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Kapitel 1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der hyaline Knorpel

Aus entwicklungsbiologischer Sicht stammt Knorpelgewebe aus dem Mesenchym.
Dementsprechend differenzieren die fiir den Knorpel spezifischen Zellen, die
Chondrozyten, aus mesenchymalen Stammzellen (Flik et al. 2007). Das
hochspezialisierte Knorpelgewebe, das im Allgemeinen nur aus einem Zelltyp
(Chondrozyt) und aus extrazelluldrer Matrix (ECM) besteht, ist avaskuldr, alymphatisch
und nicht innerviert. Normalerweise ist Knorpel von einer schiitzenden, erndhrenden und
regenerativen Knorpelhaut (Perichondrium) umgeben. Das Perichondrium, auch
Knorpelhaut genannt, enthdlt im Gegensatz zum Knorpelgewebe viele GefaBle und
Nervenfasern.

Basierend auf histologische, biochemische und biomechanische Eigenschaften
kann man drei Arten von Knorpelgewebe unterscheiden: den Faserknorpel, den

elastischen und den hyalinen Knorpel (Abb. 1.1.; Eikenberry und Bruckner 1999).

Abb. 1. 1 Das histologische Bild der drei Arten von Knorpelgewebe. A, der Faserknorpel
(eigene Aufnahme) B, der elastische Knorpel (www.biology.ucf.edu) C, der hyaline Knorpel
(eigene Aufnahme)

Faserknorpel, der auch als Bindegewebsknorpel bezeichnet wird und der z.B. in den
Bandscheiben oder im Meniskus vorzufinden ist, besteht aus sehr wenigen Zellen und

sehr viel ECM. Neben dem knorpeltypischen Kollagen II verfiigt Faserknorpel
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hauptsichlich tiber Kollagen I und besitzt kein Perichondrium. Dieser Typ des Knorpels
ist in der Lage hohe Scherkrifte auszuhalten. Dagegen ist der elastische Knorpel, der
beispielsweise in der Ohrmuschel, in den Bronchien und im Kehldeckel vorkommt, sehr
zellreich und von einem Perichondrium umbhiillt. Seine ECM enthélt neben Kollagen
auch Fibrillin, assoziiert mit Elastin. Diese Komponenten verleihen dem elastischen
Knorpel seine hohe Biege- und Druckelastizitidt. Der dritte Knorpeltyp, der hyaline,
besitzt kein Perichondrium, hat die hochste Druckelastizitdt und ist daher hauptsédchlich
auf stark druckbelasteten Stellen des Korpers zu finden wie auf den Gelenkflidchen, aber
auch in der Luftrohre oder im Nasenknorpel. Der hyaline Knorpel besteht hauptsachlich
aus Chondrozyten (1-5 % des Knorpel-Gesamtvolumens) und aus der von ihnen
gebildeten ECM (95-99 % des Knorpel-Gesamtvolumens) (Eikenberry und Bruckner,
1999; Flik et al.,, 2007). Die Chondrozyten sind je nach Entfernung von der
Knorpeloberfliche verschieden angeordnet und synthetisieren die unterschiedlichen
Molekiille der ECM in verschiedenen Anteilen (s. Abschnitt 1.1.2.). Neben den
Chondrozyten wurden aber auch andere Zellen, mesenchymale Progenitorzellen im
gesunden und arthritischen Knorpel nachgewiesen (Dowthwaite und Archer et al., 2004;
Grogan und Lotz et al., 2009).

1.1.1. Molekularer Aufbau und Anatomie

Die ECM des hyalinen Knorpels besteht hauptsédchlich aus Kollagen. Den verbleibenden
Teil der ECM machen Proteoglykane aus (Abb. 1.2.).

Kollagene

Grundsétzlich haben alle Kollagene einen charakteristischen Aufbau: aus drei left handed
Polypeptidketten (a-Ketten), die eine right handed Tripelhelix bilden. Jede
Polypeptidkette besitzt eine spezifische Tripeptidsequenz (Glycin-X-Y)n, wobei X und Y
meistens fiir Prolin und Lysin bzw. deren modifizierte Formen, Hydroxyprolin und
Hydroxylysin stehen.

Die einzelnen Pro-o-Ketten des Kollagens werden am rauen endoplasmatischen

Retikulum (rER) gebildet und in das Lumen des rER transportiert, wo die
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Hydroxylierung einzelner Prolin- und Lysinreste bzw. die Glykosylierung mancher
Lysinreste erfolgt. Zwischen den C-Terminalen Propeptiden entstehen im néchsten

Schritt Disulfidbriicken, wodurch die Tripelhelixbildung eingeleitet wird.

Hyaluronsaure

Aggrecan

Fibronectin

%r Integrin

&
Decorin W
Kollagen IX ﬁ%\:\ﬁ M‘ Fibromodulin

Abb. 1. 2. Vereinfachte Darstellung der wichtigsten ECM-Molekiile im Knorpel-
gewebe (modifiziert nach Chen und Tuan et al. 2006)

Kollagen Il

Das so entstandene Prokollagenmolekiil wird anschlieend in sekretorischen Vesikeln
des Golgi-Apparats auf die Zelloberfldche transportiert und durch Exozytose freigesetzt.
Nach der Freisetzung werden die Propeptide mittels Peptidasen abgespalten. Die so
entstandenen, fertigen Kollagenmolekiile lagern sich in der Folge spontan zu
Kollagenfibrillen zusammen. SchlieBlich fiihren kovalente Quervernetzungen zwischen
den Hydroxylysinresten zur Ausbildung von Kollagenfasern (Abb. 1.3.; Alberts et al.
2007). Trotz des gleichen molekularen Aufbaus unterscheiden sich die verschiedenen
Kollagentypen deutlich in Struktur und Funktion. Strukturell teilt man Kollagene in zwei
Hauptgruppen ein: fibrilldre und nichtfibrillire Kollagene. Die fibrilldren Kollagene sind
in der Lage, wie der Name schon andeutet, stabile Fibrillen zu bilden und machen ca.
90% aller Kollagene aus (van der Mark, 1999). Zu dieser Gruppe gehoren die Kollagene
I, 11, 111, V, XI, XXIV, XXVII (Heino, 2007). Charakteristisch fiir fibrillare Kollagene ist
das Bandenmuster mit der Periodizitit von 65 zu 67 nm (D-Periode) ab einer

Fibrillendicke von 50 nm (van der Mark, 1999). Die nichtfibrilldren Kollagene werden in
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verschiedene Untergruppen eingeteilt. Die grofite Untergruppe bilden die sogenannten
fibril-associated collagens with interrupted triple helices (FACIT), die selbst keine
Fibrillen bilden konnen. FACIT-Kollagene binden an die Oberfliche von fibrilliren
Kollagenen und fungieren dadurch als Vermittler zwischen Knorpelfibrillen und anderen
Matrixmolekiilen (Heino, 2007). Zu den FACIT-Kollagenen gehdren Kollagen IX, XII,
X1V, XVI, XIX, XX, XXI, XXII und XXVI (Myllyharju et al., 2004). Ebenfalls in der
Gruppe der nichtfibrilliren Kollagenen findet man nach Heino (2007) Kollagene, die
hexagonale Strukturen bilden (Kollagene VIII und X), die in der Basalmembran zu
finden sind (Kollagen IV), die perlenschnurartige Filamente bilden (Kollagen VI), die als
Verankerungsfibrillen fungieren (Kollagen VII), die Transmembrankollagene (Kollagene
XII, XVII, XXII und XXV) und die sogenannten Multiplexine (Kollagene XV und
XVII).

Kollagenfaser

Propeptid

_*. 0 ITq' -
0.5-3 um (LU )

Or—U 1 )
1 ~NDNNNNND
9 \

"

—— O

3 pro-u-Ketten
I

__/-"/\ rER/Golgi

. _~ sekretorische Vesikel

o
o )
" Plasmamembran

Kollagenmolekil >

~ Kollagenfibrille

g

Abb. 1. 3 Schematische Darstellung der Kollagensynthese A, Die einzelnen Schritte der
Kollagensynthese: 1: Synthese der Pro-a-Kette, 2: Hydroxylierung von Prolin- und Lysinresten 3:
Glykosylierung von Lysinresten 4: Tripelhelixbildung 5: Transport des Prokollagenmolekiils in
sekretorischen Vesikeln 6: Exozytose 7: Propeptidabspaltung 8: spontane Zusammenlagerung zu
Kollagenfibrillen 9: Ausbildung von Kollagenfasern B, Transmissionselektronenmikroskopische
Aufnahme des typischen Bandenmusters der fibrildren Kollagene. (nach Alberts et al. 2007)

Prokollagen
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60% der ECM-Trockenmasse des Knorpels bestehen aus verschiedenen Kollagenen, die
in den einzelnen Zonen des Knorpels in ungefdhr gleicher Konzentration vorzufinden
sind. Den groBten Anteil macht Kollagen Typ II aus (90-95% des Gesamtkollagens), das
mit Typ IX und XI Kollagen (5-10% des Gesamtkollagens) eine heterofibrilldre Struktur
und das typische quergestreifte Muster bildet (van der Mark, 1999; Flik et al., 2007).

Proteoglykane

Neben den Kollagenen bilden die Proteoglykane einen groBen Anteil der ECM des
Knorpels. Zu ihnen gehoren die groBen Proteoglycane (Aggrecan), die kleinen
leucinreichen Proteoglycane oder SLRPs (Decorin, Biglycan) und andere adhisive
Proteoglycane (Fibronectin, Tenascin, Matriline, cartilage oligometric protein oder kurz
COMP) (Eikenberry und Bruckner 1999). Das wichtigste, grofe Proteoglykan, das
Aggrecan, besteht aus einem linearen Kernprotein und aus sulfatierten
Glykosaminoglykan-Seitenketten (sGAGs)(Abb. 1.4. Alberts et al. 2007). Letztere
werden aus verschiedenen, sich wiederholenden Disacchariden, z.B.: Chondroitinsulfat
(Disaccharid aus D-Glucuronsdure und N-Acetyl-D-Galactosamin), Keratansulfat
(Disaccharid aus D-Galactose und N-Acetyl-D-Glucosamin) aufgebaut. Die Carboxyl-
oder Sulfatgruppen dieser Einheiten bedingen die negative Ladung und damit die
Wasserbindungsfihigkeit von Proteoglykanen. 65-80% des Knorpels macht, je nach
Zone (s. Abschnitt 1.1.2.), Wasser aus (Abb. 1.5). Diese Wasserbindungsfahigkeit und
die ladungsabhingige AbstoBung der Molekiile untereinander verursachen einen
Quellungsdruck, der die Abdampfung der Druckkrifte sicherstellt (Prydz et al., 2000).
,Eingeschlossen in die ECM erlaubt Wasser auflerdem Néihrstoffaufhahme,
Deformation oder bietet ein Medium fiir ein besseres Gleiten der Gelenkoberflachen
(Bhosale et al., 2008).

Aggrecane binden mit Hilfe eines Linkproteins zur Hyaluronsdure und bilden so
grof3e Proteoglykanaggregate (Abb. 1.4., Alberts et al. 2007). Hyaluronsdure selbst ist ein
GAG, bestehend aus sich wiederholenden Disacchariden aus D-Glucuronsdure und N-

Acetyl-D-Glucosamin; allerdings sind ihre Zuckerreste nicht sulfatiert (Flik et al., 2007).
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1 pmn Aggrecan-Aggregat

Hyaluron- 2, 'i’f;

| séure o,

Aggrecan 7 = Keratansulfat

Chondroitinsulfat

Abb. 1. 4. Die Struktur der Proteoglykane. A, Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme
eines Aggrecan-Aggregats B, Die molekulare Struktur eines Aggrecan-Aggregats (nach Alberts et
al. 2007)

1.1.2. Architektur und supramolekulare Struktur

Zonen und Regionen des Gelenkknorpels

Die oben beschriebene Zusammensetzung der ECM (s. Abschnitt 1.1.1.), variiert in
Abhingigkeit von der Entfernung zur Knorpeloberflache. Aufgrund dieser Unterschiede
kann man den Gelenkknorpel in verschiedene Zonen unterteilen: Oberflachenzone,
Ubergangszone, radiale Zone und calzifizierte Zone (Abb. 1.5.).

In der diinnen Oberflichenzone findet man abgeflachte, mit ihrer Léngsachse
parallel zur Oberfldche liegende Chondrozyten, die eine dicht gepackte Matrix bilden.
Die Kollagenfasern dieser Zone sind diinner als in den anderen Zonen und bilden zwei
Schichten. Die obersten, zur Oberfliche parallel verlaufenden Kollagenfasern nennt man
auch Lamina splendens, die eine Art Immunbarriere zwischen Synovialfliissigkeit und
Knorpelgewebe bildet (Bhosale et al., 2008). Das in dieser Schicht anwesende
Proteoglykan Lubricin ist, neben der Synovialfliissigkeit, fiir die Schmierung des
Gelenkes mitverantwortlich (Boehme et al., 1995; Jay et al., 2000). Die zweite,
darunterliegende Schicht enthdlt dagegen perpendiculire Fasern (Abb. 1.5.). Im
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Vergleich zu den anderen Zonen ist der Wassergehalt der Oberflichenzone am hdchsten
und der Proteoglykangehalt am niedrigsten. Die Ubergangszone bildet den Ubergang
zwischen der Oberflichenzone und der radialen Zone. Die Chondrozyten der
Ubergangszone sind rund, die von ihnen gebildeten Kollagenfasern sind dicker und
deutlich weniger organisiert, eher quer zur Oberfliche angeordnet. Aullerdem zeichnet
sich diese Zone durch eine niedrigere Zelldichte und einen héheren Proteoglykangehalt
aus (Abb. 1.5.). In der radialen Zone sind die runden Zellen in sogenannten Siulen
angeordnet. Die Kollagenfasern dieser Zone haben den grofiten Durchmesser und
verlaufen perpendiculdr zur Knorpeloberfliche. Die Zelldichte und der Wassergehalt sind
in der radialen Zone am niedrigsten und der Proteoglykangehalt am hochsten (Abb. 1.5.).
Die von der Knorpeloberfliche am weitesten entfernte calzifizierte Zone wird durch die
sogenannte Tidemark von der radialen Zone getrennt. Die Tidemark ist eine
unregelméBige, gewellte Grenzlinie, die sich besonders leicht mit basischen Farbstoffen
wie Toluidinblau anfédrben ldsst. Die Tidemark hielt man lange fiir inaktiv, bis Hunziker
(1992) nachwies, dass die Chondrozyten dieser Grenzfldche in der Lage sind, Sulfat °S)
in Matrixbestandteile einzubauen (Hunziker, 1992). Die calzifizierte Zone mit relativ
geringer Zelldichte bildet den Ubergang zwischen der radialen Zone und dem
subchondralen Knochen (Abb. 1.5.). Die hypertrophen Chondrozyten dieser Zone sind
zum Teil vollstindig von calzifizierter Matrix umgeben, weisen eine sehr niedrige
metabolische Aktivitdt auf und bilden Kollagen Typ X in groBen Mengen (Bhosale et al.,
2008).

Die ECM kann auch, basierend auf der Entfernung zum Chondrozyt, unterteilt
werden in perizelluldre, territoriale und interterritoriale Matrix (Abb. 1.5.). Die
perizelluldre Matrix umgibt komplett die Chondrozyten und steht mit ihnen in sehr
engem Kontakt. Diese Region ist reich an Proteoglykanen, enthilt Kollagen Typ IV und
andere SLRPs wie z.B. Decorin, aber kaum fibrillires Kollagen (Bhosale et al., 2008).
Die perizelluldre Matrix bietet den Chondrozyten einen hydrodynamischen Schutz. Ein
Chondrozyt zusammen mit seiner perizelluldren und territorialen Mikroumgebung bildet
eine Einheit, den Chondron (Huber, 2000). Die territoriale Matrix umgibt einzelne oder
mehrere Chondrozyten und ihre perizellulire Matrix. Die diinnen Kollagen II Fibrillen
bilden ein korbartiges Netz und schiitzen so die Chondrozyten vor mechanischen
Einwirkungen (Bhosale et al., 2008). In dieser Region ist die Konzentration an

chondroitinsulfathaltigen Proteoglykanan sehr hoch (Huber, 2000).
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Abb. 1.5. Architektur und supramolekulare Struktur des hyalinen Knorpels

Den groften Anteil der ECM bildet die interterritoriale Matrix. Diese Region enthilt
keratansulfathaltige Proteoglykane in hoher Konzentration und Kollagenfasern mit

groBBem Durchmesser, die je nach Zone verschieden angeordnet sind (Bhosale et al.,

2008; Huber, 2000).

Biologie und Funktion des Gelenkknorpels

Der Gelenkknorpel ist ein aktives Gewebe. Die Chondrozyten beziehen ihre Nahrstoffe
zum Teil aus der Synovialfliissigkeit durch Diffusion. Des Weiteren wird angenommen,
dass fiir die Versorgung der Zellen ein Kontakt zum gefdBreichen subchondralen
Knochen noétig ist (Flik et al.,, 2007). Ebenfalls Folge der Avaskularitit im
Knorpelgewebe ist der sehr niedrige Sauerstoffpartialdruck, der bis auf 1 % absinken
kann (gegeniiber 24 % O2 in der Atmosphire; Brighton und Happenstall, 1971). Der
Stoffwechsel und die Energiebereitstellung der Chondrozyten sind aufgrund der
niedrigen Sauerstoffkonzentration hauptsdchlich anaerob. Auch der kontinuierliche Neu-
und Umbau der ECM zeigt von sehr hoher Aktivitit. Je nach mechanischer Belastung
oder biochemischen Einwirkungen leiten Chondrozyten Abbauprozesse durch
spezifische proteolytische Enzyme (z.B. Metalloproteinasen, Katepsine) ein oder

synthetisieren die Bestandteile der ECM neu (Huber, 2000). Im gesunden
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Knorpelgewebe stehen diese zwei in erster Linie durch Zytokine regulierten Prozesse im
Gleichgewicht.

Gelenkknorpel fungiert als Gleitfliche im Gelenk und Stoddmpfer zum Schutz
des subchondralen Knochens. Die Druckbelastung am Knorpel des Kniegelenks betrdgt
im Durchschnitt das Dreifache des Korpergewichts, beim Springen kann dieser Druck
sogar bis auf das Zehnfache des Korpergewichts steigen. Die oben beschriebene Struktur
des Knorpelgewebes ermdglicht die Speicherung, die Umwandlung und die Ableitung
dieser mechanischen Belastung (Flik et al., 2007).

1.1.3. Knorpeldefekte und Therapiemoglichkeiten

Knorpelverletzungen

Gelenkknorpelldsionen, verursacht durch Sportverletzungen oder Unfille, konnen
aufgrund der fehlenden endogenen Regenerationsfahigkeit des Knorpels nicht behoben
werden. Oberfldchliche Knorpeldefekte verursachen zwar eine gesteigerte Proliferation
und ECM-Synthese der Chondrozyten, jedoch konnen solche Léasionen nicht vollstindig
regeneriert werden (Buckwalter et al., 1997). Dagegen kommt es bei osteochondralen
Defekten zur Einblutung. Die im Himatom enthaltenen Zellen schiitten
Wachstumsfaktoren aus (TGF3, BMPs, IGFs) (Sledge, 2001), die die Reparatur einleiten
bzw. beschleunigen. Das entstandene Regenerat zeigt jedoch eher Faserknorpel-
Charakteristika und ist damit dem urspriinglichen Knorpel deutlich unterlegen
(Buckwalter et al., 1998).

Die geringe Selbstregenerations-Kapazitit des Knorpelgewebes stellt ein
ernsthaftes klinisches Problem dar, da unbehandelte Defekte der Gelenkoberflachen zur
Degeneration des Gelenkes, zur Osteoarthrose fithren (Burr, 2004; Schewe und Weise et
al., 2008). Je groBer der Knorpeldefekt desto hoher ist das Risiko der
Osteoarthroseentwicklung (Aglietti 2001, Twyman 1991). Das durch Knorpelldsionen
verfiinffachte Risiko der Entstehung einer Gonarthrose bei Erwachsenen erhoht sich bei
zusitzlicher Meniskusverletzung. Der Grund hierfiir liegt darin, dass die Knorpel- und
Meniskusldsionen die Last aufnehmende Oberfldche verkleinern. Die so entstandenen

unphysiologischen Druckbelastungen fithren zu einer verdnderten Gelenkhomdostase,
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d.h. die Chondrozyten produzieren vermehrt Cytokine aber auch Proteasen, die den
ECM-Abbau beschleunigen und somit die weitere Knorpelzerstorung fordern (Schewe
und Weise et al., 2008). Neben der Reduktion der Lebensqualitdt durch Beeintriachtigung
der Mobilitit und Schmerzen fiihrt die Behandlung von fortgeschrittenen
Knorpelschdden bzw. Osteoarthrose zu erheblichen Kosten im Gesundheitswesen und
stellt damit auch ein ernsthaftes sozio6konomisches Problem dar (Schewe und Weise et
al., 2008). Die Verzogerung bzw. die Verhinderung des Entstehens einer sekundéren

Osteoarthrose stellt daher eine der grof3ten orthopédischen Herausforderungen dar.

