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1 Einleitung 

 

Osteoarthrose ist ohne weiters als globale Volkskrankheit zu bezeichnen. Als häufigste 

Gelenkserkrankung weltweit, ist die Osteoarthrose nicht nur eine Belastung für 

betroffene Patienten, sondern auch für die Gesellschaft [1]. In westlichen Ländern 

verursacht die Krankheit Kosten in Höhe von 1 bis 2,5% des 

Bruttonationaleinkommens [2,3]. Bezogen auf  das Bruttoeinkommen Deutschlands 

des Jahres 2019 wären dies Kosten zwischen  35 Milliarden bis 88 Milliarden Euro [4]. 

An einer Arthrose des Knies leiden weltweit rund 250 Millionen Menschen und damit 

ca. 3,64% der Weltbevölkerung [5].  

Für betroffene Patienten bedeuten die Leiden der Kniearthrose eine erhebliche 

Einschränkung Ihrer Lebensqualität. Beachtlich sind dabei nicht nur die 

Schmerzsymptomatik oder die zu erwartende Minderung der körperlichen 

Funktionsfähigkeit als rein physische Beschwerden.  Als kausale Folge sind vielmehr 

auch eine Abnahme des psychischen Wohlbefindens und der Vitalität zu erwarten [6]. 

Damit ist eine deutliche Abnahme der gesundheitsbezogenen Lebensqualität 

gegenüber Gesunden festzustellen. 

Vorstehende Auswirkungen der Osteoarthrose als materieller Schaden für die 

Gesellschaft und als immaterielles Leid für Betroffene macht deutlich, wie wichtig die 

Erforschung der Krankheit und die Weiter- und Neuentwicklung von adäquaten 

Therapieformen ist. Ein Hauptaugenmerk sollte dabei auf der Früherkennung der 

Erkrankung und auf der Verhinderung deren Progression liegen. 

 

1.1 Histologie und Funktion des Gelenkknorpels  

 

Die Gelenkoberflächen der Knochenenden aller Diarthrosen sind von Gelenkknorpel 

überzogen. Als stark spezialisiertes Gewebe sorgt der Knorpel für die nötigen 

biomechanischen Eigenschaften, um die auf die Gelenke einwirkende Stoßkräfte 

weiterzuleiten und gleichmäßig zu verteilen. Durch seine glatte, von einem 

Flüssigkeitsfilm bedeckte Oberfläche ermöglicht er außerdem den reibungsarmen 

Ablauf von Gleitbewegungen zwischen den Gelenkpartnern [7].   
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Die besondere Beschaffenheit verdankt der Knorpel seiner Organisation aus 

Chondrozyten, der einzigen dort vorkommenden Zellart, und der von ihnen 

produzierten extrazellulärer Matrix. Diese besteht neben Wasser hauptsächlich aus 

Proteoglykanen und einem Netzwerk von Kollagenfibrillen, das die Form und 

Zugfestigkeit des Gelenkknorpels gewährleistet. Mit 90-95% aller im Knorpel 

vorhandenen Kollagenen, machen Typ II Kollagenfibrillen deren Hauptteil aus [8]. Eine 

Einteilung der Matrix erfolgt in die perizelluläre-, territoriale- und interterritoriale Matrix, 

wobei jede dieser Regionen Aufgaben erfüllt, die für den Erhalt der speziellen 

Eigenschaften des Knorpels von Bedeutung sind [9].   Verschiedene Ankerproteine 

(z.B. Kollagen Typ IX und XI) sorgen für die Integration zwischen dem 

Kollagennetzwerk und anderen Bestandteilen der extrazellulären Matrix mit den 

Chondrozyten. So ist der Makromolekülkomplex Aggrecan, eine Einheit aus mehreren 

an einem Kernprotein gebundenen GAGs, mithilfe dieser Proteine über ein 

Hyaluronsäuremolekül mit dem CD44-Rezeptor der Chondrozyten verbunden. 

Komplexe wie diese ermöglichen durch ihre Vielzahl an negativen Ladungen die 

Bindung von Wasser, wodurch sie für den Gewebsflüssigkeitshaushalt und die hohe 

Druckfestigkeit des Gelenkknorpels verantwortlich sind (Abb.1B) [10]. Beobachtet man 

die Struktur des Gewebes, findet man ausgehend von der Knorpeloberfläche bis zum 

subchondralen Knochen eine Aufteilung in Zonen (Abb. 1A). Diese Zonen 

unterscheiden sich in ihrer Zell-, Protein- und Kollagenfilamentkomposition und sind 

spielen eine wichtige Rolle für die Funktion und mechanischen Eigenschaften des 

Gewebes (Abb. 1A) [9].  
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Abbildung 1: Histologische und schematische Darstellung artikulären Knorpels.  

A: Zonale Aufteilung des Knorpels und Skizze der Fibrillenkonfiguration; Safranin-O/ Fast Green 

Färbung (modifiziert nach Broom et al., 2018 [11] und Thielen et al., 2019 [12]).   
B: Schematische Darstellung der extrazellulären Matrix  

 

Als nicht innerviertes, alymphatisches und avaskuläres Gewebe hat Gelenkknorpel nur 

begrenzte Regenerationsmöglichkeiten [13]. Dennoch müssen ständig anabolische 

und katabolische Prozesse für die Aufrechterhaltung und Anpassung der Struktur 

ablaufen. Auf ihn einwirkende mechanische Belastung wird vom Knorpel nicht nur 

toleriert, sondern kann sogar bis zu einer bestimmten Schwelle zur Aufrechterhaltung 

der Qualität des Gewebes beitragen [14].  

Wenn diese Schwelle jedoch durch chronische Überbelastung oder ein Trauma 

überschritten wird oder gealterte Chondrozyten ihren metabolischen Anforderungen 

nicht mehr nachkommen können, kann es zu degenerativen Veränderungen kommen 

[15]. 
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1.2 Definition der (frühen) Osteoarthrose 

 

Osteoarthrose ist eine multifaktorielle Gelenkerkrankung. Charakteristisch ist die 

Degeneration des Gelenkknorpels, eine intraartikuläre Entzündungsreaktion inklusive 

Synovitis sowie Veränderungen im subchondralen Knochen und im umliegenden 

Gewebe [15]. Die Vielzahl der betroffenen Gewebearten verdeutlicht dabei, dass die 

Arthrose als Krankheit des gesamten Gelenks verstanden werden muss [16]. Für den 

Patienten geht die Erkrankung mit den Kardinalsymptomen Schmerz, 

Morgensteifigkeit und Krepitationen bei Bewegung des betroffenen Gelenks einher 

[17]. Schreitet die Arthrose fort, kann es zu irreversiblen Verlusten von Funktion und 

Gewebe kommen. Um die Progression der Erkrankung und auftretende Folgeschäden 

zu verhindern, ist es nötig, die Osteoarthrose frühzeitig zu erkennen. Im 

Anfangsstadium können womöglich noch regenerative Prozesse ablaufen, die den 

Verlust des Knorpels verhindern können. Diese Phase der Krankheit wird auch als 

„early Osteoarthritis“ (frühe Osteoarthrose) bezeichnet. Unterschieden werden dabei 

eine diffuse Form der frühen Arthrose, bei der mindestens zwei Kompartimente des 

Kniegelenks von leichtgradigen Degenerationen betroffen sind, ohne das 

Vorhandensein einer abgrenzbaren Läsion und eine fokale Form mit umschriebenem 

Knorpeldefekt, bei der zusätzlich Degenerationen in direkter Umgebung des Defekts 

auftreten können [18]. Besonders bei dieser fokalen Form der frühen Osteoarthrose 

ist bei der Anwendung zellbasierter Behandlungsformen wie der MACT mit einer 

erhöhten Komplikationsrate im Vergleich zu traumatischen Defekten zu rechnen 

[19,20]. Diese Arbeit widmet sich daher größtenteils der Untersuchung eben dieser 

anspruchsvollen klinischen Situation. 
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1.3 Ätiologie der (frühen) Osteoarthrose 

 

Die Ursachen für die Entstehung der Krankheit sind bisher nicht vollständig geklärt. 

Vermutet werden metabolische Fehlsteuerungen, entzündliche Prozesse und 

übermäßige mechanische Belastungen als Ursprung der Osteoarthrose [21,22]. 

Genetische Faktoren und Einflüsse aus der Umwelt spielen bei der 

Krankheitsentstehung ebenfalls eine Rolle. So sind bis jetzt mehr als 20 verschiedene 

Genloci bekannt, die mit der Entwicklung von Arthrose im Zusammenhang stehen [23]. 

Ebenfalls von Bedeutung sind die mit der Krankheit assoziierten Risikofaktoren, da 

durch deren Identifikation präventive Maßnahmen getroffen werden können. Dazu 

zählen das Alter, das Geschlecht, Übergewicht, Verletzungen und Fehlstellungen [24]. 

Von besonderer Relevanz für die Kniearthrose sind dabei Knieverletzungen und 

Übergewicht (BMI > 25), die mit einer Odds Ratio von 2,83, bzw. 2,1 im starken 

Zusammenhang mit der Entstehung von Osteoarthrose stehen [25]. Fokale 

Knorpeldefekte können so ursächlich für die frühzeitige Entwicklung einer manifesten, 

periläsionären Arthrose sein, die sekundär zur Beeinträchtigung des gesamten 

Kompartiments führen kann [18,26]. 

 

1.4 Pathophysiologie der (frühen) Osteoarthrose 

 

Veränderungen im betroffenen Gelenk können entweder als langsam fortschreitender 

degenerativer Prozess oder direkt im Anschluss an eine Verletzung stattfinden. Die 

stark eingeschränkte Regenerationsfähigkeit der Chondrozyten unter physiologischen 

Bedingungen trägt in beiden Fällen zum Fortschreiten der Krankheit bei [8,27].  

Zu den ersten sichtbaren strukturellen Zeichen der Osteoarthrose gehören 

Fibrillationen der oberflächlichen Knorpelschicht. Im Verlauf der Erkrankung können 

sich diese zu Fissuren ausweiten, die bis zum kalzifizierten Knorpel reichen. In der 

Endphase der Arthrose erscheint die Oberfläche delaminiert [17]. In stark betroffenen 

Arealen ist es möglich, dass der subchondrale Knochen durch den kompletten Verlust 

von Gelenkknorpel sichtbar wird. Der subchondrale Knochen selbst ist ebenfalls von 

Veränderungen betroffen. Schon früh entstehen Mikrorisse im Bereich der Grenze 

zwischen Knochen und kalzifiziertem Knorpel, durch die kleinste Blutgefäße und 
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sensorische sowie sympathische Nerven eindringen. Im Bereich dieser 

neuentstandenen Kanäle beginnt die enchondrale Formation von neuem Knochen 

[28]. Weitere typische Veränderungen sind die Zunahme des Knochenvolumens, der 

Knochendicke und der Knochenkonutur, während die Mineralstoffdichte und damit die 

Steifheit des Knochens abnimmt [29]. Durch die veränderte Aktivität von Osteoblasten 

und Osteoklasten, die für den Knochenauf- und -umbau zuständig sind, kommt es zur 

Entstehung von Knochenzysten, Knochenmarksläsionen und Osteophyten. Diese 

Zeichen des Knochenumbaus stehen in enger Beziehung mit einer pathologisch 

erhöhten Belastung des Knochens [30]. 

Neben Veränderungen im Bereich des subchondralen Knochens, kommt es auch zu 

Funktionseinschränkungen in der metabolischen Aktivität der Chondrozyten. Die 

Chondrozyten produzieren und sezernieren im erkrankten Knorpel eine Reihe von 

Proteinen, die mit der Entstehung der Arthrose assoziiert sind. Durch deren 

weitreichende Wirkungen kommt es zur Störung des Gleichgewichts zwischen 

anabolisch und katabolisch ablaufenden Prozessen. Diese müssen exakt aufeinander 

abgestimmt sein, da sonst die Instandhaltung funktionstüchtigen Gelenkknorpels nicht 

mehr gewährleistet ist.  Deutlich wird die Störung dieses Equilibriums unter anderem 

durch das vermehrte Auftreten von matrixdestruierenden Metalloproteinasen und 

Aggrecanasen [31]. So ist der Gehalt der katabolen Collagenasen MMP-1, MMP-8 und 

MMP-13 im arthrotischen Knorpel ebenso erhöht wie die Aggrecanasen ADAMTS-4 

und ADAMTS-5 [32]. Beide Gruppen von Proteinasen spielen eine wichtige Rolle bei 

der Entstehung der Arthrose. Sie sind neben anderen Enzymen für den Abbau von 

Proteoglykanen verantwortlich [33]. Die Folge der Dysregulation des 

Matrixmetabolismus und dem vermehrten Auftreten katabol aktiver Proteine ist die 

Auflösung des Kollagennetzwerks und der Verlust von GAGs.  

Die von den Proteinasen erzeugten Spaltprodukte sorgen in den Chondrozyten für 

eine Hochregulation der Gene, die für die Kodierung von inflammatorisch wirkenden 

Proteinen verantwortlich sind [34]. Dazu gehören Entzündungsmediatoren wie 

Chemokine (bspw. CCL2/3/4/5, CXCL12 oder CXCR4) und Cytokine (bspw. IL-1β, 

TNFα oder IL-6/15/17/18) [35,36]. Eine ihrer Hauptaufgaben ist die Regulation 

katabolischer Prozesse. Auffällig ist ein erhöhter Gehalt dieser Mediatoren im Knorpel 

und der Synovialflüssigkeit von Arthrosepatienten im Vergleich zu Gesunden [37]. 

Außerdem kommt es durch ihre autokrine und parakrine Aktivität zur verstärkten 

Dysregulation der Chondrozytenfunktion und damit zum weiteren Fortschreiten der 
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Osteoarthrose [17]. Eine mögliche Ursache all dieser Funktionsänderungen, ist eine 

Störung der perizellulären Matrix im Knorpel. Sie umgibt die Chondrozyten unmittelbar 

und ist reich an Kollagen Typ VI. Kommt es hier zu degenerativen Schäden, kann es 

zum Kontakt zwischen Chondrozyten und der interterritorialen Matrix kommen. Über 

Integrine, die wichtige Zell-Matrix-Interaktionen regulieren, können anschließend 

Signale vermittelt werden, die zu Veränderungen in den Chondrozyten führen. Hiervon 

betroffen sind die Differenzierungsfähigkeit der Zellen, die Zellproliferation, die 

Matrixproduktion und das Überleben der Zellen [38].  

Insgesamt führen alle angesprochenen Umwandlungen im Gelenkknorpel und 

umliegenden Gewebe zur Veränderung seiner einzigartigen Eigenschaften und damit 

zum zumindest teilweisen Verlust seiner Funktion. 

 

1.5 Behandlungsmöglichkeiten von Knorpeldefekten und (früher) 

Osteoarthrose 

 

Das Ziel einer Therapie für die Osteoarthrose des Knies sollte sowohl die Linderung 

von Schmerzen als auch die Wiederherstellung der Funktion des Gelenks sein. 

Momentan finden hierfür mehrere Behandlungsverfahren Einsatz. Neben operativen 

Ansätzen kommen auch nicht operative Alternativen in Frage. Dazu zählen die 

Physiotherapie, Änderungen des Lebensstils, die Behandlung mit Orthesen oder 

Bandagen und die pharmakologische Therapie [39]. Sollten konservative Methoden 

nicht zum gewünschten Erfolg führen und die Lebensqualität des Patienten weiter 

beeinträchtigt werden, stellen operative Behandlungen eine weitere Option dar [40].  

In den letzten Jahren sind Therapien zur gelenkerhaltenden Reparatur des Knorpels 

und des subchondralen Knochens immer mehr in den Fokus gerückt. Einsatz finden 

diese vor allem bei der Behandlung von fokalen Knorpeldefekten. Die matrixgestützte 

autologe Knorpelzelltransplantation (MACT) stellt eines dieser Verfahren dar (Abb.2). 

