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1 Einleitung 
 

1.1 Hyaliner Knorpel 
 

Knorpel wird, abhängig von der Matrixzusammensetzung sowie der Menge und 

Größe der Chondrone, unterteilt in elastischen Knorpel, Faserknorpel und hyalinen 

Knorpel (Bhosale und Richardson 2008).                

Faserknorpel finden sich in Bandscheiben, in der Symphyse, in den Menisken, als 

Gelenkknorpel im Kiefergelenk, sowie an den Übergängen von Sehnen und Bändern 

am Knochen. Im Gegensatz zum elastischen und hyalinen Knorpel ähnelt 

Faserknorpel aufgrund seines Reichtums an Kollagen Typ I straffem Bindegewebe 

und ist somit besonders zugfest und gegen Scherkräfte widerstandsfähig. Zudem 

besitzt Faserknorpel kein Perichondrium, die Chondrone sind deutlich kleiner und 

auch in einer geringeren Menge vertreten. Der Aufbau des elastischen Knorpels 

ähnelt dem des hyalinen Knorpels, jedoch lassen sich zusätzlich neben maskierten 

Kollagenfasern auch reichlich elastische Fasern finden, weswegen er gelblich 

erscheint. Aufgrund der hohen Druck- und Biegestabilität kommt elastischer Knorpel 

typischerweise in der Ohrmuschel, in der Ohrtrompete und im äußeren Gehörgang 

vor. Als häufigster Knorpeltyp befindet sich hyaliner Knorpel im Rippenknorpel, im 

knorpeligen Gerüst der Nase, des Kehlkopfes und der Bronchien, an den 

artikulierenden Oberflächen im Synovialspalt (hier besitzt er jedoch kein 

Perichondrium) und als Knochenvorstufe im Rahmen der endochondralen 

Ossifikation. Hyaliner Knorpel ermöglicht ein reibungsloses Gleiten der 

Gelenkoberflächen, ist ausgesprochen druckkompressibel und stoßdämpfend (Ulfig 

2015). 
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1.1.1 Aufbau und Struktur des hyalinen Knorpels 
 

Gelenkknorpel ist ein hochentwickeltes Gewebe, welches sich im Laufe der Evolution 

immer weiter optimiert hat. Eine besondere Herausforderung ist die Tatsache, dass 

es sich beim Knorpel um bradytrophes Gewebe handelt, also frei von Gefäßen und 

Nerven. Bradytrophes Gewebe zeichnet sich aufgrund der Mindervaskularisation 

durch einen langsamen Stoffwechsel und verzögerte Umbauprozesse aus, da die 

Ernährung des Knorpels durch Diffusion erfolgen muss. Adulter Gelenkknorpel 

zeichnet sich vornehmlich als azelluläres Gewebe mit einem ungefähren Zellvolumen 

von 2% des Gesamtvolumens aus. Der Rest besteht aus umfangreicher 

Extrazellulärmatrix, die von den Chondrozyten synthetisiert wird (Stockwell 1978). 

Chondrozyten stellen den einzigen Zelltyp im gesunden Knorpelgewebe dar und 

entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen. Ähnlich wie bei der 

endochondralen Ossifikation durchlaufen sie eine Differenzierungsphase, werden 

GDF5 exprimierende Zellen der Interzone, aus denen dann ein phäno- und 

genotypisch stabiler Knorpel entsteht (Shwartz et al. 2016). Sie arretieren somit vor 

der terminalen Phase, der Hypertrophie und Kalzifizierung. Die EZM 

(Extrazellularmatrix) besteht hauptsächlich aus Proteoglykanen, Kollagen und 

Wasser, welches 60-80% des Nassgewichts ausmacht. Es dient der 

Nährstoffversorgung, ermöglicht eine druckabhängige Deformierung des Knorpels 

und ein reibungsarmes Gleiten der Gelenkoberflächen. Weitere 10-20% des 

Nassgewichts bilden Kollagenfibrillen, von denen wiederum, mit einem Anteil von 

90%, Kollagen Typ II die Hauptkomponente ausmacht. Es bildet zusammen mit 

Kollagen Typ IX und XI Heterofibrillen. Diese wiederum werden intermolekular und 

intramolekular an Lysinresten durch Cross-Link-Verbindungen verknüpft, sodass ein 

Netzwerk aus Kollagenfibrillen entsteht (Poole et al. 2001; Gelse et al. 2003). 

Kollagen I befindet sich nur in geringem Maße in der obersten Zone und Kollagen X 

in der hypertrophen Zone am Übergang zum Knochen (Mollenhauer 2008; Mendler 

et al. 1989). 10% des Nassgewichts bilden Proteoglykane: kleinere Proteoglykane 

wie Decorin, Biglycan und Fibromodulin, sowie das in Relation große Proteoglykan 

Aggrecan, welches über Linkproteine mit dem glukonierten Säurepolymer Hyaluron 
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verbunden ist. Aggrecan besteht aus sulfatierten Glykosaminoglykan-Seitenketten 

(GAGs) aus Chondroitin- und Keratansulfat, welche über Zuckerbindungen an ein 

Kernprotein gekoppelt sind. Bedingt durch die restriktive Ausbreitung des 

Kollagenfibrillen-Netzwerks sind die Proteoglykane lediglich bis zu 40-60% hydriert. 

Dadurch bildet sich der für die Härte des Knorpels entscheidende Schwelldruck. Eine 

Destruktion des Kollagen-Netzwerks führt dementsprechend zu einer Zunahme der 

Schwellung und Enthärtung des Knorpels, ein Phänomen, welches in der Frühphase 

der Osteoarthritis (Arthrose) zu erkennen ist (Bhosale und Richardson 2008). 

Hyaluron bindet zusätzlich an die Chondrozyten via dem CD44 

Zelloberflächenrezeptor. Diese strukturelle Verbindung spielt eine wichtige Rolle in 

der Zell-Matrix-Interaktion (Chow et al. 1998). Weitere 5% des Nassgewichts machen 

Glykoproteine aus. Obwohl einige Funktionen wie Zelladhäsion (Fibronectin), 

Bindung von Calcium (Chondrocalcin) und wachstumsfördernde Eigenschaften 

(BMP) bekannt sind, bleiben die Glykoproteine die am wenigsten verstandene Einheit 

des Gelenkknorpels (Mollenhauer 2008). Als weitere kleine Moleküle enthält Knorpel 

Kalium (Gegenion für die negativ geladenen Proteoglykane), Calcium (insbesondere 

in der mineralisierten Schicht) sowie freie Fette (welche im Alter zunehmen) (Prydz 

und Dalen 2000). 
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Abbildung 1: A Darstellung des Kollagennetzwerk und Aggrecan mit Hyaluronsäure (Poole 

et al. 2001)  B Kollagen Typ II Faser im Gelenkknorpel (Gelse et al. 2003) 

Die Anordnung und die Organisation des Knorpels stehen im engen Zusammenhang 

mit der jeweiligen Funktion. An der freien Oberfläche, welche direkt von 

Synovialflüssigkeit umgeben wird, sind Zellen und Matrix anders angeordnet als im 

restlichen Gewebe. In dieser sogenannten „Superfiziellen Zone“ sind die 

Chondrozyten abgeflacht, ellipsoid und parallel zur Oberfläche ausgerichtet. 

Lediglich hier synthetisieren die Chondrozyten auch das sogenannte "Superficial 

zone protein", ein Molekül, auch bekannt als "Lubricin" oder "Megakaryozyten 

stimulierender Faktor". Es wird auch von den Synovialzellen produziert (Decker 

2017). Seine wichtige Rolle für eine reibungslose Artikulation zeigt sich unter 

anderem darin, dass es bei einem Gendefekt desselben zum Campodactylie-

Arthropathie-Coxa Vara-Pericarditis Syndrom kommt: eine frühreife Destruktion von 

großen Gelenken mit therapieresistenten Gelenkergüssen, Coxa vara und 

nichtinflammatorischer Perikarditis (Ai et al. 2015). 

Die Matrix der superfiziellen Zone ist dominiert vom Fibrillennetzwerk, Aggrecan ist 

hier am schwächsten vertreten. Durch den Faserreichtum und die parallele 

Anordnung ermöglicht die superfizielle Schicht die höchste Zugfestigkeit im 

gesamten Gelenkknorpel und leitet in erster Linie horizontale Scherkräfte ab. 

A B 
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Unterhalb der superfiziellen Zone befindet sich die Transitionszone. Insgesamt nimmt 

die Zelldichte hier ab, während gleichzeitig die EZM zunimmt. Die Chondrozyten 

nehmen eine spheroidale Form an und die im Durchmesser größeren 

Kollagenfibrillen sind unregelmäßig in der Matrix verteilt. Zwischen dieser Zone und 

einer Schicht aus kalzifiziertem Knorpel befindet sich die tiefe Zone bzw. Radiärzone. 

Die Zelldichte sowie der Kollagengehalt sind hier am geringsten, während Aggrecan-

Konzentration und Fibrillen-Durchmesser ihr Maximum erreichen. Die Grenze 

zwischen der tiefen Zone und der kalzifizierten Knorpelschicht bildet die „Tide mark“ 

(Sophia Fox et al. 2009). Die genaue Funktion und die exakte molekulare 

Zusammensetzung bleiben nach wie vor unklar. Lange Zeit als inaktive und nutzlose 

Struktur angesehen, sind Chondrozyten, wie neuere Studien gezeigt haben, in dieser 

Schicht fähig, Sulfate in die perizelluläre und territoriale Matrix einzubauen. Diese 

metabolische Aktivität ist wichtig für den Umsatz im gesunden Knorpel (Bhosale und 

Richardson 2008). Eine neuere Studie kommt zu dem Ergebnis, dass im Zuge der 

Apoptose aufgrund der mechanischen Belastung Zelltrümmer zu der unteren 

Knorpelschicht gebracht werden. Dieses resultierende Depot der apoptotischen 

Zellkörper bildet dann die "Tidemark". Bei Osteoarthritis nimmt die Apoptose deutlich 

zu und die normalerweise einfach dünne "Tidemark" verdoppelt sich zu zwei Lagen 

(Simkin 2008; Simkin 2012).   

In der kalzifizierten Zone exprimieren die Chondrozyten, wie während der 

endochondralen Ossifikation, Kollagen X und es erfolgt ein Kalzifizieren der Matrix. 

Im Gegensatz zum Knochen wird die kalzifizierte Matrix nicht vollständig resorbiert 

und lässt kein Eindringen von Blutgefäßen zu. Sie dient insbesondere zur 

Verankerung der Kollagenfibrillen der tiefen Zone an den subchondralen Knochen. 
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Abbildung 2: Darstellung der verschiedenen Zonen in einem erwachsenen Gelenkknorpel. 

Die eingefügten Bildausschnitte zeigen Durchmesser und Anordnung der Kollagenfibrillen in 

den jeweiligen Zonen (Poole et al. 2001, S28). 

 

1.1.2 Knorpelschäden und Reparaturkapazitäten 
 

Das Fehlen von Gefäßen, Lymphbahnen und Nerven macht hyalinen Knorpel zu 

einem einzigartigen Gewebe und stellt gleichzeitig eine große Herausforderung bei 

Verletzungen und den anschließenden Therapieoptionen dar (Kim et al. 1991; Mackay 

et al. 1998). „Laut einer Erhebung der WHO im Jahr 2000 befanden sich Erkrankungen 

des Bewegungsapparats beim Verlust an gesunder Lebenszeit an dritter Stelle nach 

koronaren Herzerkrankungen und zerebrovaskulären Erkrankungen und noch vor den 

Neoplasien! Neben der Reduktion der Lebensqualität durch zunehmende funktionelle 

Beeinträchtigung und Schmerzen ergibt sich aus Knorpelschäden und ihrer 
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Behandlung ein erhebliches sozioökonomisches Problem. So müssen in der BRD von 

den Kostenträgern jährlich ca. 15 Milliarden Euro für Behandlung und die Folgen 

degenerativer Gelenkerkrankungen aufgebracht werden. Dies entspricht ungefähr 7% 

der Gesamtkosten im deutschen Gesundheitswesen“ (Schewe et al. 2008, S. 77). 

Geschädigte Gelenkknorpel besitzen lediglich eine limitierte Heilungskapazität, sowohl 

für partielle als auch für Vollknorpelschäden. Neben der Avaskularität trägt hierzu auch 

das Fehlen einer undifferenzierten Zellpopulation bei, welche auf eventuelle 

Verletzungen adäquat durch Proliferation und Regeneration reagieren könnte (Mankin 

1982; Minas 2012). Durch kontinuierliche mechanische Belastung über Jahre hinweg, 

aber auch durch akute Traumata, kommt es zur Abnutzung oder zum Verlust des 

Gelenkknorpels, bis hin zum klinischen Bild einer Arthrose, charakterisiert durch 

Schmerz, Funktions- und Bewegungsverlust und Gelenkdeformierung (Banaszkiewicz 

2014; Arokoski et al. 2000; Breinan et al. 2001). Bereits vor mikroskopisch sichtbaren 

Veränderungen kommt es auf biochemischer Ebene zu Veränderungen: Abnahme an 

Proteoglykanen, kurzfristige Zunahme des Wassergehalts und Desorganisation und 

Schädigung des Kollagennetzwerkes durch Matrixmetalloproteinasen wie 

Kollagenasen und Stromelysin. Wenn Chondrozyten den Schaden detektieren, kommt 

es als Reaktion zur Ausschüttung von Mediatoren, vermehrter Expression von 

Interleukin-1 und Tumornekrosefaktor-α, Ausschüttung von NO, einer gesteigerten 

anabolischen und katabolischen Aktivität, sowie zur Proliferation der Chondrozyten mit 

Zunahme des PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) (Dozin et al. 2002; Martin und 

Buckwalter 2001). Das Verfehlen einer Balanceherstellung führt jedoch letztlich zu 

einer Abnahme der Chondrozyten mit Zunahme des FAS-Liganden (FS7-associated 

cell surface antigen), ein zur TNF-Superfamilie der Zytokine gehörendes Typ II 

Transmembran-Glykoprotein, als Ausdruck einer gesteigerten Apoptose (Rieux-

Laucat et al. 2018). Mikroskopisch lassen sich zudem Destruktionen erkennen, wie 

eine Verdickung der „Tidemark“, Einrisse an der Oberfläche mit Abfaserungen, eine 

Knorpelglatze als Endstadium des Knorpelabriebs bis hin zu tiefergehenden 

Verletzungen mit Knochenbeteiligung. Isolierte und kleine Knorpelschäden, meist 

unentdeckt im Röntgen, bleiben bei jungen, sportlichen Patienten oft asymptomatisch, 

https://www.enzyklopaedie-dermatologie.de/innere-medizin/zytokine-9001
https://www.enzyklopaedie-dermatologie.de/allergologie/glykoproteine-26807
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können jedoch in den darauffolgenden Jahren eine Arthrose nach sich ziehen (Pullig 

et al. 2001; Schewe et al. 2008; Messner und Maletius 1996). Insgesamt beeinflusst 

die Defektgröße jedoch maßgeblich die Entwicklung einer Arthrose; dabei gilt: je 

größer der Defekt, desto größer die Wahrscheinlichkeit einer Arthrose (Aglietti et al. 

2001; Simonian et al. 1998). 

 

1.1.3 Aktuelle Behandlungsoptionen bei Knorpeldefekten 
 

Je nach Ausmaß der Defektgröße und -tiefe sowie weiteren Faktoren wie 

Patientenalter, Grad an Gelenkvorschädigung bzw. Ausmaß von 

Begleitverletzungen, stehen dem behandelnden Arzt verschiedene Therapieansätze 

zur Auswahl. Eine konservative Therapie im Sinne einer physikalischen Therapie, 

Kühlung und Schmerzmedikamente macht nur bei Jugendlichen vor dem Schließen 

der Wachstumsfuge Sinn, da hier der Knorpel noch Anschluss an die 

Wachstumsfuge besitzt und somit an eine noch undifferenzierte, hochproliferative 

Zellpopulation. Kortikosteroide werden nicht empfohlen (Schewe et al. 2008; Jubel et 

al. 2002).  

Eine Operation dient nicht nur der Schmerzlinderung und Wiederbelastung, sondern 

vor allem der Rekonstruktion eines intakten Gelenkknorpels, um Folgeschäden wie 

einer Gelenkarthrose erfolgreich entgegenzuwirken. Dafür stehen verschiedene 

Verfahren zur Verfügung: 

Refixation: Beim frischen Ausbruch eines größeren Flakes kann zeitnah die 

Refixation mit biologisch abbaubaren Pin-Systemen erfolgen. Dieses Verfahren ist 

jedoch nur erfolgversprechend bei Fragmenten mit einer ausreichend großen 

knöchernen Fläche und dem Fehlen von Kontusionsspuren und sollte nicht bei rein 

chondralen Flakes verwendet werden (Schewe et al. 2008; Chung et al. 2015; Forkel 

et al. 2017). 

Knochenmarkstimulation: Mittels Arthroskopie wird der subchondrale Knochen 

angebohrt (Pridie K. H., Zk, H., & Gordon-Strachan, G. 1959) oder durch 

Mikrofrakturierung (Steadman et al. 1999) eröffnet. Dadurch können mesenchymale 
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Stammzellen aus dem Knochenmark mit einem „super-clot“ einen Defekt von bis zu 2 

cm² Größe auffüllen. Beste Evidenz zeigt hierbei die Mikrofrakturierung mit einer 

Ahle, erstmals von Steadman beschrieben, die, im Gegensatz zur Pridie-Bohrung, 

keine Hitzenekrose verursacht und im Vergleich zur Abrasions-Arthroplastie 

längerfristige Erfolge verzeichnen kann (Jubel et al. 2002; Bert und Maschka 1989; 

Steadman et al. 1999; Steadman et al. 2001; Müller und Kohn 1999; Stone et al. 

1992). Jedoch konnten auch Studien zeigen, dass es durch die Ahle zu einer 

Kompression der Spongiosa kommt und dadurch der Ausfluss von Stammzellen aus 

dem Knochenmark verhindert wird (Madry et al. 2014). Zudem spielt der 

Durchmesser der gesetzten Bohrlöcher eine entscheidende Rolle (Eldracher et al. 

2014). Den einwandernden Zellen misslingt es jedoch, die exakte Zusammensetzung 

und mechanischen Eigenschaften hyalinen Knorpels zu reproduzieren, so dass sich 

lediglich ein faserknorpeliges Bindegewebe ausbildet, welches dem hyalinen Knorpel 

hinsichtlich mechanischer Belastbarkeit und Haltbarkeit nachsteht (Buckwalter und 

Lohmander 1994; Mithoefer et al. 2005). 

Osteochondrale Transplantation (Mosaikplastik): Die Osteochondrale Transplantation 

eignet sich besonders gut für Defekte mittlerer Größe, das heißt bis zu 4 cm². Hierbei 

werden osteochondrale Zylinder aus weniger belasteten Zonen, meist der 

intercondylaren Region, entnommen und mittels Presspassung in den zuvor 

präparierten Defekt eingesetzt (Bobić 1996). Somit gelingt eine langfristig haltbare 

Auffüllung des Defektes mit hyalinem Knorpel. Dieses Verfahren ist jedoch wegen 

zunehmender Donormorbidität bei der Entnahme mehrerer Zylinder und begrenzter 

Verfügbarkeit der Donorzylinder limitiert und wird folglich kontrovers diskutiert 

(Angele et al. 2005; Chow et al. 2004).  

Autologe Chondrozytentransplantation (ACT): Diese Methode wird bei 

Knorpeldefekten über 4 cm² Größe eingesetzt und besteht aus zwei operativen 

Eingriffen.                  

In einem ersten Eingriff werden mittels Arthroskopie zwei bis drei kleine 

osteochondrale Zylinder aus einer wenig belasteten Gelenkregion entnommen. Die 

Chondrozyten werden isoliert und für zwei bis drei Wochen in Monolayerkulturen 
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kultiviert, ehe die Zellsuspension in einer zweiten OP in den Defekt eingebracht wird. 

Zu Abdeckung des Defekts und der Zellsuspension stehen dabei verschiedene 

Möglichkeiten zur Verfügung. Bei der konventionellen ACT („Brittberg-Technik“) wird 

als Abdeckung ein Periostlappen verwendet, welcher zuvor aus der Tibia präpariert 

wurde. Problematisch hierbei sind jedoch die Entstehung einer Hypertrophie 

und/oder einer Kalzifizierung des Periostallappens, was oft nach Jahren zu einer 

Korrekturoperation zwingt (Brittberg 2008).          

Deswegen wird heutzutage die Matrix gestützte ACT (MACT) favorisiert. Hierbei 

werden Chondrozyten auf einer Membran aus porcinem Kollagen I/III ausgesät und 

diese mittels Fibrinkleber direkt auf den Defekt aufgetragen (Bartlett et al. 2005) oder 

in den Defekt passgenau eingenäht. Eine Kombination aus Mikrofrakturierung und 

Abdeckung mittels einer Membran aus Kollagen I/III wurde erstmals von Behrens 

(2006) als „Autologe Matrix-induzierte Chondrogenese (AMIC)“ vorgestellt. 

Besonders geeignet ist dieses Verfahren für Totalknorpelschäden bis zu einem 

Durchmesser von 1,5 cm² (Benthien und Behrens 2010; Behrens et al. 2006). Mittels 

MACT und AMIC gelingt es, ein Knorpelregenerat zu bilden, welches dem hyalinen 

Knorpel in seinem Aufbau am nächsten kommt und somit in vielen Studien, 

insbesondere im längerfristigen Outcome, den anderen Methoden überlegen ist 

(Schewe et al. 2008; Brittberg 2008; Buckwalter und Mankin 1998).  

Trotz dieser vielversprechenden Fortschritte in der Knorpelreparatur besteht nach 

wie vor die Herausforderung, dem Patienten mittels Regeneration eines 

hochwertigen hyalinen Gelenkknorpels eine vollständige und lebenslange 

Beschwerdefreiheit zu gewährleisten. Ausgereifte Chondrozyten, wie sie bei der 

„Autologen Transplantation“ verwendet werden, besitzen nur eine geringe 

Proliferationsfähigkeit, und bei Expansion in einer Monolayerkultur kommt es zur 

Abnahme gelenkknorpelspezifischer Gene wie Kollagen II, Aggrecan und des 

Transkriptionsfaktors SOX9 (Hardingham et al. 2002). Somit ist der Nutzen für eine 

in-vivo-Rekonstruktion des Knorpelgewebes limitiert. Auch aufgrund der 

Entnahmemorbidität ist in den letzten zwei Jahrzehnten der Begriff des „Cartilage 

Tissue Engineering“ immer mehr in den Fokus der Wissenschaft gerückt. Tissue 
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Engineering beschäftigt sich mit der Herstellung und Reparatur von Geweben in vitro 

durch den Gebrauch von körpereigenen Substanzen und Signalwegen. Als 

geeignete Zellen haben sich insbesondere die 1970 erstmals von Friedenstein und 

Kollegen identifizierten mesenchymalen Stammzellen herauskristallisiert 

(Friedenstein et al. 1970). Mesenchymale Stammzellen sind aufgrund ihrer Fähigkeit 

zur Selbsterneuerung und der einfachen Gewinnung interessante und 

vielversprechende Zellkandidaten. Über dies sind sie, im Gegensatz zum Einsatz von 

embryonalen Stammzellen, ethisch akzeptiert (Hardouin et al. 2000; Reddi 1994). 

 

1.2 Mesenchymale Stammzellen 
 

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind undifferenzierte, nicht-hämatopoetische 

Progenitorzellen, fähig zur Differenzierung in verschiedene mesenchymale Zelllinien 

wie Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten (Bruder et al. 1998; Chen et al. 

2006; Lange et al. 2005). Zusätzlich besitzen sie durch die asymmetrische Teilung, 

mit der Entstehung einer identischen Tochterzelle, ein hohes 

Selbsterneuerungspotential (Lin 1997; Tuan et al. 2003; Augello et al. 2010). Das 

Proliferations- und Differenzierungspotential hängt dabei entscheidend vom 

Patientenalter, Vorerkrankungen und Isolierungsgewebe ab (Dimarino et al. 2013). 

MSCs kommen in großer Menge in unterschiedlichen erwachsenen Geweben wie 

Muskel, Knochentrabekel, Gelenkknorpel, Fett und Knochenmark vor (Pelttari et al. 

2008). So weist zwar Fettgewebe die größte Häufigkeit an MSCs auf, jedoch 

besitzen MSCs aus Synovialgewebe die höchste chondrogene 

Differenzierungskapazität, gefolgt von MSCs aus dem Knochenmark (Kern et al. 

