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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Im klinischen Alltag stellt Gelenkschmerz aufgrund von Knorpeldegeneration und Knor-
pelschddigung ein ernsthaftes Problem dar [1]. Es wird geschétzt, dass bei den iiber
65-Jahrigen mehr als 90 Prozent an einer zum Teil sehr schmerzhaften Osteoarthrose
leiden |2]. Aber nicht nur mit dem Alter verliert der Knorpel seine optimalen biomechani-
schen Eigenschaften, auch immer mehr aktive, junge Leute sind betroffen. Bei ihnen sind
hauptsichlich Sportverletzungen und mechanische Uberlastung die Ursache fiir Schiiden,
die einen Verlust der Struktur und Funktion des Gelenkknorpels verursachen [3]. Nach
einer Verletzung besitzt der Knorpel nur eine sehr geringe Fahigkeit zur Heilung bzw.
zur Regeneration. Schon kleine Knorpeldefekte fithren dann zu Dauerschdden und der
Entstehung einer Osteoarthrose, die chronische Schmerzen verursacht und die Lebensqua-
litdt stark beeintrichtigt. Bei Knorpelschdden im jungen Alter ist es besonders wichtig,
dass moglichst frith geeignete Therapieverfahren angewendet werden, um einer generel-
len Gelenkerkrankung vorzubeugen und langfristig Schmerzfreiheit und ein hohes Maf
an Aktivitdt zu gewihrleisten [4].

Das Ziel jedes therapeutischen Ansatzes zur Behandlung von Verletzungen des Gelenk-
knorpels ist, die Schmerzen zu lindern, die Gelenkfunktion wiederherzustellen und vor
allem die Progression des Schadens zu vermeiden oder zu verzogern |5, 6]. Obwohl sich
im klinischen Alltag zur Behandlung symptomatischer Knorpeldefekte mehrere interven-
tionelle Techniken etabliert haben (vgl. Abschnitt 1.4), konnte bisher noch kein Vorgehen
identifiziert werden, das einen vollstandigen und dauerhaften Erfolg liefert [7].

In der Wissenschaft besteht ein grofses Streben nach der Regeneration eines hyalinen
Knorpels, der sowohl strukturell als auch funktionell den Anforderungen des nativen
Knorpels entspricht. In den letzten Jahren haben sich neue Ansitze aus den Fortschrit-
ten in den Bereichen der Regenerativen Medizin und des Tissue Engineerings ergeben.
Das Tissue Engineering ist ein rasch wachsender, interdisziplindrer Forschungszweig an
der Schnittstelle von Biomedizin, Lebenswissenschaften und Materialforschung. Durch
den Einsatz einer Kombination aus Knorpelzellen oder deren Vorlduferzellen, Signalmo-
lekiilen und Wachstumsfaktoren, Trégermaterialien (engl. Scaffolds) und externen mecha-
nischen Stimuli soll die regenerative Fahigkeit des Knorpels verbessert und seine gesunde,
funktionsfahige Struktur wiederhergestellt werden [5, 8, 9].

Auch aus sozialmedizinischer Sicht hat die Entwicklung einer erfolgreichen Knorpelthera-

pie einen hohen Stellenwert. Verletzungen des Gelenkknorpels fithren durch die steigende
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Lebenserwartung in den Industrieldindern und die Begiinstigung der Entstehung einer

Osteoarthrose zu enormen Behandlungs- und Folgekosten.

1.2 Knorpelgewebe

Knorpel wird dem Binde- und Stiitzgewebe zugeordnet. Er ist frei von Blutgefifen,
Lymphbahnen und Nervenfasern [10]. Im humanen adulten Organismus werden drei Ar-
ten von Knorpel unterschieden: Faserknorpel, elastischer Knorpel und hyaliner Knorpel.
Alle weisen eine jeweils einzigartige molekulare Zusammensetzung und Organisation ih-
rer extrazelluldren Matrix auf [11].

Knorpel stammt von undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen ab. Er spielt sowohl
bei der Entwicklung der Vertebraten als transientes Gewebe als auch im Erwachsenen
als permanente Struktur eine wichtige Rolle. Die meisten Knochen entstehen aus hyali-
nen Knorpelanlagen. Im Verlauf der embryonalen Skelettentwicklung wird Knorpel nach
dem Prinzip der enchondralen Ossifikation durch Knochen ersetzt. In Réhrenknochen
besteht ein Teil des Knorpelgewebes zwischen verknécherter Epiphyse und Diaphyse so-
lange als Wachstumsanlage fort, bis das Lingenwachstum beendet ist. Dauerhaft findet
man hyalinen Knorpel als stiitzendes Grundgewebe im Skelett der Nase, der Trachea, der
Bronchien und des Kehlkopfes, als Rippenknorpel und an den Knochenendfldchen echter
Gelenke (sog. Diarthrosen) |5, 11].

Der hyaline Knorpel echter Gelenke ermdglicht durch seinen komplexen Aufbau einen
praktisch reibungsfreien Ablauf der Bewegung. Er vereint in einzigartiger Weise die Ma-
terialeigenschaften Steifheit, Elastizitdat und Reibung [12].

1.2.1 Molekulare Knorpelzusammensetzung

Knorpelgewebe besteht aus den Knorpelzellen (Chondrozyten) und einer speziellen, ex-

trazelluldren Matrix:

Chondrozyten des Gelenkknorpels

Bei den Chondrozyten des erwachsenen Gelenkknorpels handelt es sich um hoch spezia-
lisierte Zellen, die die Knorpelgrundsubstanz produzieren. Das Zellvolumen betragt ab-
héngig von der Gelenklokalisation lediglich 1 — 3 % des Knorpelgesamtvolumens [10, 12].
Je nach Knorpelzone unterscheiden sich die Chondrozyten in ihrer Gréfe, Form und me-
tabolischen Aktivitdt. Fiir eine normale Knorpelfunktion organisieren die Knorpelzellen
die synthetisierten Matrixbestandteile zu einem strukturellen Grundgeriist und verdn-

dern die Zusammensetzung der Bestandteile je nach Anforderung des Gewebes [13, 14].
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Unter physiologischen Bedingungen halten die Knorpelzellen ein stabiles Gleichgewicht
zwischen der Synthese und dem Abbau von Bestandteilen der Matrix aufrecht. Der Aus-
tausch von Nahrung und Stoffwechselprodukten erfolgt dabei iiber Diffusion an der Ge-
lenkoberfliche oder dem subchondralen Knochen [15, 16]. Die Widerstandsfiahigkeit des
Knorpels bleibt bei altersbedingten Strukturverinderungen, die durch eine verminderte
Produktion von Proteoglykankomponenten der Matrix und einer Abnahme der Chondro-

zytenzahl verursacht werden, erhalten (8, 12].

Die extrazellulire Knorpelmatrix

Die Knorpelzellmatrix besteht aus zwei Komponenten: Der Gewebefliissigkeit und dem
Netzwerk aus grofsmolekularen Matrixbestandteilen. Die Gewebefliissigkeit trigt 70 —
80 % zum Gewicht des Knorpels bei und enthélt Wasser, Gase, kleine Proteine, Stoff-
wechselmetabolite und eine hohe Konzentration an Kationen, die die negative Ladung
der Glykosaminoglykane ausgleichen. Die Interaktion der Gewebefliissigkeit mit makro-
molekularen Bestandteilen der Matrix beeinflusst im Wesentlichen die mechanischen Ei-
genschaften - Formfestigkeit, Belastbarkeit und Widerstandsfihigkeit - des Knorpelge-
webes [10].

Die strukturellen Makrobestandteile sind Kollagen, Proteoglykan und die sog. nicht-
kollagenartigen Molekiile und Glykoproteine. Sie tragen 20 — 30 % zum Gewicht des
Knorpels bei. Die Zusammensetzung und Anordnung dieser drei Klassen variiert inner-
halb der Lokalisation im Gewebe. Die Kollagene haben einen Anteil von bis zu 20 %,
Proteoglykane von 5 — 7% und die nicht-kollagenartigen Proteine sowie Glykoproteine
von 3 — 5% [10, 12].

Die Kollagene sind relativ gleichméfig im Knorpelgewebe verteilt. Sie verleihen als Netz-
werk miteinander verbundener Kollagenfibrillen Form und Zugfestigkeit. Fiir den hyali-
nen Gelenkknorpel sind die Kollagene vom Typ II, VI, IX, X, und XI charakteristisch.
Kollagen Typ II ist mit einem Anteil von bis zu 95% das Hauptkollagen des Knorpels
und liefert den groften Anteil der Fibrillen des Matrixgeriists. Kollagen Typ X1 ist als
stabilisierender Bestandteil an Kollagen Typ IT gebunden, wohingegen Kollagen Typ IX
der Quervernetzung und der Verankerung des Kollagengeriists dient. In der unmittel-
baren Umgebung der Knorpelzellen, der sog. perizelluliren Matrix, findet sich Kollagen
Typ VI, welches mit weiteren Matrixbestandteilen interagiert und die Befestigung der
Chondrozyten aufrechterhilt. Dem Kollagen Typ X, das im Bereich des mineralisierten
Knorpels und in der Hypertrophiezone der Wachstumsfugen nachweisbar ist, wird eine
Funktion bei der Mineralisation des Knorpels zugeschrieben [5, 10, 17, 18].

Die zweite makromolekulare Hauptkomponente ist die Gruppe der Proteoglykane, be-
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stehend aus einem Kernprotein und einer oder mehreren daran gebundenen Ketten aus
negativ geladenen Glykosaminoglykanen (GAGs). Diese haben die Fahigkeit, Kationen
und Wasser anzuziehen. Typische Glykosaminoglykane des Knorpels sind Hyaluronsiu-
re, Chondroitinsulfat, Keratansulfat und Dermatansulfat. Die monomeren Proteoglykane
liegen zu einem Anteil von 90 % als Proteoglykanaggregate, den sog. Aggrekanen, vor,
wobei viele (bis zu 300) monomere Kernproteine iiber Verbindungsproteine an Hyalu-
ronsdure gekoppelt werden. Diese Aggregate fiillen den gréfsten Anteil des interfibrillaren
Matrixraumes aus. Kleine Proteoglykane, wie Biglykan, Decorin, Lumican und Fibro-
modulin, haben dagegen neben kiirzeren Proteinketten auch weniger GAG-Ketten und
spielen eine Rolle bei der Regulation der Kollagenfibrillenbildung [5, 19].

Als letzte Komponente sind eine grofse Anzahl nicht-kollagenartiger Molekiile und Gly-
koproteine, wie zum Beispiel Anchorin, Fibronectin und Tenascin, in der extrazelluldren
Knorpelmatrix anwesend. Thre Funktion ist noch nicht vollstdndig verstanden. Einige
von ihnen spielen wohl bei der Organisation der makromolekularen Matrixbestandtei-
le, der Verankerung der Knorpelzellen und der osmotischen Bindung von interstitiellem

Gewebewasser eine Rolle [10].

1.2.2 Struktur des Gelenkknorpels

Sowohl die Organisation und Zusammensetzung als auch die mechanischen Eigenschaf-
ten des Knorpels sind abhingig von der Entfernung des Gewebes zur Gelenkoberflache.
Anhand der morphologischen Verdnderung der Chondrozyten und ihrer Matrix ist es
moglich, histologisch vier verschiedene, oberflichenparallel verlaufende Zonen zu identi-
fizieren. Der oberflichlichen Zone (Tangentialfaserzone) folgen die mittlere Zone (Uber-
gangszone), die tiefe Zone (Radiérzone) und die Zone des mineralisierten Knorpels (vgl.
Abbildung 1) [10].

Die oberflichliche Zone ist die diinnste Zone (10 — 20 % der Knorpeldicke). Eine zell-
freie Schicht aus Polysacchariden bedeckt die Gelenkoberfliche, darunter ordnen sich
spindelférmige Chondrozyten tangential zur Gelenkoberfliche an. Die Matrix hat einen
hohen Gehalt an Kollagen Typ II und Wasser, die Proteoglykan-Konzentration ist dage-
gen niedrig. Die parallel zur Oberfliche verlaufenden Kollagenfibrillen reichen bis in die
tiefer liegenden Schichten und verleihen dieser Zone so eine auferordentliche Zugfestig-
keit.

Die mittlere Zone des Knorpels macht 40 — 60 % seiner Dicke aus. Die Knorpelzellen

haben eine kugelige Form und sind in kleinen, isogenen Gruppen, den sog. Chondronen,
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oberflachliche Zone
(Tangentialfaserzone)

X mittlere Zone
{Ubergangszone)
tiefe Zone
‘ ‘ (Radidrzone}

L *ﬁ
4 .-{):‘;

Zellverteilung histologisches Bild Kollagenfaserverlauf
(HE-Farbung)

L ‘ ‘ Tidemark
‘ T T Zone des mineralisierten
Knorpels

subchondraler Knochen

Abbildung 1: Zonen des hyalinen Knorpels: Oberflichliche Zone (Tangentialfaserzone), mittlere
Zone (Ubergangszone), tiefe Zone (Radiirzone) und Zone des mineralisierten Knorpels. Die Ti-
demark befindet sich zwischen der tiefen Zone und der Zone des mineralisierten Knorpels. Unter
dem Gelenkknorpel schliefit sich subchondraler Knochen an. Dargestellt sind die Zellverteilung
und Form der Chondrozyten (links), das histologische HE-Bild (Mitte) und der Kollagenfaser-
verlauf (rechts) (modifiziert nach [12]).

angeordnet. Sie produzieren eine Matrix, die im Vergleich zur oberflichlichen Zone einen
hoheren Gehalt an Proteoglykanen, jedoch niedrigere Konzentrationen von Kollagen Typ
IT und Wasser aufweist. Wahrend sich die durchmesserstérkeren Kollagenfasern im nicht-
druckbelasteten Knorpel {iberwiegend senkrecht anordnen, richten sie sich bei Belastung
des Gelenkknorpels zur optimalen Druckverteilung horizontal aus.

Die Chondrozyten der tiefen Zone (30 % der Knorpeldicke) weisen eine kugelformige Ge-
stalt auf und ordnen sich in Sdulen senkrecht zur Gelenkoberfliche an. Hier finden sich
die durchmesserstirksten Kollagenfasern, die héchste Konzentration an Proteoglykanen
und der niedrigste Wassergehalt. Die tiberwiegend senkrecht verlaufenden Kollagenfasern
gehen in die diinne Tidemark und die Zone des mineralisierten Knorpels {iber.

Die Tidemark ist eine lichtmikroskopisch basophil erscheinende Region an der Grenze
von nicht-mineralisiertem zu mineralisiertem Knorpel. Thre Bedeutung ist noch nicht
vollkommen verstanden.

Die diinne Zone des mineralisierten Knorpels trennt den hyalinen Gelenkknorpel vom
subchondralen Knochen. Der Anteil der mineralisierten Zone an der Knorpelgesamthohe
betragt durchschnittlich 3 — 9%. Die dort anzutreffenden hypertrophen Chondrozyten
haben ein grofses Volumen und produzieren Kollagen Typ X. In die extrazelluldre Matrix

sind Kalziumkristalle eingelagert [5, 10].
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1.3 Gelenkknorpelverletzungen

Viele unterschiedliche Faktoren fiihren zu einem Schaden oder Verlust des Gelenkknor-
pels: Entziindliche und systemische Gelenkerkrankungen, traumatisch bedingte Defekte,
mechanische Uberlastung des Gelenks, Knochentumore, chirurgische Eingriffe, altersbe-
dingte degenerative Erkrankungen sowie eine Vielzahl unterschiedlicher genetischer und
entwicklungsbedingter Anomalien. Die biologischen Besonderheiten des Gelenkknorpels
bedingen wesentlich seine eingeschréankten Regenerationsmechanismen. Dazu zdhlen so-
wohl seine relativ geringe Zellzahl als auch seine Avaskularitdt und die fehlende nervale-
und Lymphgefifsversorgung |5, 20].

Ein weiterer Grund fiir die mangelnde Knorpelregeneration wurde fiir eine lange Zeit
darin gesehen, dass der Gelenkknorpel des Erwachsenen sowohl keine eigenen Vorldufer-
zellen als auch keinen Zugang zu diesen besitzt [21]. Bei Kindern und Jugendlichen hat
die Gelenkoberfliche bei noch offenen Epiphysenfugen einen Anschluss zu der hochrege-
nerativen Zellpopulation der Wachstumsfugen. Diese begiinstigt im jungen Alter oft eine
spontane Regeneration der Knorpelldsionen [4]. In neueren Studien konnte auch inner-
halb des erwachsenen Gelenkknorpels eine Subpopulation von Vorlduferzellen identifiziert
werden, der man ein Differenzierungspotential in verschiedene mesenchymale Gewebe zu-
schreibt [22].

Die Einteilung von Knorpelschiden erfolgt im klinischen Alltag nach der Klassifikation
der ICRS (engl. International Cartilage Research Society) [4, 21|. Die Klassifikation ist
in Tabelle 1 dargestellt.

In Féllen von kleinen Schiden mit einem minimalen Verlust an Matrixkomponenten (sog.
Matrixbruch)(vgl. ICRS Grad 1) sind die Chondrozyten durch Neusynthese von Proteo-
glykanen in der Lage, die strukturellen Verluste auszugleichen. Bei gréferen Defekten
mit reinen Knorpelgewebsverlusten (sog. partieller Schichtdefekt)(vgl. ICRS Grad 2/3)
ist dieser Reparaturmechanismus iiberfordert. An den Defektrédndern ist das so genann-
te »Cartilage-flow-Phénomen« zu beobachten, bei dem sich die Rénder abrunden und
Knorpelmasse in den Defekt einfliekt. Eine vollstindige Defektauffiillung ist jedoch in
diesen Stadien nicht mehr gewdhrleistet. Bei gleichzeitiger Er6ffnung des subchondralen
Knochens (sog. kompletter Schichtdefekt)(vgl. ICRS Grad 4) fiillt sich der osteochondrale
Defekt mit einem Fibringerinnsel und es kommt zur Einwanderung von mesenchymalen
Zellen aus den eréffneten Blutgefifen. Im Verlauf wird eine narbige Auffiillung mit Faser-
knorpel beobachtet. Dieses Gewebe ist im Vergleich zum nativen Gelenkknorpel weniger
stabil gegeniiber Druck-, Zug- und Scherkréften und kann innerhalb weniger Monate de-
generieren |20, 23, 24].
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ICRS ICRS Beschreibung

Grad

0 keine erkennbaren Defekte (normaler Knorpel)

la intakte Oberfliche, Fibrillationen und/oder leichte Erweichung
(nahezu normaler Knorpel)

1b zusatzlich oberflachliche Risse / Fissuren

2 Lasion < 50 % Tiefe der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)

3a Lision > 50 % Tiefe der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden
Schicht (schwer abnormaler Knorpel)

3b Lasion > 50 % Tiefe der Knorpeldicke, bis zur kalzifizierenden Schicht

3c Lasion > 50 % Tiefe der Knorpeldicke, bis zur subchondralen Platte

3d Lasion > 50 % Tiefe der Knorpeldicke, mit Blasenbildung

4a/b vollstdndige Knorpelldsion mit Durchbruch der subchondralen Platte

(stark abnormaler Knorpel)

Tabelle 1: Einteilung der Knorpelldsionen nach der ICRS Klassifikation

Jeder unbehandelte Knorpeldefekt stellt eine pradarthrotische Deformitit dar. Er kann
iiber einen lingeren Zeitraum ohne klinische Symptomatik verlaufen [4]. Typische klini-
sche Symptome von Schéden des Gelenkknorpels sind neben Schmerzen eine Einschrin-
kung des Bewegungsumfangs des betroffenen Gelenks und die Bildung von Gelenkergiis-
sen. Der sich durch die Verletzung des Knorpels ansammelnde Detritus kann zuséitzlich
eine entziindliche Synovialitis initiieren, die zu einer weiteren Destruktion des Knorpels

und zur Verstidrkung der Symptome beitriagt [23, 24].

1.4 Therapeutische Verfahren bei Knorpelschiden

In den letzten Jahrzehnten wurden in der Knorpeltherapie zahlreiche unterschiedliche
Verfahren entwickelt, die die Gelenkoberfliche wiederherstellen und die Regenerationsfi-
higkeit des Gelenkknorpels férdern sollen.

Da ein isolierter Knorpelschaden nicht immer die Hauptursache der Symptome Gelenk-
schmerz und Bewegungseinschrankung ist, sollten zusétzlich existierende Erkrankungen
des betroffenen Gelenks immer mitbehandelt werden. Dazu gehort zum Beispiel die Kor-
rektur von Fehlbelastungen und Bandinsuffizienzen, die unbehandelt einen stark nega-
tiven Effekt auf den Erfolg der Methoden zur Reparatur von Knorpeldefekten haben.

Anschlieffende Rehabilitationsmafnahmen sollen an die Begebenheiten des behandelten
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Knorpeldefekts, die Behandlungsmethode und die individuellen Bediirfnisse angepasst
werden [25].

1.4.1 Konservative Therapie

Zu den konservativen Therapiemdglichkeiten z&hlen die Physikalische Therapie, die Eis-
applikation und die Gabe antiphlogistischer Medikamente. Bei der Behandlung von Knor-
pelschidden im Erwachsenenalter kann mit diesen Mafnahmen eine Reduktion der Sym-
ptome erreicht werden. Die strukturelle Verletzung des Knorpels wird damit jedoch nicht
behandelt.

Eine konservative Knorpeltherapie wird hauptsichlich bei Kindern und Jugendlichen
mit noch offenen Epiphysenfugen und kleineren Knorpelldsionen angewendet. Die gewe-
bespezifischen Zellen der Wachstumsfuge bedingen in dieser Altersstufe oft einen guten

Spontanverlauf [4].

1.4.2 Operative Therapie

Liegen beim Erwachsenen Verletzungen des Knorpels vor, ist meist ein operatives Vor-
gehen zur Wiederherstellung der Gelenkoberfliche und zur Verhinderung einer weiteren
Degeneration benachbarter Knorpelflichen erforderlich. Gangige Verfahren sind die Re-
fixation, knochenmarkstimulierende Methoden, die osteochondrale Rekonstruktion, die
Perichondrium- und Periostlappenplastik und die Autologe Chondrozyten Transplanta-
tion. Durch die Schaffung einer kongruenten Gelenkoberfliche sollen die mechanisch ein-
wirkenden Krifte wieder gleichméifig auf den gesamten Knorpel verteilt und eine normale

Gelenkfunktion mit freier und schmerzloser Bewegung wiederhergestellt werden [4, 7, 8].

Refixation

Bei akuten Traumen kann es zur Abscherung von Knorpelteilen (sog. chondralen Flakes)
oder zu Ausrissen von Knorpel-Knochen-Stiicken (sog. osteo-chondralen Flakes) kommen.
Die moglichst zeitnahe Refixation dieser Fragmente stellt bei frischen Knorpellésionen ei-
ne wichtige Behandlungsmethode dar, da der hochspezialisierte hyaline Knorpel erhalten
werden kann. Fiir den Erfolg dieser Methode ist neben der frithen Diagnostik vor allem
die Qualitdt des ausgerissenen Flakes entscheidend. Osteochondrale Fragmente mit einer
breiten Knochenfliche und einem intakten Knorpeliiberzug, der keine Kontusionsspuren
aufweist, eignen sich besonders gut. Die Refixation rein chondraler Flakes wird nur bei
Kindern und Jugendlichen durchgefiihrt, bei Erwachsenen ist die Wahrscheinlichkeit ei-

ner stabilen Einheilung im Defekt gering.
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Fiir die Refixation traumatischer Knorpel-Knochen-Absprengungen wurden lange Zeit
metallische Implantate wie Kirschner-Drihte, Klammern und Kleinfragmentschrauben
verwendet. In letzter Zeit wird jedoch vermehrt auf biodegradable Osteosynthese-Implan-

tate zuriickgegriffen [4, 26].

Knochenmarkstimulierende Methoden

Die so genannte Penetration des subchondralen Knochens ist die erste Methode, die ent-
wickelt wurde, um die Bildung von neuem Gelenkknorpel zu fordern. Sie ist als knochen-
markstimulierende Methode bis heute weit verbreitet und wird entweder mittels Abra-
sionsarthroplastik, Knochenbohrung (Drilling) oder Mikrofrakturierung bei kleinen, rein
knorpeligen Defekten mit einer Grokenausdehnung bis 2 cm? durchgefiihrt. Die Eréffnung
von Blutgefifien und dem Knochenmark fiihrt zur Bildung eines Fibringerinnsels iiber
dem préparierten Defektbereich. Einwandernde undifferenzierte, mesenchymale Zellen
proliferieren und differenzieren zu Zellen, die morphologisch dem Bild der Knorpelzellen
entsprechen.