Als Weiterentwicklung der seit 1987 angewandten Autologen 

Chondrozytentransplantation (ACT), werden bei dieser Technik im Labor kultivierte 

Chondrozyten mit einer dreidimensionalen Trägersubstanz versehen und 

anschließend implantiert. Die verwendeten Zellen werden meist von einer nicht 

belasteten Zone des betroffenen Gelenks gewonnen. Durch die Verwendung des 

Trägermaterials soll für die Zellen eine Umgebung geschaffen werden, in der sie 
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optimale Wachstumsbedingungen finden. Dadurch soll im Heilungsverlauf die Bildung 

von funktionstüchtigem Gewebe im Gelenk unterstützt werden [20,41]. Zur Zeit kommt 

die MACT hauptsächlich bei der Behandlung von isolierten, fokalen Knorpeldefekten 

zum Einsatz, eine bestehende fortgeschrittene Osteoarthrose stellt dabei in den 

meisten klinischen Situationen eine Kontraindikation dar [42,43]. Einer der Gründe 

hierfür ist der negative Einfluss, den im degenerativ geschädigtem Knie vorkommende 

Entzündungsmediatoren wie IL-1β auf das klinische Ergebnis nach der Operation 

haben [44]. Vor diesem Hintergrund ist es nicht verwunderlich, dass die 

Komplikationsraten bei der zellbasierten Therapie degenerativer Läsionen höher sind 

als bei traumatischen Defekten. Dennoch machen laut dem deutschen Knorpelregister 

der DGOU degenerative Knorpeldefekte den Großteil der mit MACT behandelten 

Knorpelpathologien des Kniegelenks aus [19,45]. 

Breite Anwendung in der Klinik bei der Behandlung von fokalen Knorpeldefekten findet 

ebenfalls die Mikrofrakturierung (Abb. 2). Nach Abtragung des beschädigten Knorpels 

bis auf den subchondralen Knochen wird dieser perforiert, um den dort befindlichen 

Stammzellen den Übertritt in die Defektzone zu ermöglichen. Der Rückgriff auf diese 

Technik erfolgt vor allem bei Defekten, die zu klein für den Einsatz zellbasierter 

Verfahren sind. Als weitere, allerdings seltener eingesetzte Therapieoptionen stehen 

osteochondrale Grafttransplantationen und zellfreie Implantate zur Verfügung [46,47]. 

 

Abbildung 2:  A: MACT der lateralen Femurkondyle (Angele et al., 2016).[19] B: Mittels Mikrofrakturierung 

behandelte Läsion (Case et al., 2016) [48]. 
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Für Patienten mit einer fortgeschrittenen Kniearthrose und hohem Leidensdruck stellt 

derzeit oft der Einsatz einer Knieendoprothese die Therapie der Wahl dar. Obwohl 

durch diese Intervention bei einem Großteil der Betroffenen eine Besserung der 

Gelenkfunktion und eine Abnahme der Schmerzen erzielt werden können, steigt die 

Revisionsrate mit der Dauer des Verbleibs der Prothese an [49–51]. Vor allem bei 

jüngeren Patienten, die aufgrund ihrer höheren Lebenserwartung länger auf die 

Prothese angewiesen sind, können im Verlauf Komplikationen auftreten. Am 

häufigsten zur erneuten Operation führen dabei in abnehmender Reihenfolge die 

aseptische Lockerung der Prothese, Infektionen und Instabilität [49]. Diese 

Beeinträchtigungen machen deutlich, dass das Unterbinden der Progression der 

Arthrose ein elementares Behandlungsziel darstellen sollte. Während es für das 

Endstadium der Erkrankung und für fokale traumatische Knorpelverletzungen 

angemessene Therapieverfahren gibt, fehlt es derzeit an zufriedenstellenden 

Behandlungsoptionen für frühe arthrotische Degenerationen und periläsionäre 

Veränderungen. Geschlossen werden könnte diese Behandlungslücke zukünftig durch 

den Einsatz neuer zellbasierten Methoden der regenerativen Medizin sowie der 

Weiterentwicklung von bekannten Verfahren [19]. 

 

1.6 Potential von vorkonditionierten MSCs 

 

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind multipotente Stammzellen, die in nahezu 

jeder Art von Bindegewebe vorkommen [52]. Sie besitzen die Fähigkeit, sich in vom 

Mesoderm abstammende Zellen zu differenzieren. Dazu gehören unter anderem 

Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten [53]. Da die plastikadhärenten MSCs ohne 

große Schwierigkeit aus Knochenmark, Synovium und Fettgewebe extrahiert werden 

können und sie ihr Differenzierungspotential auch nach mehreren Passagen 

beibehalten, stellen sie eine interessante Basis für stammzellbasierte Therapieformen 

dar [54–56]. Des Weiteren stellen sie bei von Arthrose betroffenen Patienten im 

Gegensatz zu Chondrozyten eine Quelle von Zellen dar, die dem negativen Einfluss 

von Entzündungsmediatoren nicht direkt ausgesetzt sind. Gerade im von der 

Anwesenheit von katabolen Enzymen geprägten arthrotischen Gelenk könnten MSCs 

so für eine adäquate Reparatur des Knorpels sorgen. Aus dem Knochenmarkt 

entnommene MSCs könnten außerdem ohne vorherige in vitro Kultivierung genutzt 
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werden, was die Behandlungskosten stark reduzieren würde. Die Extraktion und 

Verwendung der Zellen ließen sich so in einem einzigen Eingriff durchführen [57]. 

Einer der Hauptgründe für das große Interesse an MSCs, ist ihr Potential, durch 

bestimmte Stimuli einen chondrozytenähnlichen Phänotyp anzunehmen und die damit 

verbundene Hoffnung funktionstüchtigen Gelenkknorpel bilden zu können [58]. Die in 

der herkömmlichen Kultur gezüchteten Zellen zeigen zwar viele Gemeinsamkeiten mit 

Chondrozyten, sie ähneln allerdings eher osteoarthrotisch veränderten Chondroyzten, 

bzw. hypertrophen Chondrozyten [59]. Häufig findet die Expansion dieser kultivierten 

MSCs unter atmosphärischem Sauerstoffgehalt statt, obwohl der physiologische 

Sauerstoffgehalt im Gelenkknorpel des Menschen nur zwischen 2-5% liegt [60,61]. In 

dieser Arbeit werden deshalb die Begriffe Physioxia (2% Sauerstoff; physiologischer 

Sauerstoffgehalt) und Hyperoxia (20% Sauerstoff; nicht physiologischer, zu hoher 

Sauerstoffgehalt) verwendet. Eine Vorkonditionierung, wie die Kultivierung unter 

physioxischen Bedingungen, könnte dabei helfen, den Differenzierungsprozess der 

MSCs zu hypertrophen Chondrozyten zu verhindern. So findet beispielsweise ein 

Großteil der durchgeführten Studien eine verminderte Expression des mit 

Hypertrophie assoziierten Gens COL10A1 unter physioxischen Bedingungen. 

Ebenfalls beobachtet werden konnte eine Verlangsamung des Alterungsprozesses der 

Zellen in Langzeitkulturen [62]. Gesteuert werden die Veränderungen des 

Knorpelstoffwechsels und des Verhaltens der Chondrozyten durch Vorgänge, die auf 

molekularer Ebene ablaufen.  Als essenziell hat sich die Aktivierung des Hypoxia-

inducible factors 1 alpha (HIF-1α) erwiesen. Über eine Reihe von ablaufenden 

Prozessen sorgt der niedrige Sauerstoffgehalt im Gewebe so für die Hochregulation 

von responsiven Genen, die unter anderem für das Überleben und das Wachstum der 

Zellen relevant sind (Abb.3) [63,64]. Die genannenten Merkmale sind 

ausschlaggebend dafür, dass vorkonditionierte MSCs eine interessante Zellquelle für 

regenerative Knorpelbehandlungen darstellen. Besonders unter biochemisch 

ungünstigen Bedingungen für anabole Prozesse, wie man sie im von früher 

Osteoarthrose betroffenem Gelenk findet, könnten MSCs durch ihre 

Widerstandsfähigkeit gegenüber katabolen Enzymen von Nutzen sein.  
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Abbildung 3: Schema der Aktivierung des HIF-1α. A: Unter hyperoxischen Bedingungen wird HIF-1α nach 

Hydroxylierung durch Prolylhydroxylasen (PHD) und den HIF inhibierenden Faktor (FIH) durch 

den Von Hippel-Lindau E3 Ubiquitin Ligase Komplex (VHL) proteasomal abgebaut (modifiziert 

nach Pattappa et al., 2019) [62]. B: Unter physioxischen Bedinungen werden PHD und FIH 

inhibiert. Nach Komplexbildung mit dem Cofaktor p300 und mit HIF-1 β erfolgt die 

Hochregulierung responsiver Gene (modifiziert nach Pattappa et al., 2019) [62]. 

 

Erstmals für die Behandlung eines chondralen Defekts genutzt wurden MSCs von 

Wakitani et al. Im Jahr 2002 [65]. Bis Anfang 2019 wurden mehr als 50 Studien zur 

Evaluation der Effektivität von Mesenchymalen Stammzellen in der Behandlung von 

Osteoarthrose im Menschen durchgeführt [66]. Dabei zeigten einige Studien positive 

Ergebnisse bei der Therapie von Arthrose im Knie, die unter 

Standardbehandlungsmethoden keine Besserung der Symptomatik bewirkte [66–68]. 

Ebenfalls untersucht wurden mögliche Risiken, die bei der Behandlung mit den Zellen 

entstehen könnten. So konnten Emadedin et al. keine signifikanten Nebenwirkungen 

einer einmaligen Injektion von aus dem Knochenmark stammenden MSCs bis zu 

sechs Wochen nach der Intervention finden [69]. 
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1.7 Zielsetzung der Arbeit 

 

Für Patienten mit frühen arthrotischen Veränderungen des Kniegelenks gibt es 

momentan keine ausreichend zufriedenstellende Therapie. Gelenkerhaltende, 

zellbasierte Methoden der Knorpelreparatur finden zwar Anwendung in der 

Behandlung von Knorpeldefekten, im degenerativ geschädigten und von Arthrose 

betroffenem Gelenk ist deren Effizienz jedoch eingeschränkt. In dieser klinischen 

Situation bedarf es neuen Therapieoptionen. Als eine vielversprechende, alternative 

Zellquelle für Tissue Engineering Ansätze werden Mesenchymale Stammzellen 

gesehen. Mit ihren antiinflammatorischen und immunomodullierenden Eigenschaften 

stellen sie im von Entzündung geprägten Milieu des arthrotischen Gelenks womöglich 

einen geeigneten Kandidaten für bessere und effektivere Behandlungsmethoden dar. 

Um die Differenzierung der MSCs in einen möglichst stabilen und artikulären 

Chondrozyten ähnelndem Phänotyp zu gewährleisten, wurden die Zellen unter 

verschiedenen externen Bedingungen kultiviert. Ein niedriger Sauerstoffgehalt hat sich 

hierbei als potentiell günstig für die Behandlung von Knorpelschäden erwiesen, da so 

die Chondrogenese der MSCs unterstützt wird [62]. Für die Einbringung der Zellen 

wird ein bereits in klinischen Studien eingesetztes [70] albumin- und 

hyaluronatbasiertes Hydrogel der Firma TETEC AG verwendet (NOVOCART® Inject). 

Ziel der Arbeit ist es, den Einfluss von unter physioxischen Bedingungen 

vorkonditionierten mesenchymalen Stammzellen auf die Reparatur von fokalen 

früharthrotischen Knorpelläsionen und traumatischen Knorpeldefekten in einem dafür 

eigens geschaffenen Tiermodell zu untersuchen. Das Modell eignet sich hierfür in 

besonderer Weise, da durch die Kreation eines fokalen Defekts eine Situation entsteht, 

in der die Biomechanik des Gelenks weitestgehend unbeeinträchtigt bleibt. So können 

die eigesetzten zellbasierten Behandlungsmethoden angemessen evaluiert werden.  

Zusätzlich sollen bestimmte Eigenschaften der MSCs wie Wachstums- und 

Expansionsverhalten und Proteinproduktion unter verschiedenen 

Sauerstoffbedingungen in vitro bestimmt werden. 
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Hypothese 1: Physioxische (2%) Kultivierungsbedingungen unterstützen die 

Chondrogenese von mesenchymalen Stammzellen.  

Hypothese 2:  Physioxisch vorkonditionierte mesenchymale Stammzellen 

verbessern fokale früharthrotische und traumatische 

Knorpeldefekte in vivo.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Antikörper und Enzyme 

 

Bezeichnung Unterklasse Hersteller 

Biotin-SP Affinipure Anti-

Maus-Antikörper 

Ziege, IgG Jackson 

ImmunoResearch Europe, 

Ely, UK 

Monoklonaler Anti-

Kollagen-Typ 1-Antikörper 

Maus, igG Sigma Aldrich, Steinheim 

Monoklonaler Anti-

Kollagen-Typ 2-Antikörper 

Maus, igG Merck KGaA, Darmstadt 

Pepsin  Sigma Aldrich, Steinheim  

Trypsin  PAN-Biotech GmbH, 

Aidenbach  

 

2.1.2 Biomaterialien 

 

Bezeichnung Spezifikation Hersteller 

Hyaluronat (1%)  Ostenil TRB Chemedica AG, 

München  

 

Mesenchymale Stammzellen wurden aus den Beckenkämmen von New-Zealand-

White-Rabbits gewonnen (für eine Beschreibung der Entnahme siehe Kapitel 2.2.2.1).  
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Proteine 

 

Bezeichnung Hersteller 

Albumin (Rind) Sigma Aldrich, Steinheim 

Biotin Jackson, West Grove, USA  

Chromalaun  Sigma Aldrich, Steinheim  

Chondroitinsulfat  Sigma Aldrich, Steinheim 

Cystein Merck, Darmstadt 

D(+)-Sacharose Roth, Karlsruhe 

Depex-Eindeckmedium Serva Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg 

DMMB (Dimethyl-Methylenblau 1,9) Sigma Aldrich, Steinheim 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Roth, Karlsruhe 

Eindeckmedium (Tissue-Tek) Sakura Finetek Europe, Umkirch 

Ethanol 99%; 70% Roth, Karlsruhe 

Fast Green FCF AppliChem GmbH, Darmstadt 

Gelatine Sigma Aldrich, Steinheim 

Glutaraldialdehyd  Roth, Karlsruhe 

Hämatoxylin nach GILL-III Merck, Darmstadt 

Lambda DNA Standard  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Mowiol Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid Braun, Melsungen 

NiCl2 Sigma Aldrich, Steinheim 

CoCl2 Sigma Aldrich, Steinheim 

PFA (Paraformaldehyd) Sigma Aldrich, Steinheim 

Propanol Merck, Darmstadt 
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Quant-iTTM PicoGreen® dsDNA  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Stickstoff Linde, München 

Safranin-O Merck, Darmstadt 

TRIS-Base Sigma Aldrich, Steinheim 

Trypanblau 0,4% Sigma Aldrich, Steinheim 

Wasserstoffperoxid 30% Merck, Darmstadt 

Xylol Merck, Darmstadt 

 

2.1.4 Geräte und Hilfsmittel 

 

Bezeichnung  Modell Hersteller 

Autoklav Melatronic 23 

 

Melag, Berlin 

 

Inkubatoren Heracell 150i  

Heracell 240 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Kryostaten Leica CM 1950 

Microm HM 500 OM 

Leica Biosystems, Wetzlar 

Microm Laborgeräte, 

Berlin 

Mikro-CT Scanco µCT  

 

Scanco Medical AG, 

Brüttisellen, Schweiz 

Mikroskope Dialux 20 EB 

Fluovert FU 

Olympus BX 61 

Eclipse TE 2000 U 

Leitz, Stuttgart 

 

Olympus, Shinjuku, Japan 

Nikon, Minato, Japan 

OP-Instrumente  Aesculap Braun,Tuttlingen  

OP-Lichtquelle KL 1500 LED Schott, Mainz 
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PH-Meter Digital PH-Meter Knick Elektronische 

Messgeräte, Berlin 

Pipetten Research Plus Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfen Falcon Corning, New York, USA 