Therapie von Knorpelschaden

Es werden in der Klinik bereits verschiedene etablierte Verfahren zur
Knorpelregeneration angewendet. Eine konservative Therapie, d.h. Kiihlen nach der
Verletzung, Physiotherapie und ,,Abwarten von Spontanheilung® ist nur bei Kindern mit
noch offener Wachstumsfuge, die hochregenerative Zellpopulationen enthélt, moglich.
Bei Erwachsenen ist in jedem Fall eine operative Therapie erforderlich um Spétfolgen zu
verhindern oder zu reduzieren (Schewe und Weise et al., 2008). Die zur Verfiigung
stechenden Verfahren sind die Refixation, die Knochenmarkstimulierung, die
osteochondrale Transplantation und die Knorpelzelltransplantation. Refixation durch
biodegradable Pins kommt nur in Frage bei Knochen-Knorpelfragmenten ohne
Kontusionsspuren (Prellung) und mit einer ausreichend grofen kndchernen Riickfldche
ohne Sklerosierung, wodurch die Einheilungswahrscheinlichkeit gegeben ist. Bei rein
knorpeligen Defekten bis 2 cm® GroBe kommen knochenmarkstimulierende Techniken
zum Einsatz. Diese ,.tissue response* —Verfahren wie z.B. Mikrofrakturierung (Steadman
et al., 1997; Schewe und Weise et al., 2008) oder die Abrasionsarthroplastik (Bert, 1997)
erOffnen die subchondrale Knochenlamelle, wodurch es zum Austritt von
mesenchymalen Stammzellen in das Hidmatom kommt (Abb. 1.6.; Buckwalter und
Mankin, 1998). Das entstandene Reparaturgewebe besitzt jedoch eher die Eigenschaften
des Faserknorpels, d.h. eine reduzierte mechanische Belastbarkeit. In letzter Zeit werden
knochenmarkstimulierende Techniken in Kombination mit Matrixapplikation
durchgefiihrt (,,autologe matrixinduzierte Chondroneogenese = AMIC), jedoch gibt es

noch wenige Erkenntnisse tiber die Qualitit des Regenerats (Benthien, 2010).
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Abb. 1. 6. Chirurgische Verfahren der Knorpelregeneration. A, Mikrofrakturierung B, Mosaikplastik
(OCT) C, Autologe Chondrozytentransplantation (biomed.brown.edu, praxisclarahof.ch, Prof. Dr. Angele)

Ebenfalls eine etablierte Methode ist die osteochondrale Transplantation (OCT) oder
Mosaikplastik. Bei der osteochondralen Transplantation werden aus weniger belasteten
Knorpelarealen Knorpel-Knochen-Zylinder entnommen und in Presspassung ohne
zusitzliche Fixation in den Defekt eingebracht. Diese Methode eignet sich vor allem fiir
die Behandlung kleiner oder mittelgroBer Defekte bis 4 cm” (Abb. 1.6.; Outerbridge et
al., 2000; Angele et al., 2005), da die Zahl der Zylinder durch die Fliche des
entnahmegeeigneten Knorpelbereiches limitiert ist. Nach erfolgreicher Einheilung der
Zylinder ist das Ergebnis der Defektauffiillung durch OCT besser als durch
Mikrofrakturierung  (Schewe und Weise et al., 2008). Die autologe
Chondrozytentransplantation ~ (ACT)  stellt ebenfalls eine  Alternative  zur
Knorpelregeneration dar. Die ACT eignet sich fiir die Behandlung groBerer
Knorpeldefekte (>4 cm”, Angele et al., 2005). Hierbei wird eine Biopsie des gesunden
Knorpels aus einer wenig belasteten Zone entnommen. Die darin enthaltenen
Chondrozyten werden anschlieBend aus der ECM enzymatisch herausgelost, in
Monolayer expandiert und schlieBlich unter einen iiber den Defekt genédhten
Periostlappen gespritzt (Abb. 1.6.; Brittberg et al., 1994). Bei diesem Verfahren kommt
es allerdings héufig zu Problemen mit Hypertrophien des Periostlappens (Schewe und
Weise et al., 2008), weshalb heute die matrixassoziierte ACT (MACT) favorisiert wird.
Bei dieser Technik werden die Zellen vor der Transplantation in einen Tréger
eingebracht und dort vorkultiviert. Das Knorpelregenerat dhnelt dem hyalinen Knorpel in
seinem histologischen Aufbau und in seiner mechanischen Stabilitét.

Jedoch ermdglicht bisher keine der beschriebenen Prozeduren die Generation eines

qualitativ hochwertigen und funktionell optimalen hyalinen Knorpelgewebes. Die
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Verwendung von Chondrozyten erwies sich auBlerdem wegen der geringen Zellzahl in
der Biopsie bzw. wegen ihres begrenzten Proliferationspotenzials als problematisch
(Cancedda et al., 2003). In den letzten Dekaden riickte das interdisziplindre Gebiet
stammzellbasiertes ,,Tissue Engineering®, also der kiinstlichen Gewebeherstellung in
vitro mit Einsatz von mesenchymalen Stammzellen anstatt Chondrozyten (wie bei der
ACT) immer mehr in den Vordergrund. Es ermdglicht mit Hilfe von mesenchymalen
Stammzellen,  Zelltrager-Matrices  und  verschiedenen =~ Wachstums-  und
Differenzierungsfaktoren die Generierung lebender bioartifizieller Konstrukte zur

Rekonstruktion von Gewebedefekten.

1.2. Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind adulte Stammzellen, die &hnliche
Eigenschaften aufweisen wie embryonale Stammzellen (ES). Als erstes gelang es
Friedenstein (1966), MSCs aus dem Knochenmark zu isolieren, jedoch nannte er diese
Zellen anfangs ,,colony-forming unit fibroblasts* oder ,,plastic adherent cells* (1970).
Bis heute haben =zahlreiche Arbeitsgruppen das Differenzierungspotential dieser
Progenitorzellen untersucht (Friedenstein et al., 1968; Ashton et al., 1980; Prockop,
1997, Pittenger et al., 1999). Basierend auf diesen Studien, wurde die Existenz einer
MSC erstmals von Owen und Caplan (Caplan, 1991; Owen, 1985) postuliert. In den
letzten Jahren gewannen MSCs immer mehr an Bedeutung. Gegeniiber ES haben MSCs
den groflen Vorteil, keine ethischen Konflikte auszulosen (Pittenger et al., 1999). Aber
auch andere Vorteile der MSCs deuten auf ihr enormes Potential fiir zelltherapeutische
Ansitze hin. Sie verfligen iiber eine extensive Proliferationskapazitit, besitzen die
Fahigkeit in diverse mesenchymale Zelllinien zu differenzieren (Abb. 1.7.; Caplan,
2005), sind also multipotent.

Des Weiteren wird durch die Verwendung der MSCs gesundes Knorpelgewebe
im Gelenk verschont im Gegensatz zur Knorpelzelltransplantation. Die Entnahme von
MSCs erfordert auBerdem keine Operation, die Beckenkammpunktion kann ambulant
erfolgen.

MSCs besitzen aber auch Nachteile. Sie bilden eine heterogene Population, d.h.

die Zellen befinden sich in verschiedenen Reifestadien und verfiigen daher {iiber

-12 -
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unterschiedliche Differenzierungspotenziale (Bruder et al., 1997). Aullerdem ist ihre
Differenzierung teilweise instabil und schwer kontrollierbar. So stellt zum Beispiel die
Hypertrophierung der aus MSCs in vitro differenzierten Chondrozyten bis heute ein
ungeldstes Problem dar (Parsch et al., 2004).

MSCs konnen aus verschiedenen Geweben isoliert werden, zum Beispiel aus
Fettgewebe (Zuk et al., 2001), Synovialgewebe (Djouad et al., 2005; De Bari et al.
2001a, b), Plazenta (Igura et al., 2004) oder aus Blut (Bieback et al., 2004) usw. Die
meistverwendete Methode, MSCs in groBer Anzahl zu gewinnen, ist jedoch die
Knochenmarkentnahme durch Punktion des Beckenkamms (Pittenger et al., 1999). Die
Zahl der MSCs im Knochenmark ist relativ gering und nimmt mit zunehmendem Alter
anndhernd exponentiell ab. Wihrend man beim Neugeborenen ungefihr 10> MSCs pro
10° kernhaltige Zellen findet, sind es bei einem Erwachsenen mit 50 Jahren nur noch

etwa 2 MSCs pro 10° (Caplan, 1994).
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Abb. 1. 7. Schematische Darstellung der Multipotenz bzw. Differenzierung mesenchymaler Stammzellen
(nach Caplan 1994)
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Von den ebenfalls im Knochenmark befindlichen hdmatopoetischen Stammzellen
lassen sich die MSCs durch ihre Adhédrenz und durch das Vorhandensein oder Fehlen
verschiedener Oberflaichenmarker unterscheiden. Einen MSC-spezifischen Marker gibt
es zurzeit noch nicht, jedoch lassen sich MSCs durch ein Markermuster gut definieren.
Nach den Minimalkriterien von ,,Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy“ miissen Zellen positiv sein flir die
Oberflichenmarker CD73, CD90 und CD105 bzw. negativ fiir CD11b oder CD14, fiir
CD19 oder CD79a, fiir CD34, CD45 und HLA-DR, um sie als MSCs identifizieren zu
konnen (Da Silva Meirelles et al., 2008). In durchflusszytometrischen Analysen typischer
Oberflachenantigene sind MSCs positiv fiir Stro-1, CD13, CD29, CD44, CD73, CD105,
CD106 und negativ fiir CD11b, CD31, CD34, CD45, CD117 (Tuan und Kolf et al.,
2007). Neben den Oberflichenantigenen, der Differenzierungsfahigkeit in multiple
Linien, ihrer fibroblastoiden Zellmorphologie und ihrem  Proliferations- und
Differenzierungspotential sind humane MSCs durch die Expression typischer
Markergene charakterisiert, wie z. B. Typ I, III, IV, V, VI Kollagene, Fibronectin,
verschiedene Matrix-Bestandteile, Wachstumsfaktoren, Cytokine bzw. deren Rezeptoren

und verschiedene Integrine (Ringe et al., 2002).

1.3. Chondrogenese von mesenchymalen Stammzellen

Ein akzeptiertes Modell der chondrogenen Differenzierug mesenchymaler Stammzellen
in vitro wurde von Johnstone und Yoo et al. fiir Kaninchen MSCs (Johnstone und Yoo et
al., 1998) bzw. fiir humane MSCs (Yoo and Johnstone et al., 1998) etabliert. Dieses
Pellet- oder Aggregatmodell bietet die Mdglichkeit, das chondrogene Potenzial der
MSCs, mit besonderem Blick auf Erzeugung von Knorpelreparaturgewebe, 3D zu
untersuchen (Adkisson et al., 2001; Angele et al., 1999; Solchaga et al., 1999). Zunéchst
wird die Differenzierung durch Zell-Zell-Kontakte initiiert, indem die Zellen durch
Zentrifugation in eine ,,Hochdichtekultur gebracht werden und so zu Aggregaten
kondensieren konnen. Die Auslosung der Chondrogenese wird auflerdem von einem
definierten serumfreien Medium unterstiitzt, das verschiedene Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren wie zum Beispiel TGFp, Insulin, Ascorbinsdure oder

Dexamethason enthélt (s. Abschnitt 3.2.). TGFB spielt eine wichtige Rolle bei der
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Zellkondensation und bei der Aktivierung frither chondrogener Faktoren (Hall and
Miyake, 2000; Goldring et al., 2006). Insulin, das in Fettsdurestoffwechsel und
Glykogensynthese involviert ist, ist in der Mediumzusatzlosung ITS-3 enthalten,
Ascorbinsdure wird als Elektronendonor bei der Kollagensynthese bendtigt (Chepda et
al., 2001) und Dexamethason, ein kiinstliches, cortisoldhnliches Hormon, unterstiitzt die
Chondrogenese, indem es die Expression des Transkriptionsfaktors Sox9 hochreguliert
(Sekiya et al., 2002).

Wie Lefebre & Smits (2005, Abb. 1.8.) beschrieben haben, durchlaufen die
urspriinglichen MSCs folgende Differenzierungsstadien, basierend auf der enchondralen
Ossifikation wihrend der Skelettentwicklung: Als erstes kondensieren MSCs unter der
Mitwirkung von Zelladhdsionsmolekiilen, wie z.B. N-Cadherin (spielt eine Rolle bei
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen) und neural cell adhesion molecule (NCAM,
verantwortlich flir Zell-Zell-Adhédsion) und Matrixmolekiile, wie Tenascin C und
Versican (Oberlender 1994, Hall 2000). In erster Linie von Sox9 reguliert, verlieren die
ersten Zellen im Kondensationszentrum die Marker undifferenzierter Zellen, werden zu
Prichondrozyten und beginnen mit der Synthese von Kollagen Typ II. Neben Sox9
werden die strukturell dhnlichen L-SOX5 und SOX6 auch aktiv. Dieses ,,Sox-Trio* oder
»chondrogene Trio“ (Ikeda et al., 2005) reguliert die Weiterentwicklung der
Prichondrozyten zu frithen Chondroblasten, die nun verstirkt Kollagen Typ I1I
sekretieren. AuBerdem sind zu diesem Zeitpunkt weitere Matrixbestandteile wie
Aggrecan, Link Protein, Kollagen Typ IX und XI zum ersten Mal nachweisbar. Wahrend
der Skelettentwicklung ordnen sich die frithen Chondroblasten sdulenférmig an, ihre
Form dndert sich von rund zu eher abgeflacht und ihre Proliferationsrate nimmt ab. Fiir
die Entwicklung und den Erhalt der Séulenchondroblasten sind die Faktoren L-SOXS5
und SOX6, Indian Hedgehog (IHH), das Parathyroid Hormone-related Peptide (PTHrP),
FGFs, BMPs und Molekiile des Wnt Signalweges verantwortlich (Goldring et al., 2006).
Die Weiterdifferenzierung der Chondroblasten zu priahypertrophen Chondrozyten wird
von BMPs, FGFs und PTHrP/IHH reguliert und von ausgeprigten phénotypischen
Anderungen begleitet: Das Zellvolumen vergroBert sich um ungeféhr das Zehnfache, die
Zellen synthetisieren mehr Aggrecan, Kollagen Typ II und aktivieren
hypertrophiespezifische Gene wie z.B. Kollagen Typ X oder vascular endothelial growth
factor (VEGF). Aber auch CBFA1, RUNX2 und RUNX3 nehmen eine Schliisselrolle bei
der Induktion der Prahypertrophie und der Hypertrophie ein. Fiir das folgende
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hypertrophe Stadium ist die vermehrte Produktion von Kollagen Typ X charakteristisch,
PTHrP und THH sind dagegen nicht mehr nachweisbar. SchlieBlich erfolgt die
Umwandlung hypertropher Chondrozyten zu terminal differenzierten Chondrozyten. In
diesem Stadium wird die Expression von Kollagen Typ X herunterreguliert. AuBBerdem
besitzen terminal differenzierte Chondrozyten &hnliche Eigenschaften wie Osteoblasten,
wie z.B. die hochregulierte Expression von Matrix Metalloproteinase 13 (MMP13) oder
der alkalischen Phosphatase hochreguliert bzw. die Produktion einer mineralisierten
Matrix. Die Initiation der terminalen Differenzierung und der Abschluss der
c-MAF

(Musculoaponeurotic Fibrosarcoma AS42 Oncogene Homologe) reguliert. Nach dem

Chondrogenese wird z.B. von dem Aktivator

transkriptionalen

momentanen Stand der Forschung werden terminal differenzierte Chondrozyten

schlieBlich apoptotisch.
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Abb. 1. 8. Vereinfachte Darstellung einzelner Schritte der Chondrogenese mit den wichtigsten
Markerproteinen und regulatorischen Markern. Die Darstellung ist modifiziert nach Lefebvre
(Lefebvre and Smits, 2005).
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Beziiglich Chondrogenese gewann das Protein melanoma inhibitory activity (MIA) in
den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung (Bosserhoff, 2003). Dieses Protein wurde
urspriinglich im Zellkulturiiberstand von Melanomzellen nachgewiesen. MIA, deren
Struktur eine SH3-Domiéne, ein beta-Faltblatt und zwei Disulfidbriicken bilden, gehort
zu den extrazelluldren Proteinen. MIA wurde ebenfalls in embryonalen und adulten
Chondrozyten detektiert und erhielt den weiteren Namen cartilage-derived retinoic acid
sensitive protein (CD-RAP, Tscheudschilsuren et al., 2006). Erste Untersuchungen
zeigten, dass Kollagen Typ II und CD-RAP wihrend der Knorpelentwicklung und im
adulten Knorpel koreguliert werden (Bosserhoff, 2003). AuBlerdem beschrieben Schubert
et al. (2010) die Stabilisierung der chondrogenen Differenzierung durch CD-RAP bzw.
die Unterdriickung der Weiterdifferenzierung zum Knochen. Basierend auf diesen
Tatsachen kann CD-RAP in in vitro Untersuchungen der chondrogenen Differenzierung
als anerkannter Chondrogenesemarker angesehen werden.

Die Differenzierung der MSCs in vitro ist zurzeit noch unkontrollierbar und 14uft
bis zum Stadium der terminal differenzierten Chondrozyten, d.h. neben der Kollagen Typ
I Expression nimmt die Expression von Kollagen Typ I und X ebenfalls zu (Parsch et
al., 2004). Ziel ist es, zukiinftig stabil chondrogen differenzierte Tissue-Engineeering-

Produkte mit ausschlieBlich hyalinem Charakter herzustellen.

1.4. Sexualhormone

1.4.1. Sexualsteroide

Hormone steuern zahlreiche komplexe physiologische Vorgdnge im menschlichen
Korper wie z. B. Verhalten, Wachstum und Entwicklung, Immunantwort, die Regulation
des Wasser- und Elektrolythaushaltes und des Zellstoffwechsels (Lucas und Granner,
1992). Sie werden in speziellen Driisen produziert und je nach Bedarf systemisch
freigesetzt. Hormone wirken iiber spezifische Hormonrezeptoren bereits in sehr niedrigen
Konzentrationen.

Aufgrund ihrer Struktur lassen sich Hormone in Aminosiurederivate (z. B.

Thyroxin), Peptidhormone (z.B. Releasing-Hormone des Hypothalamus und
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stimulierende Hormone der Hypophyse) und Steroidhormone einteilen (z.B.
Sexualhormone und Cortisol). Die lipophilen Steroidhormone werden iiberwiegend als
Teil des Fettstoffwechsels aus Cholesterol gebildet und koénnen in fiinf Gruppen
eingeteilt werden: Glucocorticoide, Mineralocorticoide, Androgene, Estrogene und
Gestagene. Glucocorticoide  (Cortisol, Corticosteron) und Mineralocorticoide
(Aldosteron, Desoxycorticosteron) sind Corticosteroide, Abkémmlinge des Progesterons.
Sie werden in der Nebennierenrinde produziert und kontrollieren Stoffwechsel- und
Immunvorgénge bzw. Wasser- und Elektrolythaushalt. Zu den Sexualsteroiden zdhlen
Androgene, Estrogene und Gestagene (Kleine, 2007). Diese werden hauptsdchlich von
Testis (Testosteron) bzw. Ovar und Plazenta (z.B. Estrogen) gebildet. Die Synthese von
Testosteron und Estrogen erfolgt ebenfalls aus Cholesterol iiber die Vorstufe DHEA.
AuBlerdem kann Testosteron durch das Enzym Aromatase in Estrogen umgebaut werden

(Abb. 1.9.).

Testosteron
OH
o
s _’_./' Aromatase
HO HG w OH
Cholesterol DHEA
HO
Estradiol

Abb. 1. 9. Vereinfachter Syntheseweg der Sexualhormone ausgehend von Cholesterol

1.4.2. Steroidhormonrezeptoren

Wie alle Hormone entfalten auch Sexualhormone ihre Wirkung iiber spezifische
Steroidhormonrezeptoren, die zur Superfamilie der Kernrezeptoren gehoren
(Gronemeyer et al., 1995) wie z.B. der Androgenrezeptor fiir Testosteron oder die
Estrogenrezeptoren o und B (ER o/f). Die lipophilen Hormone, Estradiol und

Testosteron, werden im Blutstrom transportiert, gebunden an Serumalbumin bzw. an sex
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hormone binding globulin (SHBG). Nach Diffusion des jeweiligen Steroidhormons durch
die Zellmembran erfolgt die Bindung des Hormons an den spezifischen Rezeptor, der
anschlieBend in den Zellkern gelangt, dort an spezifische Bindungsstellen der DNA
bindet und die Transkription direkt oder indirekt tiber andere Transkriptionsfaktoren

reguliert (Kumar und Chambon, 1988; Tora et al., 1989).

1.4.3. Estrogen-Signalwege

Neben den oben beschriebenen genomischen Wirkungen iiber ER o/f kann Estradiol
nichtgenomische, membranrezeptor-vermittelte Wirkungen entfalten. 1997 identifizierte
Carmeci GPR30, den neuen membrangebundenen Estradiolrezeptor, der zu den 7-
transmembran G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehort. In den letzten Jahren
untersuchten zahlreiche Arbeitsgruppen die verschiedenen Signaliibertragungs-
Mechanismen des GPR30 (Maggiolini, 2010). Einerseits vermittelt GPR30 schnelle,
direkte Effekte liber seine Ga-Untereinheit wie z.B. die Stimulation der Adenylylcyclase
oder die Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration (Abb. 1.10.). Andererseits
ist GPR30, iiber seine GPy-Untereinheit in der Lage, den ,,epidermal growth factor
receptor (EGFR) zu aktivieren. Dies geschieht durch eine Kaskade von Aktivierung

bzw. Freisetzung von Signalmolekiilen oder Wachstumsfaktoren.

GENE TRANSCRIPTION

Abb. 1. 10. Estradiol Signalwege. A, Mogliche Wirkungswege von Estradiol iiber klassische intrazellulére
Rezeptoren (o/B), liber membrangebundene Estrogenrezeptor o bzw. membranstindige GPR30 (nach
Prossnitz et al, 2008; Levin, 2009 ). B, Estradiol-aktivierte Signaliibertragungsmechanismen des GPR30
(Maggiolini, 2010).
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Die Bindung eines Agonists an GPR30 bewirkt die Aktivierung der Src-like tyrosine
kinase, die anschlieBend Matrix Metalloproteasen (MMPs) auf der Zelloberfliche
aktiviert. Die aktiven MMPs bewirken die Freisetzung von heparinbindendem EGF
(HBEGF), das an den membranstindigen EGFR bindet. Der aktivierte EGFR induziert
schlieBlich die intrazelluldiren mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPKs) (Abb. 1.10.;
Maggilioni, 2010). Aber auch andere membranstindige Rezeptoren scheinen an der
GPR30-Signaliibertragung beteiligt zu sein. So beschrieb Levin (2009) eine mdgliche
Kollaboration zwischen GPR30 und den durch Palmitoylierung an die Zellmembran
gebundenen ERa. Levin vermutet, dass die Kommunikation zwischen ERo und GPR30
und die anschlieBende EGFR-Aktivierung durch einen ,,Signalsom®, einen Komplex
zustande kommt, der z.B. aus Scaffold-Proteinen (Caveolin-1, MNAR), Linkerproteinen
(She) oder Tyrosinkinasen (Src, Akt) besteht. Der genaue Mechanismus ist jedoch noch

nicht bekannt.

1.4.4. Estrogen-Metaboliten

Beziiglich Knorpelbiologie und entziindlichen Gelenkerkrankungen haben in den letzten
Jahren die Metaboliten von E2 an Bedeutung gewonnen (Straub, 2007). E2 kann
intrazelluldr durch unterschiedliche Enzyme in verschiedene biologisch aktive Hydroxy-
und/oder Methoxy-Metaboliten konvertiert werden (Abb. 1.11.). Diese werden in erster
Linie wegen ihrer proinflammatorischen bzw. antiinflammatorischen Eigenschaften
zurzeit intensiv in Synovialzellen von Patienten mit Osteoarthrose oder rheumaotider
Arthritis untersucht (Schmidt et al., 2009). Uber die Bildung von E2-Metaboliten bzw.

iber ihre Rolle in der Chondrogenese ist bisher nichts bekannt.
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Abb. 1. 11. Vereinfachte Synthesewege der verschiedenen E2-Metaboliten. In rot: pro-
inflammatorisch; in griin: anti-inflammatorisch; in gelb: Enzyme der E2-Metabolismus
(E1= Estron, E3=Estriol, CYP= Enzyme der Cytochrom P450 Familie, HSD=
Hxdroxysteroid-dehydrogenase, COMT= Catechol-O-methyltransferase, ST=
Sulfotransferase).  Quelle:  Martin ~ Schmidt, Institut fiir Biochemie I,
Universitétsklinikum Jena

1.5. Sexualhormone und Knorpel

Sexualhormone zirkulieren nach ihrer Synthese im Blutstrom. Sie kdnnen so in die
verschiedensten Geweben des Korpers gelangen und dort ihre Wirkungen entfalten. Der
Knorpel ist ebenfalls ein sexualhormon-sensitives Gewebe. Die Chondrozyten des
Gelenkknorpels besitzen die spezifischen Androgen- und Estrogenrezeptoren. Die
Androgenrezeptoren und die klassischen ERs (ER a/B) konnten unabhéngig vom Alter
und Geschlecht in allen Zonen des Gelenkknorpels nachgewiesen werden (Perry et al.,
2008; Nilsson, 2003; Vanderschueren et al., 2004). Der neu entdeckte Estrogenrezeptor,
GPR30, ist ebenfalls prisent im Knorpel, allerdings wird seine Expression wéhrend der
Pubertét herunterreguliert (Chagin, 2007). Geschlechtsspezifische Unterschiede in der
GPR30-Expression sind bisher nicht bekannt.