Die Regeneratqualitit weist eine grofe Variabilitét, auch in Abhéngigkeit vom Alter des
Patienten, auf. Meist wird die Bildung von mechanisch inaddquatem Faserknorpel be-
obachtet. Das entstandene Ersatzgewebe kann die auf das Gelenk einwirkenden Krifte
nur unzureichend auf die gesamte Gelenkoberflache verteilen, sodass es eine im Vergleich
zu nativen Gelenkknorpel deutlich reduzierte mechanische Belastbarkeit und Dauerhaf-
tigkeit aufweist. Es wird vermutet, dass jiilngere Patienten bei gleicher Ausgangslage ein
groberes Potential haben, eine funktionsfihige Gelenkoberfliche zu bilden [4, 7, 8, 27].

Osteochondrale Rekonstruktion

Die osteochondrale Transplantation (OCT) ist als so genannte Mosaikplastik eine effek-
tive Methode, fokale Gelenkdefekte mit einer Grofenausdehnung bis 4 cm? zu reparieren
und die Schmerzen der meisten Patienten zu reduzieren. Bei diesem Verfahren werden
Knorpel-Knochen-Zylinder aus weniger belasteten Regionen des gleichen Gelenks ent-
nommen und in das beschidigte Areal durch Presspassung eingebracht. Die Transplantate
besitzen eine komplett geformte extrazellulare Matrix mit stoffwechselaktiven Knorpel-
zellen, die die Matrixbildung aufrechterhalten |7, 8, 27].

Der Vorteil dieser Methode liegt bei richtiger Positionierung der Zylinder in einer guten
Oberflichenrekonstruktion der Knorpelschicht bei gleichzeitiger Wiederherstellung des
geschidigten Knochens. Durch die begrenzte Anzahl moglicher Entnahmeregionen und
deren Beschiidigung ist diese Methode jedoch auf mittlere Knorpeldefekte (bis 4 cm?)
limitiert [4].
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Perichondrium- und Periostlappenplastik

Eine weitere Option ist die Verwendung von Perichondrium (sog. Perichondriumlappen-
plastik) oder Periost (sog. Periostlappenplastik), denen eine chondrogene Potenz zuge-
schrieben wird. Bei dieser Methode wird entnommene Knorpel- oder Knochenhaut als
Gewebelappen iiber den Defektbereich gendht. Undifferenzierte Perichondrium- bzw. Pe-
riostzellen sollen in der neuen Umgebung zu Knorpelzellen differenzieren und im Defekt-
bereich ein funktionsfdhiges Regeneratgewebe bilden.

Die Perichondriumlappenplastik zeigt eine im Vergleich zur Periostdeckung schwéchere
Chondrogenese und eine im Verlauf stdrkere Verknécherung des neu gebildeten Gewebes.
Vor allem bei Erwachsenen jiingeren Alters mit posttraumatischen, umschriebenen Knor-
pelldsionen werden mit dieser Methode klinisch gute Ergebnisse erzielt. Im Alter nimmt
jedoch bei verminderter Zellzahl die Féhigkeit der undifferenzierten Zellen ab, eine neue
Gelenkoberfléche zu formen |7, 8, 27].

Autologe Chondrozyten Transplantation

Die Implantation von korpereigenen Chondrozyten wird seit 1968 erforscht. Die Technik
der Autologen Chondrozyten Transplantation (ACT) markiert den Beginn des Tissue
Engineerings in der orthopéddischen Chirurgie und wurde erstmals 1987 von Peterson
und seinen Kollegen in Goteborg durchgefiihrt [28]. Die ACT wird als erste Generation
des Tissue Engineerings bezeichnet [29] und ist die Methode der Wahl fiir die Behandlung
groRerer Knorpeldefekte (GroRenausdehnung > 4 cm?) [4].

Bei der konventionellen ACT werden in einem ersten Eingriff Chondrozyten aus einem
wenig belasteten Gelenkbereich entnommen und in vitro expandiert. In einem zweiten
Eingriff werden diese dann in den mit einem Periostlappen oder einer kollagenen Mem-
bran abgedeckten und mit Fibrinkleber versiegelten Defekt injiziert [6, 7]. Der Knor-
pelschaden fiillt sich im weiteren Verlauf bei dem Grolsteil der Patienten mit hochwer-
tigem Regeneratgewebe, welches eine hyalindhnliche Struktur und gute biomechanische
Eigenschaften aufweist. Trotz der guten klinischen Ergebnisse hat die ACT einige bisher
ungeldste Probleme: Die Entnahmestelle wird bleibend beschidigt. Bei einigen Patien-
ten beobachtet man ferner eine nur insuffiziente Reparatur mit mechanisch inadédquatem
Faserknorpel oder eine Hypertrophie des Periostlappens, welcher den Defekt bedeckt.
Zusitzlich besteht die methodische Schwierigkeit, differenzierte Chondrozyten in groffem
Mafse in vitro zu expandieren, da dieser Vorgang mit einer Dedifferenzierung dieser Zellen
einhergeht [6, 7, 30].

Diese Probleme haben zur Weiterentwicklung des Tissue Engineerings gefiihrt. Die triger-

assoziierte ACT (sog. Matrix-ACT) stellt als zweite Generation des Tissue Engineerings
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den Einsatz verschiedener biokompatibler Trigermaterialien in den Mittelpunkt . Eine
Matrix von praformierter Gestalt wird bei dieser Methode mit den vorexpandierten Chon-
drozyten beladen und in den Knorpeldefekt implantiert. Der Triger bietet mechanische
Stabilitdt, unterstiitzt die Ansiedlung von transplantierten und kérpereigenen Zellen, sti-
muliert die Matrixbildung und hélt als dreidimensionales Konstrukt den differenzierten
Phénotyp der Chondrozyten aufrecht [6, 7, 25, 29, 31|. Die Matrix-ACT eignet sich be-
sonders fiir die Behandlung von Knorpelschiden mit einer Gréfenausdehnung > 4 cm?.
Auch Defekte mit einem groferen knéchernen Anteil kénnen mit dieser Methode gut
behandelt werden [4].

Die dritte Generation des Tissue Engineerings befindet sich im experimentellen Stadium.
Hierbei soll die in vivo Regeneration einer Knorpelldsion durch den Einsatz von Tréager-
materialien und Signalmolekiilen erreicht werden. Die Signalmolekiile sollen eine spezifi-
sche Zellmigration aus dem umgebenden intakten Gewebe initiieren, deren Ansiedlung in
die implantierte Matrix begiinstigen und die Zellen zu Proliferation und Differenzierung
stimulieren [6, 7, 25].

1.4.3 Weitere symptomatische Therapieverfahren

Bei groferen und multilokalen Knorpelverletzungen haben die genannten operativen Ver-
fahren zur Knorpelwiederherstellung und Knorpelregeneration (vgl. Abschnitt 1.4.2) nur
einen geringen Erfolg und liefern haufig kein dauerhaftes Ergebnis. Diesen Patienten kon-
nen dann weitere operative Techniken wie die Gelenkspiilung mit Knorpelglittung oder
die Osteotomie angeboten werden. Diese Verfahren tragen zu einer symptomatischen Ver-
besserung der Beschwerden bei, bewirken aber keine Regeneration des Knorpeldefekts.
Auch die Entwicklung von Dauerschiden wird nicht gebremst. Als definitive Behandlung
folgt haufig der operative Gelenkersatz, der die schmerzfreie Funktionsféhigkeit des Ge-
lenkes wiederhergestellt. Aufgrund der eingeschrinkten Lebensdauer von Endoprothesen
ist diese Behandlung bei jungen Erwachsenen jedoch nicht als Priméartherapie zu emp-
fehlen |7, 32|.

Gelenkspiilung mit Knorpelglidttung

Die Gelenkspiilung mit Knorpelglittung (sog. » Lavage mit Shaving«) bietet als arthro-
skopisches Verfahren die Mdglichkeit, mechanische und entziindliche Ursachen von Ge-
lenkbeschwerden zu behandeln. Durch die Lavage wird das Gelenk von Detritus und
Entziindungsmediatoren befreit. Beim Shaving werden abgescherte Knorpelbestandteile
entfernt und die Gelenkoberfliche gegliattet. Neben der Glattung der Gelenkoberfliche
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konnen zusétzlich Eingriffe an weiteren Strukturen des Gelenks durchgefiihrt werden. Bei
einem Grokteil der Patienten fiihrt dieses Verfahren zu einer mittelfristigen Symptomver-

besserung und zogert den Zeitpunkt des endoprothetischen Gelenkersatzes hinaus [27, 33].

Osteotomie

Die Osteotomie ist eine Methode, die solche Regionen des Gelenkknorpels miteinander in
Kontakt bringt, die noch einen intakten Knorpeliiberzug aufweisen. Beschédigte Knorpel-
regionen werden dadurch entlastet. Dieses Verfahren hat dann einen guten Erfolg, wenn
eine unphysiologische Tragachse zumindest eine Mitursache des Knorpeldefekts darstellt.
Die Osteotomie wird hauptséchlich bei jungen Patienten angewendet, bei denen der en-

doprothetische Gelenkersatz noch nicht in Frage kommt [33].

1.5 Mesenchymale Stammzellen
1.5.1 Ursprung und Herkunft

Die Existenz von Stammzellen fiir nicht-hdmatopoetische Zellen im Knochenmark wurde
bereits vor {iber 140 Jahren durch Untersuchungen des deutschen Pathologen Cohnheim
angedeutet [34]. Er studierte die Wundheilung verletzter Tiere mittels der vendsen In-
jektion des unléslichen Farbstoffes Anilin und beobachtete am Wundherd neben entziin-
dungsassoziierten Zellen auch Zellen mit fibroblastischer Morphologie, deren Ursprung
er in der Blutbahn und folglich im Knochenmark vermutete [35].

Die grundlegende Pionierarbeit von Friedenstein und seinen Kollegen (1974) zeigte, dass
es innerhalb der bindegewebigen Struktur des Knochenmarks eine Subpopulation von
adhérent wachsenden, nicht blutbildenden Zellen gibt, die die Fahigkeit besitzen, sich in
Knochen, Knorpel und Fett zu differenzieren [36-38]. Diese wurden von Caplan (1991)
mit dem Begriff der mesenchymalen Stammzellen (MSCs) bezeichnet [39]. Sie machen
nur einen sehr kleinen Anteil (etwa 0,001 —0,01 %) an der Gesamtpopulation kernhaltiger
Knochenmarkzellen aus, wobei ihre Anzahl mit dem Lebensalter zunehmend abnimmt.
So ist bei jungen Erwachsenen etwa noch eine von 10.000 Zellen, bei dlteren Menschen

nur noch eine von zwei Millionen Zellen eine mesenchymale Stammzelle [38, 40].

In verschiedenen Studien konnten mesenchymale Stammzellen neben dem Knochenmark
auch aus weiteren humanen Geweben isoliert werden, nédmlich aus Periost [41, 42], tra-
bekuldrem Knochen [32, 43|, Fettgewebe [44-46], Synovia [47], Skelettmuskel [48], Lun-
ge [49], Milchzahn [50] und der Wharton Sulze der Nabelschnur [51]. Das Knochenmark
stellt wegen seiner Ergiebigkeit jedoch weiterhin die Hauptquelle zur experimentellen

Gewinnung von MSCs dar.
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1.5.2 Eigenschaften

Mesenchymale Stammzellen sind elementare Bestandteile des Knochenmarks. Sie dienen
nicht nur als mesenchymale Vorlduferzellen, sondern erfiillen auch eine wichtige Funktion
bei der Unterstiitzung der Himatopoese [52, 53|. MSCs zeichnen sich durch zwei entschei-
dende Charakteristika aus. Zum einen besitzen sie ein hohes Selbsterneuerungspotential
und lassen sich in vitro in groffem Mafe (mehr als 50 Zellverdopplungen) expandieren.
Dies erfolgt unter der Ausbildung von Kolonien aus spindelférmigen Zellen, den so ge-
nannten CFU-F (engl. colony forming unit-fibroblasts) [52]. Zum anderen besitzen MSCs
die Fahigkeit, sich in verschiedene Zelltypen des mesenchymalen Bindegewebes zu diffe-
renzieren (vgl. Abbildung 2) [40]. Es wurde bisher die Differenzierung in Knochen [54, 55],
Knorpel [56], Sehne [57, 58], Skelettmuskel [59, 60], Fettgewebe [35, 61| und die Bildung

des hdmatopoetischen Stromas [35] beschrieben.
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Abbildung 2: Das Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen. MSCs konnen sich
entlang der mesenchymalen Linie in die Gewebe Muskel, Knochen, Knorpel, Bindegewebe, Fett

und Sehne differenzieren (modifiziert nach [29]).

Nach neueren Erkenntnissen ist ferner anzunehmen, dass die mesenchymalen Stammzel-

len nicht nur als Ersatzzellen fiir Strukturen des Bewegungsapparates und Bindegewebes
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dienen, sondern auch in Zellen nicht-mesenchymalen Ursprungs differenzieren kénnen
(sog. Transdifferenzierung) [62]. Es wurde eine Transdifferenzierung zu Kardiomyozyten,
Endothelzellen und Perizyten [63] sowie zu Leberzellen [64, 65] und Zellen neuronalen
Charakters [66, 67] beobachtet. Etliche experimentelle Arbeiten weisen darauf hin, dass
die mesenchymalen Stammzellen in Bezug sowohl auf ihr Selbsterneuerungspotential als
auch auf ihre Fahigkeit, sich entlang verschiedener mesenchymaler Zelllinien zu differen-
zieren, eine sehr heterogene Gruppe darstellen [44, 68, 69]. So enthélt der MSC-Pool des
Knochenmarks neben multipotenten Zellen auch Zellpopulationen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien, die dann nur noch ein eingeschrinktes (tripotentes, bipotentes
oder unipotentes) Differenzierungspotential aufweisen [70]. Nur einem Drittel der aus
dem Knochenmark isolierten MSCs wird ein tripotentes Entwicklungspotenzial zur Ge-

nerierung von Knochen, Knorpel und Fett zugeschrieben [40].

1.5.3 Charakterisierung

In der Literatur ist die Charakterisierung der MSCs hinsichtlich ihrer Oberflichenmo-
lekiile und Zytokinsekretion sehr heterogen. Es konnte bisher kein Marker identifiziert
werden, der eine mesenchymale Stammezelle als Zelltyp eindeutig definiert.

Fiir die Charakterisierung und Isolierung mesenchymaler Stammzellen werden daher das
Vorhandensein bzw. Fehlen verschiedener Oberflichenproteine herangezogen. Zu den
positiven Markern werden die Proteine Stro-1, CD73 (Ekto-5-Nukleotidase), CD106
(VCAM-1), CD90 (Thy-1), CD105 (Endoglin) und CD54 (ICAM-1) gerechnet. Typi-
sche himatopoetische Erkennungsmerkmale, wie der himatopoetische Stammzellmarker
CD34, Marker der myeloiden Differenzierung (CD11b/14), Marker der lymphoiden Diffe-
renzierung (CD19/79), das Leukozytenantigen CD45 und das Protein HLA-DR, werden
von MSCs dagegen nicht exprimiert [53, 71].

Zu den von MSCs sezernierten Zytokinen zéhlen die Interleukine -6 (IL-6) und -11 (IL-11),
der G-CSF (eng. granulocyte-colony stimulating factor), der M-CSF (engl. macrophage-
colony stimulating factor), der LIF (engl. leukemia inhibitory factor) und der SCF (engl.
stem cell factor) [72].

1.6 Chondrogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in
vitro

Die Entwicklung von Knorpel (Chondrogenese) aus MSCs ist das Ergebnis eines kompli-

zierten Zusammenspiels zwischen extrazelluldren Signalmolekiilen, Matrixbestandteilen,
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angebotenen Nahrstoffen, dem Sauerstoffpartialdruck, der Zelldichte und mechanisch ein-
wirkenden Kriften [40]. Die multipotenten MSCs entwickeln sich unter diesen Bedingun-
gen schrittweise iiber Chondroprogenitorzellen und Chondroblasten zu Chondrozyten, die
die typische extrazellulire Knorpelmatrix produzieren. Der Transkriptionsfaktor SOX9
wird in allen Chondroprogenitorzellen und reifen Chondrozyten exprimiert und spielt bei
der Regulierung der chondrogenen Differenzierung von MSCs eine wichtige Rolle. SOX9
steuert die Kondensation der Stammzellen, ihre Proliferation und Weiterentwicklung zu
Knorpel und ist fiir die Expression knorpelspezifischer Molekiile wie Kollagen Typ II und
Proteoglykan verantwortlich [6].

Allgemeine Kulturbedingungen

Die chondrogene Differenzierung von MSCs erfolgt experimentell in einem dreidimensio-
nalen Kultursystem durch die Inkubation in serumfreiem Kulturmedium und die Zugabe
von die Chondrogenese induzierenden Faktoren [73]. Das dreidimensionale Kultursystem
ahmt den Prozess der embryonalen mesenchymalen Zellkondensation nach, bei dem spe-
zifische Zell-Zell-Kontakte als Ausloser der chondrogenen Differenzierung gelten [74]. Die
Verwendung eines serumfreien Differenzierungsmediums ist wichtig, um unvorhersehba-
re Effekte auf das Wachstums- und Differenzierungsverhalten der MSCs auszuschliefen.
Serum ist in seiner Zusammensetzung nur schwer zu definieren und kann unbekannte
Wachstumsfaktoren oder Hormone enthalten, die die chondrogene Differenzierung un-
kontrolliert beeinflussen |75].

Es existiert eine Fiille von Wachstumsfaktoren und Signalmolekiilen, welche die Differen-
zierung der mesenchymalen Stammzellen zu Knorpel reguliert. Als positive Regulatoren
der Chondrogenese gelten die Faktoren TGF (engl. Transforming growth factor) -1, -/32
und -3 [76], BMP (engl. Bone morphogenic protein) -2 und -9 [77], IGF (engl. Insulin-
like growth factor) -1 [10, 78] und das Glukokortikoid Dexamethason [79]. Es besteht
ein grofses wissenschaftliches Interesse, weitere Signalmolekiile mit den dazugehérenden

Wirkungswegen zu identifizieren, welche die Chondrogenese beeinflussen [5].

Das chondrogene Differenzierungsmodell nach Johnstone (1998)

Die in dieser Arbeit verwendete Zusammensetzung des chondrogenen Mediums geht auf
das von Johnstone und seinen Kollegen (1998) entwickelte Modell der chondrogenen Diffe-
renzierung von MSCs zuriick. Diese Zusammensetzung wurde seither von vielen weiteren
Arbeitsgruppen verwendet und eine gute chondrogene Differenzierung von mesenchyma-
len Vorlauferzellen damit erzielt. Das Basismedium ist DMEM (Dulbeccos-modifiziertes
Eagle-Medium) mit einem hohen Glukosegehalt (4,5 g/Liter). Es enthélt neben den chon-
drogen wirkenden Faktoren TGF-51 und Dexamethason die Faktoren IST+3, Ascorbin-
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sdaure und Pyruvat, die wichtige Stoffwechselelemente fiir eine erfolgreiche Chondrogenese
darstellen [80, 81]. Im Folgenden wird die Funktion der wichtigsten Medienzusitze kurz
erlautert.

TGF-51 gilt als starker Promotor der Chondrogenese und bewirkt eine Akkumulation
von strukturellen Bestandteilen der extrazelluldren Knorpelmatrix [76]. Die chondrogene
Wirkung von Dexamethason beruht zum einen auf der Férderung der spontanen Differen-
zierung der MSCs, zum anderen auf der Stimulierung des Transkriptionsfaktors SOX9,
der die knorpelspezifische Genexpression aktiviert [79, 82, 83]. IST+3 enthélt in BSA
(bovines Serumalbumin) aufgelostes Insulin, Transferrin, Selenséure und Linolséure. Der
Zusatz von Insulin ist fiir den Zucker- und Fettstoffwechsel der Zellen wichtig. Trans-
ferrin bindet Fisen und stellt als Fisenquelle einen lebenswichtigen Bestandteil fiir das
Zellwachstum von in vitro Kulturen dar. Selenséure sorgt als Co-Faktor der Glutathion-
Peroxidase fiir die Integritdt der Zellmembran und Linolsdure ist als Fettsdure in die
Zellmembran wachsender Zellen einbaubar. IST+3 als Ganzes fiihrt in Kombination mit
TGF-F1 sogar zu einer additiven Stimulation der Chondrogenese [80, 81]. Ascorbinséu-
re fungiert als Elektronendonator und beeinflusst als Co-Faktor der Hydroxilierung des

Kollagens die Kollagenbildung positiv [84-86].

1.7 Therapeutische Verwendung von mesenchymalen Stammzellen

Im Rahmen therapeutischer Konzepte lassen sich drei Felder der zelluldren Therapie mit
mesenchymalen Stammzellen abgrenzen: Die Geweberegeneration, die Gentherapie und

die Immunmodulation bei himatopoetischer Stammzelltransplantation.

Auf dem Gebiet der Geweberegeneration ist die Anwendung von MSCs zum Wiederauf-
bau von Knochen und Knorpel am weitesten fortgeschritten. Viele Menschen leiden an
Gelenkschmerzen, die oft zu einer Einschriankung der Bewegungsfihigkeit fiihren. Eine
langfristige Entwicklung von hyalinem Knorpel, der sowohl strukturell als auch funk-
tionell den Anforderungen des nativen Knorpels entspricht, konnte bisher mit keinem
der vielzdhligen therapeutischen Verfahren (vgl. Abschnitt 1.4) erreicht werden [5, 87].
Die Moglichkeit der Reparatur von Gelenkknorpeldefekten mit Hilfe von MSCs ist von
grofem wissenschaftlichen Interesse. Erste klinische Anwendungen fanden MSCs bereits
in Form der autologen MSC-Transplantation bei der Behandlung der Osteoarthrose des
Knies [88] sowie zur Therapie osteochondraler Knorpeldefekte der Patella [89] und des
Patellofemoral-Gelenks [90]. In einem weiteren Verfahren wurden osteochondrale Knor-

pelschdden mit MSCs, die in ein Kollagengel eingebettet und im Defektbereich mit einem
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Periostlappen fixiert wurden, behandelt [91].

Die Verwendung von MSCs fiir die Behandlung von Knorpeldefekten bietet gegeniiber
dem Verfahren der ACT, welches mit Chondrozyten arbeitet, einige Vorteile: Die Ge-
winnung der MSCs aus dem Knochenmark ist weniger invasiv als die arthroskopische
Chondrozytenentnahme vor einer ACT, die zudem zu einer bleibenden Beschidigung der
Entnahmeregion fithrt. Aufserdem lassen sich die gewonnenen MSCs in grofem Mafe in
vitro vermehren, ohne dass dabei ihre Fahigkeit verloren geht, sich chondrogen zu diffe-
renzieren [90].

Weitere Bestrebungen und experimentelle Studien im Bereich der Geweberegeneration
zielen auf die Wiederherstellung von beschidigtem kardialen Gewebe, Lungen- und Le-
bergewebe und dem ZNS ab [62, 92].

Viele genetische Erkrankungen haben ihre Ursache in der Unféhigkeit von Geweben,
bestimmte Sekretionsmolekiile zu bilden, oder in der Sekretion eines defekten Proteins.
Weder autologe noch allogene MSCs rufen nach lokaler Transplantation oder systemi-
scher Verabreichung eine Immunreaktion im Empfinger hervor. Dies macht MSCs zu
einem idealen Triger, Gene im Rahmen der Anwendungsmdglichkeiten der Gentherapie
zu iibertragen [73]. Die vom Patienten oder einem geeigneten Spender gewonnenen MSCs
werden dabei durch gentechnische Methoden mit der gesunden Kopie des defekten Gens
transduziert und anschlielend lokal oder systemische appliziert. Die MSCs sollen dann
therapeutisch das fehlende oder defekte Protein bilden und sezernieren [30, 35].

Erste Erfolge werden mit dieser Methode bei der Behandlung der Osteogenesis imper-
fecta verzeichnet. Die Osteogenesis imperfecta ist eine genetische Erkrankung, bei der
es aufgrund des fehlerhaft gebildeten Proteins Kollagen Typ I zu multiplen Frakturen,
schweren Skelettdeformierungen und zu einem verminderten Knochenwachstum kommt.
In einer klinischen Studie an Kindern, die unter einem schweren Verlauf dieser Erkran-
kung leiden, wurden nach einer allogenen MSC-Transplantation eine Zunahme der Wachs-
tumsgeschwindigkeit, eine Steigerung der Knochenmineralisation und ein Riickgang der
Frakturhdufigkeit beobachtet [93].

