniger Variation, da
beide Reaktionen im selben Reaktionsgefdll stattfinden. Beide Reaktionen werden
miteinander kombiniert, sodass die Reaktionsumstinde jedoch einen Kompromiss
zwischen den beiden Reaktionen darstellen (Jalali et al., 2017). Um die Ergebnisse der
real-time RT-PCR zwischen den Proben vergleichen zu konnen, erfolgt die
Normalisierung mit einem Referenzgen (Heid et al., 1996; Pfaffl, 2001; Ponchel et al.,
2003). Damit entspricht die Quantifizierung einer relativen, da sie immer in Relation zu
jenem Referenzgen gesetzt werden muss, sodass ausschlieBlich die relativen
Anderungen zwischen den Proben verglichen werden konnen. Eine absolute
Quantifizierung kann mit einer Standardkurve vorgenommen werden, mit deren Hilfe
die genaue Kopienanzahl der Ziel-RNA in einer bestimmten biologischen Probe
ermittelt werden kann (Leong et al., 2007). Dazu miissen jedoch zunéchst die absoluten

Mengen des Standards anhand unabhéngiger Methoden bestimmt werden. Dies flihrt zu
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einem verhiltnismiBigen Mehraufwand und hoherem Materialverbrauch. Zudem stellt
eine Differenzierung einen dynamischen, organischen Prozess dar, sodass eine absolute
Quantifizierung der RNA keine genaueren Aussagen zuldsst. Die real-time RT-PCR
stellt eine gut reproduzierbare Methode dar. Zudem unterstiitzt diese Methode den
Einsatz von Genen zur Normalisierung der Ergebnisse (Referenzgene) und da die
Reaktion in einem  geschlossenen  Reaktionsgefdl  stattfindet, ist die
Kontaminierungsgefahr der amplifizierten Produkte geringer (Heid et al., 1996). Eine
andere Moglichkeit, die RNA nachzuweisen, ist der Northern Blot. Nach Auftrennung
des isolierten RNA-Gemisches in einer Gelelektrophorese wird die RNA auf einer
Membran fixiert. AnschlieBend wird die Membran mit einer Losung mit radioaktiven,
fluoreszierenden oder chemisch markierten Gensonden inkubiert. Zur Bestimmung der
RNA-Menge werden die Gensonden durch Rontgenfilm sichtbar gemacht (Alwine et
al., 1977; Brown, 2004). Der Vorteil besteht bei dieser Untersuchungsmethode, dass die
RNA direkt nachgewiesen wird und nicht zuerst in die cDNA iiberfiihrt wird, somit sind
Kontaminierungsrisiken geringer. Jedoch sind Wiederholungsanalysen ebenso wie beim
Western Blot nicht moglich und somit wurde sich fuir die real-time RT-PCR
entschieden mit der Herstellung eines stabilen cDNA-Pools. Bei COL2A1 wurden
rezidivierend mehrere Peaks bei den Schmelzkurven abgebildet und es wurden hohe
CT-Werte erzielt, daher wurde eine Gelelektrophorese durchgeflihrt, um die Spezifitit

der PCR-Analyse als qualitativen Nachweis zu iiberpriifen.

4.2 Die Herausforderung einer chondrogenen Differenzierung

Die chondrogene Differenzierung von hMSC ist nach wie vor eine Herausforderung
(Yang et al., 2023) und stellt die Grundlage dieser Versuche dar. Daher wurden nicht
nur die Materialien untereinander auf Signifikanzen untersucht, sondern auch eine
chondrogene Ditferenzierungsgruppe ohne Materialkontakt im Vergleich zu hMSC im
Kontrollmedium, um die Qualitdt der Differenzierung einordnen zu konnen. Fiir eine
differenziertere Betrachtung der relevanten Einflussfaktoren auf die Ergebnisse und die
Komponenten des Differenzierungsprotokolls wird an dieser Stelle ausfiihrlicher auf
zugrunde liegende biochemische Vorgédnge eingegangen. Eng verzahnt mit der
osteogenen Differenzierung (Goldring et al., 2008) versuchen viele Arbeitsgruppen

weltweit chondrogene Differenzierungsprotokolle zu entwickeln, bei welchen eine
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extrazelluldre Matrix mit einem moglichst hohen Gehalt an Kollagen Typ Il und mit
Knorpel typischen Proteoglykanen wie Aggrecan und HAPLNI entsteht. Dabei ist u. a.
der gezielte Einsatz von Wachstumsfaktoren (Zhou et al., 2015) und hypoxischen
Zustidnden (Hiaro et al., 2006) entscheidend, um eine Differenzierung zu induzieren. Es
werden neben den erwiinschten Genen ebenfalls vermehrt hypertrophische Gene wie
RUNX2, MMP-13, Kollagen Typ I und X exprimiert (Chariyev-Prinz et al., 2023;
Ronziere et al., 2010; WeiBenberger et al., 2023), sodass sich die zur chondrogenen
Differenzierung angeregten Zellen von nativem, hyalinem Knorpel unterscheiden. Die
chondrogene  Differenzierung wird durch ein komplexes Netzwerk an
Transkriptionsfaktoren und miteinander agierenden Transduktionswegen reguliert (Li et
al., 2015). Von entscheidender Bedeutung ist die Aktivierung der SMAD-Signalwege
(Thielen et al., 2019). Stark etabliert ist daher die Verwendung von TGF-81 zur
Induktion der chondrogenen Differenzierung von hMSC. Dieser Wachstumsfaktor fiihrt
tiber die Induktion der SMAD-Signalwege zur Ausbildung eines chondrogenen
Zelltypus und zur Blockierung von Zell-Hypertrophie (Ferguson et al., 2000; Furumatsu
et al., 2005 und 2009; Chen et al., 2021). Neben dem SMAD-Signalweg wird auch der
MAPK-Signalweg aktiviert durch die TGF-B-aktivierende Kinase 1 (TAK1), welche
durch TGF-B1 aktiviert wird. Dieser Signalweg reguliert Apoptose und die
mesenchymale-epitheliale Transition (Lamouille und Derynck, 2007). Die TAK1 stellt
insbesondere bei der chondrogenen Differenzierung einen wichtigen Regulator dar,
ohne welchen es zu einer verminderten Proliferation und Uberleben von Chondrozyten
kommt (Gunnell et al., 2010). Die Regulierung der chondrogenen Differenzierung
erfolgt dagegen auch durch Induktion kataboler Stoffwechselvorginge, wie die
Expression von MMP-13 durch p38, einem weiteren Anteil des MAPK-Signalweges
(Chen et al., 2021). Auch die anderen beiden Isoformen TGF-2 und TGF-3 fiihren in
vitro zu einer chondrogenen Differenzierung (Freyria und Mallein-Gerin, 2012). Es
tiberwiegt nach wie vor die Forschung an TGF-1, sodass die Isoform TGF-B1 genutzt
wurde. AuBerdem ist auch die Zellanordnung und die Lénge der TGF-B1 Exposition
von Bedeutung (Freyria und Mallein-Gerin, 2012; Goldberg et al., 2017; Futrega et al.,
2021). Der Goldstandard chondrogener Differenzierung von BMSC in vitro stellt eine
Pelletkultur dar (Johnstone et al., 1998; Barry et al., 2001; Futrega et al., 2021). Anhand
solcher Kulturen wurde bspw. aufgezeigt, dass bereits eine Exposition von 24 h mit