Sexualhormone beeinflussen verschiedene Prozesse im gesunden bzw.
degenerativen Knorpelgewebe. Estrogen z. B. spielt eine wichtige Rolle bei der
Initiation, bei dem Voranschreiten des Wachstums wéhrend der Wachstumsphase und im
SchlieBen der Wachstumsfuge (Perry et al., 2008), indem es die Proliferation der

Chondrozyten unterdriickt bzw. ihre programmierte Seneszenz und damit die

-21 -



Kapitel 1 Einleitung

Wachstumsfugen-Fusion beschleunigt (Weise et al., 2001). Es ist bekannt, dass
Testosteron die gleichen Effekte hervorruft (Nilsson, 2005), wobei die Wirkung des
Testosterons auf seine Konversion zu Estrogen zuriickzufiihren ist. Aus diesem Grund
weist das pubertdire Wachstum und das Schlieen der Wachstumsfuge einen zeitlichen
sexuellen Dimorphismus auf. Bei Jungen setzt der Wachstumsschub spéter ein als bei
Maidchen. Dieses Phidnomen wird zurzeit auf die vergleichsweise niedrigere
Estrogenkonzentrationen bei Jungen zuriickgefiihrt (Perry et al., 2008). Die Effekte
entstehen entweder auf der systemischen oder auf der lokalen Ebene in der
Wachstumsfuge. In beiden Féllen erfolgt die ERa-vermittelte Hochregulierung von
growth hormone (GH), das wiederum den insulin-like growth factor I (IGF-I) stimuliert
(Perry et al., 2008). Bei gesunden erwachsenen Menschen findet man ebenfalls
geschlechtsspezifische Unterschiede. Unabhédngig von Knochenlidnge bzw. body mass
index (BMI) haben Minner signifikant mehr Gelenkknorpel, d.h. eine dickere
Knorpelschicht oder ein insgesamt hoheres Knorpelvolumen als Frauen (Cicuttini et al.,
2003). AuBerdem wurde eine signifikant hohere Privalenz und klinische Manifestation
von Osteoarthrose (OA) bei postmenopausalen Frauen beobachtet, verglichen mit
Mainnern gleichen Alters (Richette, 2003). Fiir dieses Phdnomen ist nach momentanem
Stand der Wissenschaft die postmenopausal niedrige Estrogenkonzentration
verantwortlich. Die Aussage wird bestétigt durch die Untersuchung des Gelenkknorpels
von Frauen, die eine langfristige Hormonersatztherapie bekamen. Der Knorpel dieser
Frauen war signifikant dicker im Vergleich zum Gelenkknorpel nicht behandelter Frauen
(Cicuttini et al., 2003). Dennoch ist der Zusammenhang von den niedrigen
postmenopausalen Estrogenkonzentrationen und dem Auftreten der OA nicht endgiiltig

geklirt. Auch die Reduktion von OA durch Hormonersatztherapie ist noch fraglich.
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2. Das Ziel der Arbeit

Das junge interdisziplindre Gebiet ,, Tissue Engineering*, mit Verwendung von autologen
mesenchymalen Stammzellen, bietet eine vielversprechende Option fiir die Regeneration
verschiedener Geweben, so auch fur die Regeneration von fokalen artikularen
Knorpeldefekten. Jedoch ist die klinische Anwendung bisher noch nicht mdglich
aufgrund fehlender Kenntnisse tber den Einfluss zahlreicher Wachstumsfaktoren oder
Hormone des Korpers auf die chondrogene Differenzierung. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit ist, die Wirkung von Sexualhormonen auf die Chondrogenese mesenchymaler
Stammzellen mit Hilfe eines gut etablierten 3 dimensionalen in vitro Aggregatmodells zu
untersuchen. Da Sexualhormone im Gelenk in hohen Konzentrationen vorzufinden sind
(Straub, 2006), fiihren die Versuche dieser Arbeit zu wichtigen Erkenntnissen tber eine
mdogliche Einwirkung von Sexualhormonen auf Qualitat, Einheilung und Reifung von

chondrogenen Implantaten.
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3. Material und Methoden

3.1 Humane mesenchymale Stammzellen

3.1.1. Gewinnung und Isolierung

Die in den Versuchen eingesetzten humanen mesenchymalen Stammzellen wurden aus
dem Knochenmark von ménnlichen Patienten gewonnen bis auf einen Versuch (s.
Abschnitt 3.6.3). Diese Beschrankung war besonders wichtig, da man beim Verwenden
von MSCs weiblicher Patienten unkontrollierbare Parameter in die Versuche eingebracht
hitte durch das natiirliche, zyklusbedingte Schwanken der Hormonkonzentrationen. Das
Knochenmark wurde wihrend Beckenkammspanoperationen entnommen (Abb. 3.1.) und
moglichst unmittelbar nach der Entnahme weiterverarbeitet. Das Knochenmark wurde
etwa 1: 5 mit Proliferationsmedium (DMEM low glucose, Gibco Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) mit 10% FCS (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) und 10%
Penicillin-Streptomycin (Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) verdiinnt und auf die
vorbereitete Ficoll-Losung sehr vorsichtig aufgetragen, damit sich die Ficoll-Phase und
die Knochenmark-Phase nicht vermischten. Danach wurden die Falcon-Réhrchen 35 min
mit 1680 U/min zentrifugiert, wobei sich die Bestandteile des Knochenmarks nach dem
entstandenen Dichtegradienten trennten (Abb. 3.1.). Die milchige Phase der
mononukledren Zellen, in der sich die MSCs befinden (Dichte 1.077 g/ml), wurde
vorsichtig abpipettiert, ohne die Ficoll-Phase darunter zu beriihren, und mit frischem
Proliferationsmedium vermischt. Nach erneutem Zentrifugieren fiir 10 min mit 1000
U/min wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Zellpellet wieder in
frischem Proliferationsmedium resuspendiert. Die Zahl der mononukledren Zellen, die
aus Lymphoblasten, Lymphozyten und in niedriger Konzentration aus MSCs bestehen
(Sulc et al. 1977), wurde in einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. Die Zellsuspension

wurde 1:1 (je 50 pl) mit 4% Essigsdure vermischt, um die Erythrozyten zur Himolyse zu
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bringen (Roth, 2007), und das Gemisch wurde dann in die Zdhlkammer pipettiert. Die

Gesamtzellzahl lisst sich nach der folgenden Formel errechnen:

N = ZMW - 10* -

wobei ZMW den Mittelwert der Zellzahlen aus den 4 Kammersbschnitten, 10* den
Kammerfaktor (die eingesetzte Volumeneinheit in der Kammer ist 10*-fach kleiner als
die Gesamtvolumeneinheit der Zellsuspension) und V den Verdiinnungsfaktor (errechnet
aus dem Gesamtvolumen der Zellsuspension und dem Faktor 2 durch die Verdiinnung

mit, in diesem Fall, Essigsdure) darstellt.

3.1.2. Zellexpansion

Nach dem Auszihlen wurden je 2 Millionen Zellen in 75 cm® Zellkulturflaschen
(Sarstedt AG&Co. Niimbrecht, Deutschland) mit Proliferationsmedium ausgesét. Die
Zellen wurden in Brutschrinken ca. 4 Wochen lang bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und in
wasserdampfgesittigter Atmosphire inkubiert, bis Konfluenz erreicht war (ca. 1 Mio.
Zellen/Flasche). Das Proliferationsmedium wurde zweimal wdchentlich gewechselt,
wodurch die bereits urspriinglich nicht adhdrenten oder die im Laufe der Kultur
apoptotisch gewordenen Zellen aus der Kultur automatisch entfernt waren. Nach der
Expansion wurden die Zellen abtrypsiniert, ausgezéhlt (s. Abschnitt 3.1.1.) und entweder
sofort fiir die Chondrogenese weiterverwendet (s. Abschnitt 3.2.) oder in Cryocups
(Nalge Nunc Int. Corp., Rochester, NY, USA) eingefroren (-80°C), je 3-5 Millionen

Zellen pro Cup, fiir spitere Experimente.

Abb. 3.1. Die Gewinnung von MSCs. A, Entnahme von Knochenmark durch Beckenkammpunktion B,
Aufgetrennte Phasen des Knochenmarks nach Ficoll-Gradientenzentrifugation C, Adhirente MSCs am
Zellkulturflaschen-Boden. P=Plasma M=mononukleire Zellen F=Ficoll R=Erythrozyten und
Thrombozyten (Bildquellen: A, www.mdconsult.com; B, www.umfacts.um.edu.my; C, eigene
Aufnahme)

_25-



Kapitel 3 Material und Methoden

3.2. In vitro-Chondrogenese

Fiir die chondrogene Differenzierung wurden die MSCs in 2D-Kultur gebracht und bis
zum Erreichen der Konfluenz expandiert, d.h. MSCs der ersten Passage wurden fiir die
Chondrogeneseversuche verwendet. Das Proliferationsmedium wurde in der Abteilung
fiir Klinische Chemie am Universititsklinikum Regensburg auf Sexualhormone gepriift,
um mogliche Effekte, die durch das im Medium enthaltene Serum verursacht werden
konnen, auszuschlieflen.

Die adhédrenten Zellen wurden nach Entfernen des Proliferationsmediums einmal mit
sterilem Dulbecco’s PBS (PAA, Pasching, Osterreich) gespiilt und danach durch Zugabe
von 3 ml Trypsin (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) und durch
vorsichtiges, aber bestimmtes, seitliches Klopfen an der Flaschenwand vom
Zellkulturflaschenboden abgelost. Die Trypsinwirkung wurde durch die Zugabe von dem
doppelten Volumen des serumhaltigen Proliferationsmediums (6 ml) gestoppt. Die Zellen
wurden zweimal mit dem Proliferationsmedium gespiilt und ausgezahlt.

Die Anzahl der lebenden Zellen wurde mit Hilfe von Trypanblau (Sigma, Steinheim,
Deutschland) bestimmt, indem man die Zahl der blau gefirbten toten Zellen von der
Gesamtzellzahl subtrahierte. Hierzu wurden 50 pl Zellsuspension und 50 pl 0,05%
Trypanblau-Losung in einem Eppendorfcup gemischt. Das Gemisch wurde dann in die
Neubauer-Zdahlkammer  pipettiert. Als  Néchstes wurden die Zellen mit
Differenzierungsmedium ohne zusétzliche Faktoren gewaschen, mit 1000 U/min
abzentrifugiert und das Medium wurde abgesaugt.

In den nachfolgenden Versuchen kam das Chondrogenese-Modell von Johnstone
et al. (1998) zur Anwendung. Nach diesem Modell wurden die expandierten,
ausgezédhlten MSCs in einem serumfreien Differenzierungsmedium aufgenommen. Das
Differenzierungsmedium besteht aus DMEM-low-glucose-Medium (Gibco Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), 100 nM Dexamethason (Sigma, Steinheim, Deutschland,
entspricht 10-7 M), 1% 100x ITS+3 (insulin—transferrin—selenium, Sigma, Steinheim,
Deutschland), 200 uM Ascorbinsdure-2-Phosphat (Sigma, Steinheim, Deutschland), 1
mM Natriumpyruvat (Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und 10 ng/ml humanes
TGFB-1 (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland). Die Zellsuspension wurde dann je
nach Behandlung zusitzlich mit Hormonen versetzt und in die Wells einer V-Boden 96-

well-Platte (Nalge Nunc Int. Corp., Rochester, NY, USA) verteilt. 200.000 Zellen
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wurden in 350 pl Differenzierungsmedium aufgenommen, pipettiert und anschlieBend
bei 2000 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Die resultierenden Pellets, die im Folgenden als
»Aggregate® bezeichnet werden (Abb. 3.2.), wurden bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und in
wasserdampfgesittigter Atmosphire inkubiert. Der Mediumwechsel fand dreimal
wochentlich statt. Nach 1, 7, 14 bzw. 21 Tagen chondrogener Differenzierung wurden
nach und nach Aggregate und Kulturiiberstinde entnommen und in getrennten
Eppendorfcups fiir histologische, immunhistochemische und biochemische Analysen der
produzierten knorpelspezifischen ECM aufbewahrt. Nach 21 Tagen Differenzierung

endete ein Versuch.
>

serumfrei :
% + Serum
— ) —
+ WF ,) .....

+ Sexualhormone

. ~14Tage Ta%; 0 Tag 21
| 1 ] -

Proliferation Differenzierung 1

Analyse

Abb. 3.2. Das Chondrogenese-Modell nach Johnstone und Yoo (1998). WF=
Wachstumsfaktoren

3.3. Hormone, Agonisten, Antagonisten

Die Sexualhormone bzw. die verschiedenen Agonisten und Antagonisten der
Androgenrezeptoren (AR), der intrazelluldiren Estrogenrezeptoren (iER) und der
membranstindigen Estrogenrezeptoren (mER)(Tab. 3.1.) wurden in 100% Ethanol
(Mallinckrodt Baker B.V. AA Deventer, Holland) gelost, sterilfiltriert und die 10° M
Stockldsungen wurden als Aliquots (50-100 pl) bei -80°C gelagert. E2-BSA bildete hier
eine Ausnahme. Diese Substanz wurde in sterilem Dulbecco’s PBS (PAA, Pasching,
Osterreich) geldst und, wie bereits in der Literatur beschrieben, durch Abzentrifugation

in einem Zentrifugen-Filter-R6hrchen mit 3kDa Porengrof8e (Millipore, Schwalbach,
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Deutschland) das mdglicherweise vorhandene freie E2 entfernt (Beker-van Woudenberg
et al., 2004; Taguchi et al., 2004). Eine 10" molare Stocklésung wurde aliquotiert (je 50
ul) und bei -80°C gelagert.

Bei jedem Mediumwechsel erfolgte die Verdiinnung der Stockldsungen mit/in
dem Differenzierungsmedium erneut. Da E2-BSA nicht in 100% Ethanol gelost war,
wurde in diesem Fall zusétzlich Ethanol in der entsprechenden Endkonzentration zum
Differenzierungsmedium hinzugefiigt. Alle Substanzen wurden kommerziell erworben,
allein G15 gab es zum Zeitpunkt der Versuchsplanung und -durchfiihrung noch nicht zu
kaufen und wurde von den Kooperationspartnern Markus Hager und Prof. Dr. Oliver
Reiser (Institut fiir Organische Chemie, Universitdt Regensburg) nach dem Protokoll von

Dennis et al. (2009) synthetisiert.

AR iERa iERB mERa GPR30
DHEA + - - - -
T + - - - -
E2 - + + + +
E2-BSA - - - + +
ICI 182.780 - 2 2 + +
G1 - - - - +
G15 - i - - .

Tabelle 3.1. Die in der Arbeit verwendeten Sexualhormone und weitere Steroidrezeptor-
Agonisten- bzw. Antagonisten. (- = keine Bindung, + = Agonist, @ = Antagonist; keine
Beriicksichtigung von Konversionen z.B. durch Aromatase)

3.4. Nachweis spezifischer Sexualhormonrezeptoren

Nachweis der klassischen Estrogenrezeptoren

Da Steroidhormone {iber spezifische Rezeptoren wirken, war der Nachweis dieser

Rezeptoren im Vorfeld der Versuche besonders wichtig. Fiir die immunhistochemische

Detektion der Hormonrezeptoren ERa/B und des Androgenrezeptors (AR) wurden
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Aggregate aus verschiedenen Phasen der chondrogenen Differenzierung (Tag 1, 7, 14,
21) in 4% PFA (in 0,1 M Phosphatpuffer, Riedel-de Haén, Sigma, Steinheim,
Deutschland) fiir 1 h fixiert. Nach der Einbettung in Paraffin wurden 5 um dicke Schnitte
angefertigt (Mikrom Mikrotom, HM500 OM) und anschlieend entparaffiniert mit Hilfe
von Xylol und absteigender Alkoholreihe (2x100% Xylol; 2x100%, 96%, 90%, 80%,
70% Propanol). Als Néchstes erfolgte die Erhitzung der Priparate in 10 mM Citratpuffer
(90°C fiir 40 min), der Verdau mit 0,5% Trypsin (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) (37°C fiir 20 min) und das Blocken von unspezifischen Bindungsstellen
mit 10% FCS (PAN Biotech GmbH, Aldenbach, Deutschland) und 10% Ziegenserum
(Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) in Blocking Puffer bei RT fiir 45
min. Die Schnitte wurden dann auf RT fiir 8-12 h mit dem Primérantikérper und

anschlieBend mit dem Sekundérantikdrper (Tab. 3.2.) auf RT fiir 1 h inkubiert.

Antigen Primérantikorper Verdiinnung Sekunddrantikorper | Verdiinnung
Maus monoklonal anti-ERa Ziege anti-Maus IgG
ERa IgG1 (ABR, Golden, CO, 1:100 (Dianova, Hamburg, 1:100
USA) Deutschland)
Kaninchen polyklonal anti- Ziege anti-Kaninchen
ERB ERB IgG (Upstate, Lake 1:100 IgG (Dianova, Hamburg, 1:100
Placid, NY, USA) Deutschland)
Maus momoklonal anti AR Ziege anti-Maus IgG
AR IgG1(Imgenex, San Diego, 1:50 (Dianova, Hamburg, 1:100
USA) Deutschland)

Tabelle 3.2. Fiir den Nachweis von spezifischen Sexualhormonrezeptoren verwendete Antikorper

Die positive immunhistochemische Reaktion wurde mit Hilfe von HRP-konjugiertem
Streptavidin-Biotin-Komplex (Vectastain, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA) und DAB (3,3’-diaminobenzidin-tetrahydrochloride-hydrat, Sigma, Steinheim,
Deutschland) sichtbar gemacht.
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GPR30-Nachweis

Die Existenz des 7-Transmembran-Rezeptors GPR30 wurde zunichst in der 2D
Monolayerkultur gezeigt, da am Tag 1, in der Frithphase der Differenzierung, die
Aggregate sehr dicht und homogen sind in der Struktur und die spezifische Farbung der
Zellmembrane einzelner Zellen auf den 5 pum diinnen Schnitten nicht eindeutig
detektierbar waren. Der Nachweis von GPR30 am Tag 7, 14 und 21 war dagegen in 3D
Priaparaten aufgrund der zwischen den Zellen abgelagerten extrazelluliren Matrix
moglich. Adhérente MSCs wurden in chamber slides (Nunc GmbH & Co. KG,
Langenselbold, Deutschland) mit 4% PFA (in 0,1 M Phosphatpuffer, Riedel-de Haén,
Sigma, Steinheim, Deutschland) fiir 5 min fixiert. Die Fixierung und das Schneiden der
Aggregate erfolgten wie oben beschrieben. Die Prdparate wurden anschliefend mit
Primédrantikorper gegen GPR30 auf RT fiir 8-12 h bzw. mit Sekundirantikorper bei RT
fir 1 h inkubiert (Tab. 3.3.). In den Aggregatpridparaten wurde der biotinylierte
Sekundérantikdrper mit HRP-konjugiertem Streptavidin-Biotin-Komplex und DAB

sichtbar gemacht.

Antigen Primérantikorper Verdiinnung Sekundirantikorper Verdiinnung

FluoroLink ™ Cy ™2

Ziege anti-Kaninchen

IgG bei der 2D Detektion 1:100

Kaninchen polyklonal
(Amersham, Miinchen,
anti-GPR30 IgG
Deutschland)
GPR30 (Acris Antibodies, 1:100
) Ziege anti-Kaninchen
Hiddenhausen,
IgG bei
Deutschland)
Aggregatschnitten 1:100

(Dianova, Hamburg,

Deutschland)

Tabelle 3.3 Fiir den Nachweis von GPR30 verwendete Antikorper

-30 -



Kapitel 3 Material und Methoden

3.5. Sexualhormonzugabe wihrend der Proliferation

Der Einfluss von Steroidhormonen auf die Proliferation von MSC wurde gepriift, indem

die sich in Monolayer vermehrenden MSCs mit 107 M DHEA, T oder E2 behandelt
wurden. Es wurden native, d.h. noch nicht vorexpandierte MSCs ausschlieBlich
mannlicher Spender verwendet. Die Kontrollgruppe erhielt kein Hormon. Das
Proliferationsmedium mit oder ohne Hormonzugabe wurde zweimal pro Woche erneuert.

In diesem Experiment wurden Zellen von insgesamt 8 Patienten eingesetzt (Abb. 3.3.).

& S serumfrei
— » - =
+WF AT

+Sexualhormone

~20Tage Taglg 0 Tagl21

| \ ; | | -
Proliferation Differenzierung

Resazurin-Assay Zellzahlung Analyse

Abb. 3.3. Das Chondrogenese-Modell nach Johnstone und Yoo (1998) mit Angabe der
Analysezeitpunkte und -methoden in der Proliferationsphase. WF= Wachstumsfaktoren

3.5.1. Zellvitalitdtsmessung

Resazurin ist ein blauer Farbstoff, der durch vitale Zellen irreversibel zum pinkfarbenen,
fluoreszierenden Resorufin reduziert wird (Abb. 3.4.). Resazurin ist wasserloslich und
ungiftig. Deshalb eignet es sich hervorragend zum FEinsatz in der Zellkultur.
Urspriinglich wurde Resazurin zur Messung der Zytotoxizitdt von Substanzen verwendet
(O'Brien, 2000). Neuere Studien zeigten jedoch, dass zwischen Vitalitit und Zellzahl in
proliferierenden Zellkulturen eine Korrelation besteht (Borra, 2009).

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit der proliferierenden MSCs wurde
Resazurin (Sigma, Steinheim, Deutschland) in sterilem Dulbecco’s PBS (PAA, Pasching,
Osterreich) aufgeldst, die 0,7 mM Stammlésung wurde aliquotiert und bei -20°C
eingelagert. Vor der Messung wurde das Kulturmedium aus den Zellkulturflaschen

entfernt und sofort mit 10 ml Resazurin-Arbeitsmedium, das durch eine 1:11

231 -


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Resorufin&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/Zytotoxizit%C3%A4t

Kapitel 3 Material und Methoden

Verdiinnung der Stammldsung mit Proliferationsmedium hergestellt wurde, versetzt. Es
war wichtig, wéhrend dieser Arbeitsschritte die Proben vor Licht zu schiitzen. Die
Zellkulturflaschen wurden 1 h im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und in
wasserdampfgesittigter ~ Atmosphdre  inkubiert. = AnschlieBend  wurde  das
Resazurinmedium aufgenommen und in eine 96-Well-Platte tiberfiihrt (200 pl/well). Die
Messung der Extinktion (bei 545 nm) bzw. der Emmission (bei 590 nm) erfolgte mit dem
Tecan GENios Microplate Reader. Die Zellen erhielten sofort nach der Entnahme des
Resazurinmediums frisches Proliferationsmedium mit dem jeweiligen Hormon und
wurden weiterkultiviert.