Eine weitere Eigenschaft der MSCs ist ihre immunmodulatorische Funktion. Sie unter-
driicken die klonale Expansion und die Aktivitét zytotoxischer T-Zellen. Dieser immun-
suppressive Effekt spielt vor allem im Bereich der allogenen Knochenmarktransplanta-
tion eine wichtige Rolle. Erste klinische Anwendung fanden die MSCs in der Therapie
der akuten Abstofungsreaktion nach allogener Stammzelltransplantation, die dadurch
abgeschwicht oder verhindert werden konnte. Weiter sind MSCs bei der Beschleunigung

der hdmatologischen Erholung nach myeloablativer Behandlung im Einsatz [92, 94, 95].
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1.8 Knorpel als Sexualhormon-sensitives Gewebe

Zu den Sexualhormonen werden die Estrogene, Gestagene und Androgene gezihlt. Sie
regulieren eine Vielzahl physiologischer Prozesse und spielen eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung und dem Wachstum nicht nur des Reproduktionstrakts, sondern auch des
Skelettapparats, des zentralen Nervensystems, des kardiovaskuldren Systems, des Im-
munsystems und des Gastrointestinaltrakts [96]. Sexualhormone beeinflussen auch die
Entstehung pathologischer Prozesse bei hormonsensitiven Erkrankungen. So wirken zum
Beispiel die Estrogene bei der Entstehung des Brust- und Endometriumkarzinoms oder
der Osteoporose mit [97, 98].

Es existieren verschiedene Aspekte, die den Knorpel als ein Sexualhormon-sensitives Ge-
webe ausweisen. Diese dienten als Grundlage fiir die Annahme in dieser Arbeit, dass die
chondrogene Differenzierung humaner MSCs durch Sexualhormone allgemein und durch
178-Estradiol im Speziellen beeinflusst werden kann.

Humaner Gelenkknorpel weist als Sexualhormon-sensitives Gewebe die beiden klassi-
schen Estrogenrezeptoren o und 5 (ERa und ERf), den nicht-steroidalen Estrogenre-
zeptor GPR30, die beiden Progesteronrezeptoren A und B (PRA und PRB) und den
Androgenrezeptor (AR) auf [96, 99-103|. Auch wahrend der in vitro Chondrogenese von
MSCs wurden die ERa und ERS3, der Membranrezeptor GPR30 und der AR nachge-
wiesen [104] (vgl. Abschnitt 1.10.2). Das Vorhandensein dieser Rezeptoren spricht dafiir,
dass Sexualhormone bei der chondrogenen Differenzierung von MSCs eine Rolle spielen
und den Knorpelstoffwechsel beeinflussen.

Das Wachstum der langen Rohrenknochen erfolgt im Bereich der Wachstumsfugen durch
den Prozess der enchondralen Ossifikation. Das Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Differenzierung wird hierbei durch eine Vielzahl verschiedener Wachstumsfaktoren und
Hormone, einschliefslich der Sexualhormone, reguliert. Die Estrogene spielen in der Puber-
tét beider Geschlechter vor allem beim Lingenwachstum und dem Schliefen der Wachs-
tumsfugen eine wichtige Rolle [105-108]. 178-Estradiol wirkt zum einen direkt auf die
Chondrozyten und reguliert deren Proliferation, Differenzierung und die Synthese von
Bestandteilen der extrazelluliren Matrix. Zum anderen erfolgt die Wirkung indirekt, da
die Knorpelzellen als Antwort auf die Rezeptorbindung von Estrogen weitere Hormone
und Wachstumsfaktoren sezernieren [109, 110].

Die Osteoarthrose ist eine Erkrankung, die durch Degeneration des Gelenkknorpels un-
ter Mitbeteiligung des subchondralen Knochens und der umgebenden Gelenkkapsel ge-
kennzeichnet ist. Die hormonellen Verdinderungen im Verlauf der Menopause werden in

epidemiologischen Studien als Einflussfaktor auf die Pathogenese der Osteoarthrose an-
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gesehen: Die Privalenz und Inzidenz der Osteoarthrose aller Gelenke ist streng mit dem
Alter korreliert. Vor dem Alter von 50 Jahren haben Méanner eine héhere Pravalenz und
Inzidenz dieser Erkrankung. Ab dem Alter von 50 Jahren jedoch tritt die Osteoarthro-
se haufiger bei Frauen auf. Frauen erkranken zum einen insgesamt mit einer héheren
Prévalenz und Inzidenz an dieser Erkrankung, zum anderen leiden sie hdufiger an ei-
ner generalisierteren Form und einem schwereren Verlauf [111-113]. Die geschlechtsspe-
zifischen Unterschiede der Prévalenz und Inzidenz der Osteoarthrose werden mit dem
postmenopausalen Estrogendefizit, perimenopausalen Hormonschwankungen und einer
veréinderten Konzentration an freiem 173-Estradiol in Verbindung gebracht [112, 114].
Die Hypothese des postmenopausalen Estrogendefizits wurde in einer klinischen Stu-
die bestétigt, in der sich ein positiver Zusammenhang zwischen einem niedrigen basalen
Serumspiegel an 178-Estradiol und der Entwicklung einer Osteoarthrose des Knies er-
gab [115]. Andererseits gibt es auch Hinweise dafiir, dass gerade 17-Estradiol als ein
atiologischer Faktor der Osteoarthrose und auch der rheumatoiden Arthritis, einer ent-
ziindlichen Gelenkerkrankung, anzusehen ist. So wurden bei Patienten mit Osteoarthrose
oder rheumatoider Arthritis héhere synoviale Konzentrationen an freiem 175-Estradiol
und eine Zunahme der Anzahl an ER im Vergleich zu gesunden Menschen gleichen Alters
gefunden [116, 117].

1.9 Uberblick iiber Estrogen-Wirkungswege

Estrogen, in der aktiven Form das 178-Estradiol (E2), ist ein Mitglied der Familie der
Steroidhormone, zu der neben den Sexualhormonen auch die Glukokortikoide und Mine-
ralkortikoide gehoren [118].

Estrogene konnen iiber verschiedene Mechanismen (vgl. Abbildung 3) die Zellfunkti-
on estrogensensitiver Gewebe beeinflussen. Man unterscheidet die Wirkung des klassi-
schen Signalweges von der des nicht-klassischen Signalweges. Die Interaktion zwischen
den beiden Signalwegen fiihrt zu einem zum Teil noch wenig bekannten Netzwerk der
Transkriptionsaktivierung und -hemmung estrogensensitiver Gene. Die zunehmende Kom-
plexitit der Estrogenwirkung legt nahe, dass die getrennte Betrachtung des klassischen
und nicht-klassischen Weges nicht mehr zeitgemif ist. Beide Signalwege sind untrennbar
miteinander verbunden und beeinflussen sich gegenseitig [119]. Zur Vereinfachung erfolgt

im Folgenden jedoch eine getrennte Darstellung der beiden Signalwege.

Klassische estrogenvermittelte Signalwege

Die Wirkung der Estrogene iiber den klassischen Signalweg (vgl. Abbildung 3 (I) und
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(II)) wird durch die Bindung an spezifische Rezeptoren, die Estrogenrezeptoren o (ER«)
und 8 (ERS), vermittelt. Die Estrogenrezeptoren gehoren der Superfamilie der Stero-
idrezeptoren an, wozu auch die Rezeptoren fiir Progesteron, Androgene, Glukokortikoide
und Mineralkortikoide zahlen. Die codierende DNA der ER ist auf Chromosom 6 (ER«)
und Chromosom 14 (ER/) lokalisiert [97].

ER an Membran- @ Estrogen
proteine assoziiert

I g gaess™

rezePtO

~
\L Src

cAMP, Calcium, IP3
PLC
PKA, PKC, PI3K

eNOS

Estrogen

. Estrogen- I

rezeptor \

I Transkriptions-
Zellkern |, _MBNA faktor

“Proteinbiosynthese

Abbildung 3: Uberblick iiber Estrogen-Wirkungswege. Der klassische Weg (I und II) beruht
auf der Interaktion von E2 mit seinem intrazelluléren Rezeptor (ER«a oder ERS). Ist der Ligand-
Rezeptor-Komplex aktiviert, kann dieser im Zellkern die Transkription der Gene direkt (I) oder
indirekt (IT) beeinflussen. Die nicht-klassischen Signalwege (IIT und IV) werden durch die Interak-
tion von E2 mit an Membranproteinen assoziierten Estrogenrezeptoren (IIT) oder mit nichtsteroi-
dalen Rezeptoren, wie dem GPR30 (IV), ermdglicht. Beide nicht-klassische Signalwege aktivieren
eine Vielzahl von Kinasen, die die Transkription verschiedener Gene regulieren. V beschreibt die
Transaktivierung des Tyrosinkinaserezeptors EGFR durch GPR30 (modifiziert nach [119-121] ).
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Der Estrogenrezeptor ist ein intrazelluldrer, ligandenaktivierbarer Transkriptionsfaktor.
Verdnderungen der Gentranskription treten innerhalb von Stunden bis Tagen auf [122].
Bei Abwesenheit hormoneller Stimuli liegt der ER assoziiert an Begleitproteine (HSP90,
p23 und Immunophilin) vor [123, 124] und unterliegt einem kontinuierlichen Transport
zwischen Zellkern und Zytosol [125]. Diffundiert ein Ligand in die Zelle und bindet am
ER, kommt es zur Dissoziation des Multiproteinkomplexes und zur Auslésung von Phos-
phorylierungsprozessen, die zu einer Konformationsinderung des gesamten ER-Molekiils
fithren. Dadurch wird die Bildung von Homodimeren (ERa/ERa bzw. ERS/ERS) oder
Heterodimeren (ERa/ERp) ausgeldst und der Ligand-Rezeptor-Komplex wandert in den
Zellkern [123].

Beim direkten Weg (vgl. Abbildung 3 (I)) binden die ER-Dimere als Transkriptions-
faktoren an den Promotorbereich korrespondierender, palindromischer DNA-Sequenzen,
den so genannten »Estrogen Responsive Elements« (EREs). Infolge der Wechselwirkung
zwischen dem Ligand-Rezeptor-Komplex und den EREs kommt es zur Rekrutierung von
Co-Aktivatoren und Transkriptionsfaktoren sowie zur Assoziation der RNA-Polymerase
II (Initationskomlex). Aus diesem Initationskomplex heraus beginnt die RNA-Polymerase
IT mit der mRNA-Synthese. Dies fithrt zu einer veréinderten Expression der von den estro-
gensensiblen Genen kodierten Proteine [96, 97, 119, 120].

Der indirekte Weg der klassischen Estrogenwirkung (vgl. Abbildung 3 (IT)) stellt einen al-
ternativen Mechanismus zum direkten Weg dar. Die ER-Dimere interagieren hierbei mit
Transkriptionsfaktoren, die bereits an den Promotorbereich bestimmter DNA-Sequenzen
gebunden sind. Durch die Interaktion des Ligand-Rezeptor-Komplexes mit dem Trans-
kriptionsfaktor wird die Transkription des jeweiligen Gens beeinflusst. Es resultiert ei-
ne entweder gesteigerte oder verringerte mRNA- und anschliefende Proteinbiosynthe-
se |96, 97, 119, 120, 126].

Nicht-klassische estrogenvermittelte Signalwege

Neben der klassischen Transaktivierung verschiedener Gene durch Estrogen sind Effek-
te bekannt, die innerhalb von Sekunden bis Minuten nach Estrogenexposition auftre-
ten [127]. Diese Signale werden von Rezeptoren des nicht-klassischen Signalweges (vgl.
Abbildung 3 (III) und (IV)) vermittelt.

Ein kleiner Anteil (ca. 2%) der klassischen Estrogenrezeptoren o und f ist an der Zell-
membran lokalisiert [96]. Estrogene interagieren iiber den nicht-klassischen Signalweg
einerseits mit diesen plasmamembranstindigen, an Membranproteine assoziierten ERs
(vgl. Abbildung 3 (III)) [120, 126, 127] oder andererseits mit ER-unabhéngigen, nicht-
steroidalen Membranproteinen, wie dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPR) 30 (vgl.
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Abbildung 3 (IV)) [118, 120, 122, 127-129|. Die Aktivierung dieser membranen Estro-
genrezeptoren fiithrt {iber assoziierte Tyrosinkinasen zur Bildung bestimmter intrazel-
luldrer Signale und zur Auslésung intrazelluldrer Signalkaskaden [126, 127]. Neben der
Mobilisierung von intrazelluldrem Calcium, der Produktion der sekundiren Botenstof-
fe cAMP und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und der Aktivierung der Phospholipase
C (PLC), werden eine Vielzahl von intrazelluldren Kinasen, wie die Proteinkinase A
(PKA), die Proteinkinase C (PKC), die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3K) so-
wie der Src-Ras-Raf-MAP-Kinase-Signalweg, und die endotheliale NO Synthase (eNOS)
stimuliert [97, 119, 126-129]. Unter den verschiedenen MAP (engl. Mitogen-activated pro-
tein) -Kinasen spielt bei der Estrogenwirkung die Aktivierung von Erk1/2 eine besondere
Rolle [129, 130]. Die intrazelluldren Signalwege sind untereinander verkniipft und fithren
im Nukleus zur Phosphorylierung der klassischen ERs, der Co-Faktoren und des Tran-
skriptionskomplexes. Daraus resultiert eine verdnderte Transkriptionsaktivitdt. Durch
den nicht-klassischen Signalweg werden somit sowohl schnelle transkriptionsunabhéngige

als auch verzogerte transkriptionsabhéngige Estrogeneffekte vermittelt [126, 128].

Estrogenwirkung iiber GPR30

GPR30 ist ein G-Protein gekoppelter Sieben-Transmembrandoménen-Rezeptor [122, 131],
der hauptsichlich an der Zelloberfliche exprimiert wird [132-134]. Er wurde erstmals in
den spéten 1990er Jahren als ein Orphan-GPR identifiziert [135, 136] und im weiteren
Verlauf mit den estrogenen Wirkungswegen in Verbindung gebracht. In der aktuellen
Literatur wurde die Nomenklatur von GPR30 zu GPER1 (engl. G-protein coupled ER1)
gedndert [137].

GPR30 leitet bei Stimulation durch Estrogen das Signal {iber die verschiedenen, im vor-
herigen Abschnitt beschriebenen intrazelluliren Signalmolekiile und Signalkaskaden wei-
ter [133]. GPR30 bindet spezifisch 173-Estradiol mit einer Dissoziationskonstante von
3 — 6nM, wihrend er fiir Estron (E1) und Estriol (E3) nur eine sehr geringe Affinitét
aufweist [122, 131, 133|. Interessanterweise bindet auch der ER-Antagonist ICI 182.780
am GPR30. ICI 182.780 inhibiert den nukleozytoplasmatischen Transport der beiden
klassischen ER, wirkt am GPR30 jedoch agonistisch [131, 133, 138].

Bei der Aktivierung der MAPKs durch GPR30 spielt die Transaktivierung des Tyrosin-
kinaserezeptors EGFR (engl. Epidermal Growth Faktor Receptor) (vgl. Abbildung 3 (V))
eine wichtige Rolle. Dabei erfolgt neben der Phosphorylierung des EGFR die Aktivierung
von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die zur Freisetzung der an die Plasmamembran
assoziierten Liganden, den Heparin-gebundenen epidermalen Wachstumsfaktoren (HB-

EGF), fiihren. Diese interagieren mit dem EGFR und im weiteren Verlauf wird das
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Signalsystem Ras/Raf/MAPK aktiviert und die Transkription estrogensensitiver Gene
beeinflusst [96, 119, 122, 130]. Eine Transaktivierung des EGFR-Signalweges kann eben-
so durch eine Aktivierung des membrangebundenen ER« ausgeldst werden (nicht darge-
stellt in Abbildung 3) [127]. EGF gilt durch seine Interaktion mit dem MAPK-Signalweg
tiber den EGFR als negativer Regulator der Chondrogenese [139].

Um zwischen der Estrogenwirkung {iber klassische ER und der iiber GPR30 unterschei-
den zu kénnen, wurde der GPR30-Agonist G-1 identifiziert. G-1 bindet hochspezifisch
mit einer Dissoziationskonstante von 11 nM an diesen Rezeptor. Damit weist er eine nur
etwa zweifach niedrigere Affinitdt im Vergleich zu 173-Estradiol auf [118, 140]. Weiter
wurde mit G15, ein G-1 Analogon, ein GPR30-Antagonist gefunden, der mit ebenso
hoher Affinitdt an GPR30 bindet und als Antagonist des Estrogen-vermittelten GPR30-
Signalweges wirkt [141].

In der neueren Literatur finden sich Publikationen, die die Funktion des GPR30 als
Estrogenrezeptor in Frage stellen. Otto und seine Kollegen (2008) konnten weder eine
spezifische Bindung von E2 an GPR30 noch einen Anstieg der sekundéren Signalmolekii-
le cAMP und Calcium nach seiner Stimulierung nachweisen. Auch der GPR30-Agonist
G-1 konnte bei ihnen keine Estrogen-vermittelten Effekte nachahmen und seine Funktion
in der differenzierten Betrachtung der Estrogenwege wird in Frage gestellt [142-144]. In
Anbetracht der vielen Studien, die in verschiedenen Zelltypen einen eindeutigen Beweis
fiir die Signalweiterleitung von Estrogen iiber GPR30 liefern, und der erfolgreichen De-
tektion von am GPR30 gebundenem Estrogen, scheint es jedoch unwahrscheinlich, dass
GPR30 kein Estrogenrezeptor ist [137].

1.10 Projektbeschreibung und Vorergebnisse

In der Regenerativen Medizin stellt die Geweberegeneration von Knorpel aus humanen
mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) eine vielversprechende Methode zur Behandlung
von Gelenkknorpeldefekten dar. Fiir die experimentellen Untersuchungen haben sich in
den letzten Jahren funktionsfdhige in vitro Kulturmodelle etabliert, die es ermdoglichen,
den Einfluss verschiedener Faktoren auf die chondrogene Differenzierung von mesenchy-
malen Stammzellen zu untersuchen. So werden sowohl unterschiedliche Trigermaterialien
und mechanische Stimuli als auch Hormone und Wachstumsfaktoren auf ihre Effekte hin

iberpriift.

Der Gelenkknorpel ist ein hormonsensitives Gewebe. Den Sexualhormonen, vor allem

den Estrogenen, wird eine wichtige Rolle bei der Regulation des gesunden Knorpelstoft-
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wechsels, aber auch bei der Entstehung pathologischer Prozesse zugeschrieben. Eine Be-
einflussbarkeit der chondrogenen Differenzierung von MSCs durch Sexualhormone wurde
bisher noch nicht in der Literatur beschrieben. Darum sollte im Rahmen dieses Projektes
erstmals der Einfluss der Sexualhormone und im Speziellen des Estrogens 175-Estradiol
auf die chondrogene Differenzierung von hMSCs im dreidimensionalen, hochdichten Kul-

tursystem untersucht werden.

Im Folgenden erfolgt eine Zusammenfassung der zu Beginn dieser Arbeit bereits beste-
henden Vorergebnisse, die als erste Untersuchungen zum Einfluss von Sexualhormonen
auf die chondrogene Differenzierung von hMSCs im Rahmen der naturwissenschaftlichen
Doktorarbeit von Zsuzsa Jenei-Lanzl und der medizinischen Doktorarbeit von Katharina
Ehehalt durchgefiihrt wurden.

1.10.1 Etablierung eines in vitro Chondrogenesemodells

Viele Arbeitsgruppen verwenden verwandte Protokolle zur Isolierung, Proliferation und
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen. Das Modell der in vitro Chondrogenese
mesenchymaler Stammezellen, das fiir die Untersuchungen zum Einfluss der Sexualhor-
mone verwendet wurde, wurde von Prof. Dr. Peter Angele etabliert. Die Isolierung und
Proliferation der hMSCs wird nach Haynesworth [145], Lennon [80] und Pittenger [40]
nach dem Prinzip der Percolldichtegradienten-Fraktionierung und anschliefender Selekti-
on der Zellen durch Adhirenz an der Plastikoberfliche der Zellkulturgefiife durchgefiihrt.
Die chondrogene Differenzierung der expandierten MSCs erfolgt unter den chondrogenen
Faktoren Dexamethason und TGF-31 nach dem Model von Johnstone und seinen Kolle-
gen (1998) in Form von hochdichten Zellaggregaten, den so genannten Pellets [81]. Dieses
dreidimensionale Kultursystem eignet sich gut, den Einfluss von Hormonen und Wachs-
tumsfaktoren auf die Chondrogenese zu untersuchen [38].

Die verwendeten Methoden zur Isolierung, Expansion und Differenzierung der hMSCs
(vgl. Abschnitt 3.1 und 3.2) erwiesen sich als ein erfolgreiches Modell, mit dem die Proli-
feration der mesenchymalen Stammzellen und die chondrogene Differenzierung zu hyalin-

dhnlichem Knorpel erzielt werden konnte.

1.10.2 Sexualhormonrezeptoren wihrend der Chondrogenese

Wihrend des gesamten Zeitraumes der chondrogenen Differenzierung der hMSCs (Dauer:
21 Tage) konnten der Androgenrezeptor (AR), die beiden klassischen Estrogenrezepto-
ren (ERa und ERS) sowie der membrangebundene Estrogenrezeptor GPR30 durch im-
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munhistochemische Detektion nachgewiesen werden. GPR30 wurde hauptséchlich an der
Zellmembran detektiert. Diese Lokalisation wurde an anderen Zellen bereits von Thomas
und seinen Kollegen (2005) [133], Funakoshi und seinen Kollegen (2006) [134] und Filardo
und seinen Kollegen (2007) [132] beschrieben.

Das Vorhandensein von Sexualhormonrezeptoren wihrend der in vitro Chondrogenese der
hMSCs spricht dafiir, dass Sexualhormone bei der Differenzierung einer mesenchymalen

Stammzelle zu einer Knorpelzelle eine Rolle spielen.

1.10.3 Steroidhormonzugabe in der Proliferationsphase

In einem ersten Versuch wurde untersucht, ob sich die Zugabe der Sexualhormone Dehy-
droepiandrosteron (DHEA), 173-Estradiol und Testosteron (Konzentration jeweils 10~7 M)
in der Phase der MSC-Proliferation auf die anschliefende chondrogene Differenzierung
auswirkt. Die Differenzierung erfolgte ohne den Zusatz von Sexualhormonen.

Die Sexualhormone DHEA | 175-Estradiol und Testosteron beeinflussten in der verwende-
ten Konzentration weder die Proliferation (Zellzahl und Zellaktivitat) der mesenchymalen

Stammzellen noch ihre anschliefende chondrogene Differenzierung.

1.10.4 Steroidhormonzugabe in der Differenzierungsphase

In einem néchsten Schritt wurde die Wirkung der Sexualhormone DHEA, 173-Estradiol
und Testosteron auf die chondrogene Differenzierung von hMSCs analysiert. Die Sexu-
alhormone wurden in physiologischen Konzentrationen (173-Estradiol in 10~7 M und
10~ M, DHEA in 107" M und 107! M und Testosteron in 1078 und 10~% M) zugege-
ben [146]. Die vorgeschaltete MSC-Proliferation erfolgte im sexualhormonfreien MSC-
Kulturmedium.

DHEA und Testosteron zeigten keinen Einfluss auf die chondrogene Differenzierung der
hMSCs. Die mit 175-Estradiol behandelten Zellaggregate wiesen neben einer geringe-
ren makroskopischen Grdéfse auch histologisch und biochemisch eine signifikant reduzierte
Ablagerung der typischen extrazellularen Matrixbestandteile Kollagen Typ IT und sGAG

auf. Eine Verzégerung der Chondrogenese durch 2 zeigte sich nicht.

Von diesen Ergebnissen ausgehend fiel der Schwerpunkt der weiteren Untersuchungen auf
die Charakterisierung des Einflusses von 178-Estradiol auf die chondrogene Differenzie-
rung der hMSCs.
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1.10.5 Dosis-Wirkungs-Beziehung der Estrogenzugabe

Zunichst wurde die Wirkung von 173-Estradiol auf die Chondrogenese der hMSCs in vier
physiologischen Konzentrationen (E2 10~8M, E2 1079 M, E2 1071M und E2 10~ M)
untersucht.

175-Estradiol fiihrte in keiner der verwendeten Konzentrationen zu einer Verzogerung des
Chondrogeneseprozesses. Die Zellaggregate, die mit E2 1078 M inkubiert wurden, wiesen
jedoch im Verlauf der chondrogenen Differenzierung im Vergleich zur Kontrolle und den
anderen E2-Gruppen eine geringere makroskopische Grofe und in der biochemischen
Analyse eine signifikant verminderte Ablagerung der strukturellen Matrixkomponenten
Kollagen Typ II und sGAG auf.

1.10.6 Beeinflussung der Ostrogenwirkung durch ICI 182.780

Um die hemmende Wirkung von 173-Estradiol bei 10~8 M auf die chondrogene Differen-
zierung der hMSCs genauer zu analysieren, wurde der Estrogenrezeptorantagonists ICI
182.780 (10~7 M) verwendet. ICI 182.780 ist eine Hemmsubstanz der beiden klassischen
Estrogenrezeptoren (ERa und ER/). E2 und ICI 182.780 wurden dem Differenzierungs-
medium sowohl einzeln als auch zusammen beigefiigt.