2006). Der jeweilige Differenzierungsweg in die unterschiedlichen Zelllinien ist 

abhängig von der Mikroumgebung, der Präsenz verschiedener gewebsspezifischer 

Wachstums- und Transktriptionsfaktoren sowie physikalischer Begebenheiten (Chen 

et al. 2006; Heng et al. 2004). Intensive Forschungen ergeben immer weitere neue 

Charaktereigenschaften. So zeigte sich, dass MSCs auch immunsuppressive und 

anti-inflammatorische Effekte besitzen und ihr klinischen Einsatz somit für Arthrose-
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Patienten höchst interessant ist (Chen und Tuan 2008; Le Blanc und Ringdén 2007; 

Uccelli et al. 2007). Zudem sind pluripotente Stammzellen auch zur erneuten 

Transdifferenzierung in einen anderen Zelltyp fähig und nicht, wie bisher 

angenommen, streng auf eine Zelllinien-Hierarchie beschränkt (Tuan et al. 2003; 

Kopen et al. 1999; Azizi et al. 1998). Dennoch bleiben viele Fragen und 

Charakterisierungseigenschaften wie zum Beispiel die Etablierung eines spezifischen 

Oberflächenmarkers noch ungeklärt (Kolf et al. 2007; Pelttari et al. 2008). 

 

 

Abbildung 3: Differenzierungspotenzial mesenchymaler Stammzellen in verschiedene 

Zelllinien (Dimarino et al. 2013) .  

 

1.2.1 Chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen 
 

Tissue Engineering besteht im Wesentlichen aus drei Säulen: erstens geeignete 

Zellen, zweitens passende biologische Faktoren als Stimulus und drittens eine 

Trägersubstanz, welche die Matrixbildung optimal unterstützen sollte (Kuo et al. 

2006).  
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Das chondrogene Differenzierungspotential der MSCs und somit ihre Tauglichkeit 

zum Tissue Engineering wurde bereits vor Jahrzehnten erforscht und beschrieben 

(Ashton et al. 1980; Owen 1978; Johnstone et al. 1998). Die chemische 

Zusammensetzung der biokompatiblen Trägersubstanzen sollte möglichst der des 

Ursprungsgewebes nahekommen. Somit existieren heute neben matrixfreien 

Aggregatkulturen auch Kultursysteme, basierend auf Kollagen, Hyaluronan, 

Chondroitin-Sulfat, mineralisiertem Kalzium, Fibrin oder anderen Bestandteilen der 

EZM. Aber auch nicht-knorpel-spezifische Materialien wie Gelatine und Alginat, oder 

komplett synthetische wie Polylactid-co-Glycolid (Polyester aus Milchsäure und 

Glycolsäure) oder Polyethylenglykol befinden sich heute im Einsatz (Heng et al. 

2004; Johnstone et al. 1998; Yoo et al. 1998; Ichinose et al. 2005a; Diekman et al. 

2010; Chen et al. 2005; Sekiya et al. 2002). 1998 wurde erstmals das klassische in 

vitro-Chondrogenese System von Johnstone an Kaninchenstammzellen vorgestellt 

und später von Yoo auf humane mesenchymale Stammzellen übertragen (Johnstone 

et al. 1998; Yoo et al. 1998). Grundvoraussetzung für eine erfolgreiche in vitro-

Knorpelbildung war ein definiertes serumfreies Differenzierungsmedium, welches 

TGF-β, Dexamethason, Ascorbat, Pyruvat, Prolin und IST enthielt (Johnstone et al. 

1998; Yoo et al. 1998; Pittenger et al. 1999; Barry et al. 2001; Mwale et al. 2006). Als 

entscheidender Faktor stellte sich auch der dreidimensionale Charakter des Systems 

heraus, der durch Zentrifugieren der Zellen zu Pellets erreicht wurde. Dieser Schritt 

scheint die Kondensation, die sich zu Beginn der Skelotogenese unter dem Einfluss 

von N-Cadherin und N-CAM ereignet, zu imitieren (Hall und Miyake 2000). In einem 

Experiment ohne Pelletbildung gelang es den Zellen nicht, sich vollständig zu 

Knorpelgewebe zu differenzieren, was auf die Notwendigkeit eines engen Zell-Zell-

Kontakts und einer hohen Zelldichte hindeutet (Ichinose et al. 2005a). 

Unter diesen definierten Bedingungen gelingt es den MSCs, ein hyalines, 

knorpelartiges Gewebe zu bilden, welches reich an Kollagen Typ II, Kollagen Typ IX, 

Kollagen Typ XI, Aggrecan, COMP („Cartilage oligomeric protein“) und weiteren 

chondrogenen Markern ist (Sekiya et al. 2002; Augello et al. 2010; Barry et al. 2001; 

Chen et al. 2005; Diekman et al. 2010; Johnstone et al. 1998). 
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Die chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen ist ein streng 

regulierter Vorgang, der Interaktionen von verschiedenen Wachstumsfaktoren, 

Zytokinen und Signalmolekülen aufweist. Eine große Anzahl an relevanten 

Signalmolekülen wie „Bone morphogenetic proteins“ (BMPs), „Transforming growth 

factors“ (TGF-ß), Transkriptionsfaktoren wie Sox9 und Runx2, „Parathyroid hormone-

related peptide“ (PTHrP), „Fibroblast growth facotors“ (FGFs), „Insulin like growth 

factor-1“ (IGF-1), die an der Regulierung der chondrogenen Differenzierung von 

MSCs zu hypertrophen Chondrozyten beteiligt sind, ist mittlerweile bekannt (Li und 

Dong 2016). Dabei sind TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3 die effektivsten und am 

meisten untersuchten Induktoren der chondrogenen Differenzierung, ohne deren 

Präsenz es zur keiner Ausbildung eines hyalinen, knorpel-artigen Gewebes kommt 

(Johnstone et al. 1998; Yoo et al. 1998; Boeuf und Richter 2010).   

Unzureichend  geklärt ist hierbei jedoch, welcher der drei Isoformen das stärkste 

chondrogene Potential zugerechnet werden kann; während in einigen Studien die 

chondrogene Knorpelexpression insbesondere für TGF-β2 und TGF-β3 am höchsten 

war, wurde in anderen Studien kein signifikanter Unterschied zwischen den drei 

Isoformen gefunden (Barry et al. 2001; Freyria und Mallein-Gerin 2012; Mueller et al. 

2010). Weitere Wachstumsfaktoren wie IGF-1, BMPs und FGFs scheinen die 

Chondrogenese nur zu fördern, wenn sie in Kombination mit TGF-β gegeben 

werden, während in alleiniger Applikation keine Induktion der Chondrogenese 

erfolgte (Indrawattana et al. 2004; Ichinose et al. 2005a; Winter et al. 2003; Boeuf 

und Richter 2010). Darüber hinaus scheinen auch Umweltfaktoren wie mechanische 

Stimulation und Hypoxie die Chondrogenese von MSCs in vitro zu modulieren (Potier 

et al. 2010; Boeuf und Richter 2010; Li und Dong 2016). 

 

1.2.2 Hypertrophie der chondrogen differenzierten Stammzellen 
 

Trotz der erfolgreichen Bildung von hyalinen, knorpel-spezifischen Markern wie 

Kollagen II und Aggrecan kommt es bei der in vitro-Chondrogenese ebenfalls zum 

Auftreten von Faserknorpel-spezifischem Kollagen I, zur Expression von 

Hypertrophie-assoziierten Genen wie Kollagen X, MMP13, VEGF, PTHrP-R und zu 
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erhöhter alkalischer Phosphatase-Aktivität (Johnstone et al. 1998; Yoo et al. 1998; 

Mwale et al. 2006; Mueller et al. 2013; Lian et al. 1993; Studer et al. 2012; Ichinose 

et al. 2005b). In einigen Studien wurde dabei der Anstieg von Kollagen X noch vor 

dem Auftauchen von Kollagen II festgestellt, weswegen die Verwendung als 

Hypertrophie-Marker umstritten ist (Mwale et al. 2006).  

Das Phänomen der Hypertrophie und der damit assoziierten Gene ist bisher 

vorrangig im Zuge der endochondralen Ossifikation bei der Skelettbildung oder im 

Rahmen der Knochenreparatur bekannt. Versuche, chondrogen vordifferenzierte 

MSCs-Pellets subkutan in SCID Mäusen zu implantieren, führten zum starken 

Kalzifizieren des Knorpels, kleinen Verknöcherungen und vaskulärer Invasion. Die 

Implantation artikulärer Chondrozyten führte dagegen zur Bildung eines ektopen 

stabilen Knorpels, positiv anfärbbar für Kollagen II und ohne Nachweis von Kollagen 

Typ I und X (Pelttari et al. 2006; Dell'Accio et al. 2001). Insgesamt lassen diese 

Beobachtungen vermuten, dass unter bisherigen in vitro-Kulturbedingungen 

Chondrozyten, differenziert aus MSCs, nicht einen permanent stabilen Phänotyp 

bilden wie artikuläre Chondrozyten, sondern ein ähnliches Differenzierungsprogramm 

durchlaufen wie in der endochondralen Ossifikation während der embryonalen 

Skelettentwicklung (Mueller und Tuan 2008). Zum besseren Verständnis der 

Vorgänge und regulatorischen Mechanismen der Hypertrophie in MSCs wurde ein in 

vitro-Hypertrophie-Modell für mesenchymale Stammzellen etabliert, in dem die 

Ähnlichkeit ihrer Differenzierungsschritte mit denen der Chondrozyten der 

Wachstumsfuge während der endochondralen Ossifikation hinsichtlich 

Genexpression und Zellmorphologie gezeigt wurde. Nach 14 Tagen chondrogener 

Differenzierung konnte durch das Weglassen von TGF-β, Reduktion von 

Dexamethason und Zugabe des Schilddrüsenhormons T3 Hypertrophie erfolgreich 

induziert werden. Es zeigte sich, dass unter diesen prohypertrophen Bedingungen es 

nicht nur zur Größenzunahme der Zellen kam, sondern dass auch hypertrophie-

spezifische Gene wie Kollagen X, MMP13, Osteocalcin, Ihh und ALP-Aktivität 

hochreguliert wurden, ohne dass dabei die Zugabe von ß-Glycerophosphate 

notwendig war (Mueller und Tuan 2008; Mackay et al. 1998; Steinert et al. 2009). Es 

wurde jedoch auch gezeigt, dass neben dem Schilddrüsenhormon T3 auch BMPs, 
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vornehmlich BMP-2 und BMP-4, nicht nur die chondrogene Differenzierung 

verstärken, sondern auch mit der Hypertrophie-Induktion und der höheren 

Expression von Kollagen X, MMP13 und Ihh assoziiert sind (Steinert et al. 2009; Kolf 

et al. 2007; Trippel et al. 2007; Pfeifer et al. 2016; Karl et al. 2014). 

 

1.3 Endochondrale Ossifikation  
 
Im Gegensatz zur intramembranösen Ossifikation, in welcher sich mesenchmyale 

Stammzellen nach dem Kondensationsschritt direkt zu Osteoblasten umwandeln und 

Knochenmatrix formen, bildet sich im Rahmen der endochondralen Ossifikation 

zunächst eine Knorpelanlage, welche das Skelettgrundgerüst bildet und schrittweise 

durch Knochen ersetzt wird. Während intramembranöse Ossifikation bei der 

embryonalen Bildung vom platten Schädelknochen sowie von Mandibula und 

Klavikula stattfindet, werden nicht nur die meisten Knochen während der 

Skeletogenese, sondern auch neue Knochen im Rahmen der Frakturheilung durch 

die endochondrale Ossifikation gebildet (Gawlitta et al. 2010; Kronenberg 2003; 

Yamagiwa und Endo 2009). Zunächst kondensieren mesenchymale Stammzellen 

und exprimieren dabei neben extrazellulärer Matrix auch Zelladhäsionsmoleküle wie 

N-Cadherin, N-CAM, Tenascin C, Versican und Thrombospondin-4. Im Zentrum der 

Diaphyse des zukünftigen Röhrenknochens entwickelt sich das primäre 

Ossifikationszentrum, später bilden sich in der Peripherie sekundäre 

Ossifikationszentren. Zwischen diesen ossifizierten Arealen entwickelt sich zentral 

die Epiphysenfuge, innerhalb derer sich charakteristische Zonen hinsichtlich 

Morphologie und Matrixproduktion unterscheiden lassen. Lediglich Zellen am Rande 

bleiben undifferenziert und bilden das Perichondrium (Lefebvre und Smits 2005). 

Zellen in der Reservezone, die am weitesten vom Ossifikationszentrum entfernt ist, 

stellen ein ruhendes Vorläuferreservoir für Chondrozyten dar. In der darauffolgenden 

proliferierenden Zone entwickeln sich die Prä-Chondrozyten zu reifen Chondrozyten, 

beginnen sich zu teilen und synthetisieren eine Matrix, reich an Kollagen II, Kollagen 

IX, Kollagen XI und Aggrecan. Anfangs klein und rund, nehmen sie nun eine 

abgeflachte Form an und ordnen sich zu Säulen an. Von großer Bedeutung für die 
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Induktion und Aufrechterhaltung dieser Phase sind die Transkriptionsfaktoren Sox9, 

sowie L-Sox5 und Sox6 (Ikeda et al. 2004). Ebenso verzögern der Parathormon-

verwandte Protein-Rezeptor und das Indian Hedgehog Protein (Ihh) in 

proliferierenden und prähypertrophen Chondrozyten die hypertrophe Reifung und 

fördern die Proliferation der Chondrozyten, was ein essentieller Faktor für das 

Längenwachstum ist. Dieses erfolgt zum einen durch Stimulierung der Proteinkinase 

A-abhängigen Phosphorylierung und damit Aktivierung von Sox9, zum anderen 

durch Inhibierung von Runx2. Werden Zellen aufgrund zunehmender Entfernung 

nicht mehr suffizient vom lokal sezernierten PTHrP stimuliert, stoppen sie die 

Proliferation, hypertrophieren und synthetisieren Ihh. Über eine Feedback-Schleife 

sendet Ihh wiederum ein Signal an die periartikulären Zellen, die Produktion von 

PTHrP zu fördern (Kronenberg 2005; Huang et al. 2001; Guo et al. 2006; Kronenberg 

2003; Lee et al. 1996). 

In der hypertrophen Zone kommt die Zellteilung zum Erliegen, die Zellen nehmen 

dramatisch an Volumen zu, es kommt zu einer Steigerung der ALP-Aktivität,  

vermehrter Expression von MMP13 und Angiogenesefaktoren (VEGF, Transferrin 

und „High mobilitiy group box protein 1“), sowie zur verstärkten Synthese und 

Sekretion von Kollagen X. Notwendig hierfür sind die Transkriptionsfaktoren Runx2 

und Runx3. Studien zeigten bei Runx2-negativen Mäusen das Fehlen von 

Osteoblasten, eine geringere Anzahl an hypertrophen Chondrozyten sowie fehlende 

Matrixmineralisierung, während  die transgene Expression von Runx2 in wild-type-

Mäusen die Hypertrophie beschleunigte, sogar in Knorpelgeweben, die 

normalerweise keine Hypertrophiemerkmale zeigen wie zum Beispiel Trachealringe 

(Takeda et al. 2001; Inada et al. 1999; Ueta et al. 2001).  

Matrixvesikel mit Hydroxyapatit werden von den hypertrophen Chondrozyten in die 

umgebende EZM abgelagert und dienen als Ausgangspunkt der Mineralisierung 

(Mackie et al. 2008; Gawlitta et al. 2010; Ballock und O'Keefe 2003a; Gerber et al. 

1999; Scotti et al. 2010). Die Mineralisierung der Matrixvesikel und der Knorpelmatrix 

ist dabei abhängig von der Alkalischen Phosphatase – Aktivität (Anderson et al. 

2004). 
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Hypertrophe Chondrozyten werden apoptotisch, die transversalen Säulen der 

Knorpelmatrix brechen durch den Matrixabbau zusammen und bilden vertikale 

Septen, welche die Einwanderung von Blutgefäßen, Osteoklasten und Osteoblasten-

Vorläuferzellen ermöglichen, die daraufhin schrittweise das Knorpelgerüst durch 

Knochenmatrix ersetzen (Ballock und O'Keefe 2003b; Adams et al. 2007; Adams und 

Shapiro 2002). Der gesamte Ablauf der endochondralen Ossifikation unterliegt dabei 

der strengen Kontrolle von sowohl systemischen als auch lokal sezernierten 

Faktoren. So zeigten Kinder mit erhöhtem Konzentrationslevel des 

Wachstumshormons (GH) Gigantismus, wobei der Effekt durch das in der Leber 

gebildete IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) vermittelt wurde. Eine Reduktion der 

zirkulierenden IGF1-Konzentration führte bei Versuchen mit Mäusen folglich zu 

einem verringerten Längenwachstum (Yakar et al. 2002; Nilsson et al. 2005). Auch 

das Schilddrüsenhormon als systemischer Faktor ist an der Regulation beteiligt. Bei 

hypothyreotischer Stoffwechsellage ist das longitudinale Knochenwachstum 

verlangsamt, die Wachstumsfuge dünner und die chondrogene Hypertrophie 

behindert. In vitro hingegen konnte durch die Zugabe von T3 die Expression von 

Kollagen X, MMP13, so wie die Matrixmineralisierung gefördert werden (Adams et al. 

2007; Mackie et al. 2008; Mueller et al. 2010).  

Lediglich an der Gelenkoberfläche befinden sich die Zellen der Interzone, 

gekennzeichnet durch GDF5, welche nicht den Differenzierungsprozess durchlaufen 

und artikuläre Chondrozyten bilden, die typische Marker wie das Oberflächenprotein 

Lubricin exprimieren (Shwartz et al. 2016). Jedoch können sich auch diese 

normalerweise stabilen, artikulären Chondrozyten zu unreifen Chondroblasten 

zurückentwickeln oder aber die terminale hypertrophe Differenzierungsphase 

durchlaufen, wie es bei Osteoarthritis-Patienten beobachtet wurde. Das zeigt, dass 

im Normalfall der Differenzierungsstatus artikulärer Chondrozyten zwar permanent, 

aber keinesfalls terminal ist (Lefebvre und Smits 2005; Rhee et al. 2005).  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Endochondralen Ossifikation des Knochens. (A) 

Knorpelanlage. (B) Bildung des primären Ossifikationszentrums im Zentrum mit 

chondrogener Hypertrophie und vaskulärer Invasion. (C) Primäres Ossifikationszentrum mit 

Knochenmatrix und Blutgefäßen. (D) Bildung der sekundären Ossifikationszentren und der 

dazwischenliegenden Wachstumsfuge, welche für das Längenwachstum des 

Röhrenknochens verantwortlich ist. (E) Erwachsener Knochen mit geschlossenen 

Wachstumsfugen; Knorpel befindet sich nur noch als permanenter Gelenkknorpel an den 

Enden der Knochen. (Mackie et al. 2008, S. 48) 

 

 

Abbildung 5: Mikroskopisches Präparat der Epiphysenfuge in H.E. Färbung (500fache 

Vergrößerung). A Proliferierende Zone. B Hypertrophe Zone. C Verknöcherungszone. 

(https://www.amboss.com/de/library#xid=lJ0v8S&term=Ossifikation) 

 

A B C 

https://www.amboss.com/de/library#xid=lJ0v8S&term=Ossifikation


24 
 
 

 

 

1.4 TGF-β-Superfamilie 
 

Endochondrale Ossifikation ist ein fein abgestimmter und regulierter Prozess, an dem 

viele verschiedene Faktoren wie Transforming Growth Facotor β (TGF-β), Bone 

Morphogenetic Proteins (BMPs), Parathormon-related Protein (PTHrP), Indian 

Hedgehog (Ihh) und Wnt beteiligt sind. TGF-β und BMPs sind Teil einer Superfamilie, 

zu denen unter anderem auch Inhibin, Activin, Glial Derived Neurotrophic Factors 

(GDNFs), Anti-Müller-Hormon und Growth and Differentiation Factors (GDFs) 

gehören (Wang et al. 2014). Dabei ist jedes dieser strukturell verwandten 

polypeptiden Glykoproteine fähig, zelluläre Prozesse wie Zellproliferation, 

Determinierung der Zelllinie, Differenzierung, Adhäsion, Motilität und Zelltod zu 

regulieren (Ferguson et al. 2000; Massagué 1998). 

 

1.4.1 TGF-β-Signalweg 
 

TGF-β kommt in Säugetieren in drei Isoformen (TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3) vor, 

wobei sich die größte Menge dieser Peptide im Knochen und Knorpel befindet. Dies 

verdeutlicht die wichtige Rolle, die TGF-β bei der Regulierung des Skelettwachstums 

spielt (Ballock et al. 1993). TGF-β Signale werden initiiert durch Bindung eines 

Liganden an einen heterodimeren Serin/Threonin-Kinase-Rezeptor-Komplex, 

bestehend aus dem TGF-β Rezeptor Typ II und TGF-β Rezeptor Typ I (Massagué 

1998). Bisher sind sieben Typ I-Rezeptoren, spezifisch für die TGF-β-Superfamilie, 

identifiziert worden, welche auch Activin Rezeptor-like Kinase (ALK) genannt werden. 

ALK5 vermittelt dabei TGF-β-Signale, während ALK3 und ALK6 spezifisch durch 

BMPs aktiviert werden (Li et al. 2005). Bindet TGF-β an den Typ II-Rezeptor, 

phosphoryliert dieser den Typ I-Rezeptor an Serin- und Threoninresten der GS 

Domäne sowie an Ser165 in der juxtamembranen Region (Callahan et al. 2002; 

Feng und Derynck 1997). Im canonical Signalweg werden daraufhin Smad2 und 

Smad3 phosphoryliert, die mit Smad4 einen Komplex bilden, in den Nukleus 

translozieren und die Genexpression der TGF-β-Zielgene regulieren. Im non-

canonical Signalweg hingegen aktiviert TGF-β den MAP-Kinase-Signalweg, inklusive 
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ERK, JNK und p38 (Coricor und Serra 2016; Li et al. 2005; Massagué 1998). Die 

verschiedenen Mitglieder der TGF-β-Familie werden initial als große 

Vorläufermoleküle mit einer amino-terminalen Signalsequenz und einer Prodomäne 

variabler Größe, auch „latency associated Peptide“ (LAP) genannt, synthetisiert 

(Gray und Mason 1990). Das aktive Signalmolekül besteht letztendlich aus Hetero- 

oder Homodimeren aus dem Carboxy-terminalen Segment. LAP kann auch assoziiert 

mit dem Carboxy-terminalen Signalfragment bleiben, um einen inaktiven Komplex zu 

bilden. „Latent TGF-ß-binding proteine-1 (LTBP1)“, welches über Disulfide mit LAP 

verbunden ist, ist beteiligt bei der Sekretion, Lagerung und Aktivierung dieses 

Komplexes (Massagué 1998). Weitere Faktoren, involviert in der Aktivierung des 

inaktiven Komplexes, sind Proteasen, Calcitriol, Thrombospondin, Plasmin oder ein 

niedriger pH-Wert und spielen somit eine Rolle in der physiologischen Regulation der 

TGF-β Aktivität. Der genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar (Gelb et al. 1990; 

Kingsley 1994; Pedrozo et al. 1998; Thorp et al. 1992).  

Aktivierung und Phosphorylierung der TGF-β-Rezeptoren und Smad-Moleküle 

unterliegen der strengen Kontrolle und Regulation von inhibitorischen und 

stimulatorischen Faktoren. So kann Smad7 als inhibitorisches Smad-Molekül stabil 

mit dem TGF-β Rezeptorkomplex assoziieren, wird jedoch nicht phosphoryliert und 

inhibiert somit die Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 (Nakao et al. 1997). 

SB431542 ist ein potenter, spezifischer Inhibitor der Kinase-Aktivität des TGF-β Typ I 

Rezeptors und verhindert die in vitro-Phosphorylierung von Smad3 (Inman et al. 

2002; Callahan et al. 2002). Im non-canonical Signalweg phosphoryliert ERK Smad2 

und Smad3 an ihrer Linker-Domäne und inhibiert dadurch ihre nukleare 

Translokation (Kretzschmar et al. 1999) und der Komplex aus Calmodulin-

abhängiger PKII/PKC phosphoryliert die MH1 Domäne von Smad3 und interferiert 

folglich mit seiner DNA-Bindung (Wicks et al. 2000; Yakymovych et al. 2001). Im 

Gegensatz dazu aktiviert und vereinfacht JNK durch Phosphorylierung von Smad3 

dessen Transport in den Nukleus (Engel et al. 1999; Li et al. 2005).  

Auch Betaglycan und Endoglin können den TGF-β Signalweg modulieren. 