Die Messung der metabolischen Aktivitdit wurde viermal wihrend der
Proliferation durchgefiihrt, zwischen Tag 10-13, Tag 18-21, Tag 26-29 und am letzten
Tag. Der letzte Tag wurde festgelegt, indem man optisch die Expansion der Zellen

verfolgte. Als die erste Gruppe Konfluenz zeigte, wurde der Versuch abgebrochen.

vitale Zelle
¢ ‘
HO 0 0 HO 0 0
Resazurin Resorufin

Abb. 3.4. Die Umwandlung von Resazurin zu Resorufin durch Reduktion in vitalen MSCs

3.5.2. Zellauszahlung

Am Ende des Proliferationsversuchs erfolgte die Auszdhlung der MSCs der verschieden
behandelten Gruppen wie bereits im Abschnitt 3.1.1. beschrieben. Die Zellzahl der

einzelnen Gruppen wurde anschlieBend als % der Kontrollgruppe angegeben.
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3.5.3. Die chondrogene Differenzierung

Die unter Sexualhormoneinfluss expandierten MSCs wurden nach der Auszdhlung
(3.5.2.) in der 3-dimensionalen Aggregatkultur chondrogen differenziert, wie im
Abschnitt 3.2. bereits beschrieben. In der Differenzierungsphase erhielten die Zellen
keine Sexualhormonbehandlung mehr. Das Differenzierungsmedium wurde dreimal pro
Woche gewechselt. Nach 21 Tagen erfolgte die Analyse der Aggregate mittels Kollagen-
II-ELISA (Abschnitt 3.8.1.) und dsDNA-Assay (Abschnitt 3.8.3.).

3.6. Sexualhormonzugabe wihrend der Differenzierungsphase

Nach dem bereits beschriebenen Modell von Johnstone und Yoo (s. Abschnitt 3.2.)
enthélt das Differenzierungsmedium Dexamethason. In den folgenden Versuchen sollte
untersucht werden:

— Welchen Einfluss hat Dexamethason auf die chondrogene Differenzierung?

— Kann die Dexamethasonwirkung durch Sexualhormone ersetzt werden?

— Sind Einfliisse auf die Chondrogenese bei additiver Applikation erkennbar?

3.6.1. Die Rolle von Dexamethason

Die Aggregate wurden wahrend der chondrogenen Differenzierung mit verschiedenen
Hormonkombinationen kultiviert: ohne Steroidhormonzugabe; nur mit Dexamethason;
nur mit dem weiblichen Geschlechtshormon, 17B-estradiol (E2, Sigma, Steinheim,
Deutschland); nur mit dem ménnlichen Geschlechtshormon Testosteron (T, Sigma,
Steinheim, Deutschland); nur mit der Vorstufe von beiden, Dehydroandrosteron (DHEA,
Sigma, Steinheim, Deutschland) bzw. mit der Kombination von Dexamethason und je
einem Sexualhormon. Nach 21 Tagen Differenzierung erfolgte die makroskopische,
histologische und biochemische Analyse der Chondrogenesequalitit (s. Kollagen-II-

PCR, Abschnitt 3.8.6. bzw. —-ELISA, Abschnitt 3.8.1.).
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3.7.2. Zugabe von DHEA. T und E2

Um den dosisabhingigen FEinfluss von Sexualhormonen auf die chondrogene
Differenzierung zu  untersuchen, wurden die  Aggregate wihrend der
Differenzierungsphase mit DHEA, T oder mit E2 behandelt. Diese drei Hormone wurden
jeweils in der niedrigsten und der hochsten physiologischen Konzentration (Tab. 3.4.)
zum Differenzierungsmedium, in dem die Zellen resuspendiert waren, hinzupipettiert.
Wihrend der gesamten Differenzierung erfolgte die Zugabe dieser Hormone erneut bei
jedem Mediumwechsel. Als Kontrolle diente eine Gruppe, die auler Dexamethason kein
Hormon zusétzlich enthielt. Da Sexualhormone in Ethanol aufgelost werden, konnte
Ethanol hormonunspezifische Effekte hervorrufen (Langer, 2010). Um dies zu
vermeiden, wurde zum Kontrollmedium ebenfalls die hochste Ethanolmenge
hinzugefiigt, die im Versuch vorkam (in diesem Fall wie bei 10° M Testosteron). Am
Tag 1, 7, 14 und 21 wurden pro Gruppe je 3 Aggregate fiir makroskopische,
histologische und immunhistochemische Analysen entnommen und verarbeitet (ELISA,
GAG-Assay) (s. Abschnitt 3.8.1. und Abschnitt 3.8.2.). Fiir die biochemischen
Untersuchungen waren am Tag 0 und 21 jeweils 4 Aggregate pro Versuchsgruppe

vorgesehen. Insgesamt wurden die MSCs von 4 Patienten in diesem Versuch verwendet.

E2 T DHEA
niedrigste physiologische Konzentration 10" M 10°M 10 M
hochste physiologische Konzentration 10°M 10°M 10" M

Tabelle 3.4. Die in den Versuchen eingesetzten physiologisch niedrigsten und hdochsten
Steroidhormonkonzentrationen

3.6.3. E2-Dosis-Wirkungs-Bezichung

Steroidhormone und somit auch E2 entfalten ihre Wirkung konzentrationsabhéngig.
Daher wurde in diesem Versuch die Dosis-Wirkungs-Beziehung von E2 untersucht. Die
Konzentrationen von 10" M bis 10® M wurden zum dexamethasonhaltigen

Differenzierungsmedium der Aggregate hinzugefiigt. Als Kontrolle diente die
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Dexamethason-Gruppe ohne Sexualhormone. Die Aggregatentnahme erfolgte am Tag 1,
7, 14 und 21 fiir Makroskopie, Histologie und Immunhistochemie bzw. am Tag 0 und 21
fiir die biochemischen Analysen (ELISA, GAG-Assay, s. Abschnitt 3.8.1. und Abschnitt
3.8.2.). In diesem Experiment wurden Zellen von insgesamt 8 ménnlichen und 8

weiblichen Patienten eingesetzt.

3.6.4. Blockierung der klassischen Estrogen-Rezeptoren

Um den klassischen, intrazelluldren Signalweg von E2 zu blocken, wurde der spezifische
iER-Inhibitor ICI 182.780 (TOCRIS Bioscience, Bristol, UK) verwendet. Dem
Differenzierungsmedium wurde entweder ICI 182.780 allein oder ICI 182.780 in
Kombination mit E2 in unterschiedlichen Konzentrationen (10™"'-10® M) zugefiigt. ICI
182.780 wurde in der Konzentration von 107 M eingesetzt, um einen mindestens
zehnfachen Uberschuss im Vergleich zu der E2-Menge im Medium zu erreichen. In
diesem Versuch betrug die Anzahl der MSC-Spender n=8. Die Auswertung der
Differenzierung erfolgte makroskopisch, histologisch und immunohistochemisch (Tag 1,
7, 14, 21) bzw. molekularbiologisch (ELISA, GAG-Assay, s. Abschnitt 3.8.1. und
Abschnitt 3.8.2.). Ausgewertet wurde die Qualitdt der Chondrogenese nach ICI 182.780-
Behandlung oder nach Koinkubation mit E2 plus ICI 182.780 im Vergleich zur Kontrolle

bzw. im Vergleich zur alleinigen E2-Behandlung.

3.6.5. Zugabe von E2-BSA

Die Verwendung von E2-BSA (Sigma, Steinheim, Deutschland) ermdglichte die Priifung
der Rolle von membranassoziierten E2-Rezeptoren wéhrend der chondrogenen
Differenzierung, da durch die kovalente Kopplung von E2 an BSA ein
membranimpermeables Konjugat entstand. E2-BSA wurde in den Konzentrationen von
10"'-10® M eingesetzt, um die Effekte mit dem Einfluss von E2 der gleichen Dosis
vergleichen zu konnen. Die Entnahme von Aggregaten erfolgte am Tag 1, 7, 14 und 21
fiir Makroskopie, Histologie und Immunhistochemie bzw. am Tag 0 und 21 fiir

biochemische Untersuchungen (ELISA, GAG-Assay, s. Abschnitt 3.8.1. und Abschnitt

-35-



Kapitel 3 Material und Methoden

3.8.2.). Die erhaltenen Ergebnisse der E2-BSA-Behandlung wurden mit der Kontrolle
und mit den entsprechenden E2-Gruppen verglichen. Insgesamt wurden die MSCs von 8

Patienten verwendet.

3.6.6. Stimulierung und Blockierung von GPR30

Da der 7-transmembran-Rezeptor GPR30 in die E2-Signalwege involviert ist, wurde die
Wirkung von E2 bzw. dem spezifischen GPR30-Agonisten, G-1 (Merck, Darmstadt,
Deutschland), und dem spezifischen GPR30-Antagonisten, G15 (Synthese in
Regensburg, Markus Hager, Lehrstuhl Prof. Dr. Oliver Reiser), auf die chondrogene
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen gepriift. E2 wurde in einer Konzentration
von 10® M eingesetzt. Fiir G-1 und G15 wurde ebenfalls die 10® molare Konzentration
gewihlt, da ihre Bindungkapazitit zu GPR30 in dieser Dosis E2 am é&hnlichsten ist
(Bologa und Prossnitz et al. 2006, Dennis und Prossnitz et al. 2009). Die Aggregate, aus
MSCs von 8 Spendern, wurden mit E2 allein, G-1 allein und G15 allein behandelt oder
koinkubiert mit E2 plus G15 bzw. G-1 plus G15. Durch diese Koinkubationen sollte das
Potenzial von G15, die Effekte von E2 oder G-1 aufheben zu konnen, gepriift werden.
Als Kontrolle diente die Dexamethason-Gruppe. Die Auswertung erfolgte einerseits
makroskopisch, histologisch und immunhistochemisch, andererseits molekularbiologisch
(ELISA, GAG-Assay, qPCR) (s. Abschnitt 3.8.1., 3.8.2. und 3.8.7.) nach 21 Tagen
Differenzierung. In diesem Versuch wurden nicht nur die chondrogenen Marker
(Kollagen II, sGAGs) quantifiziert, sondern auch Kollagen I (Marker des Faserknorpels),
die spezifischen Marker der Hypertrophie (Kollagen X und MMP13) sowie Sox9
(wichtigster Transkriptionsfaktor der Chondrogenese) analysiert (s. Abschnitt 3.8.7.).

3.6.7. Sequenzielle E2- und E2-BSA Behandlung

Die Chondrogenese ist ein Reifungsprozess von undifferenzierten MSCs bis zu
hypertrophem Knorpel. Daher stellte sich die Frage, ob E2 in allen Phasen die
Chondrogenese beeinflusst.

Die Aggregate wurden sequenziell mit E2 oder E2-BSA behandelt in der
wirksamsten Konzentration, 107 M, jeweils ausschlieBlich in den Zeitabschnitten: Tag O-

7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21 der Differenzierung. An den Tagen ohne
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Steroidbehandlung wurden die Aggregate im Kontrollmedium kultiviert (Tab. 3.5.).
Nach 21 Tagen erfolgte die Analyse der Chondrogenesequalitit im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die zu keinem Zeitpunkt mit E2 oder E2-BSA behandelt wurde. Sowohl

bei der sequenziellen E2- als auch bei der sequenziellen E2-BSA-Behandlung wurden die

MSCs von 8 Spendern eingesetzt.

Tag 0-7 Tag 7-14 Tag 14-21 Tag 0-21
Gruppe 1 (Dex.-Kontrolle) - - - -
Gruppe 2 E2/E2-BSA - - -
Gruppe 3 - E2/E2-BSA - -
Gruppe 4 - - E2/E2-BSA -
Gruppe 5 E2/E2-BSA | E2/E2-BSA | E2/E2-BSA | E2/E2-BSA

Tabelle 3.5. Sequenzielles-Behandlungsschema der einzelnen Versuchsgruppen mit E2 oder E2-BSA

3.7. Qualitative Bewertung der Chondrogenese-Qualitit

3.7.1. Probenentnahme und Fixierung

Nach 1, 7, 14 und 21 Tagen chondrogener Differenzierung wurden je 3-4 Aggregate pro
Versuchsgruppe aus der 96-Platte entnommen und in 4% PFA (Riedel-de Haén, Sigma,
Steinheim, Deutschland) (in 0,1 M Phosphatpuffer) fiir 20 min mit und fiir 40 min ohne
Glutardialdehyd (Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Nach dem Waschen mit 0,1 M
Phosphatpuffer fiir 1 h und nach Inkubation in Saccharoseldosung mit steigender
Konzentration (10%, 20%, 30%) bzw. in 1:1 Saccharoselosung:TissueTek (Sakura,
Zoeterwoude, NL) fiir jeweils 1 h wurden die Aggregate in TissueTek eingebettet und in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Anfertigung der 10-12 um diinnen Cryoschnitte
erfolgte am Microm HM 500 OM Cryotom (Microm, Berlin, Deutschland).
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3.7.2. Makroskopie

Um tiber die Grofle der Aggregate und damit indirekt iiber die ECM-Synthese der Zellen
eine Aussage treffen zu konnen, wurden die Aggregate nach der Fixierung unter einem
Binokular (mit Polaroid PDMC-3 Kamera) fotografiert und die einzelnen

Versuchsgruppen untereinander verglichen.

3.7.3. Histologie

Die angefertigten Cryoschnitte wurden mit dem metachromatischen Farbstoff DMMB
(0,1% 1,9-dimethylmethylenblue, Sigma, Steinheim, Deutschland) angefdrbt, um die
wahrend  der  chondrogenen  Differenzierung synthetisierten, sulfatierte
Glykosaminoglykane (sGAGs) nachzuweisen (Hoemann, 2002). Die blaue Farbe des
Farbstoffes wechselt nach Purpur in Abhdngigkeit von der sGAG-Konzentration. Nach
dem Entfernen des TissueTek durch Inkubation in Leitungswasser fiir 5 min erfolgte die
Anfarbung mit 0,1% DMMB, das anschlieBende Waschen der Schnitte in Wasser (2x 1
min) und die Entwisserung (80%, 90%, 2x100%Propanol; 2x100% Xylol, jeweils fiir 5
min). Schlieflich wurden die Préparate mit DePex-Losung (Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Deutschland) luftdicht abgeriegelt und bis zur Fotodokumentation

am Mikroskop trocken aufbewahrt.

3.7.4. Immunohistochemie

Fir die immunhistologische Auswertung der Kollagen-II-Synthese widhrend der
Chondrogenese wurden die Cryoschnitte vor dem Blocken der unspezifischen
Bindungsstellen mit 10% FCS (PAN Biotech GmbH, Aldenbach, Deutschland) und 10%
Ziegenserum (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) in Blocking Puffer,
kurz angedaut mit 3 mg/ml Pepsin (Sigma, Steinheim, Deutschland) in 1x Mcllvaine-
Puffer bei 37°C fiir 15 min. Nach der Inkubation mit dem Primirantikorper gegen
Kollagen II erfolgte die Sichtbarmachung des gebundenen biotinylierten
Sekundérantikorpers (Tab. 3.6.) mit HRP-konjugiertem Streptavidin-Biotin-Komplex
und DAB.
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Antigen Primérantikorper Verdiinnung Sekundérantikorper Verdiinnung

Maus anti-Kollagen-

Typ-11 IgG1 Ziege anti-Maus IgG
Kollagen ) )
Tvo II (Calbiochem, 1:100 (Dianova, Hamburg, 1:100
P Darmstadt, Deutschland)
Deutschland)

Tabelle 3.6. Fiir den Nachweis von Kollagen Typ II verwendete Antikdrper

3.8. Molekularbiologische Bewertung der Chondrogenese-Qualit:it

3.8.1. Kollagen-1I-ELISA

Vor der Quantifizierung der synthetisierten ECM-Bestandteile (Kollagen II, sGAGs)
bzw. der in den Zellen befindlichen dsDNA wurden je 4 Aggregate pro Versuchsgruppe
mit PowerGen 1000 (Fischer Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) homogenisiert
und anschlieBend mit Pepsin (Sigma, Steinheim, Deutschland) verdaut. Die Behandlung
mit Pepsin bewirkt die Entfernung der N- und C-terminalen Telopeptide des Kollagens.
Die nachfolgenden Schritte der Probenvorbereitung erfolgten strikt nach dem Native
Type II Collagen Detection Kit 6009-Protokoll (Chondrex Inc, Redmont, WA, USA) mit
jeweils der Hilfte der angegebenen Volumina wie z.B. der Weiterverdau der Aggregate
mit Elastase aus dem porcinen Pankreas (Serva, Heidelberg, Deutschland). Elastase 16st
die intra- und intermolekularen Quervernetzungen des Kollagens, wodurch es in

Monomeren vorliegt (Abb. 3.5.).

intramolekulare ) )
Quervernetzung : N

NSRS K intermolekulare

Quervernetzung

Abb. 3.5. Schematische Darstellung der intra- und intermolekularen
Quervernetzungen des Typ Il Kollagens
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Auf folgende Weise wurden die Proben vorbehandelt:

o Homogenisation der Aggregate in 400 ul 0,05 M Essigsdure + 0,5 M NaCl
(pH 2.9-3.0) bei RT

e Erster Verdauschritt mit 50 pl Pepsin (10 mg/ml) in 0,05 M Essigsdure auf
einem Rotator (35 U/min) fiir 48 h bei 4°C

e Zugabe von 50 pl 10x TBS und Anpassen des pH-Wertes (pH=8) mit 1 N
NaOH bei RT

o Zweiter Verdauschritt mit 50 pl Elastase (1 mg/ml) in 1x TBS auf einem
Rotator (35 U/min) UN bis 24 h bei 4°C

e Zentrifugation bei 13.000 U/min fiir 5 min

o Verdiinnung und Analyse der Uberstinde

Der Kollagen-II-ELISA wurde nach den oben beschriebenen Verdauungsschritten
anhand des Native Type II Collagen Detection Kit 6009-Protokolls durchgefiihrt. Die
Proben wurden dem histologischen Bild entsprechend verdiinnt und dreifach aufgetragen
(Bei 4 Aggregaten mussten die Proben erfahrungsgeméf 15-100-fach verdiinnt werden).
Die Messung der Kollagen-Typ-II-Konzentrationen erfolgte bei 490 nm mit dem Tecan
GENios Microplate Reader. Die Konzentration von Kollagen Typ II wurde normiert,

indem man diese mit der DNA-Konzentration teilte.

3.8.2. Glykosaminoglykan-Assay

Die Messung der GAGs erfolgte nach einem modifizierten Protokoll (Hoemann et al.,
2002). Das Prinzip des Assays beruht auf der metachromatischen Eigenschaft des
Farbstoffs DMMB (0,0018%  1,9-dimethylmethylenblue, Sigma, Steinheim,
Deutschland), wie bereits beschrieben. Als Standard wurde Chondroitinsulfat A (Sigma,
Steinheim, Deutschland) eingesetzt, das vorher nach dem oben beschriebenen Chondrex-
Protokoll verdaut wurde. Die Proben und der Standard wurden in einem Na,EDTA-
Puffer, der L-Cystein enthilt, verdiinnt. Die hochste Standardkonzentration betrug 80
pug/ml und die weiteren Standardverdiinnungen wurden in 2-er Schritten hergestellt. Die
Verdiinnung der Proben erfolgte dem histologischen Bild entsprechend (Bei 4
Aggregaten mussten die Proben erfahrungsgeméif 16-64-fach verdiinnt werden). Je 25 pl
Standard bzw. Probe und 250 ul DMMB-Reagenz wurden pro Well einer 96-Well-Platte
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pipettiert und sofort bei 595 nm im Tecan GENios Microplate Reader gemessen. Die
Konzentration von sGAGs wurde normiert, indem man diese mit der DNA-

Konzentration teilte.

3.8.3. DNA-Quantifikation

Die Messung der doppelstrangigen DNA-Konzentration (dsDNA) erfolgte fluorimetrisch
nach dem Quant-iT™ ® dsDNA Assay Kit Protokoll (Invitrogen, Oregon, USA). Die
nach dem Chondrex-Protokoll verdauten Proben wurden mit dem im Picogreen-Kit
vorhandenen TE-Puffer 16-32-fach verdiinnt, da sich diese Verdiinnung in Vorarbeiten
als optimal herausgestellt hat (Angele et al. 2003). Die Konzentration von dsDNA wurde
im Tecan GENios Microplate Reader gemessen (Anregung bei 485 nm und Emission bei

535 nm).

3.8.4. CD-RAP-Quantifikation mittels MIA-ELISA

Die Bestimmung der von den Aggregaten synthetisierten CD-RAP-Konzentration
erfolgte aus dem Aggregatiiberstand nach dem MIA-ELISA-Protokoll (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Bei diesem Test wird CD-RAP nach dem
Prinzip einer Sandwich-ELISA durch den griinen Farbstoff 2,2'-Azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsdure =~ (ABTS)  colorimetrisch ~ quantifiziert. ~ Die
Aggregatiiberstinde wurden unverdiinnt oder 10-50-fach verdiinnt als Duplikate

aufgetragen.