Die Zellaggregate, die mit E2 oder ICI 182.780 allein und mit E2 und ICI 182.780 zusam-
men behandelt wurden, unterschieden sich makroskopisch nicht voneinander und zeigten
auch histologisch eine im Vergleich zur Kontrolle dhnlich schwache Anfarbung von sGAG
und Kollagen Typ II. In den biochemischen Analysen wiesen sowohl die Aggregate, die
mit ICI 182.780 allein, als auch diejenigen, die mit E2 und ICI 182.780 zusammen be-
handelt wurden, eine im Vergleich zu der mit E2 allein behandelten Gruppe noch weiter
reduziertere Ablagerung der extrazellularen Matrixbestandteile sGAG und Kollagen Typ
IT auf.

ICI 182.780 konnte die E2-vermittelte Hemmung der Ablagerung knorpelspezifischer Ma-

trixmolekiile nicht autheben.

1.10.7 Zusammenfassung der Vorergebnisse

Wihrend der chondrogenen Differenzierung konnten in den humanen MSCs intrazellulire
Sexualhormonrezeptoren (ERa, ERS, AR) und der membranassoziierte Estrogenrezep-
tor GPR30 nachgewiesen werden. Die Sexualhormone DHEA, E2 und Testosteron hatten
keinen Einfluss auf die Proliferation der hMSCs, 178-Estradiol fiihrte jedoch wéihrend
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der Phase der chondrogenen Differenzierung dosisabhingig bei 1078 M zu einer signi-
fikant reduzierten Ablagerung der extrazelluliren Knorpelbestandteile Kollagen Typ II
und sGAG. Die Hemmung der Chondrogenese wurde durch die Zugabe von ICI 182.780
noch weiter verstirkt. ICI wurde neben seiner Funktion als Antagonist der klassischen
ERa und ERS in der Literatur als Agonist an membranstéindigen Estrogenrezeptoren
beschrieben [133].

Diese Ergebnisse wiesen die Richtung der weiteren Arbeit. Die Betrachtung und Analyse
der membranvermittelten estrogenen Effekte auf die Hemmung der Chondrogenese von
hMSCs stand nun im Vordergrund.

1.11 Fragestellungen dieser Arbeit

Der Gelenkknopel zeigt bei Verletzung nur ein geringes Potential zur Selbstheilung.
Die Behandlung von Knorpelschiden stellt in der Medizin ein grofes Problem dar, da
Verletzungen des Knorpels zu Schmerzen und Bewegungseinschrankung fiihren und als
Langzeitfolge die Entstehung von degenerativen Gelenkerkrankungen droht [4]. Es sind
verschiedene Verfahren zur Regeneration und Reparatur von verletztem Gelenkknorpel
entwickelt worden. Im klinischen Alltag werden die Methode der Refixation, knochen-
markstimulierende Techniken, die osteochondrale Rekonstruktion, die Perichondrium-
und Periostlappenplastik, die Autologe Chondrozyten Transplantation und die Osteo-
tomie durchgefiihrt. In klinischen Studien wurde gezeigt, dass mit diesen Verfahren die
Symptome der meisten Patienten mittelfristig gebessert werden, keine Methode jedoch
langfristig den hohen Anforderungen von hyalinem Knorpelgewebe gentigt [7].

Es besteht grofses Interesse an der Erforschung neuer Therapiemoglichkeiten. In der Rege-
nerativen Medizin steht der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen zur Wiederherstel-
lung von Knorpeldefekten im Vordergrund. Wie man die chondrogene Differenzierung der
MSCs durch den Einsatz verschiedener Trigermaterialien, mechanischer Stimuli, Wachs-
tumsfaktoren und Hormone optimieren kann, ist Gegenstand intensiver Forschung. Die
Identifikation von Faktoren, die die Geweberegeneration von Knorpel beeinflussen, bringt
den Einsatz von mesenchymalen Stammzellen in der klinischen Anwendung einen Schritt

weiter.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von 173-Estradiol (Konzentration 1078 M) auf
die chondrogene Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen ménnlicher

Knochenmarkspender zu untersuchen.

(1) Der erste Schwerpunkt lag bei der Identifizierung estrogensensibler Phasen im Ver-
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lauf der chondrogenen Differenzierung. Es wurde untersucht, ob die hemmende Wirkung
von 173-Estradiol (10~8 M) auf die chondrogene Differenzierung der hMSCs withrend des
gesamten 21-tdgigen Differenzierungsprozesses oder nur zu einem bestimmten Zeitpunkt

erfolgt.

Bei den néchsten Fragestellungen ((2), (3) und (4)) wurden die membranvermittelten
Effekte von 178-Estradiol auf die chondrogene Differenzierung der hMSCs genauer cha-
rakterisiert.

(2) Es wurde untersucht, ob das membranimpermeable Konjugat E2-BSA (1078 M) den
Prozess der Chondrogenese beeinflusst. Zusitzlich wurde analog zu Fragestellung (1)
bewertet, ob dieser Einfluss in zeitlich sensiblen Phasen erfolgt.

(3) Als néchstes wurde die Beteiligung des membranassoziierten Estrogenrezeptors GPR30
an der Beeinflussung der chondrogenen Differenzierung der hMSCs analysiert. Fiir die
Untersuchung wurden 178-Estradiol, E2-BSA, ICI 182,780 und der spezifische GPR30-
Agonist G-1 (jeweils in 1078 M) verwendet.

(4) SchlieRlich wurde versucht, die estrogenen Effekte, die iiber den membranstindigen
Estrogenrezeptor GPR30 auf die Chondrogenese der hMSCs vermittelt werden, mit Hilfe
des spezifischen GPR30-Antagonisten G15 (1078 M) zu blockieren.

In einem letzten Teil wurde iiberpriift, ob 1738-Estradiol die chodrogene Differenzierung
von hMSCs weiblicher Spenderinnen auf gleiche Weise beeinflusst, wie die von hMSCs
ménnlicher Spender.

(5) Es wurde beobachtet, wie sich die Zugabe von 173-Estradiol zu hMSCs weiblicher
Spenderinnen auf die chondrogene Differenzierung dieser auswirkt. Dabei wurde nach
einer Dosis-Wirkungs-Beziehung einer E2-Zugabe (E2 1078M, E2 1079M, E2 1071M
und E2 107! M) gesucht (analog zu Versuch 1.10.5 der Vorergebnisse).
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2.1 Gerate

Autoklav Melatronic 23

Melag, Berlin

Brutschrank COy HeraCell 240

Heraeus, Hanau

Digitalkamera Polaroid DMC 3

Polaroid, Dreieich-Sprendlingen

Digital pH-Meter

Knick, Berlin

Elektronikrithrer Monotherm

Variomag, Leipzig

Féarbekammer Coverplates

Thermo Shandon, Frankfurt a. M.

Homogenisator Xenox 40/E

Xenox, Niersbach

Kryostat Microm HM 500 OM

Microm, Berlin

Microplate Reader Tecan Genios

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Mikroskop Dialux 20 EB

Leitz, Wetzlar

Mikroskop Fluovert FU

Leitz, Wetzlar

Mikroskop Nicon Eclipse TE2000U

Nikon GmbH, Diisseldorf

Multipette Plus

Eppendorf, Hamburg

Neubauer Zahlkammer

Brand, Giessen

Pipettierhilfe Falcon Express

BD Falcon, Heidelberg

Rotator

Kisker-Biotech, Steinfurt

Sicherheitswerkbank Herasafe

Heraeus, Hanau

Vakuumpumpe

Vacubrand, Wertheim

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Waage EW 4200-2NM

Kern, Balingen-Frommern

Waage 440-43

Kern, Balingen-Frommern

Waage 770-60

Kern, Balingen-Frommern

Wasserbad

GFL, Bergwedel

Wasser-Deionisations-/Defiltrieranlage

Millipore, Biocel, Billerica, USA

Wippe Polymax 2040

Heidolph, Schwabach

Zentrifuge Multifuge 3S-R

Heraeus, Hanau

Zentrifuge Combi-Spin FVL 2400

Kisker-Biotech, Steinfurt

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf, Hamburg
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Combitips plus 0,1/0,5/1/5/10 ml

Eppendorf, Hamburg

Cryogenic Vials 2ml

Nalgene, Roskilde, Ddnemark

Deckgléser 24 x 24 mm, 24 X 32 mm

Roth, Karlsruhe

Dosiernadeln

PK Electronic, Ettlingen

Filtereinheit Microcon

Millipore, Schwalbach

Kaniilen 18/20/27G

BD Falcon, Heidelberg

Mikrotiterplatten TPP, Schweiz
Mikrotiterplatten Falcon, Heidelberg
Objekttrager Star Frost Knittel Gléser, Braunschweig
Parafilm M Pechiney, Chicago

Pipetten Costar Stripette Corning, Corning USA
1/5/10/25/60 ml

Pipettensets 10/100/1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen ep Tips dualfilter
10/100,/200/1000 1

Eppendorf, Hamburg

Polypropylenzentrifugenrdhrchen

Neol.ab, Heidelberg

Polystyrolrohrchen

Falcon, Heidelberg

Rasierklingen Double Edge Stainless Steel

Science Services, Miinchen

Reaktionsgefafe 0,2/1,5/2 ml

Eppendorf, Hamburg

Serum Rohrchen 5,5 ml S-Monovette

Sarstedt, Niimbrecht

Spritzen 5/10 ml

BD Falcon, Heidelberg

Sterifilter 0,2 pm

Sartorius, Gottingen

Sterifilter 0,45 pm

Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturflaschen

Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturschalen 96-Well

Falcon Heidelberg

Zentrifugenrshrchen 15/50 ml

Falcon, Heidelberg

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Ameisensiure Merck, Darmstadt
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich, Steinheim
Fraktion V

Calciumchlorid (CaCly)

Roth, Karlsruhe
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Chromalaun Chrom (III)
Kaliumsulfatdecahydrat

Omikron, Neckarwestheim

Citronensidure-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Cobalt Chlorid (CoCly)

Sigma Aldrich, Steinheim

Chondroitinsulfat A

Sigma Aldrich, Steinheim

D(+)-Saccharose

Roth, Karlsruhe

DePex

Serva, Heidelberg

p-Dimethylaminobenzaldehyd p-DAB

Merck, Darmstadt

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

Diaminobenzidin (DAB) 0,5 %

Sigma Aldrich, Steinheim

DMSO

Sigma Aldrich, Steinheim

1,9-Dimethylmethylenblau (DMMB)

Sigma Aldrich, Steinheim

Dulbecco’s PBS

PAA Laboratories GmbH, Pasching

Essigsiaure (CH3COOH) 2,5N

Merck, Darmstadt

Ethanol absolut

Baker, Deventer, Holland

Ethylenglycol

Roth, Karlsruhe

Formalin 37 %

Merck, Darmstadt

Gelatine (Schwein)

Sigma Aldrich, Steinheim

L-Glutamin 25030-024

Gibco, Deutschland

Glutaraldehyd Sigma Aldrich, Steinheim
Glutardialdehyd Roth, Karlsruhe

Glycin Merck, Darmstadt
HEPES 1M Sigma Aldrich, Steinheim
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
L-Cystein Merck, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim
Methanol Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Na;EDTA Sigma Aldrich, Steinheim

Natriumhydroxid 2,7N

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Nickel Chlorid (NiCly)

Sigma Aldrich, Steinheim

Para-Formaldehyd 4 %

Riedel-de Haén, Sigma Aldrich, Steinheim
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Penicillin-Streptomycin

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Percoll Biochrom, Berlin
Percoll Sigma Aldrich, Steinheim
Phenylhydrazin Sigma Aldrich, Steinheim

Prolin 81709

Fluka, Deutschland

2-Propanol 100 %

Merck, Darmstadt

Salzsiure HC1 37 % rauchend

Merck, Darmstadt

Tetrabutylammoniumborohydride

Sigma Aldrich, Steinheim

Tissue Tec

Sakura, Zoeterwoude, NL

ToluidineBlue O

Sigma Aldrich, Steinheim

Tris Pufferan

Roth, Karlsruhe

Triton X-100

Sigma Aldrich, Steinheim

Trypanblau Sigma Aldrich, Steinheim
Trypsin EDTA GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe
TWEEN 200 Sigma Aldrich, Steinheim
Tyrode Sigma Aldrich, Steinheim
Wasserstoffperoxid 30 % Merck, Darmstadt

Xylol Merck, Hohenbrunn

2.4 Medien, Medienzusatze und Seren

Fetal Bovine Serum (FCS)

PAN Biotech GmbH, Aldenbach

Goat Serum

Dako Deutschland GmbIH, Hamburg

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM) High Glucose (4,5 g/Liter)

GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM) Low Glucose (1,0 g/Liter)

GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe

ITS+3

Sigma Aldrich, Steinheim

TGF-1 (TGF Lyophilisat in 10 ml
TGF-Puffer)

R&D Systems, Wiesbaden

Ascorbinsdure-2-Phosphat 20 mM
(0,1024 g Ascorbinsaure, 20 ml Tyrodes)

Sigma Aldrich, Steinheim

Dexametason Stock 1 mM (0,00392 g
Dexametason in 10ml 100 % Ethanol)

Sigma Aldrich, Steinheim
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Dexametason Gebrauch 10 pM
(200 pl Stocklosung in 19,8 ml DMEM

Low Glucose)

Sigma Aldrich, Steinheim

Natriumpyruvat

GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe

Medium fiir mesenchymale Stammzellkulturen (MSC-Kulturmedium):
DMEM mit niedrigem Glukosegehalt (1,0 g/Liter) enthélt 10 % FCS und 10 % Penicillin-

Streptomycin.

Medium fiir Chondrogenese (Chondrogenesemedium):

DMEM mit hohem Glukosegehalt (4,5 g/Liter) enthélt L-Prolin (40 ug/ml), Natriumpy-
ruvat (1mM), 1% Penicillin-Streptomycin, 1% IST+3 (1:100 v/v), 1% Dexamethason
(100nM), 1% Ascorbinsdure-2-Phosphat (0,2mM) und 0,5% human TGFS-1 recombi-

nant (10ng/ml).

2.5 Spezifische Medienzusitze

Testosteron T 1500

Sigma Aldrich, Steinheim

Trans-Dehydroepiandrosteron D 4000
(DHEA)

Sigma Aldrich, Steinheim

175-Estradiol (E2), ES875
(2,7239 mg in 10 ml Ethanol 100 %)

Sigma Aldrich, Steinheim

E2-BSA 10 mM (5 mg E2-BSA in 2,085 ml
PBS)

Sigma Aldrich, Steinheim

ICI 182,780 10mM (10 mg ICI 182,780 in
16,48 ml Ethanol 100 %)

Tocris/BIOZOL Diagnostika GmbH,
Eching

G1 10mM (5mg G1 in 12,1 ml Ethanol
100 %)

Merck, Darmstadt

G15

M. Hager, Prof. Dr. O. Reiser, Organische

Chemie, Universitit Regensburg
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2.6 Antikorper und Enzyme

Anti-Kollagen Typ IT (mouse antitype II | Calbiochem, Darmstadt

collagen IgG1, 1:100)

Sekundérer Antikorper (goat anti mouse | Dianova, Hamburg

IgG, 1:100)

Biotin-Streptavidin-Komplex

Vectastain ABC Kit, Vector Labs,
Burlingame, CA, USA

Elastase (Pankreas)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Pepsin

Sigma Aldrich, Steinheim

Trypsin EDTA

GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe

2.7 Puffer und Lésungen

2.7.1 Histologie
DMMB-Firbeltsung

(pH 3,0):

Gelatine-Losung fiir
Objekttrager:

Methylformalin-

Fixierungslosung:

Methanol-
Phosphatpuffer:

Phosphatpuffer 0,2 M:

40mM NaCl
+ 40 mM Glycin
+46 pl Dimethylmethylenblau

50ml HyO

+ 0,5 g Gelatine

+ 0,05 g Chromalaun
+ 125 pl Glutaraldehyd

5ml 0,2 M Phosphat-Puffer
+ 25ml Para-Formaldehyd-Losung 37 %
+ 50ml Methanol 100 %

100ml 0,2 M Phosphatpuffer
+ 100 ml Methanol 100 %

500 ml 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

+ 100ml 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
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Saccharose Losungen:

Standardfixierungs-

Losung:

Toluidinblau
Farbelosung 0,1 %:

2.7.2 Immunhistochemie

ABC-Komplex:

Blockingpuffer:

Diaminobenzidin

Arbeitslésung:

Diaminobenzidin

Stammlésung 10X:

MeclIlvaine-Puffer
(pH 3,6):

Eine Saccharoselosung in einer bestimmten Konzentration
wurde hergestellt, indem die bendtigte Menge an Saccharose

abgewogen und in 0,1 M Phosphatpuffer gelost wurde.

0,1 M Phosphatpuffer
+ 4% Paraformaldehyd
+ 1% Glutaraldehyd

99.9g Aqua dest.
+ 0,1 g Toluidinblau

2,5 ml m-PBS-Puffer
+ ABC-Kit: je ein Tropfen Reagenz A und B
Vor der Verwendung 30 Minuten Inkubation bei Raumtem-

peratur.

60 ml Aqua dest.

+ 120 ml Trispuffer 0,2 M

+ 2400 mg NaCl 0,8 %

+ 60ml Triton 4 %

+ 30ml Ziegenserum 10 %

+ 30ml fetales Rinderserum 10 %

1ml Diaminobenzidin Stammldsung
+ 9ml 0,1 M m-PBS-Puffer

-+ 400 pl NiCo-Losung

+ 6 ul HoO2 30 %

10 ml Aqua dest.
+ 10mg BSA

+ 50 mg Diaminobenzidin

67,8ml 0,1 M Zitronensiure
+ 32,2ml 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
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m-PBS-Puffer 1 M
(pH 7,0-7,4):

NiCo-Losung:

Pepsin-Andaulsung;:

Peroxidase
Blocking-Puffer:

Trispuffer 0,2 M:

Waschpuffer:

2.7.3 Elisaverdau

TBS 10X
(pH 7,8-8,0):

Essigsdure-Losung
CH3COOH 0,05 M:

47,2 g Kaliumdihydrogenphosphat

+ 6,6 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
+ 36,0 g NaCl

+ mit Aqua dest. auf 500 g auffiillen

10 ml Aqua dest.
+ 100 mg NiCls
+ 5mg CoCly
+ 10mg BSA

40,1 g Pepsin
+ 99,9 ml Mcllvaine-Puffer (pH 3,6)

40ml PBS
+ 5ml Methanol
+ 5ml HyO9 30 %

1000 ml Aqua dest.
| 24,225 M Tris
+ mit HC1 37 % auf pH 7 einstellen

2220 ml Aqua dest.
+ 780 ml Trispuffer 0,2 M
+ 24,96 g NaCl

100 ml Aqua dest.
+ 12,144 g Tris

+ 11,688 g NaCl
+ 0,55 g CaCls

100 ml Aqua dest.
+ 0,30025 g CH3COOH
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CH3COOH /NaCl-
Losung (pH 2,9-3,0):

2.7.4 Sonstige Losungen

Tyrode’s Losung:

TGF-Puffer:

DMMB-Lésung
(pH 3,0):

DMMB-Assey

Verdiinnungspuffer:

Percoll-Losung:

2.8 Test-Kits

90 ml Aqua dest.
+ 2,922 ¢ NaCl
+ 0,30025 g CH3COOH

990 ml HoO

+ 9,73 g Tyrode Salz

+ 0,2g NaHCOg3

+ 10 ml Penicillin-Streptomycin

12 ml HQO
+ 12,5mg BSA
+ 0,5ml 0,1 N HCL

5,0ml Ethanol 100 %

+ 18,0 mg 1,9 Dimethylmethylenblau
+ 2,0ml Ameisensdure

+ 2,0g NaCl

50ml PBS
+ 0,0363 g L-Cystein
+ 0,1117g NagEDTA

22,05 ml Percoll
+ 2,45ml NaCl 1,5 M
-+ 10,50 ml Tyrodes Losung

ABC-Kit

Vectorlabs, Burlingame, CA, USA

Quant — iT ™ PicoGreen dsDNA Kit

Invitrogen, Oregon, USA

Native Type II Collagen Detection Kit

6009

Chondrex Inc, Redmont, WA, USA
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2.9 Zellmaterial

Humane mesenchymale Stammzellen wurden im Rahmen diese Arbeit von 21 ménnlichen

adulten Spendern und acht weiblichen adulten Spendern im Alter von 17-47 Jahren

verwendet.

2.10 Computerprogramme

Software SigmaStat 32 fiir Windows

Systat Software GmbH, Erkrath

Tabellensoftware SigmaPlot 10.0 fiir Win-

dows

Systat Software GmbH, Erkrath
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3.1 Isolierung und Kultivierung mesenchymaler Stammzellen
3.1.1 Zellgewinnung aus dem Knochenmark

Die in dieser Arbeit verwendeten Kulturen humaner MSCs wurden aus Knochenmarkaspi-
raten des Darmbeinkamms adulter Spender unterschiedlichen Geschlechts und Alters an-
gelegt. Die Entnahme erfolgte im Rahmen geplanter operativer Eingriffe nach freiwilliger
Zustimmung der Patienten. Die Knochenmarkaspirate wurden zur Gerinnungshemmung

unmittelbar mit Heparin versetzt, auf Eis transportiert und direkt weiterverarbeitet.

Die Isolierung humaner MSCs aus dem Knochenmark erfolgte nach dem Prinzip der Per-
coll Dichtegradienten-Fraktionierung (Dichte 1,077 g/ml) mit anschliefsender Selektion
der Zellen durch Adhérenz an die Plastikoberfliche der Zellkulturgefife |40, 80, 145].

Durchfiihrung

Das frisch gewonnene Knochenmarkmaterial wurde im Verhéltnis von 1 : 4 mit serumhal-
tigem MSC-Kulturmedium (DMEM niedriger Glukosegehalt, 10 % FCS, 10 % Penicillin-
Streptomycin) verdiinnt und vorsichtig iiber 15 ml des Percoll-Dichtegradienten geschich-
tet. Wahrend der 15-miniitigen Zentrifugation bei 1000 U/Min und Raumtemperatur
(RT) bildeten vor allem die Erythrozyten und reifen Granulozyten ein Pellet auf dem
Boden des Rohrchens. Die mononukledren Knochenmarkzellen, zu denen auch die me-
senchymalen Stammzellen zihlen, formten eine weifliche Schicht am Ubergang zwischen
dem Percollgradienten und dem verdiinnten Aspirat. Diese Zellschicht wurde vorsichtig
mit einer 5ml Pipette aufgenommen und in einem neuen Zentrifugenréhrchen mit fri-
schem MSC-Kulturmedium versetzt. Nach 5-mintitiger Zentrifugation bei 1000 U/Min
und RT, Absaugen des Uberstandes und erneuter Aufnahme des Pellets in 5ml MSC-
Kulturmedium, wurde die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Bevor die
hMSCs in einer Dichte von 2 Millionen Zellen pro Kulturflasche (75cm? Kulturflasche)
ausgesit wurden, wurden die Zellkulturflaschen mit 15ml MSC-Kulturmedium vorbe-
fiillt. Die Zellen wurden durch leichtes Schwenken gleichméfig in den Flaschen verteilt
und bei 37° C, 5% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Bei dem
ersten Mediumwechsel nach 7 Tagen wurden nicht-adhérente Zellen (hdmatopoetische
Zellen) abgesaugt und die adhérenten Zellen, die mesenchymalen Ursprungs sind, wei-
terkultiviert [40, 70, 145]. Die weiteren Medienwechsel erfolgten alle 3-4 Tage.
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3.1.2 Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitdt

Zur Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitdt wurden Trypanblau und eine Neubauer-
Zdhlkammer verwendet. Trypanblau ist ein Farbstoff, der durch die Membran lebender
Zellen zuriickgehalten wird. Tote Zellen mit defekter Membran sind fiir den Farbstoff
permeabel und firben sich blau an.

Fiir die Auszdhlung wurden gleiche Volumina Zellsuspension und Trypanblau-Losung ge-
mischt, in eine Neubauer-Zahlkammer gefiillt und unter einem Phasenkontrastmikroskop
ausgezahlt. Die Zellzahl (Z) ergab sich aus dem Mittelwert (MW) der Anzahl leben-
der (ungefirbter) Zellen aus vier ausgezihlten Quadranten nach der Umrechnungsformel
Z = MW x L x 10%. L ist der Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension und 10* der Kam-
merfaktor.

Die Vitalitat errechnete sich aus dem Verhéltnis der Lebendzellzahl (ungefirbte Zellen)
zur Gesamtzellzahl (ungefirbte und blau gefarbte Zellen).

3.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Einfrieren von Zellen

Zur léngerfristigen Aufbewahrung wurden die Zellen im Gefrierschrank bei —80° C oder
in fliissigem Stickstoff gelagert. Das Einfrieren erfolgte in DMSO-haltigem Medium, das
aus dem Standardmedium DMEM Low Glucose (1,0 g/Liter) und dem Zusatz von FCS
(40 %) und DMSO (10 %) hergestellt wurde. DMSO unterbindet eine die Zellwand und
Zellorganelle schidigende Kristallbildung. Das DMSO-haltige Medium wurde vor der
Verwendung steril filtriert und auf Eis vorgekiihlt.