Schüttelgeräte Polymax 2040 

REAX Top 

Heidolph Instruments, 

Schwabach 

Sicherheitswerkbank Herasafe HS 12 Heraeus, Hanau 

Spektralphotometer Tecan GENios Tecan Group, Männdorf, 

Schweiz 

Tiefkühltruhe  Heraeus, Hanau 

Tierhaarschneide-

maschine 

Moser 1400 Wahl, Unterkirnach 

Waagen Kern 770 Kern & Sohn, Balingen 

Wärmeplatten Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg 

Wasserbad GFL 1003 GFL, Burgwedel 

Zählkammer Neubauer-Improved Paul Marienfeld, Lauda 

Königshofen 

Zahnbohrer SurgicPro NSK Europe, Eschborn 

Zentrifugen Multifuge 3 SR Plus Heraeus, Hanau 

 

2.1.5 Medien, Seren und Zusätze 

 

Bezeichnung  Hersteller 

Ascorbat Sigma Aldrich, Steinheim 

Dexamethason Sigma Aldrich, Steinheim  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) High Glucose  

Gibco, Karlsruhe  
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) Low Glucose  

Gibco, Karlsruhe 

Dulbecco’s PBS (1x) PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Austria  

Fetal bovine serum (FBS)  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach  

Fibroblast growth factor (FGF)  Peprotech, Rocky Hill, USA  

Hepes-Puffer  Sigma Aldrich, Steinheim  

Insulin-transferrin-sodium (ITS)  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 

Penicillin/Streptomycin  Sigma Aldrich, Steinheim  

Pyruvat  Gibco, Karlsruhe  

Transforming growth factor ß1 (TGF-ß1)  R+D Systems, Wiesbaden  

 

2.1.6 Medikamente 

 

Bezeichnung Hersteller 

Betaisodona Salbe Mundipharma GmbH, Limburg an der 

Lahn  

Heparin Rotexmedica GmbH, Trittau  

Ketaminhydrochlorid (10%) WDT, Garbsen  

Pentobarbital CP-Pharma GmbH, Burgdorf  

Xylazinhydrochlorid (2%) Serumwerk Bernburg, Bernburg  

 

2.1.7 Puffer und Lösungen 

 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Acetoxylsäure (1%) 10ml Acetoxylsäure (100%), 990ml 

Aqua destillata 
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Acid-Alkohol (0,5%) 10ml HCL (32%), 900ml Ethanol (70%) 

Avidin-Biotin-Komplex 10ml TRIS-Puffer, 100μl Reagent A, 

100μl Reagent B 

Blocking-Puffer 120 ml TRIS-Puffer, 2400 mg NaCl 

(0,8%), 60 ml Aqua destillata, 1 ml FBS, 

1 ml Ziegenserum  

DAB-Lösung 9000 μl m-PBS-Puffer, 1000 μl 

DAB/BSA, 240 μl Ni/Co Stammlösung, 

6 μl H2O2 (30%)  

Dekalzifizierungslösung 800 ml PBS 1x, 35 ml NaOH 10M, 100 g 

EDTA; pH 8 

DMMB-Lösung 18 mg DMMB, 950 ml Aqua destillata, 5 

ml Ethanol, 2 g Natriumformat, 2 ml 

Formalinsäure; pH 3 

McIlavaine-Puffer  Lösung A: 21 g Zitronensäure 0,1M, 

1000ml Aqua destillata 

Lösung B: 35,6 g Na2HPO4 0,2M, 

1000ml Aqua destillata 

1/3 Lösung A + 2/3 Lösung B; pH 3,6 

Ni/Co-Stammlösung 500mg NiCl2, 25 mg CoCl2, 50mg BSA, 

50ml Aqua destillata 

Papain-Verdau 100ml PBS, 0,0363g L-Cystein, 0,1117g 

EDTA, 15mg Papain; pH 6 

PBS 10x 80 g NaCl, 4 g KCl, 14,4 g Na2HPO4, 

2,4 g KH2PO4, 800ml H2O Millipore  

Pepsinlösung 1 mg Pepsin, 1 ml McIlvaine- Puffer  

Phosphatpuffer Lösung A: 35,6 g Na2HPO4, 1000ml 

aqua destillata 

Lösung B:13,8 g KH2PO4, 500ml aqua 
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destillata 

4/5 Lösung A + 1/5 Lösung B; pH 7,4 

Standardfixans (PFA 8%) 80g Paraformaldehyd, 500ml 

Phosphatpuffer, 400ml H2O Millipore  

TE-Puffer 200 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, pH 7.5  

TRIS-Puffer 24,228g TRIS Base, 900 ml aqua 

destillata; pH 7   

Waschpuffer 1560 ml TRIS-Puffer, 4400 aqua 

destillata, 49,92 g NaCl, 1,2 ml Triton 

X100 4%  

 

2.1.8 Tiere 

 

Bezeichnung Hersteller 

New-Zealand-White-Rabbits, männlich, 

Alter zwischen 6-8 Monate 

Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen 

 

Die Kaninchen wurden einzeln untergebracht in einem Tierstall der Universitätsklinik 

Regensburg gehalten. Die Tiere durften sich zu jeder Zeit vor und nach der Operation 

frei bewegen. Die Antragsnummer des Versuchsvorhabens lautet 55.2 2532-2-300 

und wurde am 23.12.2016 gestellt.  
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2.1.9  Verbrauchsmaterial 

 

Bezeichnung  Spezifikation Hersteller 

Abdecktücher Lochtuch (75 x 90cm) Sengewald 

Klinikprodukte GmbH, 

Rohrdorf 

Carbonstahlklingen Rasierklinge GEM American Safety Razor 

Company, Verona, USA 

Deckgläser Stärke 1, 24 x 50mm 

Stärke 1, 24 x 60mm 

Roth, Karlsruhe 

 

Desinfektionsmittel Ethanol 

Softasept 

Roth, Karlsruhe 

Braun, Melsungen 

Doppelkammerspritzen Novocart Inject TETEC Tissue 

Engineering 

Technologies AG, 

Reutlingen  

Dreieckstupfer Sugi Sponge Points 

17 x 8 mm 

Kettenbach GmbH & Co. 

KG, Eschenburg 

Fäden Vicryl 3.0 

Vicryl 4.0 

Ethicon, Norderstedt  

Handschuhe Peha soft 

Peha soft nitrile 

Sempermed steril 

Hartmann, Heidenheim  

 

Semperit AG, Wien 

Kanülen  Butterfly G20 

Butterfly G21 

Sterican G20 

Sterican G21 

Braun, Melsungen 

 

Kompressen (steril) 10 x 10cm Hartmann, Heidenheim 

Kühlschlauch  NSK, Eschborn 
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Mikroreaktionsgefäß Eppendorf Tubes 1,5ml Eppendorf, Hamburg 

Objektträger Starfrost, 26 x 76mm Waldemar Knittel 

Glasbearbeitungs GmbH, 

Braunschweig 

 

Pipetten Spitzen 10μl  

100μl 

1000 μl 

Nerbe plus GmbH, 

Winsen  

 

Skalpelle Feather #11 

Feather #12 

Feather #15 

pfm medical ag, Köln 

 

Spritzen Inject solo 2ml 

Inject solo 10ml 

Braun, Melsungen 

 

Sprühpflaster Hansaplast Beiersdorf AG, Hamburg 

Zellkulturflaschen T75 

T175 

Sarstedt, Nümbrecht  

 

Zellkulturplatten 24 Well 

96 Well 

Sarstedt, Nümbrecht  

 

Zentrifugenröhrchen Falcon 15ml 

Falcon 50ml 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Modellaufbau 

 

Um den Einfluss von vorkonditionierten MSCs auf die Reparatur von Knorpeldefekten 

zu untersuchen, wurde ein passendes Tiermodell entwickelt. Hierfür wurden 6-8 

Monate alte, ausgewachsene Weiße Neuseeländer Kaninchen in zwei Hauptgruppen 

(Early OA und Post Trauma) mit jeweils vier Untergruppen eingeteilt (Abb. 4). Bei allen 

Gruppen wurde ein osteochondraler Defekt an der medialen Femurkondyle erzeugt. 

Während die jeweilige Intervention bei den Post Trauma Gruppen direkt im Anschluss 

an die Defektkreation erfolgte, fand diese bei den Early OA Gruppen erst bei einer 

zweiten Operation nach 6 Wochen statt. Der Zeitpunkt der zweiten Operation bei den 

Early OA Gruppen wurde dabei so gewählt, dass bereits frühe arthrotische 

Veränderungen periläsionär vorhanden waren. Vor der eigentlichen Behandlung 

wurde Knochenmark zur Extraktion und Expansion der für die Injektion benötigten 

Stammzellen entnommen (Abb. 4). Bei den Post Trauma Gruppen wurde entweder 

Hydrogel mit physioxisch (Gruppe 1) oder hyperoxisch (Gruppe 2) vorkonditionierten 

MSCs in den Defekt injiziert. Als Kontrolle fungierte eine zellfreie Hydrogelinjektion 

(Gruppe 3) und das Belassen des Defekts ohne Intervention (Gruppe 4). Bei den Early 

OA Gruppen wurde ebenfalls entweder Hydrogel mit physioxisch (Gruppe 5) oder 

hyperoxisch (Gruppe 6) vorkonditionierten MSCs injiziert. Neben einer zellfreien 

Hydrogelinjektion (Gruppe 7) diente das vorsichtige Auskratzen des neugebildeten 

Gewebes aus dem Defekt (Gruppe 8) als Kontrolle. Das Ergebnis einer jeden Gruppe 

wurde an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert, 6 Wochen und 12 Wochen 

nach der zuletzt stattgefundenen Intervention. Die Euthanasie der Versuchstiere und 

die Gewebeentnahme fand damit gruppenspezifisch 6-, 12-, oder 18 Wochen nach 

Versuchsbeginn statt (Abb. 4).   
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Abbildung 4:  Darstellung des Versuchaufbaus für A: das Post Trauma Modell B: das Early OA Modell C: 

Gewinnung von MSCs und Herstellung der Hydrogele. Das blaue Rechteck zeigt das in den 

Defekt eingebrachte Hydrogel. Das gelbe Rechteck zeigt einen leeren Defekt. 

 

2.2.2 Chirurgische Behandlung 

2.2.2.1 Anästhesie und Operationsvorbereitung 

Die Anästhesie der Weißen Neuseeländer Kaninchen erfolgte durch eine intragluteale 

Injektion von einem Gemisch aus 0,6ml//kg Körpergewicht Xylazinhydrochlorid (2%) 

und Ketaminhydrochlorid (10%). Nach Einsetzen der Narkosewirkung wurden die 

Kaninchen mit einer Haarschneidemaschine ventral an beiden Knien und dorsal 

beidseits im Bereich der Beckenkämme rasiert. Für die Entnahme des Knochenmarks 

wurden die Kaninchen in Bauchlage auf dem Operationstisch positioniert. Für die 

folgenden Eingriffe am Kniegelenk befanden sich die Kaninchen in Rückenlage mit 

flektiertem Knie- und Hüftgelenk. Nach der Desinfektion des Operationsbereichs mit 

Ethanol erfolgte das sterile Abdecken mithilfe eines Lochtuchs. 
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2.2.2.2 Entnahme von Knochenmark 

Die Inzision der Haut erfolgte unmittelbar über der Spina iliaca posterior superior. Die 

Präparation wurde anschließend bis zur Darstellung des Periosts des 

Darmbeinstachels fortgesetzt. Mit einer Kanüle wurde nun die Kompakta durchstoßen, 

sodass die Kanülenspitze für die Knochenmarksaspiration in der Markhöhle des 

Knochens zum Liegen kam. Danach wurde eine mit 0,5 mL Heparin befüllte 5mL 

Spritze auf die Kanüle gesetzt, um damit das Knochenmark zu aspirieren. Das 

Endvolumen des gesamten Aspirats betrug im Schnitt ca. 4mL. Für den Transport und 

die Weiterverarbeitung wurden die Spritzen steril versiegelt und auf Eis gelagert. 

 

2.2.2.3 Erzeugung des osteochondralen Defekts 

Der osteochondrale Defekt wurde mithilfe eines Zahnbohrers an der medialen 

Femurkondyle erzeugt. Hierfür wurde die Haut mittig über der Patella inzidiert, 

beginnend ca. 2cm proximal, bis ca. 2cm distal der Patella. Die darauffolgende mediale 

parapatellare Präparation erfolgte bei flektiertem Knie. Nach der Inzision der 

Gelenkkapsel sowie der Luxation der Patella nach lateral, erfolgte die Darstellung der 

medialen Femurkondyle. Der Bohrer wurde anschließend an der am weitesten 

posterior gelegenen, noch sichtbaren Stelle des Knorpels angesetzt. Der Durchmesser 

des Bohrkopfes betrug 2,3mm. Mit einer vorher angebrachten Markierung am 

Bohrkopf konnte die vorher festgelegte Bohrtiefe von 2mm eingehalten werden. 

Gebohrt wurde bei maximaler Drehzahl unter Zuhilfenahme der Kühlfunktion des 

Bohrers. 

 

2.2.2.4 Implementierung des Hydrogels 

In den osteochondralen Bohrdefekt wurde je nach Versuchsform, entweder sofort oder 

6 Wochen nach der initialen Operation das mit mesenchymalen Stammzellen 

beladene HSA-HA-Hydrogel implantiert (im Falle der Kontrollgruppen wurde zellfreies 

Hydrogel verwendet). Das Gel befindet sich bereits für die Therapie von 

umschriebenen Knorpelläsionen des Kniegelenks mittels MACT unter 

Studienbedingungen in klinischer Anwendung (NOVOCART® Inject). Für die 

Implantation wurde eine sterile Kanüle auf die vorher befüllte Doppelkammerspritze 

aufgesetzt. Der Defekt wurde nun komplett mit Hydrogel befüllt. Überschüssiges Gel 
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wurde, falls erforderlich, mithilfe eines Dreiecktupfers entfernt. Nachdem das 

Aushärten des Gels abgewartet wurde, wurde das Kniegelenk des Kaninchens 

bewegt, um die Stabilität und Festigkeit des Transplantats im Defekt zu testen. Falls 

das Hydrogel im Gelenk nicht die gewünschte Festigkeit aufwies und somit nicht 

ausreichend im Defekt haftete, wurden die einzelnen Komponenten in einer 96-Well-

Platte zum gelieren gebracht. Ein aus dieser gelierten Masse abgetrenntes Stück 

konnte dann mit einer Pinzette in den Defekt eingebracht werden. Nach der Naht der 

Gelenkkapsel und der Faszie wurde die Wunde mit resorbierbaren Fäden 

verschlossen.  

 

2.2.2.5 Nachsorge und Gewebeentnahme  

Direkt im Anschluss an die Operation wurden die Wunden der Tiere mit Sprühpflaster 

und Betaisodonasalbe versorgt. Tierpfleger überwachten die Kaninchen täglich. Falls 

notwendig wurden die Wunden erneut mit Betaisodonasalbe versorgt. 

6, bzw. 12 Wochen nach der Hydrogelimplantation wurden die Versuchstiere mit einer 

intravenösen Injektion von Pentobarbital (0,5g/kg) beendigt. Nach vorsichtiger 

Präparation der Femurkondylen erfolgte beidseits deren Entnahme. Anschließend 

wurde der Fixationsprozess mit 4%igem PFA gestartet.  

 

2.2.3 Zellkultur und Zellaufbereitung 

 

Folgende Bezeichnungen werden in diesem Kapitel verwendet:  

• Kulturmedium: Gemisch aus 500ml DMEM (low glucose), 50ml bovines 

Serum, 5ml Hepes-Puffer, 5ml Pen-Strep und 100µl FGF 

• Chondrogenes Medium: Gemisch aus 47,5ml DMEM (high glucose), 500µl 

Dexamethason, 500µl Ascorbat, 500µl ITS+3, 500µl Natriumpyruvat, 250µl 

TGF- β1 

• Physioxische Sauerstoffbedingung: Bedingungen innerhalb des Heracell 150i 

Inkubators; 37°C, 5% CO2, 2% O2, 93% N2  

• Hyperoxische/ atmosphärische Sauerstoffbedingung: Bedingungen innerhalb 

des Heracell 240 Inkubators; 37°C, 5% Co2, 20% O2, 75% N2 
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2.2.3.1 Extraktion von MSCs aus Knochenmark 

Das in den sterilen Spritzen befindliche Gemisch aus Heparin und Knochenmark 

wurde mit 20G Kanülen in 50ml Zentrifugenröhrchen überführt. Nach der Zugabe von 

jeweils 15ml Kulturmediums, wurde der gesamte Inhalt der Zentrifugenröhrchen für 5 

Minuten bei 1700rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend abpipettiert und 

das verbleibende Pellet mit der restlichen Flüssigkeit resuspendiert. Für die 

Bestimmung der Zellzahl wurden 25µl der Zellsuspension, 100µl Essigsäure (4%) und 

75µl des vorher verwendeten Kulturmediums in ein 500µl Eppendorf 

Mikroreaktionsgefäß gegeben. Die Auszählung erfolgte unter Berücksichtigung der 

Verdünnungsfaktoren auf einer Zählkammer (Neubauer-improved). Je 40 Mio. Zellen 

wurden nun in 30ml Kulturmedium suspendiert und in 150cm2 Kulturflaschen gegeben. 