3.8.5. RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die Isolierung von RNA aus den Aggregaten erfolgte nach der Methode nach
Chomczynski und Sacchi (1987/2006). Diese Methode ermdglicht die Gewinnung von
RNA aus Geweben mittels Trizol (RNA-Bee, s. unten). Trizol lysiert die Zellen,
inaktiviert RNAsen und enthédlt Phenol, das DNA und Proteine in der Probe 10st.
Hiernach erfolgt die Trennung der wéssrigen RNA-Phase von der DNA- und
Proteinphase bzw. die Reinigung der RNA:
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Homogenisation

- in 800 pul RNA-Bee (RNA Isolation Solvent, TEL-TEST, INC. Friendswood,
TX, USA)
e RNA-Extraktion
- Zugabe von 80 pl Chloroform pro Homogenat, 15 sec per Hand stark
schiitteln
- 5 min Inkubation bei +4°C
-  Zentrifugation fiir 15 min bei 12.000g (+4°C)
o RNA-Prizipitation
—  Uberfiihrung der oberen wiissrigen Phase in ein frisches Eppendorfcup
- Zugabe von Isopropanol (~ 400 pl)
- Mischen der Proben mit der Pipettenspitze
— Inkubation fiir 45 min (bis UN) auf Eis (+4 °C)
- Zentrifugation fiir 15 min bei 12.000g bei +4°C

o RNA-Reinigung
- Entfernung Uberstands
- Zugabe von 800 pl 75 %-igem Ethanol
- Mischen der Proben mit Vortex
- Zentrifugation fiir 8 min bei 7500g bei +4°C.
- Entfernung Uberstands
- Trocknen von RNA 60- 90 min an der Luft unter der Sterilbank
- Losen der RNA in DEPC-Wasser (20 pl) DEPC

Nach der Entfernung evtl. vorhandener DNA mit dem DNA-free Kit (Ambion, Austin,
TX, USA), wurde die RNA-Konzentration der Proben bestimmt mit Hilfe vom Picodrop-
Messgerit (Biozym, Oldendorf, Deutschland). AnschlieBend, nach Priifung der RNA-
Qualitdt mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese, wurden jeweils 1 ug RNA in cDNA
umgeschrieben durch die Verwendung von dem SuperScript® II kit (Reverse

Transcriptase, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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3.8.6. gPCR im Light Cycler

In den Vorversuchen zur Wirkung von verschiedenen Steroidhormonen (3.6.) wurde die
Expression des Kollagen-II-Gens mit Light Cycler bestimmt. Die Genexpression des
Zielgens wurde nach dem Hauskeepergen GAPDH normiert. Die Isolation von RNA und
die cDNA-Synthese erfolgte wie oben beschrieben (3.8.5.). Die Primer (Tab. 3.7.; TIB
Molbiol Berlin, Deutschland) wurden in der Konzentration von 0,05 pmol/ul eingesetzt.
Die PCR-Reaktion erfolgte nach Denaturierung (10 min) fiir 40 Zyklen nach folgendem
Temperaturprofil: Denaturierung 95°C 5 Sekunden, Annealing 60°C 5 Sekunden,
Elongation 72 °C 25 Sekunden. Jede Probe wurde dreifach bestimmt. Der

Reaktionsansatz von je 20 pl wurde folgendermallen hergestellt:

Primer je 0,2 ul
Fast Start 2 ul
MgCl, 1,6 ul
a.d. auf 18 ul
cDNA 2 ul
20 pl
Gen Primer-Sequenz Amplikon- | Tm [C°]
(5> 3) Linge [bp] | Primer
for.:. TTCAGCTATGGAGATGACAATC 60
Kollagen II (hColII) 471
rev.: AGAGTCGAGTGACTGAG 60
for.. GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 60
GAPDH (hGAPDH) 226
rev.: GAAGATGGTGATGGGATTTC 60

Tabelle 3.7. Die in den Light-Cycler-Analysen verwendeten Primer
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3.8.7. gPCR im Mx3005P™ Real-Time PCR System

Um die Expression von Kollagen I oder Kollagen X und MMP13 zu analysieren,
wurden die einzelnen Versuchsgruppen mit Hilfe von qPCR untersucht. AuBlerdem
erfolgte die Untersuchung der Sox9-Expression. Hierzu wurden die Aggregate in RNA-
Bee (RNA Isolation Solvent, TEL-TEST, INC. Friendswood, TX, USA) homogenisiert
und die RNA wurde aus jeweils 4 Aggregaten pro Versuchsgruppe mittels der
klassischen Chloroform-Isopropanol-Ethanol-Methode isoliert (s. oben.)

Die ¢cDNA wurde vor dem Einsatz 1:2 verdiinnt. Die PCR-Ansétze wurden mit
Brillant® II SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene, Cedar Creek, TX, USA) und
den spezifischen Primern (InM; Tab. 3.8. ; MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland)
vorbereitet, 10 Minuten bei 95 °C denaturiert und nach dem Temperaturprofil
Denaturierung 95°C 30 Sekunden, Annealing 60°C 60 Sekunden, Elongation 72 °C 60
Sekunden 40 Zyklen lang laufen lassen. Der Reaktionsansatz von je 25 pl wurde

folgendermallen hergestellt:

Primer je 0,5 ul
SYBR-Green 12,5 ul
Rox-Referenz-Dye 0,375 pl

a.d. auf 20 ul
cDNA Sul
25 ul

Die Proben wurden in eine 96-Well-PCR-Platte (Kisker GbR, Steinfurt, Deutschland) als
Triplikate aufgetragen und anschlieBend mit Hilfe der MxPro QPCR Software fiir
Mx3000P und Mx3005P QPCR Systems (Stratagene, La Jolla, CA, USA) analysiert. Die

Genexpression der Zielgene wurde nach dem Hauskeepergen GAPDH normiert.
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Gen Primer-Sequenz Amplikon- | Tm [C°]
(5—>3) Linge [bp] | Primer
Kollagen I (hColl) | for.: ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC 59,4
172
rev.: ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC 61,4
for.. CCCTCTTGTTAGTGCCAACC 59,4
Kollagen X (hColX) 154
rev.: TGAGGCCTTTAGTTGCTATGC 59,3
for.. GACTGGTAATGGCATCAAGGGA 60,3
MMP-13 (hMMP-13) 149
rev.. CACCGGCAAAAGCCACTTTA 59,3
for: ACACACAGCTCACTCGACCTTG 62,1
Sox9 (hSox9) 104
rev: AGGGAATTCTGGTTGGTCCTCT 60,3
GAPDH (hGAPDH) | for.: CTGACTTCAACAGCGACACC 59,4
120
rev.: CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT 573

Tabelle 3.8. Die in den MxPro -Analysen verwendeten Primer

3.8.8. Auswertung der PCR-Ergebnisse

Die Light-Cycler- und MxPro-Ergebnisse wurden nach dem gleichen Schema

ausgewertet, indem zundchst der ACi-Wert (Cyrargetgen)-CiReferenzgen)) €rmittelt wurde,

gefolgt von der Berechnung des AACi-Wertes (Ciprobe)-Cikontrolle). Die  relative

Expression des Target-Gens im Vergleich zur Kontrolle wurde schlieBlich mit Hilfe

folgender Formel errechnet:

3.9. Epidermal-growth-factor-receptor-Immunhistochemie

Relative Expression = 2 ¢

Fiir den Nachweis des spezifischen EGFR wurden Aggregate aus verschiedenen Phasen

der chondrogenen Differenzierung (Tag 1, 7, 14, 21) fixiert, eingebettet und geschnitten,

wie in Punkt 3.8.1. bereits beschrieben. Die Priparate wurden anschlieBend mit
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Priméarantikorper gegen EGFR auf RT 8-12 h bzw. mit Sekundérantikorper bei RT fiir 1
h inkubiert. Der biotinylierte Sekunddrantikérper (Tab. 3.9.) wurde mit HRP-
konjugiertem Streptavidin-Biotin-Komplex und DAB sichtbar gemacht.

Antigen Primérantikorper Verdiinnung Sekundirantikorper Verdiinnung
Maus monoklonal anti- Ziege anti-Maus [gG 1:100
EGFR | EGFR IgGl (GeneTex 1:100 (Dianova, Hamburg,
Inc., Irvine, CA, USA) Deutschland) 1:100

Tabelle 3.9. Fiir den Nachweis von EGFR verwendete Antikorper

3.10. Phosphokinasen - Proteome Profiler Array

Die Aktivierung der verschiedenen Phosphokinasen durch GPR30-Agonisten wurde in
Monolayer-Kultur mit Hilfe von Proteome Profiler'™ Array Human Phospho-Kinase-Kit
(R&D Systems, Abingdon, UK) getestet. Das Proteome Profiler’” Human Phospho-
Kinase-Array ermoglicht die gleichzeitige Analyse von 46 verschiedenen
Phosphokinasen.Bei diesem Test sind Primérantikoper (,,Capture Antibodies®) gegen die
zu untersuchenden Proteine und Kontroll-Antikérper als Doppelbestimmungen auf 4
Nitrozellulosemembranen gespottet. Nach der Inkubation mit Zelllysaten werden
ungebundene Proteine durch Waschschritte entfernt. In den néchsten Schritten erfolgt
die Inkubation mit biotinylierten Sekundarantikorpern (,,Detection Antibodies*) und mit
Streptavidin-HRP. Die Proteine werden mit Hilfe einer chemielumineszenten
Entwicklungslosung auf einem Rontgenfilm visualisiert.

Es wurden pro Ansatz 1,5 Millionen Zellen in jeweils 3 Flaschen ausgesit. Vier
verschiedene Ansitze waren nach dem Proteome-Profiler-Array-Protokoll moglich. Die
MSCs mainnlicher Spender adhérierten und proliferierten 24 h. Danach wurde das
Proliferationsmedium durch Differenzierungsmedium ersetzt, um die Kulturbedingung
dem Differenzierungsmodell anzugleichen. Die 4 verschiedenen Versuchsgruppen (je 3
Zellkulturflaschen) wurden mit Standardmedium (Dexamethasonkontrolle) oder E2 (107

M) oder ICI 182,780 (10™®* M) oder G-1 (10® M) behandelt. Nach 60 min Inkubation
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wurde das Medium abgesaugt und durch 1 ml Lysis Puffer pro Falsche fiir 30 min
ersetzt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der BCA-Methode
(Pierce, Rockford, USA). Die im Array eingesetzte Proteinkonzentration betrug 200
ug/ml pro Gruppe. Die nédchsten Schritte der Analyse wurden nach dem Proteome
Profiler™ Array Human Phospho-Kinase-Kit-Protokoll durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden die Nitrozellulosemembranen mit der ECL-Entwicklungslosung (Pierce,
Rockford, USA) entwickelt. Die Proteine erschienen je nach gebundener Menge als
unterschiedlich dunkle Spots auf dem Rontgenfilm (Amersham, Freiburg, Deutschland).
Die Auswertung der Spots erfolgte mit dem Scion Image Programm fiir
Windows. Es wurde die Pixelintensitit der einzelnen Felder auf der Nitrozellulose-
membran gemessen und von der Pixelintensitdt des Membranhintergrundes abgezogen.
Mit Hilfe der im Array Kit enthaltenen Schablone wurden die Koordinaten der einzelnen

Proteine ermittelt.

3.11. Analyse der E2-Metaboliten

Es ist bekannt, dass Zellen, z.B. Synoviozyten (Schmidt et al., 2009), E2 in verschiedene
Metaboliten umwandeln. In diesem Versuch wurde untersucht, ob die in unserem Modell
verwendeten MSCs ebenfalls in der Lage sind, E2-Metabolite wéhrend der
Chondrogenese zu bilden. Hierzu wurde das Differenzierungsmedium mit verschiedenen
Konzentrationen von *H-markiertem E2 versetzt (PerkinElmer, Rodgau, Deutschland; 15
nM, 45 nM, 90 nM, 180 nM, 375 nM, 750 nM, 1500 nM, 3000 nM) und die nach
Standardprotokoll hergestellten Aggregate (3.2.) wurden in diesem Medium bei 37°C,
5% CO2-Gehalt und in wasserdampfgesattigter Atmosphére inkubiert (Abb. 3.6.). Nach
24 h erfolgte die Entnahme der Uberstinde und der Aggregate. Die Uberstéinde wurden
eingefroren und bis zur Analyse in fliissigem Stickstoff oder auf Trockeneis gelagert. Die
Aggregate wurden anschlieBend mit Dulbecco’s PBS (PAA, Pasching, Osterreich)
gewaschen und in fliissigem Stickstoff oder auf Trockeneis eingefroren.

Das Auflosen der Aggregate, die Extraktion der Steroide, die Radio-HPLC-
Analyse der verschiedenen gebildeten E2-Metaboliten im Uberstand und die
Quantifikation der gebundenen *H-E2 durch Szintillationszihlung wurden im Rahmen

einer Kooperation von Dr. Martin Schmidt in Jena durchgefiihrt (Abb. 3.6.).
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Abb. 3.6. Untersuchung der E2-Konversion in dem Chondrogenese-Modell nach Johnstone und Yoo
(1998). A: Knochenmarkentnahme B: MSC-Expansion C: Behandlung der Aggregate mit 3H-
markiertem E2 D: Separate Entnahme vom Uberstand und von den Aggregaten E: Probenanalyse
mittels Radio-HPLC und Szintillationszéhlung

3.12. Datenauswertung, Datendarstellung und Statistik

In allen molekularbiologischen Nachweismethoden wurde eine Dreifachbestimmung
durchgefiihrt. Somit erhielt man pro Versuchsgruppe 3 Messpunkte. Aus den jeweils 3
Messpunkten aller acht Spender wurde schlielich der Mittelwert gebildet. Aufgrund der
Heterogenitdt der MSCs und der hohen Donorvariabilitit wurden die einzelnen
Mittelwerte meist in Prozent angegeben und erst nach dieser Transformation erfolgte der
Vergleich der Versuchsgruppen untereinander. Die Diagramme wurden mit der
SigmaPlot Software erstellt. In den Box-Plot-Diagrammen wurden die Daten als Boxen
(reprasentieren die Daten von der 25. bis zur 75. Perzentile) und zusétzlich als
Datenpunkte angegeben, wobei jeder Kreis den Mittelwert aus drei Einzelmessungen
eines Spenders darstellt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen.

Um die Ergebnisse auf Signifikanz zu priifen, wurden die in Prozent angegebenen
Mittelwerte mit Hilfe der Software SigmaStat 3.1 jeweils paarweise in einem Mann-
Whitney-U-Test analysiert. Mittelwerte, die als Absolutwert angegeben waren, wurden
mittels t-Test miteinander verglichen. Die Unterschiede galten als signifikant ab einem

Signifikanzniveau p<0,05.
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4. Ergebnisse

4.1. Sexualhormonrezeptoren

Die Voraussetzung fiir die Wirkung von Sexualhormonen ist die Prdsenz von
spezifischen Hormonrezeptoren, die in den Aggregaten zu jedem Zeitpunkt der

chondrogenen Differenzierung mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden

konnten.
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Abb. 4. 1. Nachweis der klassischen Hormonrezeptoren (AR, ERo/B) und des
membranstindigen Estrogenrezeptors GPR30 mittels Immunhistochemie bzw. Immun-
fluoreszenz (MaBleinheit 100 um).
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Sowohl die Androgen-Rezeptoren, liber die DHEA und Testosteron ihre Wirkung
entfalten konnen, als auch die intrazelluldren, klassischen (ER a/B) und membran-
assoziierten (GPR30) Rezeptoren fiir Estradiol waren prdsent in den chondrogen
differenzierenden mesenchymalen Stammzellen in jeder Phase der Differenzierung, am

Tag 1,7, 14 und 21 (Abb. 4.1).

4.2. Sexualhormone im Proliferationsmedium

Die Priifung des im Proliferationsmedium befindlichen Serums auf Sexualhormone in der
Abteilung fiir Klinische Chemie am Universitatsklinikum Regensburg ergab, dass die
DHEA- und die E2-Konzentrationen unter der Nachweisgrenze (< 4-10"" M) liegen.

. . . . _12
Testosteron konnte im Serum nachgewiesen werden in der Konzentration von 10~ M.

4.3. Einfluss von DHEA, T und E2 in der Proliferationsphase

Einfluss von DHEA, T und E2 auf Zellzahl und Vitalitat

Um die Auswirkung von DHEA-, T- und E2-Zugabe auf die Proliferation von nativen
MSCs (s. Abschnitt 3.5.) priifen zu konnen, wurden der bereits beschriebene (Borra et al.
2009) Resazurin-Test und die Zellauszdhlungs-Methode in der Neubauer-Zahlkammer
verwendet.

Der Resazurin-Test ergab, dass die metabolische Aktivitdit der MSCs mit
voranschreitender Proliferation, also mit der Zahl der Zellverdopplungen ansteigt. Jedoch
verlief die Proliferation der MSCs verschiedener Spender unterschiedlich (Abb. 4.2.).
Wihrend die MSCs von Spender 1 eine (noch) exponentielle Wachstumskurve zeigten,
befanden sich die MSCs von Spender 2 bereits nach 3 Wochen Proliferation auf dem
Plateu. Die MSCs von Spender 3 dagegen zeigten eine fiir die Zellproliferation
charakteristische, sigmoide Wachstumskurve (Abb. 4.2.). Allerdings ergab sich, wenn
das Proliferationsverhalten aller 8 getesteten Patienten zusammengefasst wurde, ein
anndhernd sigmoides Zellwachstumsbild, wie aus Abb. 4.3. A zu entnehmen ist. Es

konnten keine Unterschiede nach Behandlung mit DHEA, T oder E2 im Vergleich zur
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Kontrolle festgestellt werden (Abb. 4.3. A). Die metabolische Aktivitit der
hormonbehandelten Gruppen untereinander variierte nicht. Die Auszéhlung der MSCs
mit Hilfe der Neubauer-Zdhlkammer bestitigte diese Beobachtung. Die Zellzahl der
behandelten Gruppen wich von der Zellzahl der Kontrollgruppe nicht ab (Abb. 4.3. B).
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Abb. 4. 2. Fluorimetrische Quantifizierung der metabolischen Aktivitit von MSCs verschiedener Spender
wihrend der Proliferation mittels Resazurin-Assay (RFU=relative fluorescence unit)
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Abb. 4. 3. Manipulation der MSC-Proliferation durch Steroidhormone. A, Fluorimetrische
Quantifizierung der metabolischen Aktivitdit von MSCs wihrend der Proliferation mittels Resazurin-
Assay B, Zellzahl der einzelnen Gruppen am letzten Tag der Proliferationsphase (Werte sind als % der
Kontrolle dargestellt, wobei die Zellzahl der Kontrolle als 100% definiert wurde.)
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Einfluss von DHEA, T und E2 auf die Chondrogenese

Die wihrend der Proliferationsphase mit Steroidhormonen behandelten MSCs wurden in
die 3-dimensionale Aggregatkultur iiberfilhrt und durchliefen die chondrogene
Differenzierung ohne Steroidhormonapplikation. Die Analyse der Aggregate mittels
Kollagen-II-ELISA ergab, dass die Steroidhormonbehandlung wihrend der Proliferation
keinen Einfluss auf die Synthese von Kollagen II wihrend der Differenzierung hatte.

Auch die dsDNA-Konzentration wurde durch Hormonzugabe nicht beeinflusst (Abb.
44.).

A B
Kollagen Il DNA
220 300
L

200 - . .

180 2501 .
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Abb. 4. 4. Manipulation der MSC-Chondrogenese durch in der Prolifera-
tionsphase applizierte Steroidhormone. A, Quantifizierung  des
synthetisierten Kollagen II mittels ELISA (Werte sind als % der Kontrolle
dargestellt, ~wobei die  Kollagen-Konzentration der  Kontrolle
[[(ng/ml)/(ng/ml)] als 100% definiert wurde.) B, Biochemische
Quantifizierung von dsDNA (Werte sind als % der Kontrolle dargestellt,
wobei die DNA-Konzentration der Kontrolle [pg/ml] als 100% definiert
wurde.)

4.4. Einfluss von Steroidhormonen auf die Chondrogenese

4.4.1. Einfluss von Dexamethason und Sexualhormonen

In diesem Vorversuch wurde die Notwendigkeit der Dexamethasonzugabe wihrend der
Differenzierung unter dem Einfluss von Sexualhormonen getestet. Die makroskopische

Auswertung zeigte, dass Aggregate ohne Dexamethason deutlich kleiner waren (Abb.
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4.5.) und weniger sGAGs bildeten als Aggregate, die neben DHEA, T und E2 auch

Dexamethason erhielten.
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Abb. 4. 5. Manipulation der MSC-Chondrogenese durch Steroid-
hormone I (Gruppen: 1: ohne Steroid, 2: DHEA 3: T, 4: E2, 5: Dex, 6:
Dex+DHEA, 7: Dex+T, 8: Dex+E2 ). A, Makroskopische Aufnahme
von MSC-Aggregaten (Abstand zwischen horizontalen schwarzen
Linien: 1 mm) B, DMMB-Féarbung der verschieden behandelten
MSC-Aggregate.

Die biochemische Analyse der Aggregate bestitigte die makroskopischen und
histologischen Befunde. Die quantitative PCR-Untersuchung ergab, dass Aggregate ganz
ohne Dexamethason und Steroidhormon nur eine niedrige Kollagen-II-Genexpression
zeigten genauso wie die DHEA-, T- oder E2-behandelten Gruppen ohne Dexamethason
(Abb. 4.6. A). Dagegen erhohte sich die Expression des Kollagen-1I-Gens bei jeder
Versuchsgruppe signifikant, wenn Dexamethason hinzugefiigt wurde (Abb. 4.6. A).

FEin &dhnliches Muster konnte man bei der Analyse der Aggregate mittels ELISA
beobachten. Alle Gruppen ohne Dexamethasonbehandlung synthetisierten wenig
Kollagen-II-Protein im Gegensatz zu Aggregaten, die Dexamethason erhielten. Die
Steigerung der Kollagen-II-Synthese war zwischen den Gruppen Steroidhormon-
unbehandelt und  Ddexamethasonbehandelt  bzw. DHEA-behandelt  und
DHEA+dexamethasonbehandelt signifikant (Abb. 4.6.B).
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Im Gegensatz zu Dexamethason sind die Sexualhormone allein nicht in der Lage,
die Chondrogenese gleicherweise zu fordern. Daher wird in den folgenden Versuchen die

Versuchsgruppe mit Dexamethasonbehandlung als Standardgruppe definiert.
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Abb. 4. 6. Manipulation der MSC-Chondrogenese durch Steroidhormone II. A, Analyse der Kollagen-II-
Genexpression mittels PCR B, Quantifizierung von Kollagen Typ mittels ELISA (Werte sind als % der
Kontrolle dargestellt, wobei die Kollagen-Konzentration der Kontrolle [[(png/ml)/(ng/ml)] als 100%
definiert wurde.)

4.4.2. Dosisabhingiger Einfluss von Sexualhormonen

Um den Einfluss des weiblichen Sexualhormons, E2, des médnnlichen Sexualhormons, T
und deren Vorstufe DHEA auf die Chondrogenese zu priifen, wurden diese drei
Hormone in zwei verschiedenen Konzentrationen, in der niedrigsten und hochsten
physiologischen Konzentration, wéhren der gesamten chondrogenen Differenzierung
additiv zum Differenzierungsmedium zu den Zellen gegeben. In diesem Versuch wurde
zusitzlich eine Gruppe mitgefiihrt, die gar keine Hormone, also auch kein
Dexamethason, erhielt. Nach 21 Tagen Chondrogenese konnte man makroskopisch

kleinere Aggregate beobachten nach E2-Zugabe, wihrend die DHEA- und T-Behandlung
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die Grofle der Aggregate im Vergleich zur Dexamethason-Kontrolle nicht beeinflusste
(Abb. 4.7. A). Dementsprechend zeigten das immunhistologische Bild der Kollagen-II-
Deposition und die histologische Anfarbung der sulphatierten Glykosaminoglykane, dass
die E2-behandelten Aggregate weniger knorpeltypische extrazelluldre Matrix bildeten als
die Kontrollgruppe oder die DHEA- oder T-inkubierten Gruppen (Abb. 4.7. A).
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Abb. 4. 7. Manipulation der MSC-Chondrogenese durch Sexualhormone. A,
Makroskopische, histologische und immunhistochemische Beurteilung der Chondro-
genese-Qualitdt von MSC-Aggregaten B, Biochemische Quantifizierung von Kollagen
Typ II und sGAGs (Werte sind als % der Kontrolle dargestellt, wobei die Kollagen-
und sGAG-Konzentration der Kontrolle [(pug/ml)/(pug/ml)] als 100% definiert wurde.)
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Dies spiegelte sich in den quantitativen Analysen ebenfalls wider. Aggregate, die
wéhrend der chondrogenen Differenzierung E2 ausgesetzt waren, synthetisierten
signifikant weniger Kollagen IT (10™" M p=0,029, 10 M p=0,029) oder sGAGs (10™"' M
p=0,029, 10 M p=0,343 n.s.) als die Kontrolle oder die DHEA- oder T-behandelten
Aggregate (Abb. 4.7. B). Wie von fritheren Arbeiten bekannt (s. Abschnitt 4.3.),
differenzierten die Aggregate ohne Dexamethason-Zugabe schlecht im Vergleich zur
Kontrolle und zu allen anderen Gruppen (Abb. 4. 7. B; Kollagen II p=0,029, sGAG
p=0,029). Es waren jedoch keine Unterschiede im Zeitverlauf der Chondrogenese zu
beobachten, d.h. die Bildung von knorpelspezifischen ECM-Bestandteilen setzte
gleichzeitig ein und entwickelte sich in allen Gruppen kontinuierlich. Der DNA-Gehalt
der Aggregate zeigte keine Unterschiede zwischen den verschieden behandelten und der

Kontrollgruppe (nicht gezeigt).