Nach dem Absaugen des Kulturmediums wurde die einzufrierende Kultur mit PBS ge-
spiilt und mit Trypsin (3ml pro 75 cm? Kulturflasche) iiberschichtet. Durch Inkubation
und intermittierendes Schwenken 18ste sich der Zellrasen nach 3-5 Minuten vom Boden
der Kulturflasche ab. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde der Zellsuspension die dop-
pelte Menge an serumhaltigem MSC-Kulturmedium (6 ml pro 75 cm? Kulturflasche) zu-
gegeben. Die abgeldsten Zellen wurden in Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, bei 1000 U/Min
und RT fiir 12 Minuten zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Nachdem
die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurde, wurde die Zellsuspension mit
DMSO-haltigem Medium in einer solchen Menge aufgefiillt, dass in die Cryocups jeweils
1 ml mit bis zu 8 - 10% Zellen gegeben werden konnte. Die Réhrchen wurden iiber Nacht
bei -80° C im Gefrierschrank gelagert und verblieben entweder dort oder wurden am

folgenden Tag in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.
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Auftauen von Zellen

Die bei —80° C oder im fliissigen Stickstoff tiefgefrorenen Zellen wurden zunéchst auf
Eis gelagert und durch vorsichtiges Schwenken in einem warmen Wasserbad aufgetaut.
Die Zellsuspension wurde mit 9 ml MSC-Kulturmedium versetzt und fiir 10 Minuten bei
1000 U/Min und RT zentrifugiert. Dabei wurden die Reste des Einfriermediums (50 %
MSC-Kulturmedium, 40% FBS und 10% DMSO) entfernt. Das entstandene Zellpel-
let wurde in MSC-Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl und Vitalitdt in der
Neubauer-Ziahlkammer bestimmt. In die mit jeweils 15ml MSC-Kulturmedium vorbe-
fiillten Zellkulturflaschen wurde die Zellsuspension in einer Dichte von 200.000 Zellen
pro Kulturflasche (75cm? Kulturflasche) ausgesit. Nach vorsichtigem Schwenken wur-
den die Zellkulturflaschen bei 37° C, 5% COq und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank

inkubiert.

3.1.4 Amplifizierung

Die Expansion der aus dem Knochenmark gewonnenen und in Kulturflaschen ausgeséten
humanen MSCs erfolgte als Monolayer-Kultur (vgl. Abbildung 4). Bei dem Erreichen
einer 80 %-igen Konfluenz wurden die Zellkulturen entweder passagiert, eingefroren oder
direkt weiterverarbeitet. Dies ist wichtig, denn sobald eine Kulturflasche vollstindig mit
Zellen besiedelt ist (Konfluenz), kann eine Beeintrichtigung des Wachstums aufgrund
einer Kontaktinhibierung erfolgen [147].

Fiir jeden im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsteil wurden die tiefgefrore-
nen MSC-Kulturen nach Abschnitt 3.1.3 aufgetaut. In der Phase der Proliferation (Dauer
14-21 Tage) wurden die mesenchymalen Stammzellen auf etwa das 5-fache amplifiziert.
Dies wurde erreicht, indem sich die je 200.000 pro Kulturflasche ausgeséten Zellen unter
der Zugabe von MSC-Kulturmedium bis zu einem Zellrasen mit etwa 80 %-iger Konfluenz
vermehrten. Der Mediumwechsel wihrend der Proliferationsphase erfolgte alle 3-4 Tage.
Die Kulturflaschen wurden bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank

inkubiert.

3.2 In vitro Chondrogenesemodell

An die Phase der Proliferation schloss sich die chondrogene Differenzierung der mesen-
chymalen Stammzellen nach dem Modell von Johnstone und seinen Kollegen (1998) in
Form der hochdichten Zellaggregate, den so genannten Pellets, an (vgl. Abbildung 4) [81].

Das serumfreie Differenzierungsmedium DMEM mit hohem Glukosegehalt enthielt zur
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Induktion der Chondrogenese Dexamethason und TGF-f1 sowie die weiteren Faktoren
IST+3, Ascorbinsiure und Pyruvat (vgl. Abschnitt 1.6).

In dieser Arbeit wurde pro Versuchsteil jeweils eine Gruppe an Zellpellets als Kontroll-
gruppe (sog. dex-Gruppe) mit dem chondrogenen Standardmedium behandelt. Bei den
zu vergleichenden Versuchsgruppen wurde dem Differenzierungsmedium der zu testende,

potentiell die Chondrogenese beeinflussende Faktor zugefiigt.

‘ Knochenmarkentnahme‘ ‘ Phase der Proliferation ‘ ‘ Phase der Differenzierung ’

|

|

|

|

|

|

|

4 |
5 |
Percolldichtegradienten- :

|

000000000000 f{\ ) .
Fraktionierung der Zellen e e e i5 je 2x105Zellen
: 200.000 Zellen T—> |[ccecceccccss EEEE
oooooooooooo
] pro Kulturflasche
| 000000000000

|
IMonolayer-Kultur der MSCs in Hochdichte Aggregatkultur

|
|
|
|
|
|MSC-Kulturmedium bis 80% Konfluenz : im chondrogenen Differenzierungsmedium
|
|
|
|
|
|

@+

|
|
|
Chondroblast  Chondrozyt | Hypertropher
Chondrozyt

i » —
3 > —D
D D

Mesenchymale Stammzelle Progenitorzellen

| 14-21 Tage l | 21 Tage

4

Zeitachse

Abbildung 4: Modell der in vitro Chondrogenese: Nach der Knochenmarkentnahme erfolgt die
Isolierung humaner MSCs aus dem Knochenmark nach dem Prinzip der Percolldichtegradienten-
Fraktionierung mit anschliefender Selektion der Zellen durch Adhirenz an die Plastikoberfliche
der Zellkulturgefifie. In der Phase der Proliferation expandieren die MSCs als Monolayer-Kultur
in der Anwesenheit von serumhaltigem MSC-Kulturmedium bis zu einer Konfluenz von 80 %
(Dauer: 14-21 Tage). Die anschliefende Phase der Differenzierung erfolgt in 96-Wellplatten als
hochdichte Aggregatkultur in serumfreiem chondrogenen Differenzierungsmedium (Dauer: 21 Ta-

ge). Die MSCs differenzieren iiber Progenitorzellen und Chondroblasten zu Chondrozyten.

Durchfiihrung

Die Chondrogenese wurde in Zellpellets durchgefiihrt. Nach dem Absaugen des MSC-
Kulturmediums wurde die zu pelletierende Kultur mit PBS gespiilt und mit Trypsin
(3ml pro 75cm? Kulturflasche) iiberschichtet. Durch Inkubation und intermittierendes
Schwenken 16ste sich der Zellrasen nach 3-5 Minuten vom Boden der Kulturflasche ab. Zur

Inaktivierung des Trypsins wurde die doppelte Menge an vorgewarmtem, serumhaltigem
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MSC-Kulturmedium zugegeben. Die abgelosten Zellen wurden in Zentrifugenrohrchen
iiberfiihrt, bei 1000 U/Min und RT fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand vor-
sichtig abgesaugt. Nachdem die Pellets in frischem chondrogenen Differenzierungsmedium
resuspendiert und die Zellsuspensionen einer Zellkultur in einem Zentrifugenréhrchen zu-
sammengefiihrt wurden, wurde die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Je
nach Versuchsdesigne wurde die Zellsuspension auf die Anzahl der Vergleichsgruppen
aufgeteilt und bei 1000 U/Min und RT fiir 10 Minuten zentrifugiert. Schlieflich wurden
die Zellpellets mit chondrogenem Differenzierungsmedium und den zu testenden Medi-
enzusitzen versetzt. Die Menge des Mediums wurde hierbei so gewéhlt, dass die Locher
der 96-Well-Mikrotiterplatten mit je 350 ul chondrogenem Medium und einer Anzahl von
2-10° Zellen befiillt werden konnten. Die in die Lécher der 96-Well-Mikrotiterplatten pi-
pettierte Zellsuspension aus hMSCs und Differenzierungsmedium wurde bei 2000 U/Min
und RT fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde nicht verworfen und die ge-
bildeten Pellets nicht mehr resuspendiert. Der Wechsel des Mediums erfolgte 3-mal wo-
chentlich mit je 350 ul induzierendem Medium. Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO4
und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.

Die Gesamtdauer der chondrogenen Differenzierung betrug 21 Tage. Nach 1-, 7-, 14- und
21-tédgiger Stimulation wurden jeweils Pellets fiir die Makroskopie, Histologie und Immun-
histochemie, am Tag 21 noch zusétzlich Zellaggregate fiir die biochemische Bestimmung
des DNA-, sGAG- und Kollagen Typ II -Gehalts entnommen.

3.2.1 Sequenzielle Zugabe von 173-Estradiol

Um die hemmende Wirkung von 173-Estradiol bei 1078 M auf die chondrogene Diffe-
renzierung von mesenchymalen Stammzellen genauer zu verstehen, wurde E2 1078 M
sequenziell in klar definierten Zeitrdumen hinzugegeben. Dadurch wurde untersucht, ob
die Chondrogenesehemmung durch 178-Estradiol wéhrend des gesamten 21-tdgigen Dif-
ferenzierungszeitraums erfolgt oder nur zu einem bestimmten Zeitpunkt stattfindet.

Es wurden neben den Pellets, die als Kontrollgruppe (Gruppe 1) mit dem chondrogenen
Standardmedium (dex 10~7 M) behandelt wurden, vier weitere Gruppen gebildet, bei de-
nen die Zugabe von E2 1078 M entweder von Tag 0-7 (Gruppe 2), von Tag 7-14 (Gruppe
3), von Tag 14-21 (Gruppe 4) oder wihrend der gesamtem 21 Tage (Gruppe 5) erfolgte
(vgl. Tabelle 2).

Dieser Versuch wurde mit hMSCs von flinf ménnlichen adulten Spendern durchgefiihrt
(n=>5).
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Gruppe H Zugabe Basis Tage Zugabe Speziell Tage
1 (Kontrollgruppe) dex 107" M 0-21 - -

2 dex 107" M 0-21 E2 1078 M 0-7

3 dex 107" M 0-21 E2 1078M 7-14
4 dex 107" M 0-21 E2108M 14-21
5 dex 107" M 0-21 E2 108 M 0-21

Tabelle 2: Darstellung der sequenziellen Zugabe von 173-Estradiol

3.2.2 Sequenzielle Zugabe von E2-BSA

175-Estradiol wirkt sowohl iiber intrazellulare ER (klassischer Weg) als auch tiber mem-
branassoziierte Rezeptoren (nicht-klassischer Weg). Bei der Charakterisierung nicht-klas-
sischer Effekte ist die rdumliche Trennung von E2 vom Zellinneren von Bedeutung.
An BSA konjugiertes E2 ist nicht mehr membrangingig und wurde verwendet, um
die membranvermittelte Wirkung von 175-Estradiol auf die Chondrogenese zu unter-
suchen [148, 149].

Die Herstellung von E2-freiem E2-BSA erfolgte durch die Zentrifugation einer 10~3 M E2-
BSA-Losung (5 ml E2-BSA auf 2,085 ml PBS) unter sterilen Bedingungen. Hierfiir wurde
eine Microcon Filtereinheit (Trennwert 3 kDa) mit gelostem BSA (1mg/ml) beschichtet,
400 pl der E2-BSA-Losung zugegeben und bei 13000 U/Min fiir etwa 30 Minuten zentrifu-
giert. Das Retentat wurde mit PBS-Puffer gewaschen, in ein neues Reaktionsgefafs iiber-
fithrt und das Volumen auf 400 pl aufgefiillt [148, 149]. So behandelte E2-BSA-Losungen
wurden im Gefrierschrank auf —80° C gelagert und jeweils direkt vor der Verwendung
aufgetaut.

Die Zugabe von E2-BSA erfolgte in klar definierten Zeitrdumen, um analog zu Abschnitt
3.2.1 bestimmte Phasen zu identifizieren, in denen E2-BSA die Chondrogenese der hMSCs
iiber nicht-klassische Effekte beeinflusst. Es wurden neben der Kontrollgruppe, die mit
dem chondrogenen Basismedium (dex 10~7 M) behandelt wurde, vier weitere Gruppen
gebildet, bei denen die Zugabe von E2-BSA 1078 M entweder von Tag 0-7 (Gruppe 2),
von Tag 7-14 (Gruppe 3), von Tag 14-21 (Gruppe 4) oder wihrend der gesamtem 21 Tage
(Gruppe 5) erfolgte (vgl. Tabelle 3).

Dieser Versuch wurde mit hMSCs von vier ménnlichen adulten Spendern durchgefiihrt
(n=4).
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Gruppe H Zugabe Basis Tage Zugabe Speziell Tage
1 (Kontrollgruppe) dex 107" M 0-21 - -

2 dex 107" M 0-21 E2-BSA 108M  0-7

3 dex 107" M 0-21 E2-BSA 108M  7-14
4 dex 107" M 0-21 E2-BSA 108M  14-21
5 dex 107" M 0-21 E2-BSA 108M  0-21

Tabelle 3: Darstellung der sequenziellen Zugabe von E2-BSA

3.2.3 Untersuchung nicht-klassischer Estrogeneffekte iiber GPR30

Um die Beteiligung des membranstindigen E2-Rezeptors GPR30 an der Hemmung der
Chondrogenese zu untersuchen, wurden das membranimpermeable Konjugat E2-BSA,
ICT 182.780 in seiner Rolle als GPR30-Agonist und G-1 als selektiver GPR30-Agonist
hinzugegeben. Bei einer Konzentration von 1078 M weisen E2, E2-BSA, ICI 182.780 und
G-1 eine dhnliche Bindungsaffinitdt am GPR30 auf [150]. Die Verwendung von G-1 als se-
lektiven GPR30-Agonisten ist von Bedeutung, da er hilft, zwischen der Estrogenwirkung
iiber die klassischen ER « und § und dem membranen ER GPR30 zu unterscheiden.
Neben der Kontrollgruppe, die mit dem chondrogenen Basismedium (dex 10~7 M) inku-
biert wurde, wurden vier weitere Gruppen gebildet, die entweder mit E2 1078 M (Gruppe
2), E2-BSA 10~8M (Gruppe 3), ICI 182.780 10~8 M (Gruppe 4) oder G-1 10~8 M (Grup-
pe 5) behandelt wurden (vgl. Tabelle 4).

Dieser Versuch wurde mit hMSCs von vier ménnlichen adulten Spendern durchgefiihrt
(n=4).

Gruppe H Zugabe Basis Zugabe Speziell

1 (Kontrollgruppe) dex 107" M -

2 dex 107" M E2 108 M

3 dex 107" M E2-BSA 1078 M

4 dex 107" M ICI 182.780 10~ M
5 dex 107" M G-110%M

Tabelle 4: Darstellung der Zugabe von E2, E2-BSA, ICI 182.780 und G-1 zur Untersuchung
nicht-klassischer Estrogeneffekte iiber GPR30.
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3.2.4 Blockierung nicht-klassischer Estrogeneffekte iiber GPR30

Um die hemmende Wirkung von 173-Estradiol bei 1078 M auf die chondrogene Differen-
zierung liber den membranassoziierten Rezeptor GPR30 beweisen zu kénnen, wurde der
GPR30-Antagonist G15 verwendet. G15 ist ein G-1 Analogon, welches bei 1078 M mit
hoher Affinitdt an GPR30 bindet und die Effekte von an diesem Rezeptor agonistisch
wirkenden Substraten antagonisiert [141]. In der Annahme, dass die Faktoren E2 und G-1
iiber GPR30 einen hemmenden Effekt auf die Chondrogenese der hMSCs haben, sollte
es durch die zusatzliche Zugabe von G15 zu einer Blockierung dieser nicht-klassischen,
GPR30-vermittelten Effekte kommen.

Es wurden neben den Pellets, die als Kontrollgruppe mit dem chondrogenen Basisme-
dium (dex 10" M) behandelt wurden, fiinf weitere Gruppen gebildet, die entweder mit
E2 1078 M allein (Gruppe 2), mit einer Koinkubations aus E2 10~ M und G15 1078 M
(Gruppe 3), mit G-1 allein (Gruppe 4), mit einer Koinkuabtion aus G-1 1078 M und G15
10~8 M (Gruppe 5) oder mit G15 allein (Gruppe 6) behandelt wurden (vgl. Tabelle 5).
Dieser Versuch wurde mit hMSC von acht méannlichen adulten Spendern durchgefiihrt
(n=8).

Gruppe H Zugabe Basis Zugabe Speziell

1 (Kontrollgruppe) dex 107" M -

2 dex 107" M E2 108 M

3 dex 107" M E2 1078 M+G15 1078 M
4 dex 107" M G-11078M

5 dex 107" M G-1 1078 M+G15 1078 M
6 dex 107" M G15 1078 M

Tabelle 5: Darstellung der Blockierung von GPR30 mit G15

3.2.5 Dosis-Wirkungs-Beziehung der Estrogenzugabe bei weiblichen MSCs

Die bisher durchgefiihrten Versuche zur Beeinflussbarkeit der chondrogenen Differenzie-
rung von humanen MSCs durch 178-Estradiol erfolgten an mesenchymalen Stammzellen
aus dem Knochenmark adulter ménnlicher Spender. Um die Auswirkung einer E2-Zugabe
auf die Chondrogenese von mesenchymalen Stammzellen adulter weiblicher Knochen-

markspenderinnen zu untersuchen, wurde analog zu Abschnitt 1.10.5 1738-Estradiol in
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den physiologischen Dosen E2 1078 M, E2 1079 M, E2 107 M und E2 10~'* M zugege-
ben.

Neben der Kontrollgruppe, die mit dem chondrogenen Basismedium (dex 10~7 M) inku-
biert wurde, wurden vier weitere Gruppen gebildet, die entweder mit E2 1078 M (Gruppe
2), E2 1072 M (Gruppe 3), E2 1071 M (Gruppe 4) oder E2 10~ M (Gruppe 5) behan-
delt wurden (vgl. Tabelle 6).

Dieser Versuch wurde mit hMSCs von acht weiblichen adulten Spenderinnen durchge-
fithrt (n=8).

Gruppe H Zugabe Basis Zugabe Speziell
1 (Kontrollgruppe) dex 107" M -

2 dex 107" M E2 1078 M

3 dex 107" M E2 107°M

4 dex 107" M E2 1071'M

5 dex 107" M E2 1071'M

Tabelle 6: Darstellung der Dosis-Wirkungs-Beziehung einer E2-Zugabe zu weiblichen hMSCs

3.3 Makroskopie

Eine erste Auswertung erfolgte durch die makroskopische Beurteilung des Pelletwachs-
tums. Die Grofse der Pellets spiegelt das Ausmafk der Synthese von extrazellularen Matrix-
komponenten wieder. Hierfiir wurden Zellaggregate an Tag 1, 7, 14 und 21 entnommen
und unter dem Mikroskop mit einer Digitalkamera in 10-facher Vergroferung photogra-

phiert.

3.4 Histologische und immunologische Farbungen

Fiir die Histologie und Immunhistochemie wurden die Pellets jeweils nach einem 1-; 7-,
14- und 21-tégigen Differenzierungszeitraum entnommen. Das Potential und das Ausmafs
der mesenchymalen Stammzellen, sich entlang der chondrogenen Linie zu hyalinem Knor-
pel zu differenzieren, wurde durch das Anfirben von sulfatierten Glykosaminoglykanen
(sGAG) als Bestandteil der extrazellulairen Knorpelmatrix und der immunhistochemi-

schen Detektion von Kollagen Typ II als spezifischen Knorpelmarker nachgewiesen.
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3.4.1 Gewebevorbereitung fiir histologische und immunologische Methoden

Die zu den unterschiedlichen Zeitpunkten entnommenen Zellaggregate wurden unmittel-
bar nach der Entnahme fiir 45 Minuten in der Standardfixierungslosung mit 4 % Para-
formaldehyd fixiert. Im Anschluss daran wurden sie 10 Minuten in Phosphatpuffer 0,1 M
gespiilt, um dann in einer Saccharosereihe entwissert zu werden. Hierbei verweilten die
Pellets jeweils fiir eine halbe Stunde in 10 %-iger sowie 20 %-iger Saccharose-Losung und
wurden schlieflich in 30 %-iger Saccharose-Losung bis zur Weiterverarbeitung bei 4° C
im Kiihlschrank gelagert.

Zur Anfertigung der Gewebeschnitte wurden die Zellpellets blasenfrei in die carbowachs-
haltige Losung Tissue Tek eingebettet, durch vorsichtiges Eintauchen in fliissigen Stick-
stoff eingefroren und mit dem Microm HM 500 OM Kryostat in eine Dicke von 10—12 pym
geschnitten. Die Schnitte wurden auf Objekttriger tiberfiihrt, die mit Gelatine vorbe-
schichtet waren. Vor der jeweiligen Farbung wurden die Priparate mit Wasser gespiilt,

damit die Reste des Tissue Tek entfernt wurden.

3.4.2 Histologische DMMB-Féarbung

Zum qualitativen Nachweis der Bildung sulfatierter Glykosaminoglykane, die eine wichti-
ge Komponente der extrazelluliren Knorpelmatrix darstellen, wurden die Gewebepripa-
rate mit einer 1,9-Dimethylmethylenblau-haltigen (DMMB) Lésung versetzt [151]. Durch
die Inkubation mit diesem Farbstoff zeigen Zellaggregate mit sGAG-haltiger, extrazelluld-
rer Matrix eine Metachromasie von einer blauen zu einer nun purpurfarbenen Anfarbung.
Nach 4-5 Minuten Inkubation wurden die Praparate kurz mit Wasser gespiilt und iiber
einer Isopropanolreihe entwissert. Hierbei verweilten sie eine Minute in 90 % Isopropa-
nol, 2-mal 5 Minuten in 100 % Isopropanol und schlieflich 2-mal 5 Minuten in 100 %
Xylol. Die angeférbten Schnitte wurden mit DePex-Losung luftdicht eingedeckt und zur

spateren Digitalphotoauswertung trocken gelagert.

3.4.3 Immunhistochemische Kollagen Typ II-Detektion

Der Nachweis der Expression von Kollagen Typ Il als spezifischen Marker fiir hyali-
nen Knorpel erfolgte iiber die immunhistochemische Férbung nach der von Hsu und
seinen Kollegen 1981 entwickelten ABC-Methode (vgl. Abbildung 5). Dieses Verfahren
stiitzt sich auf die starke Affinitdt des Proteins Streptavidin zum Vitamin Biotin. Der

Primé&rantikorper richtet sich gegen das nachzuweisende Antigen und wird durch einen
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biotinmarkierten Sekundirantikorper, der gegen den Priméarantikérper gerichtet ist, mit
dem vorgeformten Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC) verbunden. Die De-
tektion der Peroxidase erfolgt mit einem chromogenen Substrat, welches durch Oxidation

in ein farbiges Reaktionsprodukt umgewandelt wird [152, 153].

A siotin
* enzymmarkiertes Streptavidin

< 3

[l

—— biotinmarkierter Sekundarantikérper

Primdrantikérper

7 N\

—— Antigen

Abbildung 5: Darstellung der ABC-Methode

Durchfiihrung

Zuerst wurde die endogene Peroxidase-Aktivitdt des Gewebes durch eine 30-miniitige
Inkubation im Peroxidase Blocking-Puffer blockiert. Dies ist wichtig fiir die Vermei-
dung von falsch-positiven Anfarbungen. Das Gewebe wurde dann fiir 15 Minuten mit
der Pepsin-Andaulésung versetzt, die durch die Aktivitét der proteolytischen Enzyme
zu einer Demaskierung des Kollagen Typ II fiihrt, und schlieflich fiir eine Stunde im
Blockingpuffer inkubiert. Der Blockingpuffer reduziert die Antikérperbindung an unspe-
zifische Bindungsstellen. Zwischen jedem Arbeitsschritt wurden die Schnitte 3-mal fiir je
5 Minuten mit Waschpuffer gespiilt. Die Inkubation mit dem priméren Antikérper erfolg-
te iiber Nacht, ohne die Schnitte nach der Inkubation im Blockingpuffer mit Waschpuffer
gewaschen zu haben. Durch 3-maliges Spiilen fiir 5 Minuten wurden am folgenden Tag
iiberschiissige Priméarantikorper entfernt und im Anschluss die Schnitte fiir 60 Minuten
mit dem biotinmarkierten Sekundarantikérper inkubiert. Dann wurde der AB-Komplex
fiir 60-90 Minuten zugegeben und anschliefiend die Peroxidaseaktivitdt mit der chromo-
genen DAB-Arbeitslosung detektiert. Vor den beiden zuletzt genannten Schritten erfolgte
jeweils ein 3-mal 5-miniitiges Spiilen der Schnitte im Waschpuffer. Abschliefsend wurden
die braunschwarz angeférbten Schnitte analog zu Abschnitt 3.4.2 in einer Isopropanol-

reihe entwissert und mit DePex-Losung luftdicht eingedeckt.
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Als Kontrolle der unspezifischen Anfarbung dienten Schnitte, bei denen die Zugabe des
priméren Antikorpers unterblieb. Fiir die Kontrolle der Reproduzierbarkeit der Farbung

enthielt jeder Schnitt ein Gewebestiick, das sicher ein starkes Signal liefert.