Pro Spender wurden zwei solche Kulturflaschen präpariert. Somit konnte je eine 

Flasche unter physioxischen, und eine unter hyperoxischen Sauerstoffbedingungen 

gelagert werden.  

 

2.2.3.2 Zellkultur von MSCs 

Der erste Medienwechsel erfolgte nach 5 Tagen. Im Anschluss wurde das Medium 

dreimal pro Woche gewechselt, bis die Kolonien eine 90%ige Konfluenz erreicht 

hatten. Nach Erreichen der gewünschten Konfluenz wurden die Zellen trypsiniert und 

in Abhängigkeit von der Zellzahl und des geplanten Versuchs in 1-5 neue 150cm2 

Kulturflaschen überführt. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mithilfe von Tulloidinblau 

und anschließendem Auszählen auf einer Zählkammer (Neubauer-improved). 

Expansion von MSCs 

Ziel der Expansion war die Bestimmung der Auswirkungen, den unterschiedliche 

Sauerstoffkonzentrationen im Inkubator auf die Differenzierung von MSCs haben. Die 

anfängliche Zelldichte in den neuen Kulturflaschen betrug immer 3333 MSCs pro cm2. 

Die Zellkultur wurde bis zur 4. Passage (P4) fortgeführt. Zwei 150cm2 Kulturflaschen 

pro Spender wurden hierbei unter atmosphärischen Sauerstoffbedinungen bebrütet, 

zwei Weitere unter physioxischen Bedingungen. Zwischen den einzelnen Passagen 

erfolgte die Zellzahlbestimmung. Fotografien der Kulturen wurden jeweils zwei Tage 

nach der Überführung in neue Kulturflaschen angefertigt. 
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Zellzüchtung für Hydrogelanfertigung 

Da für die Anfertigung des HSA-HA-Hydrogels pro ml 50 Mio. MSCs benötigt wurden, 

stand die Vervielfachung der vorhandenen prekonditionierten Zellen im Vordergrund. 

Deshalb wurde, falls nötig, die Zellzahl pro cm2 reduziert, während die Gesamtzahl 

der Kulturflaschen erhöht wurde. Die für die Operation benötigten Zellen entstammten 

den Passagen 1 und 2 und wurden ebenfalls entweder unter atmosphärischen, oder 

unter physioxischen Sauerstoffbedingungen kultiviert. Am Tag des Eingriffs wurden 

die MSCs trypsiniert, zentrifugiert und anschließend mit DMEM (high glucose) 

resuspendiert. Die Zentrifugenröhrchen mit dem Medium-Zell-Gemisch wurden vor der 

Herstellung des Hydrogels auf Eis gelegt. Die Zellkonzentration im Gel betrug 50 x 106 

Zellen/mL. 

 

2.2.3.3 Pelletzellkultur von MSCs 

Im Anschluss an die erste Passage (P0) wurden MSCs für die Expansion in einer 

Pelletzellkultur trypsiniert und in ein 50ml Zentrifugenröhrchen pipettiert. Nach 10-

minütiger Zentrifugation bei 1000 rpm wurde der Überstand abpipettiert und das 

verbleibende Pellet mit DMEM (high glucose) resuspendiert. 20µl des Gemischs 

wurden genutzt, um mithilfe von Trypan Blau die Zellzahl zu bestimmen. Basierend auf 

der absoluten Zellzahl wurden mit einer Verdrängerpipette je 400.000 MSCs in ein 

Well einer 96-Well Platte pipettiert. Die Platte samt Inhalt wurde anschließend für 5 

Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde erneut 

abpipettiert und 300µl chondrogenes Medium pro Well auf jedes Pellet gegeben. Der 

Mediumwechsel erfolgte dreimal pro Woche, bis die Pellets vier Wochen nach Beginn 

der Kultur für Fotografien und Analytik weiterverarbeitet wurden. Gelagert wurden die 

Kulturplatten in Inkubatoren unter physioxischen und hyperoxischen 

Sauerstoffbedingungen.  

 

2.2.3.4 Herstellung und Funktion des zellbeladenen TETEC-Albumin-

Hyaluronsäuregels 

Herstellung: 

Mithilfe eines Schüttelgeräts wurden 80µL/mL humanes Maleoylalbumin (HSA), 

200µL/mL Hyaluronsäure und 400µL/mL Dulbecco’s Modified Eagle Medium (High 
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Glucose) in einem Zentrifugenröhrchen vermengt und bei 4°C in einem Kühlschrank 

gelagert. Anschließend wurden 50 x 106 vorkonditionierte MSCs/mL mit 120µL/mL 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (High Glucose) resuspendiert. Die Zellsuspension 

und das vorher angefertigte Hyaluronsäuregemisch wurden nun vermengt und in die 

dafür vorgesehene Kammer der Doppelkammerspritze gefüllt. 

Danach erfolgte die Befüllung der zweiten Kammer 200µL/mL Thiopolyethylenglykol  

(SH-PEG). Erneut wurde auf eine gründliche Durchmischung der beiden 

Komponenten vor der Befüllung der Spritze geachtet. Damit war die Herstellung 

abgeschlossen und das zellbeladene HSA-HA-Hydrogel bereit für die Injektion. 

 

Funktion: 

Die speziellen Eigenschaften der verwendeten Komponenten ermöglichen eine 

einfache Handhabung des Hydrogels. Durch eine chemische Verbindung zwischen 

dem aktivierten humanen Albumin und dem Polyethylenglykol formt sich aus den 

anfangs flüssigen Bestandteilen eine gelartige Masse, die sich in das umliegende 

Gewebe integriert (Abb. 5). Die Zellen bleiben durch die Quervernetzung der 

Komponenten im Gel und sollen gleichzeitig bei der Beibehaltung ihres Phänotyps 

unterstützt werden [71]. 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Hydrogelformation (modifiziert nach Benz et al., 2010) [71]. 
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2.2.3.5 Zellkultur des zellbeladenen HSA-HA-Hydrogels 

Überreste von Hydrogelen, die bei den Operationen verwendet wurden, wurden unter 

sterilen Bedingungen gesammelt und auf Eis gelagert. Nach Abschluss der OP begann 

die Kultivierung der mit MSCs beladenen Gele.  

Hierfür wurde eine in etwa gleiche Menge an Hydrogel in jeweils ein Well von zwei 24-

Well-Platten gegeben. Nach Zugabe von chondrogenem Medium erfolgte die 

Lagerung der zwei Zellkulturplatten in unterschiedlichen Inkubatoren. Somit konnten 

die vom selben Spender stammenden zellbeladenen Hydrogele unter hyperoxischen 

und physioxischen Sauerstoffbedingungen bebrütet werden. Der Wechsel des 

Mediums erfolgte dreimal pro Woche. 4 Wochen nach Beginn der Kultur wurde diese 

beendet und die Hydrogele für die Auswertung weiterverarbeitet.  

 

2.2.4 Histologische Methoden 

2.2.4.1 Gewebeaufbereitung und Anfertigung von Gefrierschnitten 

Femurkondylen 

Die entnommenen Kondylen wurden umgehend in 4%igem PFA fixiert. Nach 

zweitägigem Verbleib in PFA und Lagerung bei 4°C wurde das Gewebe dreimal für je 

10 Minuten mit PBS gewaschen. Anschließend folgte der Start der Dekalzifizierung 

der Proben mithilfe einer EDTA-Lösung. Die Lösung wurde dreimal pro Woche 

ausgetauscht. Nach zwei Wochen wurden überflüssige Knochenreste reseziert, um 

den Dekalzifizierungsvorgang zu beschleunigen. Sechs Wochen nach Beginn der 

Dekalzifizierung erfolgte nach 24 stündigem Verbleib in 0,1M Phophatpuffer die 

Entwässerung der Kondylen. Hierfür durchliefen die Proben eine aufsteigende 

Saccharosereihe (10% Saccharose, 20% Saccharose, 30% Saccharose, 1:1 Gemisch 

aus gleichen Teilen 30% Saccharose und Einbettmedium, 100% Einbettmedium). Die 

Proben verblieben in jeder der angegebenen Konzentrationen für 24h. 

Mithilfe von flüssigem Stickstoff wurde das Gewebe gefroren und bis zur 

Weiterverarbeitung bei -70°C gelagert. In einem Kryostaten wurden Gefrierschnitte mit 

einer Dicke von 8µm angefertigt. Das geschnittene Gewebe wurde auf beschichtete 

Objektträger aufgedrückt und trocken aufbewahrt. Das auf den Objektträgern 

befindliche Adhäsiv bestand aus ca. 98% H2O, 1,5% Gelatine, 0,375% Chromalaun 

und 0,125% Glutaraldehyd. 
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Pellets und zellbesetzte Hydrogele 

Die Aufbereitung der Pellets und der zellbesetzten Hydrogelen unterschied sich nur 

unwesentlich von der der Femurkondylen. Sie verblieben kürzer in PFA und den 

Lösungen der Saccharosereihe. Statt 24h verweilten sowohl die Pellets, als auch das 

zellbesetzte Hydrogel nur jeweils eine Stunde in den einzelnen Fixansmitteln.  

Die Anfertigung der Gefrierschnitte unterschied sich dabei nicht.  

 

2.2.4.2 Safranin-O/ Fast-Green Färbung 

Als kationische Färbung bindet Safranin-O an Glykosaminoglykane wie 

Chondroitinsulfat und Keratansulfat. Diese Eigenschaft resultiert in einer Rotfärbung 

des basophilen Gelenkknorpels. Die Gegenfärbung mit Fast Green sorgt dabei für 

einen guten Kontrast zwischen Knorpel und dem eosinophilen, subchondralen 

Knochen, da dieser sich durch seinen Reichtum an Kollagen Typ I grün färbt [72]. Für 

die Anfertigung der Färbung durchliefen die Gefrierschnitte mehrere Schritte. Nach 

dem Verbleib der Schnitte in destilliertem Wasser für eine Minute, wurden sie für 6 

Minuten in einer Hämatoxilin-Lösung belassen und anschließend in Acid Alkohol 

getaucht. Daraufhin verblieben die Schnitte 5 Minuten unter laufendem 

Leitungswasser und danach 4 Minuten in einer 0,02%igen Fast Green Lösung. Nach 

dreimaligem Eintauchen in 1%iger Essigsäure und 6 Minuten in einer 1%igen Safranin-

O Lösung wurden die nun gefärbten Gefrierschnitte mit Propanol entwässert. Mithilfe 

eines Eindeckmediums wurden das frisch gefärbte Gewebe eingedeckt.  

 

2.2.4.3 DMMB (1,9-Dimethyl-Methylenblau) Färbung 

Für die Darstellung von sulfatierten Glykosaminoglykanen in der extrazellulären Matrix 

des Knorpels, wurde eine DMMB-Färbung verwendet. Bei der Bindung des Farbstoffs 

an die negativ geladenen Sulfatgruppen kommt es zur Anreicherung der Farbmoleküle 

und damit zur Verschiebung des Absorptionsmaximums [73,74]. Das Gewebe 

erscheint nun an glykosaminoglykanreichen Stellen purpurfarben. Die restlichen 

Anteile der Gefrierschnitte sind blau gefärbt. Für die Färbung wurde das Gewebe fünf 

Minuten in destilliertem Wasser- und anschließend für 10 Minuten in einer 0,1%igen 

DMMB Lösung belassen. Nach zweimaligem Eintauchen der Schnitte in destilliertem 



Material und Methoden 

 36 

Wasser wurden sie mithilfe von Propanol entwässert. Zum Eindecken des frisch 

gefärbten Gewebes wurde ein Eindeckmedium verwendet. 

 

2.2.4.4 Kollagen Typ I und II Färbungen 

Zum qualitativen Nachweis der Kollagen Typen I und II im Bereich des 

osteochondralen Defekts, wurde eine immunohistochemische Färbung verwendet. Für 

eine Verstärkung der Färbeintensität kam zusätzlich eine Avidin-Biotin-Komplex-

Technik zum Einsatz. Die Affinität des Proteins Avidin zum Vitamin Biotin wird genutzt, 

um die Bindung zwischen Primär- und Sekundärantikörper leichter sichtbar zu 

machen. Die Oxidation des Substrats für den zugegebenen ABC-Komplex, der an den 

biotinylierten Sekundärantikörper bindet, sorgt hierbei für eine intensivere Färbung 

[75].  

 

Für die Anfertigung der Färbung durchliefen die Schnitte der Femurkondylen mehrere 

Schritte. Nachdem die Schnitte mit Waschpuffer rehydriert wurden, erfolgte die 

Blockierung endogener Peroxidasen. Hierfür verweilten die Schnitte in einer Lösung 

aus 80% PBS, 10% H2O2 und 10% Methanol für 30 Minuten. Nach der Zugabe von 

150µl Pepsinlösung wurden die Proben erneut mit Waschpuffer gespült. Anschließend 

wurden die Schnitte für 60 Minuten in Blockingpuffer belassen, woraufhin 200µl des 

Primärantikörpers pro Objektträger zugegeben wurde. Für die Detektion von Kollagen 

Typ 1 wurde eine 1:200 Verdünnung eines monoklonalen Kollagen-I-Mausantikörpers 

in Blockingpuffer verwendet, während für die Detektion von Kollagen Typ 2 eine 1:100 

Verdünnung eines monoklonalen Kollagen-II-Mausantikörpers in Blockingpuffer zum 

Einsatz kam. Kein Primärantikörper wurde zu den Negativkontrollen hinzugegeben. 

Die Schnitte wurden daraufhin über Nacht inkubiert. Nach der Entfernung von 

Primärantikörperrückständen mit Waschpuffer wurde der Sekundärantikörper für 60 

Minuten zu den Proben gegeben. Hierbei handelte es sich um einen mit Biotin 

konjugierten polyklonalen Anti-Maus-IgG-Ziegen-Antikörper. Anschließend blieben die 

Schnitte für 90 Minuten in einer ABC-Lösung, wurden mit Waschpuffer abgespült und 

mit einer DAB-Lösung entwickelt. Nachdem ein grau-brauner Farbumschlag 

makroskopisch sichtbar wurde, wurde die Reaktion mithilfe von Waschpuffer gestoppt. 

Die Schnitte wurden dann mit Propanol entwässert und mit Eindeckmedium 

eingedeckelt.  
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2.2.5 Nano-CT Untersuchung 

 

12 Wochen nach der jeweiligen Intervention wurden die Kondylen des Early OA 

Modells entnommen und für 2 Tage in 4%igem PFA fixiert. Anschließend erfolgte die 

Überführung der Proben in eine 70%ige Ethanollösung. Mittels eines Scanco µCT 

Geräts wurden die behandelten medialen und die als intakte Kontrolle fungierenden 

lateralen Kondylen in zwei unterschiedlichen Auflösungen untersucht. Für die 

dreidimensionale Rekonstruktion der Proben und die Messung der Knorpeldicke 

wurde eine Röhrenspannung von 90kVp, eine Voxelgröße von 20 µm, eine 

Integrationszeit von 1000ms und ein Röntgenstrom von 88 µA als Einstellung 

verwendet. Für die Untersuchung der Knochenformation wurde eine höhere Auflösung 

mit 90 kVp, 3 µm, 1500ms und 88 µA genutzt. 

Um die Dicke des regenerierten Knorpels zu quantifizieren, wurden 60 Messpunkte im 

geometrischen Zentrum des Defekts ausgewertet. Zur Segmentierung des Knorpels 

wurde anhand des Histogramms die untere Graustufenschwelle auf -162,2 und die 

obere Graustufenschwelle auf 106,5 gesetzt (Gauß-Filter: Sigma: 1,5, Support: 3). 