Betaglycan ist ein Membran-verankertes Proteoglykan ohne intrazelluläre Kinase-

Domäne, welches alle drei TGF-β-Isoformen mit hoher Affinität binden kann 
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(Massagué 1998). Es erleichtert die Bindung der TGF-β Moleküle an ihre 

Rezeptoren, insbesondere von TGF-β2, das normalerweise eine schwächere 

intrinsische Affinität zu TGF-β Typ II Rezeptor aufweist als die beiden anderen 

Isoformen (López-Casillas et al. 1993; Andres et al. 1991). Im Gegensatz zu 

Betaglycan wird bei Endoglin ein inhibitorischer Effekt auf den TGF-β Signalweg 

vermutet (Lastres et al. 1996; Massagué 1998). 

TGF-β stellt einen wichtigen Stimulus für die Initiierung der Differenzierung von 

MSCs zu Chondrozyten dar, wird dementsprechend im kondensierenden 

Mesenchym sowie in proliferierenden und prä-hypertrophen Chondrozyten 

exprimiert, jedoch nicht mehr während der terminalen Differenzierung in 

hypertrophen Chondrozyten (Pelton et al. 1990; Millan et al. 1991). TGF-β stimuliert 

dabei die Chondrogenese in vivo und in vitro (Schofield und Wolpert 1990; 

Indrawattana et al. 2004; Barry et al. 2001; Bian et al. 2011). Injektion von TGF-β ins 

Periost von Ratten oder in Knorpeldefekte von Minischweinen führte zur 

chondrogenen Differenzierung und Knorpelbildung (Joyce et al. 1990; Hunziker 

2001). Weitere Studien zeigen, dass TGF-β die Chondrozyten, durch vermehrte 

Expression knorpelspezifischer Marker wie Kollagen II und Aggrecan, in einem 

prähypertrophen Phänotyp hält (Pateder et al. 2001). Dies gelingt zum einen durch 

Phosphorylierung und damit Stabilisierung des Sox9-Proteins (Coricor und Serra 

2016), zum anderen durch Stimulation der PTHrP-Expression. Jedoch spielt TGF-β 

nicht nur eine kritische Rolle in der Initiierung und Aufrechterhaltung der 

Chondrogenese, sondern auch in der Inhibierung der terminalen Differenzierung 

(Ballock et al. 1993). So konnte in Arbeitsgruppen von Yang und Ferguson gezeigt 

werden, dass Mäuse mit einem homozygot negativem Smad3 Gen eine 

Osteoarthritis-ähnliche, degenerative Gelenkkrankheit entwickelten, charakterisiert 

durch progressiven Verlust an Gelenkknorpel, Bildung von Osteophyten, geringerer 

Produktion an Proteoglykanen und abnormal erhöhter Expression von Kollagen X im 

synovialen Gelenkspalt (Yang et al. 2001; Ferguson et al. 2000) . Ähnliche 

Ergebnisse ließen sich bei Überexpression eines Kinase-defekten TGF-β Typ II-

Rezeptors feststellen (Serra et al. 1997). 
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1.4.2 BMP-Signalweg 
 

BMPs (Bone morphogenetic proteins) bilden eine Untergruppe der TGF-β-

Superfamilie. Ursprünglich definiert durch ihre Fähigkeit zur ektopen Knorpel- und 

Knochenbildung in Ratten (Urist 1965), ist ihre Bezeichnung heutzutage jedoch 

etwas irreführend: BMPs sind nämlich an vielen weiteren biologischen Prozessen wie 

Zellproliferation, Determinierung der Zelllinie und Apoptose beteiligt, die in 

verschiedenen Geweben einschließlich Knochen, Knorpel, Blutgefäße und Organen 

stattfinden (Di Chen et al. 2004; Miyazono et al. 2010).  

Während BMP2, 4, 6, 7 und 9 unter anderem als osteogenetische Faktoren gelten, 

ist BMP3 ein negativer Regulator der Knochendichte und BMP13 ein starker Inhibitor 

der Knochenbildung (Wang et al. 2014).  

Auch hinsichtlich ihres Expressionsmusters unterscheiden sich die einzelnen BMP-

Mitglieder: BMP2, 4 und 5 werden im Perichondrium exprimiert, BMP7 sowohl im 

Perichondrium als auch in proliferierenden Chondrozyten, BMP6 insbesondere in 

prähypertrophen und hypertrophen Chondrozyten (Yoon und Lyons 2004).  

Ebenso wie TGF-β werden BMPs als Vorläufermoleküle synthetisiert. Durch 

extrazelluläre Proteolyse werden die C-terminalen Dimere von der Prodomäne 

gespalten und sind somit biologisch aktiv (Hogan 1996). Im canonical Signalweg 

wird, ähnlich wie bei TGF-β, die Signaltransduktion durch das Binden der BMPs an 

einen heterotetrameren Rezeptorkomplex initiiert, bestehend aus jeweils zwei 

Dimeren eines Typ-I und Typ-II Serin/Threonin Kinase-Rezeptors.        

Drei der insgesamt 7 Typ-I-Rezeptoren binden spezifisch BMPs: Typ-IA (BMPR-

IA/ALK3), Typ-IB (BMPR-IB/ALK6) und Typ-1A-Activin-Rezeptor (ActR-1A/ALK2). 

Diese werden wiederum an einer spezifischen Region (GS-Box) durch einen der drei 

Typ-II-Rezeptoren (Typ-II-BMP Rezeptor (BMPR-II), Typ-II-Activin-Rezeptor (ActR-

IIA) und Typ-IIB-Activin-Rezeptor (ActR-IIB)) phosphoryliert. Der aktivierte Typ-I-

Rezeptor wiederum phosphoryliert Smad 1/5/8 an einem C-terminalen SSXS Motiv. 

Die phosphorylierten Smads1/5/8 bilden daraufhin mit Co-Smad4 einen Komplex, 

translozieren in den Nukleus und regulieren die Zielgene des BMP-Signalwegs (Di 

Chen et al. 2004). Smad-unabhängige Signalwege (non-canonical) enthalten TAK-1, 
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eine Serin-Threonin Kinase der MAPKKK Familie, sowie PI3K/Akt, P/kc, Rho-like 

GTPase und viele weitere Effektoren (Zhang 2009; Yamaguchi et al. 1995).          

Eine Vielzahl von Inhibitoren greifen in die Regulation des BMP-Signalweges ein: 

extrazelluläre Antagonisten (Noggin, Chordin, Follistatin, Ventroptin und Gremlin) 

hindern die Bindung der BMP-Moleküle an ihre spezifischen Rezeptoren, während 

intrazelluläre Antagonisten die Smad-Signalkaskade entweder blockieren (Smad6 

und Smad7, Dorsomorphin, tob, Smad Ubiquitin Regultory factor-1 (smurf1)) oder nur 

das BMP Signal abschwächen (small C-terminal domain phosphatase-SCP). Der 

Pseudorezeptor BAMBI (BMP and activin membrane-bound inhibitor) ist ein Serin-

Threonin-Kinase-Rezeptor und ähnelt strukturell dem BMP Typ-I Rezeptor. Er besitzt 

jedoch eine kürzere intrazelluläre Domäne, die keine Kinaseaktivität ausübt. Somit 

verhindert BAMBI sowohl TGF-β-, als auch BMP-vermittelte Signaltransduktion durch 

Blockade der Interaktion zwischen Typ-I und Typ-II Rezeptor. BAMBI wird während 

der frühen Embryogenese mit BMP4 ko-exprimiert (Onichtchouk et al. 1999; 

Grotewold et al. 2001).  

Im Rahmen der endochondralen Ossifikation spielen insbesondere BMP2, 4 und 7, 

aber auch BMP5 und 6 eine Rolle; ihre Gene werden in bestimmten räumlichen und 

zeitlichen Mustern exprimiert. Bereits für die ersten Schritte in der Embryogenese 

sind BMPs unerlässlich. Mäuse, denen BMP2 und BMP4 fehlten, waren nicht 

lebensfähig. Eine Inhibierung des BMP-Signalwegs durch Noggin oder Knock-out 

von BMPR-IA und BMPR-IB führten in Mäusen und Hühnern zu fehlender 

mesenchymaler Kondensation und somit zur Blockade jeglicher chondrogener 

Differenzierung (Bandyopadhyay et al. 2006; Di Chen et al. 2004; Pizette und 

Niswander 2000). Der BMP-Signalweg stimuliert chondrogene Differenzierung durch 

verstärkte Expression von Kollagen II, Aggrecan und Sox9 (Chimal-Monroy et al. 

2003; Schmitt et al. 2003; Lee et al. 2013; CHEN 1991; Duprez et al. 1996). BMP4 ist 

in der Lage, Chondrogenese in MDSCs (Muscle-Derived Stem Cells) (Kuroda et al. 

2006) und ADSCs (Adipose-Derived Stem Cells) (Shi et al. 2013) in vitro und in vivo 

zu induzieren und zu verstärken. Schließlich sind BMPs auch essenziell bei der 

Hypertrophie und terminalen Differenzierung in Chondrozyten. Zugabe von BMPs 
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oder Aktivierung der BMP-Rezeptoren regt die Chondrozyten zur terminalen 

Differenzierung an und führt zu einer gesteigerten Expression typischer 

Hypertrophie-Marker wie ALP und Kollagen X, dessen Promotor eine „BMP 

Responsive Transcription“-Region aufweist und somit direkt stimuliert wird (Volk et al. 

1998; Grimsrud et al. 2001; Leboy et al. 1997). Die Blockade von BMP-Signalen 

durch Noggin oder einen dominant-negativen Typ-II Rezeptor inhibiert Kollagen X-

Expression, hält die Chondrozyten in einem prähypertrophen Zustand und verhindert 

somit die terminale Differenzierung (Enomoto-Iwamoto et al. 1998; Pathi et al. 1999; 

Grimsrud et al. 2001). Insbesondere BMP4 gilt als effektiver Induktor der 

Hypertrophie (Shum et al. 2003; Hatakeyama et al. 2004). In vivo-Experimente 

zeigen, dass eine Überexpression von BMP4 in transgenen Mäusen zu einer 

vergrößerten hypertrophen Knorpelzone führt (Tsumaki et al. 2002) und in vitro- 

Versuche belegen, dass BMP4 einen stärkeren pro-hypertrophen Effekt besitzt als 

das Thyroidhormon (Karl et al. 2014). Eine Mutation in ALK2 und die Hochregulation 

von BMP4 verursachen Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP), eine autosomal 

dominante Erkrankung, gekennzeichnet durch progressive Ossifikationen von 

Muskeln, Bändern und Sehnen (Hannallah et al. 2004; Miyazono et al. 2010).       

Aber auch mit anderen Signalwegen steht der BMP-Signalweg in einem engen 

Zusammenhang. So führt die Expression von Ihh zu einer gesteigerten BMP-

Expression, wodurch eine positive Rückkopplung zwischen diesen beiden 

Regelkreisen entsteht und eine geregelte Koordination von Proliferation und 

Differenzierung ermöglicht wird (Yoon und Lyons 2004; Minina et al. 2001; Pathi et 

al. 1999). Im Gegensatz dazu gilt der Fibroblast Growth Factor (FGF) -Signalweg als 

antagonistischer Gegenspieler, der die BMP4- und Ihh-Expression reduziert und 

somit die Proliferation inhibiert (Minina et al. 2002). 

Zusammenfassend sind beide Signalwege, sowohl TGF-β, als auch BMP, notwendig 

für eine erfolgreiche Kondensation mesenchymaler Stammzellen sowie zur Induktion 

und Förderung der darauffolgenden chondrogenen Differenzierung. Lediglich in den 

späteren Stadien der Skelettentwicklung unterscheiden sie sich grundsätzlich. 
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Während TGF-ß die terminale Differenzierung verhindert und die Chondrozyten in 

einem prähypertrophen Stadium hält, fördert BMP die Hypertrophie in diesen Zellen.  

 

1.4.3 Transkriptionelle Regulation 
 

Intensive Forschung der letzten Jahre zeigte, dass in der transkriptionellen 

Regulation der Chondrogenese die Faktoren Sox9 und Runx2 eine zentrale 

Schlüsselfunktion einnehmen. 

Sox9 gehört zu der SRY (Sex-determining Region on the Y chromosome) -

Subgruppe der DNA-bindenden Proteinfamilie mit einer high-mobility-group (HMG)-

Domäne. Diese Proteinfamilie nimmt eine wichtige Funktion bei einer Vielzahl von 

Entwicklungsprozessen wie Geschlechtsdeterminierung, Neurogenese und 

Skelettbildung ein (Lefebvre et al. 1998). Während der Chondrogenese wird Sox9 in 

allen Chondroprogenitorzellen und differenzierten Chondrozyten exprimiert, nicht 

jedoch in hypertrophen Chondrozyten (Ng et al. 1997). Die Notwendigkeit von Sox9 

für die chondrogene Differenzierung zeigt sich darin, dass heterozygote Mutationen 

von Sox9 im Menschen zur Kampomelen Displasie führen (Ikeda et al. 2004).  Sox9 

wird für die mesenchymale Kondensation und für die chondrogene Differenzierung 

benötigt. Dabei bindet und aktiviert Sox9 Chondrozyten-spezifische Enhancer-

Elemente in Col2a1, Col9a1, Col11a1 und Aggrecan in vitro (Akiyama et al. 2002; 

Ikeda et al. 2004; Sekiya et al. 2000). Inaktivierung von Sox9 vor der 

mesenchymalen Kondensation führt zu einem Knorpel- und Knochenverlust, 

während Deletion von Sox9 nach Kondensation zu einem Differenzierungsstopp der 

Chondrozyten vor dem hypertrophen Stadium und der terminalen Differenzierung 

führt. Somit hilft Sox9 entscheidend dabei, den Phänotyp des permanenten 

Gelenkknorpels (Furumatsu et al. 2009) aufrechtzuerhalten. Dies erfolgt unter 

anderem durch direkte Unterdrückung der Expression hypertropher Marker wie 

Kollagen X, Osteocalcin, ALP und Runx2 (Akiyama et al. 2002; Karamesinis et al. 

2017; Dy et al. 2012). Heterozygote Sox9-mutierte Mäuse zeigten eine Vergrößerung 

der hypertrophen Zone in der Wachstumsfuge sowie vorzeitige Mineralisierung des 
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Knorpels (Bi et al. 2001). Sox9 benötigt zur Stimulierung der chondrogenen 

Differenzierung zwei weitere Sox-Familienmitglieder, nämlich L-Sox5 und Sox6. 

Diese werden erst in der Chondrogenese, nicht jedoch während der mesenchymalen 

Kondensation ko-exprimiert und sind für die suffiziente Expression der chondrogenen 

Markergene notwendig (Ikeda et al. 2004). Die Expression des Transkriptionsfaktors 

Sox9 wird von verschiedenen interagierenden Signalwegen und Molekülen reguliert. 

So wird die Expression von Sox9 sowohl vom TGF-β-Signalweg mittels Smad3 

(Furumatsu et al. 2009), als auch vom BMP-Signalweg induziert (Zhao et al. 2017; 

Chimal-Monroy et al. 2003). PTHrP beeinflusst positiv die Expression und die Effekte 

von Sox9, während Thyroxin (T4), β-Catenin und Retinsäure diese inhibieren (Guo et 

al. 2006; Sekiya et al. 2000; Okubo und Reddi 2003; Dy et al. 2012). Neue Studien 

beschäftigen sich auch intensiv mit dem Einfluss von Micro-RNAs. Dies sind kurze, 

nicht-kodierende RNA-Moleküle aus 17-25 Nukleotiden, die die Genexpression post-

transkriptionell regulieren können. MiRNA-140, eine knorpelspezifische micro-RNA, 

erhöht die Expression von Sox9 und übt somit einen antihypertrophen Effekt aus (Li 

et al. 2018). 

Runx2 ist ein Mitglied der Cbf-Familie (Core binding factor), bestehend aus 

heterodimeren Transkriptionsfaktoren mit einer DNA-Bindungsdomäne, homolog zum 

Drosophila Runt Gen. Die α-Untereinheit von Cbf besteht entweder aus Runx1, 

Runx2 oder Runx3, während für die β-Untereinheit bisher nur PEBP2/Cbfb bekannt 

ist (Lee et al. 2000; Wang et al. 2004). Runx2 wird überhaupt nicht in artikulären 

Chondrozyten exprimiert, lediglich schwach in proliferierenden Chondrozyten, jedoch 

besonders ausgeprägt in hypertrophen Chondrozyten sowie in Osteoblasten (Kuboki 

et al. 2003; Wang et al. 2004). Runx2, zusammen mit Runx3, ist unerlässlich für die 

Knochenbildung sowie für die Induktion der Hypertrophie und der terminalen 

Differenzierung der Chondrozyten (Yoshida et al. 2004). Mäuse, denen der 

Transkriptionsfaktor fehlte, entwickelten ein knorpeliges Skelett ohne Anzeichen von 

endochondraler oder intramembranöser Knochenbildung (Geoffroy et al. 2002). 

Retroviral gesteigerte Runx2-Expression hingegen führte zu ektoper Ossifikation mit 

gesteigerter Expression hypertropher Marker wie Kollagen X, MMP13 und ALP (Ueta 

et al. 2001; Wang et al. 2004; Inada et al. 1999; Yoshida et al. 2004). Gesteigerte 
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Runx2-Expression in transgenen Mäusen führte zudem zur Hypertrophie und 

endochondraler Ossifikation in Nasenseptum, Gelenkknorpel und Trachealspangen 

und somit in Knorpelgewebe, in dem Chondrozyten normalerweise den Hypertrophie-

Prozess nicht durchlaufen (Kuboki et al. 2003). Ebenso wie Sox9 ist auch Runx2 ein 

Zielgen des TGF-β- und BMP-Signalwegs. So benötigt Runx2 für die Induktion der 

osteoblastenspezifischen Genexpression die Kooperation mit BMP-aktivierten Smads 

(Lee et al. 2000; Phimphilai et al. 2006). Ein Verlust von Smad4 führte beispielsweise 

zu einer geringeren Runx2 Expression und somit zur Inhibierung der Chondrozyten-

Reifung und Ossifikation (Yan et al. 2018).  

FGF2 steigert die Phosphorylierung von Runx2 (Wang et al. 2004), während PTHrP 

(Guo et al. 2006) sowie die Micro-RNAs MiR-221 (Zhang et al. 2017) und MiR-445-

3p (Zhang et al. 2015b) die mRNA Levels und Expression von Runx2 signifikant 

herunterregulieren. 

 

1.5 Wnt/β-Catenin-Signalweg  
 

Auch der Wnt/β-Catenin-Signalweg ist in viele biologische Prozesse involviert und gilt 

als ein entscheidender Faktor für die Regulation der Entwicklung und Homöostase in 

Knochen, Knorpeln und Gelenken (Yuan et al. 2016). Der canonical Signalweg wird 

initiiert durch Bindung von Wnt‘s an den Wnt-Rezeptor-Komplex, bestehend aus den 

Plasmamembran-Rezeptoren LDL-Receptor-Related Protein (LRP) 5/6 und den Ko-

Rezeptoren Frizzled. Diese Bindung wiederum aktiviert die Disheveled-Proteine, die 

daraufhin den so genannten "β-Catenin Destruktionskomplex" inhibieren, ein 

Konstrukt aus Axin, Adenomatous Polyposis Coli (APC) und Glycogen Synthase 

Kinase-3 (GSK-3). In der Abwesenheit von Wnt’s, wird β-Catenin von GSK-3 

phosphoryliert, von ß-TrCP (ß-Transducin repeat containing protein) ubiquitiniert und 

in Proteasomen abgebaut. Bei Anwesenheit von Wnt‘s hingegen blockieren 

Disheveled-Proteine den Destruktionskomplex, nicht-phosphoryliertes β-Catenin 

häuft sich im Zytoplasma an, transloziert in den Nukleus, bindet mit seiner N-

terminalen Domäne Proteine der T-cell-factor/lymphoid-enhancer-factor-(TCF/LEF) 
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Familie und aktiviert die Transkription der Zielgene (Tamamura et al. 2005; Tu et al. 

2007; Yuan et al. 2016).  

Der non-canonical, β-Catenin-unabhängige Signalweg umfasst die Aktivierung 

kalzium-sensitiver Effektoren wie die Calmodulin Kinase (CaMK), Calcineurin (CaN), 

CREB und Proteinkinase C (PKC), sowie die Jun N-terminale Kinase (JNK) und die 

G-Protein RhoA/Rho-assoziierte Kinase (Rock) (Bradley und Drissi 2011; Usami et 

al. 2016).  

Mitglieder des canonical Wnt-Signalwegs sind hoch exprimiert in mesenchymalen 

Zellen der osteochondrogenen Zelllinien, werden während der chondrogenen 

Differenzierung jedoch herunterreguliert und sind in großen Mengen in hypertrophen 

Chondrozyten vorhanden (Naito et al. 2015; Tamamura et al. 2005; Day et al. 2005). 

Eine Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges fördert die Hypertrophie der 

Chondrozyten, vereinfacht die Formierung von primären und sekundären 

Ossifikationszentren und induziert die perichondrale Knochenbildung durch direkte 

Regulation und Stimulation von Runx2, Kollagen X, ALP, MMP13 und Osteocalcin 

(Dao et al. 2012; Gaur et al. 2005; Hill et al. 2005). Verschiedene intrazelluläre und 

extrazelluläre Signalmoleküle regulieren den Wnt/β-Catenin-Signalweg.    

Untersuchungen verschiedener Inhibitoren wie sFRP1 (secreted Frizzled-related 

protein-1) oder PKF118-310, welche direkt an Wnt’s binden (Huang et al. 2018) oder 

DKK1 (Dickkopf-1), das an die LRP5/LRP6 Untereinheit des Wnt-Rezeptorkomplexes 

bindet (Kawano und Kypta 2003) und des Signalmoleküls SM04690 (Deshmukh et 

al. 2018) steigern die chondrogene Differenzierung durch erhöhte Expression von 

Sox9, Kollagen II und Proteoglykanen (Gaur et al. 2006; Leijten et al. 2013; Zhong et 

al. 2016).  

Funktionsverlust oder Neutralisierung der Inhibitoren oder direkte Stimulierung des 

Wnt/β-Catenin Signalwegs beispielsweise durch das Molekül BIO (6-bromoindirubin-

3-oxim) (Huang et al. 2018), welches GSK-3 inhibiert, resultierten in einer 

Dedifferenzierung der Chondrozyten, einem vermehrten Kalzifizieren der 

hypertrophen Zone, einer verstärkten Ossifikation mit hohen Expressionsniveaus von 

Runx2, Osx und Osteocalcin (Ryu et al. 2002; Zhong et al. 2016; Gaur et al. 2006), 

bis hin zu einem Arthrose-ähnlichem Phänotyp mit Osteophytenbildung und 
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Knorpelfaserung in 8 Monaten alten Mäusen (Zhu et al. 2009). Aber auch eine 

Inhibierung des non-canonical Signalwegs in PKCδ-negativen Mäusen führte zu 

verkürzten hypertrophen Zonen und verzögerter Chondrozytenreifung (Tu et al. 

2007). 

 

 

Abbildung 6: Mögliche Interaktion zwischen dem Wnt/ß-Catenin und dem Retinsäure-

Signalweg. Retinsäure transloziert mittels dem zellulären Retinsäure-Bindungsprotein II 

(CRABP II) in den Nukleus und bindet an den RA-Rezeptor. Dies aktiviert wiederum die 

Genexpression der Wnt-Proteine, Rezeptoren und Co-Rezeptoren und resultiert in einer 

verstärkten Expression hypertropher Marker, wie RUNX2, MMP13 und Kollagen X. (RBP 

Retinoid binding protein, STRA6 stimulated by retinoic acid, RDH retinol dehydrogenase, 

RALDH retinaldehyde dehydrogenase, RAR retinoic acid receptor, RXR retinoic X receptor, 

CRABP II cellular retinoic acid binding protein, RARE retinoic acid response element, GSK3 

glyocen synthase kinase 3, CoA co-activator, LRP lipoprotein receptor related protein, 

LEF/TCF lymphoid enhancer binding factor/trancription factor) (Riedl et al. 2020). 
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1.6 Retinsäure-Signalweg 
 

Der Retinsäure-Signalweg spielt eine große Rolle bei Zelldifferenzierung und 

Wachstum, beides wichtige Vorgänge während der Embryogenese und 

Tumorentstehung, und ist für die vollständige Entwicklung von Haut, Haaren, Augen, 

Knochen, Zähnen und vielen weiteren Organen unabdingbar. Die Einbindung des 

Retinsäure-Signalwegs in die Skeletogenese wurde erstmals vor 50 Jahren in 

Studien näher beschrieben, wonach sowohl Hypervitaminose A als auch 

Hypovitaminose A zu schweren kongenitalen Malformationen führten. Die all-trans 

Retinsäure (ATRA, im folgenden RA genannt) entsteht via zwei Oxidationsschritten 

aus Vitamin A, gilt als das potenteste Derivat, bindet an das zelluläre CRAB (cellular 

retinoic acid binding) I oder II-Protein, wird in den Nukleus transportiert und bindet an 

seine Zielrezeptoren, die Retinsäurerezeptoren (Mammadova et al. 2016). 