3.5 Biochemische Analyseverfahren

Mit biochemischen Analyseverfahren war es moglich, einen quantitativen Nachweis be-
stimmter knorpelspezifischer Substrate zu erbringen. Der Gehalt des extrazelluldren Knor-
pelbestandteils sGAG wurde mit dem DMMB-Assey und die Menge des spezifischen
Knorpelmarkers Kollagen Typ II mit dem Native Type II Collagen Detection Kit be-
stimmt. Der DNA-Gehalt eines Knorpelzellaggregats wurde mit Hilfe des Quant-iT?™
PicoGreen dsDNA Kits 6009 gemessen und diente der Untersuchung des Proliferations-
und Apoptoseverhaltens der Zellen wiahrend der Chondrogenese. Fiir die quantitativen
Nachweiftmethoden wurden die Pellets nach dem gesamten Zeitraum der chondrogenen
Differenzierung von 21 Tagen entnommen. Die Pellets wurden unmittelbar nach der Ent-
nahme in Kryoréhrchen gefiillt, auf Eis iiberfiihrt und bis zum Tag der Weiterverarbei-

tung im Gefrierschrank bei —80° C gelagert.

3.5.1 Gewebeaufbereitung fiir biochemische Analyseverfahren

Am Tag der Weiterverarbeitung wurden die eingefrorenen Knorpelzellpellets bei RT auf-
getaut. Der Verdau erfolgte nach dem Protokoll der Gewebeaufbereitung des Native Type
IT Collagen Detection Kits 6009 von Chondrex und schloss die differenzierten Knorpel-
pellets (Tag 21) und eine abgewogene Menge an Chondroitinsulfat A als Standard fiir den
DMMB-Assey ein. Der Verdau bediente sich der Enzyme Pepsin und Elastase. Pepsin
spaltet bei einem sauren pH von 2,9 — 3,0 die Telopeptide an den C- und N-terminalen
Enden der Kollagenmolekiile ab und 16st damit die Kollagenmolekiile aus den Kolla-
genfibrillen. Das pankreatische Enzym Elastase arbeitet bei einem pH von 8,0 und ver-
daut Kollagenmolekiile an ihren N-terminalen Enden, die die intra- und intermolekularen
Quervernetzungen enthalten. Als Ergebnis der N-terminalen Abspaltung durch Elastase

liegt Kollagen nun als monomeres Molekiil vor.

Durchfiihrung

Am ersten Verdautag wurde den Proben jeweils 200 ul Essigsaure/NaCl-Losung und 25 pl
Pepsin zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 24 Stunden unter stdndigem Durchmischen
im Rotator bei 4° C im Kihlschrank. Am zweiten Tag wurden die angedauten Aggregate

mit Hilfe des Homogenisators Xenox 40/E zerkleinert und nach der wiederholten Zuga-

53



3 Methoden

be von gleichen Mengen an Essigsdure/NaCl-Losung und Pepsin fiir weitere 24 Stunden
rotierend im Kiihlschrank inkubiert. Vor dem weiteren Verdau mit 50 ul Elastase am
dritten Tag, wurde durch die Zugabe von 50 ul 10X TBS und vorsichtigem Anheben des
pH-Wertes mit NaOH 1N, eine Verdaulésung mit einem pH-Wert von 8,0 geschaffen.
Das suspendierte Knorpelgewebe verdaute weitere 24 Stunden gekiihlt im Rotator.

Nach Abschluss des Verdaus konnte direkt mit den quantitativen Bestimmungen begon-
nen werden. Erfolgten diese an einem anderen Tag, wurden die Proben im Gefrierfach

bei -20° C gelagert und am Tag der Weiterverarbeitung bei RT aufgetaut.

Vor der Bestimmung des Gehalts von DNA, sGAG und Kollagen Typ Il wurden die
Proben bei 10000 U/Min und RT fiir 5 Minuten zentrifugiert, damit sich nicht verdautes
Zellmaterial, wie beispielsweise Membranbestandteile, als Pellet absetzte. Die Proben-

entnahme erfolgte aus dem homogen getriibten Uberstand.

3.5.2 DNA-Bestimmung

Der DNA-Gehalt der Pellets wurde nach dem Protokoll des Quant-iT?™ PicoGreen
dsDNA-Kits bestimmt.

Zundchst wurden die Proben im Verhéltnis von 1 : 15 mit 1X TE-Puffer verdiinnt.
Mit Hilfe des Standards (sog. Lambda DNA Standard) wurde eine Verdiinnungsreihe
mit linear absteigenden Werten von 1 pug/ml bis 0,0156 ug/ml gebildet und daraus eine
Standardkurve erstellt. Zur DNA-Detektion wurde das Quant-iT?™ PicoGreen dsDNA
Reagent verwendet, welches direkt vor der Reaktion 200-fach mit 1X TE-Puffer ver-
diinnt wurde. Zur Messung wurden je 100 ul Probe bzw. Standard mit 100 ul Reagenz
in einer 96-Well-Mikrotiterplatte vermischt. Alle Proben und Standards wurden dreifach
pipettiert und vermessen. Als BLANK zur Hintergrundmessung wurde 1X TE-Puffer
verwendet. Ein computerunterstiitztes Fluorometer bestimmte die DNA-Konzentration
bei einer Anregung von 485 nm und einer Emission von 535 nm.

Anhand der Standardkurve konnten die DNA-Konzentrationen der einzelnen Proben er-

mittelt werden. Die Messwerte wurden in einer Excel-Mappe ausgegeben.

3.5.3 GAG-Bestimmung

Der quantitative Anteil sulfatierter Glykosaminoglykane wurde mittels der 1,9-Dime-
thylenblauchlorid-Losung (DMMB-Losung) photometrisch detektiert [151]. Zur Erstel-
lung der Standardkurve diente Chondroitinsulfat A in einer linearen Verdiinnungsrei-
he von 40 ug/ml bis 0,625 ug/ml. Chondroitinsulfat A hat als Standard fiur die sGAG-
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Bestimmung den gleichen 4-tdgigen Verdau wie die Gewebeproben durchlaufen. Die Pro-
ben wurden mit dem DMMB Assay-Verdiinnungspuffer in einem Verhéltnis von 1 : 20
verdiinnt. Fiir die Messung, die als Dreifachbestimmung erfolgte, wurden 50 ul der Pro-
ben bzw. des Standards mit 200 ul der DMMB-Lésung in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
vermischt. Als BLANK zur Hintergrundmessung wurde die Farbstoflésung verwendet.
Der sGAG-Gehalt wurde durch die Bestimmung der Extinktion der einsetzenden Farb-
reaktion bei 595 nm ermittelt.

Anhand der Standardkurve konnten die sGAG-Konzentrationen der einzelnen Proben

ermittelt werden. Die Messwerte wurden in einer Excel-Mappe ausgegeben.

3.5.4 Kollagen Typ IlI-Bestimmung

Die Menge des spezifischen Knorpelmarkers Kollagen Typ II wurde mit dem Native Type
IT Collagen Detection Kit bestimmt, der nach dem Prinzip der Sandwich-ELISA-Technik
arbeitet (vgl. Abbildung 6). Hierbei werden zwei Antikoérper (Capture-Antikorper und
Detektions-Antikorper) verwendet, die an unterschiedlichen Stellen spezifisch an das An-
tigen binden. Dadurch entstehen Antikérper-Antigen-Antikérper-Komplexe. Die Detek-
tion und Quantifizierung des Antigens wird durch die Zugabe eines Enzym-gekoppelten
Sekundérantikdrpers moglich, der an den Detektions-Antikérper bindet. Nach der Zuga-
be eines chromogenen Substrates, das durch das gekoppelte Enzym zu einem farbigen
Reaktionsprodukt umgesetzt wird, kann das Antigen quantitativ gemessen werden. Die

Signalstirke des Reaktionsproduktes ist dabei ein Mafs fiir die Antigenkonzentration.
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Abbildung 6: Prinzip Sandwich ELISA (1) Mit Capture-Antikérper beschichtete Mikrotiter-
platte; (2) Zugabe der Probe bzw. des Antigens; (3) Zugabe des Detektions-Antikorpers; (4)
Zugabe des Enzym-gekoppelten Sekundarantikorpers; (5) Zugabe eines zum Enzym passenden

Substrates, das zu einem nachweisbaren Reaktionsprodukt umgesetzt wird.
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Durchfiihrung

Als Vorbereitung wurde am Tag vor der Kollagen Typ II-Bestimmung eine 96-Well-
Mikrotiterplatte mit je 100 ul der Losung, die den Capture-Antikérper enthilt, befiillt
und iiber Nacht bei 4° C im Kiihlschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Gewe-
beproben in einem Verhéltnis von 1 : 15 und zur Erstellung einer Standardkurve der Kol-
lagen Typ II-Standard in einer linearen Verdiinnungsreihe von 0,2 pg/ml bis 0,003 ug/ml
verdiinnt. Nachdem nicht anhaftende Capture-Antikorper durch Auswaschen der Platte
mit Waschpuffer entfernt wurden, wurden die Proben bzw. Standards jeweils dreimal pi-
pettiert (100 pl) und fiir 2 Stunden bei RT inkubiert. Durch das anschliefsende Waschen
der Platte wurden ungebundene Bestandteile der Probe bzw. des Standards entfernt. Als
néchstes wurden 100 ul des Detektions-Antikorpers bei RT fiir 2 Stunden zugegeben, so-
dass sich Antikérper-Antigen-Antikorper-Komplexe bildeten. Uberschiissige Antikorper
wurden durch erneutes Waschen der Platte entfernt. Fiir die Detektion wurde die Platte
mit je 100 ul Streptavidin-Peroxidase-Lésung befiillt, fiir 1 Stunde bei RT inkubiert und
dann mit Waschpuffer gewaschen. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 100 ul des chromogenen
Substrates OPD-Urea HyOq, welches von der Streptavidin-Peroxidase zu einem optisch
messbaren Reaktionsprodukt umgesetzt wurde. Die Messung erfolgte nach 15-miniitiger
Inkubation und Abbrechen der Reaktion mittels der Zugabe von 50 ul Schwefelsdure 2 N
bei 490nm. Als BLANK zur Hintergrundmessung wurde die Streptavidin-Peroxidase-
Lésung verwendet.

Anhand der Standardkurve konnten die Kollagen Typ II-Konzentrationen der einzelnen

Proben ermittelt werden. Die Messwerte wurden in einer Excel-Mappe ausgegeben.

3.6 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software SigmaStat 32 fiir Windows
erstellt. Unterschiede wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als si-
gnifikant, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 als hoch signifikant und mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,001 als hochst signifikant bewertet.

Da die Syntheseleistung eines Pellets von seiner genauen Zellzahl abhéngt, konnten die
durch die biochemischen Analyseverfahren gewonnenen absoluten sGAG- und Kollagen
Typ II-Werte nicht direkt miteinander verglichen werden. Es wurde daher der Quotient
zur jeweils detektierten DNA-Konzentration (sGAG/DNA bzw. Kollagen Typ II/DNA)
gebildet. Jedoch auch die so erhaltenen Werte wiesen unter den herangeziichteten MSCs
verschiedener Knochenmarkspender eine solche Schwankungsbreite auf, dass fiir die sta-

tistische Auswertung eine weitere Transformation der Werte erfolgte. Hierbei wurde die
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Syntheseleistung der Pellets, die von MSCs eines Spenders abstammten, als Prozent auf
die 100 % Syntheseleistung der Kontrollgruppe (dex-Gruppe) bezogen.

Es war zu untersuchen, ob sich in der biochemischen Auswertung unter der jeweiligen
Einflussgrofe (Zugabe eines potentiell die Chondrogenese beeinflussenden Faktors) im
Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikante Unterschiede ergaben. Da es sich da-
bei um zwei unabhingige, nicht-normalverteilte Gruppen handelte, wurde der Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test (U-Test) verwendet. Dies ist ein parameterfreier statistischer Test,
der in Form einer Rangordnung die Verteilung der Kontrollgruppe mit der Verteilung
der unter dem spezifischen Einflussfaktor stehenden Vergleichsgruppe auf Signifikanz hin
bewertet.

Die graphische Darstellung erfolgte mit der Tabellensoftware SigmaPlot 10.0 fiir Win-
dows. Die Werte wurden jeweils als % der Kontrolle [( pg/ml)/( pg/ml)| dargestellt. Jede
Einzelmessung erfolgte als Dreifachbestimmung, der Mittelwert dieser wurde als Maf-
zahl der mittleren Lage durch einen Punkt in der graphischen Darstellung abgebildet.
Die dargestellten Einzelwerte wurden von Boxplots erginzt, die sich besonders gut fiir
die Darstellung nicht normalverteilter Werte, wie im Falle dieser Arbeit, eignen. Box-
plots geben mit Hilfe des Medians sowie des oberen und unteren Quartils (sog. 75. und
25. Perzentile) einen guten Uberblick iiber die Lage und Streuungen der Werte innerhalb
einer gleich behandelten Gruppe. Zusétzlich wurde die Standardabweichung als Mafzahl

der Streuung eingetragen.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiinf Einzelversuche durchgefiihrt, in denen der Ein-
fluss von 175-Estradiol auf die chondrogene Differenzierung humaner MSCs genauer un-
tersucht wurde. Die Ergebnisse umfassen die Beurteilung der Makroskopie, die histolo-
gische Anfarbung sulfatierter Glykosaminoglykane, die immunhistochemische Detektion
von Kollagen Typ II und die biochemische Bestimmung des sGAG-, Kollagen Typ II-
und DNA-Gehaltes. Eine Ubersicht der statistischen Ergebnisse aus der biochemischen
Auswertung befindet sich im Anhang (vgl. Abschnitt 8.4).

4.1 Wirkung von 175-Estradiol

Die Zugabe von 178-Estradiol wahrend der chondrogenen Differenzierung von humanen
MSCs fiihrte in Vorarbeiten bei der Konzentration 1078 M zu einer signifikanten Hem-
mung der Ablagerung extrazelluliarer Matrixbestandteile (sGAG und Kollagen Typ IT).
In diesem Versuchsteil wurde untersucht, ob die hemmende Wirkung von E2 im gesam-
ten Zeitraum der 21-tigigen Differenzierungsphase erfolgt. E2 (108 M) wurde hierfiir
sequenziell in definierten Zeitrdumen zugegeben (Tag 0-7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag
0-21). Damit konnten E2-sensitive Phasen identifiziert werden, in denen die Hemmung

der Chondrogenese erfolgt.

Bei der makroskopischen Beurteilung war zu sehen, dass Pellets, die in der Anfangsphase
der chondrogenen Differenzierung (Tag 0-7 und Tag 0-21) einer E2-Zugabe ausgesetzt
waren, im Vergleich zur Kontrollgruppe und den weiteren Versuchsgruppen (E2 von Tag
7-14 und Tag 14-21) kleiner waren (vgl. Abbildung 7 A), erste Reihe). Diese Tendenz
zeigte sich auch bei der histologischen Anfiarbung sulfatierter Glykosaminoglykane und
dem immunhistochemischen Nachweis des hyalinen Knorpelmarkers Kollagen Typ II (vgl.
Abbildung 7 A), zweite und dritte Reihe): Es wiesen diejenigen Schnitte eine schwéchere
und unregelmifigere Metachromasie des Farbstoffes 1,9-Dimethylmethylenblau und eine
geringere Kollagen Typ II-Detektion auf, die von Tag 0 bis 7 und von Tag 0 bis 21 dem
Hormon 178-Estradiol ausgesetzt waren.

Die biochemische Analyse bestitigte, dass die Synthese von Bestandteilen der extrazel-
luldren Matrix signifikant vermindert wurde, sobald 175-Estradiol in friithen Differenzie-
rungsstadien zugegeben wurde (vgl. Abbildung 7 C) und D)). Bei der von Tag 0 bis 7
mit E2 behandelten Gruppe war die Bildung von sGAG (p = 0,016) und Kollagen Typ
II (p = 0,029) im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Eine ebenso signi-
fikante Hemmung der Synthese von sGAG (p = 0,016) und Kollagen Typ IT (p = 0,029)
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wurde bei der Gruppe an Pellets beobachtet, die den gesamten 21-tdgigen Differenzie-
rungszeitraum (Tag 0-21) mit 175-Estradiol inkubiert wurde. Eine E2-Zugabe zu spéteren
Differenzierungszeitpunkten fiihrte zu keiner signifikanten Beeinflussung der Chondroge-
nese (E2 von Tag 7-14: sGAG mit p = 0,190 und Kollagen Typ IT mit p = 0,730; E2 von
Tag 14-21: sGAG mit p = 0,343 und Kollagen Typ II mit p = 0,629).

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes ergab fiir die Versuchsgruppen im Vergleich mit der
Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied (E2 von Tag 0-7: p = 0,190; E2 von Tag
7-14: p = 0,730; E2 von Tag 14-21: p = 0,730; E2 von Tag 0-21: p = 0,730) (vgl. Abbil-
dung 7 B)). 178-Estradiol hatte in keinem der sequenziellen Zeitrdume eine Auswirkung

auf das Proliferations- und Apoptoseverhalten der Zellaggregate.
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Abbildung 7: Wirkung von 173-Estradiol. Die E2-Zugabe (1078 M) erfolgte in verschiedenen
Zeitrdumen (Tag 0-7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21). A) Darstellung der Makroskopie, sGAG-
Anfirbung (1,9-Dimethylmethylenblau-Férbung) und immunhistochemischen Kollagen Typ II-
Detektion der Aggregate an Tag 21. Mafstab 1 mm. B) Biochemische Bestimmung des DNA-
Gehalts der Aggregate an Tag 21 (n=5). C) Biochemische Bestimmung des Kollagen Typ II-
Gehalts der Aggregate an Tag 21 (n=>5). D) Biochemische Bestimmung des sGAG-Gehalts der
Aggregate an Tag 21 (n=>5). B),C) und D): Die graphische Darstellung der Boxplots mit Median
wird durch die Mittelwerte der Einzelmessungen (Punkte) und die Standardabweichung ergénzt.
Die Werte sind jeweils in % der Kontrolle [( pg/ml)/( ug/ml)] abgebildet. Die Kontrolle (dex)
stellt die gepunktete Linie bei 100 % dar. Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und der

Kontrollgruppe werden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant gewertet.
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4.2 Wirkung von E2-BSA

Durch die Verwendung von an BSA konjugiertem 178-Estradiol (E2-BSA) wurde ge-
zielt untersucht, welche Rolle die membranvermittelten, nicht-klassischen Wirkungswege
an der Beeinflussung der chondrogenen Differenzierung der humanen MSCs spielen. F2-
BSA (1078M) wurde analog zum vorherigen Versuchsteil (vgl. Abschnitt 4.1) in klar
definierten Zeitrdumen zugegeben, von Tag 0 bis 7, Tag 7 bis 14, Tag 14 bis 21 und
Tag 0 bis 21. Damit wurde bewertet, ob sich wahrend des Differenzierungsprozesses be-
stimmte Phasen identifizieren lassen, in welchen eine E2-BSA-Zugabe die Chondrogenese

beeinflusst.

Makroskopisch konnte zwischen den Aggregaten, die mit E2-BSA in einem der definier-
ten Zeitraume (Tag 0-7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21) inkubiert wurden, und der
Kontrollgruppe kein Unterschied in der Grofe detektiert werden (vgl. Abbildung 8A,
erste Reihe). Bei der histologischen Anfirbung sulfatierter Glykosaminoglykane zeigten
jedoch alle Versuchsgruppen (E2-BSA von Tag 0-7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21)
eine im Vergleich zur Kontrolle schwichere und unregelméfigere Metachromasie (vgl.
Abbildung 8 A), zweite Reihe). Kollagen Typ IT war immunhistochemisch im Vergleich
zur Kontrolle ebenso in allen mit K2-BSA behandelten Gruppen nur gering detektierbar
(vgl. Abbildung 8 A), dritte Reihe).

Diese Beobachtung konnte bei der biochemischen Bestimmung der Kollagen Typ II-
Konzentration weiter bekréftigt werden (vgl. Abbildung 8 D)): In jedem der definierten
Zeitrdume (Tag 0-7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21) fiihrte die Zugabe von E2-BSA
zu einer signifikant verminderten Synthese von Kollagen Typ II (jeweils p = 0,029). Bei
den Aggregaten, die von Tag 7 bis 14 mit E2-BSA inkubiert wurden, wurde zusitz-
lich eine hoch signifikant verminderte Ablagerung von sGAG (p = 0,010) nachgewiesen
(vgl. Abbildung 8 C)). Fiir die Inkubation der Zellaggregate mit E2-BSA in den anderen
Zeitraumen (Tag 0-7, Tag 14-21 und Tag 0-21) ergab sich bei der biochemischen Bestim-
mung des sSGAG-Gehalts kein signifikantes Ergebnis (E2-BSA von Tag 0-7: p = 0,257;
E2-BSA von Tag 14-21: p = 1,000; E2-BSA von Tag 0-21: p = 0,257).

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes ergab im Vergleich der mit E2-BSA inkubierten Ver-
suchsgruppen und der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied (E2 von Tag 0-7:
p = 0,343; E2 von Tag 7-14: p = 1,000; E2 von Tag 14-21: p = 1,000; E2 von Tag
0-21: p = 0,343) (vgl. Abbildung 8 B)). Das membranimpermeable Konjugat E2-BSA
hatte in keinem der definierten Zeitrdume eine Auswirkung auf das Proliferations- und

Apoptoseverhalten der Zellaggregate.
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Abbildung 8: Wirkung von E2-BSA. Die E2-BSA-Zugabe (1078 M) erfolgte in verschiedenen
Zeitrdumen (Tag 0-7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21). A) Darstellung der Makroskopie, sGAG-
Anfirbung (1,9-Dimethylmethylenblau-Férbung) und immunhistochemischen Kollagen Typ II-
Detektion der Aggregate an Tag 21. Mafstab 1 mm. B) Biochemische Bestimmung des DNA-
Gehalts der Aggregate an Tag 21 (n—4). C) Biochemische Bestimmung des Kollagen Typ II-
Gehalts der Aggregate an Tag 21 (n=4). D) Biochemische Bestimmung des sGAG-Gehalts der
Aggregat an Tag 21 (n=4). B),C) und D): Die graphische Darstellung der Boxplots mit Median
wird durch die Mittelwerte der Einzelmessungen (Punkte) und die Standardabweichung ergénzt.
Die Werte sind jeweils in % der Kontrolle [( pg/ml)/( ug/ml)] abgebildet. Die Kontrolle (dex)
stellt die gepunktete Linie bei 100 % dar. Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und der
Kontrollgruppe werden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant und mit

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 als hoch signifikant gewertet.
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4.3 Nicht-klassische Estrogenwirkung iiber GPR30

GPRA30 ist ein spezifischer membransténdiger 175-Estradiol-Rezeptor. Seine Beteiligung
an der Beeinflussung der chondrogenen Differenzierung von mesenchymalen Stammzel-
len wurde in diesem Versuchsteil gezielt untersucht. Hierfiir wurde neben 175-Estradiol
(1078 M), an BSA gekoppeltes E2 (1078 M), ICI 182.780 (10~8 M) in seiner Rolle als
GPR30-Agonist und G-1 (1078 M) als selektiver GPR30-Agonist withrend des gesamten

21-tagigen Differenzierungsprozesses hinzugegeben.

Bei allen Versuchsgruppen (E2, E2-BSA, ICT 182.780 und G-1) zeigte die makroskopische
Betrachtung leicht verkleinerte Aggregate (vgl. Abbildung 9 A), erste Reihe) im Vergleich
zur Kontrolle. Auch das histologische und immunhistochemische Farbeverhalten der Zel-
laggregate war abgeschwécht (vgl. Abbildung 9 A), zweite und dritte Reihe): Die Pellets,
die mit E2, E2-BSA, ICI 182.780 oder G-1 inkubiert wurden, bildeten im Vergleich zur
Kontrolle weniger und unregelmafiger die strukturellen Matrixbestandteile sGAG und
Kollagen Typ II.

Das membranimpermeable Konjugat E2-BSA zeigte somit bei der histologischen und im-
munhistochemischen Anfarbung analog zu den Ergebnissen des vorherigen Versuchs (vgl.
Abschnitt 4.2) eine verminderte Ablagerung von sulfatierten Glykosaminoglykanen und
Kollagen Typ II. Bei der biochemischen Analyse wurde fiir E2-BSA bei der Bestimmung
der sGAG-Konzentration (p = 0,029) und der Kollagen Typ II-Detektion (p = 0029) ein
signifikantes Ergebnis als Ausdruck verminderter extrazelluldrer Ablagerung gemessen
(vgl. Abbildung 9 C) und D)).