Anschließend wurden drei parallele, zweidmensionale Schnittbilder mittels ImageJ zur 

Messung der Dicke herangezogen. Zur Analyse wurde ein 2 x 5 x 5mm großer, den 

Defekt einschließender Bereich ausgewählt. Als Kontrolle fungierte Knorpel im 

gesunden Bereich der Kondyle (Abb. 6A). 

Für die Messung der Knochendichte und dem Anteil des Knochenvolumens am 

Gesamtvolumen, wurde ein Bereich im Defekt direkt unterhalb der ehemaligen 

Knochen-Knorpel-Grenze mit einem Volumen von ca. 15.000 µm3 analysiert (Abb. 7). 

Die Datenerhebung erfolgte mittels des Spongiosa Morphometrie Skripts von Scanco. 

Als Kontrolle diente die seitengleiche laterale Femurkondyle [76]. 
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Abbildung 6: A: Coronare Rekonstruktion der medialen Femurkondyle mit Markierung der Knorpeldicke im 

Zentrum des Defekts (grüne Fläche) 

B: Kraniale Sicht auf die Oberfläche der Femurkondyle mit Höhenrelief. 

 

 

Abbildung 7:  Coronare Rekonstruktion der medialen Femurkondyle mit Markierung zur Messung der 

Knochendichte im Defektbereich in einer Interventionsgruppe (A) und Kontrollgruppe (B).  
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2.2.6 Analytik 

2.2.6.1 Evaluation gefärbter Gefrierschnitte 

Für die Generierung von quantitativen Daten, wurden zwei Bewertungssysteme für die 

unterschiedlichen Interventionsgruppen verwendet. Die hierfür genutzten 

Gefrierschnitte waren mit Safranin-O/ Fast Green gefärbt. Um für unparteiische und 

objektive Bedinungen zu sorgen, wurde jede einzelne Probe verblindet und von drei 

unterschiedlichen Analysten bewertet. Pro Kondyle wurden fünf gefärbte 

Gefrierschnitte angefertigt, die in die jeweilige Beurteilung eingingen. Die Auswertung 

erfolgte unter einem Phasenkontrastmikroskop. 

 

2.2.6.1.1 OARSI-Grade 

Um frühauftretende osteoarthrotische Degenerationen zu bewerten, die sich 

periläsionär, also direkt an den osteochondralen Defekt grenzend, entwickelt haben, 

wurde die OARSI-Grade verwendet. Die Note reicht von 0 bis 6, wobei eine höhere 

Note einen höheren Grad an Arthrose anzeigt (Abb. 8) [77]. Wichtig für die Beurteilung 

ist hierbei, dass nicht die Knorpelstruktur unmittelbar im Defekt, sondern an dessen 

Grenze bewertet wurde.  
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Abbildung 8:  OARSI-Grade mit zugehörigem Safranin-O/ Fast Green gefärbtem Beispielbild (modifiziert 

nach Pritzker et al., 2006) [77]. 

 

2.2.6.1.2 Sellers-Score 

Für die Bewertung des neugebildeten Gewebes innerhalb des osteochondralen 

Defekts, wurde eine Punktzahl nach Sellers verwendet (Abb. 9). Viele relevante 

Aspekte des Reparaturvorgangs werden in dem Score berücksichtigt. Darunter die 

Füllung des Defekts relativ zur Knorpeloberfläche, die Integration des neugebildeten 

Gewebes mit dem umgebenden Knorpel, die Färbung der Matrix mit Safranin-O, Die 

zelluläre Morphologie, die Architektur im gesamten Defekt, die Architektur der 

Oberfläche, die Neubildung des subchondralen Knochens und die Formation der 

Tidemark. So konnten sowohl die Gesamtpunktzahl, als auch die Teilfaktoren der 

Reparatur aller Proben miteinander verglichen werden. Die OARSI Grade reicht somit 

von 0 (gesunder hyaliner Gelenkknorpel) bis zu 31 (kein relevantes neugebildetes 

Gewebe) [78]. 
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Abbildung 9: Für die Berechnung der Gesamtpunktzahl verwendete Tabelle mit Aufführung der genauen 

Punktvergabe. 

 

2.2.6.2 Quantitativer GAG-Assay 

Der Gehalt an sulfatierten Glykosaminoglykanen der kultivierten Pellets, der Hydrogele 

und des Zellkulturüberstands konnte mit einem DMMB-Assay bestimmt werden. Ein 

Photometer ermittelte hierbei die metachromatischen Änderungen, die bei der Bindung 

des kationischen Farbstoffs an Sulfatgruppen auftraten. Dadurch war es möglich die 

Konzentration an GAGs in den jeweiligen Proben zu berechnen [73]. 

Um Fehler bei der Messung zu eliminieren und sonstige Proteine zu denaturieren, 

wurden die Proben am Tag vor dem Versuchsstart bei 60°C mit einem 

Papainverdaupuffer inkubiert. Eine Standardreihe mit Chondroitinsulfat wurde 

ebenfalls vorbereitet, der Puffer enthielt hier kein Papain. Zur Messung selbst wurden 

25µl jedes Standards, bzw. jeder Probenverdünnung in eine 96 Wellplatte vorgelegt. 

Nach der Zugabe von 200µl DMMB erfolgte die Messung unmittelbar bei 575nm in 

einem Photometer. 
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2.2.6.3 Quantitativer DNA-Assay 

Der DNA-Gehalt der kultivierten Pellets, der Hydrogele und des Zellkulturüberstands 

wurde mit einem Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit bestimmt. Durch die 

Bindung von Picogreen an doppelsträngige DNA entsteht ein intensiv fluoreszierender 

Komplex aus Farbstoff und Nukleinsäure [79]. Mithilfe einer DNA-Standard-Reihe und 

eines Photometers konnten die DNA-Konzentrationen der jeweiligen Proben 

gemessen werden. Hierfür wurde ein TE-Puffer 20-fach mit sterilem, DNase-freiem 

Wasser verdünnt. Mit dem verdünnten TE-Puffer konnte anschließend eine 200-fache 

Verdünnung des PicoGreen dsDNA Reagenz hergestellt werden. Mithilfe eines 

Lambda-DNA-Standards konnte eine DNA-Standardkurve erstellt werden. Dafür 

wurden je 100µl der Standard-Reihe in eine 96-Well-Platte in den Konzentrationen 2, 

1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 und 0 µg/ml vorgelegt. Die zu messenden DNA-

Proben wurden mit Papain verdaut und mit dem verdünnten TE-Puffer 30-fach 

verdünnt. 100µl der Probenverdünnung wurden dann in eine 96-Well-Platte vorgelegt 

und jeweils 100µl des verdünnten PicoGreen dsDNA Reagenz zu jedem befüllten Well 

zugegeben. Nach dreiminütiger Inkubation in Dunkelheit erfolgte die Messung im 

Photometer bei einer Exzitation von 480nm und einer Emission von 520nm. 

 

2.2.6.4 Messung von MSCs 

Mithilfe des Programms ImageJ konnten die Länge, die Breite, der Durchmesser und 

der Flächeninhalt der Mesenchymalen Stammzellen bestimmt werden. Analysiert 

wurden Bilder der jeweiligen Stammzellpopulationen, die zwei Tage nach der 

Überführung in neue Kulturflaschen aufgenommen wurden. Der Zeitpunkt der 

Aufnahmen wurde so gewählt, dass die einzelnen Zellen klar zueinander abgrenzbar 

waren. Pro Spender wurden dabei 20 Zellen ausgewertet. Die Hälfte dieser Zellen 

wurde unter physioxischen, die andere Hälfte unter hyperoxischen Kulturbedingungen 

gelagert 
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2.2.6.5 Statistik 

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism Version 7 (GraphPad, 

LaJolla, USA). Eine Normalverteilung wurde aufgrund des Ergebnisses des Shapiro-

Wilk-Tests für p < 0,05 nicht angenommen und daher auf nicht parametrische 

statistische Tests für die Signifikanzbeurteilung zurückgegriffen. Für die Auswertung 

der Pellet GAG-, DNA- Nassgewichtdaten wurde eine zweifaktorielle ANOVA mit 

Turkey Post-Hoc Test verwendet. Für die Auswertung der Sellers Score Parameter 

wurde ein Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post-Hoc Test verwendet. Für den Vergleich 

zwischen physioxisch und hyperoxisch behandelten Defekten im Kaninchenmodell 

wurde ein gepaarter T-Test verwendet. Der Signifikanzwert p wurde mit < 0,05 

definiert.
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3 Ergebnisse 

3.1 In Vitro 

3.1.1 Auswirkung der Sauerstoffkonzentration auf Differenzierung der MSCs  

Die typische spindelförmige, fibroblastische Morphologie der MSCs konnte unter 

beiden Sauerstoffkonzentrationen beobachtet werden (Abb. 10). Allerdings erschienen 

die physioxisch vorkonditionierten MSCs kleiner als MSCs, die unter hyperoxischen 

Bedingungen kultiviert wurden. Eine Messung der Zellen bestätigte den Eindruck, 

wobei sich eine signifikant verkleinerte Zellfläche bei unter Physioxia 

vorkonditionierten MSCs im Vergleich zu hyperoxischen MSCs fand (Abb. 11). Der 

Größenunterschied wurde dabei umso deutlicher, je weiter fortgeschritten die Passage 

der kultivierten Zellen war (Abb. 10, P3 und P4).  
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Abbildung 10: Repräsentative Bilder MSCs von unter Hyperoxia (linke Reihe) und Physioxia (rechte 

Reihe) vorkonditionierten MSCs; Passagen 1-4; Spender #62. 
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Des Weiteren resultiert die physioxische Vorkonditionierung in einer erhöhten Zellzahl 

über vier Passagen hinweg. Die Verdopplungszeit zwischen den Passagen war dabei 

im Vergleich zu den unter Hyperoxia kultivierten Zellen signifikant erniedrigt, während 

die kumulativen Populationsverdopplungen erhöht waren (Abb. 12). Ebenfalls zu 

beobachten war ein Sistieren des Wachstums der hyperoxischen MSCs in den meisten 

Populationen nach ungefähr 30 Tagen. Die Wachstumsrate der physioxischen MSCs 

unterlag dahingegen einem weniger starken Einfluss durch eine verlängerte 

Expansionszeit. Deutlich wird dies besonders in späteren Passagen. Als Ausdruck 

dessen zeigt sich in Abbildung 12 eine nahezu gleichbleibende Steigung der Kurve 

nach der zweiten Passage unter Physioxia. Unter Hyperoxia nahm die 

Verdopplungszeit hingegen kontinuierlich zu, bis sie schließlich stagnierte.  

 

 

Abbildung 11:  Zellfläche einzelner MSCs in Mikrophotographien; Passagen 1-4. Werte repräsentieren 

Mittelwert ± Standardabweichung; p < 0,05; n = 5. 
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Abbildung 12: Kumulative Verdopplungen der MSC-Populationen unter Physioxia und Hyperoxia; Passagen  

1-4 markiert durch graue Quadrate. Werte repräsentieren Mittelwert ± Standardabweichung; p < 

0,05; n = 9. 

 

 

3.1.2 Analyse der Pelletzellkultur 

3.1.2.1 Makroskopische Auswertung 

Nach der Beseitigung des überschüssigen chondrogenen Mediums wurden die Pellets 

unter 4-facher Vergrößerung fotografiert. Hierbei zeigten sich Unterschiede beim 

Vergleich zwischen physioxisch- und hyperoxisch kultivierten Pellets, die aus den 

Zellen des gleichen Spenders gezüchtet wurden. Festgestellt werden konnte dabei 

eine Größenzunahme bei physioxischen- im Vergleich zu hyperoxischen Pellets (Abb. 

13). Die makroskopischen Unterschiede zwischen hyperoxischen- und physioxischen 

Pellets waren dabei umso größer, je größer die Abweichung zwischen dem später 

gemessenen GAG-Gehalt der Pellets war. 
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Abbildung 13: Repräsentative makroskopische Bilder chondrogener Pellets; kultiviert unter Hyperoxia (links) 

und Physioxia (rechts); Spender #62. 

 

3.1.2.2 Histologische Auswertung 

Für die histologische Evaluation wurden unter anderem mit DMMB gefärbte 

Gefrierschnitte der Pellets verwendet. Somit konnte das Vorhandensein von 

sulfatierter Glykosaminoglykane und deren Verteilung in den Proben untersucht 

werden. SGAGs färben sich hier purpurfarben. Auffällig war dabei, dass vor allem 

physioxisch vorkonditionierte Pellets einen hohen Anteil und eine gleichmäßige 

Verteilung von sGAGs zeigten. Eine Größenzunahme konnte ähnlich wie bei der 

makroskopischen Beurteilung ebenfalls gefunden werden. Außerdem erschien der 

Abstand zwischen den einzelnen Zellen vermindert zu sein, was auf eine vermehrte 

Produktion von extrazellulärer Matrix schließen lässt (Abb. 14). Bei physioxischen 

Pellets, die in der darauffolgenden quantitativen Bestimmung der Glykosaminoglykane 

keinen bedeutenden Unterschied zu ihrer hyperoxischen Vergleichsgruppe fanden, 

konnten allerdings keine eindeutig sichtbaren Unterschiede gefunden werden.  
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Abbildung 14: Repräsentative Bilder DMMB gefärbter chondrogener Pellets; kultiviert unter Hyperoxia (links) 

und Physioxia (rechts); Spender #62. 

 

Neben klassischen Färbemethoden fanden auch immunhistochemische Nachweise 

von Kollagen I und Kollagen II Anwendung. Der Gehalt an Kollagen I und Kollagen II 

gibt dabei Aufschluss darüber, ob es sich bei dem gebildeten Gewebe um hyalinen 

Knorpel oder um Faserknorpel handelt. Ein hoher Anteil an Kollagen II in der Färbung 

spricht dabei für hyalinen Knorpel, während es sich beim Vorhandensein von Kollagen 

I und Kollagen II eher um Faserknorpel handelt.   

Bei der Bestimmung von Kollagen II fand sich sowohl bei unter Hyperoxia- als auch 

bei unter Physioxia kultivierten Pellets eine typische bräunliche Graufärbung des 

Gewebes. Unter Hyperoxia fand sich eine diffusere Verteilung von Kollagen II. 

Insgesamt erschien die Färbung bei physioxischen Pellets intensiver, weshalb von 

einer verstärkten Bildung von Kollagen Typ II ausgegangen werden kann (Abb. 15). 
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Abbildung 15:  Repräsentative Bilder immunhistologisch nach Kollagen II gefärbter chondrogener Pellets; 

kultiviert unter Hyperoxia (links) und Physioxia (rechts); Spender #62. 

 

Im Vergleich zum reichlich im Gewebe vorhandenem Kollagen II findet sich unter 

beiden Sauerstoffbedingungen kaum Kollagen I. Es zeigten sich hier nur vereinzelt 

bräunliche Graufärbungen. Die sichtbaren Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Sauerstoffkonzentrationen waren vernachlässigbar klein (Abb. 16). 

 

 

Abbildung 16: Repräsentative Bilder immunhistologisch nach Kollagen I gefärbter chondrogener Pellets; 

kultiviert unter Hyperoxia (links) und Physioxia (rechts); Spender #62. 
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3.1.2.3 Glykosaminoglykangehalt und Nassgewicht 

Der Gehalt an sulfatierten Glykosaminoglykanen (sGAGs) wurde mittels eines DMMB-

Assays für die Pellets des jeweiligen Spenders gemessen. Dabei zeigten die 

physioxischen Zellkulturen im Durchschnitt einen leicht erhöhten, jedoch nicht 

signifikant veränderten sGAG-Gehalt pro Pellet. In Bezug auf das gemessene 

Nassgewicht fanden sich mit dem Glykosaminoglykangehalt im Einklang stehend 

ebenfalls höhere Werte für physioxisch gezüchtete MSCs im Vergleich zu 

hyperoxischen Bedingungen. Auffällig bei Betrachtung der Ergebnisse der einzelnen 

Proben war, dass sich die Reaktion auf den niedrigen Sauerstoffgehalt besonders bei 

Zellpopulationen des gleichen Spenders (paarige Proben) nachvollziehen ließ (Abb. 