TGF-B1 eine chondrogene Differenzierung induziert und gerade bei sogenannten
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Mikropellet-Kulturen vorteilhaft zu sein scheint. Makropellet-Kulturen schienen im
Vergleich von einer durchgidngigen Exposition mehr zu profitieren. Neben der
Expression chondrogener Gene wie SOX9, Aggrecan und Kollagen Typ II wurden auch
hypertrophische Gene wie RUNX2, Kollagen Typ I und Kollagen Typ X exprimiert
(Futrega et al., 2021). Ein weiterer Grund, den Einsatz von Wachstumsfaktoren zeitlich
zu begrenzen, ist der potentielle Einsatz in vivo. Bei einer ldnger anhaltenden
Stimulation durch TGF-B81 in vivo wurden endochondrale Ossifikationen nachgewiesen
(Van Beuningen et al, 2000). Unter diesen Aspekten wurde in diesem
Differenzierungsprotokoll die Menge von TGF-BI iiber die Zeit reduziert. Des Weiteren
wird auch in der Pathophysiologie der Arthrose die Rolle des TGF-B-induzierten
Signalweges erforscht, sodass mit zunehmendem Wissen der Interaktionen auch ein
differenzierterer Einsatz moglich wird. So untersuchten Thielen et al., 2021 den
Einfluss inflammatorischer Cytokine wie IL-18 auf den TGF-B-Signalweg insbesondere
im Hinblick auf SMAD2 und SMAD3 an Rinderknorpel und an drei verschiedenen
menschlichen, knorpeldhnlichen Zelllinien. Durch den Einfluss von IL-18 als auch
durch den Einfluss von konditioniertem Medium von arthrotischen Synoviazellen wurde
die SMAD2- und SMAD?3-Aktivitdt in den Zellen reduziert. Somit konnten sie
aufzeigen, das Cytokine den SMAD2/3-Signalweg inhibieren und dadurch vermehrt
hypertrophische Zelltypen entstanden. Das durch TGF-B angeregte Differenzierungs-
verhalten von Zellen entsteht somit aus einer Vielzahl miteinander agierender
Signalwege und ist ebenfalls abhéngig von der exprimierten Rezeptorkonstellation der
zu differenzierenden Zellen (Wang et al., 2014). Einen weiteren Ansatz bzw. eine
Erginzung zur erfolgreichen chondrogenen Differenzierung bietet der Wachstumsfaktor
BMP-2, welcher ebenfalls die Ausbildung eines chondrogenen Zelltypus fordert (Zhou,
2015), jedoch solitdr verwendet zur Ausbildung eines osteogenen Zelltypus fiihren kann
(Ryoo et al., 2006), da BMP-2 sowohl SMAD1, SMADS5 und SMADS als auch den
Signalweg Wnt aktiviert (Papathanasiou et al., 2012). Sekiya et al., 2005 verglichen die
chondrogene Differenzierungstihigkeit von humanen BM-MSC ohne bzw. mit BMP-2,
bone morphogenetic protein-4 (BMP-4) oder bone morphogenetic protein-6 (BMP-6) in
vitro. Die Zellen wurden als Pelletkultur mit TGF-B3 und Dexamethason kultiviert.
Dabei erzielte die Kultur mit BMP-2 die beste Proteoglykansynthese. Auch in einem in
vivo Modell konnte der positive Einfluss eines Langzeiteinsatzes von BMP-2 im

Vergleich zu einem kurzen Einsatz von BMP-2 im Vergleich zu einer reinen
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Behandlung von arthrotischen Defekten mittels Mikrofrakturierung aufgezeigt werden
(Yang et al., 2011). Die von BMP-2 induzierte Chondrogenese wird von TGF-B
verstdrkt und fiihrt zur Ausbildung von Knorpel, der hyalinem Knorpel stirker dhnelt
als bei solitdrer Verwendung von BMP-2 (Shintani et al., 2013). So wiesen Toh et al.,
2005 eine verstirkte Kollagen Typ II-Synthese und veminderte Kollagen Typ I-
Synthese bei der chondrogenen Differenzierung von Kaninchen MSC in 3D-Kulturen
unter der Verwendung von TGF-B1 und BMP-2 nach. Zur Verbesserung der
Proteoglykansynthese wurde sich daher dafiir entschieden, neben dem Wachstumsfaktor
TGF-B1 auch BMP-2 zu verwenden, um eine bestmogliche Proteoglykansynthese zu
erzielen auch mit dem Risiko einer verstirkten RUNX2-Expression. Murphy et al.
untersuchten 2015 die chondrogene Genexpression von hMSC im Vergleich zu
passagierten hAC unter dem Einfluss von verschiedenen Wachstumsfaktoren. Eine
Kombination der Wachstumsfaktoren TGF-B1, GDF-5 und BMP-2 erzielte die hichste
Expression chondrogener Gene u. a. von SOX9, ACAN und COL2AI. Ebenfalls war
das Verhiltnis von COL2A1 zu COL1A1 am groBten. Auch die Kombination von TGF-
B1 und BMP-2 erzielte eine hohe Synthese von Kollagen Typ II und
Glykosaminoglykanen in beiden Zelltypen. Bei dem Wachstumsfaktor GDF-5 wurde
nachgewiesen, dass dieser katabolische Genexpression wie bspw. die Expression von
MMP-13 hemmt und dafiir anabolische Prozesse durch die Expression von SOX9 und
ACAN fordert (Enochson et al., 2014). Uber DKK-1 hemmt GDF-5 den kanonischen
Signalweg Wnt, welcher fir die Induktion degenerativer Prozesse verantwortlich
gemacht wird (Enochson et al., 2014). Dieser Signalweg wird mit Knorpeldegeneration
und Hypertrophie in Verbindung gebracht im Zuge von osteoarthrotischen Defekten
(Thorfve et al., 2012). Der Wnt-Signalweg reguliert im Allgemeinen grundlegende
zelluldre Prozesse, sodass ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Differenzierung und zwischen Uberleben und Apoptose entsteht (Hoppler und
Kavanagh, 2007). In hMSC fordert Wnt3a die Proliferation der hMSC und inhibiert
deren osteogene Differenzierung (Boland et al., 2004). Zudem aktiviert GDF-5 die
Proteine SMAD-1, SMAD-5 und SMAD-8 (Sun et al., 2021). Weillenberger et al.
verglichen 2023 die chondrogene Differenzierung von BM-MSC in Pelletkulturen unter
dem Einfluss der Wachstumsfaktoren TGF-61, GDF-5 oder R57A. Dabei zeigten alle
Pelletkulturen eine chondrogene Genexpression, aber alle Gruppen prisentierten auch

eine signifikant hohere Expression hypertrophischer Gene wie Kollagen Typ X und
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ALP im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei die GDF-5 Variante R57A die besten
Ergebnisse erzielte. Diese Ergebnisse reflektieren nicht den starken protektiven Effekt
von GDF-5 entgegen einer Zellhypertrophie wider. Bereits 2013 zeigten Coleman et al.
eine verbesserte chondrogene Differenzierung durch GDF-5 mit TGF-B3 im Vergleich
zu TGF-B3 alleine. Sie wiesen auch eine verstdrkte hypertrophische Genexpression in
Form von ALP, Kollagen Typ I und Kollagen Typ X nach. Somit ist die Wirkung von
GDF-5 bei der chondrogenen Differenzierung noch nicht hinreichend geklért. Um einer
tiberschieBenden SMADI1, SMADS5 und SMADS8 Aktivierung entgegen zu wirken,
wurde auf die Verwendung von GDF-5 als zusitzlichen Wachstumsfaktor verzichtet.
Des Weiteren werden in der Forschung noch andere Wachstumsfaktoren untersucht, wie
bspw. Insulin-like growth factor (Chen, L. et al., 2020; Peng et al., 2023). Unter
Beriicksichtigung bisheriger biochemischer Signalwege und auch aus Kostengriinden
wurde sich auf die Verwendung von TGF-B1 und BMP-2 als gut erforschte

Wachstumsfaktoren konzentriert.

Dexamethason wird in vielen chondrogenen Differenzierungsprotokollen genutzt
(Chariyev-Prinz et al., 2023; WeiBenberger et al., 2023). Dexamethason unterstiitzt die
von TGF-B induzierte chondrogene Differenzierung von hMSC in Form von
gesteigerter Expression chondrogener extrazelluldrer Matrixproteine (Derfoul et al.,
2006). Shintani und Hunziker wiesen 2011 nach, dass der Einfluss von Dexamethason
auf die Differenzierung abhingig von den verwendeten Wachstumsfaktoren und vom
Zellursprung ist. Insbesondere bei hBM-MSC und dem Einsatz von TGF-B konnte der
positive Effekt von Dexamethason auf die Differenzierung beobachtet werden, wihrend
Dexamethason bei synovialen Explantaten eine chondrogene Differenzierung sogar
nachweislich hemmte. Die Kombination von Dexamethason und BMP-2 bei hMSC
fiihrte lediglich zu einem Anstieg von SOX9, aber nicht zu einer verstdrkten Expression
von Kollagen Typ II, Aggrecan und COMP. Somit ist der Einsatz von Dexamethason
stark kontextabhingig. Die Mechanismen, {iber die Dexamethason eine inhibierende
bzw. aktivierende Wirkung ausiibt, sind nicht vollends geklart. Nach einem Vorversuch
wurde sich dafiir entschieden, Dexamethason in diesem Versuchsaufbau zu verwenden

als giinstige Alternative zu weiteren Wachstumsfaktoren wie bspw. GDF-5.