Die mit ICI 182.780 behandelte Zellkultur zeigte makroskopisch im Vergleich zur Kon-
trollgruppe verkleinerte Zellaggregate, die histologisch und immunhistochemisch eine ver-
minderte Anfirbbarkeit der extrazelluldren Matrixbestandteile sSGAG und Kollagen Typ
IT aufwiesen. Bei den biochemischen Analyseverfahren ergaben sich signifikant vermin-
derte sGAG (p = 0,029) - und Kollagen Typ II (p = 0,029) -Konzentrationen (vgl.
Abbildung 9 C) und D)).

Durch die Verwendung des spezifischen GPR30-Agonisten G-1 konnte gezielt die Betei-
ligung des nicht-klassischen Estrogenrezeptors GPR30 an der Beeinflussung der Chon-
drogenese humaner MSCs untersucht werden. Die mit G-1 inkubierten Aggregate zeigten
dhnlich der mit E2 behandelten Gruppe eine verminderte makroskopische Groéfie und
ein abgeschwichtes Farbeverhalten bei der sGAG- und Kollagen Typ II-Anfarbung. Die
quantitative Detektion des sGAG (p = 0,029) - und Kollagen Typ II (p = 0,029) -Gehalts
zeigte im Vergleich zur Kontrolle signifikant geringere Konzentrationen (vgl. Abbildung
9 C) und D)).
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Der DNA-Gehalt der Pellets wurde wéhrend der Differenzierungsphase durch die Zuga-
be von E2, E2-BSA, ICT 182,780 und G-1 nicht beeinflusst (E2: p = 0,343; E2-BSA:
p = 0,343; ICT 182.780: p = 0,343; G-1: p = 1,000) (vgl. Abbildung 9 B)). Keiner dieser
Faktoren hatte wihrend der Chondrogenese eine Auswirkung auf das Proliferations- und

Apoptoseverhalten der Zellaggregate.
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Abbildung 9: Nicht-klassische Estrogenwirkung. Um die Beteiligung des membranstindigen
ER GPR30 zu untersuchen, erfolgte die Zugabe von E2 (10-8M), E2-BSA (10~8M), ICI
182.780 (1078 M) und G-1 (10~8M). A) Darstellung der Makroskopie, sGAG-Anfirbung (1,9-
Dimethylmethylenblau-Farbung) und immunhistochemischen Kollagen Typ II-Detektion der Ag-
gregate an Tag 21. Mafstab 1 mm. B) Biochemische Bestimmung des DNA-Gehalts der Aggregate
an Tag 21 (n=4). C) Biochemische Bestimmung des Kollagen Typ II-Gehalts der Aggregate an
Tag 21 (n=4). D) Biochemische Bestimmung des sGAG-Gehalts der Aggregat an Tag 21 (n=4).
B),C) und D): Die graphische Darstellung der Boxplots mit Median wird durch die Mittelwerte
der Einzelmessungen (Punkte) und die Standardabweichung ergénzt. Die Werte sind jeweils in
% der Kontrolle [( ug/ml)/( pg/ml)] abgebildet. Die Kontrolle (dex) stellt die gepunktete Linie
bei 100 % dar. Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe werden mit

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant gewertet.
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4.4 Blockierung der nicht-klassischen Estrogenwirkung tiber GPR30

G15 wurde verwendet, um die Rolle von GPR30 an der hemmenden Wirkung von 173-
Estradiol auf die chondrogene Differenzierung der humanen MSCs abschliefend zu ana-
lysieren. Die Versuchsgruppen wurden wihrend der 21-tégigen chondrogenen Differen-
zierung jeweils mit E2 (1078 M), G-1 (10~ M) und G15 (1078 M) allein sowie mit der
Koinkubation aus E2 und G15 (E2+G15) sowie G-1 und G15 (G-1+G15) behandelt.

Die Zugabe von G15 allein fiihrte zu keiner Beeinflussung der chondrogenen Differenzie-
rung der hMSCs: Die Aggregate wiesen im Vergleich zur Kontrolle makroskopisch eine
gleiche Grofe auf und es gelang eine ausgeprigte histologische bzw. immunhistochemische
Anférbung von sulfatierten Glykosaminoglykanen und Kollagen Typ II (vgl. Abbildung
10 A)). Bei der biochemischen Analyse fand durch G15 keine signifikante, quantitative
Beeinflussung der Produktion der strukturellen Matrixbestandteilen sGAG (p = 0,214)
und Kollagen Typ II (p = 1,000) statt (vgl. Abbildung 10 C) und D)).

Die Inkubation der Pellets mit den Faktoren E2 bzw. G-1 allein fiihrte als Zeichen ei-
ner unterdriickten chondrogenen Differenzierung der hMSCs zu einer verminderten Bil-
dung von strukturellen Knorpelbestandteilen: Neben verkleinerten Zellaggregaten, einer
schwicheren histologischen sGAG-Anfarbung und einem geringeren immunhistochemi-
schen Kollagen Typ II-Nachweis (vgl. Abbildung 10 A)), wurde ein signifikant niedriger
sGAG-Gehalt (E2: p = 0,048; G-1: p = 0,048) und eine hichst signifikant niedrigere Kol-
lagen Typ II-Konzentration (E2: p = 0,001; G-1: p = 0,001) gemessen (vgl. Abbildung
10 C) und D)).

Durch die Koinkubation von E2 und G15 bzw. G-1 und G15 kam es zu einer Blockierung
der nicht-klassischen estrogenen Effekte iiber GPR30: Die Aggregate, die mit E2 und
G15 bzw. G-1 und G15 koinkubiert wurden, wiesen bei der makroskopischen Betrach-
tung eine dhnliche Grofke wie die Kontrollgruppe auf (vgl. Abbildung 10 A), erste Reihe).
Auch waren die extrazelluliren Knorpelbestandteile sGAG und Kollagen Typ II deutlich
starker histologisch und immunhistochemisch anfarbbar (vgl. Abbildung 10 A), zweite
und dritte Reihe). Die biochemische Analyse zeigte, dass es sowohl bei einer Koinku-
bation der Pellets mit E2 und G15 (E2+G15 mit sGAG: p = 0,570 und Kollagen Typ
II: p = 1,000) als auch bei einer Koinkubation von G-1 und G15 (G-1+G15 mit sGAG:
p = 1,000 und Kollagen Typ II: p = 1,000) zu keiner signifikanten Einschrankung der
Bildung der extrazelluliren Matrixbestandteile sGAG und Kollagen Typ II gekommen
ist (vgl. Abbildung 10 C) und D)).

Weiter konnte die verminderte Ablagerung der extrazelluldren Knorpelmatrix sGAG und

Kollagen Typ I1I, die durch die alleinige Inkubation der Aggregate mit sowohl E2 als auch
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G-1 ausgelost wurde, durch die jeweilige Koinkubation mit G15 signifikant bzw. héchst
signifikant aufgehoben werden (vergleiche Zugabe E2 allein mit Koinkubation E2+G15:
sGAG p = 0,001 und Kollagen Typ IT p = 0,001; vergleiche Zugabe G-1 allein mit Koin-
kubation G-1+G15: sGAG p = 0,017 und Kollagen Typ IT p = 0,001)(vgl. Abbildung 10
C) und D)).

Der DNA-Gehalt der Pellets wurde wiahrend der Differenzierungsphase durch die Zugabe
von E2, G-1, G15, E24+G15 und G-1+G15 nicht beeinflusst (E2: p = 1,000; E2 + G15:
p = 1,000; G-1: p = 0,343; G-1 + G15: p = 0,164; G15: p = 0,190) (vgl. Abbildung 10
B)). Keiner dieser Faktoren hatte allein oder in Kombination eine Auswirkung auf das

Proliferations- und Apoptoseverhalten der Zellaggregate.
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Abbildung 10: Blockierung der nicht-klassischen Estrogenwirkung. Die nicht-klassischen Estro-
geneffekte, die iiber den membranstindigen Rezeptor GPR30 vermittelt wurden, wurden mit
G15 blockiert. Es erfolgte eine Zugabe von E2 (108 M), E2+G15 (je 108 M), G-1 (10=3 M),
G-1+G15 (je 1078 M) und G15 (10~ M). A) Darstellung der Makroskopie, sGAG-Anfirbung
(1,9-Dimethylmethylenblau-Féarbung) und immunhistochemischen Kollagen Typ II-Detektion der
Aggregate an Tag 21. Mafistab 1 mm. B) Biochemische Bestimmung des DNA-Gehalts der Aggre-
gate an Tag 21 (n=4). C) Biochemische Bestimmung des Kollagen Typ II-Gehalts der Aggregate
an Tag 21 (n=8). D) Biochemische Bestimmung des sGAG-Gehalts der Aggregat an Tag 21
(n=8). B),C) und D): Die graphische Darstellung der Boxplots mit Median wird durch die Mit-
telwerte der Einzelmessungen (Punkte) und die Standardabweichung ergéinzt. Die Werte sind
jeweils in % der Kontrolle [( pg/ml)/( ug/ml)] abgebildet. Die Kontrolle (dex) stellt die gepunk-
tete Linie bei 100 % dar. Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe
werden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant und mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p < 0,001 als hochst signifikant gewertet.
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4.5 Wirkung von Estrogen bei weiblichen hMSCs

In diesem Teil wurde der Einfluss von 175-Estradiol auf die chondrogene Differenzierung
humaner mesenchymaler Stammzellen von adulten weiblichen Spenderinnen untersucht.
Dazu wurde E2 zur Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung in den vier unterschied-
lichen physiologischen Konzentrationen - E2 1078 M, E2 107" M, E2 107'1°M und E2
1071 M - zugegeben.

Bei der makroskopischen Beurteilung waren die Pellets, die mit E2 1078 M, E2 1071°M
und E2 10~ M behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe und den mit E2
1072 M inkubierten Zellaggregaten kleiner (vgl. Abbildung 11 A), erste Reihe). Bei der
histologischen Anfarbung sulfatierter Glykosaminoglykane zeigte sich bei den Zellaggre-
gaten, die mit E2 1078 M und E2 10~ M inkubiert wurden, eine schwiichere Metachro-
masie (vgl. Abbildung 11 A), zweite Reihe). Der immunhistochemische Kollagen Typ II
- Nachweis fiihrte in der Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen, die mit E2 in den
Konzentrationen 1072 M, 1071 M und 10~ M behandelt wurden, zu stark angefirbten,
kollagenreichen Schnitten. Bei den Aggregaten, die mit E2 10~8 M inkubiert wurden, war
die Kollagen Typ II-Anférbung dagegen unregelmifig und schwach (vgl. Abbildung 11
A), dritte Reihe).

Die quantitative Analyse ergab eine signifikant verminderte Ablagerung von sGAG (p =
0,021) bei der Zugabe von E2 in der Konzentration 10~ M. Die Inkubation der Pellets
mit 175-Estradiol in einer der anderen Konzentrationen (E2 1078 M, E2 1071 M und E2
10711 M) beeintrichtigte die sGAG-Produktion dagegen nicht signifikant (E2 1078 M:
p=0,343; E2 1071 M: p = 0,343; E2 10~ M: p = 0,694) (vgl. Abbildung 11 C)). Der
Kollagen Typ II-Gehalt war bei der Versuchsgruppe, die mit E2 1078 M (p = 0,021) be-
handelt wurde, signifikant vermindert. Eine E2-Zugabe in den Konzentrationen 10~% M
(p = 0,189), 1071°M (p = 1,000) und 10~ M (p = 0,345) hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die Ablagerung des Knorpelproteins Kollagen Typ II (vgl. Abbildung 11 D)).
Der DNA-Gehalt der Pellets wurde wiahrend der Differenzierungsphase durch 178-Estradiol
nicht beeinflusst (E2 1078 M: p = 0,662; E2 107 M: p = 1,000; E2 10719 M: p = 0,662;
E2 107" M: p = 1,000) (vgl. Abbildung 11 B)). E2 hatte in den verwendeten Konzen-
trationen keinen Einfluss auf das Proliferations- und Apoptoseverhalten der chondrogen

differenzierenden, humanen MSCs der weiblichen Spenderinnen.
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Abbildung 11: Wirkung von Estrogen bei weiblichen hMSCs. Die Zugabe von 173-Estradiol er-
folgte in verschiedenen Konzentrationen (E2 1078 M, E2 10~°M, E2 107! M und E2 10~ M).
A) Darstellung der Makroskopie, sGAG-Anfiarbung (1,9-Dimethylmethylenblau-Férbung) und
immunhistochemischen Kollagen Typ II-Detektion der Aggregate an Tag 21. Mafistab 1 mm. B)
Biochemische Bestimmung des DNA-Gehalts der Aggregate an Tag 21 (n—8). C) Biochemische
Bestimmung des Kollagen Typ II-Gehalts der Aggregate an Tag 21 (n=8). D) Biochemische Be-
stimmung des sGAG-Gehalts der Aggregat an Tag 21 (n=8). B),C)und D): Die graphische Dar-
stellung der Boxplots mit Median wird durch die Mittelwerte der Einzelmessungen (Punkte) und
die Standardabweichung ergéinzt. Die Werte sind jeweils in % der Kontrolle [( ug/ml)/( pg/ml)]
abgebildet. Die Kontrolle (dex) stellt die gepunktete Linie bei 100 % dar. Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe werden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

p < 0,05 als signifikant gewertet.
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5 Diskussion

In der Regenerativen Medizin erhofft man sich bei der Reparatur von Gelenkknorpelde-
fekten durch die Verwendung von mesenchymalen Stammzellen grofe Erfolge. Es wird
viel Arbeit in die Erforschung von verschiedenen Trégermaterialien, mechanischen Stimuli
und Wirkstoffmolekiilen gelegt, mit denen man den Prozess der chondrogenen Differen-
zierung in vitro sowie in vivo optimieren kann. Dabei spielt die Identifizierung sowohl
positiv als auch negativ beeinflussender Faktoren eine wichtige Rolle. Eine noch beste-
hende Herausforderung bei der Regeneration von Gelenkknorpel ist die Entwicklung von
Knorpel, der komplett die zonale Organisation des normalen Gelenkknorpels imitiert und
langfristig kein Zeichen der Degeneration zeigt. Auch das Erreichen einer funktionsfihigen
Integration des neu gebildeten Gewebes in das existierende Gewebe ist Gegenstand ak-
tueller Forschung. Ohne diese Integration kénnen mechanische Kréfte an der Grenzflache
schidliche Langzeiteffekte haben [7]. Weitere Entwicklungen auf diesem Gebiet bringen
eine Verbesserung in der Behandlung von Knorpeldefekten und geben vielen Patienten

mit chronischen Gelenkschmerzen eine weitere Therapiemoglichkeit.

Es gibt in der Literatur bisher einige Untersuchungen iiber den Einfluss von 17-Estradiol
auf humane Chondrozyten und Chondrozyten verschiedener Tierspezies. Talwar und seine
Kollegen (2006) untersuchten beispielsweise eine Chondrozyten-Kultur von Ratten unter
E2-Behandlung und wiesen nach 4 Tagen Kulturdauer eine Abnahme der Knorpeldicke,
eine Hemmung der Chondrozytenproliferation und eine Zunahme der Chondrozytenrei-
fung in Richtung hypertrophe Chondrozyten nach [110]. Bei der Untersuchung von Knor-
pelzellen der Wachstumsfuge und der Ruhezone von Ratten kamen Nasatzky und seine
Kollegen (1993 und 1994) zu dhnlichen Ergebnissen: 175-Estradiol inhibierte in weibli-
chen Chondrozyten die Chondrozytenproliferation und die 3H-Thymidin-Inkorporation
(als Zeichen der Proliferationshemmung), férderte jedoch durch die Stimulierung der
RNA-Synthese, der alkalischen Phosphatase-Aktivitdt und der Kollagenproduktion die
Differenzierung dieser Zellen. Bei ménnlichen Chondrozyten wurde eine im Vergleich zu
den weiblichen Zellen geringere Proliferationshemmung und eine schwéchere Stimulierung
der alkalischen Phosphatase detektiert [100, 106]. Im Gegensatz zu der von Talwar und
Nasatzky beschriebenen Hemmung der Chondrozytenproliferation durch 175-Estradiol,
beschrieben Somjen und seine Kollegen (1991) eine E2-bedingte Stimulierung der Pro-
liferation der Chondrozyten des Epiphysenknorpels von Ratten [154]. Itagane und seine
Kollegen (1991) zeigten dagegen, dass Sexualhormone und auch 175-Estradiol iiberhaupt
keinen Effekt auf die Proliferation von Kaninchen-Chondrozyten haben [155]. Ebenso
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kamen Ab-Rahim und seine Kollegen (2008), die den Einfluss von TGF-g1 und 175-
Estradiol auf die Ablagerung der strukturellen Matrixkomponenten Glykosaminoglykan
und Kollagen Typ I von Kaninchen-Chondrozyten untersuchten, zu dem FErgebnis, dass
175-Estradiol die Synthese der Matrixbestandteile nicht beeinflusst [156]. Die gegensétz-
lichen Effekte der Estrogenwirkung auf Chondrozyten verschiedener Tierspezies liegen
wahrscheinlich an den unterschiedlichen experimentellen Bedingungen (Kultursystem,
Kulturzeit, Estrogenkonzentration und Medienzusammensetzung), der Verwendung von
Chondrozyten unterschiedlicher Lokalisation und den Unterschieden zwischen den ein-

zelnen Tierspezies.

Der Einfluss von 175-Estradiol auf die in vitro Chondrogenese von adulten, humanen
mesenchymalen Stammzellen wurde bisher noch nicht in der Literatur beschrieben und
im Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht. Verwendung fanden dabei zunéchst allein
mesenchymale Stammzellen von ménnlichen Spendern. Unvorhersehbare Effekte auf die
Stammezellen, die méglicherweise durch die Schwankung der Sexualhormonkonzentration
wahrend des Menstruationszyklus bei weiblichen Spenderinnen entstehen wiirden, wur-
den somit ausgeschlossen.

Wihrend der chondrogenen Differenzierung konnten in den humanen MSCs intrazellulire
Sexualhormonrezeptoren (ERa, ERS und AR) und der membranassoziierte Estrogenre-
zeptor GPR30 nachgewiesen werden. Das Vorhandensein dieser Sexualhormonrezeptoren
wahrend der in vitro Chondrogenese spricht dafiir, dass Sexualhormone bei der Differen-
zierung einer mesenchymalen Stammzelle zu einer Knorpelzelle eine Rolle spielen. Die
Sexualhormone DHEA, 175-Estradiol und Testosteron hatten keinen Einfluss auf die
Proliferation der hMSCs. 175-Estradiol fiihrte jedoch in der hochdichten Aggregatkultur
dosisabhingig bei 1078 M zu einer signifikanten Hemmung der Synthese der extrazellu-
liren Knorpelmatrix (sGAG und Kollagen Typ II). Eine E2-Konzentration von 10~8 M
ist durchaus physiologisch in der Synovialfliissigkeit vorherrschend, Schmidt und seine
Kollegen detektierten bis zu 100-fach héhere Estrogenwerte in diesem Kompartiment im
Vergleich zum Serum [157]. DHEA und Testosteron beeinflussten die chondrogene Dif-
ferenzierung der hMSCs nicht. Durch die Zugabe von ICI 182.780 wurde die Hemmung
der Chondrogenese noch weiter verstarkt. ICI 182.780 ist ein spezifischer Antagonist der
beiden klassischen Estrogenrezeptoren (ERa und ERf), er wurde in der Literatur jedoch
auch als Agonist des membranen Estrogenrezeptors GPR30 beschrieben [133]. Diese Er-
gebnisse wiesen die Richtung der weiteren Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt wurden. Der erste Schwerpunkt lag bei der Identifizierung estrogensensibler

Phasen im Verlauf des chondrogenen Differenzierungsprozesses. Als néchstes stand die
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Analyse der membranvermittelten estrogenen Effekte iiber GPR30 auf die Beeinflussung
der Chondrogenese der hMSCs im Vordergrund. Zuletzt wurde eine erste Untersuchung
der Estrogenwirkung auf die chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen

von weiblichen Spenderinnen durchgefiihrt.

5.1 Estrogensensible Phasen im Verlauf der chondrogenen Differenzierung

Die Differenzierung einer mesenchymalen Stammzelle zu einer Knorpelzelle verlauft {iber
mehrere Entwicklungsstufen. Aus einer mesenchymalen Stammzelle gehen die Progeni-
torzellen hervor, die sich im weiteren Verlauf entlang der chondrogenen Festlegung zu
Chondroblasten und schlieklich zu Chondrozyten differenzieren. Reife Chondrozyten kon-
nen dem letzten Differenzierungsschritt zu hypertrophen Chondrozyten unterliegen. In
allen zelluldren Entwicklungsstufen, von der mesenchymalen Stammezelle bis hin zum
reifen Chondrozyt, wurden die Sexualhormonrezeptoren ERa, ERS und AR sowie der
nicht-steroidale Estrogenrezeptor GPR30 nachgewiesen [104]. Das Vorhandensein dieser
Rezeptoren macht es dem jeweiligen Sexualhormon mdoglich, auf den Prozess der Chon-
drogenese einzuwirken. 173-Estradiol fithrte in einer Konzentration von 1078 M zu einer
signifikanten Hemmung der Bildung von spezifischen Knorpelkomponenten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Phase der chondrogenen Differenzierung der
humanen MSCs ein Differenzierungszeitraum von 21 Tagen gewdhlt. Die Anfangspha-
se des Differenzierungsprozesses, genauer gesagt die ersten sieben Tage, in welchen die
hochdichte Zellaggregatkultur hauptsachlich aus chondrogenen Progenitorzellen besteht,
stellte sich als die sensible Phase heraus, in der E2 1078 M seine hemmende Wirkung
auf die Chondrogenese entfaltet. Sowohl bei einer E2-Zugabe in den ersten sieben Tagen
(Tag 0-7) als auch bei der Inkubation mit 173-Estradiol wihrend der gesamten 21-tagigen
Differenzierung (Tag 0-21) ergab sich eine signifikant verminderte Ablagerung der extra-
zelluldren Knorpelkomponenten sGAG und Kollagen Typ II. Wurde 178-Estradiol zu
spéateren Differenzierungsphasen, also ab dem siebten Tag (Tag 7-14 oder Tag 14-21),

zugegeben, zeigte sich keine negative Beeinflussung des Differenzierungsprozesses.

In einem weiteren Schritt wurde das membranimpermeable Konjugat E2-BSA verwendet.
Mit diesem konnten gezielt diejenigen estrogenen Effekte auf die chondrogene Differen-
zierung der hMSCs untersucht werden, die {iber membranassoziierte Estrogenrezeptoren
vermittelt werden. Dadurch bestand die Moglichkeit, zwischen einer Estrogenwirkung
iiber den klassischen Signalweg und dem nicht-klassischen Signalweg zu unterscheiden.

E2-BSA fiihrte in der hochdichten Zellaggregatkultur zu einer signifikant reduzierten
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Bildung struktureller Matrixkomponenten (sSGAG und Kollagen Typ II). Dies entspricht
einer Hemmung des Chondrogeneseprozesses iiber den nicht-klassischen Signalweg. Die
hemmende Wirkung auf die Ablagerung knorpelspezifischer Matrixbestandteile erfolgte
dabei wihrend des gesamten 21-tégigen Differenzierungszeitraums, also bei der Inkuba-
tion der Aggregatkultur mit E2-BSA in jedem der definierten Zeitraume (Tag 0-7, Tag
7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21). Es konnten damit keine sensiblen Phasen identifiziert
werden, in denen E2-BSA die Chondrogenese nur sequenziell beeinflusst.

Fiir die Gesamtbewertung dieses Versuches wurde die fehlende Signifikanz des sGAG-
Gehalts bei der biochemischen Bestimmung in den Zeitrdumen von Tag 0 bis 7, Tag
14 bis 21 und Tag 0 bis 21 (vgl. Abschnitt 4.2) als vernachldssigbar betrachtet. Zum
einen zeigten die Ergebnisse der immunhistochemischen und biochemischen Detektion
des spezifischen Knorpelmarkers Kollagen Typ IT in jedem Zeitraum (E2-BSA von Tag
0-7, Tag 7-14, Tag 14-21 und Tag 0-21) ein einheitliches Bild. Zum anderen sprach die
histologische Anfiarbung der Schnitte, die in diesen Zeitrdumen mit E2-BSA inkubiert

wurden, fiir eine deutlich geringere Ablagerung von sGAG im Vergleich zur Kontrolle.