17 B und 18B). Hier zeigte sich die verstärkt ablaufende sGAG-Produktion und der 

Anstieg des Nassgewichts deutlicher als beim Vergleich mit den von unterschiedlichen 

Spendern stammenden unpaarigen Proben (Abb. 17 A und 18 A). Dennoch ließen sich  

Populationen finden, die gar nicht oder nur kaum auf die physioxischen Bedingungen 

ansprachen.  

 

Abbildung 17: A: Nassgewicht einzelner Pellets in mg. Werte repräsentieren Mittelwert ± 

Standardabweichung; n = 7 für Hyperoxia, bzw. n = 12 für Physioxia. 

B: Nassgewicht einzelner Pellets in mg; Pellets kultiviert aus Zellen des gleichen Spenders 

(paarige Proben mit Strichlinie verbunden); Werte repräsentieren Mittelwert; n = 5. 
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Abbildung 18: A: Gehalt an sulfatierten Glykosaminoglykanen pro Pellet in µg. Werte repräsentieren Mittelwert 

± Standardabweichung, bzw. Einzelwerte (schwarze Punkte); n = 6 für Hyperoxia, bzw. n = 12 

für Physioxia. 

B: Gehalt an sulfatierten Glykosaminoglykanen pro Pellet in µg ; Pellets kultiviert aus Zellen des 

gleichen Spenders (paarige Proben mit Strichlinie verbunden); Werte repräsentieren Mittelwert 

± Standardabweichung; n = 7. 

 

3.1.2.4 DNA-Gehalt 

Um den DNA-Gehalt der chondrogenen Pellets zu messen und die sGAG-Produktion 

in Relation zur Zellzahl zu setzen, wurde ein dsDNA-Assay eingesetzt. Verglichen mit 

hyperoxischen Pellets zeigte sich dabei ein mehr als doppelt so hoher DNA-Gehalt pro 

Pellet bei physioxischen Pellets (Abb. 14). 

Bei der Betrachtung des GAG/DNA Wertes wird deutlich, dass das Verhältnis von 

Produktion der MSCs von Glykosaminoglykanen pro µg DNA in hyperoxischen 

Kulturen größer war als in physioxischen Kulturen. Dennoch zeigten hyperoxische 

Pellets eine weniger intensive Färbung mit DMMB. Die hier erhobenen GAG/DNA 

Werte entsprechen damit nicht den Ergebnissen der histologischen Auswertung.  
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Abbildung 19 A: DNA-Konzentration pro Pellet in µg/ml. Werte repräsentieren Mittelwert ± 

Standardabweichung; n = 6 für Hyperoxia, bzw. n = 12 für Physioxia. 

B: GAG/ DNA); Werte repräsentieren Mittelwert ± Standardabweichung; n = 6 für Hyperoxia, 

bzw. n = 12 für Physioxia. 

 

3.1.3 Analyse kultivierter Hydrogele 

3.1.3.1 Histologische Auswertung 

Analysiert wurden die Gefrierschnitte der Hydrogele unter anderem mittels einer 

DMMB-Färbung. Dadurch konnte neben der Verteilung der Zellen im jeweiligen 

Hydrogel auch das Vorhandensein von sulfatierten Glykosaminoglykanen untersucht 

werden. SGAGs färben sich hier purpurfarben. Die MSCs verteilten sich größtenteils 

gleichmäßig in den unterschiedlich kultivierten Hydrogelen. Dabei bildeten die meisten 

Zellen ein purpurn gefärbtes Territorium, das sich besonders in der Peripherie des 

Gels gut zur Umgebung abgrenzen lässt. In den physioxischen Hydrogelen war 

außerdem eine vermehrte Anordnung der MSCs zu Zellclustern zu beobachten. 

Zudem zeigte sich hier eine intensivere Purpurfärbung des Hydrogels (Abb. 20). 
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Abbildung 20:  Repräsentative Bilder DMMB gefärbter Hydrogele; kultiviert unter Hyperoxia (links) und Physioxia 

(rechts); Spender #62. 

 

Der Nachweis von Kollagen II in den Hydrogelen erfolgte durch eine 

immunhistochemische Färbemethode. Unter beiden Sauerstoffbedingungen wurde 

Kollagen II exprimiert, das sich bräunlich grau gefärbt darstellte. Besonders in der 

Peripherie der Hydrogele ließ sich Kollagen II erkennen, wobei sich die höchste 

Konzentration in direkter Nachbarschaft der MSCs zeigte (Abb.21).  

 

 

Abbildung 21: Repräsentative Bilder immunhistologisch nach Kollagen II gefärbter Hydrogele; kultiviert unter 

Hyperoxia (links) und Physioxia (rechts); Spender #62. 
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3.2 In Vivo 

3.2.1 Makroskopische Auswertung 

 

Bei der makroskopischen Betrachtung der mit MSC-Injektion behandelten medialen 

Femurkondylen zeigte sich sowohl bei den Post Trauma Gruppen als auch bei den 

Early OA Gruppen ein runder Defekt in der posterioren Hälfte der Kondyle. Der 

Durchmesser des Defekts betrug ca. 2,5mm. Das sich darin befindliche 

Reparaturgewebe war hier im Unterschied zu den Kontrollgruppen weißlich gefärbt. 

Das Regenerat und der umliegende Knorpel schienen lückenlos ineinander 

überzugehen, wobei die Füllung des Defekts meist auf dem gleichen Niveau des 

angrenzenden Gewebes lag (Abb. 22).  

 

 

Abbildung 22: Makroskopische Bilder von mit Mesenchymalen Stammzellen behandelten osteochondralen 

Defekten der medialen Femurkondyle 12 Wochen post-OP; links: Post Trauma Gruppe unter 

Physioxia und Hyperoxia; rechts: Early OA Gruppe unter Physioxia und Hyperoxia; das weiße 

Quadrat markiert den Defekt. 
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In den Kontrollgruppen, die mit zellfreiem Hydrogel behandelten Kondylen und mit 

leerem Defekt, zeigte sich ein anderes Ergebnis. Die Färbung des Gewebes innerhalb 

des Defekts entsprach bei der ausgekratzten, leeren Kontrolle der Farbe des 

umliegenden Knorpels, während das zellfreie Hydrogel einen dunkleren Farbton 

hinterließ. Die Füllung der beiden Kontrolldefekte erreichte das Niveau des 

angrenzenden Gewebes meist nicht vollständig (Abb. 23).  

 

 

Abbildung 23: Makroskopische Bilder von osteochondralen Defekten der medialen Femurkondyle 6 Wochen 

post-OP; Post Trauma Kontrollgruppe; links: ausgekratzter, leerer Defekt; rechts: Injektion des 

zellfreien Hydrogels; das weiße Quadrat markiert den Defekt. 

 

Unterschiede zwischen den 6- und 12 Wochen Proben ließen sich bei keinen der 

Interventionsgruppen finden. 

 

3.2.2 Analyse osteoarthrotischer Veränderungen  

 

Am posterioren Teil der medialen Femurkondyle der Versuchstiere wurden fokale 

osteochondrale Defekte mit einem Durchmesser von 2,3mm und einer Tiefe von 2mm 

kreiert. In der unmittelbaren Umgebung des Defekts fanden sich sowohl nach 6 als 

auch 12 Wochen nach der Intervention degenerative Veränderungen in Form von 

Fibrillationen des Knorpels, Anordnung der Zellen zu Clustern und Zellproliferation, 

Bildung von Fissuren und Zelltod (Abb. 24). Die auftretenden frühen arthrotischen 

Veränderungen wurden mithilfe der OARSI Grade bewertet. 6 und 12 Wochen post-
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OP zeigte sich dabei ein durchschnittlicher Wert zwischen 3 und 4. Der Unterschied 

zu gesundem Knorpel war dabei signifikant (Abb. 25).  

 

Abbildung 24: Repräsentative Safranin-O/ Fast Green gefärbte Gefrierschnitte der Randregion des Defekts 6 

Wochen nach Defektkreation (A), 12 Wochen nach Defektkreation (B) und von gesundem 

Knorpel (C). 

 

Abbildung 25: OARSI Score für Gesunden Knorpel und Defekte 6-, bzw. 12 Wochen nach Defektkreation im 

Post Trauma Aufbau. Werte repräsentieren Mittelwert ± Standardabweichung; n = 5; p < 0,05. 

 

Aufgrund der erhobenen Daten wurde das beschriebene Modell für die Evaluation der 

periläsionären, frühen arthrotischen Veränderungen in den verschiedenen 

Interventions- und Kontrollgruppen verwendet (siehe Kapitel 2.1). Da sich kein 

wesentlicher Unterschied zwischen den degenerativen Veränderung 6 oder 12 

Wochen nach Bohren des Defekts zeigte (Abb. 24 A und B; Abb. 25), wurde die 

kürzere Zeitspanne von 6 Wochen zwischen Defektkreation und MSC-Injektion für die 

darauffolgenden Experimente in den Early OA Gruppen gewählt. Bei den Post Trauma 

Gruppen erfolgte die Injektion hingegen ohne Zeitverzug direkt nach der 

Defektkreation. 
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Abbildung 26: Repräsentative Safranin-O/ Fast Green gefärbte Gefrierschnitte der Randregion des kreierten 

Defekts. In der linken Bildhälfte neugeneriertes Gewebe, in der rechten Bildhälfte Übergang 

zum angrenzenden Knorpel und Knochen. 

A: Post Trauma 6 Wochen B: Post Trauma 12 Wochen C: Early OA 6 Wochen  

D: Early OA 12 Wochen. 
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Beim Vergleich zwischen den Gruppen war auffällig, dass die mit MSCs behandelten 

Defekte nach 12 Wochen im Early-OA und Post Trauma Versuch eine niedrigere 

OARSI Grade und damit einen niedrigeren Grad an früher Arthrose aufwiesen als 

deren mit zellfreiem Hydrogel therapierten Kontrollgruppen. Kondylen mit 

ausgekratztem, leerem Defekt zeigten 12 Wochen nach dem Eingriff eine annährend 

ähnliche OARSI Grade wie die Gruppen, die eine zellfreie Hydrogelinjektion erhielten.  

Signifikante Unterschiede ließen sich dabei ausschließlich in den Post-Trauma 

Gruppen finden. Mit physioxischen MSCs behandelte Defekte zeigten hier eine 

signifikant niedrigere OARSI Grade verglichen mit den Kontrollgruppen 12 Wochen 

post-OP. Mit hyperoxischen MSCs behandelte Defekte unterschieden sich lediglich 

von leeren Defekten signifikant. 6 Wochen post-OP ließ sich bei mit zellfreiem 

Hydrogel behandelten Defekten eine signifikant erhöhte OARSI Grade im Vergleich zu 

den restlichen Gruppen finden. 

Insgesamt ließ sich mit Vergrößerung der Zeitspanne zwischen Hydrogelinjektion und 

Gewebeentnahme von 6 auf 12 Wochen eine Erniedrigung der OARSI Grade und 

damit eine Abnahme der periläsionären, früharthrotischen Degenerationen bei allen 

mit mesenchymalen Stammzellen behandelten Defekten finden. Diese Tendenz zeigte 

sich sowohl im Early OA als auch im Post Trauma Versuch (Abb. 26).  
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Abbildung 27: OARSI Scores der jeweiligen Vergleichsgruppen. Werte repräsentieren Mittelwert ± 

Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 0,05. 
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3.2.3 Analyse von neugebildetem Gewebe 

3.2.3.1 Post Trauma 

Versuchstiere, die mit mesenchymalen Stammzellen behandelt wurden, zeigten im 

Post Trauma Modell 12 Wochen nach der Zellinjektion eine Neuformation 

knorpelähnlichen Gewebes innerhalb des Defekts, das außerdem eine intensive 

Färbung mit Safranin-O vorwies. Im Gegensatz dazu zeigten mit zellfreiem Hydrogel 

behandelte und leere Defekte nach 12 Wochen faserknorpelartiges Gewebe und eine 

deutlich geminderte Färbeintensität mit Safranin-O (Abb. 28). 6 Wochen postoperativ 

konnte zwar bei vereinzelten, mit Zellen behandelten Versuchsgruppen neugebildetes 

Gewebe gefunden werden, das bei Betrachtung der Zellmorphologie hyalinem Knorpel 

gleicht, insgesamt lassen sich die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu 

diesem Betrachtungszeitpunkt allerdings als minimal bezeichnen (Abb. 29).  
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Abbildung 28: repräsentative Bilder Safranin-O/ Fast Green gefärbter Gefrierschnitte der Post Trauma Gruppe 

12 Wochen nach Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion (linke Reihe); 

Vergrößerung des mit einem schwarzen Quadrat markierten Bereichs (rechte Reihe). 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 1 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 2 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 3 im Versuchsaufbau) 

D: Keine Intervention nach Defektkreation (Gruppe 4 im Versuchsaufbau). 
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Abbildung 29:  repräsentative Bilder Safranin-O/ Fast Green gefärbter Gefrierschnitte der Post Trauma Gruppe 

6 Wochen nach Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion (linke Reihe); Vergrößerung 

des mit einem schwarzen Quadrat markierten Bereichs (rechte Reihe). 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 1 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 2 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 3 im Versuchsaufbau) 

D: Keine Intervention nach Defektkreation (Gruppe 4 im Versuchsaufbau). 
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Insgesamt zeigte sich nach 12 Wochen ein niedrigerer Sellers Score des 

neugebildeten Gewebes der mit MSC behandelten Defekte. Ein signifikanter 

Unterschied ließ sich beim Vergleich zwischen den mit physioxischen MSCs 

behandelten Gruppen und den ausgekratzten, bzw. mit zellfreiem Hydrogel 

behandelten Gruppen finden. Die Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten 

MSCs resultierte in der Regeneration des osteochondralen Defekts mit qualitativ 

hochwertigerem Knorpel. Die Resultate bei der Behandlung mit hyperoxisch- bzw. 

physioxisch vorkonditionierten Stammzellen wichen zwar voneinander ab, allerdings 

zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (Abb. 30).  

 

 

 

Abbildung 28:  Sellers Scores der Post Trauma Gruppe 12 Wochen post-OP. Werte repräsentieren Mittelwert 

± Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 0,05. 

 

6 Wochen post-OP ließen sich weniger starke Abweichungen zwischen den Gruppen 

und insgesamt höhere Scores finden. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich beim 

Vergleich zwischen den mit physioxischen MSCs behandelten- und den mit zellfreiem 

Hydrogel behandelten Defekten (Abb. 31).  
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Abbildung 29:  Sellers Scores der Post Trauma Gruppe 6 Wochen post-OP. Werte repräsentieren Mittelwert ± 

Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 0,05. 

 

Bei der Analyse einzelner Parameter des Sellers Scores zeigten sich bei der 

Integration des Gewebes und der Architektur des Defekts signifikante niedrigere Werte 

in den Physioxia Gruppe, verglichen mit leeren Defekten nach 12 Wochen. Auch bei 

der Füllung, Färbung, Zellmorphologie, Architektur der Oberfläche und Neubildung 

subchondralen Knochens ließen sich unter Physioxia niedrigere Werte finden als bei 

den Kontrollgruppen. Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich hier jedoch 

nicht (Abb. 32).  

6 Wochen postoperativ zeigte sich bei der Neubildung subchondralen Knochens ein 

signifikant niedrigerer Wert bei der Physioxia Gruppe, verglichen mit Defekten, die mit 

zellfreiem Hydrogel behandelt wurden. Bei der Füllung, Färbung und Architektur der 

Oberfläche und des Defekts ließen sich im Vergleich mit den Kontrollgruppen ebenfalls 

erniedrigte, allerdings nicht statistisch signifikante Werte finden (Abb. 33).  
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Abbildung 30: Einzelparameter des Sellers Scores der Post Trauma Gruppe 12 Wochen post-OP. Werte 

repräsentieren Mittelwert ± Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 

0,05, getestet durch Kruskal Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison Test.  

A: Füllung, B: Integration, C: Färbung, D: Zellmorphologie, E: Architektur der Oberfläche, F: 

Architektur des Defekts, G: Subchondraler Knochen, H: Reformierung der Tidemark. 

 

 

 

Abbildung 31: Einzelparameter des Sellers Scores der Post Trauma Gruppe 6 Wochen post-OP. Werte 

repräsentieren Mittelwert ± Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 

0,05, getestet durch Kruskal Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison Test.  