Neben den Wachstumsfaktoren flihrt auch die Stabilisierung von HIF-1a durch Hypoxie
zu einer chondrogenen Differenzierung (Robins et al., 2005; Zheng et al., 2017). Die
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Effekte durch die Stabilisierung von HIF-1a wurden auch von der Arbeitsgruppe von
Zhou et al. (2015) untersucht. Bei deren Versuchen wurde HIF-loo mit dem
Wachstumsfaktor BMP-2 bei der murinen MSC-Linie (C3H10T1/2) und HEK-293
eingesetzt, wodurch eine chondrogene Differenzierung induziert und eine Hypertrophie
der Zellen gehemmt wurde. Dabei zeigte sich u. a. eine verminderte Expression von

RUNX2.

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde DMOG anstatt Hypoxie verwendet,
welches ebenso HIF-la stabilisiert (Taheem et al., 2018). Bei der Verwendung von
DMOG spielt der Zeitraum des Einsatzes eine entscheidende Rolle, da DMOG die
Synthese extrazelluldrer Matrix hemmt (Falcon et al., 2021). Neben der Stabilisierung
von HIF-loo kann DMOG auch die Prolyl-4-Hydroxylase hemmen, die wiederum
insbesondere bei der Synthese von Kollagen Typ II benétigt wird (Pihlajaniemi et al.,
1991). Dieser Effekt scheint jedoch bei einer kurzen Anwendungsdauer nicht
anzuhalten und nur der positive Einfluss auf die Differenzierung der MSC bleibt zuriick.
Sathy et al. veroffentlichten 2019 eine Arbeit, in der Mduse beladene Hydrogele mit
MSC, DMOG und den Wachstumsfaktoren TGF-83 und BMP-2 implantiert wurden.
Dabei zeigte sich, dass die Hydrogele mit DMOG und den Wachstumsfaktoren die
Ausbildung eines stabilen knorpligen Gewebes mit einer Anhdufung von
Glycosaminoglykanen (GAGs) am meisten forderten. Die Dauer der Freisetzung von
DMOG betrug dabei 72 h (Sathy et al., 2019). Somit stellt der Einsatz von DMOG im
Differenzierungsprotokoll auch einen Ansatz dar, welcher in der personalisierten
Medizin etabliert werden konnte. Denkbar wire es nach weiterer Forschung, die
Scaffolds mit hMSC des Empfiangers zu kultivieren und ihre Differenzierung mit
Wachstumsfaktoren und DMOG positiv zu beeinflussen. Im Hinblick auf diese
Moglichkeiten und da die Zellen zum Mediumtausch immer wieder normalen
Zusammensetzungen der Luft ausgesetzt werden wiirden, erschien eine
Versuchsdurchfiihrung mit DMOG statt Hypoxie besser reproduzierbar und somit

aussagekriftiger.

Eine weitere Variante, die extrazellulire Matrixsynthese bei der chondrogenen
Differenzierung zu steigern, stellt die Verwendung von Druck dar (Angele et al., 2003;
Sakao et al., 2008). Diese Moglichkeit wurde nicht in Erwédgung gezogen, da in der

Literatur Uneinigkeit iiber den Nutzen dieser physikalischen MalBnahme auf die
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Differenzierung in vitro besteht und somit der Aufwand dem fraglichen Nutzen
entgegenstand. Zuletzt 2023 verdffentlichten Chariyev-Prinz et al. eine Studie in der
Druck nur eine untergeordnete Rolle bei der chondrogenen Differenzierung von hMSC
einzunehmen schien. Stattdessen unterschieden sich die Qualitéten der Differenzierung
anhand der verwendeten Zelldichte und der Konzentration an verwendeten
Biomaterialien. Dabei wurde die Qualitdt der Differenzierung an ihren

Protoglykanmengen und ihren Gehéltern an Kollagen diskutiert.

Aus dem Uberblick der verschiedenen Signalwege, die durch die TGF-B-Superfamilie
aktiviert werden, und der Rolle von Hypoxie bei der chondrogenen Differenzierung
wurden in diesen Versuchen die Wachstumsfaktoren TGF-B1 und BMP-2 gemeinsam
mit DMOG als HIF-lo-stabilisierenden Faktor verwendet. Mit diesem Dif-
ferenzierungsprotokoll gelang eine frithe chondrogene Differenzierung mit einem
signifikanten Unterschied zwischen Chondro und Kontrolle bei den untersuchten Genen
TRPV4 und SOX9. Bei den Genen der spéten chondrogenen Differenzierung zeigte sich
kein derartig deutliches Bild. Der Median von Chondro bei dem untersuchten Gen
HAPLNI lag bereits an Tag 10 tiber dem Median der Kontrolle. An Tag 15 lieB sich ein
signifikanter Unterschied in der relativen Genexpression zwischen der Kontrolle und
Chondro fir HAPLNI1 nachweisen. Ebenfalls stieg bei ACAN der Unterschied
zwischen den Medianen von Chondro im Vergleich zur Kontrolle. An Tag 5 war
zundchst der Median der Kontrolle hoher, an den Tagen 10 und 15 war es der von
Chondro. Signifikante Unterschiede konnten nicht nachgewiesen werden. Auch der
Kollagen Typ II ELISA zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrolle
und Chondro, obwohl der Median von Chondro deutlich tiber dem der Kontrolle lag.
Zudem zeigte Chondro eine signifikant hohere relative Genexpression von RUNX2 bei
allen drei Versuchszeitpunkten und auch die relative Genexpression von COLIA1 war
signifikant hoher als bei der Kontrolle. RUNX2 triggert Metalloproteasen, die flir einen
katabolen Stoffwechsel verantwortlich sind, sodass Aggrecan und HAPLNI stédrker
abgebaut werden (Wang et al., 2004). Dies konnte einen Grund darstellen, dass kein
signifikanter Unterschied von ACAN gefunden wurde. Zudem beschreiben Blaney
Davidson et al., 2007, dass ein Einsatz von BMP-2 die relative Genexpression von
ACAN senkt, sodass zusammen mit der beschriebenen Aktivierung von RUNX2 die
durchgehende Verwendung von BMP-2 im Differenzierungsprotokoll zu diesen
Ergebnissen geflihrt haben konnte. HAPLNI1 als weiteres Proteoglykan des Knorpels
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(Hardingham, 1979; Roughley und Mort, 2014) zeigte an Tag 15 der Differenzierung
eine signifikant erhohte relative Genexpression in Bezug zu der Kontrollgruppe. Dies
zeigt, dass dennoch typische Proteoglykane des Knorpels zunehmend exprimiert

wurden.

In der Gesamtschau deuten die Ergebnisse auf eine Hypertrophie der zur chondrogenen
Differenzierung angeregten hMSC hin. Dieses Ergebnis ist im Vergleich zur Literatur
nicht tiberraschend. Auch bei Pellet Kulturen von hMSC wurde bspw. unter dem
Einsatz von TGF-B3 und BMP-2 zwar Kollagen Typ II verstédrkt gebildet, jedoch auch
vermehrt hypertrophische Gene exprimiert wie u. a. Kollagen Typ X und MMP-13
(Ronziere et al., 2010).

Somit spiegeln diese Ergebnisse die geschilderten Herausforderungen bei der
chondrogenen Differenzierung gut wider. Durch die Interaktionen der verschiedenen
induzierten Signalwege wurde verstdrkt RUNX2 induziert und damit einhergehend
weniger chondrogene Matrix hergestellt. Zur differenzierteren Betrachtung dieser
Ergebnisse wire die Untersuchung weiterer Gene von Interesse wie u. a. die relative
Genexpression von MMP-13, Kollagen Typ X, OC und ALP, welche weitere

Riickschliisse zulassen wiirden.