Wihrend 178-Estradiol seine hemmende Wirkung auf die Chondrogenese der mesenchy-
malen Stammzellen in den ersten sieben Tagen des Differenzierungsprozesses ausiibte,
zeigte E2-BSA iiber die Wirkung an nicht-klassischen Rezeptoren in jedem Differenzie-
rungsstadium, also von der mesenchymalen Stammzelle bis zum reifen Chondrozyten, eine
negative Beeinflussung der Ablagerung chondrogener Matrixkomponenten. Eine mogliche
Erkléarung dieser verschiedenen Ergebnisse ist, dass bei einer Estrogenzugabe zu spéteren
Differenzierungszeitpunkten (E2 von Tag 7-14 und Tag 14-21) die hemmende Wirkung,
die iiber membranassoziierte Estrogenrezeptoren ausgelost wird, iiber die klassischen,
intrazelluldren Estrogenrezeptoren kompensieren werden kann. Eine solche Kompensa-
tion ist bei der Verwendung des membranimpermeablen Konjugats E2-BSA nicht mehr
moglich, woraus in diesem Fall eine negative Regulation der Chondrogenese iiber den
gesamten 21-tdgigen Differenzierungszeitraum resultiert. Aufferdem muss in Betracht ge-
zogen werden, dass E2-BSA durch die Aktivierung membraner Estrogenrezeptoren die
Expression von weiteren membranen Estrogenrezeptoren im Verlauf der chondrogenen
Differenzierung bewirkt (sog. Hochregulation der Rezeptordichte). Damit kann E2-BSA
auch in spéteren Differenzierungsphasen die Ablagerung von Knorpelbestandteilen hem-

men.
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5.2 Membranvermittelte Estrogeneffekte iiber GPR30

Estrogene konnen iiber klassische und nicht-klassische Signalwege auf ihre Zielzellen ein-
wirken. Der klassische Weg beruht auf der Interaktion von 178-Estradiol mit den beiden
intrazelluldren Estrogenrezeptoren (ERa und ERf), woriiber die Transkription verschie-
dener Gene beeinflusst wird. Die nicht-klassischen Signalwege werden {iber die an Mem-
branproteine assoziierte klassische Estrogenrezeptoren oder iiber nicht-steroidale Rezep-
toren, wie dem GPR30, vermittelt.

Die estrogenvermittelte Hemmung der chondrogenen Differenzierung von humanen me-
senchymalen Stammzellen bei 10~8 M konnte durch ICI 182.780 nicht aufgehoben werden.
Es wurde vielmehr eine noch weiter verringerte Ablagerung von strukturellen Bestandtei-
len der extrazelluliren Matrix (sGAG und Kollagen Typ II) gemessen. Dieses Ergebnis
deutete darauf hin, dass die hemmende Wirkung nicht iiber die intrazelluldren, klas-
sischen ER, sondern iiber den membranassoziierten, nicht-steroidalen Estrogenrezeptor
GPR30 vermittelt wird, an dem ICI 182.780 als Agonist wirkt [133]. GPR30 ist ein
G-Protein gekoppelter Sieben-Transmembrandominen-Rezeptor und gilt als spezifischer
175-Estradiol-Rezeptor des nicht-klassischen Wirkungsweges [131, 133].

Zur gezielten Analyse der Beteiligung von GPR30 an der Beeinflussung der chondrogenen
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen, wurde die Wirkung von E2, E2-BSA
ICT 182.780 und G-1 untersucht. E2, E2-BSA, ICI 182.780 sowie G-1 gelten als agonis-
tische Komponenten am GPR30. Die mit ICI 182.780 oder G-1 inkubierten Aggregate
zeigten dhnlich der E2- und E2-BSA-Gruppen eine verminderte makroskopische Grofie
und eine signifikant reduzierte Ablagerung der strukturellen Matrixbestandteile Glyko-
saminoglykan und Kollagen Typ II. G-1 konnte damit als ein unabhingiges Substrat der
Estrogenwirkung die Produktion der extrazelluldren Matrix wihrend der Chondrogenese
der hMSCs iiber den nicht-steroidalen Estrogenrezeptor GPR30 hemmen.

Das Substrat G15, ein GPR30-Antagonist, wurde verwendet, um die negative Wirkung
von E2 und G1 auf die Chondrogenese der humanen MSCs zu blockieren. Die Zugabe
von G15 allein fithrte zu keiner Beeinflussung der chondrogenen Differenzierung der me-
senchymalen Stammzellen. G15 konnte die negativen Effekte auf die Chondrogenese, die
durch Agonisten des GPR30 (E2 und G1) ausgelost werden, in signifikanter Weise auf-
heben: Sobald die Zellaggregate mit G15 und E2 bzw. G15 und G1 koinkubiert wurden,
wurde eine chondrogene Differenzierung und Produktion der Knorpelmatrix wie unter
den Chondrogenese induzierenden Kontrollbedingungen mit TGF-51 und Dexametha-
son beobachtet. Dies spricht fiir eine erfoglgreiche Blockierung des mambranen GPR30
durch G15.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass 173-Estradiol (1078 M) als negativer Regulator der Chon-
drogenese die Synthese von typischen Bestandteilen der extrazelluldren Knorpelmatrix
iiber membranvermittelte Wege unterdriickt. GPR30 ist als membranassoziierter Rezep-
tor in estrogene Signalwege involviert [133] und wurde in der hochdichten Zellaggre-
gatkultur im gesamten Verlauf der 21-tégigen chondrogenen Differenzierung der hMSCs
nachgewiesen. Zusammenfassend kann damit festgehalten werden, dass die Hemmung
der Chondrogenese durch 173-Estradiol in der Konzentration 1078 M durch den mem-
branstdndigen Estrogenrezeptor GPR30 vermittelt wird. Bei der Estrogenwirkung iiber
GPR30 wird der nicht-klassische Signalwege aktiviert. Dabei kommt es iiber die Sti-
mulierung von Rezeptor-assoziierten G-Proteinen zur Bildung bestimmter intrazellularer
Signale und zur Auslésung zahlreicher intrazelluldrer Signalkaskaden (vgl. Abschnitt 1.8).
Interessanterweise wird duch GPR30 auch der Tyrosinkinaserezeptor EGFR transakti-
viert [119, 128, 130]. Das Rezeptorsubstrat EGF gilt in der Literatur durch seine Inter-
aktion mit dem MAPK-Signalweg als negativer Regulator der Chondrogenese [139]. Dies
stimmt mit der von uns beobachteten Beeinflussung der Chondrogenese und vermindeten
Knorpelmatrixproduktion der hMSCs durch 173-Estradiol iiberein.

Die Stimulierung von membranassoziierten Signalwegen durch Estrogen wurde bereits in
einer Studie von Kinney und seinen Kollegen (2005) beschrieben. Sie untersuchten unter
physiologischen Bedingungen die Wirkung von 178-Estradiol auf humane ménnliche und
weibliche Chondrozyten und stellten fest, dass E2 den Stoffwechsel der Chondrozyten
durch die intrazelluldren, klassischen Estrogenrezeptormechanismen reguliert. Bei weib-
lichen Zellen wurde zusétzlich eine Aktivierung membranassoziierter Rezeptoren und die
Stimulierung schneller Estrogeneffekte gemessen. Kinney und seine Kollegen vermuteten,
dass hohere lokale weibliche E2-Konzentrationen von 10~8 M diesen Weg aktivieren. Bei
dieser Konzentration wurden in ihrer Arbeit die schnellen membranvermittelten Effekte
maximal stimuliert [158].

In Anbetracht dieser Studie liegt die Vermutung nahe, dass die Hemmung der Chondro-
genese von humanen mesenchymalen Stammzellen bei einer Estrogenkonzentration von
1078 M durch den membranen Estrogenrezeptor GPR30 vermittelt wird, bei niedrigeren
Estrogenkonzentrationen (E2 109 M, E2 1071 M und E2 10~!* M) kann die hemmende
Wirkung dagegen durch die intrazelluliren, klassischen Estrogenrezeptoren (ERa und

ER/) kompensiert werden.
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5.3 Estrogenwirkung auf die Chondrogenese von MSCs weiblicher
Spenderinnen

Unter normalen physiologischen Bedingungen ist der weibliche Organismus vor der Me-
nopause hoheren Estrogenspiegeln ausgesetzt als der ménnliche Organismus. Bei erwach-
senen Minnern liegt die Konzentration des metabolisch aktiven 178-Estradiols durch-
schnittlich bei 37 — 148 pM, wohingegen bei pradmenopausalen Frauen abhingig vom
Menstruationszyklus 175-Estradiol-Werte von 73 — 2753 pM gemessen werden. In der
Schwangerschaft steigen die E2-Konzentrationen noch weiter auf bis zu 6000 pM an. Nach
der Menopause sinken die 175-Estradiol-Spiegel dann auf Werte kleiner 73 pM ab [146].
Interessanterweise findet sich jedoch allein in der Synovialfliissigkeit kein geschlechtsspe-
zifischer Unterschied in der Konzentration von Sexualhormonen [159]. Dies ldsst bei in
vivo Untersuchungen zur chondrogenen Differenzierung von hMSCs ein gleiches Chon-
drogeneseverhalten bei Frauen und Ménnern erwarten.

Es ist jedoch nicht auszuschliefen, dass bei Frauen die Menstruationszyklus-abhingigen
Schwankungen der Estrogenkonzentration und die héheren Hormonspiegel wiahrend der
Schwangerschaft einen Einfluss auf die mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks
haben. Auch existiert keine wissenschaftliche Kenntnis dariiber, ob die Ergebnisse von in
vitro Untersuchungen, die an weiblichen hMSCs durchgefiihrt werden, abhéngig vom Ent-
nahmezeitpunkt dieser in Bezug auf den Menstruationszyklus sind. Es ist nicht bekannt,
ob weibliche mesenchymale Stammzellen je nach Menstruationszyklusphase eine unter-
schiedliche Empfindlichkeit gegeniiber 178-Estradiol oder etwa eine Zyklus-abhingige

Hormonrezeptorausstattung aufweisen.

Fiir therapeutische Ansétze in der Regenerativen Medizin ist es wichtig, ein Therapie-
verfahren fiir beide Geschlechter anbieten zu kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
erstmalig in einer in vitro Zellaggregatkultur der Einfluss von 175-Estradiol auf die chon-
drogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen adulter weiblicher Spenderin-

nen untersucht.

Bei der Betrachtung der experimentellen Ergebnisse zeigt sich auch bei hMSCs von weib-
lichen Spenderinnen eine negative Beeinflussung der chondrogenen Differenzierung durch
E2 in der Konzentration 1078 M: Unter Behandlung mit dieser Estrogenkonzentration
weisen die Pellets eine verminderte makroskopische Grofe auf und die histologischen
Anfirbungen sowie biochemischen Analysen bestéitigen eine verminderte Produktion der
speziellen extrazelluliren Knorpelmatrix. Die Zugabe von 178-Estradiol in einer der ge-
ringeren physiologischen Konzentration (E2 1072 M, E2 1071 M und E2 107'* M) zeigt
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dagegen ein uneinheitliches Bild: Wéahrend es bei der makro- und mikroskopischen Be-
trachtung den Anschein macht, dass es neben E2 1078 M auch bei E2 107! M zu einer
verminderten Ablagerung von Bestandteilen der extrazelluliren Knorpelmatrix (sGAG
und Kollagen Typ IT) gekommen ist, liefert die biochemische Analyse ein anderes Er-
gebnis. Dort ergab lediglich die Bestimmung des sGAG-Gehalts fiir E2 107 M einen
signifikant erniedrigten Wert.

Fiir die Interpretation dieser Ergebnisse sind folgende Aspekte zu beachten: Bei der
Auswertung der biochemisch gemessenen Ablagerung extrazellulirer Knorpelbestand-
teile sind bei den verschiedenen Spenderinnen unter der gleichen experimentellen Be-
dingung starke interindividuelle Schwankungen zu beobachten, ganz im Gegensatz zum
Versuch der Dosis-Wirkungs-Beziehung der Estrogenzugabe bei mannlichen hMSCs (vgl.
Abschnitt 1.10.5). Die Inkubation der Zellkultur mit niedrigeren Estrogenkonzentrationen
(E2 1079 M, E2 1071 M und E2 10~ M) fiihrte bei den MSCs einzelner Spenderinnen
zu deutlich verringerter Matrixproduktion, bei den MSCs anderer Spenderinnen dagegen
zu stark erhéhter Ablagerung der Knorpelkomponenten Kollagen Typ II und Glykosami-
noglykan. Diese spenderspezifische Heterogenitét filhrt zu grofen Standardabweichungen
in der graphischen Darstellung und Statistik (vgl. Abbildung 11 D)). Bereits in der Ver-
gangenheit wurden mesenchymale Stammzellen innerhalb eines Stammzellpools in Bezug
auf ihre Fahigkeit, sich entlang einer mesenchymalen Zelllinien zu differenzieren, als eine
sehr heterogene Gruppe beschrieben [68, 69].

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ergebnisse eine Hemmung der chondroge-
nen Differenzierung von hMSCs weiblicher Knochenmarkspenderinnen durch E2 in der
Konzentration 107 M belegen. Dies entspricht den Ergebmissen der vorangegangenen
Untersuchungen an ménnlichen Stammzellen. Bei der Inkubation der hochdichten Zell-
aggregatkultur mit niedrigeren Estrogenkonzentration (E2 1072 M, E2 1071 M und E2
10~ M) konnte im Mittel keine signifikante Hemmung der Ablagerung knorpelspezifi-
scher Matrixbestandteile gemessen werden. Es kann dabei nicht ausgeschlossen werden,
dass die starke interindividuelle Heterogenitit der Stammzellen auf den Zeitpunkt der
MSC-Entnahme innerhalb des weiblichen Menstruationszyklus und damit auf eine un-
terschiedliche Sensibilitdt der MSCs fiir E2 zuriickzufiihren ist.

5.4 Ausblick

Die Erkenntnis, dass 173-Estradiol bei 1078 M iiber GPR30 ein negativer Regulator der
Chondrogenese ist, kann in Zukunft gezielt in den Therapieverfahren der Regenerativen

Medizin genutzt werden. In weiteren experimentellen in vitro Untersuchungen sollten zu-
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néchst die bisher noch unbekannten Signalkaskaden, die bei einer Aktivierung von GPR30
ausgelost werden, identifiziert werden. Werden in einem n#chsten Schritt mesenchymale
Stammzellen in vivo fiir die Regeneration und Reparatur eines Gelenkknorpeldefekts ver-
wendet, beispielsweise in Form einer MSC-Transplantation oder eines materialbasierten
Modells, kann die Zugabe eines spezifischen GPR30-Antagonisten die erfolgreiche chon-
drogene Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen unterstiitzen und den negativen
Einfluss von 178-Estradiol unterbinden. Die in den letzten Jahren stark vorangeschritte-
ne Entwicklung von Tragermaterialien, die kontinuierlich eingebrachte Wirkstoffmolekiile
sezernieren und damit die Differenzierung und die Matrixproduktion der Zellen kontrol-
lieren, stellt einen entscheidenden Fortschritt fiir die Ubertragung von in vitro Unter-
suchungen in den klinischen Alltag dar [160]. Die Verwendung von Tréigermaterialien,
die kontinuierlich einen GPR30-Antagonisten freisetzen, ist ein denkbares Verfahren, das

zukiinftig fiir die Regeneration von Knorpelgewebe angewendet werden kann.
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In den letzten Jahren wurden grofse Fortschritte in den Bereichen der Regenerativen
Medizin und des Tissue Engineerings erzielt. Fiir die Regeneration von Gelenkknorpel-
defekten wird nach der optimalen Kombination aus geeigneten Zellen, Signalmolekiilen,
Tragermaterialien und externen mechanischen Stimuli, mit denen ein gesundes und funk-
tionsfahiges Gewebe wiederhergestellt werden kann, geforscht.

Folgende Vorergebnisse bildeten die Ausgangslage fiir die Untersuchungen, die im Rah-
men dieser Arbeit durchgefiihrt wurden: Wahrend der chondrogenen Differenzierung der
hMSCs zeigten sich die intrazelluliren Sexualhormonrezeptoren (ERa, ERS, AR) und
der membranstindige Estrogenrezeptor GPR30 nachweisbar. Die Sexualhormone DHEA |
175-Estradiol und Testosteron hatten keinen Einfluss auf die Proliferation der hMSCs.
Das Estrogen 175-Estradiol fungierte jedoch dosisabhéngig bei einer Konzentration von
1078 M als ein Inhibitor der chondrogenen Differenzierung der hMSCs.

In einer ersten Untersuchung konnte die Anfangsphase der chondrogenen Differenzierung
der hMSCs als die sensible Phase identifiziert werden, in welcher die hemmende Wir-
kung von 173-Estradiol (1078 M) auf die Ablagerung struktureller Knorpelbestandteile
erfolgt. Um die negative Beeinflussung von 175-Estradiol auf die Chondrogenese genauer
zu analysieren, wurde die hochdichte Zellaggregatkultur mit 175-Estradiol, ICI 182.780,
dem membranimpermeablen Konjugat E2-BSA, dem spezifischen GPR30-Agonisten G-
1 und GPR30-Antagonisten G15 inkubiert. Die durch 17/5-Estradiol ausgeloste Hem-
mung der Synthese knorpelspezifischer Matrixbestandteile wurde durch ICI 182.780, der
ein Rezeptorantagonist der beiden klassischen nukledren Estrogenrezeptoren ist, noch
weiter verstiarkt. ICI 182.780 wurde in der Literatur jedoch auch als Agonist an dem
membranstindigen Estrogenrezeptor GPR30 beschrieben [133]. GPR30 konnte in einer
weiteren Versuchsreihe als derjenige Estrogenrezeptor identifiziert werden, iiber welchen
175-Estradiol seine hemmende Wirkung auf den Chondrogeneseprozess entfaltet. So wur-
de sowohl durch 178-Estradiol, E2-BSA und ICT 182.780 als auch durch den spezifischen
GPR30-Agonisten G-1 eine signifikant reduzierte Ablagerung der Knorpelmatrixbestand-
teile Kollagen Typ II und Glykosaminoglykan ausgeldst. Diese negative Beeinflussung
konnte durch den spezifischen GPR30-Antagonisten G15 signifikant aufgehoben werden.
Die Beeinflussung der chondrogenen Differenzierung von hMSCs durch das Estrogen 173-
Estradiol wurde hiermit zum ersten Mal in der Literatur beschrieben.

Zuletzt ergaben sich erste Anhaltspunkte dafiir, dass 175-Estradiol bei einer Konzentra-
tion von 1078 M auch die Chondrogenese mesenchymaler Stammzellen von weiblichen

Spenderinnen hemmt.
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8.3 Abkiirzungsverzeichnis

ABC Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

ACT Autologe Chondrozyten Transplantation

AR Androgenrezeptor

BMP Bone morphogenic protein

BSA Bovine Serum Albumin
(Rinder-Serumalbumin)

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

CFU-F colony forming unit-fibroblast

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

dex Dexamethason

DHEA Dehydroepiandrosteron

DMEM Dulbeccos-modifiziertes Eagle-Medium

DMMB 1,9-Dimethylmethylenblau

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dsDNA Doppelstrang-DNA

E1l Estron

E2 175-Estradiol

E3 Estriol

EGF Epidermal Growth Faktor
(epidermaler Wachstumsfaktor)

EGFR Epidermal Growth Faktor Receptor

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest)

engl. englisch

eNOS endotheliale NO Synthase

ERE Estrogen Responsive Element

ER Estrogenrezeptor

Erkl/2 extracellular-signal-regulated kinases 1/2
(extrazellular regulierte Kinasen 1/2)

FKS (FCS) Fetal Calf Serum
(Fotales Kalberserum)
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G-CSF granulocyte-colony stimulating factor
(Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor)
GPER G-protein coupled ER1
(G-Protein gekoppelter Estrogenrezeptor 1)
GPR30 G-protein coupled receptor
(G-Protein gekoppelter Rezeptor 30)
HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth factor
(Heparin-gebundener epidermaler Wachstumsfaktor)
HLA human leukocyte antigen
(menschliches Leukozytenantigen)
hMSC humane mesenchymale Stammzelle
HSP90 Hitzeschockprotein 90
ICAM-1 Inter-Cellular Adhesion Molecule-1
(Interzelluldres Adhésionsmolekiil-1)
ICRS International Cartilage Research Society
IGF-1 Insulin-like growth factor-1
(Insulinahnlicher Wachstumsfaktor)
IL Interleukin
IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat
LIF leukemia, inhibitory factor
(Leukémie inhibierender Faktor)
MAPK mitogen-activated protein kinase
M-CSF macrophage-colony stimulating factor
(Monozyten-Kolonie stimulierender Faktor)
MMP Matrix-Metalloproteinase
mRNA messenger-RNA
(Boten-RNA)
MSC mesenchymale Stammzelle
n Anzahl
OCT osteochondrale Transplantation
OPD O-phenylenediamine dihydrochloride
PBS Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
PI3K Phosphatidylinositol-3-OH-Kinage
PKA Proteinkinase A
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PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PRA Progesteronrezeptor A

PRB Progesteronrezeptor B

RT Raumtemperatur

RNA Ribonukleinsdure

SCF stem cell factor
(Stammzell-Faktor)

sGAG sulfatierte Glykosaminoglykane

sog. so genannt/e/er/es

TBS Tris Buffered Saline

TGF-5 Transforming growth factor-g
(Transformierender Wachstumsfaktor-/3)

VCAM-1 Vascular cell adhesion protein-1
(Gefék Zelle Adhésions-Molekiil-1)

vgl. vergleiche

ZNS Zentrales Nervensystem

Verwendete Einheiten

cm Zentimeter
Da Dalton

g Gramm

k kilo

1 Liter

M Mol

ml Milliliter
mm Millimeter
mM Millimol
nM Nanomol
nm Nanometer
Js Mikrogramm
ul Mikroliter
pm Mikrometer
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U/Min Umdrehungen pro Minute
°C Grad Celsius

8.4 Auswertung der biochemischen Analyse

Im Folgenden findet sich in Tabellenform eine Ubersicht der Ergebnisse der biochemi-
schen Bestimmung des Gehalts von DNA, sGAG und Kollagen Typ II.

Dargestellt sind die p-Werte (sog. Irrtumswahrscheinlichkeiten), die mit Hilfe des Wilcoxon-
Mann-Whitney-Tests beim statistischen Vergleich der jeweiligen Versuchsgruppe mit der

Kontrollgruppe gewonnen wurde.

Zu 4.1 Wirkung von 173-Estradiol:

| 174-Estradiol || DNA-Gehalt | SGAG-Gehalt Kollagen Typ II- Gehalt
Tag 0-7 p = 0,190 p= 0,016 p = 0,029
Tag 7-14 p=0,730 p=0,190 p=0,730
Tag 14-21 p=0,730 p=0,343 p = 0,629
Tag 0-21 p=0,730 p=0,016 p = 0,029

Tabelle 9: Wirkung von 178-Estradiol: statistische Auswertung

Zu 4.2 Wirkung von E2-BSA:

E2-BSA | DNA-Gehalt sGAG-Gehalt Kollagen Typ II- Gehalt
Tag 0-7 p=0,343 p=0257 p=0,029
Tag 7-14 p = 1,000 p = 0,001 p=0,029
Tag 14-21 » = 1,000 p=0,100 p = 0,029
Tag 0-21 p=0,343 p=0257 p=0,029

Tabelle 10: Wirkung von E2-BSA: statistische Auswertung
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Zu 4.3 Nicht-klassische Estrogenwirkung iiber GPR30:

Zugabe ‘ DNA-Gehalt sGAG-Gehalt Kollagen Typ II- Gehalt
E2 = 0,343 p = 0,029 p = 0,343
E2-BSA = 0,343 p = 0,029 p = 0,029
ICI 182.780 = 0,343 p = 0,029 p = 0,029
G-1 = 1,000 p = 0,029 p = 0,029

Tabelle 11: Nicht-klassische Estrogenwirkung iiber GPR30: statistische Auswertung

Zu 4.4 Blockierung der nicht-klassischen Estrogenwirkung iiber GPR30:

Zugabe H DNA-Gehalt sGAG-Gehalt Kollagen Typ II- Gehalt
E2 p = 1,000 p = 0,048 p = 0,001
E2+G15 p = 1,000 p = 0,570 p = 1,000
G-1 p=0,343 p = 0,048 p = 0,001
G-1+G15 p=0,164 p = 1,000 p = 1,000
G15 p = 0,190 p=0,214 p = 1,000

Tabelle 12: Blockierung der nicht-klassischen Estrogenwirkung iiber GPR30: statistische Aus-

wertung

Zu 4.5 Wirkung von Estrogen bei weiblichen hMSCs:

Zugabe ‘ DNA-Gehalt sGAG-Gehalt Kollagen Typ II- Gehalt
E2108M = 0,662 p = 0,343 p = 0,021
E2107°M = 1,000 p = 0,021 p=0,189
E210~10M = 0,662 p=0,343 p = 1,000
E210~1"'M = 1,000 p = 0,694 p=0,345

Tabelle 13: Wirkung von Estrogen bei weiblichen hMSCs: statistische Auswertung
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