A: Füllung, B: Integration, C: Färbung, D: Zellmorphologie, E: Architektur der Oberfläche, F: 

Architektur des Defekts, G: Subchondraler Knochen, H: Reformierung der Tidemark. 
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3.2.3.2 Early OA 

Mit mesenchymalen Stammzellen behandelte Defekte zeigten im Early OA Modell 12 

Wochen nach der Zellinjektion eine Neuformation von hyalinem Knorpel ähnelndem 

Gewebe. Verglichen mit den Kontrollgruppen, zeigte sich eine intensivere Färbung mit 

Safranin-O im Regenerat. Bei mit zellfreiem Hydrogel und ausgekratztem Defekt 

behandelten Gruppen ließ sich vermehrt faserknorpelartiges Gewebe mit 

spindelförmigen Zellen finden (Abb. 34). 6 Wochen nach der jeweiligen Intervention 

stellte sich der zellmorphologische und strukturelle Unterschied zwischen den 

Gruppen nur bedingt dar. Dennoch ließen sich bei den mit MSCs behandelten 

Defekten vereinzelt neugeneriertes Gewebe finden, dessen Phänotyp dem des 

Gelenkknorpels ähnelt. (Abb. 35).   

 



Ergebnisse 

 68 

 

Abbildung 34: repräsentative Bilder Safranin-O/ Fast Green gefärbter Gefrierschnitte der Early OA Gruppe 12 

Wochen nach Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion (linke Reihe); Vergrößerung 

des mit einem schwarzen Quadrat markierten Bereichs (rechte Reihe). 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 5 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 6 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 7 im Versuchsaufbau) 

D: Auskratzen des neugebildeten Gewebes aus Defekt (Gruppe 8 im Versuchsaufbau).  
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Abbildung 35: repräsentative Bilder Safranin-O/ Fast Green gefärbter Gefrierschnitte der Early OA Gruppe 6 

Wochen nach Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion (linke Reihe); Vergrößerung 

des mit einem schwarzen Quadrat markierten Bereichs (rechte Reihe). 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 5 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 6 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 7 im Versuchsaufbau) 

D: Auskratzen des neugebildeten Gewebes aus Defekt (Gruppe 8 im Versuchsaufbau). 
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12 Wochen nach der Hydrogelinjektion zeigte sich ein niedrigerer Sellers Score bei mit 

mesenchymalen Stammzellen behandelten Defekten. Beim Vergleich zwischen den 

Kontrollgruppen mit den Hyperoxia und Physioxia Gruppen ließen sich signifikante 

Unterschiede finden. Die Behandlung sowohl mit physioxisch als auch mit hyperoxisch 

vorkonditionierten MSCs resultierte in der Regeneration des fokalen osteochondralen 

Defekts mit qualitativ hochwertigerem Knorpel. Nicht signifikant waren die 

Unterschiede zwischen den Physioxia und Hyperoxia Gruppen (Abb. 36).  

 

Abbildung 36: Sellers Scores der Early OA Gruppe 12 Wochen nach zweitem Eingriff. Werte repräsentieren 

Mittelwert ± Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 0,05, getestet 

durch Kruskal Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison Test.  

 

 

6 Wochen nach der jeweiligen Intervention ließ sich ein insgesamt höhere Werte des 

Sellers Score finden. Die nach 12 Wochen bestehenden Unterschiede zwischen den 

einzelnen Gruppen zeigten sich zu diesem früheren Betrachtungszeitpunkt nicht (Abb. 

37).  
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Abbildung 37: Sellers Scores der Early OA Gruppe 6 Wochen nach zweitem Eingriff. Werte repräsentieren 

Mittelwert ± Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 0,05, getestet 

durch Kruskal Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison Test.  

 

 

Bei der Betrachtung einzelner Parameter des Sellers Scores ließen sich im Early OA 

Versuchsaufbau weder nach 6 noch nach 12 Wochen signifikante Unterschieden 

zwischen den Gruppen finden. 12 Wochen nach der jeweiligen Intervention zeigten 

sich jedoch bei den mit Stammzellen behandelten Defekte deutlich niedrigere Werte 

bei der Füllung, Zellmorphologie, Architektur der Oberfläche und Neubildung 

subchondralen Knochens verglichen mit den Kontrollgruppen (Abb. 38).  

6 Wochen postoperativ konnten, ähnlich wie bei der Analyse des Gesamtscores, keine 

wesentlichen Unterschiede bei den verschiedenen Interventionsformen gefunden 

werden (Abb. 39).  
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Abbildung 32: Sellers Scores der Early OA Gruppe 12 Wochen nach zweitem Eingriff. Werte repräsentieren 

Mittelwert ± Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 0,05, getestet 

durch Kruskal Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison Test.  

A: Füllung, B: Integration, C: Färbung, D: Zellmorphologie, E: Architektur der Oberfläche, F: 

Architektur des Defekts, G: Subchondraler Knochen, H: Reformierung der Tidemark. 

 

 

Abbildung 39: Sellers Scores der Early OA Gruppe 6 Wochen nach zweitem Eingriff. Werte repräsentieren 

Mittelwert ± Standardabweichung; Punkte zeigen jeweilige Einzelwerte; * = p < 0,05, getestet 

durch Kruskal Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison Test.  

A: Füllung, B: Integration, C: Färbung, D: Zellmorphologie, E: Architektur der Oberfläche, F: 

Architektur des Defekts, G: Subchondraler Knochen, H: Reformierung der Tidemark. 
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3.2.4 Darstellung der Kollagenkomposition 

3.2.4.1 Post Trauma 

Bei den mit physioxischen MSCs behandelten Defekten zeigte sich nach 12 Wochen 

eine gleichmäßige Färbung des gesamten neugebildeten Gewebes mit Kollagen Typ 

II. Die Färbeintensität glich dabei der des angrenzenden Knorpels. Im Bereich 

unterhalb der Tidemark ließ sich vermehrt Kollagen Typ I finden, wobei eine deutliche 

Zweischichtung des Regenerats zu erkennen war. Eine ähnliche Kollagenkomposition 

trat unter Hyperoxia zum Vorschein. Lediglich die Verteilung des Kollagen Typ I 

erschien diffuser als unter Physioxia (Abb. 40 A und B). 

Bei Betrachtung der Kontrollgruppen zeigten sich nur vereinzelte umschriebene 

Anfärbungen durch Kollagen Typ II. Im Vergleich zu den mit MSCs behandelten 

Gruppen, ließ sich eine verminderte Färbeintensität und damit eine Verminderung des 

Gehalts an Kollagen Typ II finden. Bei mit zellfreiem Hydrogel behandelten Gruppen 

war zudem eine intensivere Kollagen Typ I Färbung wahrzunehmen, wohingegen 

diese bei ausgekratzten Defekten eher verblasst erschien (Abb. 40 C und D). 

6 Wochen postoperativ findet sich in den mit Zellen behandelten Interventionsgruppen 

ein vermehrtes Angebot von Kollagen Typ I im Bereich des Defekts. Die Präsenz von 

Kollagen Typ II im regenerierten Gewebe war vermehrt bei mit physioxischen MSCs 

behandelten Kondylen nachweisbar, besonders in den Kontrollgruppen ließ sich kaum 

Kollagen Typ II darstellen (Abb. 41).  
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Abbildung 40:  repräsentative Bilder immunohistochemisch nach Kollagen Typ I (linke Reihe), bzw. Kollagen 

Typ II (rechte Reihe) gefärbter Gefrierschnitte der Post Trauma Gruppe 12 Wochen nach 

Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion. 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 1 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 2 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 3 im Versuchsaufbau) 

D: Keine Intervention nach Defektkreation (Gruppe 4 im Versuchsaufbau). 
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Abbildung 41:  repräsentative Bilder immunohistochemisch nach Kollagen Typ I (linke Reihe), bzw. Kollagen 

Typ II (rechte Reihe) gefärbter Gefrierschnitte der Post Trauma Gruppe 6 Wochen nach 

Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion. 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 1 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 2 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 3 im Versuchsaufbau) 

D: Keine Intervention nach Defektkreation (Gruppe 4 im Versuchsaufbau). 



Ergebnisse 

 76 

3.2.4.2 Early OA 

Im Early OA Versuchsaufbau kam bei den mit MSCs behandelten Gruppen nach 12 

Wochen eine einheitliche Färbung mit Kollagen Typ II im Bereich des Defekts zur 

Darstellung. Die Färbeintensität glich dabei der des angrenzenden Knorpels. Unter 

Physioxia zeigte sich eine oberflächliche Anreicherung mit Kollagen Typ I, während 

die Verteilung unter Hyperoxia, ähnlich wie im Post Trauma Versuchsaufbau, diffuser 

erschien (Abb. 42 A und B). 

Bei Betrachtung der Kontrollgruppen zeigten sich erneut lediglich vereinzelt 

Anfärbungen durch Kollagen Typ II im Defektbereich. Insgesamt erschien der Gehalt 

an Kollagen Typ II im Vergleich zu den mit Zellen behandelten Gruppen vermindert. 

Der Gehalt an Kollagen Typ I glich annährend dem des angrenzenden Knochens (Abb. 

42 C und D). 

6 Wochen postoperativ ließ sich vermehrt Kollagen Typ I unter Physioxia und 

Hyperoxia sowie bei den ausgekratzten, leeren Defekten finden. Die Produktion von 

Kollagen Typ II haltigem Gewebe blieb weitestgehend aus (Abb. 43).  
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Abbildung 42:  repräsentative Bilder immunohistochemisch nach Kollagen Typ I (linke Reihe), bzw. Kollagen 

Typ II (rechte Reihe) gefärbter Gefrierschnitte der Early OA Gruppe 12 Wochen nach 

Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion. 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 5 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 6 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 7 im Versuchsaufbau) 

D: Keine Intervention nach Defektkreation (Gruppe 8 im Versuchsaufbau). 
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Abbildung 43:  repräsentative Bilder immunohistochemisch nach Kollagen Typ I (linke Reihe), bzw. Kollagen 

Typ II (rechte Reihe) gefärbter Gefrierschnitte der Early OA Gruppe 6 Wochen nach 

Defektkreation. 4x Vergrößerung der Defektregion. 

A: Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 1 im Versuchsaufbau) 

B: Behandlung mit hyperoxisch vorkonditionierten MSCs (Gruppe 2 im Versuchsaufbau) 

C: Behandlung mit zellfreiem Hydrogel (Gruppe 3 im Versuchsaufbau) 

D: Keine Intervention nach Defektkreation (Gruppe 4 im Versuchsaufbau). 
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3.2.5 Auswertung Nano-CT 

 

Makroskopisch zeigte sich bei den dreidimensionalen CT-Rekonstruktionen eine 

unbeschädigte Oberfläche der nicht behandelten, gesunden lateralen Kondylen und 

ein im posterioren Drittel erkennbarer Knochendefekt der medialen Femurkondyle  bei 

den Interventionsgruppen. Im Defekt selbst kam die typische spongiöse Architektur 

des Knochen zum Vorschein. Des Weiteren ließen sich in der direkten Umgebung des 

Defekts vereinzelte, diffus versprengte kleine Knochenläsionen darstellen (Abb. 44 A-

E).  

Die im Defekt gemessene Knochendichte im Bereich des subchondralen Knochens 

nahm bei allen Gruppen im Vergleich zur intakten kontralateralen Kondyle ab. 

Besonders ausgeprägt zeigte sich diese Differenz bei der mit zellfreiem Hydrogel 

behandelten Gruppe, die den niedrigsten Gehalt an Hydroxylapatit pro ccm3 aufwies. 

Ein deutlich quantifizierbarer Unterschied zwischen den restlichen 

Interventionsmethoden ließ sich nicht finden (Abb. 44 F).  

Der Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen war bei den gesunden 

Kontrollproben am höchsten. Ein Unterschied zwischen Physioxia und Hyperoxia trat 

nicht in Erscheinung. Allerdings zeigten sich bei den ausgekratzten, leeren Defekten 

höhere Werte als bei den mit zellfreiem Hydrogel behandelten Gruppen (Abb. 44 G).  

Mit Werten zwischen 220 µm und 260 µm lag die Knorpeldicke für die intakten 

Kontrollgruppen im zu erwartenden Bereich. Eine leichte Zunahme der Dicke war bei 

den mit hyperoxischen MSCs behandelten Defekten verzeichnen. Die Behandlung mit 

zellfreiem Hydrogel führte zu einer Abnahme der Knorpeldicke im Vergleich zum 

kontralateralen, gesunden Gewebe (Abb. 45 H).  
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Abbildung 44: Links: Nano-CT Bilder der Early OA Gruppe 12 Wochen nach Hydrogelimplantation von 

Physioxia (A), Hyperoxia (B), ausgekratztem Defekt (C), zellfreiem Hydrogel (D) und gesunder 

Kondyle (E). 

Rechts: Knochendichte (A), Knochenvolumen im Defektbereich (B) und Knorpeldicke (C). 



Diskussion 

 81 

4 Diskussion 

 

Das Ziel der durchgeführten Untersuchungen war es, den Einfluss physioxischer 

mesenchymaler Stammzellen auf die Reparatur von fokalen früharthrotischen- und 

traumatischen Knorpelschäden zu charakterisieren und quantifizieren. In einem eigens 

hierfür konzipierten in vivo Modell konnten mithilfe eines Bohrdefekts die für diesen 

Zweck nötigen Bedingungen geschaffen werden. Durch die Kreation der ca. 2,3 mm x 

2 mm messenden osteochondralen Läsion entstand eine Situation, in der die 

Biomechanik des Gelenks möglichst unbeeinträchtigt bleiben konnte. Anstatt eine 

diffuse Knorpeldegenerationen zu induzieren, wurde ein lokal begrenzter Defekt 

erzeugt. Dadurch ließen sich zwei unterschiedliche klinische Situationen nachbilden, 

in der eine weitestgehend unverfälschte Evaluation der Zellbehandlung möglich war. 

Zum einen konnte so die Behandlung des unmittelbar posttraumatischen Schadens 

untersucht werden, zum anderen die 6 Wochen nach der Defektkreation entstehende 

perifokale, früharthrotische Degeneration des Knorpels. Der vielfach beschriebene 

Effekt von physioxischen Kultivierungsbedingungen auf die Differenzierung von MSCs 

sollte sich dabei positiv auf die Reparatur des geschädigten Gewebes auswirken und 

gleichzeitig genauer durch in vitro Experimente analysiert werden.   
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4.1 Verhalten Mesenchymaler Stammzellen unter Physioxia in vitro 

 

Das Kultivieren der MSCs unter einem niedrigen Sauerstoffgehalt hatte verschiedene 

Auswirkungen auf die Zellen. Im Vergleich zu atmosphärischen O2-Bedingungen 

zeigten die physioxischen MSCs zu allen Messzeitpunkten eine deutlich verminderte 

Zellfläche. Die in dieser Arbeit beobachtete Größenzunahme unter herkömmlichen 

Expansionsbedingungen wurde bereits mehrfach beschrieben und gilt als Zeichen der 

vorzeitigen Zellalterung von Chondrozyten und mesenchymalen Stammzellen sowie 

als Ausdruck der Hypertrophie [79–81].  

Ebenfalls zu verzeichnen war eine Zunahme der Expansionsgeschwindigkeit, 

gemessen in kumulativen Populationsverdopplungen, sowie der absoluten Zellzahl 

unter Physioxia. Physioxische MSCs zeigen demnach höhere Teilungsraten und damit 

eine schnellere Proliferation als hyperoxische MSCs. Vergleichbare Resultate ließen 

sich bei humanen mesenchymalen Stammzellen aus unterschiedlichen 

Ursprungsgeweben finden. So reagierten aus Knochenmark und Fettgewebe 

gewonnene MSCs bereits in früheren Arbeiten mit einem beschleunigten 

Proliferationsverhalten auf einen niedrigen Sauerstoffgehalt  [82–84].  