4.5. E2 Dosis-Wirkungs-Beziehung

4.5.1. E2 Dosis-Wirkung auf MSCs ménnlicher Spender

Aufgrund der oben geschilderten Ergebnisse, die zeigten, dass allein E2 die chondrogene
Differenzierung beeinflusste, fokussierten die nidchsten Versuche ausschlieBlich auf die
Wirkung von E2. Um die Dosis-Wirkungs-Beziehung von E2 und damit die
meistwirksame E2-Konzentration zu ermitteln, wurden verschiedene physiologische
Konzentrationen von E2 im bereits beschriebenen Aggregatmodell eingesetzt.
Makroskopisch konnten ausschlieBlich bei den mit 10® M E2 behandelten
Aggregaten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden, Diese
Aggregate waren kleiner und synthetisierten weniger sGAGs und Kollagen II (Abb. 4.8.
A). Histologisch und immunhistochemisch zeigten dagegen alle E2-Konzentrationen eine
hemmende Wirkung auf die ECM-Deposition (Abb. 4.8. A). Die biochemische Analyse
ergab, dass E2 in der 10® M Konzentration die chondrogene Differenzierung signifikant
hemmt (Kollagen II-Synthese: p<0,001, sGAG-Synthese: p=0,026) im Vergleich zur
Kontrollgruppe, wéhrend die anderen, niedrigeren E2-Konzentrationen keine oder nur

nicht signifikante, leicht hemmende Effekte auf die knorpeltypische ECM-Synthese
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hatten (Abb. 4.8. B). Der DNA-Gehalt der Aggregate zeigte keine Unterschiede zwischen
den E2-behandelten und den Kontrollaggregaten (Abb. 4.8. B).
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Abb. 4. 8. E2-Dosis-Wirkungs-Beziehung wihrend der Chondrogenese
von MSCs ménnlicher Spender A, Makroskopische, histologische und
immunhistochemische Beurteilung der Chondrogenese-Qualitit von
MSC-Aggregaten nach E2-Behandlung B, Biochemische Quantifizierung
von Kollagen Typ II, sGAGs und dsDNA. (Werte sind als % der
Kontrolle dargestellt, wobei die Kollagen- und sGAG-Konzentration der
Kontrolle [(pg/ml)/(ng/ml) bzw. die DNA-Konzentration der Kontrolle
[ng/ml] als 100% definiert wurde.)
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4.5.2. E2 Dosis-Wirkung auf MSCs weiblicher Spender

Da die MSCs weiblicher Patienten aufgrund im Korper vorherrschender
Hormonschwankungen mdoglicherweise anders auf die Steroidhormonbehandlung in vitro

reagieren, wurde die Dosis-Wirkung von E2 auf MSCs weiblicher Spender getestet.
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Abb. 4. 9. E2-Dosis-Wirkungs-Beziehung wihrend der Chondrogenese von
MSCs weiblicher Spender A, Makroskopische, histologische und
immunhistochemische Beurteilung der Chondrogenese-Qualitdt von MSC-
Aggregaten nach E2-Behandlung B, Biochemische Quantifizierung von
Kollagen Typ II, sGAGs und dsDNA (Werte sind als % der Kontrolle
dargestellt, wobei die Kollagen- und sGAG-Konzentration der Kontrolle
[(ng/ml)/(png/ml) bzw. die DNA-Konzentration der Kontrolle [pug/ml] als 100%
definiert wurde.).

Die makroskopische Auswertung zeigte, dhnlich wie bei MSCs ménnlicher Spender, dass

die mit hoher E2-Konzentration behandelten Aggregate kleiner waren als die
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Kontrollaggregate oder Aggregate, die mit niedrigeren E2-Konzentrationen behandelt
wurden (Abb. 4.9. A). Auch die histologische und immunhistochemische Untersuchung
lieferte ein dhnliches Bild wie bei MSCs minnlicher Spender: Die Behandlung mit 10
M E2 verursachte eine deutlich unterdriickte SGAG und Kollagen-Typ-II-Deposition im
Vergleich zur E2-unbehandelten Kontrolle. Die mit niedrigeren E2-Konzentrationen
behandelten Gruppen zeigten ebenfalls eine schwéchere Farbung der GAGs oder des
Kollagen Typ II, jedoch nicht in dem MaBe wie die Gruppe mit 10® M E2-Behandlung
(Abb. 4.9. A).

Der quantitative Nachweis von Kollagen Typ II mittels ELISA bestitigte die
immunhistochemischen Ergebnisse. Nach Zugabe von 10® M E2 synthetisierten die
Aggregate signifikant weniger Kollagen Typ II (p=0,039), wihrend die Behandlung mit
hoheren E2-Konzentrationen keine signifikante Hemmung der Kollagen-Typ-II-Synthese
zeigte. Die sGAG-Deposition war dagegen nur nach Zugabe von 10° M E2 signifikant
reduziert im Vergleich zur Kontrolle (p=0,046; Abb. 4.9. B). Der DNA-Gehalt der
Aggregate variierte nicht zwischen den einzelnen Gruppen (Abb.4.9. B). Auffillig war
im Vergleich zu den MSCs ménnlicher Spender, dass die Ergebnisse der MSCs

weiblicher Spender stérker streuten.

4.6. Sequenzielle E2-Wirkung

Um die E2-empfindliche Phase wihrend der chondrogenen Differenzierung bestimmen
zu konnen, wurden die Aggregate sequenziell mit E2 behandelt. Sowohl die
makroskopischen Aufnahmen als auch die DMMB- und Kollagen-II-Farbungen zeigten,
dass die Aggregate, die von Tag 0 an (Tag 0-7, Tag 0-21) mit E2 behandelt wurden, am
wenigsten ECM im Vergleich zur Dexamethason-Kontrolle bildeten. Dagegen waren
Aggregate, die nach Tag 7 erst E2 erhielten (Tag 7-14, Tag 14-21) gleich groB3 und gleich
stark angefirbt wie die Kontrollgruppe (Abb. 4.10. A). Die molekularbiologische
Analyse bestitigte dieses Muster: E2 hemmte die Synthese von ECM-Bestandteilen
(Kollagen II p=0,039, sGAG p=0,011) signifikant, wenn es von Tag 0 bis 7 der
chondrogenen Differenzierung appliziert wurde. Das gleiche Phdnomen wurde bei der
Zugabe von E2 in dem bekannten Zeitraum, von Tag 0 bis 21, beobachtet (Kollagen II
p=0,011, sGAG p=0,02). AuBerdem konnte man nach E2-Zugabe von Tag 7 bis Tag 14
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ebenfalls eine signifikante Hemmung der sGAG-Synthese beobachten (Abb. 4.10. B;

p=0,02). In diesen Versuchen wurden die MSCs von jeweils 8 Spendern eingesetzt.
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standard d0-7 d7-14  d14-21  do0-21

m—eleloje|e

(0|00
Kollagen II C - /“ {—“

% Kollagen Il % sSGAG
500 1 200 -
400 & . & 180 1 * * *
160
o 140 A
g A 120
c
2 100 1
8 [ ] 80 1
2 100 +------ - 60 -
40 4
[ ]
20 4
0 A ah oA A\ 0 ' ; ' g
N p A [ A A
Q 1 \b‘q" Qﬂr 60 61.'\ 6‘\&3 GQ.'L

[Tage]
17B-Estradiol

Abb. 4. 10. Der Einfluss von E2 auf die Synthese von Kollagen Typ II und
sGAGs in Abhingigkeit des Behandlungszeitraums wéhrend der MSC-
Chondrogenese (Werte sind als % der Kontrolle dargestellt, wobei die
Kollagen- und sGAG-Konzentration der Kontrolle [(ug/ml)/(ng/ml)] als
100% definiert wurde.).
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4.7. Blockierung der klassischen Estrogenrezeptoren

Die Zugabe vom spezifischen Antagonisten des klassischen E2-Signalweges (iiber ER
a/B), ICI 182.780, sollte die hemmende Wirkung von E2 auf die Chondrogenese
aufheben, falls diese Wirkung tatsdchlich durch ER o/f vermittelt wird. Um diese
Reversion der Hemmung zu erreichen, wurde ICI 182.780 zusdtzlich zu E2 dem
Differenzierungsmedium beigemengt. Ein weiterer Kontrollansatz enthielt ausschliefSlich

ICI 182.780.
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Abb. 4. 11. Blockierung der klassichen, intrazelluldren Estrogenrezeptoren
(ERo/B) durch ICI 182,780. A, Makroskopische, histologische und
immunhistochemische Beurteilung der Chondrogenese-Qualitit von MSC-
Aggregaten nach E2-Behandlung mit oder ohne ICI 182,780. B,
Biochemische Quantifizierung von Kollagen Typ II und sGAGs nach E2-
Behandlung mit oder ohne ICI 182,780 (Werte sind als % der Kontrolle
dargestellt, wobei die Kollagen- und sGAG-Konzentration der Kontrolle
[(ng/ml)/(ng/ml)] als 100% definiert wurde.).
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Es konnten makroskopisch keine Unterschiede in der Grof3e der verschieden behandelten
Aggregate festgestellt werden. Es war jedoch histologisch und immunhistochemisch
eindeutig zu beobachten, dass die zusdtzliche Zugabe von ICI 182.780 die Qualitit der
Chondrogenese gegeniiber der E2-Behandlung nicht erhohte (4.11. A). Vielmehr war die
Hemmung der Differenzierung verstéirkt, wie es die quantitativen Analysen ergaben. Die
Koinkubation von E2 mit ICI 182.780 bewirkte bei jeder E2-Konzentration eine
signifikante Unterdriickung der Chondrogenese im Falle von Kollagen II im Vergleich
zur Kontrolle (Abb. 4.11. B.). Mit Ausnahme von 10" M E2-Konzentration spiegelte
sich diese signifikante Hemmung auch in der sGAG-Synthese wider (Abb. 4.11. B). Die
zusdtzliche Hemmung durch ICI 182.780 gegeniiber E2 alleine war nur in einem
einzigen Fall signifikant: bei der Messung der Kollagen II-Synthese nach 10® M E2+ICI
182.780-Behandlung. Die allein mit ICI 182.780 behandelte Gruppe zeigte ebenfalls eine
signifikant niedrigere ECM-Synthese als die Kontrolle (Abb. 4.11. B). Der DNA-Gehalt

der Aggregate variierte nicht zwischen den einzelnen Gruppen (nicht gezeigt).

4.8. Einfluss von E2-BSA

Um die klassischen, intrazelluliren Rezeptoren, ER o/f, aus den mdglichen E2-
Wirkungen auszuschlieBen, wurde das membranimpermeable Konjugat E2-BSA in
verschiedenen Konzentrationen verwendet. Nach E2-BSA-Behandlung waren keine
makroskopischen Unterschiede zu sehen im Vergleich zur Kontrolle. Die histologische
und immunhistochemische Detektion der sGAGs bzw. des Kollagen Typ II zeigte jedoch
eine gehemmte Chondrogenese nach E2-BSA-Addition. Die Anfirbung der
extrazelluliren Matrix war bei der 10 M E2-BSA-Konzentration am schwiéchsten (Abb.
4.12. A). Die quantitative Analyse des Kollagen II-Gehalts mittels ELISA ergab, dass
E2-BSA die chondrogene Differenzierung stirker unterdriickte als E2. Im Vergleich zu
der Kontrolle war diese Hemmung bei den E2-BSA-Konzentrationen 10® M und 10° M
signifikant (Kollagen IT 10° M p=0,003, 10®° M p=0,001) und im Vergleich zur E2-
Behandlung bei der 10® M Konzentration signifikant (p=0,035). Bei der Messung der
sGAGs zeigte sich ein dhnliches Muster, die Hemmung war jedoch nur in der 10 M E2-
BSA Konzentration signifikant (p=0,01) im Vergleich zur Kontrolle und in keiner E2-
BSA Konzentration signifikant im Vergleich zur E2-Behandlung (Abb. 4.12. B). Der
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DNA-Gehalt der Aggregate zeigte keine Unterschiede zwischen den E2-, E2-BSA-

behandelten und den Kontrollaggregaten (nicht gezeigt).
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Abb. 4. 12. Stimulierung von membranstindigen E2-Rezeptoren durch E2-
BSA A, Makroskopische, histologische und immunhistochemische
Beurteilung der Chondrogenese-Qualitdt von MSC-Aggregaten nach E2-
bzw. E2-BSA Behandlung. B, Biochemische Quantifizierung von Kollagen
Typ II und sGAGs nach E2- bzw. E2-BSA-Behandlung (Werte sind als %
der Kontrolle dargestellt, wobei die Kollagen- und sGAG-Konzentration der
Kontrolle [(pg/ml)/(ug/ml)] als 100% definiert wurde.).
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4.9. Sequenzielle E2-BSA-Behandlung

Anders als E2 zeigte das membrane-impermeable Konstrukt E2-BSA (10® M) kein
zeitabhéngiges Muster in seiner chondrogenese-hemmenden Wirkung. Die E2-BSA-
Zugabe ergab zu jedem Zeitpunkt und bei jeder Applikationsdauer kleinere Aggregate
und eine schwichere ECM-Farbung als die Kontrolle (Abb. 4.13. A).
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Abb. 4. 13. Der Einfluss von E2-BSA auf die Synthese von Kollagen Typ II
und sGAGs in Abhéngigkeit des Behandlungszeitraums wihrend der MSC-
Chondrogenese (Werte sind als % der Kontrolle dargestellt, wobei die
Kollagen- und sGAG-Konzentration der Kontrolle [(png/ml)/(ng/ml)] als 100%
definiert wurde.).
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Die quantitative Analyse der Kollagen-II-Synthese bestitigte signifikant die
makroskopischen und histologischen Ergebnisse (Kollagen II: Tag 0-7 p=0,002, Tag 7-
14 p=0,002, Tag 14-21 p=0,002, Tag 0-21 p=0,002), wogegen die sGAG-Deposition, der
E2-Wirkung éhnlich, in der Anfangsphase der Differenzierung stirker gehemmt wurde;
jedoch waren die Werte lediglich bei der Behandlung von Tag 7 bis 14 signifikant (Abb.
4.13. B, sGAG: Tag 0-7 p=0,051 n.s., Tag 7-14 p=0,001, Tag 0-21 p=0,051 n.s.). In

diesen Versuchen wurden die MSCs von jeweils 6 Spendern eingesetzt.

4.10. Stimulierung und Blockierung von GPR30

GPR30-vermittelte Effekte auf die ECM-Produktion

Um die Rolle des 7-transmembran-Rezeptors GPR30 in der Hemmung der chondrogenen
Differenzierung zu analysieren wurde neben E2, ein spezifischer GPR30-Agonist, G-1,
und ein spezifischer GPR30-Antagonist, G15, eingesetzt.

Makroskopisch waren keine Unterschiede sichtbar zwischen den verschieden
behandelten Gruppen und der Kontrolle (Abb. 4.14. A). Dagegen zeigte die Anfarbung
der sGAGs und des Kollagen II, dass E2 und der spezifische GPR30-Agonist G-1 die
Bildung von knorpelspezifischer ECM im Vergleich zur Kontrolle unterdriickten. Der
spezifische Antagonist des GPR30, G15, hatte keinen Effekt auf die ECM-Deposition,
konnte aber den negativen Einfluss von E2 oder G-1 aufheben (Abb. 4.14. A). Der
quantitative Nachweis von sGAGs und Kollagen II bestitigte die histologischen und
immunhistochemischen Ergebnisse: Im Falle von Kollagen II wirkten E2 und G-1
signifikant hemmend auf die Chondrogenese im Vergleich zur Kontrolle (E2 p<0,001,
G-1 p<0,001), G15 allein hatte keinen Einfluss, hob jedoch die hemmende Wirkung von
E2 oder G-1 signifikant auf (Abb. 4.14. B; E2 - E2+G15 p=0,05, G-1 - G-1+GlI5
p=0,005). Das gleiche Muster zeigte sich ebenfalls bei der sGAG-Synthese, allein die
G15-vermittelte Reversion der Hemmung durch G-1 war nicht signifikant (Abb. 4.14. B;
E2 p=0,01, G-1 p<0,001, E2 - E2+G15 p=0,021, G-1 - G-1+G15 p=0,532 n.s.).
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Abb. 4. 14. Stimulierung und Blockierung von GPR30 durch spezifischen Agonisten
(G-1) bzw. Antagonisten (G15) wihrend der MSC-Chondrogenese A, Makroskopische,
histologische und immunhistochemische Beurteilung der Chondrogenese-Qualitidt von
MSC-Aggregaten nach GPR30-Aktivierung bzw. -Blockierung B, Biochemische
Quantifizierung von Kollagen Typ II und sGAGs nach Behandlung mit GPR30-
Agonisten bzw. —Antagonisten (Werte sind als % der Kontrolle dargestellt, wobei die
Kollagen- und sGAG-Konzentration der Kontrolle [(pg/ml)/(ng/ml)] als 100% definiert
wurde.).

GPR30-vermittelte Effekte auf die CD-RAP-Proteinexpression

Ergénzend wurde die Konzentration von MIA-Protein/CD-RAP in Zellkulturiiberstdnden
gemessen. Die Ausgangskonzentration von CD-RAP war in allen Versuchsgruppen
gleich (Abb. 4.15. A, B). Im Uberstand der Kontrollgruppe konnte ein schnellerer

Anstieg der CD-RAP-Konzentration beobachtet werden im Vergleich zu allen anderen
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Versuchsgruppen. Dieser Effekt blieb bis Tag 14 der Differenzierung bestehen (Abb.
4.15. A, B). Die Analyse der Tag-21-Uberstinde =zeigte schlieBlich deutliche
Unterschiede zwischen den Gruppen, die dem Muster der chondrogenen Marker
(Kollagen Typ II oder sGAG) sehr dhneln: Im Vergleich zur Kontrollgruppe verursachte
die E2- bzw. G-1-Behandlung eine unterdriickte CD-RAP-Expression. Wihrend G15
allein keinen Effekt zeigte, wurden die hemmenden Effekte von E2 oder G-1 durch G15
aufgehoben (Abb. 4.15. A, B).
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Abb. 4. 15. Expression des CD-RAP wihrend der MSC-Chondrogenese unter dem
Einfluss von GPR30-Agonisten und -Antagonisten. A, Darstellung der CD-RAP-
Expression nach Behandlungsart B, Darstellung der CD-RAP-Expression nach
Zeitverlauf

-67 -



Kapitel 4 Ergebnisse

GPR30-vermittelte Effekte auf die Hypertrophie

Um den Einfluss von E2 bzw. GPR30-Agonisten oder -Antagonisten auf die
faserknorpelspezifische Genexpression bzw. auf die chondrogenese-begleitende
Hypertrophie zu priifen, wurde die Expression von verschiedenen Markern (Kollagen 1,
Kollagen X, MMP13) mittels qPCR bestimmt. Diese Untersuchung lieferte im Falle von
Kollagen X und MMP13 genau ein spiegelverkehrtes Bild zu den Ergebnissen der
sGAG- und Kollagen II-Messung: E2 und G-1 erhohten leicht die Expression von
Kollagen X (E2 p=1,00 n.s., G-1 p=0,029) und signifikant die Expression von MMP13
(E2 p=0,029, G-1 p=0,029) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 4.16.). GI5
beeinflusste die Expression dieser Marker nicht, konnte aber die Kollagen X- und
MMP13-Expression wieder teils signifikant auf Kontrollniveau herunterregulieren (Abb.
4.16.; Kollagen X: E2 - E2+G15 p=0,029, G-1 - G-1+G15 p=0,057 n.s.; MMP13: E2 -
E2+G15 p=0,029, G-1 - G-1+G15 p=0,057 n.s.). Dagegen zeigten sich nach den

jeweiligen Behandlungen keine Unterschiede in der Expression des Typ-I-Kollagen-Gens

(nicht gezeigt).
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Abb. 4. 16. GPR30-vermittelte Effekte auf die Genexpression von Hyper-
trophiemarkern (Werte sind als x-fache Expression der Kontrolle dargestellt,
wobei die Typ-X-Kollagen- bzw. MMP13-Expression der Kontrolle am Tag
21 als 1 definiert wurde.).

- 68 -



Kapitel 4 Ergebnisse

Um den Verlauf der Chondrogenese bzw. das Einsetzen der Hypertrophie im Zeitverlauf
analysieren zu konnen, wurde die Genexpression von Sox9 mittels PCR untersucht. Die
Genexpression von Sox9 war am Anfang der Differenzierung in allen Versuchsgruppen
gleich und bis Tag 7 waren keine nennenswerten Unterschiede festzustellen zwischen
den einzelnen Gruppen (Abb. 4.17., Abb. 4.18). Am Tag 14 konnte man eine erhohte
Sox9-Expression beobachten bei den E2- bzw. G-1-behandelten Gruppen im Vergleich
zur Kontrolle (Abb. 4.17., Abb. 4.18). Im Gegensatz zum kontinuierlichen Anstieg bei
allen Versuchsgruppen wurde die Sox9-Expression bis zum Tag 21 herunterreguliert.

Bei den E2- bzw. G-1-behandelten Gruppen war diese Herunterregulierung sehr
stark: Die Genexpression von Sox9 sank sogar unter Tag-7-Niveau (Abb. 4.17., Abb.
4.18). Die niedrige Stichprobenanzahl (n=3) erlaubte keine statistische Auswertung.

Sox9-Genexpression

Tag 1 Tag 7
0,2 2
0,16 1,6
0,12 1,2
0,08 08
C
5 0,04 0.4
w
o 0 0
a 4 N o ° &) + N ) ) )
X ® A o e ® ¢ & RO
L < <4 < o
@
L
& 7 Tag 14 3 Tag 21
U
= 6 2_5.
8 2
4
15
3
2 1
) ” '
0 0
e <& o 0-59 (P\"J \e»éﬁ o <& o d@ ,bo"fn \0»53
& e & I

Abb. 4. 17. Sox9-Genexpression wihrend der MSC-Chondrogenese unter dem Einfluss von
GPR30-Agonisten und —Antagonisten, fiir jeden Zeitpunkt einzeln dargestellt nach der
jeweiligen Behandlungsart. (Werte sind als x-fache Expression der Kontrolle dargestellt, wobei
die Sox9-Expression der Kontrolle am Tag 7 als 1 definiert wurde.)
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Verlauf der Sox9-Genexpression
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Abb. 4. 18. Zeitverlauf der Sox9-Genexpression wihrend der MSC-Chondrogenese
unter dem Einfluss von GPR30-Agonisten und —Antagonisten (Werte sind als x-fache
Expression der Kontrolle dargestellt, wobei die Sox9-Expression der Kontrolle am
Tag 7 als 1 definiert wurde.)