4.3 Interaktionen und Limitationen der Zellkultur im Materialkontakt

Zellkulturen stellen stets Modelle dar. In diesen Versuchen wurde, angepasst an die zur
Verfugung gestellten Materialronden, eine 48-Well-Platte gewahlt. Durch diese Wahl
hatten die Zellen einerseits wenig Material-freie Fldache zur Verfligung und andererseits
bestand noch geniigend Platz, falls sich das Material wider Erwarten ausgedehnt hitte.
Damit die Zellen moglichst viel Kontakt zu dem Material erhielten, wurde sich fiir den
Versuchsautbau des Monolayers entschieden. Die Aussaat GroBe wurde auf 20.000
Zellen festgelegt. In Vorversuchen wurde getestet, dass die erzielte RNA-Expression
bei diesen Proben fiir eine cDNA Herstellung ausreichend ist. Entsprechend der
Vorversuche wurden flir den Untersuchungszeitpunkt Tag 5 flir jede untersuchte
Gruppe zwei Wells gepoolt, um damit die RNA-Menge zu erhdhen und somit die
Reinheit der RNA zu erhohen. Idealerweise wire ein Pooling auch an den

Untersuchungszeitpunkten von Tag 10 und 15 erfolgt, bei jedoch limitierter
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Materialmenge erfolgte nur an Tag 5 fiir die RNA-Extraktion ein Pooling. Zudem
proliferieren die Zellen wihrend der Durchfiihrung einer Zellkultur, sodass Vorversuche
zeigten, dass die RNA-Menge an Tag 10 und 15 fiir real-time RT-PCR Untersuchungen
eine ausreichende Reinheit aufweist. Der Versuchszeitraum wurde auf 20 Tage
beschrinkt, weil sich im Rahmen der voranschreitenden Proliferation in Vorversuchen
insbesondere bei der Kontrolle lichtmikroskopisch zunehmend Vesikel zeigten, die auf
eine Apoptose hindeuten (Krammer, 2000). In der Literatur sind die meisten
chondrogenen Differenzierungsversuche auf eine Versuchsdauer von 14-28 Tage
begrenzt, die mittlere Versuchsdauer betrdgt 20 Tage (Barry et al., 2001; Murphy et al.,
2015; Futrega et al., 2021; WeiBenberger et al., 2023).

Die extrazelluldre Matrix von hyalinem Knorpel besteht zu 90-95 % aus Kollagen Typ
I, welches als Fibrillen mit Proteoglykanen wie Aggrecan vernetzt ist (Eyre, 2001). Mit
dieser Arbeit konnten keine vergleichbaren Verhiltnisse erzielt werden. Aufgrund von
zwei verschiedenen Peaks in den Schmelzkurven als auch durch hohe CT-Werte (> 33)
konnte keine Auswertung der real-time RT-PCR fiir COL2A1 erfolgen und somit auch
kein Verhiltnis zu Kollagen Typ I gebildet werden. Die Abbildung von zwei Peaks in
den Schmelzkurven konnte entweder durch Primerdimere, eine Verunreinigung der
Proben oder durch die Amplifikation einer nicht erwiinschten Gensequenz entstanden
sein (Pals et al., 1999). Zum Ausschluss einer Verunreinigung und der Amplifikation
einer weiteren nicht erwiinschter DNA wurde eine Elektrophorese der PCR-Produkte
von COL2A1 durchgefiihrt, um diese in Bezug auf ihre Lénge zu vergleichen. Diese
zeigte bei allen Proben auBer der Negativkontrolle Banden auf der gleichen Hohe. Bei
der Negativkontrolle bildete sich eine leichte Bande unter 50 bp ab, welche als Artefakt
durch bspw. Primerdimere gewertet wurde. Die amplifizierten Produkte haben somit
wie die Positivkontrolle beinahe identische Langen, was flir die Amplifikation der
gleichen ¢cDNA und gegen eine Verunreinigung spricht, da keine weiteren Banden
detektiert worden. Fiir eine Quantifizierung von Kollagen Typ II auf Proteinebene
wurde ein Kollagen II ELISA an Tag 20 durchgefiihrt. Dieser zeigte signifikant hohere
Kollagen Typ II Werte fur die Polymere LCM3, LCM3H und ACM im Vergleich zur
Kontrolle. Zudem waren auch die Mediane aller zur chondrogenen Differenzierung
angeregten Zellen iiber dem Wert der Positivkontolle (HEK-293) vorzufinden. HEK-
293 Zellen exprimieren viel Kollagen Typ II (Rouillard et al., 2016). Damit zeigt der
Kollagen II ELISA ein deutlich anderes Bild als die real-time RT-PCR Messung von
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Kollagen Typ II an den Versuchszeitpunkten Tag 10 und Tag 15. Die
Versuchszeitpunkte mit Tag 10 und 15 konnten als zu verfrithte Zeitpunkte angesehen
werden, um den Kollagen Typ II Gehalt mit einer PCR zu quantifizieren. Des Weiteren
konnten die zu differenzierenden Zellen hypertrophisch sein. Bei hypertrophischen
Zellen ist es bekannt, dass sie mehr RUNX2 exprimieren und weniger Kollagen Typ 11
(Chen et al., 2021). Andere Arbeitsgruppen bestimmten den Kollagen Typ Il Gehalt an
den Versuchstagen 5 , 7 und 9 (Zhou et al.,, 2015) oder an 3, 7, 14 und 21
(WeiBenberger, 2023) oder an 1, 3, 7, 14 und 21 (Futrega et al., 2021) oder 7, 14, 21
und 28 (Desancé€ et al., 2018). Bei diesen fillt auf, dass bei den meisten Arbeitsgruppen
erst ab Tag 14 siginifikant mehr Kollagen Typ II nachgewiesen werden konnte im

Vergleich zu Kontrollgruppen.

Andere Arbeitsgruppen verwenden statt Monolayer-Kulturen hédufig 3D-Kulturen, mit
welchen die extrazelluldre Matrixsynthese gesteigert werden kann (Barry et al., 2001;
Johnstone et al., 1998; Huang et al., 2021). So zeigten bspw. Caron et al. 2012, dass bei
der Redifferenzierung von hAC die Genexpression und GAG-Synthese bei 3D-Kulturen
und Monolayer-Kulturen sich signifikant voneinander unterschieden. Bei den
kultivierten Zellen im Monolayer kam es zu einer vermehrten Expression
hypertrophischer Gene wie RUNX2 und COL10A1. Die hier durchgefiihrten
Materialtestungen fanden in Wellplatten als Monolayer-Kulturen statt. Die Materialien
wurden als Ronden mit 1 mm Durchmesser und 7 mm Hohe in den Wells platziert und
hatten keine Poren, in welche die Zellen hitten einwachsen kénnen. Denkbar wiire
hochstens zu einem spiteren Zeitpunkt eine Unterstiitzung der Zellorganisation an den
Kanten der Materialien gewesen. Dies muss u. a. bei der Beurteilung des Kollagen 11
ELISA Ergebnisses und der PCR Untersuchung beriicksichtigt werden. Wird nun der
Versuchsautbau als reiner Monolayer-Versuch eingestuft, wére dies ein Grund, dass bei
einigen untersuchten Targets keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrolle und
Chondro aufraten. Zudem lieB sich auch ein signifikant hoherer Gehalt an Kollagen Typ
I bei Chondro im Vergleich zur Kontrolle an allen untersuchten Zeitpunkten feststellen.
Bei den Materialien wies ebenfalls LCM3 an allen Zeitpunkten einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle auf. ACM zeigte sowohl an Tag 5 wie Tag 10 einen
signifkanten Unterschied zur Kontrolle. Alle anderen Materialien wiesen nur an Tag 10
einen signifikanten Unterschied des Kollagen Typ | Gehalts zur Kontrolle auf. Eine
Moglichkeit, um die Kollagen Typ I Expression zu senken, stellen small interfering
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RNAs (siRNA) dar. Diese greifen in die Genregulation ein und schalten voriibergehend
die Genexpression bestimmter Gene aus (Tuschl, 2001), wodurch mit deren Einsatz ein
hoherer Gehalt extrazelluldrer Matrix, &hnlich der von hyalinem Knorpel, erreicht
werden kann. Desancé et al. verwendeten 2018 in einem Modell fur Knorpeldefekte
umbilikale Nabelschnurblut-MSC von Rennpferden (eUB-MSC). Eine 3D-Kultur von
eUCB-MSC zeigt durch die Induktion mit den chondrogenen Wachstumsfaktoren BMP-
2 und TGF-B1 ein hohes chondrogenes Differenzierungspotential mit einem
signifikanten Anstieg knorpel-spezifischer Gene sowohl auf mRNA-Level wie Kollagen
Typ Il und Aggrecan als auch auf Protein Ebene in Form von Kollagen Typ II. Die
Verwendung der Wachstumsfaktoren fiihrte auch zu einem Anstieg von Kollagen Typ I,
welcher durch die Verwendung von siRNA gegen COLIA2 erfolgreich verringert
wurde (Legendre et al., 2017; Desancé et al., 2018). Da Kollagen Typ I fiir diesen
Studienansatz als Anzeichen fiir Zellhypertrophie und zur Bewertung der
unterschiedlichen Materialvertréglichkeit genutzt werden sollte, wurde sich gegen den

Einsatz der siRNA entschieden.