Retinsäurerezeptoren bestehen aus RARs (Retinoic acid receptors) und RXRs 

(Retinoid- X-Receptors) und agieren als Liganden-induzierbare 

Transkriptionsfaktoren, wobei RARs zur Subgruppe I (ebenso wie der 

Thyroidhormon-Rezeptor, der Vitamin-D-Rezeptor und der Peroxisom-Proliferativ-

aktivierter-Rezeptor) der Superfamilie der Nuklearen Hormonrezeptoren gehören 

(Kafienah et al. 2007; Underhill und Weston 1998). RARs und RXRs bestehen aus 

drei verschiedenen Isotypen (α, ß, γ) und mehreren Isoformen, wodurch eine große 

Gruppe an möglichen Heterodimeren generiert werden kann. Ein RARs/RXRs 

Heterodimer bindet an Retinoic acid response elements (RARE), kurze DNA-

Sequenzen in den regulatorischen Regionen der Zielgene. Reguliert werden RARs 

durch Co-Repressoren (CoR) und Co-Aktivatoren (CoA) (Mammadova et al. 2016).  

Während der embryonalen Extremitätenentwicklung werden RARα und RARγ früh 

und in sich überlappenden Regionen exprimiert. RARβ ist zunächst im proximalen 

Mesenchym präsent und später begrenzt auf perichondrale Zellen und interdigitale 

Zonen. Während RARα im weiteren Verlauf diffus im Knorpel exprimiert wird, 

befindet sich RARγ vorwiegend in prächondrogenen mesenchymalen 

Kondensationen und in sich differenzierenden Chondrozyten (Koyama et al. 1999; 

Hoffman et al. 2003).  
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Effekte des RA-Signalweges sind sehr komplex, vielfältig und abhängig vom 

Differenzierungsgrad der Zellen. Bereits in der frühen Phase der Skeletogenese 

spielt Retinsäure eine entscheidende Rolle während der Chondrogenese und kann, 

je nach Konzentration, zu entsprechenden Defekten im Skelett führen. Zur Initiierung 

der Chondrogenese und Expression eines chondrogenen Phänotyps ist die 

Repression und Herunterregulation von RARs eine Voraussetzung. Dominant-

negative Formen von RARs oder RAR-Antagonisten führten zu einer gesteigerten 

Chondrogenese mit vermehrter Expression von Sox9, Kollagen II, sowie zu einer 

erhöhten Proteoglykan-Synthese (Hoffman et al. 2003; Cash et al. 1997, 1997, 1997; 

Jiang et al. 1995; Weston et al. 2000; Weston et al. 2002). 

Die Zugabe von all-trans Retinsäure, einem pan-RAR Agonisten, oder einem 

spezifischen RAR-Agonisten (RAR-α/β/γ-Agonist) blockiert zum einen  die 

Progression vom präknorpeligen Kondensationszustand zur Formation von 

Knorpelaggregaten durch gesteigerte Expression von N-Cadherin und den 

assoziierten Proteinen α- und β-Catenin (Cho et al. 2003), zum anderen führt es zu 

verminderter GAG-Synthese, Reduktion von Knorpelmatrix und verminderter 

Expression von knorpelspezifischen Genen wie Sox9, Aggrecan und Kollagen II 

(Horton et al. 1987; Jiang et al. 1995; Zhang et al. 2009; Zhang et al. 2015a; 

Galdones und Hales 2008).  

Es gibt jedoch auch Studien, die einen pro-chondrogenen Effekt bei physiologischen 

Konzentrationen von RA unter serum-freien Bedingungen zeigten (Ide und Aono 

1988; Langille et al. 1989; Paulsen et al. 1988). 

Bereits in früheren Tierversuchen konnte belegt werden, dass Hypervitaminose A zu 

einer verbreiterten hypertrophen Zone, zu einer frühen Mineralisierung und zu einem 

vorzeitigen Verschluss der Wachstumsfuge führt. So induziert beispielsweise RA die 

Expression von Kollagen X (Pacifici et al. 1991), unter anderem durch direkte 

Bindung von RARs an eine RA-responsive Region des Kollagen X-Promotors (Cohen 

et al. 2006), sowie von weiteren für die endochondrale Ossifikation wichtigen 

hypertrophen und osteogenen Markern wie Runx2, ALP, MMP13, Col1, Osteopontin, 

Osteonectin und MafB (Drissi et al. 2003; Kawaguchi et al. 2005; Koyama et al. 1999; 

Li et al. 2014; Weston et al. 2003; Zhang und Ross 2013; Masuda et al. 2015). 
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Im Rahmen der skelettalen Entwicklung interagiert der RA-Signalweg mit zahlreichen 

weiteren Signalwegen. So zeigten Studien, dass der RA-Signalweg seinen anti-

chondrogenen Einfluss zum einen durch Inhibierung der Phosphorylierung von 

Smad2 und Smad3 und somit durch Unterdrückung des TGF-β-Signalweges ausübt 

(Yu und Xing 2006; Zhang et al. 2009); zum anderen geschieht dies auch durch 

gesteigerten Abbau der Knorpelmatrix, in dem die Matrixmetalloproteinasen reguliert 

(Jiménez et al. 2001) und der Wnt/β-Catenin-Signalweg aktiviert werden (Yasuhara 

et al. 2010; Shimono et al. 2011; Pavey et al. 2016). Während einige Studien 

ergaben, dass sich der RA- und der BMP-Signalweg antagonisieren, indem RA eine 

Reduktion der Phosphorylierung von Smad1/5/8 und BMP eine verminderte Aldh1a 

(Synthesemolekül von Retinsäure) Expression bewirken (Hoffman et al. 2006; Pavey 

et al. 2016; Shimono et al. 2011), zeigten andere Studien ein gegenteiliges 

Phänomen, nämlich eine Induktion des BMP-Signalweges durch RA mittels einer 

direkten Induktion der BMP-Expression sowie durch eine Steigerung der Smad-

Phosphorylierungslevel (Li et al. 2003; Zhang et al. 2010). Diese widersprüchlichen 

Ergebnisse könnten auf Spezies-spezifische Zelleigenschaften, unterschiedliche 

Kulturbedingungen und Applikationszeiten zurückzuführen sein. 

Die klinische Relevanz des RA-Signalwegs zeigt sich unter anderem in Studien, in 

denen bei skelettal ausgewachsenen Mäusen und Ratten eine tägliche orale Dosis 

eines RAR-Agonisten die heterotope Ossifikation (HO), die durch Implantation eines 

rhBMP-2 beladenen Matrixgels und zusätzliche gezielte Traumata-Verletzungen 

induziert worden war, effektiv minderte (Shimono et al. 2010; Shimono et al. 2011; 

Pavey et al. 2016).  

Trotz der immensen Fortschritte in den letzten Jahrzehnten wird weiterhin kontrovers 

diskutiert, welche Effekte der RA-Signalweg auf die Chondrogenese per se sowie im 

Zusammenspiel mit anderen Einflussfaktoren hat. 

In dieser Arbeit soll untersucht werden, welchen Einfluss all-trans Retinsäure und 

BMS493 auf die Chondrogenese mesenchymaler Stammzellen in vitro haben. 

BMS493 (((E))4-[2-[5,5-dimethyl-8-(2-phenylethynyl)-5,6-dihydronaphthalen-2-

yl]ethen-1-yl]benzoic acid) ist ein inverser Agonist, der durch Rekrutierung von Co-

Repressoren und verminderter Expression von endogenem CYP26 die Funktion aller 
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drei RAR’s Isoformen inhibiert und somit als potenter Silencer des RA-abhängigen 

Genaktivierungsprogramm gilt. Neben der Rekrutierung stabilisiert BMS493 auch die 

Bindung der Co-Repressoren mit dem Rezeptor, wodurch eine stärkere 

Signalunterdrückung erreicht wird, als mit einem reinen Antagonisten, welcher noch 

von einem Agonisten verdrängt werden kann (Germain et al. 2009; Yin et al. 2018). 

Frühere Studien zeigten, dass BMS493, wenn zu einem frühen Zeitpunkt der 

chondrogenen Differenzierung appliziert, einen stimulatorischen Effekt auf die 

Chondrogenese ausübt und in späten Phasen der Differenzierung zu einer Reduktion 

der Hypertrophie und verminderter Mineralisierung führt (Pfeifer et al. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Schematische 
Darstellung der Inhibierung des 
Retinsäure-Signalweges durch 
BMS493. BMS493 transloziert mittels 
dem zellulären Retinsäure-
Bindungsprotein II (CRAB II) in den 
Nukleus und bindet an den RAR/RXR-
Komplex. Durch Rekrutierung weiterer 
Co-Repressoren inhibiert der 
Rezeptorkomplex die Expression der 
Zielgene an Promoter-Region RARE. 
Die verminderte Expression von Wnts 
und Wnt-Rezeptoren und Co-
Rezeptoren reduziert die hypertrophe 
Differenzierung. RAR retinoic acid 
receptor, RXR retinoic X receptor, 
CRABP II cellular retinoic acid binding 
protein, RARE retinoic acid response 
element, CoA co-activator, CoR co-
repressor, LRP lipoproteinreceptor 
related protein, LEF/TCF lymphoid 
enhancer binding factor/transcription 
factor (Riedl et al. 2020). 
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2 Ziel der Studie 
 

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) stellen als multipotente Zellen und dank 

einfacher Gewinnung eine vielversprechende Zellquelle zur Knorpelregeneration im 

Tissue Engineering dar. Den MSCs gelingt erfolgreich die Induktion eines hyalinen 

Knorpeltyps mit spezifischen Markern wie Sox9, Kollagen II und Aggrecan. Jedoch 

zeigten sowohl in vivo- und in vitro-Protokolle einen ungewollten Trend der 

Chondrozyten, hypertroph zu werden und sich in Richtung osteogener 

Differenzierung zu entwickeln. Somit durchlaufen mesenchymale Stammzellen einen 

ähnlichen Prozess wie in der endochondralen Ossifikation während der 

Embryogenese und es misslingt den Chondrozyten, den erwünschten Zustand eines 

Gelenkknorpel-Chondrozyts aufrecht zu erhalten. Die unkontrollierte hypertrophe 

Differenzierung der artikulären Chondrozyten wird als treibender Faktor für den 

Beginn und die Progression der Arthrose gesehen. Der hypertrophe Trend der MSCs 

ruft somit Bedenken bezüglich ihres Einsatzes für die Knorpelreparatur hervor. 

Gleichzeitig könnte jedoch für den Einsatz von MSCs im Knochen-Tissue-

Engineering sprechen, dass MSCs einem ähnlichen Entwicklungsmuster folgen wie 

Chondrozyten im Rahmen der endochondralen Ossifikation. 

Die genaue Regulation und Kontrolle der Hypertrophie in der Differenzierung von 

MSCs ist somit eine wichtige und notwendige Voraussetzung für ihren Einsatz im 

Knorpel- oder Knochen-Tissue-Engineering. Das in dieser Arbeit verwendete in vitro-

Modell, in dem durch spezielle Wachstumsfaktoren und Mediumbedingungen ein 

hypertropher Phänotyp generiert werden konnte, bietet ein gutes System, um die 

verschiedenen Signalwege und Einflussfaktoren dieses Prozesses abzugrenzen und 

zu untersuchen. In dieser Arbeit wurden insbesondere der Retinsäure-Signalweg und 

seine komplexen Auswirkungen auf die Chondrogenese und Hypertrophie 

untersucht. Ausgehend von bisherigen Studien bestand die Annahme, dass eine 

Inhibierung des RA-Signalweges die Chondrogenese fördert und die Hypertrophie 

hemmt, insbesondere wenn eine Hemmung des Signalweges in der Frühphase der 

Differenzierung stattfindet. Im Gegensatz dazu war durch eine Stimulierung des RA-

Signalweges ein anti-chondrogener Effekt sowie eine verstärkte Hypertrophie-
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Induktion zu erwarten. Hierfür wurden Genexpressionsanalysen, histologische 

Färbungen und biochemische Analyseverfahren verwendet und die unterschiedlichen 

Auswirkungen der Inhibierung und Aktivierung des RA-Signalweges in chondrogenen 

und hypertrophen Gruppen miteinander verglichen. 
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3 Material und Methoden 
 

Versuchsaufbau 

Für den Versuch wurden zwei Kontrollgruppen (Gruppe 1 und 2), sowie als 

Behandlungsgruppen drei BMS-Gruppen (Gruppe 5, 6 und 8) sowie drei RA-Gruppen 

(Gruppe 3, 4 und 7) gebildet. Sie unterschieden sich in der Zusammensetzung des 

Mediums (hypertrophe und chondrogene Bedingungen) sowie durch die Zugabe von 

2µM BMS493 oder 10nM all-trans Retinsäure (siehe Tab 1).  

Nach einer zweiwöchigen Proliferations- und Expansionsphase wurden die Zellen für 

28 Tage in eine Pelletkultur überführt. Für 14 Tage erhielten die Zellen ein 

chondrogenes Medium, wobei bei je zwei Gruppen zusätzlich zum chondrogenen 

Medium entweder BMS493 oder Retinoic acid (RA) hinzugefügt wurde. Ab Tag 14 

wurden bei einem Teil der Gruppen durch Entzug von Dexamethason und TGF-ß 

und durch Zugabe von BMP4 ins Kulturmedium die Bedingungen für einen 

hypertrophen Phänotyp geschaffen. Der restliche Teil der Gruppen erhielt über die 

komplette Zeit ein chondrogenes Medium, sodass am Ende letztlich 8 Gruppen mit 

verschiedenen Bedingungen entstanden sind. 
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Tabelle 1: Schematischer Versuchsaufbau der Gruppen. Gr.1: chondrogen, Gr.: hypertroph, 
Gr3: chon+RA, Gr4: RA/Hyp, Gr5: chon+BMS, Gr.6: BMS/Hyp, Gr.7: Hyp+RA, Gr.8: 
Hyp+BMS 

 

3.1 Material 
 

3.1.1 Rekombinante Proteine und Inhibitoren 
 

Chemisch Applikation Konzentration Firma 

BMS439 Pan-RAR inverser 
Agonist 

2 µM Sigma Aldrich 

all trans – 
Retinsäure 

RAR-Agonist 10 nM Sigma Aldrich 

TGF-β1 TGFß Ligand 10 ng/ml R&D Systems 

BMP4 BMP Ligand 25 ng/ml R&D Systems 
Tabelle 2: Rekombinante Proteine und Inhibitoren 

 

 

 

• Chondrogenes Medium (Gr.1)

• Hypertrophes Medium (Gr.2)
Chondrogenes 

Medium

• Chondrogenes Medium (Gr.3)

• Hypertrophes Medium (Gr.4)

Chondrogenes 
Medium + RA

• Chondrogenes Medium (Gr.5)

• Hypertrophes Medium (Gr.6)
Chondrogenes 

Medium + BMS349

• Hypertrophes Medium + RA (Gr.7)

• Hypertrophes Medium + BMS349 (Gr.8)

Chondrogenes 
Medium

Tag 1-14  

Tag 14 

Tag 15-28  

Tag 28 
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3.1.2 Primers  
 

Die Primer wurden von Eurofins synthetisiert, aufgereinigt und lyophilisiert. Es 

wurden Standardlösungen mit 100 µM (100 µmol/µl) hergestellt und bei -80° C 

gelagert. Die folgenden Primer wurden verwendet.  

 

Tabelle 3 : In der PCR verwendete Primer und Konzentrationen 

 

3.1.3 Antikörper 
 

Antigen Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung 

Kollagen 

Typ I 

Mouse anti-

Kollagen Typ I 

(Sigma Aldrich) 

1: 200 Biotin-SP-conjugated 

AffiniPure Goat-anti- 

Mouse  

(Jackson 

ImmunoResearch) 

1:100 

Kollagen 

Typ II 

Mouse anti-

Kollagen Typ II 

(Calbiochem) 

1:100 Biotin-SP-conjugated 

AffiniPure Goat-anti- 

Mouse  

(Jackson 

ImmunoResearch) 

1:100 

Gene Primersequenz (forward) Primersequenz (reverse) Konzentration 

PSMB4 GCTTAGCACTGGCTGCTTCT GGACATGCTTGGTGTAGCCT 200 nM 

COL1A1 ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC 200 nM 

COL2A1 GGGCAATAGCAGGTTCACGTA TGTTTCGTGCAGCCATCCT 200 nM 

COL10A1 CCCTCTTGTTAGTGCCAACC AGATTCCCAGTCCTTGGGTCA 200 nM 

MMP13 GACTGGTAATGGCATCAAGGGA CACCGGCAAAAGCCACTTTA 200 nM 

Sox9 ACACACAGCTCACTCGACCTTG AGGGAATTCTGGTTGGTCCTCT 200 nM 

Runx2 ATACCGAGTGACTTTAGGGATGC AGTGAGGGTGGAGGTAAGAAG 200 nM 
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Kollagen 

Typ X 

Mouse anti-

Kollagen Typ X 

(Quartett 

Immunodiagnostika 

und Biotechnologie 

GmbH) 

1:20 Biotin-SP-conjugated 

AffiniPure Goat-anti- 

Mouse  

(Jackson 

ImmunoResearch) 

1:100 

MMP13 Rabbit anti-MMP13 

(Abcam) 

1:100 Biotin-SP-conjugated 

AffiniPure Goat-anti- 

Rabbit  

(Jackson 

ImmunoResearch) 

1:500 

Smad2 Smad2 (D43B4, 

Rabbit)            (Cell 

Signaling 

Technology) 

1: 200 Stabilized Peroxidase 

Conjugated Goat 

Anti-Rabbit (Thermo 

Scientific) 

 

1:100 

Phospho 

-Smad2 

Phospho-Smad2 

(Ser465/467, 

Rabbit)             

(Cell Signaling 

Technology) 

1:100 Stabilized Peroxidase 

Conjugated Goat 

Anti-Rabbit (Thermo 

Scientific) 

1:100 

Phospho-

Smad3 

Phospho-Smad3 

(Ser423/425, 

Rabbit)             

(Cell Signaling 

Technology) 

1:20 Stabilized Peroxidase 

Conjugated Goat 

Anti-Rabbit (Thermo 

Scientific) 

1:100 

Smad3 

 

Anti-Smad3 

(phospho 

S423+S425) 

antibody (Rabbit) 

(Abcam) 

1:1000 Stabilized Peroxidase 

Conjugated Goat 

Anti-Rabbit (Thermo 

Scientific) 

1:500 
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Phopho- 
β-
Catenin 

Phopho-β-Catenin 
(Ser 675, Rabbit) 

(Cell Signaling 

Technology) 

1:1000 Stabilized Peroxidase 

Conjugated Goat 

Anti-Rabbit (Thermo 

Scientific) 

1:1000 

β-
Catenin 

β-Catenin (6B3, 
Rabbit) (Cell 

Signaling 
Technology) 

1:1000 Stabilized Peroxidase 

Conjugated Goat 

Anti-Rabbit (Thermo 

Scientific) 

1:1000 

β-Actin Anti-beta Actin 
antibody (ab8227, 
Rabbit) (Abcam) 

1:20.000 Stabilized Peroxidase 

Conjugated Goat 

Anti-Rabbit (Thermo 

Scientific) 

1:1000 

Tabelle 4: Für Immunhistochemie und Western Blot Analyse verwendete Antikörper und 
Verdünnungen 

 

3.1.4 Kits 
 

Name Applikation Firma 

Alkalische Phosphatase 
Kit 

ALP-Färbung Sigma Aldrich 

Vector Elite Standard Kit Histologie Roth 

RNeasy Mini Kit RNA Isolierung und DNA 
Verdau 

Quiagen 

Quant-it PicoGreen 
dsDNA-Kit 

DNA-Bestimmung Invitrogen 

Transcriptor First Strand 
cDNA Synthese Kit 

cDNA-Synthese Roche 

Brilliant SYBR Green 
QPCR Master Mix  

Real-Time-PCR Agilent Technologies 

Dura-Kit (Super Signal 
West Dura Stable 
Peroxide Buffer + 
S.S.W.D Enhancer 
Solution)  

Western Blot Analyse Thermo Scientific 

Re-blot Plus Stripping der Western Blot 
Membrane 

Millipore 

Tabelle 5: Liste der verwendeten Kits 



46 
 
 

 

 

3.1.5 Puffer und Lösungen 
 

TRIS-Puffer 0.2M 

24.228g TRIS base (Roth) 

In 900ml 𝐻2O lösen 

Mit HCl pH auf 7.0 einstellen 

Mit 𝐻2O auf 1l auffüllen 

 

Waschpuffer 

780ml TRIS 0.2M (Roth) 

2220ml 𝐻2O 

24,96g NaCl (Merck) 

mit 𝐻2O auf 3l auffüllen 

 

Pepsin-Andaulösung 

1mg Pepsin gelöst in 1ml McIlvaine-Puffer pH 3.6  

 

McIlvaine-Puffer 

Lösung A: 21g Zitronensäure 0.1M ad 1l A.d. (Roth) 

Lösung B: 35.6g Na2HPO4m0.2M ad 1l A.d. (Merck) 

67.8ml Lösung A + 32.2ml Lösung B, bei pH 3,6 

 

ABC-Komplex (Vector Elite Standard Kit, Roth) 

2,5ml TRIS-Puffer 0.1M (pH 7,0) 

+ 1 Tropfen Lösung A = 40 µl 

+ 1 Tropfen Lösung B =40 µl 

30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren 
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Blockingpuffer 

120ml TRIS 0.2M (Roth) 

2400mg NaCl (0.8%) (Merck) 

60ml TritonX100 (0.8%) (Sigma Aldrich) 

60ml A.d. 

Wurden zu je 8ml in 15er Falcon aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Nach Bedarf auftauen und je Falcon 1ml FCS und 1Ml Ziegenserum (Sigma Aldrich) 
hinzugeben 

 

m-PBS-Puffer 

Gebrauchslösung 1+9 mit A.d. verdünnen 

47,2g K2HPO4 x 3 𝐻2O (Merck) 

6.6g NaH2PO4 x 𝐻2O (Merck) 

36.0 g NaCl (Merck) 

Ad 500ml A.d. 

pH zwischen 7.0 und 7.4 

 

DAB-Stammlösung (Kit) (Sigma Aldrich) 

Lösung A: 50mg BSA in 25ml A.d. lösen 

Lösung B: 250mg DAB in 25ml A.d. lösen 

Lösung A und B zu gleichen Teilen gemischt, in Eppendorf Cups aliquotiert (1ml) und 
bei -20°C gelagert. 

 

Ni/Co-Stammlösung  

Lösung A:  NiCl2 100mg (Sigma Aldrich) 

        CoCl2 5mg (Sigma Aldrich) 

            𝐻2O 5ml 

Lösung B: BSA 10mg (Sigma Aldrich) 

        𝐻2O 5ml 
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Lösung A und B zu gleichen Teilen gemischt, in Cups (240µl pro Cup) aliquotiert und 
bei -20°C gelagert 

 

DAB-Arbeitslösung 

m-PBS (0.1M)   9000µl 

DAB Stammlösung  1000µl 

Ni/Co Stammlösung 240µl 

H2O2 30%   6µl 

H2O2 erst kurz vor dem Aufbringen auf den Objektträger hinzufügen. 