4.11. Nachweis des Epidermal-Growth-Factor-Receptors (EGFR)

Fiir eine mogliche Interaktion zwischen GPR30 und dem EGFR (s. Abschnitt 1.4.3.) ist

das Vorhandensein des EGFR unerldsslich. Die immunhistochemische Anfarbung des

EGFR zeigte in jeder Phase (Tag 1, 7, 14, 21) der chondrogenen Differenzierung von

MSC-Aggregaten eine positive Reaktion (Abb. 4.19.). Die negative Kontrolle blieb

ungefarbt.
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Abb. 4. 19. Nachweis des Epidermal-Growth-Factor-Receptors (EGFR)
mittels Immunhistochemie (Maf}einheit 100 pum).

4.12. Phosphokinasen-Aktivierung

Die Phosphorylierung der verschiedenen Kinasen durch E2, ICI 182,780 oder G-1 im
Vergleich zur Kontrolle (Dexamethason) wurde mit Hilfe von Proteome Profiler' ™ Array
Human Phospho-Kinase-Kit gepriift. Die Spots der Positivkontrollen waren nach jeder
Behandlung gleich dunkel bzw. die Negativkontrollen waren in jedem Fall negativ auf
der Nitrozellulosemembran (Abb. 4.20.). Auf Abb. 4.20. wurden die Vertreter der
Kinasen, die ihren Phosphorylierungsgrad nach den jeweiligen Behandlungen
verdnderten, markiert und als Balkendiagramm dargestellt (Abb. 4.21.).

E2 bzw. die anderen GPR30-Agonisten, ICI 182,780 und G-1, verursachten die
Aktivierung von ERK1/2 und STAT2 im Vergleich zur Dexamethasonkontrolle. Die
Auswirkung von E2, ICI 182,780 oder G-1 auf die Phosphorylierung von Fyn, Src, p38a.,
p70 S6 Kinase 1 und p70 S6 Kinase 3 war inhibitorisch. Im Falle von Fgr und GSK 3o/
hatte E2 keine Wirkung, ICI 182,780 oder G-1 zeigten aber aktivierende Wirkung. Die
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Phosphorylierung von JNKpan und c-JUN wurde durch E2-Zugabe aktiviert, jedoch
durch ICI 182,780- oder G-1-Zugabe inhibiert.
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Abb. 4. 20. Die verschieden stark aktivierten Phosphokinasen auf dem Rontgenfilm nach
der jeweiligen Behandlung mit GPR30-Agonisten (Symbole: +: Positivkontrolle, -:
Negativkontrolle).
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Abb. 4. 21. Der Einfluss von E2, ICI 182,780 oder G-1 auf den Phosphorylierungsgrad von
verschiedenen Kinasen wihrend der MSC-Chondrogenese (Werte sind als % der Positivkontrolle
dargestellt, wobei die Pixelintensitét der Positivkontrolle auf dem Rontgenfilm als 100% definiert
wurde.).
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Der Phosphorylierungsgrad von p27 wurde nach Behandlung mit E2 erhoht aber nach
Behandlung mit ICI 182,780 oder G-1 reduziert. SchlieBlich verursachte E2- oder ICI
182,780-Zugabe eine erhohte Phosphorylierung von Akt2, wihrend G-1 auf diese Kinase
keine Wirkung ausiibte (Abb. 4.21.).

4.13. E2-Konversion wahrend der Chondrogenese

Gespeicherte Estradiolkonzentration

Die Analyse der aufgelosten Aggregate mit Hilfe eines Szintillationszdhlers ergab, dass
das applizierte "H-E2 in der ECM der Aggregate abhiingig von und direkt proportional
zur eingesetzten “H-E2-Konzentration gespeichert wurde. Die differenzierenden MSCs
hielten *H-E2 sogar in hoherer Konzentration im Aggregat fest (Akkumulation) als es

urspriinglich appliziert wurde (Abb. 4.22.).
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Abb. 4. 22. Konzentrationsabhingige Estrogenretention in chondrogen
differenzierenden MSC-Aggregaten (Diagramm: Dr. Martin Schmidt,
Universititsklinikum Jena).
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Gebildete E2-Metaboliten

AuBerdem wurde in den Uberstinden nachgewiesen, dass ein Teil des 3H—E2, ebenfalls
abhingig von der eingesetzten “H-E2-Konzentration, in verschiedene bekannte, z.B.
Estron (E1) oder 40H-E1, aber auch in zahlreiche bisher unbekannte Hydroxy- oder
Methoxy-Metabolite konvertiert wurde (Abb. 4.23.).
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Abb. 4. 23. Konzentrationsabhéngige Bildung von Estrogen-Metaboliten (A: Estriolbildung, B: 40OH-
Estriolbildung C: Bildung des unbekannten Metabolits U5, D: Bildung des unbekannten Metabolits
U7) in chondrogen differenzierenden MSC-Aggregaten (Diagramm: Dr. Martin Schmidt,
Universititsklinikum Jena).
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5. Diskussion

Der Gelenkknorpel ist ein sexualhormonsensitives Gewebe. Vor allem spielt Estrogen
eine wichtige Rolle beim SchlieBen der Wachstumsfuge oder in degenerativen Prozessen
des Knorpels (Perry 2008; Cicuttini 2003; Richette 2003). Uber den Einfluss von
Sexualhormonen auf die Regeneration des Knorpels mittels Tissue Engineering ist
jedoch wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit
Sexualhormone die Chondrogenese mesenchymaler Stammzellen und somit die Qualitit,

Einheilung und Reifung von chondrogenen Implantaten beeinflussen.

5.1. Die in vitro Chondrogenese humaner mesenchymaler Stammzellen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die chondrogene Differenzierung humaner
mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark unter dem Einfluss von
Sexualhormonen in vitro untersucht. Fiir die Bearbeitung der Fragestellung war die
optimale Isolierung bzw. Selektion und Expansion der hMSCs die erste wichtige
Voraussetzung. Die Entnahme der Knochenmarkaspirate erfolgte aus dem Beckenkamm.
Die Menge des gewonnenen Knochenmarks und dessen zellulire Zusammensetzung
macht das Knochenmark des Beckenkamms zu einer bevorzugten MSC-Quelle
(Pittenger, 1999). Es wurde allerdings gezeigt, dass die Anzahl und die Art der
gewonnenen Zellen stark von der Isolierungsmethode abhingt (Lange et al. 2005).
Bewihrt hat sich die Zellauftrennung mit Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation und
anschlieBender Selektion der MSCs durch Adhédrenz an den Plastikboden der
ZellkulturgefdBle (Pittenger et al., 1999). So war es mdglich, aus durchschnittlich 20 ml
Knochenmarkaspirat MSC-Primérkulturen mit einer MSC-Ausbeute von 40-120
Millionen Zellen anzulegen. Die MSC-Identitit der Zellen anhand der

Oberflachenmarker wurde in zahlreichen Vorarbeiten unseres Labors mittels FACS-
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Analyse bestdtigt. Das dreidimensionale Differenzierungsmodell von Johnstone et al.
(1998), das sogenannte Pellet- oder Aggregat-Modell, erlaubt die chondrogene
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen bis zur Differenzierung in
hypertrophe Chondrozyten (Mackay 1998, Mueller 2008, Mueller 2010). Mit diesem
Modell ist es moglich, den Prozess der mesenchymalen Zellkondensation und der
darauffolgenden knorpelspezifischen extrazelluldre Matrixbildung zu simulieren. In der
Literatur (Parsch, 2004), sowie aus eigenen Vorarbeiten ist eine Altersabhéngigkeit der
Qualitdt der MSCs erkennbar. Dadurch wurden in der vorliegenden Arbeit vorzugsweise
MSCs  junger Patienten (18-45  Jahre) eingesetzt, bei denen  gutes
Differenzierungspotenzial erwartet werden konnte. Die Wahl von Spendern jungen
Alters war auch deshalb wichtig, weil die Regeneration von Knorpeldefekten
hauptséchlich diese Altersgruppe betrifft. Es wurde von verschiedenen Autoren bestitigt,
dass die isolierten Zellen eine Mischung von MSCs mit unterschiedlicher Proliferations-
und Differenzierungskapazitit darstellen (Colter et al. 2001, Baksh et al. 2004, Verfaillie
2002). Diese Mischung besteht aus groBen unformigen Zellen mit geringem
Proliferations- und Differenzierungspotenzial (mature MSCs), aus spindelférmigen, gut
proliferierenden und differenzierenden Zellen und aus kleineren runden sich selbst
erneuernden Zellen (rapidly self renewing cells, RS), die ebenfalls ein ausgeprégtes
Differenzierungspotenzial aufweisen (Colter et al. 2001). Vorstellbar ist, dass die
Zellzusammensetzung in  Abhédngigkeit  von der  Durchfiihrung der
Knochenmarkabnahme bzw. von dem Zeitpunkt der MSC-Isolierung oder von der
isolierenden Person, stark variiert. Dieses Phidnomen wurde auch in eigenen
Experimenten beobachtet. Jedoch konnte die Heterogenitdt durch die Wahl von MSCs
junger Spender reduziert werden.

Zusammenfassend eignen sich jedoch die MSCs des Knochenmarks und das
dreidimensionale Aggregatmodell fiir die Untersuchung verschiedener Einflussfaktoren

auf die in vitro Chondrogenese (Pittenger 1999, Angele 2003).
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5.2. Sexualhormonrezeptoren

Die Voraussetzung fiir eine mogliche Wirkung von Sexualsteroiden ist das
Vorhandensein spezifischer Rezeptoren. In dieser Arbeit konnten alle Rezeptoren der
untersuchten Hormone (AR, ER o/f, GPR30) nachgewiesen werden. Die klassischen
Sexualhormonrezeptoren, der Androgenrezeptor und die Estrogenrezeptoren o und J3,
waren hauptséchlich in dem Zytoplasma nachweisbar, wie es fiir das Knorpelgewebe
bereits in der Literatur beschrieben wurde (Perry et al., 2008; Nilsson, 2003;
Vanderschueren et al., 2004). Uber die Lokalisation von GPR30 existieren dagegen
kontroverse Studien. Filardo et al. (2007) konnten GPR30 in der Zellmembran von HEK-
293-Zellen nachweisen. Im Gegensatz dazu zeigten Otto et al. (2008) in COS-7-,
HEK293-, HEC50-, CHO- und MDA-MB231Zellen, dass GPR30 intrazelluldr, im
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. Eine dritte Studie (Benten, 2001) beschrieb
beide Moglichkeiten bei einem Zelltyp. Benten erklirte, dass der in der Zellmembran
sitzende GPR30 nach der Bindung von einem Ligand internalisiert und iiber das
endoplasmatische Retikulum recycelt wird. Der Nachweis von GPR30 in der
vorliegenden Arbeit zeigte, dass dieser Rezeptor in der Zellmembran von chondrogen
differenzierenden MSCs lokalisiert ist. Besonders die Detektion in der
zweidimensionalen Monolayerkultur bestétigte diese Beobachtung. Nach Maggiolini ist
es moglich, dass die Lokalisation von dem Zelltyp abhidngt (Maggiolini, 2010).

Die Expression dieser Rezeptoren war wéhrend der gesamten chondrogenen
Differenzierung unverdndert, d.h. die Chondrogenese von MSCs ist in allen Phasen

sensitiv fur Sexualsteroide.

5.3. Wirkung von Sexualhormonen wahrend der Proliferation

Die Proliferation der MSCs vor der Differenzierungsphase erfolgt in einem
serumhaltigen Medium. Das Serum, in diesem Fall bovines Serum, kann durchaus
Sexualsteroide enthalten. Die Analyse des Serums ergab jedoch, dass die
Hormonkonzentrationen nicht messbar (DHEA, T) oder vernachlédssigbar niedrig (E2)
sind, d.h. deutlich unter den physiologischen Konzentrationen liegen. Durch den Einsatz

des bovinen Serums bestand damit keine Gefahr, die Ergebnisse zu verfdlschen,
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besonders wenn man bedenkt, dass das Serum im Proliferationsmedium in einer
zehnfachen Verdiinnung vorliegt.

In Abschnitt 4.1. wurde gezeigt, dass die spezifischen Sexualhormonrezeptoren
am Anfang der Differenzierung, d.h. im undifferenzierten MSC-Stadium vorhanden sind.
In der Literatur wurde ebenfalls beschrieben, dass humane MSCs die spezifischen
Sexualhormonrezeptoren besitzen (Ray et al. 2008). Die MSCs sind also grundsitzlich
hormonsensitiv. Die Zugabe von Sexualhormonen zeigte jedoch keine Einfliisse wihrend
der Proliferation. Am Ende der Expansion erhielt man nach jeder Behandlung gleich
viele MSCs bzw. die Zugabe von Hormonen hatte keinen Einfluss auf die metabolische
Aktivitdt wahrend der Proliferation. Dieses Ergebnis scheint iiberraschend, denn friihere
Studien beschrieben z. B. eine geschlechtsabhédngig verdnderte Proliferationskapazitit
von MSCs aus der Ratte nach E2-Zugabe (Hong et al. 2009). Wihrend MSCs ménnlicher
Ratten nach Behandlung mit hoher E2-Konzentration (10° M) signifikant weniger
proliferierten, erhohten niedrigere E2-Konzentrationen die Proliferationskapazitdt von
MSCs weiblicher Ratten in vitro. Jedoch muss man bedenken, dass humane und Ratten-
MSCs schwer zu vergleichen sind. AuBerdem wurden im Proliferationsversuch nur
Zellen mannlicher Spender untersucht. Die Wirkung von 10° M E2 ist kritisch zu
bewerten, da diese Konzentration unphysiologisch hoch ist. Andere Studien beschreiben,
dass E2 durchaus pro-proliferative Wirkungen iiber Signalwege entfalten kann (Straub
2007). Es ist schwer zu deuten, warum Sexualhormone keinen Einfluss auf die
Proliferation hatten, besonders wenn man bedenkt, dass die humane MSCs ausschlie3lich
mit einer Sexualhormonkonzentration behandelt wurden.

Der Verlauf der metabolischen Aktivitidt und somit der Wachstumskurvenverlauf
der MSCs verschiedener Spender variierte teilweise stark. Dieses Phdnomen ist aber
hochstwahrscheinlich auf die spenderspezifische Heterogenitit (s. Abschnitt 5.1.) der
MSCs zurilickzufithren und nicht auf eine Hormonwirkung. Dies wird deutlich, wenn
man die Aktivitdtskurven der MSCs verschiedener Spender einzeln betrachtet.

Auch  das  Differenzierungspotential ~der MSCs  wurde  durch
Sexualhormonbehandlung wihrend der Proliferationsphase nicht verdndert, wie die
Ergebnisse im Abschnitt 4.3. zeigten. Einerseits ist denkbar, dass durch die
Hormonzugabe unterschiedliche MSC-Subpopulationen selektiert wurden. Andererseits

konnte es durchaus passieren, dass die Sensitivitdit von MSCs z.B. gegeniiber
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Wachstumsfaktoren und somit das chondrogene Differenzierungsverhalten durch

Sexualhormoneinfluss in der Proliferationsphase verdandert wird.

5.4. Wirkung von Steroidhormonen auf die Chondrogenese

Der Einfluss von Sexualsteroiden auf die chondrogene Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen ist von Bedeutung, um die Wirkung von im Gelenk bzw. in
der Synovialfliissigkeit vorhandenen Sexualsteroide auf die MSC-basierte Regeneration
von Knorpeldefekte abschédtzen zu kdnnen. Anders als man erwarten wiirde, gibt es keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede beziiglich Sexualsteroid-Konzentrationen im
Gelenk (Straub 2007), d. h. die moglichen Einfliisse von Sexualsteroiden auf die
Integration bzw. chondrogene Differenzierung von regenerativen Implantaten betreffen
sowohl Frauen als auch Ménner. Durch die Verwendung von MSCs ménnlicher Spender
wurde sichergestellt, dass die MSCs keinen Hormonschwankungen vor der
Knochenmarkentnahme ausgesetzt wurden, wie es bei Zellen weiblicher Spender
aufgrund unterschiedlicher Hormonkonzentrationen wéhrend der Periode der Fall sein
konnte. Der Vergleich zwischen ménnlichen und weiblichen Zellen wéhrend der
Chondrogenese erbrachte vergleichbare Ergebnisse. Jedoch ergab sich bei der
Chondrogenese weiblicher MSCs eine hohere Varianz, die die Richtigkeit der o. g.

Zellenauswahl bestitigt.

Einfluss von Dexamethason und Sexualhormonen

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass Dexamethason durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Sox9 (Sekiya 2001, Tanaka 2004) die chondrogene
Differenzierung fordert. Ahnliche Untersuchungen wurden aber bisher mit den
Sexualhormonen nicht durchgefiihrt. Die Ergebnisse des Abschnitts 4.3.1. zeigen, dass
Dexamethason flir die chondrogene Differenzierung erforderlich ist bzw. dass die
Hormone DHEA, T und E2 die chondrogenesefordernde Rolle von Dexamethason nicht
iibernehmen konnen. Dieses Phdnomen konnte durch die Tatsache erklart werden, dass

die verschiedenen Hormone iiber unterschiedliche Rezeptoren wirken. Wihrend das
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kiinstliche  Glukokortikoid Dexamethason iiber Glukokortikoidrezeptoren wirkt
(Tsurufuji, 1979), entfalten die Sexualhormone ihre Wirkung iiber spezifische
Sexualhormonrezeptoren.

Der Versuch, die Chondrogenese durch Kombination von Dexamethason und
Sexualhormonen zu verbessern, wurde ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit zum ersten
Mal unternommen. Die zusitzliche Zugabe von DHEA, T oder E2 verbesserte die
Qualitdt der Chondrogenese jedoch nicht. Diese Einfliisse wurden in darauffolgenden

Versuchen genauer untersucht und werden im nichsten Abschnitt detaillierter diskutiert.

Dosisabhangiger Einfluss von Sexualhormonen

Der Versuch, die chondrogene Differenzierung von MSCs in vitro durch die Zugabe von
DHEA, T und E2 in verschiedenen Konzentrationen mit Dexamethason zusammen zu
manipulieren (4.4.) zeigte, dass die zwei Androgene (DHEA und T) die extrazelluldre
Matrixbildung nicht beeinflussten, wihrend die Behandlung mit 10"" M und 10® M E2
die Synthese von Typ II Kollagen und sGAG signifikant reduzierte. Diese Ergebnisse
bestitigen die beschriebene dosisabhingige Wirkung von E2 (Straub, 2007). E2
verursacht hierbei offensichtlich nicht die Apoptose der MSCs im Aggregat, und die
daraus resultierende verminderte ECM-Produktion, da die DNA-Konzentration in den
Aggregaten aller Versuchsgruppen um den Kontrollwert schwankte. Dementsprechend
fand auch keine weitere Proliferation wéihrend der Chondrogenese statt. Die Wirkung
von E2 beschriankt sich mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine verminderte chondrogene
ECM-Synthese, denn es waren keine Unterschiede in der Kondensation der MSCs zu
Aggregaten oder im grundsétzlichen Verlauf der Chondrogenese mit GroBenzunahme
oder Bildung von knorpelspezifischer ECM zwischen den verschiedenen Gruppen zu
beobachten. Fiir die fehlenden Effekte von DHEA und T sind zwei Griinde denkbar. Es
ist moglich, dass die direkten, iiber Androgenrezeptoren vermittelten Signalwege die
chondrogene Differenzierung der Stammzellen tatsidchlich nicht beeinflussen. Da aber
Testosteron nach seiner Konversion zu E2 durch Aromatase (Carani, 1997) ebenfalls
starke Wirkungen hervorrufen kann wie z.B. beim Schlieen der Wachstumsfuge, konnte
eine fehlende oder verminderte Aromatase-Expression bzw. -Aktivitdt der MSCs die

Erklarung fiir die beobachteten Phinomene sein.
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5.5. Die Hemmung der Chondrogenese durch Estradiol

Die Suppression der Chondrogenese durch E2

Basierend auf den oben beschriebenen Ergebnissen wurde der Fokus im Verlauf der
Arbeit auf die E2-Effekte gelegt. Zunédchst galt es, die Dosis-Wirkungs-Beziehung von
E2 zu analysieren, da Sexualsteroide fiir ihre glockenformige Dosis-Wirkungskurve
bekannt sind (Englert 2006, Straub 2007). Die Untersuchung zeigte, dass die stirkste
Hemmung auf die Hilfte an chondrogener ECM-Synthese durch die Behandlung der
MSCs mit hoher E2-Konzentration (10® M) erzielt wurde. Diese hohe Konzentration
stellt eine E2-Konzentration dar, die wihrend der Schwangerschaft im Blut gemessen
werden kann (Straub 2007). Jedoch findet man gerade in Gelenken sehr hohe
Konzentrationen an Estrogen, teilweise sogar das 100-fache der Serum-
Estrogenkonzentration (Schmidt, 2005). Unter Bertlicksichtigung dieser Tatsache kdnnen
also so hohe Estrogenkonzentrationen eine wichtige Rolle in regenerativen Prozessen des
Gelenks spielen. Die genaue Ursache fiir die beschriecbenen  hohen
Estrogenkonzentrationen im Gelenk ist nicht bekannt. Eigene Untersuchungen deuten
darauf hin, dass Knorpelgewebe grole Mengen Estrogen zuriickhalten kann (Abschnitt
4.13. und 5.7.). Jedoch ist noch unklar, ob das Estrogen von den Chondrozyten gebunden
oder lediglich im Netz der ECM festgehalten wird.

Die Dosis-Wirkungs-Versuche mit MSCs weiblicher Spender zeigten ein
dhnliches Differenzierungsverhalten wie die MSCs ménnlicher Spender, jedoch hatten
die Werte eine hohere Varianz. Zusétzlich zur Heterogenitit der MSCs scheinen andere
Faktoren eine Rolle zu spielen. Zum Beispiel konnte die oben angesprochene periodisch
schwankende = Hormonkonzentration = weiblicher ~ Spender die Ursache des
ungleichmafigen Differenzierungsverhaltens sein.