Des Weiteren muss zur Bewertung der relativen Genexpression die Zellseneszenz
beachtet werden. Zellseneszenz beschreibt die Zellalterung, welche mit einer limitierten
Kapazitdt an Zellteilungen einhergeht und auch als "Hayflick Limit" bekannt ist
(Hayflick, 1984). Die hMSC von dlteren Spendern haben eine limitierte
Lebenszeitspanne, stellen in der Zellkultur ihr Wachstum frither ein und besitzen eine
geringere Differenzierungsfahigkeit (Stenderup et al., 2003). Die hier verwendeten
Zellspender waren zwischen 18 und 90 Jahre alt und die Passagen der Zellen waren
zwischen P 8 und P 11, sodass dies eine Differenzierung negativ beeinflusst haben
konnte. Uberraschenderweise erzielten in diesen Versuchen die iltesten Zellspender
(ZK 170 und ZK 168) mit 72 und 90 Lebensjahren die hochsten relativen Genex-
pressionen und zeigten dies ebenfalls in Form von Ausreilern und Maximalwerten. Die
relative Genexpression des jlingsten Zellspenders mit 18 Lebensjahren befand sich
hdufig im 1. Quartil. Bei Betrachtung der verwendeten Zellpassage haben die beiden
dltesten verwendeten Zellspender jeweils die geringsten Zellpassagen mit P 8 und P 9,
jedoch im Kontrast dazu entstammen auch die hMSC des jiingsten Zellspenders einer
neunten Passage. Somit kann der Einfluss der Zellsenesenz in dieser Versuchsreihe nur
teilweise als ersichtlicher Faktor betrachtet werden. Die Zellseneszenz bewirkt beim

erwachsenen Menschen in vivo sowohl eine langsamere Matrixkomponenten-Synthese
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durch Chondrozyten als auch eine hohere Expression von 1L-6 und IL-8, welche
wiederum eine Entstehung von Arthrose begiinstigen (Musumeci et al., 2015). Die
metabolische Aktivitdt von Chondrozyten unterliegt verschiedenen chemischen und
mechanischen Einflussfaktoren, insbesondere Wachstumsfaktoren und proin-
flammatorische Cytokine. Diese induzieren die Synthese bzw. die Degradation von
Matrixmolekiilen (Goldring et al., 2008; Fortier et al., 2011; Kapoor et al., 2011). In
einem gesunden Gelenk werden die anabolischen und katabolischen Vorgénge des
Knorpelumsatzes an die verschiedenen Belastungssituationen des Gelenks angepasst
(Falah et al., 2010). Proinflammatorische Cytokine und Chemokine fiihren im Rahmen
des komplexen Krankheitsgeschehens der Arthrose zu einem Ungleichgewicht der
Knorpelmatrixsynthese (Akkiraju et al., 2015). Es kommt zu einer hohen Ausschiittung
von IL-1f, IL-6, IL-8 und TNF-a bei einer Arthrose (Hoff et al., 2013; Kapoor et al.,
2011). So entsteht ein Ungleichgewicht zwischen der Produktion und Proteolyse
extrazelluldrer Matrixproteine, was zu einem allméhlichen Verlust des Knorpelgewebes
fiihrt. Die Versteifung der Gelenke resultiert aus dem fibrotischen und ossdren Umbau
der Defekte (Hashimoto et al., 2002; Findlay und Atkins, 2014). Die Untersuchung der
Zellkulturmedien von Tag 5 zeigte keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf den
IL-6-Gehalt zwischen den Untersuchungsgruppen. Dies deutet auf keine proin-
flammatorische Wirkung der Materialien hin und bedeutet im Rahmen von
arthrotischen Erkrankungen, dass die Zellen zumindest durch den Polymerkontakt kein
zusitzliches 1L-6 sezernieren. Zum Vergleich der Ergebnisse wurden auch die
Zellmedien von mit LPS gereizten Zellen und das Zellmedium von Morbus Sudeck
Zellen untersucht. Beide Kontrollgruppen erzielten deutlich hohere 1L-6 Werte. LPS als
Bestandteil der duBleren Membran gram-negativer Bakterien induziert die Freisetzung
von Cytokinen wie u. a. IL-6, TNF-a und IL-1p (Raetz et al., 1991; Roth, 1998). Der
Morbus Sudeck oder auch Complex Regional Pain Syndrom (CRPS) beschreibt eine
chronisch neurologische Erkrankung, welche sich nach Frakturen und Quetschungen
ausbilden kann, allerdings nicht mit der Schwere der Verletzung korreliert. Das CRPS
stellt einen Symtomkomplex aus Schmerzen, Sensibilitdtsstorungen und sowohl
motorischen als auch trophischen Storungen dar, dessen Pathomechanismus noch nicht
vollends geklért ist (Harnik et al., 2023). Insbesondere wird geforscht, ob das CRPS

durch eine Entziindungskomponente entsteht und unter Umstdnden durch einen
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Uberschuss an Cytokinen u. a. von Substanz P eine Dysregulation im Zentralen

Nervensystem verursacht wird (Clark et al., 2018).

Mit dem MTT-Assay wurde ergidnzend die metabolische Aktivitdt der Zellen
verglichen. Um die Polymergruppen mit Chondro vergleichen zu konnen, wurden
zundchst von der OD der Polymergruppen, die der zugehorigen Backround-Scaffolds
abgezogen. Dies flihrte zu einem besonderen AusreiBler bei ACMH. Dieser erhielt
dadurch bei der ZK 124 einen Wert mit negativen Vorzeichen (—0,06). Trotz dieses
Ausreillers wurde mit der Differenz die Statistik erstellt, um den Einfluss der
Materialien auf die Extinktion der Differenzierungsmedien herausrechnen zu kdnnen.
Insbesondere bei ACM und ACMH zeigte sich eine Verfirbung der Materialien durch
die MTT-Behandlung. Zudem lieBen sich bereits ab Tag 5 der Versuche kleine
Materialpartikel im Well erkennen, sodass die Differenzbildung mit den
Backgroundscaffolds eine Moglichkeit darstellte, um die metabolische Aktivitdt der
Zellen und nicht die erhohte Extinktion durch u a. Materialpartikel miteinander zu
vergleichen. Im Vergleich zu Chondro, LCM3 und LCM3H lieBen sich bei ACM und
ACMH signifikant weniger Farbstoff im Spektrometer messen. Das bedeutet, dass die
Zellen weniger metabolisch aktiv sind. Auf eine Korrelation der Extinktionswerte mit
einer Zellzahl und somit einer moglichen Zellvitalitdt wurde in dieser Arbeit verzichtet.
Die Erstellung einer Standardgeraden war aufgrund der nicht quantifizierbaren
Proliferation und durch die verschiedene Effizienz bei dem Umsatz des MTTs zu

Formazan von den unterschiedlichen ZKs nicht méglich.

4.4 FEinfluss der Polymere und der Heparinbeschichtung auf die

Genexpression

Scaffolds als angewandte 3D-Modelle fithren sowohl in vitro als auch in vivo zu einer
gesteigerten Matrixsynthese (Mirzaei et al., 2017; Sathy et al., 2019; Huang et al., 2021)
und somit zu einer verbesserten chondrogenen Differenzierung. So werden Scaffolds
auch zur Heilung von osteochondralen Defekten genutzt (Hutmacher, 2000). Wie auch
bei anderen knorpelregenerativen Verfahren zeigen diese inbesondere bei der Therapie
von Osteoarthrosegraden 2—4 minderwertige Langzeitergebnisse (D’Ambrosi et al.,

2019; Melton et al., 2010). Einen Grund konnte die verhdltnisméBig schnelle
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Resorptionszeit der bisher verwendeten und zugelassenen Materialien auf Kollagen-
und Hyaluronbasis darstellen (Niu et al., 2023), da bei einer Arthrose aufgrund der
gestorten Homoostase katabole Stoffwechselvorgénge iiberwiegen (Akkiraju et al.,
2105) und somit der Heilungsprozess mehr Zeit erfordert. Synthetisierte Polymere
haben das Potential, die ndtige Stabilitdt zu bieten, um die wirkenden Krifte im Gelenk
wieder besser zu verteilen und die nétige Zeit fiir eine Bildung qualitativ neuen
Gewebes bis zur Resorption der Scaffolds zur Verfligung zu stellen (Huang et al.,
2004). Mit der Etablierung der Zwei-Photonen-Lithographie ist eine Herstellung von
synthetisierten Scaffolds als hochprézise 3D-Mikrostrukturen moglich geworden
(Maruo et al., 1997; El-Tamer et al., 2017), sodass die Architektur der Scaffolds besser
angepasst werden kann. Vor diesem Hintergrund wurden zwei verschiedene Polymere

LCM3 und ACM in vitro untersucht.