 

Gelatinelösung 

𝐻2O         550ml 

Gelatine (Sigma Aldrich)     0,075g 

Chromalaun Chrom (III) Kaliumsulfatdecahydrat  0,05g 

(Omikron, Neckarwestheim)   

Glutaraldehyd (Sigma Aldrich)    125µl 

 

Phosphatpuffer 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck)   10,2M 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Merck)   0,2M 

 

DMMB-Lösung (Sigma Aldrich) 

180mg 1,9 Dimethyl-methylen-blue     

In 5ml abs. Ethanol lösen 

+ 2ml Ameisensäure 

+2ml Natriumformat 

Ad 1l A.d, pH 3,0 

 

AP-Puffer 

1,5 M TRIS, pH 9.0 (Roth) 
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+1 mM MgCl (Sigma Aldrich) 

+1 mM ZnCl (Sigma Aldrich) 

 

Substrat 

4mg/ml p-N-phenolphosphat (Sigma Aldrich) 

 

Papainpuffer 

0.726 mg/ml 6mM L-Cystein (Sigma Aldrich) 

2.234 mg/ml Na2EDTA (Sigma Aldrich) 

150 µg/ml Papain (Sigma Aldrich) 

Dulbecco’s PBS (Sigma Aldrich)  

pH 6.0 

 

Quant-it PicoGreen dsDNA-Kit (Invitrogen): 

Substrat PicoGreen (Komponente A) 

TE-Puffer 20x (Komponente B) 

200mM EDTA 

200mM Tris-HCl 

1x Puffer hergestellt mit dest. Aqua, pH 7.5 

Lamda-DNA-Standard (Komponente C) 

100 µg/ml in TE gelöst 

 

Ureapuffer 

46,46g 6M Urea ad 100ml (Merck) 

2,0g 2% SDS ad 100ml (Roth) 

In 10 ml SDS/Urea Lösung 

1 Tablette Phosphostop (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) 

1 Tablette Complete Mini (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) 
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Mops SDS Laufpuffer (20x) 

50 mM MOPS (Roth) 

50 mM Tris Base (Roth) 

0.1% SDS (Roth) 

1mM EDTA (Roth) 

pH 7,7 

 

NuPage Transfer Puffer (20x) 

25 mM Bicine (Roth) 

25 mM Bis-Tris (free base) (Roth) 

1 mM EDTA (Roth) 

pH 7,2 

 

TBST Waschpuffer (1x) 

25 mM Tris Base (Roth) 

150 mM NaCl (Merck) 

0.1% TWEEN (Sigma Aldrich) 

pH 7,5 

 

3% BSA-Blockingpuffer 

In 50ml TBST 1,5 g Albumin Fraktion V (Roth) lösen 

Vortexen und steril filtrieren 

 

Milchpulver 

In 50ml TBST Milchpulver (Roth) lösen 

Vortexen und steril filtrieren 

 

SDS-Page Bis – Tris – 4-12% Nupage (1.0mm x 15 well) 
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3.1.6 Zellen 
 

Es wurden humane mesenchymale Stammzellen (MSCs) aus dem Knochenmark 

(Beckenkamm) dreier männlicher Patienten im Alter zwischen 20 und 40 Jahren 

verwendet. 

 

3.1.7  Zellkultur Medien 
 

Proliferationsmedium 

Dulbecco‘s modified Eagle‘s medium (DMEM) low glucose (Gibco 

Invitrogen,Deutschland) versetzt mit 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco Invitrogen) 

und 10% fetalem Kälberserum (PAN Biotech GmbH) 

Differenzierungsmedium 

Chondrogenes Medium: 

• DMEM high glucose (Gibco Invitrogen) 

• + 1% ITS+3 (Sigma Aldrich) 

• + 50 μg/ml Ascorbinsäure (Sigma Aldrich) 

• + 40 μg/ml L-Prolin (Sigma Aldrich) 

• + 100 nm Dexamethason (Sigma Aldrich) 

• + 10 ng/ml TGF-β1 (R&D Systems) 

 

• + 10 nM all trans – Retinsäure (Sigma Aldrich) 

• + 2 µM BMS439 (Sigma Aldrich) 

Hypertrophes Medium: 

• DMEM high glucose (Gibco Invitrogen) 

• + 1% ITS+3 (Sigma Aldrich) 

• + 50 μg/ml Ascorbinsäure (Sigma Aldrich) 

• + 40 μg/ml L-Prolin (Sigma Aldrich) 
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• + 25 ng/ml BMP4 (R&D Systems) 

 

• + 10 nM all trans – Retinsäure (Sigma Aldrich) 

• + 2 µM BMS439 (Sigma Aldrich) 

 

3.2 Methoden 
 

3.2.1 Zellkultur 
 

3.2.1.1  Isolierung mesenchymaler Stammzellen 

 

Für die durchgeführten Experimente wurden mesenchymale Stammzellen aus dem 

Knochenmark dreier männlicher Patienten im Alter zwischen 20 und 40 Jahren 

verwendet, die ihnen im Rahmen einer Beckenkammoperation zur Zellentnahme 

entnommen worden waren. Das positive Votum der Ethikkommission sowie die 

Einverständniserklärung der Patienten lagen zum Zeitpunkt der Entnahme vor. 

Für die Isolierung und Aufbereitung der mesenchymalen Zellen wurden diese 

zunächst in einer verdünnten Heparinlösung zur Gerinnungshemmung bei 4° C 

gelagert und anschließend mit der Ficoll-Gradienten Methode (Biochrom) 

aufgereinigt. 

Dazu wurde das entnommene Knochenmark in einem Verhältnis 1:5 mit einem 

Proliferationsmedium gemischt und anschließend über die Ficoll-Lösung (Biochrom) 

in ein 50 ml Falcon-Röhrchen aufgebracht. Durch eine 35-minütige Zentrifugation des 

Falcon-Röhrchens bei 1680 U/min wurden mononukleäre Zellen am Übergang des 

dünnflüssigen Aspirats zur Ficoll-Lösung gesammelt, während Erythrozyten und reife 

Granulozyten einen Bodensatz bildeten. Die mononukleäre Zellfraktion, welche die 

mesenchymalen Zellen (Dichte 1,077 g/ml) enthält, konnte anschließend durch 

Abpipettieren der milchigen Phase entnommen werden, um sie im frischen Medium 

zu resuspendieren und erneut für 10 Minuten bei 1000 U/min zu zentrifugieren. Der 
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Überstand wurde verworfen, das Zellpellet mit frischem Proliferationsmedium 

vermischt und die Zellen bei -80° C kyroasserviert. 

        

   Abbildung 8: PBMC Isolation mit Lymp (Quelle: PBMC Isolation using Lymphoprep 2018) 

 

3.2.1.2  Vitalitätstest mit Trypanblau und Zellzählung 

 

7 Cups à 5 Millionen Zellen (P0-Passage, bis 70% Konfluenz vorexpandiert) wurden 

aufgetaut, sodass sichergestellt war, dass am Ende, trotz Apoptose, die für den 

Versuch benötigten 27 Millionen Zellen übrigbleiben. Die Zellsuspension wurde im 

Verhältnis 1:10 in Proliferationsmedium aufgenommen. Anschließend wurden 20 µl 

der resuspendierten Zellen mit 20 µl 5%-Trypanblau vermischt. Lediglich 

abgestorbene und perforierte Zellen nehmen den Farbstoff auf, sodass in der 

Neubauer- Zählkammer eine prozentuale Bestimmung der Zahl avitaler Zellen 

möglich war. 
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Gleichzeitig wurden die lebenden Zellen ausgezählt. Die genaue Zellzahl errechnet 

sich folgendermaßen: 

 

3.2.1.3  Zellexpansion 

 

Pro 75 𝑐𝑚3 Kulturflaschen wurden ca. 300.000 Zellen ausgesät. Die Zellexpansion 

erfolgte mit 15 ml Proliferationsmedium pro Flasche in einem Brutschrank bei 37°C, 

5% 𝐶𝑂2- Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit. Alle 3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. 

Nach einer zweiwöchigen Proliferationsphase erreichten die Zellen eine Konfluenz, 

wurden abtrypsiniert und anschließend wurden Pellets angesetzt. 

 

3.2.1.4  In vitro-Chondrogenese und Induktion der Hypertrophie 

 

Das Proliferationsmedium wurde aus den Zellkulturflaschen entfernt und der 

Zellrasen mit sterilem PBS Dulbecco (Sigma Aldrich) gespült. Zum Ablösen der 

Zellen wurden 3 ml Trypsin/EDTA (Sigma/Aldrich) pro Flasche hinzugefügt und etwa 

2-5 Minuten erneut in den Brutschrank gegeben. Das Ablösen wurde mikroskopisch 

überprüft sowie durch vorsichtiges Beklopfen des Flaschenbodens gefördert. Mit 5 ml 

Proliferationsmedium wurde die Wirkung des Trypsins abgestoppt, die 

Zellsuspension in 50er Falcons gesammelt und für 10 Minuten bei 1000 U/min 

abzentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in ein 

Differenzierungsmedium ohne Zusätze aufgenommen. Erneut wurde die Zellzahl mit 

Σ Zellzahl aller Quadrate / 4 = Mittelwert der Zellzahl/Quadrat 

 Mittelwert der Zellzahl eines Quadrates x 10^4 (Kammerfaktor) x 2 

(Verdünnung)= Zellen/ml 

 Zellen/ml x Volumen der Zellsuspension = Gesamtzellzahl 
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der Neubauer-Zählkammer bestimmt (s. 1.1.2), bei 1000 U/min abzentrifugiert und 

der Überstand abgesaugt. 

Für die chondrogene Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen wurde das 

in-vitro Chondrogenese-Modell, etabliert von Johnstone et. al (1998), verwendet. 

Hierfür wurde die Zellzahl auf 200.000 Zellen pro 300 µl mit chondrogenem Medium 

plus Zusätzen (Differenzierungsmedium) eingestellt und in V-Boden 96-Well-Platten 

(Nalge Nunc Int. Corp., Rochester,NY, USA) ausgesät.  

Nach einer 5-minütigen Zentrifugation bei 2000 U/min wurden die Platten für 28 Tage 

bei 37°C mit 5% 𝐶𝑂2-Gehalt in wasserdampfgesättigter Atmosphäre inkubiert. Der 

Mediumwechsel erfolgte bei den nun entstandenen Aggregaten alle 2 Tage. 

Für die ersten 14 Tage erfolgte eine Prädifferenzierung mit reinem chondrogenem   

Differenzierungsmedium, danach wurde bei gewissen Gruppen auf das hypertrophe 

Differenzierungsmedium umgestellt (s. Tabelle 1). 

An Tag 1, Tag 14 und Tag 28 erfolgte die Entnahme von Aggregaten für Histologie, 

Immunhistochemie und PCR-Messung, sowie von Mediumüberstand für die ALP-

Aktivitätsmessung, worauf in den folgenden Kapiteln noch detaillierter eingegangen 

wird.  

 

3.2.2 Histologie und Immunhistochemie 
 

3.2.2.1  Entnahme und Fixierung der Pellets 

 

Für die histologische und immunhistologische Analyse wurden Aggregate von Tag 14 

und Tag 28 verwendet. Das Medium wurde verworfen, die Aggregate wurden für eine 

Stunde mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert. Nach einer 60minütigen Waschung in 

0.1M Phosphatpuffer erfolgte die Inkubation in einer konzentrationsaufsteigenden 

Saccharose-Reihe (10%,20%,30% in 0,1 M D-(+)-Saccharose (Roth, Karlsruhe) in 

0.1M Phosphatpuffer); pro Konzentrationsstufe für mindestens eine Stunde. Zuletzt 
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wurde die 30%ige Saccharose-Lösung bis auf einen kleinen Überstand entfernt, den 

Cups (SafeSeal Gefäß) wurden ca. 500 µl Tissue Tek (Sakura, Deutschland) 

hinzugefügt und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 

Aggregate in reinem Tissue Tek (Sakura, Deutschland) eingebettet und in flüssigem 

Stickstoff eingefroren. Aus den entstandenen Blöcken wurden mithilfe des Microm 

HM 500 Cryotom (Microm, Deutschland) 10µm dicke Gefrierschnitte auf mit Gelatine 

beschichtete Objektträger aufgetragen. 

 

3.2.2.2  DMMB-Färbung 

 

DMMB (1,9 Dimethyl-Methylen-Blue) ist ein kationischer Farbstoff, der spezifisch an 

sulfatierte Glykosaminoglykane mit einer Absorption von ca. 525 nm bindet. Er wird 

zur Quantifizierung unter anderem von Chondroitinsulfaten, Keratin- und 

Heparinsulfaten verwendet. Die Gefrierschnitte wurden zunächst für 5 Minuten in 

Aqua destillatum (A.d.) gestellt, um das restliche Tissue Tek auszuwaschen, und 

anschließend für 10 Minuten direkt in 0,1%iger DMMB-Lösung inkubiert. Nach einem 

zweimaligen Waschen mit A.d. begann die Dehydrierung in einer aufsteigenden 

Alkoholreihe (2x 5Min. in 96% Isopropanol, 2x 5Min. in 100% Isopropanol, 2x 10Min. 

in Xylol), die Präparate wurden mit DePex-Lösung (Serva Electrophoresis GmbH, 

Deutschland) eingedeckelt und mikroskopisch untersucht. 

 

3.2.2.3  Alkalische-Phosphatase (ALP)-Färbung 

 

Die Schnitte wurden zunächst für 5 Minuten in 𝐻2O inkubiert und anschließend mit 

einem ALP-Färbe-Kit von Sigma angefärbt. Hierfür wurden 1ml Na-Nitrit-Lösung mit 

1 ml FBB-Alkaline-Lösung für 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin 

wurden 45 ml Miliporewasser, sowie 1ml Naphtol-AS-BI Alkaline Lösung 

hinzugegeben, die fertige Färbelösung auf die Schnitte pipettiert und für 15 Minuten 

im Dunkeln inkubiert. Nach einem 2minütigen Waschen der Schnitte in A.d. erfolgte 
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eine Gegenfärbung mit Neutral Red Solution für 2 Minuten, bevor die Schnitte erneut 

in A.d. gewaschen wurden. Nach kurzem Antrocknen wurden die Schnitte in Karion 

(Sigma Aldrich) abgedeckt und mikroskopisch untersucht. 

 

3.2.2.4  Immunhistochemie 

 

Für die immunhistochemische Analyse wurden die Schnitte zunächst für 10 Minuten 

im Waschpuffer rehydriert, anschließend zur Blockierung der endogenen Peroxidase 

in 10% H2O2/ Methanol in PBS inkubiert und daraufhin erneut im Waschpuffer 

gespült. 

Für die Immunhistochemie von Collagen I und II wurden die Schnitte 15 Minuten mit 

der Pepsin-Andaulösung verdaut und daraufhin 3x im Waschpuffer gewaschen. 

Für die Immunhistochemie von Collagen X und MMP13 erfolgte zunächst eine 

60minütige Inkubation mit 0,2% Hyaluronidase bei 37°C, bevor (nach erneutem 

Waschen) die Schnitte ebenfalls mit der Pepsin-Andaulösung für 12 Minuten verdaut 

wurden. Anschließend wurden die Schnitte 3x im Waschpuffer gespült. 

Bei allen Schnitten (Collagen I, II, X, MMP13) wurde für 60 Minuten Blockingpuffer 

hinzugegeben, bevor über Nacht bei Raumtemperatur die Inkubation mit dem 

Primärantikörper erfolgte. Lediglich die Negativkontrollen erhielten keinen 

Primärantikörper. 

Am nächsten Tag erfolgte nach einem 3maligen Waschen der Präparate eine 

einstündige Inkubation mit dem Sekundärantikörper. Nach erneutem Waschen 

wurden die Schnitte für 90 Minuten mit der ABC-Lösung (welche zuvor für 30 

Minuten inkubiert worden war) behandelt, erneut gewaschen und mit DAB entwickelt. 

Die Schnitte wurden in 𝐻2O gewaschen, mittels aufsteigender Alkoholreihe (2x 5Min. 

in 96% Isopropanol, 2x 5Min. in 100% Isopropanol, 2x 10Min. in Xylol) entwässert 

und abschließend mit Deckglas und DePex abgedeckt. 
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3.2.2.5  Mikroskopie 

 

Die Bilder der Schnitte wurden mittels folgender Mikroskope untersucht und 

fotografiert: Nicon Eclipse TE2000-U, Olympus BX 61 

 

3.2.3 Aktivitätsmessung der Alkalischen Phosphatase 
 

Für die Messung der Alkalischen-Phosphatase-Aktivität wurden jeweils an Tag 14 

und Tag 28 auf Eis 150 µl des 2-Tage alten Mediumüberstands entnommen, in eine 

96-well-V-Platte überführt und bei 2000 U/min für 10 Minuten abzentrifugiert. In eine 

96-Well-Flachbodenplatte wurden nun 100µl des Überstandes pipettiert und mit 

100µl Substratlösung vermischt. Als Nullwert für die Messung fungierte reines DMEM 

4,5 g/l High Glucose. Die Messung erfolgte mit dem Microplate Reader Tecan Genios 

(6Tecan, Männedorf, CH) bei einer Absorption von 405 nm im Kinetik-Intervall von 5 

Minuten über eine Messdauer von insgesamt 2 Stunden. Die ALP-Aktivität, welche 

auf die Transformation von p-nitrophenyl-Phosphat in p-nitrophenol und 

inorganisches Phosphat zurückzuführen ist, wurde densitrometrisch durch die 

Absorbanzveränderung bei 405 nm gemessen. Anhand der Steigung der linearen 

Kurvenanteile ließ sich die enzymatische Aktivität der Alkalischen Phosphatase in 

den einzelnen Gruppen errechnen. 

 

3.2.4 Glykosaminoglykangehalt und DNA-Bestimmung 
 

3.2.4.1  Papain-Verdau 

 

Für die spätere Bestimmung des DNA- und GAG-Gehalts wurde zunächst ein 

Papain-Verdau durchgeführt. 
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Die Aggregate von Tag 1, Tag 14 und Tag 28 wurden aufgetaut und die Aggregate 

von Tag 14 und Tag 28 pro Gruppe zum besseren Verdau auf zwei Cups aufgeteilt. 

Pro Aggregat wurde 50 µl Papainpuffer hinzugefügt 

Als Standardvorhaltung diente Chondroitinsulfat A (40 mg/ml) (Sigma Aldrich), 

welches ebenfalls mit Papain verdaut wurde. Anschließend wurde eine 

Verdünnungsreihe mit 7 Standards hergestellt (80,40,20,10,5,2.5,1 µg/ml; 

Verdünnung erfolgte mit Papain-Puffer ohne Papain). 

Die Aggregate wurden über Nacht bei 60°C inkubiert und anschließend kurz 

anzentrifugiert. 

 

3.2.4.2  Glykosaminoglykan-Gehalt 

 

Bevor eine endgültige Bestimmung des GAG-Gehalts möglich war, mussten die 

Proben zunächst vorverdünnt werden. Die Vorverdünnung erfolgte mit dem 

Papainpuffer, der bereits zum Verdau verwendet worden war, jedoch ohne Zugabe 

von Papain. Nach Zugabe einer DMMB-Lösung ließ sich anhand des 

Farbumschlages von blau nach violett der geeignete Verdünnungsfaktor für jede 

Probe finden, sodass die Werte alle auf einer Standardkurve lagen. Der jeweils 

unterschiedliche Verdünnungsfaktor wurde bei der rechnerischen Auswertung 

beachtet. In einer 96-Well-Flat-Cell Tissue Culture Platte wurden 25 µl jedes 

Standards bzw. jeder Probenverdünnung vorgelegt, anschließend wurden 200 µl 

DMMB-Lösung hinzugefügt. Die Messung mit dem Microplate Reader Tecan Genios 

(Tecan, Männedorf, CH) erfolgte bei 575 nm, als Nullwert diente der Papainpuffer 

ohne Papain. 
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3.2.4.3  DNA-Bestimmung 

 

Für die Verdünnungsreihe wurde λ-DNA aus dem Kit linear mit TE-Puffer 1:2 

verdünnt, ausgehend von 2 µg/ml Anfangskonzentration. 

Die zuvor mit Papainpuffer behandelten Proben wurden 1:15 mit TE-Puffer verdünnt.  

In einer 96-WellFlat-Cell Tissue Culture Plate wurden100 µl der verdünnten Proben 

mit 100 µl des Substrat PicoGreen, welches vorher 1:200 mit TE-Puffer vorverdünnt 

wurde, gemischt und kurz inkubiert. Als Nullwert fungierte der reine TE-Puffer. Die 

Messung erfolgte mit dem Microplate Reader Tecan Genios fluorometrisch, wobei 

480 nm als Immission und 520 nm als Emission verwendet wurden. 

 

3.2.5 Analyse der Genexpression 

 

3.2.5.1  RNA-Isolierung  

 

Am Tag 1, Tag 14 und Tag 28 wurden pro Gruppe 10 Aggregate in ein Cup gepoolt. 

Zur Lyse der Zellen und Inaktivierung der RNasen und anderer Enzyme wurden pro 

Cup 6 Keramikbeads und 900µl Quiazol (Qiagen) hinzugefügt, welches Phenol enthält, 

sodass zusätzlich eine Lösung der RNA gefördert wurde. Die Homogenisierung 

erfolgte im auf 4°C gekühlten Precelly (Power Gen 1000, Fischer Scientific). 

Extraktion und Phasentrennung: 

o Überstand in einen neuen Cup überführen; Dissoziation für 30 Min bei 

Raumtemperatur 

o Zugabe von 100 µl gDNA-Eliminator Solution (Quiagen), 15 Sekunden per 

Hand schütteln 

o Zugabe von 180 µl Chloroform, 15 Sekunden schütteln 

o 5 Min Inkubation bei Raumtemperatur 

o Zentrifugation bei 12000 U/min für 15 Minuten bei 4°C in der Zentrifuge 
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In der oberen wässrigen Phase befindet sich nun die RNA, während sich in der 

unteren Chlorformphase Proteine ansammeln. 

RNA-Präzipitation: 

o Überführung der wässrigen Phase (ca. 700µl) in ein neues Cup 

o Zugabe von 700 µl 70% Ethanol, vorsichtiges Mischen 

o Zentrifugation bei 8000 U/min für 1 Minute bei Raumtemperatur 

o 1x Wiederholen 

Durch die Matrix aus Kieselgel kommt es zu einer Adsorption der DNA. 

Reinigung: 

o Zugabe von 700 µl RWT, Zentrifugation bei 80000 U/min für 1 Min 

o Der Durchfluss wird verworfen, Zugabe von 500 µl RPE, erneute 

Zentrifugation bei 8000 U/min für 1Min 

o Durchfluss verwerfen, Zugabe von 500 µl RPE, Zentrifugation bei 8000 

U/min für 1Min 

o Säulchen in ein neues Auffang-Cup stellen und nochmals 2 Minuten 

zentrifugieren bei 12000 U/min 

Hierdurch wurden durch Denaturierung und anschließende Auflösung Proteine 

entfernt, die an der DNA hingen, während die DNA selbst an der Matrix gebunden 

bleibt. 

Elution: 

o Säulchen in neues Eppendorf Cup mit 50 µl DEPC-Wasser eluieren 

o 5 Minuten Inkubation 

o Zentrifugation bei 12000 U/min für 2 Min 

Anschließend wurde die RNA-Konzentration mit dem Picodrop-Messgerät (Biozym) 

gemessen. 
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3.2.5.2  cDNA-Synthese 

 

Mit dem Transcriptor First Strand cDNA Synthese Kit (Roche) wurde anschließend 

0,5 µg RNA in cDNA umgeschrieben. Dies geschah in folgenden Schritten: 

o 0,5 µg total RNA 

o 1 µl anchored oligo(dT) Primer 

o Ad 12 µl DEPC-H2O 

o 10 Min. RNA Denaturierung bei 65°C 

o Proben sofort auf Eis und kurz anzentrifugieren 

 

Zugabe von: 

o 4 µl Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer 

o 0,5 µl RNAse Inhibitor 

o 2 µl dNTP-Mix 

o 0,5 µl Transcriptor Reverse Transcriptase 

o Vorsichtig mischen und anzentrifugieren 

o Inkubation bei 50°C für 60 Minuten 

o Inaktivierung bei 85°C für 5 Minuten, anschließend Reaktion abstoppen auf 

Eis 

Die Proben wurden für weitere Messungen eingefroren. 

 

3.2.5.3  Real-Time PCR 

 

Die Genexpressionsanalyse erfolgte mit Hilfe des CFX96 Real Time PCR Detection 

System (Biorad, Deutschland).  

Zunächst wurde aus den Proben eine Arbeitsverdünnung 1:50 mit DEPEC-𝐻2O 

hergestellt. 
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Zur Herstellung des Standards wurden 5 µl jeder Probe in ein Cup gepoolt und im 

Verhältnis 1:4 mit DEPEC−𝐻2O gemischt. Als Leerwert diente reines DEPEC-𝐻2O. 

Als Housekeeping Gen fungierte PSMB4 (Proteasome subunit beta type-4), auf das 

die Expression der restlichen Gene mittels der delta-Ct Methode normiert wurde. 

Pro Well erfolgte mit dem Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent 

Technologies) ein Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 µl. 

10 µl Sybr Green Mastermix 

0,2 µl Primer forward 

0,2 µl Primer reverse 

4,6 µl𝐻2 O 

+5 µl cDNA Arbeitsverdünnung 

Die Proben inklusive des Standards und des reinen DEPEC-𝐻2O wurden als 

Triplikate in eine 96-Well-PCR-Platte pipettiert. Jede PCR lief mit dem gleichen 

Programm: 

1. Initiale Denaturierung für 10 Minuten bei 90°C 

2. 40 Zyklen:  -     Denaturierung bei 95°C für 10 Sekunden 

- Annealing und Elongation bei 60° für 30 Sekunden 

 

3.2.6 Protein-Analyse 
 

3.2.6.1  Western Blot Analyse 

 

An Tag 1, Tag 14 und Tag 28 erfolgte die Entnahme von 10 Aggregaten pro Gruppe, 

welche in einem Cup gepoolt, mit PBS gespült und bei -80°C kyroasserviert wurden.  