Die sequenzielle Zugabe von E2 machte deutlich, dass die Anfangsphase der
chondrogenen Differenzierung sensitiv fiir E2-Applikation ist (4.6.). E2 wirkte hemmend
auf die Chondrogenese, wenn es in den ersten 7 Tagen appliziert wurde. Diese
hemmende Wirkung hielt nach Abbruch der E2-Zugabe nach Tag 7 bis zum Ende der
Versuche an. Die differenzierenden Zellen waren also nicht in der Lage, die negativen
Einfliisse von initialer E2-Gabe wihrend der Chondrogenese auszugleichen. Wurde die

Behandlung dagegen erst nach Tag 7 gestartet, hatte E2 keinen signifikanten Effekt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde ein hemmender Effekt von E2 auf die
Chondrogenese beobachtet. Dagegen zeigten andere Studien von Ab-Rahim et al. (2008)
oder Claassen et al. (2006) keinen Einfluss von E2 auf die Chondrogenese. Diese
Studien sind jedoch aufgrund unterschiedlicher Kulturbedingungen oder Zelltypen mit
dieser Arbeit schwer zu vergleichen. Im Gegensatz zu dieser Arbeit verwendete Ab-
Rahim MSCs aus Kaninchen, welche in Monolayerkultur in einem FCS- und
phenolredhaltigen Medium inkubiert wurden. Erstens wird bei priméren Zellen, die
Differenzierung durchlaufen sollten, ein serumfreies Medium empfohlen, da Serum die
Bedingungen unkontrollierbar macht (Lindl 2002). Zweitens ist bekannt, dass Phenolred
estrogendhnliche Wirkungen hervorrufen kann (Berthois 1986, Moreno-Cuevas 2000)
und daher nicht in Versuchen mit Estradiolbehandlung verwendet werden sollte.
AuBerdem wurden die Zellen bei Ab-Rahim nur 48 Stunden im Differenzierungsmedium
inkubiert im Gegensatz zu dieser Arbeit (21 Tage). Claassen verwendete bovine
artikuldre Chondrozyten anstatt MSCs, die ebenfalls in Monolayer anstatt in einer
dreidimensionalen Kultur kultiviert wurden. Des Weiteren betrug die Inkubationszeit in

seinen Versuchen nur 24 Stunden.

Mechanismus des E2-Einflusses auf die Chondrogenese

Um herauszufinden, ob die hemmenden Effekte von E2 iiber die klassischen E2-
Rezeptoren vermittelt werden, wurde der spezifische Antagonist dieser Rezeptoren (ICI
182,780; Howell, 2000) zusitzlich zum Estradiol eingesetzt. ICI 182,780, allein mit E2
koinkubiert, reduzierte unerwarteterweise die Synthese von Typ II Kollagen bzw. von
sGAGs noch stirker als E2 (4.7.). Der hemmende Effekt von E2 auf die Chondrogenese
konnte also nicht durch ICI 182,780 aufgehoben werden. Dieser Versuch deutete darauf
hin, dass die beobachtete Wirkung von Estrogen nicht von den klassischen Rezeptoren
ER o/f vermittelt wird, sondern mdglicherweise von membranstindigen
Estrogenrezeptoren. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde das membran-
impermeable Estrogen, E2-BSA eingesetzt (Stevis, 1999). Diese Versuche zeigten, dass
E2-BSA die Produktion von knorpelspezifischer ECM stérker unterdriickt als E2, dhnlich
wie ICI 182,780. So konnte also angenommen werden, dass einer der membranstindigen

Rezeptoren an der Suppression der Chondrogenese beteiligt ist.

-82 -



Kapitel 5 Diskussion

Interessanterweise war in diesem Versuch keine E2-BSA-empfindliche Phase
wiéhrend der Chondrogenese zu beobachten. Die Produktion von ECM wurde zu allen
Zeitpunkten gleich stark gehemmt. Es ist anzunehmen, dass die Unterschiede zwischen
sequenzieller E2- und E2-BSA-Behandlung durch die verschieden stark exprimierten
klassischen oder nichtklassischen Estrogenrezeptoren wihrend der Chondrogenese
beeinflusst werden. Maoglicherweise erhdht sich die Expression der klassischen
Estrogenrezeptoren o und 3 ab Tag 7 der Differenzierung so stark, dass die klassischen
E2-Effekte, die chondrogenesefordernd sein konnten, {iberwiegen wund die
membranvermittelten Effekte unterdriickt werden. Eine Alternativiiberlegung wére, dass
durch die Membranrezeptorstimulation durch E2-BSA die Expression dieser Rezeptoren
weiter induziert, wodurch die differenzierenden MSCs in jeder Phase der Chondrogenese
E2-BSA-sensitiv sind.

Die Zugabe von E2-BSA bzw. von Membranrezeptor-Agonisten und -
Antagonisten zeigte, dass die wunterdriickte Chondrogenese von MSCs durch
Memebranrezeptoren vermittelt wird. Wie in Abschnitt 1.4.3. bereits beschrieben, besteht
die Moglichkeit, dass entweder der membranstindige ERa oder der 7-transmembran-
GPR30 eine Rolle bei der Vermittlung dieser Effekte spielt. Zudem konnte ICI 182,780
neben seiner Rolle als Antagonist der klassischen E2-Rezeptoren auch als Agonist des
GPR30 fungieren (Prossnitz, 2008). In weiteren Versuchen wurde die Rolle von GPR30
in der Suppression der Chondrogenese untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen

werden im nichsten Abschnitt diskutiert.

5.6. Die Rolle von GPR30 in der Suppression der Chondrogenese

Wirkung von GPR30-Agonisten und —Antagonisten auf chondrogene Marker

Die Rolle des GPR30 in der Vermittlung von E2-Effekten wurde analysiert, indem neben
E2 der spezifische Agonist G-1 zum chondrogenen Medium hinzugefiigt wurde. Um die
moglichen Effekte aufzuheben, wurde der spezifische Antagonist G15 eingesetzt. Die
Annahme, dass GPR30 die Hauptrolle bei der Vermittlung der Suppression der
Chondrogenese durch E2 spielt wurde durch diese Versuche bestétigt (Abschnitt 4.10.).
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Auch die MIA/CD-RAP-Analyse bestitigte den hemmenden Effekt von E2 auf
die Kollagen-II-Deposition. Zeitgleich mit Kollagen II stieg zunichst die Expression von
MIA als Ausdruck zunehmender Chondrogenese bei allen Versuchsgruppen an. Am
Ende der chondrogenen Differenzierung war eine Herunterregulierung erkennbar
(Bosserhoff, 2003). Jedoch verstirkten die GPR30-Agonisten E2 und G-1 diese
Herunterregulierung (Abb. 4.15.). Betrachtet man die Expression des Sox9-Gens,
bekommt man eine Antwort auf die Frage, warum MSCs nach GPR30-Agonist-
Behandlung (E2 oder G-1) weniger Typ II Kollagen synthetisieren. Den Abbildungen
4.17. bzw. 4.18. war zu entnehmen, dass die Zugabe von GPR30-Agonisten die Sox9-
Genexpression zwar bis zum Tag 14 erhoht, diese aber bis zum Ende der Differenzierung
stiarker herunterreguliert als es bei der Kontrolle oder bei den anderen Behandlungsarten
der Fall war. Es wurde beschrieben, dass die Herunterregulierung des
Transkriptionsfaktors Sox9 wihrend der Chondrogenese auf Hypertrophie hindeutet
(Goldring, 2006; Abb. 5.1.). In diesem Fall sollten bei den E2- bzw. G-1-behandelten
Gruppen die hypertrophen Marker hochreguliert sein. Diese Aspekte wurden in
darauffolgenden PCR-Analysen genauer untersucht und werden im nichsten Abschnitt

detaillierter diskutiert.

Wirkung von GPR30-Agonisten und —Antagonisten auf hypertrophe Marker

Die Analyse von Hypertrophiemarkern (Typ X Kollagen, MMP13) mittels qPCR
bestdtigte die oben beschriebene Annahme. Die GPR30-Agonisten, E2 und G-I,
bewirken somit nicht die Verzogerung oder Unterdriickung der Chondrogenese.
Vielmehr scheinen diese Substanzen die Chondrogenese in Richtung Hypertrophie zu
beschleunigen. Diese Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen in der Literatur iiberein:
Es ist bekannt, dass Estrogen bei beiden Geschlechtern flir das SchlieBen der
Wachstumsfuge und somit flir ein normales Lingenwachstum notwendig ist. Hierbei
induziert Estrogen keine direkte Ossifikation, vielmehr verursacht es die Beschleunigung
des programmierten Zelltodes der Chondrozyten und somit das frithere SchlieBen der
Wachstumsfuge (Weise 2001). Zusétzliche Bestitigung wire moglich durch die

Untersuchung weiterer Ossifikationsmarker, wie z.B. Runx2 (Abb. 5.1.).

-84 -



Kapitel 5 Diskussion

AulBlerdem wurde beobachtet, dass das Femur der Wildtyp-Mause kiirzer war als der der
GPR30-KO-Maiuse. Das gilt auch fir die Hohe der Wachstumsfuge. Diese in vivo
Analysen deuteten darauf hin, dass die Anwesenheit von GPR30 fiir das

estrogenvermittelte SchlieBen der Wachstumsfuge notwendig ist (Windahl 2009).

1

ened
c
2 = Sox9 Runx2
w —
o)
—
Q. —
3
LL| —
m —
i
=
-EE —
L

0 L L L L L | L}
A B C D E F
e > I > > > > %) - -» Knochen
Kollagen | Kollagen II, Kollagen X Kollagen |,
X, Xi Osteokalzin

Abb. 5. 1. Der Expressionsverlauf von Sox9 und Runx2 wihrend der
Chondrogenese in der Skelettentwicklung (verdndert nach Goldring)

Fungiert GPR30 als Estrogenrezeptor in chondrogen differenziernden MSCs?

Aufgrund aktueller Studien bestehen allgemeine Zweifel an der Funktion von GPR30 als
spezifischer Estrogenrezeptor (Langer, 2010).

Prossnitz, Filardo und Revankar lieferten FErgebnisse mit verschiedenen
Zelltypen, die fiir GPR30 als E2-Rezeptor sprechen (Revankar et al. 2005, Filardo et al.
2005, Prossnitz et al. 2007). Maggiolini pladiert auch dafiir, dass GPR30 tatsichlich ein
Estrogenrezeptor ist, besonders weil bisher keine wissenschaftlichen Untersuchungen das
Gegenteil beweisen konnten (Maggiolini, 2010). Auch in der vorliegenden Arbeit ging
man zunichst davon aus, dass GPR30 als E2-Rezeptor fungiert. Es wéren griindlich
geplante Bindungsstudien und weitere Versuche notwendig, um die Rolle von GPR30

aufzuklaren.
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5.6. Die mogliche Rolle des Epidermal-Growth-Factor-Receptors (EGFR)

GPR30 kann auf verschiedene Weise E2-Effekte vermitteln. Eine Moglichkeit ist die
Interaktion mit dem EGFR, der darauffolgend die intrazelluliren MAPKinasen aktiviert
(Filardo, 2005). Der EGFR wurde in der vorliegenden Arbeit in MSC-Aggregaten
nachgewiesen. Theoretisch ist also eine GPR30-vermittelte Wirkung von E2 iiber EGFR
moglich. Interessanterweise beschrieb Yoon (2000, Abb. 5.2.), dass der durch EGF
aktivierte EGFR durch Blockierung von p38 (chondrogeneseférdernd) und Aktivierung
von ERK (chondrogenesehemmend) die Anfangsphase der Chondrogenese hemmt. Die
Analyse der Phosphokinasen mittels Proteome Profiler ergab dhnliche Ergebnisse: Die
Zugabe von GPR30-Agonisten verursachte die Aktivierung von ERK und die
Blockierung von p38. Weitere bestitigende Wiederholungen sollten in der Zukunft
durchgefiihrt werden, um die Ergebnisse sichern zu konnen. Eine weitere interessante
Beobachtung prasentierte Maggiolini (2010). In dieser Studie wurde gezeigt, dass der
aktivierte EGFR die Expression von GPR30 hochreguliert, was eine typische positive
Riickkopplung darstellt. Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit keine Untersuchungen
bei den MSCs durchgefiihrt. Dieser Punkt ist jedoch richtungsweisend fiir zukiinftige
Versuche zur Aufdeckung der Rolle von GPR30 und EGFR wéhrend der Chondrogenese.

MSC
!

Kondensation

p3d8 —»
EGF —» EGFR
ERK —
Chondrozyt

Abb. 52. Die Rolle des EGF-Rezeptors in der Chondrogenese
(verdndert nach Yoon, 2000)
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5.7. E2-Konversion wahrend der Chondrogenese

Die Analyse der E2-Konversion flihrte zu der interessanten Beobachtung, dass die
chondrogen differenzierenden MSCs E2 in sehr hoher Konzentration speichern. Es ist
noch nicht klar, ob E2 chemisch gebunden oder ,nur“ in der extrazelluldren Matrix
festgehalten wird. Jedoch spielt die Tatsache, dass E2 hochkonzentriert in den
Aggregaten gespeichert wird, moglicherweise eine wichtige Rolle in den beobachteten
Effekten auf die Chondrogenese. Denkbar ist auBerdem, dass dieser Mechanismus fiir die
im Vergleich zum Serum hohen Steroidkonzentrationen im Kniegelenk verantwortlich ist
(Schmidt, 2005). Diese Ergebnisse deuten auf die wichtige Rolle von Estrogen in der
Knorpelbiologie und -regeneration hin.

Zudem beobachteten wir eine hohe E2-metabolische Aktivitit von MSCs
wihrend der Chondrogenese. Neben Estron (E1) und 4OH-E1 wurden bisher unbekannte
Metaboliten in relativ hoher Konzentration und abhingig von der hinzugefiigten *H-E2-
Konzentration gebildet. Interessanterweise erzeugen MSCs viele Metaboliten in hoher
Konzentration, die von Synoviozyten nicht gebildet werden. Wéihrend Synoviozyten eher
das pro-proliferative und stark pro-inflammatorische 160H-E1 bilden, synthetisieren
MSCs bevorzugt E1 (leicht pro-inflammatorisch) und 4OH-E1 (anti-inflammatorisch)
(Schmidt et al. 2009, Straub 2007). Die genaue Rolle dieser Metaboliten wihrend der
Chondrogenese wurde bisher nicht untersucht. Da diese aber von chondrogen
differenzierenden MSCs in groBen Mengen gebildet werden, ist ihre Beteiligung an der
Suppression der Differenzierung nicht auszuschlieBen. Durch Zugabe von verschiedenen
E2-Metaboliten wihrend der MSC-Chondrogenese in vitro wire die Aufklarung dieser

Fragen in der Zukunft moglich.
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5.8. Fazit und Ausblick

Die Beobachtungen und Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass Sexualhormone,
besonders Estradiol, eine wichtige Rolle wéhrend der chondrogenen Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen spielen. Estradiol bewirkte eine verminderte Expression
von chondrogenen Markern und beschleunigte gleichzeitig die Hypertrophie. Fiir diese
Effekte ist der Rezeptor GPR30 verantwortlich. Die genauen Mechanismen sind noch
nicht bekannt. In der Zukunft sollten die beschriebenen Signalkaskaden untersucht
werden, um den genauen Wirkungsweg von E2 via GPR30 aufzudecken. Des Weiteren
sollten die Effekte tiber GPR30 in verschiedenen in vivo Versuchen analysiert werden
wie z.B. die chondrogene Differenzierung von Zell-Matrix-Konstrukten in subkutanen
Taschen der Maus. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der Experimente der
Zukunft zu diesem Thema ermdglichen neue, klinisch realisierbare Uberlegungen fiir die

regenerative Reparatur z.B. durch den Einsatz von GPR30-Antagonisten.
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Zusammenfassung

Gelenkknorpellasionen konnen aufgrund der fehlenden Maoglichkeit zur Selbstregeneration
nicht behoben werden und fiihren zur Osteoarthrose. Eine der groRten Herausforderungen ist
deshalb, die Entstehung einer sekundaren Osteoarthrose zu verzégern bzw. zu verhindern.
Durch Verwendung von autologen mesenchymalen Stammzellen bietet Tissue Engineering
eine vielversprechende Option fiir die Regeneration von fokalen artikuldren Knorpeldefekten.
Aufgrund fehlender Kenntnisse tber den Einfluss von Wachstumsfaktoren oder Hormonen
des Korpers auf die chondrogene Differenzierung ist die klinische Anwendung noch nicht
moglich. Sexualhormone sind im Gelenk in hohen Konzentrationen vorzufinden und
beeinflussen verschiedene Prozesse im Knorpelgewebe. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist,
die Wirkung von Sexualhormonen auf die Chondrogenese humaner mesenchymaler
Stammzellen zu untersuchen.

Die spezifischen Androgen- und Estrogenrezeptoren sowie der neu entdeckte
Estrogenrezeptor GPR30 konnten in den chondrogen differenzierenden mesenchymalen
Stammzellen nachgewiesen werden. Die Behandlung mit Sexualhormonen in der
Proliferationsphase hatte weder einen Einfluss auf die Zellzahl oder Zellvitalitat noch auf die
Qualitdt der darauffolgenden chondrogenen Differenzierung. Die Zugabe von
Steroidhormonen in der Differenzierungsphase zeigte, dass Dexamethason fir die
Chondrogenese erforderlich ist und dass die Sexualhormone diese chondrogenesefordernde
Rolle nicht ersetzen kénnen. Durch die Applikation von Sexualhormonen in Kombination mit
Dexamethason konnte die Chondrogenesequalitat nicht verbessert werden. Im Gegenteil,
Estradiol verursachte eine dosisabhéngige Reduktion von chondrogenen Markern und
beschleunigte gleichzeitig die Hypertrophie. Der Einsatz von spezifischen Rezeptor-
Agonisten und -Antagonisten zeigte, dass die estrogenabhdngige Reduktion der
Chondrogenese nicht von den klassischen intrazelluldaren Estrogenrezeptoren (ER o/p3),
sondern vom membranassoziierten Rezeptor GPR30 vermittelt wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern wichtige Erkenntnisse Uber den
maoglichen Einfluss von Sexualhormonen auf die Qualitat, Einheilung und Reifung von
chondrogenen Implantaten und dienen als Basis fiir weitere Untersuchungen in Richtung

Klinischer Anwendung.
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Summary

Due to its limited regeneration capacity, articular cartilage injuries can not be repaired and
lead to osteoarthritis. Therefore, the delay or prevention of secondary osteoarthritis poses one
of the major orthopaedic challenges. Tissue engineering utilizing autologous mesenchymal
stem cells provides a potential approach for the repair of focal articular cartilage defects.
However, the clinical application is not yet possible due to the sparse knowledge of the
systemic influences of growth factors or hormones on the chondrogenic differentiation. Sex
steroids are present in the joints at high concentrations and have an effect on different
processes in the cartilage tissue. The aim of this study was to investigate the effects of sex
steroids on the chondrogenesis of human mesenchymal stem cells.

The existence of the specific androgen and estrogen receptors and the newly-
discovered estrogen receptor GPR30 was shown in mesenchymal stem cells undergoing
chondrogenic differentiation. The treatment with sex steroids during proliferation neither had
an effect on cell count or cell viability nor on the quality of succeeding differentiation. The
addition of sex steroids during differentiation showed that dexamethasone is required for
chondrogenesis and this beneficial role for chondrogenesis could not be replaced by sex
steroids. The quality of chondrogenesis was not enhanced by the application of sex steroids in
combination with dexamethasone. Estradiol rather caused a dose-dependent downregulation
of chondrogenic markers and at the same time the acceleration of hypertrophy. The
substitution of specific receptor agonists or antagonists showed that the estrogen-dependent
reduction of chondrogenesis was not mediated by classical intracellular estrogen receptors
(ER a/B), but by the membrane-associated receptor GPR30.

The results of this study lead to important conclusions about possible influences of sex
steroids on the quality, integration and maturation of chondrogenic implants and provide a

basis for further investigations with the aim to find clinical application.
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2D zweidimensional

3D dreidimensional

*H Tritium

ABTS Diammonium 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
ACT autologe Chondrozytentransplantation

AMIC autologe matrixinduzierte Chondrogenese

AR Androgenrezeptor

BCA bicinchoninic acid

BMI Body-Mass-Index

BMP bone morphogenetic protein

BSA Bovin Serum-Albumin

CD cluster of differentiation

cDNA complementary DNA

CD-RAP cartilage-derived retinoic acid-sensitive protein
CHO Chinese hamster ovary cellls

c-MAF musculoaponeurotic fibrosarcoma proto-oncogene
COMP cartilage oligomeric protein

COMT Catechol-O-Methyltransferase

COS-7 Cercopithecus aethiops, origin-defective SV-40
Ct threshold cycle

CYP Enzyme der Cytochrom 450 Familie

DAB diaminobenzidine

DEPC Diethylpyrocarbonate

Dex Dexamethason

DHEA Dehydroepiandrosteron
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DMEM
DMMB
DNA
dsDNA
El

E2

E3

ECL
ECM
EDTA
EGF
EGFR
ELISA
ER o/
ES
FACIT
FACS
FCS
FGF
GAPDH
GH
GPR30
HB-EGF
HECS50
HEK?293
HLA-DR
hMSC
HPLC
HRP
HSD
iER

IGF

IgG

dulbecco’s modified eagle’s medium
dimethylmethylene blue
desoxyribonucleic acid
Doppelstrang-DNA

Estron

17-B-Estradiol

Estriol

enhanced chemoluminescence
extracellular matrix
Ethylenediaminetetraacetic acid
epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor
enzyme-linked immunosorbant assay
Estrogenrezeptoren o/f3

embryonale Stammzelle

fibril associated collagen with interrupted triple helices
fluorescence activated cell sorting

fetal calf serum

fibroblast growth factor
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
growth hormone

G-protein coupled receptor 30
heparin-binding epidermal growth factor
human endometrial cancer cells

human embryonic kidney cells

human leukocyte antigen type DR
humane mesenchymale Stammzelle
high performance liquid chromatography
horseradish peroxidase

Hydroxysteroid Dehydrogenase
intrazelluldrer Estrogenrezeptor
Insulin-like growth factor

gamma immunoglobulin
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IHH
ITS+3
KO
MACT
MAPK
MDA-MB231
mER
MIA
MMP
MSC
NCAM
n.s.
OA
OCT
PBS
PCR
PFA
PTHrP
qPCR
rER
RFU
RNA
RS

RT
RUNX
sGAGs
SH-3
SHBG
SLRP
SOX
CBFA
ST
Stro-1

indian hedgehog
insulin-transferrin-sodium selenite+3-solution
Knockout

matrixassoziierte autologe Chondrozytentransplantation
mitogen-activated protein kinase
hormone-independent mammary carcinoma cells
membranstindiger Estrogenrezeptor
melanoma inhibitory activity

matrix metalloproteinase
mesenchymal stem cell

neural cell adhesion molecule

nicht signifikant

Osteoarthrose

osteochondrale Transplantation
phosphate buffered saline

polymerase chain reaction
para-formaldehyde

parathyroid hormone-related protein
quantitative polymerase chain reaction
rauhes endoplasmatisches Retikulum
relative fluorescence unit

ribonucleic acid

rapidly self renewing
Raumtemperatur

Runt-related transcription factor
sulfatierte Glykosaminoglykane
Src-homology 3
Sexualhormon-bindendes Globulin
small leucine-rich proteoglycan
Sry-related high mobility group box
core binding factor alpha
Sulfotransferase

stromal (mesenchymal) precursor
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Abkirzungsverzeichnis

TBS
TE
TGFp

VEGF

Testosteron

Tris-buffered saline
Tris-EDTA

transforming growth factor beta
iiber Nacht

vascular endothelial growth factor
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