Da Zellen hédufig weniger an synthetisierten Polymeren als an natiirlichen Polymeren
haften, weil sie weniger Zelladhdsionssequenzen besitzen (Niu et al., 2023), konnen
synthetisierte Polymere durch Beschichtungen optimiert werden. Die hier untersuchten
Materialien konnten zunéchst als AMIC eingesetzt werden. Im Zuge des Débridement
von Knochen-Knorpeldefekten wird dabei Blut in die Defekte eingespiilt (Walther et al.,
2012). Somit soll eine Heparinbeschichtung neben besseren Zelladhésionssequenzen
auch eine Hamostase bei Blutkontakt hemmen (Hauptmann et al., 2022). Daher
erfolgten die Versuche ebenfalls an den Polymeren mit Heparinbeschichtung (LCM3H,
ACMH).

Bei den frithen chondrogenen Differenzierungsmarkern zeigte Chondro eine signifikant
hohere relative Genexpression als ACMH auf. Bei SOX9 wiesen wie Chondro, LCM3
und LCM3H eine signifikant hohere relative Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
auf. Chondro zeigte jedoch zu allen vier Materialien eine signifikant hohere relative
Genexpression auf. Dies spricht fur eine geringere Induktion der frithen chondrogenen
Differenzierung bei den Zellen mit Materialkontakt im Vergleich zu Chondro. Im reinen
Vergleich der Materialien untereinander konnten keine signifikanten Unterschiede bei
den frithen chondrogenen Differenzierungsmarkern festgestellt werden. Die Mediane
von LCM3 und LCM3H lagen iiber denen von ACM und ACMH bei SOX9. Bei
TRPV4 ist der Median von ACM zwar iiber LCM3 und LCM3H, aber der Median von
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ACMH befindet sich erneut am niedrigsten. Die Polymere ohne Beschichtung erzielten

hohere Mediane als ihre mit Heparin-beschichteten Gegenstiicke.

Diese bereits angedeuteten Unterschiede zwischen den Materialien zu ihren Heparin-
beschichteten Gegenstiicken waren auch von Hauptmann et al., 2022 festzustellen,
welche die Proliferation von hMSC auf ACM und ACMH nach 72 h verglichen. Dabei
zeigte sich eine bessere Zellproliferation und Zelladhdsion an ACM im Vergleich zum
Heparin-beschichteten Gegenstiick. Neben dem Einfluss auf das Gerinnungssystem hat
Heparin auch Effekte auf den Knochen-Knorpelstoffwechsel. Durch eine
Langzeittherapie mit Heparin kann Osteoporose ausgelost werden (Mazziotti et al.,
2010). Das Glykosaminoglykan Heparin bietet einige Bindungsstellen Afiir
Wachstumsfaktoren des Knochen-Knorpel-Stoffwechsels. Fiir Wachstumsfaktoren, wie
u.a. TGF-B1, GDF-5 und BMP-2 wurde nachgewiesen, dass diese verstiarkt an Heparin
binden (Murali et al., 2013; Lee et al., 2015; Ayerst et al., 2017). Dabei deuten in vitro
und in vivo Experimente auf verschiedene Konsequenzen einhergehend mit solchen
Bindungen hin. Lee et al. untersuchten 2015 den Effekt von Heparin auf die
chondrogene Differenzierung von hMSC induziert durch TGF-B81 anhand von der
Phosphorylisation von SMAD-2 und SMAD-3. Sie konnten nachweisen, dass in
Anwesenheit von Heparin die Phosphorylisation von SMAD-2 steigert. Dies deutet auf
eine verbesserte Wirkung des Wachstumsfaktors durch Heparin hin. Im Gegensatz dazu
stellten Ayerst et al. 2017 eine deutliche Hemmung durch Heparin bei der durch den
Wachstumsfaktor GDF-5 induzierten chondrogenen Differenzierung fest bei sowohl der
Differenzierung von hMSC als kultivierte Pelletkulturen als auch bei der Zelllinie
ATDCS5. Im Tissue Engineering wird die Bindungsaffinitit von Heparin zu
Wachstumsfaktoren wie TGF-B1 genutzt, um eine stetige Freisetzung des
Wachstumsfaktors zu erreichen, da hohe Dosen von TGF-B1 Entziindungen fordern,
anstatt eine chondrogene Differenzierung anzuregen (Levinson et al, 2019). Auch
Muarli et al. nutzten 2013 erfolgreich die Bindung von BMP-2 an Heparansulfat, um
dadurch die Bioaktivitdt und Halbwertszeit des Wachstumsfaktors zu erhohen und
damit knocherne Defekte bei Kaninchen zu therapieren. Eine Bindung der
chondrogenen Differenzierung induzierenden Wachstumsfaktoren an Heparin konnte
einen moglichen Faktor darstellen, weshalb in diesem Rahmen die Zellen an den
Materialien mit Heparinbeschichtung sich schlechter differenzierten als ihre
Gegenstiicke ohne Beschichtung. Da die Menge der Wachstumsfaktoren anhand von
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bestehender Literatur kalkuliert wurde, traten die geschilderten Vorteile von
Heparinbeschichtungen bei Wachstumsfaktoren beladenen Scaffolds in diesem Rahmen
nicht in Erscheinung, sondern bewirkten stattdessen das Gegenteil. Mirzaei et al.
untersuchten 2017 den Effekt von elektrogesponnenen Scaffolds auf Poly L-Laktatséure
(Poly (L-lactide) acid, PLLA) und PEG Basis mit bzw. ohne eine Beschichtung mit
Glukosamin auf die chondrogene Differenzierungsfihigkeit von MSC. Dabei nahmen
neben der Beschichtung mit Glukosamin, insbesondere das Molekularegewicht der
Scaffolds und die Steitheit der Materialien einen Einfluss auf die Zelladhdsion und die
chondrogene Genexpression. Ein MTT-Assay wurde an den Tagen 1-4 durchgefiihrt.
Dieser zeigte eine Zunahme der metabolischen Aktivitdt von Tag 1-4 bei allen
untersuchten Gruppen. An Tag 4 zeigten schlieBlich die Zellen auf allen Materialien
signifikant hohere metabolische Aktivitét als die Kontrollzellen ohne Materialkontakt.
Neben weiteren Untersuchungen benutzten sie ebenfalls die real-time RT-PCR
allerdings an den Tagen 7 und 14. Neben signifikant hoherer SOX-9 Genexpression bei
den hochmolekularen Scaffolds und jenem hochmolekularen Scaffold mit Glukosamin
im Vergleich zu der Kontrollgruppe an den Tagen 7 und 14, wiesen sie auch fiir
Kollagen Typ Il an den Tagen 7 und 14 fur die hochmolekularen Scaffolds mit
Glukosamin die hochste Kollagen Typ II Expression nach. Sie detektierten im
Vergleich zur relativen Genexpression von Kollagen Typ II auch eine hohe relative
Genexpressionen von Kollagen Typ I. Dabei exprimierten die Materialien mit
Glukosamin weniger Kollagen Typ I, sodass sich im Gesamten betrachtet die
Beschichtung mit Glukosamin positiv auf das Differenzierungsverhalten ausgewirkt hat.
Im Vergleich zu einer Beschichtung der Scaffolds mit Glukosamin zeigen die hier
erzielten Ergebnisse keinen Vorteil der Materialien bei einer zusétzlichen Heparin-

beschichtung.

Dass Heparin im Allgemeinen einen Einfluss auf die Genexpression ausiibt, zeigten
auch Pot et al. 2017. Diese verglichen die chondrogene Differenzierung von
C3H10T1/2 Zellen durch den Wachstumsfaktor BMP-2 auf Kollagen Scaffolds, welche
eine bzw. keine Heparinbeschichtung hatten. Dabei bildeten die Zellen an den Scaffolds
mit Heparin mehr Chondotinsulfat und weniger Kollagen Typ II im Vergleich zu den