Nach dem Auftauen wurden je Cup 6 silanisierte 2 mm große Keramikbeads sowie 

400 µl Ureapuffer hinzugefügt und anschließend homogenisiert (Power Gen 1000, 

Fischer Scientific). Nach kurzem Anzentrifugieren wurden die Proben für 4 Stunden 

bei 4°C in den Rotator gestellt. Nach einer Zentrifugation bei 14.000 U/min für 5 
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Minuten wurde der Überstand abgenommen und die Proteinmenge mit Hilfe des 

Biorad DC-Assay bestimmt. 

Für die Proteinbestimmung wurden die Proben 1:2 mit PBS verdünnt. Als Standard 

diente Albumin aus BSA (2 mg/ml), welches 1:2 mit 6 M Urea/2%SDS gemischt 

wurde. Für die Standardverdünnungsreihe wurde der Standard, ausgehend von einer 

Anfangskonzentration von 2 mg/ml, linear im Verhältnis 1:2 weiter verdünnt. 

In einer 96-well-Platte wurden je 5 µl des Standards bzw. der Probe vorgelegt und 

anschließend wurden 25 µl des Reagens A/S (1 ml Reagens A + 20 µl S) plus 200 µl 

des Reagens B hinzugefügt. Nach einer 15minütigen Inkubationszeit erfolgte die 

Messung mit Hilfe des Microplate Reader Tecan Genios bei 650nm. 

Zur Gelelektrophorese wurde eine SDS-Page Bis-Tris-2-12% Nupage Trägermatrix 

mit jeweils gleichen Mengen Protein (10µg) beladen und bei 100V für 2h in 

Proteinbanden aufgetrennt. 

Der Proteintransfer erfolgte vom Gel auf eine Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Membran 

bei 100V für 2h. 

Anschließend wurde die Membran für 15 Minuten im Waschpuffer gewaschen und für 

eine Stunde mit 3% BSA-Blockingpuffer geblockt. Über Nacht erfolgte die Inkubation 

mit dem Primärantikörper. 

Am nächsten Tag wurde die Membran nach einem dreimaligen 15minütigen 

Waschvorgang für eine Stunde mit dem Sekundärantikörper inkubiert und danach 

erneut dreimal für je 15 Minuten gewaschen. 

Für die Lumineszenz-Detektion wurde das Dura-Kit (Super Signal West Dura Stable 

Peroxide Buffer + S.S.W.D Enhancer Solution) (Thermo Scientific) verwendet. 

Mithilfe des ChemiDoc™ MP Imaging System (170-8280) erfolgte die Entwicklung. 

Für das Strippen wurde Re-Blot Plus Mild Solution (Merck) verwendet; dabei wurde 

nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Alle Versuchsschritte erfolgten bei 

Raumtemperatur. 
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3.2.7 Statistische Analyse 
 
Die Experimente enthalten Material von drei Spendern. Daten der PCR, ALP-

Aktivitätsmessung und GAG-Analyse wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung 

beschrieben. Für die Signifikanz-Analysen wurde der One Way ANOVA-Test in 

Kombination mit dem Tukey Post-Hoc-Test bei einem Signifikanzniveau von p<0.05 

verwendet.  
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Charakteristische Differenzierung von hMSC’s unter 

chondrogenen und hypertrophen Bedingungen 
 

Mithilfe des in vitro-Chondrogenese Modells nach Johnstone et. al (1998) konnte 

unter entsprechenden Bedingungen ein hypertropher Phänotyp induziert werden. Die 

chondrogenen und hypertrophen Konditionen lassen sich histologisch und auf 

Genexpressionsebene gut miteinander vergleichen. 

 

4.1.1 Histologische Analyse 
 

Unter Zugabe von BMP4 und Entzug von Dexamethason und TGF-β, konnte, im 

Vergleich zu Kontrollaggregaten, die kontinuierlich 28 Tage lang chondrogenes 

Medium erhielten, ein hypertropher Phänotyp gebildet werden. Nach 28 Tagen 

zeigten die hypertrophierten Aggregate die typischen hypertrophen morphologischen 

Kennzeichen mit vergrößerten Zellvolumen und Zelllakunen. Die chondrogen 

differenzierten Kontrollaggregate zeigten dagegen kaum Anzeichen einer 

Zellhypertrophie, sondern ähnelten stattdessen hyalinem Knorpel. In der DMMB-

Färbung zeigten die hypertrophen Aggregate eine stärkere Differenzierung mit einer 

ausgeprägten chondrogenen Matrixanfärbung (Abb. 9 B). In der ALP-Färbung waren 

unter hypertrophen Bedingungen über das ganze Aggregat verteilt ALP-positive 

blaue Zellen vorhanden (Abb. 9 D), während sich diese nur in einer geringen Anzahl 

und im Zentrum der chondrogenen Zellaggregate nachweisen ließen (Abb. 9 C). 
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Abbildung 9: Histologisches Erscheinungsbild der MSC’s Pellets (10-fache Vergrößerung) 

am Tag 28 unter chondrogenen (A, C) und hypertrophen (B, D) Bedingungen. A, B DMMB-

Färbung. C, D Alkalische Phosphatase-Färbung (blau) mit Neutralrot als Gegenfärbung. Der 

hypertrophe Phänotyp mit vergrößertem Zellvolumen sowie die ALP-Aktivität sind unter 

hypertrophen Bedingungen (B, D) stärker vorhanden als unter chondrogenen Bedingungen 

(A, C). Maßstab = 200µm. 
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Kollagen I- und Kollagen II- Färbung waren sowohl in den chondrogenen, als auch in 

den hypertrophen Aggregaten stark vorhanden (Abb. 10). 

 

Abbildung 10: Histologisches Erscheinungsbild der MSC’s Pellets (10-fache Vergrößerung) 

am Tag 28 unter chondrogenen (A, C) und hypertrophen (B, D) Bedingungen. A, B Kollagen 

I. C, D Kollagen II. Maßstab = 200µm. 

 

Im Gegensatz dazu kam es bei den immunhistochemischen Färbungen für Kollagen 

X (Abb. 11) und MMP13 (Abb. 11) zu deutlichen Unterschieden. Während die 

hypertrophen Aggregate vermehrt Kollagen X und MMP13 (Abb. 11 B, D), beides 

typische Hypertrophie-Marker, exprimierten, waren diese Marker nur sehr schwach in 

den chondrogenen Aggregaten (Abb. 11 A, C) vorhanden. 

 

A B 

C 

D C 
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Abbildung 11: Histologisches Erscheinungsbild der MSC’s Pellets (10-fache Vergrößerung) 

am Tag 28 unter chondrogenen (A, C) und hypertrophen (B, D) Bedingungen. A, B Kollagen 

X. C, D MMP13. Vermehrte Anfärbung von sowohl Kollagen X als auch MMP13 unter 

hypertrophen Bedingungen (B, C) im Vergleich zu den chondrogenen Kontrollgruppen (A, C). 

Maßstab = 200µm. 

 

4.1.2 Genexpressions-Analyse 
 

Zusätzlich zur Histologie wurde die Genexpression von Kollagen I, II, X, MMP13 

(Abb. 12), sowie der Transkriptionsfaktoren RUNX2 und SOX9 (Abb. 13) bei den 

chondrogenen und hypertrophen Aggregaten untersucht. 

Auch hier ließen sich die zuvor histologisch analysierten Ergebnisse bestätigen. 

Insgesamt war bei den chondrogenen Aggregaten eine schwache Zunahme von 

Kollagen I und Kollagen II über den Untersuchungszeitraum erkennbar. Während am 

Tag 28 jedoch histologisch für Kollagen I und Kollagen II kein deutlicher Unterschied 

A 

 

B 

C D 
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feststellbar war zwischen chondrogenen und hypertrophen Bedingungen, zeigte sich 

in der real-time-PCR-Analyse für Kollagen I ein 5-facher, statistisch signifikanter und 

für Kollagen II ein 2-facher Anstieg, hier jedoch ohne statistische Signifikanz. Für 

Kollagen X und MMP13 zeigten die hypertrophen Aggregate ebenfalls eine Zunahme 

im Vergleich zu den chondrogenen Kontrollgruppen.  

 

Abbildung 12: Genexpressionsanalyse mithilfe real-time-PCR von Kollagen I, II, X und 

MMP13, normalisiert zu Tag (d) 0 unter chondrogenen und hypertrophen Bedingungen am 

Tag (d) 28; Referenz-Gen: PSMB4 (Proteasome subunit beta type-4); N=3. Anstieg der 

Kollagen I, II, X, sowie der MMP13 Expression im Laufe der Zeit; verstärkte Expression in 

hypertrophen Gruppen, jedoch ohne signifikanten Unterschied zwischen hypertrophen und 

chondrogenen Gruppen (A-D), *p ≤ 0.05 

 

Zuletzt erfolgte auch die Analyse der Transkriptionsfaktoren RUNX2 und SOX9, 

beides entscheidende Faktoren im TGF-β-Signalweg. Hier exprimierten 

insbesondere die hypertrophen Aggregate RUNX2 mit einem signifikanten 

Unterschied zur chondrogenen Kontrollgruppe am Tag 28. In den chondrogenen 

Gruppen lässt sich im Verlauf der 28 tägigen Kulturzeit eine stetige Abnahme der 

Sox9 Expression feststellen. 
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Abbildung 13: Genexpressionsanalyse mittels real-time-PCR von RUNX2 und SOX9, 

normalisiert zu Tag 0 unter chondrogenen und hypertrophen Bedingungen am Tag 28; 

Referenzgen PSMB4; N=3. Signifikante Verstärkung der Expression von RUNX2 in den 

hypertrophen Gruppen im Vergleich zu den chondrogenen Kontrollgruppen, *p ≤ 0.05. 

Verminderte Expression von SOX9 im Laufe der Zeit in den chondrogenen Gruppen; kein 

signifikanter Unterschied zwischen hypertrophen und chondrogenen Aggregaten. 

 

4.1.3 Glykosaminoglykan-(GAG)gehalt und DNA-Bestimmung 
 

Mit Hilfe der DNA-Konzentration ließ sich die Zellproliferation an Tag 1, 14 und 28 für 

die chondrogenen Kontrollgruppen, sowie an Tag 28 für die hypertrophe Gruppe 

bestimmen. In den chondrogenen Aggregaten nahm die DNA-Konzentration bis Tag 

14 leicht ab, stieg aber in der zweiten Hälfte bis Tag 28 an. Am Ende der 4-wöchigen 

Differenzierungsphase ließ sich keine Regelmäßigkeit beim direkten Vergleich der 

hypertrophen mit der chondrogenen Bedingung erkennen (Abb. 14 B). Der 

Glykosaminoglykangehalt stieg in den chondrogenen Gruppen über den gesamten 

Zeitraum an. An Tag 28 lag der GAG-Gehalt unter hypertrophen Bedingungen höher 

als unter chondrogenen Bedingungen, jedoch ohne statistische Signifikanz (Abb. 14 

A). 
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Abbildung 14: A DNA-Gehalt und B GAG-Gehalt pro Matrix in µg an Tag 1,14 und 28 unter 

hypertrophen und chondrogenen Bedingungen; N=3.  

 

Um zu überprüfen, ob der vermehrte GAG-Gehalt nicht nur der Zunahme an Zellen 

geschuldet ist, wurde aus den Mittelwerten der drei Proben das Verhältnis von GAG-

Gehalt zu DNA-Konzentration pro Matrix errechnet. Das Ergebnis ähnelt dem reinen 

GAG-Gehalt, sodass eine Zunahme über die gesamten 4 Wochen in den 

chondrogenen Aggregaten anzunehmen ist. An Tag 28 ist nach wie vor bei der 

hypertrophen Gruppe die stärkste Konzentration an Glykosaminoglykanen zu 

verzeichnen, jedoch ohne signifikanten Unterschied (Abb. 15 A). Normalisiert man 

jedoch die Werte zur chondrogenen Kontrolle an Tag 1, so liegt ein signifikanter 

Unterschied zwischen der hypertrophen Gruppe und der chondrogenen 

Kontrollgruppe an Tag 28 vor (Abb. 15 B). 

 

Abbildung 15: A GAG-DNA-Verhältnis an den jeweiligen Entnahmetagen und B GAG-DNA-

Verhältnis, normalisiert zur chondrogenen Kontrollgruppe an Tag 1; N=3 

GAG/DNA normalisiert auf Tag 1 chon 
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4.2 Chondrogene Differenzierung unter Einfluss von 

BMS493 und RA 
 

14 Tage lang erhielten drei Gruppen reines chondrogenes Medium, eine Gruppe 

ohne zusätzliche Faktoren, und je eine Gruppe zusätzlich mit BMS493 (2µM) und RA 

(10nM). Ab Tag 14 erhielten die Zellen bis zum Ende der Kulturzeit (d28) reines 

chondrogenes Medium ohne Zusatz von BMS493 oder RA. Im Folgenden soll der 

Einfluss von RA und BMS493 auf die chondrogene Differenzierung untersucht 

werden. 

 

4.2.1 Histologische Analyse 
 

An Tag 14 ließen sich histologisch keine relevanten Unterschiede zwischen den 

einzelnen Gruppen erkennen. Überall zeigte sich in der DMMB-Färbung noch ein 

schwach ausgeprägter chondrogener Phänotyp. Während Kollagen II noch kaum 

nachweisbar war, zeigte sich Kollagen I vornehmlich im Randbereich der 

Zellaggregate. In der ALP-Färbung waren nur vereinzelt ALP-positive Zellen (blau 

angefärbt) erkennbar (Abb. 16). 
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Abbildung 16: Aggregate an Tag 14 (10-fache Vergrößerung) unter chondrogenen (A, D, G, 

J), chondrogenen+BMS (BMS: B, E, H, K) und chondrogenen+RA (RA: C, F, I, L) 

Bedingungen. A, B, C DMMB-Färbung. D, E, F ALP-Färbung. G, H, I Kollagen I-Färbung, J, 

K, L Kollagen II-Färbung. Maßstab =200µm. 

 

Auch an Tag 28 ließen sich kaum Unterschiede zwischen den Gruppen erkennen. 

Alle Zellaggregate waren mittelgroß, zeigten eine bessere chondrogene 

Differenzierung als an Tag 14, jedoch nach wie vor deutlich schwächer im Vergleich 

zu den hypertrophen Vergleichsgruppen (s. 4.3.1). In den Kollagen I- und II-

Färbungen zeigte die chondrogene Kontrollgruppe eine etwas stärkere Anfärbung als 

die mit BMS493 bzw. RA behandelten chondrogenen Gruppen. Alle Gruppen wiesen 

in der ALP-Färbung (Abb.17 D, E, F) nur ein geringes Staining auf. 

A B C 

D E 

 

F 

G H I 

J K L 

Chondrogen BMS RA 
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Abbildung 17: Aggregate an Tag 28 (10-fache Vergrößerung) unter chondrogenen (A, D, G, 

J), chondrogenen+BMS (BMS: B, E, H, K) und chondrogenen+RA (RA: C, F, I, L) 

Bedingungen. A, B, C DMMB-Färbung. D, E, F ALP-Färbung. G, H, I Kollagen I-Färbung, J, 

K, L Kollagen II-Färbung. Maßstab = 200µm. 

 

Auch in der Kollagen X und MMP13- Färbung zeigte sich in allen Gruppen nur eine 

geringe Anfärbung (Abb.18). Allerdings fiel auf, dass sowohl Kollagen X als auch 

MMP13 am schwächsten in der chondrogenen Gruppe mit BMS493 vertreten waren 

(Abb.18 B, E). 
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Abbildung 18: Aggregate (10-fache Vergrößerung) an Tag 28 unter chondrogenen (A, D), 
chondrogenen+BMS (BMS: B, E) und chondrogenen+RA (RA: C, F) Bedingungen. A, B, C 
Kollagen X-Färbung. D, E, F MMP13-Färbung. Maßstab = 200µm. 

 

4.2.2 Genexpressions-Analyse 
 

Auf Gen-Ebene ließen sich weder an Tag 1 noch an Tag 14 und Tag 28 signifikante 

Unterschiede zwischen den Gruppen erkennen. Innerhalb der Gruppen zeigten sich 

jedoch Unterschiede im Laufe der 28-tägigen Differenzierungsphase. Insbesondere 

die Expression von Kollagen II und X (Abb. 19) stieg in der zweiten Hälfte der 

Kulturzeit stark an. Die Expression von MMP13 (Abb.19) nahm hingegen nur bis Tag 

14 zu und blieb in der zweiten Differenzierungshälfte weitestgehend konstant.  

A B C 

D E F 

Chondrogen BMS RA 
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Abbildung 19: Genexpressionsanalyse mithilfe real time PCR von Kollagen I, II, X und 

MMP13, normalisiert zu PSMB4 (Proteasome subunit beta type-4) unter jeweiligen 

Bedingungen am Tag 1, 14 und 28; N=3 

 

Der Transkriptionsfaktor SOX9 (Abb. 20) wurde insbesondere am Anfang der 

Chondrogenese an Tag 1 exprimiert, nachdem die Zellen aus der Proliferationsphase 

in den Aggregatszustand gebracht worden waren. Im Verlauf der 28 Tage sank seine 

Expression gleichmäßig. 

 

 

Abbildung 20: Genexpressionsanalyse mittels real time PCR von RUNX2 und SOX9, 

normalisiert zu PSMB4 unter entsprechenden Bedingungen an Tag 1, 14 und 28; N=3. 
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4.2.3 Glykosaminoglykan-(GAG)gehalt und DNA-Bestimmung 
 

Über den 28-tägigen Differenzierungszeitraum hinweg ließ sich eine Zunahme des 

GAG-Gehalts in allen drei Gruppen feststellen, wobei insgesamt die chondrogene 

Kontrollgruppe den höchsten GAG-Gehalt aufwies. Zwischen den Gruppen selbst 

hingegen zeigten sich keine relevanten Unterschiede. 

 

Abbildung 21: GAG-DNA-Verhältnis an den jeweiligen Entnahmetagen normalisiert zur 

chondrogenen Kontrollgruppe an Tag 1; N=3. 

 

 

4.3 Einfluss des Retinsäure-Signalwegs auf Induktion bzw. 

Hemmung der Hypertrophie in chondrogen 

differenzierten hMSC‘s  
 

Die erfolgreiche Induktion einer Hypertrophie mithilfe des in vitro-Chondrogenese-

Modells nach Johnstone et. al (1998) wurde bereits gezeigt. Nun sollte jedoch 

untersucht werden, welchen Einfluss ein Retinsäurerezeptor-Antagonist und -Agonist 

auf die Hypertrophie von chondrogen differenzierten hMSC’s ausübt. Hierfür wurden 

die hypertrophen Gruppen an Tag 28 miteinander verglichen. Insbesondere sollte 

GAG/DNA normalisiert auf Tag 1 chon 
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auch untersucht werden, welche Relevanz dem Zeitpunkt der Behandlung mit einem 

Retinsäurerezeptor-Agonisten/-Antagonisten zukommt. 

 

4.3.1 Histologische Analyse 
 

Durch die Zugabe von BMP4 und den Entzug von TGF-ß sowie Dexamethason 

entstand ein hypertropher Phänotyp, sowohl in den mit RA als auch in den mit 

BMS493 behandelten Gruppen. In der DMMB-Färbung wie auch in der Kollagen II-

Färbung war erkennbar, dass durch die Differenzierung mit BMP4 eine stärkere 

chondrogene Matrix gebildet worden war. In der DMMB-Färbung konnten in den 

hypertrophen Gruppen im Vergleich zur chondrogenen Vergleichsgruppe vermehrt 

sulfatierte Glykosaminoglykane, wie Hyaluronsäure oder Chondroitinsulfat, gefunden 

werden. In allen hypertrophen Gruppen ließen sich hypertrophe Zellen mit 

vergrößertem Zellvolumen und Zelllakunen darstellen, wobei jedoch bereits auffiel, 

dass in der Gruppe mit der frühen BMS493-Behandlung (Abb. 22 C) weniger 

hypertrophe Zellen vorhanden waren als in der hypertrophen Kontrollgruppe. 
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Abbildung 22: DMMB-Färbung (10-fache Vergrößerung) am Tag 28 unter jeweiligen 

Bedingungen. A Chondrogene Kontrollgruppe. B Hypertrophe Kontrollgruppe. C Frühe 

Behandlung mit BMS493 (Tag1-Tag14). D Späte Behandlung mit BMS493 (Tag14-Tag28). E 

Frühe Behandlung mit RA (Tag1-Tag14). F Späte Behandlung mit RA (Tag14-Tag28). 

Maßstab = 200µm. 

 

In allen hypertrophen Gruppen ließen sich vermehrt Alkalische Phosphatase 

nachweisen, vorzugsweise an den Zellrändern. Insbesondere die RA-Gruppen (Abb. 

23 E, F) exprimierten verstärkt alkalische Phosphatase. Dem gegenüber fiel die 

Färbung in der Gruppe mit der frühen BMS493-Behandlung (Abb.23 C) unter allen 

hypertrophen Gruppen am schwächsten aus. 

A B 

C D 

E F 
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Abbildung 23: Alkalische-Phosphatase-Färbung am Tag 28 (10-fache Vergrößerung); 

Gegenfärbun: Neutralrot. A Chondrogene Kontrollgruppe. B Hypertrophe Kontrollgruppe. C 

Frühe Behandlung mit BMS493 (Tag1-Tag14). D Späte Behandlung mit BMS493 (Tag14-

Tag28). E Frühe Behandlung mit RA (Tag1-Tag14). F Späte Behandlung mit RA (Tag14-

Tag28). Maßstab = 200µm. 

 

Bei den immunhistochemischen Färbungen von Kollagen I und Kollagen II fielen die 

Unterschiede zwischen den Gruppen schwächer aus. Kollagen I war am Tag 28 

genauso stark vorhanden wie Kollagen II. Im Vergleich zu den chondrogenen 

Kontrollgruppen traten bei den hypertrophen Aggregaten Kollagen I und II 

gleichmäßig im ganzen Aggregat auf. Innerhalb der Gruppen war bei beiden 

Färbungen die Gruppe mit der späten BMS493-Behandlung (Abb. 24 D, Abb.25 D) 

mit am stärksten angefärbt, die Unterschiede insgesamt waren jedoch gering. 
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C D 

E F 
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Abbildung 24: Kollagen I-Färbung (10-fache Vergrößerung), Tag 28 mit jeweiligen 

Bedingungen. A Chondrogene Kontrollgruppe. B Hypertrophe Kontrollgruppe. C Frühe 

Behandlung mit BMS493 (Tag1-Tag14). D Späte Behandlung mit BMS493 (Tag14-Tag28). E 

Frühe Behandlung mit RA (Tag1-Tag14). F Späte Behandlung mit RA (Tag14-Tag28). 

Maßstab = 200µm. 
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Abbildung 25: Kollagen II-Färbung (10-fache Vergrößerung) mit jeweiligen Bedingungen am 

Tag 28. A Chondrogene Kontrollgruppe. B Hypertrophe Kontrollgruppe. C Frühe Behandlung 

mit BMS493 (Tag1-Tag14). D Späte Behandlung mit BMS493 (Tag14-Tag28). E Frühe 

Behandlung mit RA (Tag1-Tag14). F Späte Behandlung mit RA (Tag14-Tag28). Maßstab = 

200µm. 

 

In der Kollagen X-Färbung hingegen konnten deutliche Unterschiede festgestellt 

werden. In allen hypertrophen Gruppen war wiederum im Vergleich zur 

chondrogenen Kontrollgruppe der Hypertrophie-Marker stark ausgeprägt. Jedoch 

zeigte auch die Gruppe mit der frühen BMS493-Behandlung (Abb. 26 C) nur eine 

schwache Anfärbung. Zwischen der hypertrophen Kontrollgruppe, der Gruppe mit der 

frühen RA-Behandlung (Abb. 26 E) sowie der späten BMS493-Gruppe (Abb. 26 D) 

bestanden kaum Unterschiede. Deutlich am stärksten ausgebildet war Kollagen X in 

A B 

C D 

E F 
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der Gruppe, in der RA erst spät hinzugegeben wurde. Hier war Kollagen X über das 

ganze Aggregat gleichmäßig stark gebildet (Abb. 26 F). 