Zellen an den Scaffolds ohne Heparin.
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Bei den Genen, welche fiir typische Proteoglykane der chondrogenen Matrix
exprimieren, konnten weder bei HAPLN1 noch bei ACAN signifikante Unterschiede
festgestellt werden. Bei ACAN hat zwar die relative Genexpression von LCM3 und
LCM3H von Tag 10 zu Tag 15 zugenommen, hingegen konnte unter den Gruppen kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die Mediane von LCM3 und LCM3H
befanden sich erneut tiber denen von ACM und ACMH. Bei HAPLNI1 waren alle vier
Materialien @hnlich verteilt und die Mediane lagen sehr nah beieinander, ebenso wie
erzielte Extremwerte. Daflir konnten bei Genen, welche fur eine Hypertrophie der
Zellen sprechen, diverse signifikante Unterschiede festgestellt werden. Am
Untersuchungszeitpunkt Tag 10 der Differenzierung exprimierten sowohl die Zellen an
Chondro wie auch LCM3 und LCM3H relativ mehr RUNX2 als die Zellen der
Kontrolle. Es muss aber erneut darauf hingewiesen werden, dass Chondro auch an den
Untersuchungszeitpunkten Tag 5 und Tag 15 signifikante Unterschiede zu der Kontrolle
zeigte. Unter diesem Aspekt muss iiberlegt werden, ob die fehlenden signifikanten
Unterschiede von den Polymeren ACM und ACMH zur Kontrolle als positiv zu werten
sind. Der fehlende signifikante Unterschied zwischen diesen Materialien und der
Kontrolle kann entweder aus protektiven Eigenschaften vor Hypertrophie, von den
Materialien resultieren oder in der Gesamtschau wahrscheinlicher als eine verminderte
Zelldifferenzierung der Zellen an ACM und ACMH gedeutet werden. Die verstirkte
Genexpression hypertrophischer Gene an LCM3 ist durch den Vergleich zwischen der
Kontrolle und Chondro dem Differenzierungsmedium zu Last zu legen, welches zu
einer allgemeinen verstirkten Genexpression fiihrte. Bei Kollagen Typ 1 zeigte LCM3
genau wie Chondro signifikante Unterschiede in der relativen Genexpression im
Vergleich zur Kontrolle an allen drei Untersuchungszeitpunkten. ACM hatte an den
Untersuchungszeitpunkten Tag 5 und 10 ebenfalls eine signifikant hohere relative
Genexpression als die Kontrolle. Die anderen beiden Materialien, LCM3H und ACMH,
zeigten nur an Tag 10 signifikante Unterschiede zur Kontrolle. Da die real-time RT-
PCR Untersuchung von COL2A1 nicht verwertbar war, fehlt an dieser Stelle das fiir die
Beurteilung wichtige Verhéltnis zwischen Kollagen Typ I und II. Im Allgemeinen sieht
man unabhéngig vom Verhiltnis auch bspw. bei Mirzaei et al. (2017) die meiste relative
Genexpression von Kollagen Typ I bei dem insgesamt am besten abgeschnittenen

Material.
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Mit einer hohen Expression chondrogener Gene werden hdufig auch verstirkt
hypertrophische Gene nachgewiesen (Ronziere et al., 2010; Legendre et al., 2017),
sodass deren vermehrte Expression mehr auf eine verstiarkte Induktion der Zellen
hinweist. Daher wird die vermehrte Expression hypertrophischer Gene dem
Differenzierungsprotokoll zur Last gelegt. Die signifikant hohere Expression von
Kollagen Typ I und RUNX2 zeigt zumindest eine stirkere Induktion der Zellen, anstatt
dass diese durch die Materialien in ihrem Differenzierungsverhalten gehemmt werden.
Fiir eine solche Auslegung der Ergebnisse der hypertrophischen Gene spricht auch das
Ergebnis des MTT-Assays von Tag 5. Dieser wies sowohl fiir ACM als auch fiir ACMH
eine verminderte metabolische Aktivitdt im Vergleich zu Chondro, LCM3 und LCM3H
nach. Dies konnte eine verminderte Differenzierung der Zellen im Kontakt zu ACM und
ACMH untermauern. So ging auch bei Mirzaei et al. 2017 eine hohe metabolische

Aktivitdt im MTT-Assay mit einer vermehrten relativen Genexpression einher.

An Tag 5 konnte kein erhShter Gehalt an IL-6 nachgewiesen werden. Als
proinflammatorisches Cytokin hétte dies eine Erkldrung fir die verminderte

metabolische Aktivitit liefern konnen (Ryu et al., 2011).

Die bereits an Tag 5 signifikant geringere metabolische Aktivitdit von ACMH zeigte
sich auch bei dem Kollagen Typ Il ELISA an Tag 20. ACMH erzielte signifikant
weniger Kollagen Typ II als LCM3H. Wéhrenddessen hatten die Zellen von LCM3,
LCM3H und ACM signifikant hoheren Gehalt an Kollagen Typ II als Chondro. Damit
scheinen die Zellen an den Materialien zumindest in Bezug auf die extrazellulédre
Matrixsynthese ein besseres Differenzierungsverhalten schlussendlich aufzuzeigen als
Chondro. Dies weist darauf hin, dass in der spéteren chondrogenen Differenzierung die

Materialien einen positiven Einfluss auf die Differenzierung ausgeiibt haben.

Eine Erklarung konnte sich aus den Ergebnissen von Zhang et al. (2016) ableiten,
welche die Auswirkungen von Laktat auf humane Chondrozyten bei der Degeneration
zweier verschiedener Polymermaterialien auf Laktatbasis, PLGA (Polylactid-co-
Glycolid) und PLLA, untersuchten. Sie zeigten, dass ein saurer pH-Wert bei der
Degeneration der Materialien zu einer verminderten extrazelluldren Matrixsynthese und
Proliferation der Chondrozyten fiihrt. Zudem konnten sie auch darstellen, dass dies
dosis- und zeitabhédngig ist, da Laktat auch einen gegenteiligen Effekt durch die
Induktion von HIF-la innehat. Laktat fordert die Expression von HIF-la und filihrt
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sowohl bei gesunden wie auch bei arthrotischen Chondrozyten zu einer gesteigerten
Synthese von COL2A1, ACAN und SOX9 und gleichzeitig zu einer Inhibition der
Expression von Proteasen. Diese Ergebnisse unterstreichen erneut die bedeutungsvolle
Eigenschaft von synthetisierten Polymeren, dass deren Degeneration zeitlich einstellbar
ist (Huang et al., 2004) und verwendete Materialien als solche positiven Einfluss auf die
chondrale Defektdeckung nehmen koénnen. So wire es denkbar, dass LCM einen

besseren Einfluss auf die chondrogene Differenzierung ausiibte als ACM.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Zellen an LCM3 und LCM3H ein
ghnliches Differenzierungsverhalten aufwiesen wie die Zellen in Differenzierungs-
medium ohne Materialkontakt. Im direkten Vergleich von den Materialien mit und ohne
Heparinbeschichtung schnitten die Materialien ohne Heparinbeschichtung besser ab.
Die Ergebnisse des IL-6 ELISAS deuten auf keine proinflammatorische Wirkung der
Materialien hin. Insbesondere durch die bessere metabolische Aktivitdt im MTT-Assay
und auch den Nachweis einer signifikanten frithen chondrogenen Differenzierung wird
im Vergleich der vier Materialgruppen, LCM3 als das Material angesehen, welches eine

chondrogene Differenzierung in diesem Versuchsrahmen am besten unterstiitzt hat.

4.5 Ausblick

Weiterfiihrende Genexpressions-Untersuchungen u. a. von OC, ALP, MMP-13 und
Kollagen Typ X wiirden eine genauere Auswertung der Ergebnisse in Bezug auf Zell-
hypertrophie und eine mogliche enchondrale Ossifikation ermdglichen. Ein zusétzlicher
Kollagen Typ I ELISA wiirde die Moglichkeit bieten, die Kollagen Typ I und II
Synthese zueinander ins Verhiltnis zu setzen und somit noch besser mit bereits
bestehenden Arbeiten zu vergleichen. Ein Vitalitdtsassay oder eine Trypanblau-Féarbung
konnten Aufschliisse geben, ob die geringere metabolische Aktivitét der Zellen an ACM
und ACMH auch einer geringeren Proliferation oder Vitalitdt geschuldet war. Zudem
konnte die Messung des Gehalts an HIF-1a kldren, ob LCM durch dessen vermehrte
Expression bessere Ergebnisse zeigte. Auch wiére eine Messung von SMAD-2 und
SMAD-3 von Interesse, um insbesondere die Effekte der Heparinbeschichtung in
diesem Versuchssetting besser einzuordnen. All diese zusitzlichen Untersuchungs-

moglichkeiten entspringen einem stetig wachsenden Verstdndnis biochemischer
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Prozesse wihrend Zelldifferenzierungen und pathophysiologischen Prozessen. Womit
sich zunehmende Chancen, bieten Wachstumsfaktoren und dergleichen umsichtig
einzusetzen und sinnvoll miteinander zu kombinieren. So bietet der Einsatz von DMOG
auch in vivo zukiinftig spannende Moglichkeiten, jedoch wéren genauere Unter-
suchungen auf die Auswirkungen auf die Prolyl-4-Hydroxylase sinnvoll. Auch wenn in
dieser Studie auf den Einsatz von si-RNA verzichtet wurde, bietet diese spannende und
vielfdltige Moglichkeiten. Die chondrogene Differenzierung der hMSC in Scaffolds als
angewandte 3D-Kulturen mit geeigneter PorengréBe, ebenso wie eine Kultivierung als
Pellet-Kultur konnten noch differenziertere Ergebnisse im Vergleich zu dem hier
verwendeten Versuchsaufbau liefern. Des Weiteren wéren zum einen eine erneute
Untersuchung in vitro bei Einsetzen der Degeneration von Interesse und zum anderen
eine Langzeituntersuchung in vivo von Interesse, um die Zusammensetzung der Matrix
bei und nach Einsetzen der Degradation der Materialien zu untersuchen. In der Zukunft
konnten die hier vorgestellten Materialien in der Klinik die Basis zur Deckung
tiefreichender osteochondraler Defekte bilden. Im Rahmen des Tissue Engineering
konnte dieser kurative Ansatz durch den Einsatz von Wachstumsfaktoren oder pat-

ienteneigenen Zellen erweitert und personalisiert werden.
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5 Zusammenfassung

Als avaskuldres Gewebe besitzt hyaliner Knorpel nur ein geringes Regenerations-
potential. Chondrale Defekte werden mit dem widerstandsfihigeren, gleichzeitig
weniger elastischen und somit auch weniger stoBddmpfenden Faserknorpel ersetzt,
sodass sich Defekte immer tiefer fortpflanzen. Trotz vielfdltiger Therapieansitze stellen
osteochondrale Defekte weiterhin eine groBe Herausforderung im klinischen Alltag dar.
Arthrose als héaufigste degenerative Gelenkerkrankung nimmt weltweit durch eine
steigende Lebenserwartung drastisch zu. In diessm BMBF-Projekt wurden Implantate
aus synthetisierten Polymeren entwickelt, welche entweder iiber Laktat (Poly-(D,L)-
Laktid-e-Caprolacton, LCM3) oder tiber Aminosduren (Polyamid-g-Caprolacton, ACM)
degradieren. Zusidtzlich wurden die Scaffolds mit einer gerinnungshemmenden
Heparinbeschichtung (LCM3H, ACMH) hergestellt. Mit dieser in vitro Studie wurde
die chondrogene Differenzierung humaner meschenymaler Stammzellen (hMSC) an
den unterschiedlichen Polymeren untereinander und mit einer Kontrolle in
chondrogenem Differenzierungsmedium (Chondro), sowie hMSC in Kontrollmedium
(Kontrolle) verglichen, um eine Empfehlung fiir den Einsatz in einem biphasischen

Scaffold fiir den chondrogenen Anteil zu geben.

Die Polymere wurden dafiir in Ronden mit einer Hohe von 1 mm und einem
Durchmesser von 7 mm gegossen. Im Rahmen einer endoprothetischen Huftgelenks-
Versorgung ménnlicher Patienten (n = 6) wurde aus dem nicht mehr benétigten
Knochengewebe der Hiiftkopfe hMSC isoliert. Es folgte die chondrogene
Differenzierung der hMSC unter Verwendung der Wachstumsfaktoren TGF-81, BMP-2
und durch den voriibergehenden Einsatz von DMOG an den Ronden jeweils mit und
ohne Heparinbeschichtung. An den Versuchstagen 5, 10 und 15 wurde die Expression
ausgewdhlter chondrogener Differenzierungsmarker durch real-time RT-PCR bestimmt.
Zudem wurde an Tag 5 ein MTT-Assay durchgefiihrt und die Zellkulturiiberstinde von
Tag 5 in einem IL-6 ELISA verwendet. An Tag 20 wurden Zellen fiir einen Kollagen 1
ELISA geerntet. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test unter
Verwendung von SPSS.

TRPV4 als frither chondrogener Marker zeigte in der relativen Genexpression fiir das
Material ACMH eine signifikante Reduktion im Vergleich zu Chondro (p = 0,037). Die

mRNA-Expression des friihen chondrogenen Differenzierungsmarkers SOX9 war
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signifikant hoher an den Scaffolds aus LCM3 (p = 0,029) und LCM3H (p = 0,031) im
Vergleich zu den Zellen im Kontrollmedium. Bei den spiteren Differenzierungsmarkern
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Materialien nachgewiesen
werden. Der IL-6-Gehalt des Zellmediumsiiberstandes war an keinem der Materialien
signifikant erhoht. Die metabolische Aktivitdt der Zellen an LCM3 und LCM3H erwies
sich als signifikant hoher als derer an ACM und ACMH. Im Kollagen I ELISA wurde
signifikant mehr Kollagen Typ II in den Zellen an LCM3, LCM3H und ACM im
Vergleich zu Chondro festgestellt (p < 0,05).

In der Zusammenschau der Ergebnisse zeigen die Zellen an den Polymeren aus LCM3
ein besseres Differenzierungsverhalten und metabolische Aktivitdt als die Zellen an
ACM, wobei der Kontakt zu keinem der Materialien zu einer vermehrten Expression
proinflammatorischen IL-6 fiihrte. Auf Proteinebene scheinen sich die Zellen besser an
den Materialien differenziert zu haben als sogar in der chondrogenen Diff-
erenzierungsgruppe ohne Materialkontakt. Bei beiden Materialien erwies sich eine
zusitzliche Heparinbeschichtung als nachteilig. Ob durch einen gewebeschonenderen
Abbau von ACM ein spiterer Vorteil entsteht, miissen nun Langzeituntersuchungen

nachgehen.
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6 Summary

Hyaline cartilage as an avaskular tissue has a small amount of regeneration potential.
Chondral defects are getting replaced with more resilent and also less elastic and less
shock absorbing fibrocartilage. Therefore new defects are formed, which are reaching
progressivly deeper. Despite many different therapeutic approaches osteochondral
defects are still a great challenge in clinical practice. The number of osteoarthrosis as a
degenerative arthropathy increases dramatically worldwide due to an aging population.
In this BMBF-project were designed implants out of synthetic polymers, which degrade
into lactate (Poly-(D,L)-Laktid-e-Caprolacton, LCM3) or into aminoacids (Polyamid-¢-
Caprolacton, ACM). Additionally, the implants were produced with an anticoagulant
heparin layer (LCM3H, ACMH). With this in vitro study the chondrogenic
differentiation of human mesenchymal stem cells (hMSC) in contact to the different
polymers were compared among each other and in comparison with a control group
with chondrogenic differentiation medium (Chondro) and with hMSC in control
medium (Kontrolle) to give a recommendation to use one of them in a biphasic scaffold

as the chondrogenic part.

The polymers were formed to scaffolds with a height of 1 mm and a diameter of 7 mm.
In the context of endoprosthetic hip surgery on male patients (n = 6) hMSC were
isolated from the no longer requiered bone tissue of the head of femur. In the following
the hMSC were chondrogenic differentiated using growth factors TGF-B81 and BMP-2
and temporary using DMOG in contact to the scaffolds with and without heparin
coating. On days 5, 10 and 15 of cultivating the expression of selected chondrogenic
differentiation markers were determined. Additionally, on day 5 of culture a MTT-assay
was done and the cell culture supernatants were used for an IL-6 ELISA. On day 20 of
culture the cells were harvested for a collagen II ELISA. The statistical analysis was

performed using the Kruskal-Wallis H test and SPSS statistics.

TRPV4 as an early chondrogenic gene showed for the material ACMH a significant
reduction in relative genexpression in comparison to Chondro (p = 0,037). The mRNA-
expression of the early chondrogenic differentiation marker SOX9 was significant
higher at the scaffolds made out of LCM3 (p = 0,029) und LCM3H (p = 0,031) in
comparsion to the cells in control medium. The later chondrogenic differnetiation

markers showed no significant differences between the materials. The IL-6 content of
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the cell culture supernatants was not significantly increased at any material. The
metabolic activity was significant higher in the cells of LCM3 and LCM3H in
comparsion to ACM and ACMH. The cells at the polymers LCM3, LCM3H and ACM

produced siginificant more collagen II in comparision to Chondro (p < 0,05).

In summary, the cells in contact to the polymers made out of LCM3 showed a better
chondrogenic differentiation and metabolic activity as the cells in contact to ACM,
though the contact to none of the materials induced an increased expression of
proinflammatory IL-6. On protein level the cells in contact to the materials seemed to
differentiate even better than the cells in chondrogenic medium without material
contact. For both materials an additional heparin layer proved to be disadvantageous.
Whether a tissue-friendly degradation of ACM might be beneficial later, needs to be

further investigated through long-term examinations.
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