 

Abbildung 26: Kollagen X-Färbung (10-fache Vergrößerung), Tag 28. A Chondrogene 

Kontrollgruppe. B Hypertrophe Kontrollgruppe. C Frühe Behandlung mit BMS493 (Tag1-

Tag14). D Späte Behandlung mit BMS493 (Tag14-Tag28). E Frühe Behandlung mit RA 

(Tag1-Tag14). F Späte Behandlung mit RA (Tag14-Tag28). Maßstab = 200µm. 
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In der MMP13-Färbung waren ähnliche Resultate wie in der Kollagen X-Färbung 

feststellbar. Im Vergleich zur chondrogenen Vergleichsgruppe zeigten alle 

hypertrophen Aggregate eine vermehrte MMP13-Expression. Die Gruppe mit der 

frühen BMS-Behandlung zeigte in etwa eine gleiche, wenn nicht sogar schwächere 

Anfärbung von MMP13 als die hypertrophe Kontrollgruppe (Abb. 27 C). Erkennbar 

war zudem ein Unterschied zwischen den BMS-Gruppen. Hier trat in der Gruppe mit 

der späten BMS493-Behandlung (Abb. 27 D) eine stärkere Expression von MMP13 

auf, in etwa gleich stark wie die hypertrophe Kontrollgruppe. Die beiden RA-Gruppen 

wiesen die stärkste MMP13-Färbung auf, wobei auch hier ein erheblicher 

Unterschied zwischen den beiden Gruppen bestand. Deutlich erkennbar war, dass 

die Gruppe, die erst spät mit dem Retinsäure-Agonisten behandelt worden war, mit 

Abstand am meisten MMP13 exprimierte (Abb. 27 F), gefolgt von der Gruppe, die die 

ersten 14 Tage mit RA behandelt worden war (Abb. 27 E). 
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Abbildung 27: MMP13-Färbung (10-fache Vergrößerung) am Tag 28 mit jeweiligen 

Gruppen. A Chondrogene Kontrollgruppe. B Hypertrophe Kontrollgruppe. C Frühe 

Behandlung mit BMS493 (Tag1-Tag14). D Späte Behandlung mit BMS493 (Tag14-Tag28). 
E Frühe Behandlung mit RA (Tag1-Tag14). F Späte Behandlung mit RA (Tag14-Tag28). 

Maßstab = 200µm. 

 

4.3.2 Genexpressionsanalyse 
 

Um den Effekt des Retinsäure-Signalwegs auf die hypertrophe Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen noch deutlicher zu charakterisieren, wurde die 

Genexpression von Kollagen I, Kollagen II, Kollagen X, MMP13, RUNX2 sowie SOX9 
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in den Pellets an Tag 28 nach Zugabe von BMS493 und RA analysiert.          

Während unter chondrogenen Bedingungen kein Unterschied zwischen den 

chondrogenen Pellets und den Pellets, die jeweils mit BMS493 oder RA behandelt 

wurden, auf Gen-Ebene feststellbar war (s. 4.2.2), traten deutliche Unterschiede 

zwischen den verschiedenen hypertrophen Aggregaten auf. Durch die Umstellung 

auf ein hypertrophes Medium mit der Zugabe von BMP4 stieg die Expression von 

Kollagen I und Kollagen II im Vergleich zur chondrogenen Kontrollgruppe in allen 

hypertrophen Aggregaten an. Zwischen der hypertrophen und der chondrogenen 

Kontrollgruppe trat ein signifikanter Unterschied in der Kollagen I Expression auf 

(Abb. 28 A). Die schwächste Expression von Kollagen I im Vergleich aller 

hypertrophen Bedingungen ließ sich bei den BMS-Gruppen feststellen, insbesondere 

bei der Gruppe, die erst im zweiten Abschnitt mit BMS behandelt worden war. Auf 

Kollagen II-Ebene (Abb.28 B) zeigten die BMS-Gruppen eine stärkere Expression, 

insbesondere die Gruppe mit der frühen BMS-Behandlung, jedoch ohne signifikante 

Unterschiede zu den anderen hypertrophen Gruppen. Die schwächste Kollagen II- 

Expression während der Hypertrophie zeigte die Gruppe, die erst spät mit RA 

behandelt worden war.              

Als typische Hypertrophie-Marker wurde die Expression von Kollagen X und MMP13 

bestimmt. Bei Kollagen X konnten im Vergleich zur histologischen Analyse keine 

relevanten Unterschiede zwischen den BMS- und den RA-Gruppen entdeckt werden. 

Die stärkste Kollagen-X-Expression zeigte die hypertrophe Kontrollgruppe (Abb. 28 

C). Deutlichere Unterschiede ließen sich bei der Expression von MMP13 finden. Die 

Expression von MMP13 war bei den RA-Gruppen genauso hoch wie in der 

hypertrophen Kontrollgruppe. Die BMS-Gruppen zeigten hingegen eine ähnliche 

Expression wie die chondrogene Kontrollgruppe, also eine deutlich niedrigere als die 

hypertrophe Kontrollgruppe (Abb. 28 D).  
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Abbildung 28: Genexpressionsanalyse mithilfe real time PCR von Kollagen I, II, X und 

MMP13 unter jeweiligen Bedingungen am Tag 28, normalisiert zu d0; Referenzgen: PSMB4 

(Proteasome subunit beta type-4); N=3; *p ≤ 0.05 

 

Zum weiteren Verständnis der verschiedenen Signalwege und zur Verfolgung 

möglicher Downstream-Signalwege des RA-Rezeptors wurde zudem die Expression 

der Transkriptionsfaktoren RUNX2 und SOX9, wichtige Signalmoleküle in der 

Signalkaskade von TGF-β, bestimmt. Zwischen den hypertrophen Gruppen ließen 

sich bei der Expression von RUNX2 keine deutlichen Unterschiede erkennen (Abb. 

29 A). Bei der Expression von SOX9 zeigten die BMS-Gruppen die stärkste 

Expression, vor allem die Gruppe, die BMS die ersten 14 Tage der Chondrogenese 

erhalten hatte (Abb. 29 B).  
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Abbildung 29: Genexpressionanalyse mithilfe real time PCR von RUNX2 und SOX9 unter 

jeweiligen Bedingungen am Tag 28, normalisiert zu d0; Referenzgen: PSMB4; N=3; *p ≤ 

0.05 

 

4.3.3 Biochemische Analyse 
 

4.3.3.1  Glykosaminoglykan (GAG)-Gehalt und DNA-Bestimmung 

 
Im Vergleich zur chondrogenen Kontrollgruppe zeigte sich bei allen Gruppen unter 

hypertrophen Bedingungen eine Zunahme des Glykosaminoglykan-Gehalts an Tag 

28. Hierbei wiesen die mit dem Retinsäure-Agonisten behandelten Gruppen eine 

ähnliche Steigerung des GAG-Gehalts auf wie die hypertrophe Kontrollgruppe. Der 

höchste Glykosaminoglykan-Gehalt ließ sich, wenn auch nicht signifikant, in der 

frühen BMS-Gruppe erkennen, gefolgt von der Gruppe, die erst in der zweiten Hälfte 

mit BMS behandelt worden war.  
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Abbildung 30: A Bestimmung des GAG-Gehalts, B DNA-Gehalts und C GAG/DNA-

Verhältnis normalisiert zur chondrogenen Kontrollgruppe an Tag 1; Tag 28 unter jeweiligen 

Bedingungen; N=3. 

 

4.3.3.2  ALP-Aktivität im Überstand 

 

Die Aktivität der alkalischen Phosphatase im Kulturmedium wurde an Tag 28 

gemessen. Als Aktivität wurde die Steigung der Absorbanz pro Minute festgelegt. 

Die ALP-Messung ergab, dass es, im Vergleich zur chondrogenen Kontrollgruppe, 

durch Induktion der Hypertrophie zu einer deutlichen Aktivitätssteigerung der 

alkalischen Phosphatase in allen Gruppen kam. In der späten BMS-Gruppe trat ein 

signifikanter Unterschied zur chondrogenen Kontrollgruppe auf. Zwischen den 

hypertrophen Gruppen selbst konnte kein signifikanter Unterschied gefunden 

werden. Die Gruppe, die früh mit BMS behandelt worden war, zeigte im Vergleich zu 

den restlichen Gruppen die schwächste ALP-Aktivität (Abb. 31). 
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Abbildung 31: Aktivität der alkalischen Phosphatase an Tag 28 unter jeweiligen 
Bedingungen. Aktivität entspricht dem Anstieg der Absorbanz/min. Im Vergleich zur 
chondrogenen Kontrollgruppe findet sich unter hypertrophen Bedingungen ein Anstieg der 
ALP-Aktivität mit signifikantem Unterschied zwischen chondrogener Kontrollgruppe und 
später BMS-Gruppe (Chon-Hyp+BMS); n=3; *p ≤ 0.05 

 

4.3.4 Protein- Analyse 
 

Mit dem Wnt/ß-Catenin-Signalweg assoziierte Gene sind ebenso in der 

chondrogenen wie in der hypertrophen Differenzierung mesenchymal differenzierter 

Stammzellen involviert. Western-Blot-Analysen zeigten einen verstärkten 

Proteingehalt von ß-Catenin in den chondrogenen Zellen an Tag 14 sowie in den 

hypertrophen Gruppen an Tag 28. In den chondrogenen Gruppen zeigte sich an Tag 

28 ein niedriger Proteingehalt. Diese Daten zeigen eine verstärkte Aktivität des Wnt-

Signalweges unter hypertrophen Bedingungen. In Abwesenheit von canonical Wnt 

wird ß-Catenin im Zytosol von GSK-3ß phosphoryliert, ubiquitiniert und es erfolgt der 

Abbau durch Proteasome. Die hier durchgeführten Western Blots zeigten jedoch 

einen größeren Proteingehalt an phosphorylierten ß-Catenin in den hypertrophen 
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Gruppen an Tag 28, insbesondere in der hypertrophen Kontrollgruppe sowie in der 

hypertrophen Gruppe, die früh mit Retinsäure behandelt wurde. 

 

Abbildung 32: Western Blot Analyse von Phospho-ß-Catenin und ß-Catenin. Die Menge an 
Phospho-ß-Catenin, sowie ß-Catenin ist verstärkt unter hypertrophen Bedingungen 
verglichen zu den chondrogenen Gruppen. ß-Actin diente als Ladekontrolle. 

 

Auch der TGFß-Signalweg benutzt intrazelluläre Smad-Proteine, um das Signal des 

aktivierten Rezeptors in den Nukleus zu übertragen. Um zu überprüfen ob 

Unterschiede in der Aktivität des TGFß-Signalweges in chondrogenen und 

hypertrophen Zellkulturen bestehen, wurden auch hierfür Western-Blot-Analysen für 

die phosphorylierte Form von Smad2 durchgeführt. Hierbei zeigte sich ein deutlich 

verminderter Proteingehalt in den hypertrophen Gruppen. Während der 

chondrogenen Vordifferenzierung bis Tag 14 und in allen chondrogenen Gruppen an 

Tag 28 konnte phospho-Smad2 detektiert werden. Hingegen zeigte sich in den 

hypertrophen Gruppen an Tag 28 ein deutlich verstärkter Proteingehalt an Smad2. 

Dieses Resultat deutet darauf hin, dass der TGFß-Signalweg und somit die 

Phosphorylierung von Smad2 unter hypertrophen Bedingungen weniger aktiv ist als 

unter chondrogenen Bedingungen. 
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Abbildung 33: Western-Blot-Analyse von phospho-Smad2 und Smad2 unter den jeweiligen 
Bedingungen. Die Proteinmenge von phospho-Smad2 ist deutlich verstärkt unter 
chondrogenen Bedingungen, sowohl an Tag 14 als auch an Tag 28. ß-Actin diente als 
Ladekontrolle. 
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5 Diskussion 
 

5.1 In-vitro-Differenzierung von hMSC’s unter 

chondrogenen und hypertrophen Bedingungen 
 
Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark sind zur chondrogenen 

Differenzierung fähig und stellen eine attraktive Zellquelle im Knorpel Tissue 

Engineering dar. Problematisch ist jedoch, dass Geno- und Phänotyp sehr variabel 

sind und unter anderem vom Entnahmeort, vom Spenderalter und von 

Komorbiditäten abhängen (Dimarino et al. 2013). Da Proliferations- und 

Regenerationsfähigkeit im menschlichen Alter abnehmen, wurden in der 

vorliegenden Arbeit Zellen von jungen Patienten verwendet (Alter zwischen 20 und 

40 Jahren), da bei diesen ein besseres Differenzierungspotential zu erwarten ist. Die 

Isolierung aus dem Knochenmark ermöglicht eine risikoarme und vergleichsweise 

einfache Gewinnung einer großen Anzahl von Zellen. Dennoch handelt es sich hier 

um eine heterogene Zellpopulation und dementsprechend ist zu bedenken, dass 

verschiedene Zellen auf Faktoren in unterschiedlicher Art und Weise reagieren 

können (Heng et al. 2004; Augello et al. 2010). Das auch hier verwendete in-vitro-

Chondrogenese-Modell von Johnstone und Yoo stellt ein ideales System zur 

Induktion einer erfolgreichen Chondrogenese und der darauffolgenden Untersuchung 

von Einflussfaktoren dar. Dennoch zeigen Chondrozyten während der in vitro-

Differenzierung einen Trend, hypertrophe Marker zu exprimieren und terminal zu 

differenzieren (Yoo et al. 1998; Johnstone et al. 1998; Boeuf und Richter 2010; 

Studer et al. 2012; Mueller und Tuan 2008). Zur Untersuchung des hypertrophen 

Phänotyps wurde die Hypertrophie experimentell verstärkt durch einen Wechsel vom 

chondrogenen Medium mit TGF-ß1 und Dexamethason auf ein hypertrophes 

Medium, bei dem TGF-ß1 und Dexamthason durch BMP4 ersetzt wurde. TGF-β1 ist 

notwendig für eine erfolgreiche chondrogene Differenzierung, hält Chondrozyten in 

einem prähypertrophen Phänotyp und wirkt der Hypertrophie entgegen (Ballock et al. 

1993; Ferguson et al. 2000).  
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Die Auswirkung des BMP-Signalwegs auf die Chondrogenese ist sehr komplex und 

gleicht einem zweischneidigen Schwert: zum einen besitzt der Signalweg einen pro-

chondrogenen Effekt mit einer gesteigerten chondrogenen Matrixsynthese, zum 

anderen zeigten zahlreiche Studien, dass insbesondere BMP2, 4 und 7 die 

Hypertrophie induzieren und die Knorpeldestruktion beschleunigen können. 

Insbesondere BMP4 wird dabei der potenteste Effekt zugesprochen (Chimal-Monroy 

et al. 2003; Yoon und Lyons 2004; Steinert et al. 2009; Tsumaki et al. 2002; Miljkovic 

et al. 2008; Volk et al. 2000). Diese zunächst gegenteilige Wirkung lässt sich jedoch 

mit der Abhängigkeit des Wachstumsfaktors vom Differenzierungsgrad der Zelle 

erklären (Li et al. 2018). Für eine erfolgreiche chondrogene und darauffolgende 

hypertrophe Differenzierung muss zum einen der TGF-β-Signalweg downreguliert 

werden und gleichzeitig der BMP-Signalweg aktiviert werden. So führt eine alleinige 

Reduktion des TGF-β- Signalweges zu keiner terminalen Differenzierung, sondern 

lediglich zu einer Dedifferenzierung der Chondrozyten. Eine Zugabe von BMP4 zum 

chondrogenem Medium, welches noch TGF-β und Dexamethason enthält, war nicht 

suffizient zur Induktion der Hypertrophie (Karl 2013; Karl et al. 2014). 

 

Abbildung 34: BMP und TGF-β fördern die Chondrogenese in der frühen 
Differenzierungsphase. Auf die hypertrophe Differenzierung übt TGF-β einen inhibitorischen 
und BMP einen stimulierenden Effekt aus. 

 



96 
 
 

 

 

Durch das beschriebene in-vitro-Hypertrophie-Modell konnte auch in dieser Studie 

ein hypertropher Phänotyp erfolgreich induziert werden. Die Zellen der hypertrophen 

Gruppen zeigten eine deutlich makroskopisch vergrößerte Aggregatbildung und ein 

mikroskopisch vergrößertes Zellvolumen und deutliche hypertrophe Zelllakunen. 

Sowohl auf histologischer Ebene als auch in der Genexpression zeigte sich ein 

deutlicher Anstieg der Kollagen X- und MMP13-Produktion. Zudem war eine 

signifikante Erhöhung der Runx2-Expression zu beobachten. Runx2 wird in 

prähypertrophen und hypertrophen Chondrozyten stark exprimiert und ist 

unerlässlich für die hypertrophe Differenzierung. In dominant-negativen Runx2 

exprimierenden Mäusen erhielten Chondrozyten einen prähypertrophen Phänotyp 

aufrecht und verfehlten die Vollendung der endochondralen Ossifikation (Kuboki et 

al. 2003). Allerdings ist für die Runx2-abhängige Hypertrophie-Induktion und die 

Osteoblastendifferenzierung der BMP-Signalweg notwendig. Eine Inhibierung des 

BMP-Signalweges führt zu einer geminderten bis fehlenden Induktion der 

osteogenen und hypertrophen Marker (Lee et al. 2000; Phimphilai et al. 2006).  

Während auf Proteinebene kein Unterschied in der Kollagen I-Färbung zwischen 

chondrogener und hypertropher Gruppe bestand, ergab sich auf dem 

Genexpressionsniveau eine signifikante Erhöhung der Kollagen I- Expression in der 

hypertrophen Gruppe. Der Grund hierfür ist unklar, ursächlich könnten post-

transkriptionelle Modulationen sein.  

Sowohl in der Histologie als auch in der ALP-Aktivität zeigte sich, dass unter 

hypertrophen Bedingungen ALP deutlich verstärkt exprimiert wird. Während unter 

chondrogenen Bedingungen vereinzelt positive ALP-Zellen im Zentrum der 

Aggregate zu finden waren, verteilten sich diese in den hypertrophen Aggregaten im 

gesamten Pellet. Auffällig war ein intensiver ALP-positiver Ring um die Aggregate 

herum. Hierbei könnte es sich jedoch eher um Fibroblasten-ähnliche Zellen handeln, 

die das MSC-Pellet, einem Perichondrium gleich, umgeben, wie dies bereits in 

früheren Studien beschrieben worden war (Yoo et al. 1998; Karl 2013; Tavella et al. 

1994). Expression von hypertrophen Markern zeigte sich jedoch auch in früheren 

Studien in den chondrogenen Gruppen. Johnstone et al. (1998) berichten, dass 

mRNA von Kollagen X bereits an Tag 7 präsent war und Pelttari et al. (2006) sowie 
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Mwale et al. (2006) stellten die Verwendung von Kollagen X als hypertrophen Marker 

generell in Frage, da schon an Tag 2, noch vor der Induktion von Kollagen II, bereits 

Kollagen X detektierbar war. Zwar konnte in der vorliegenden Arbeit bestätigt 

werden, dass hypertrophe Marker auch in chondrogenen Gruppen präsent sind, 

jedoch in einem deutlich geringeren Maß und somit Kollagen X durchaus als 

hypertropher Marker sinnvoll sein kann.  

Interessanterweise zeigten die hypertrophen Gruppen auch einen stark chondrogen 

differenzierten Phänotyp, erkennbar durch eine vermehrte GAG-Produktion, 

intensivere DMMB-Färbung sowie auf Genexpressionslevel vermehrte Kollagen II- 

Expression. Passend dazu war auch die Sox9-Expression in der hypertrophen 

Gruppe an Tag 28 mehr als doppelt so hoch wie in der chondrogenen Gruppe, in 

welcher die Expression im Verlauf der 28-tägigen Differenzierungsphase 

kontinuierlich abnahm. Der pro-chondrogene Effekt wurde auch in anderen Studien 

nachgewiesen, in welchen BMP die Expression von Sox9 hochregulierte (Chimal-

Monroy et al. 2003), die Rate und Menge an Chondrogenese steigerte (Hatakeyama 

et al. 2003) und auch internodulare mesenchymale Zellen dazu anregte, knorpelige 

Differenzierungsmarker, auch in Abwesenheit von TGF-ß1 (Kuroda et al. 2006), zu 

exprimieren (Hatakeyama et al. 2004). Eine andere Erklärung könnte sein, dass die 

hier eingesetzte TGF-β1-Charge einen schwächeren Effekt hatte als das verwendete 

BMP4.   

 

5.2 Einfluss des RA-Signalweges auf die Differenzierung 

von hMSC’s 
 

5.2.1    BMS493- und RA-Effekte unter chondrogenen Bedingungen 

 
Eine große Anzahl von Studien zeigt, dass der Retinsäure-Signalweg eine 

entscheidende Rolle in der Embryogenese, insbesondere während der skelettalen 

Entwicklung, spielt (Mammadova et al. 2016; Underhill und Weston 1998; Masuda et 

al. 2015). Die Auswirkungen von Retinsäure auf Proliferation, chondrogene 

Differenzierung und Knorpelhypertrophie werden jedoch nach wie vor kontrovers 
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diskutiert (Hagiwara et al. 1996; Takishita et al. 1990; Wang et al. 2008; Cowan et al. 

2005; Underhill und Weston 1998; Diederichs et al. 2014; Kwon et al. 2011; 

Henderson et al. 2011).  

Zur Untersuchung, welchen Einfluss der RA-Signalweg auf die Chondrogenese 

ausübt, wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl all-trans RA (10nM) als auch der 

inverse Agonist BMS493 (2µM) einem serum-freien chondrogenem Medium für zwei 

Wochen hinzugefügt. Die letzten zwei Wochen (Tag 14 bis 28) wurden RA und 

BMS493 weggelassen und die Gruppen erhielten reines chondrogenes 

Differenzierungsmedium. RA- und BMS493-behandelte Gruppen wurden an Tag 1, 

Tag 14 und Tag 28 mit der Kontrollgruppe verglichen, welche über den gesamten 

Zeitraum chondrogenes Medium erhielt. 

Bis Tag 14 zeigten sich histologisch keine signifikanten Unterschiede. Aggregate 

aller drei Gruppen waren von gleicher Größe, zeigten eine ähnliche DMMB-Färbung, 

sowie wenige, vereinzelt ALP-positive Zellen im Zentrum. Kollagen I ließ sich 

vorwiegend in der Peripherie anfärben und Kollagen II war nur schwach auf 

Proteinniveau exprimiert. Auch auf Genexpresisonsebene zeigten alle drei Gruppen 

ähnliche Expressionsmuster ohne signifikante Unterschiede. Die Expression des 

chondrogenen Transkriptionsfaktors Sox9 nahm innerhalb von zwei Wochen leicht 

ab, während es zu einem Anstieg des hypertrophen Transkriptionsfaktors Runx2 

kam. Der GAG-Gehalt verdreifachte sich in allen Gruppen im Vergleich zu Tag 1. 

An Tag 28 zeigten die Gruppen ein mäßig vergrößertes Zellvolumen. DMMB-, ALP-, 

Kollagen I- und Kollagen II-Färbung wiesen keinen relevanten Unterschied zwischen 

den Gruppen auf. Im Vergleich zur Kollagen II-Färbung an Tag 14 war nun deutlich 

mehr Kollagen II in der Matrix detektierbar; im Zentrum der Gruppen mit BMS493 und 

RA zeigten sich teilweise ungefärbte Areale. Der Anstieg des Kollagen II-Gehalts auf 

Proteinebene war übereinstimmend mit der Genexpression. Hier zeigte sich jedoch 

ein deutlicherer Unterschied zwischen den Gruppen. In der chondrogenen Gruppe 

war die Kollagen II-Expression am höchsten. Die Kollagen X-Expression war deutlich 

erhöht an Tag 28 im Vergleich zu Tag 14 in allen drei Gruppen, jedoch zeigte die 

BMS493-Gruppe sowohl in der PCR als auch in der Histologie den geringsten 

Kollagen X-Gehalt. Auch in der MMP13 Färbung zeigte die BMS439-Gruppe zwar die 
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schwächste Anfärbung, jedoch auf Genexpressionsniveau die stärkste MMP13-

Expression. Hierfür könnten wiederum post-transkriptionelle Veränderungen 

verantwortlich sein. Somit konnte hier nachgewiesen werden, dass die Zellen 

erfolgreich die chondrogene Differenzierung durchlaufen und dass sowohl Förderung 

als auch Inhibierung des Retinsäure-Signalweges keinen signifikanten Einfluss auf 

die Chondrogenese ausüben. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Studien, 

in denen nachgewiesen wurde, dass Retinsäure die Kondensation, die 

Knorpelmatrixsynthese sowie die Sox9-Expression inhibiert (Galdones und Hales 

2008; Horton et al. 1987; Lau et al. 1993; Zhang et al. 2015a). Die Downregulation 

von verschiedenen RAR-Isoformen stimulierte dort die Chondrogenese und war eine 

notwendige Voraussetzung zur erfolgreichen chondrogenen Induktion (Jiang et al. 

1995; Cash et al. 1997). Erwähnenswert ist jedoch die Tatsache, dass diese 

Versuche alle in serum-haltigem Medium durchgeführt wurden, sowie mit größtenteils 

unphysiologisch hohen Konzentrationen an RA. Die physiologische Konzentrationen 

von all-trans RA während der embryonalen Extremitäten-Entwicklung von Hühnern 

wird auf 19-49 nM geschätzt (Underhill und Weston 1998), und Horton et al. (1987) 

zeigten eine reduzierte Knorpelsynthese bei einer Applikation von 3 µg/ml. Auch 

andere Studien zeigen, dass RA erst ab einer gewissen Konzentration inhibitorisch 

auf die Chondrogenese wirkt. Cho et al. (2003) wiesen nach, dass RA erst bei einer 

Konzentration von 25nM zu einer deutlichen Abnahme der Sox9- und Kollagen II-

Expression führt. In Experimenten von Yu et al. (2006) erfolgte bei Konzentrationen 

von 1-5 µM eine Abnahme der GAG-Synthese in MSCs von Mäusen, während 

niedrigere Dosen an RA (0.1 und 0.5µM) keinen signifikanten Effekt hervorriefen. Im 

Gegensatz dazu zeigen frühere Studien, dass niedrige RA-Konzentrationen während 

der Embryogenese eine Skelett-Duplikation verursachen können (Tickle et al. 1982; 

Lee und Tickle 1985). Konzentrationen zwischen 5-50 ng/ml in distalen, 

mesodermalen Zellen sowie in mesenchymalen Zellen von Hühnerembryos führten 

zu einer Steigerung des GAG-Gehalts pro Zelle und einer verstärkten Alcian-blue 

Färbung der Knorpelmatrix als Zeichen eines erhöhten GAG-Gehaltes. Stärkere 

Konzentrationen ergaben jedoch eine dosis-abhängige Inhibierung der 

Chondrogenese (Ide und Aono 1988; Paulsen et al. 1988). Ähnlich dazu wiesen 
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Langille et al. (1989) im mandibulären Mesenchym von Hühnerembryos einen pro-

chondrogenen Effekt von Retinsäure bis zu einer Konzentration von 10ng/ml nach, 

wobei insbesondere die ersten 24h der Kulturzeit entscheidend sind. 

Interessanterweise zeigten Paulsen et al. (1988), dass niedrige RA-Konzentrationen 

bis zu 33nM unter serum-freien Bedingungen chondrogene Matrixproduktion fördern, 

während die gleichen Konzentrationen unter serum-enthaltenden Bedingungen die 

Chondrogenese inhibierten. Die unbekannte Menge von RA oder anderen Retinoiden 

in den Serum-Zusätzen (RA Levels in normalem Menschenserum reichen von 2.8-

6.6 ng/ml) könnten, abhängig vom verwendeten Kulturmedium, verantwortlich sein 

für die unterschiedlichen Effekte von RA. Somit könnte Serum-enthaltendes Medium 

optimale physiologische Levels von RA besitzen, die exogene RA-Zugabe dann 

jedoch einen kritischen Schwellenwert überschreiten mit der Konsequenz eines 

inhibitorischen Einflusses auf die Chondrogenese. Die in dieser Arbeit eingesetzte 

Konzentration von RA (10nM) befindet sich im physiologischen Bereich und unter 

den gegebenen serum-freien Bedingungen war folglich keine Inhibierung der 

Chondrogenese zu erkennen. 

 

5.2.2 BMS493- und RA- Effekte unter hypertrophen Bedingungen 
 
Der Retinsäure-Signalweg spielt jedoch nicht nur eine Rolle für die frühe 

Kondensation und Bildung des hyalinen Knorpels, sondern er beeinflusst auch 

maßgeblich die weitere Entwicklung bereits differenzierter Chondrozyten. Pease und 

Wilson beobachteten Wachstumsverzögerung sowie einen frühzeitigen Verschluss 

der Wachstumsfuge bei Kindern und Tieren mit Hypervitaminose A (Pease 1962; 

Wilson et al. 1953). Studien in Monolayerkulturen zeigten, dass die Zugabe von 

Retinsäure eine Dedifferenzierung der Chondrozyten in Richtung eines flachen, 

Fibroblasten-ähnlichen Phänotyps bewirkte, welcher Fibronectin und die pro-α1 Kette 

des Kollagen Typ III produzierte (Horton et al. 1987; Ballock et al. 1994). Andere 

Studien hingegen zeigten anhand von verstärkter Expression von ALP, Kollagen X, 

MMP13 und Kollagen I, dass RA sowohl die Chondrozyten-Hypertrophie als auch die 
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terminale Differenzierung bis zu einem osteogenen Phänotyp hin induziert (Li et al. 

2014; Koyama et al. 1999).  

In dieser Arbeit sollte durch Applikation von all-trans- RA und BMS493 unter 

hypertrophen Bedingungen untersucht werden, welche molekularen und 

phänotypischen Veränderungen dadurch in der späten Phase der chondrogenen 

Differenzierung hervorgerufen werden und ob der Zeitpunkt der RA-/BMS493-

Behandlung eine Rolle spielt (siehe 3 Material und Methoden – Versuchsaufbau).   

Vorherige Studien hatten gezeigt, dass die Zugabe von RA die Expression des 

hypertrophen Transkriptionsfaktors Runx2 induzierte (Iwamoto et al. 2003; 

Kawaguchi et al. 2005) und zugleich die Expression des chondrogenen 

Transkriptionsfaktors Sox9 inhibierte (Weston et al. 2003; Hoffman et al. 2006). Im 

Gegensatz dazu konnte in dieser Studie auf Genexpressionsniveau kein signifikanter 

Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und beiden RA-Gruppen (frühe und späte 

RA-Behandlung) festgestellt werden. Auch dies könnte jedoch, wie oben bereits 

beschrieben, mit den hier verwendeten serum-freien Kulturbedingungen und der 

eingesetzten Konzentration von all-trans RA erklärbar sein. In der PCR zeigte die 

Gruppe mit der späten RA-Behandlung unter allen hypertrophen Gruppen die 

schwächste Kollagen II-Expression. Sowohl eine frühe RA- als auch eine späte RA-

Applikation steigerten in gleichem Ausmaß die Expression von MMP13. 

In der Histologie unterschieden sich die RA-Aggregate sowohl hinsichtlich der 

Zellgröße als auch bezüglich der Färbungen von DMMB, Kollagen I und Kollagen II in 

Bezug auf den hypertrophen Phänotyp nicht von der hypertrophen Kontrollgruppe. 

Die Färbungen der hypertrophen Marker (ALP, MMP13 und Kollagen X) waren 

jedoch deutlich stärker, insbesondere in der Gruppe, welcher erst in der zweiten 

Hälfte der Differenzierungsphase RA hinzugefügt worden war. Dies zeigt, dass auf 

Proteinebene RA einen verstärkten hypertrophen Phänotyp induziert. Diese Befunde 

stimmen mit diversen Studien überein, in denen Retinsäure zu einer gesteigerten 

ALP-Aktivität und Kollagen X-Expression führte und somit Hypertrophie und 

Mineralisierung der extrazellulären Matrix förderte (Oettinger und Pacifici 1990; 

Iwamoto et al. 1993b; Pacifici et al. 1991). Cohen et al. (2006) wiesen nach, dass 
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RARs an eine RA-responsive-Region des Kollagen X-Genpromoters binden und 

somit direkt die Produktion von Kollagen X steigern können.  

Andere Arbeitsgruppen beobachteten jedoch eine Inhibierung der Kollagen X-

Synthese durch RA in terminal differenzierten Chondrozyten aus dem Femur und der 

Tibia von Hühnern. Dabei stellten sie  zwar einen simultan positiven Effekt von RA 

auf die ALP-Aktivität fest, jedoch einen negativen Einfluss auf die Expression von 

Kollagen X (Wu et al. 1997a; Wu et al. 1997b, Takishita et al. 1990; Grimsrud et al. 

1998). Diese teils gegensätzlichen Befunde in der Literatur könnten sich dadurch 

erklären, dass RA keinen stimulatorischen Effekt mehr ausübt, sobald Chondrozyten 

eine signifikante Menge an Kollagen X bereits exprimiert haben (und somit terminal 

differenziert sind). Möglicherweise wird hierdurch sogar die Kollagen X-Expression 

inhibiert (Iwamoto et al. 1993a; Li et al. 2014; Adams et al. 2007). Die Zugabe von 

Retinsäure zu Chondrozyten an Tag 14, welche zu diesem Zeitpunkt lediglich eine 

geringe Menge an Kollagen X exprimiert hatten, könnte in dieser Arbeit den 

verstärkten Effekt von RA auf die Kollagen X-Expression erklären.  

Weiterhin wurde hier untersucht, welche Auswirkungen eine Inhibierung des RA-

Signalweges auf die hypertrophe Differenzierung haben könnte. Dafür wurde 

BMS493 verwendet, ein inverser Agonist.  

Ein neutraler Antagonist inhibiert an sich die Agonisten-induzierte Rekrutierung von 

Co-Aktivatoren und setzt somit durch gezielte Blockade eines RA-Rezeptors dessen 

Aktivität gleich null. Im Gegensatz dazu stabilisiert ein inverser Agonist nicht nur die 

Interaktion zwischen RAR und Co-Repressoren, sondern verstärkt diese auch noch 

durch Rekrutierung zusätzlicher Co-Repressoren und gilt somit als starker globaler 

Inhibitor durch  verminderte Aktivität aller drei RAR (Germain et al. 2009). 

Eine Behandlung mit BMS493 und somit die Inhibierung des RA-Signalweges unter 

hypertrophen Bedingungen führte zu einem verstärkten chondrogenen Phänotyp. 

Sowohl in der DMMB-Färbung als auch im GAG-Assay zeigten BMS493-Gruppen 

vermehrt sulfatierte Proteoglykane. Der pro-chondrogene Effekt ließ sich auch auf 

Genexpressionsebene verdeutlichen. Hier zeigte insbesondere die Gruppe mit der 

frühen BMS493-Behandlung im Vergleich zu den restlichen hypertrophen Gruppen 

die höchste Kollagen II- und Sox9-Expression, dicht gefolgt von der Gruppe mit der 
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späten BMS493-Behandlung. Zudem zeigte sich eine deutliche Reduktion der 

Hypertrophie durch die BMS493-Behandlung. Sowohl in der ALP-Färbung als auch 

in der Messung der ALP-Aktivität im Medium trat eine verminderte Expression in den 

BMS493-Gruppen auf. Auf Genexpressionslevel zeigte sich eine geringere 

Expression der hypertrophen und osteogenen Marker wie Kollagen I, MMP13 und 

Runx2. Während in der Genexpression von Kollagen X keine deutlichen 

Unterschiede zu den RA-Gruppen bestanden, ließ sich jedoch auf Proteinniveau eine 

deutlich geringere Matrixanfärbung für Kollagen X in den BMS-Gruppen finden. 

Insgesamt zeigte auch hier die Gruppe, die für die ersten zwei Wochen mit BMS493 

behandelt wurde, einen stärkeren inhibitorischen Effekt auf die Hypertrophie.  

Diese Ergebnisse stimmen mit vorherigen Studien überein, die zeigen, dass 

insbesondere die frühe Applikation von BMS493 die Chondrogenese fördert und 

zugleich einen inhibitorischen Einfluss auf die hypertrophe Differenzierung ausübt 

(Pfeifer et al. 2014; Yin et al. 2018; Shimo et al. 2005; Kirimoto et al. 2005).  

Auch Antagonisten einer spezifischen RAR-Isoform waren bereits in der Lage, 

sowohl die Chondrogenese zu induzieren als auch Hypertrophie zu unterdrücken. So 

konnte LE135, ein selektiver RAR-β und RAR-α Antagonist, zum einen die 

Expression von Kollagen II und Aggrecan fördern und gleichzeitig die Kollagen X-

Synthese mindern (Kafienah et al. 2007). Die Applikation eines RAR-α Antagonisten 

in mesenchymalen Zellkulturen von transgenen Mäusen, welche RAR-α 

überexprimierten, führte zur verstärkten Expression von Kollagen II und Sox9, 

während Kollagen I reduziert war (Hoffman et al. 2003).  

Kwon et al. (2011) zeigte, dass Citral, ein Inhibitor des RA-Signalwegs, in der 

kraniofazialen Skeletogenese zu einer Verzögerung der hypertrophen Zone führt, 

während es keinen negativen Einfluss auf die Proliferation hatte, wie dies zuvor in 

anderen Studien berichtet wurde (Kwon et al. 2011; Schneider et al. 2001; Wilson et 

al. 2003). 

Eine Blockierung aller drei Isoformen des RA-Rezeptors mittels eines pan-

Antagonisten stellte sich als effektiver heraus als die Inhibierung einer einzelnen 

RAR-Isoform. So waren bereits niedrige Konzentrationen (10nM) eines pan-

Antagonisten ausreichend, um in mesenchymalen Zellen aus Mäuseembryos eine 
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Steigerung der Knorpelbildung hervorzurufen, während mehr als 1µM eines 

spezifischen RAR-α Antagonisten für das selbe Resultat benötigt wurden (Weston et 

al. 2002). In einer Studie von Henderson et al. (2011) wurde zwar die hypertrophe 

Wirkung von RA im Gelenkknorpel von adulten Pferden bewiesen, gleichzeitig zeigte 

jedoch die Behandlung mit dem synthetischen RAR-Antagonisten LE135 an Tag 14 

eine fibroblastische Erscheinung mit korrespondierender reduzierter Aggrecan- 

Expression. Diese im Vergleich zu den Ergebnissen von Kafienah (2007) 

widersprüchlichen Resultate könnten auf Spezies-spezifische Eigenschaften, 

eingesetzte Konzentrationen sowie unterschiedliche Kulturbedingungen 

zurückzuführen sein. In einer Studie von Koyama (1999) enthielt die Humerus-

Diaphyse von Hühnerembryos, die sowohl mit einem pan-Antagonisten als auch mit 

einem spezifischen RAR-α Antagonisten behandelt worden waren, kleine 

Chondrozyten. Diese exprimierten weder Osteopontin noch Kollagen X und zeigten 

keine Hinweise auf endochondrale Ossifikation. Sowohl Kontroll-Humeri als auch mit 

den RAR-Antagonisten behandelte Humeri zeigten eine hohe Kollagen II-Expression. 

Somit kam die Studie zu dem Ergebnis, dass die Verwendung von RAR-

Antagonisten zu keinen unerwünschten Nebeneffekten auf Zellvitalität oder zu einer 

Dedifferenzierung führt.  

Die Stimulation oder Inhibierung des RA-Signalweges und die darauffolgenden 

Konsequenzen auf die hypertrophe Differenzierung stehen in einem engen 

Zusammenhang mit weiteren Signalwegen. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass insbesondere die zeitgleiche 

Applikation von BMP4 und RA in einer verstärkten terminalen Differenzierung 

resultierte.  

Retinsäure induzierte einerseits den BMP-Signalweg, sowohl durch Rekrutierung und 

gesteigerte Produktion von BMPs, andererseits  verstärkte sie synergistisch die 

BMP-induzierte Mineralisierung und Expression hypertropher Gene (Zhang et al. 

2010; Cowan et al. 2005; Grimsrud et al. 1998). In embryonalen Stammzellen aus 

Mäusen erfolgte beispielsweise eine erfolgreiche ALP-Induktion, nachdem die 

Zellaggregate mit Retinsäure und anschließend, während der weiteren 

Zelldifferenzierung, mit BMP4 behandelt worden waren (Kawaguchi et al. 2005).  
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Li et al. (2003) zeigten in einer Studie, dass Retinsäure allein nur mäßige Effekte auf 

Hypertrophie hat, während es synergistisch den Effekt von BMP2 auf die 

Osteopontin-, Kollagen I-Expression sowie die ALP-Aktivität steigerte. Dabei ergab 

sich nach RA-Behandlung ein deutlich erhöhtes Expressionslevel von Smad1 und 

Smad5, beides Downstream-Moleküle des BMP-Signalweges. Die Retinsäure kann 

eine Expression von Kollagen X stimulieren - zum einen direkt durch ein „Retinoic 

Acid Response Element“ auf den Kollagen X-Promotor (Cohen et al. 2006), zum 

anderen jedoch auch indirekt durch eine BMP-responsive Region des Kollagen X-

Promoters. Dieser wird sowohl durch BMPs als auch durch physiologische 

Konzentrationen der Retinsäure in prähypertrophen Chondrozyten stimuliert (Adams 

et al. 2003).  

Versuche mit Mäuseembryos ergaben jedoch umgekehrt reziproke Effekte des BMP- 

und RA-Signalweges. So zeigte sich in RA-Gruppen neben einer reduzierten 

Knorpelmatrix auch eine geringere BMP4-Expression, der canonical BMP-Signalweg 

war gesteigert durch ein Defizit von RAR-γ, und BMP4 führte seinerseits zu einer 

dosis-abhängigen Abnahme des RAR-Reporters (Uchibe et al. 2017; Hoffman et al. 

2006; Kwon et al. 2011).  

Auch im Zusammenhang mit dem TGF-β-Signalweg wurden in verschiedenen 

Studien dem RA-Signalweg spezifische Regulationsmechanismen zugeschrieben. So 

steigerte ein RAR-pan-Antagonist die Smad3- und Smad4-abhängige 

Transkriptionsaktivität (Uchibe et al. 2017), während eine Behandlung mit Retinsäure 

zu geringeren Phosphorylierungsleveln von Smad2 und Smad3 führte und somit die 

Chondrogenese minderte (Zhang et al. 2009). Weiterhin wurde eine synergistische 

Wechselwirkung des RA-Signalweges mit dem Wnt/β-Catenin-Signalweg 

beschrieben (Pavey et al. 2016; Shimono et al. 2011). Die Bindung von RA an RAR-γ 

stimulierte die Genexpression von Wnt-Proteinen sowie deren Rezeptoren und 

verstärkte somit den pro-hypertrophen Effekt des Wnt/β-Catenin Signalweges.  

Fehlte jedoch Retinsäure, so band ß-Catenin an den ungebundenen RAR-γ-

Rezeptor. Dadurch wurde die Interaktion von β-Catenin mit LEF/TCF verhindert und 

der Wnt/β-Catenin Signalweg blockiert. Interessanterweise zeigte sich dieser Effekt 

jedoch nur in Chondrozytenkulturen, während der RA-Signalweg in mesenchymalen 
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Zellkulturen lediglich den Wnt/β-Catenin-Signalweg inhibierte. Somit verändern sich 

Empfindlichkeit und Wechselwirkung zwischen diesen beiden Signalwegen während 

der chondrogenen Zelldifferenzierung, was unter anderem auf Veränderungen in der 

Expression der verschiedenen RA-Rezeptoren zurückgeführt werden kann 

(Yasuhara et al. 2010). 

Es bedarf weiterer künftiger Untersuchungen, um die unterschiedlichen Interaktionen 

und gegenseitigen Regulationsmechanismen des RA-Signalweges mit diversen 

anderen Signalwegen zu verstehen, insbesondere hinsichtlich von Spezies-

spezifischen Unterschieden, Expressionsdauer der verschiedenen Einflussfaktoren 

sowie der jeweiligen Konzentrationsdosis. 
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5.2.3 Zusammenfassung 
 

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse dieser Arbeit dazu beitragen, den 

komplexen Regulationsmechanismus der chondrogenen Differenzierung 

mesenchymaler Stammzellen weiter zu erforschen, insbesondere durch eine 

genauere Untersuchung des RA-Signalweges. Bisherige Studien haben gezeigt, 

dass Hypertrophie der chondrogen differenzierten MSC’s ein fein abgestimmter 

Prozess ist, der von der Balance insbesondere des TGF-β- und BMP-Signalwegs 

abhängt, aber auch von weiteren Signalwegen wie Wnt/β-Catein-Signalweg und RA-

Signalweg. Die vorliegende Arbeit ergab keine Hinweise darauf, dass der RA-

Signalweg wesentliche Einflüsse auf die in-vitro-Chondrogenese mesenchymaler 

Stammzellen hat. Allerdings gibt es starke Anhaltspunkte dafür, dass die hypertrophe 

Differenzierung maßgeblich durch die Aktivierung oder Inhibierung des RA-

Signalweges beeinflusst wird. So stimulierte und steigerte eine physiologische 

Konzentration der all-trans Retinsäure die Hypertrophie und die terminale 

Differenzierung der Chondrozyten, insbesondere dann, wenn die Retinsäure erst in 

der späten Phase der Chondrogenese hinzugefügt wurde. Eine Inhibierung des 

Retinsäure-Signalweges führte zu einer Förderung der chondrogenen 

Differenzierung und zugleich zu einer Verzögerung und Inhibierung der Hypertrophie. 

Hier war der Effekt umso stärker, je früher BMS493 als inverser Agonist zur 

Differenzierung hinzugefügt wurde. 

 

Die Ergebnisse können ein wichtiger Informationsgewinn für den Gebrauch von 

chondrogen differenzierten MSCs in der Knorpelreparatur sein. Es muss jedoch 

bedacht werden, dass die hier durchgeführten Versuche ausschließlich unter in-vitro-

Bedingungen und unter serumfreien Bedingungen durchgeführt worden sind. Somit 

handelt es sich um ein artifizielles System, während Zellen in-vivo vielen weiteren 

Einflussfaktoren sowie biophysikalischen Größen ausgesetzt sind. Andererseits 

stellen die gewonnen in-vitro-Erkenntnisse eine wichtige Grundlage dar und tragen 

zur Verbesserung der Anwendung von MSC-basierten Knorpel-Konstrukten in-vivo 

bei. Bei einer in-vivo-Übertragung zunächst auf Tierversuche und eventuell später 
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auf Menschen ist zudem die Konzentration der verwendeten Retinsäure zu beachten. 

In dieser Arbeit konnte aus Kapazitätsgründen nur eine einzige RA-Dosis 

ausgetestet und für einen bestimmten Zeitraum angewandt werden. Für eine in-vivo-

Anwendung muss sichergestellt sein, dass die verwendeten Konzentrationen keine 

unerwünschten Nebenwirkungen erzeugen. Vielversprechende Ergebnisse bei 

Mäusen ergaben bereits eine Studie von Shimono (2011). Die systemisch 

verwendete Retinsäure bzw. der Retinsäure-Antagonist führten zu keinen 

ungewollten Veränderungen hinsichtlich der Nahrungsaufnahme und des Blutbilds. 

Lediglich bei einer maximal eingesetzten Konzentration (RA: 12 mg/kg pro Tag; RA-

Antagonist: 1.2 mg/kg pro Tag) führte Retinsäure zu Hautrötungen und zum Verlust  

von Schnurrhaaren, ein RA-Antagonist zu einer transienten Verzögerung der 

Knochenfrakturheilung. 

Des Weiteren sind noch Untersuchungen und Fortschritte für einen erfolgreichen 

Transport der speziellen Faktoren an ihren Zielort („drug delivery“) notwendig. Wenn 

ein Agonist oder ein Antagonist direkt ins Gelenk appliziert wird, könnte das Protein 

aufgrund eines unerwünscht schnellen Abbaus im Gelenk ineffektiv werden oder nur 

schwer durch die Knorpelmatrix und andere Gewebe hindurch zum gewünschten 

Zielort gelangen. Die Gentherapie stellt für diese Problematik ein interessantes und 

vielversprechendes Konzept dar, um reine Wirkstoffe ohne einen 

Konzentrationsverlust in die gewünschte Zielregion zu transportieren (Trippel et al. 

2007). Eine gezielte lokale Lieferung von BMP4 mittels Genvehikel steigerte die 

Chondrogenese effektiver als BMP4 ohne entsprechende Transporter (Kuroda et al. 

2006). Eine weitere Studie hat gezeigt, dass BMS493, ein hydrophobisches Molekül, 

unter physiologischen Bedingungen sehr instabil ist und schnell abgebaut wird. 

BMS493, eingekapselt in ein spezielles Spiralfeder-Protein aus COMP (cartilage 

oligomeric matrix protein), Serinresten und Elastin-Sequenzmotiven, zeigte hingegen 

eine deutliche Verbesserung seiner Effektivität. Es reduzierte die mRNA-Levels der 

Metalloproteinasen in der Anwesenheit von RA besser als unbehandeltes BMS493 

(Yin et al. 2018). 
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Die in dieser Arbeit verwendeten mesenchymalen Stammzellen sind 

vielversprechende Kandidaten für ein erfolgreiches Knorpel-Tissue-Engineering, 

wenn es gelingt, die in-vitro induzierte Chondrogenese in diesen Zellen sowohl in-

vitro als auch in-vivo zu stabilisieren und unerwünschte Nebenwirkungen weitgehend 

auszuschließen. Neben vielen verschiedenen Signalwegen hat sich hierbei der 

Retinsäure-Signalweg als ein effektiver Modulierungsfaktor und möglicher 

Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen herausgestellt.  

Weitere Studien und neue Erkenntnisse zur Inhibierung der Hypertrophie werden 

daher auch in Zukunft notwendig sein. 
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