Die Auswirkungen der Reduktion des Sauerstoffgehalts ließen sich auch in der 

dreidimensionalen Pellet-Zellkultur nachvollziehen. Das Nassgewicht der Pellets unter 

Physioxia war größer als unter Hyperoxia. Passend zu diesen Ergebnissen und zur 

Zunahme der Zellzahl in der herkömmlichen zweidimensionalen Zellkultur, konnte ein 

erhöhter DNA-Gehalt unter physioxischen O2-Bedingungen gemessen werden. Es 

fand sich zudem ein nur niedrig erhöhter Gehalt an sulfatierten GAGs bei 

physioxischen Pellets im Vergleich zu hyperoxischen Pellets. Diese nur geringe 

Diffferenz der Matrixproduktion und damit des chondrogenen Potentials könnte durch 

das unterschiedliche Ansprechen der einzelnen Zellspender auf den niedrigen 

Sauerstoffgehalt begründet sein, das bereits von Anderson et Al. (2016) [85] und 

Pattappa et Al. (2019) [86] beschrieben wurde. So kam es vermehrt bei hyperoxisch 

vorkonditionierten MSCs zu einer unzureichenden Formation von Pellets, wodurch 

besonders Proben mit vermutlich geringem GAG-Gehalt nicht in die Statistik 

einflossen. Zellpopulationen, die für die Bildung von Aggregaten besonders auf einen 

niedrigen Sauerstoffgehalt angewiesen waren, flossen so nicht in die Berechnung des 

Ergebnisses ein. Daraus resultierte eine verminderten Probenzahl unter Hyperoxia mit 
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einem durch die Exklusion bedingten relativ zu hohem Gehalt an GAGs. Des Weiteren 

konnte bei hyperoxischen Pellets ein höherer GAG-Gehalt im Verhältnis zur in der 

Probe vorhandenen DNA gemessen werden. Zu möglichen Verzerrungen kann es 

hierbei durch den vermehrt im Pelletinneren ablaufenden Zelltod gekommen sein, der 

besonders bei den größeren physioxischen Pellets durch eine Minderversorgung der 

am weitesten vom Nährmedium entfernten Zellen auftritt. Eine tatsächliche 

vorhandene Mehrproduktion von Glykosaminoglykanen im Verhältnis zur DNA unter 

Hyperoxia kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.  

Insgesamt stehen die in dieser Arbeit erhobenen in vitro Ergebnisse im Einklang mit 

bisherigen Untersuchungen. Die Verwendung eines niedrigen Sauerstoffgehalts 

während der Kultivierung der MSCs begründet sich durch drei wesentliche Vorteile: 

Das Vermeiden der vorzeitigen Zellalterung, den Erhalt der Multipotenz und eine 

beständigere chondrogene Differenzierung. Die mit der Zellalterung und dem Verlust 

der Multipotenz in Verbindung stehenden morphologischen Veränderungen konnten 

durch den Einsatz von Physioxia deutlich reduziert werden (Abb. 10 und 11). Auch die 

Zahl der kumulativen Populationsverdopplungen war unter physioxischen 

Bedingungen höher, während hyperoxisch vorkonditionierte Populationen häufig einen 

verfrühten Wachstumsstillstand zeigten (Abb. 12). Zu ähnlichen Resultaten sind in der 

Vergangenheit Untersuchungen mit Fokus auf humane [85], porzine [83] und vom 

Schaf stammende [86] mesenchymale Stammzellen gekommen.  

Ebenfalls konnte der unter anderem von Pattappa et al. beschriebene anabolische 

Effekt auf die Chondrogenese bestätigt werden [62]. Dieser geht mit einer erhöhten 

Matrixproduktion und Aggregatwachstum einher (Abb. 14 und 17). Die insbesondere 

unter hyperoxischen Bedingungen stattfindende Hypertrophie der MSCs war in der 

zweidimensionalen Zellkultur unter Physioxia deutlich reduziert. In der Auswertung der 

Nano-CT-Aufnahmen zeigte sich ebenfalls vornehmlich unter Hyperoxia eine 

Hypertrophie der Knorpelschicht. Aufgrund der geringen Probenzahl lässt sich hierzu 

allerdings keine abschließende Aussage treffen, obwohl erste Ergebnisse auf eine 

Suppression jener Hypertrophie durch physioxische Bedingungen hinweisen könnten 

(Abb.44). Von Relevanz ist die Unterdrückung der Hypertrophie aufgrund der mit ihr 

im Zusammenhang stehenden enchondralen Ossifikation, die gehäuft nach der in vivo 

Implantation der Stammzellen abläuft und so die Entstehung von stabilem 

Knorpelgewebe aus mesenchymalen Stammzellen behindert. Statt der 

Differenzierung zu ständigem hyalinem Knorpel kommt es im klassischen Modell der 
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enchondralen Ossifikation zur Bildung von hypertrophen Chondrozyten aus MSCs. 

Nach der Apoptose der hypertrophen Chondrozyten und der Vaskularisierung des 

Gewebes folgt die Migration neuer Zellen, die für eine Kalzifizierung der Matrix sorgen 

und schlussendlich für die Ossifikation verantwortlich sind [86,87]. Forschungsgruppen 

um Leijten et al. [88] und Duval et al. [89] konnten so in einem Mausmodell zeigen, 

dass sich nach der subkutanen Implantation von hyperoxisch vorkonditionierten MSCs 

eine Knochenformation beobachten ließ, während physioxisch vorkonditionierte MSCs 

im Untersuchungszeitraum ausschließlich knorpelartiges Gewebe bildeten . Zusätzlich 

findet sich auf molekularbiologischer Ebene eine Herabregulierung der Expression von 

mit Hypertrophie assoziierten Genen COL10A1 und MMP13 unter Physioxia[ 90–93]. 

Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse in Kombination mit der einschlägigen 

Literatur unterstützen dabei die These, dass ein niedriger Sauerstoffgehalt während 

der MSC-Expansion einen Beitrag zur Bildung eines stabilen chondrozytenähnlichen 

Phänotyps in vitro leisten kann. 

Dennoch sind für das genaue Verständnis der beobachteten Effekte weitere 

Untersuchungen nötig. Beachtung finden muss zukünftig unter anderem die 

beschriebene Abhängigkeit des chondrogenen Potentials von der Auswahl des 

Spenders. Anderson et al. fordern hierfür eine genauere molekulare Charakterisierung 

der für das jeweilige Experiment ausgewählten Stammzellen, um so eine mögliche 

selektionsbedingte Beeinflussung der Ergebnisse zu minimieren [95]. Des Weiteren 

gilt es zu erforschen, ob die Verwendung zusätzlicher externer Stimuli während der 

MSC-Expansion eine noch größere positive Auswirkung auf die Ausbildung von 

stabilem hyalinen Gelenkknorpel hat.   
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4.2 Effekt physioxischer MSCs auf die Reparatur des Knorpels 

 

Der Fokus der meisten Studien, die zellbasierte Behandlungsmethoden für die 

Knorpelreparatur untersuchen, lag bisher hauptsächlich auf der Evaluation 

posttraumatischer Defekte oder arthrotischer Degenerationen im Spätstadium. Die 

klinische Situation, in der diese Therapieformen zum Einsatz kommen, werden 

dadurch allerdings nur unzureichend nachgebildet. Die derzeitig verwendeten 

Tiermodelle erzeugen entweder einen zu milden fokalen osteoarthrotischen Defekt 

mittels unterschiedlicher Impaktierungsvorrichtungen, oder sie induzieren eine diffuse 

Gelenkdegeneration unter Verwendung von intraartikulären Enzyminjektionen, bzw. 

durch die Resektion von anatomischen Strukturen wie den Kreuzbändern oder Menisci 

[95–97]. Für die Bewertung unterschiedlicher biologischer Ersatzgewebe ist allerdings 

ein Modell notwendig, bei dem die Funktion des zu untersuchenden Gelenks erhalten 

bleibt. Zusätzlich sollte sich die klinische Praxis, in der zellbasierte Produkte 

hauptsächlich bei der Behandlung fokaler Defekte Anwendung finden, in den 

jeweiligen Versuchen widerspiegeln. Durch das in dieser Arbeit beschriebene 

Tiermodell wird eine Situation geschaffen, bei der in der unmittelbaren Umgebung 

eines osteochondralen Bohrdefekts eine mit der Zeit fortschreitende früharthrotische 

Degeneration entsteht. So können Ergebnisse konsistent erhoben werden, ohne dass 

eine das ganze Gelenk betreffende Funktionseinschränkung induziert wird.  

6- und 12 Wochen nach der Kreation des Defekts zeigte die Bestimmung der OARSI 

Grade eine frühe Osteoarthrose der periläsionären Region nach der Definition von 

Madry et al. (Abb. 24 und 25) [18]. Während sich 6 Wochen nach der jeweiligen 

Intervention kein merklicher Unterschied zwischen den Kontroll- und 

Interventionsgruppen fand, war die OARSI Grade nach 12 Wochen bei den mit MSCs 

behandelten Proben erniedrigt. Im posttraumatischen Versuchsaufbau war diese 

Abweichung der OARSI Grade unter Physioxia signifikant vermindert im Vergleich zu 

leeren- und mit zellfreiem Hydrogel behandelten Defekten (Abb. 25). Die Verwendung 

von vorkonditionierten mesenchymalen Stammzellen hat demnach einen positiven 

Effekt auf periläsionär auftretende, früharthrotische Degenerationen.  

Die qualitative Evaluation des neugebildeten Gewebes erfolgte mittels eines von 

Sellers et al. beschriebenen Scores zur Bewertung von Knorpeldefekten [78]. Bei den 

mit Stammzellen behandelten Defekten ließ sich sowohl im Early OA- als auch im Post 
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Trauma Versuchsaufbau ein im Vergleich zu den Kontrollgruppen reduzierter Sellers 

Score nach 12 Wochen finden (Abb. 30 und 36). Während sich in der Post Trauma 

Gruppe nach 12 Wochen nur bei physioxisch vorkonditionierten MSCs signifikante 

Erniedrigungen des Werts verglichen mit leeren Defekten und zellfreien 

Hydrogelimplantaten zeigten, war der Sellers Score in der Early OA Gruppe unter 

Physioxia und Hyperoxia signifikant tiefer als in den Kontrollgruppen (Abb. 30 und 36). 

Bemerkenswerterweise ließen sich nach 6 Wochen kaum Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Gruppen in beiden Versuchsaufbauten beobachten (Abb. 31 und 37). 

Lediglich im Post Trauma Ansatz zeigte sich eine leichte Reduktion des Scores unter 

Physioxia im Vergleich zu zellfreiem Hydrogel (Abb. 31). Die Auswahl des Zeitpunktes 

für die Analyse des Gewebes ist demzufolge von großer Bedeutung. In weiteren 

Untersuchungen gilt es zu eruieren, ob eine Verlängerung der postoperativen 

Zeitspanne bis zur Bewertung der Qualität des Regenerats Aufschlüsse über die 

Beständigkeit des neugebildeten Knorpels bringt.  

Die Kollagenkomposition in der Defektzone, und damit die gesamte Architektur des 

Gewebes, weist in den verschiedenen Interventionsgruppen deutliche Unterschiede 

auf. Bei mit mesenchymalen Stammzellen behandelten Kondylen zeigte sich ein 

deutlicher und uniform verteilter Gehalt an Kollagen Typ 2, während bei ausgekratzten- 

und mit zellfreiem Hydrogel therapierten Defekten großflächige Areale ohne Kollagen 

Typ 2 zu erkennen waren. Die Distribution des Kollagen Typ 1 zeigte vor allem bei 

physioxisch vorkonditionierten Proben eine knorpeltypische Zonierung, die bei 

anderen Versuchsgruppen nicht zu finden war (Abb. 40-43). Als zellmorphologische 

Besonderheiten ließen sich säulenförmig angeordnete Chondrozyten und eine 

vermehrte, wenn auch im betreffenden Sellers Teilscore sich nicht signifikant 

unterscheidende, Färbung mit Safranin-O bei zellbehandelten Läsionen beobachten 

(Abb. 28 A). In den Kontrollgruppen ließen sich hauptsächlich spindelförmige, 

fibroblastenartige Zellen im Bereich des Defekts finden. So zeigten einige der 

ausgekratzten, leeren Defekte eine Neuformation von faserknorpelartigem Gewebe 

(Abb. 29 D).  

Diese intrinsische Fähigkeit der Regeneration des Knorpels im Kaninchen stellt eine 

Limitation des Modells dar, die nicht zuletzt auch durch die im Vergleich zum 

Menschen erhöhte Dichte an Chondrozyten ermöglicht wird. Des Weiteren 

unterscheidet sich die biomechanische Beschaffenheit des Kniegelenks sowie die 

Gangart der Kaninchen [95,98]. Aufgrund der geringen Dicke des Knorpels erfolgte die 
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Kreation eines osteochondralen Defekts. Dennoch wurde für die Bewertung des 

Regenerats der für die Evaluation von chondralen Defekten entwickelte Sellers Score 

verwendet. Etwaige dadurch zustande kommende Verzerrungen in der Gewichtung 

der einzelnen Scoringparameter können deshalb nicht ausgeschlossen werden. Für 

zukünftige Untersuchungen wären Versuche am Großtiermodell, beispielsweise im 

Schwein oder Schaf, eine Möglichkeit, die genannten Limitationen zu umgehen. In 

beiden Tieren findet sich eine für die experimentellen Bedingungen ausreichend dicke 

Knorpelschicht sowie biochemisch Verhältnisse, die dem Menschen ähneln [100]. 



Diskussion 

 88 

4.3 Schlussfolgerungen und Blick in die Zukunft 

 

Das für diese Untersuchung entwickelte Tiermodell ermöglicht die Bewertung von 

stammzellbasierten Therapieformen bei der Behandlung von posttraumatischen und 

früharthrotischen osteochondralen Defekten. Die Verwendung von physioxisch 

vorkonditionierten mesenchymalen Stammzellen verbessert dabei die Reparatur des 

Knorpels im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant in beiden experimentellen 

Situationen. Im Vergleich zu hyperoxisch vorkonditionierten MSCs zeigen die Zellen 

unter Physioxia ein größeres chondrogenes Potential mit einem schnelleren 

Wachstumsverhalten. Um eine weitreichendere Übersicht über die ablaufenden 

Prozesse zu gewinnen, bedarf es zukünftig Untersuchungen in größeren 

Tiermodellen. Ob das neu entstandene Gewebe auch langfristig die hohen 

mechanischen und biochemischen Anforderungen im Gelenk erfüllen kann, gilt es mit 

längeren Beobachtungszeiträumen zu erforschen. Dadurch könnte auch geklärt 

werden, inwiefern eine Umwandlung des chondrozytären Regenerats in knöchernes 

Gewebe erfolgt.  

Studien mit Fokus auf die ablaufenden chemischen Mechanismen bei der Verwendung 

von mesenchymale Stammzellen für die Reparatur von Knorpel fanden Hinweise 

dafür, dass nicht die Zellen selbst, sondern deren parakrinen Sekretionen für die 

beobachteten positiven Effekte verantwortlich sind [101]. Unter anderem deshalb gibt 

es Überlegungen, ob es trotz der vielversprechenden Ergebnisse mit physioxischen 

MSCs einen geeigneteren Zelltyp für die Behandlung von Knorpelschäden gibt. 

Dowthwaite et al. beschrieben 2004 erstmals eine Population von Vorläuferzellen aus 

der superfiziellen Zone artikulären Knorpels, auch genannt Articular Cartilage 

Progenitor Cells (ACPs) [102]. ACPs reagieren ähnlich wie MSCs mit einem deutlichen 

Anstieg des chondrogenen Potentials unter physioxischen Bedingungen [95]. Anders 

als normale Chondrozyten, verlieren ACPs ihren Phänotyp auch nach extensiver in 

vitro Kultivierung nicht [103]. Ob diese oder andere Zellpopulationen den gewünschten 

Effekt in fokalen früharthrotischen Defekten erzielen, bleibt abzuwarten. Ebenfalls 

sollte die Untersuchung des antiinflammatorisch wirksamen Sekretoms physioxisch 

vorkonditionierter mesenchymaler Stammzellen und dessen genaue Funktion in vivo  

Gegenstand zukünftiger Forschung sein [104]. 
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5 Zusammenfassung 

 

Ein Großteil der derzeit behandelten Knorpeldefekte ist degenerativer oder 

früharthrotischer Natur. Trotz des Fortschritts in der Entwicklung von zellbasierten 

Behandlungsmethoden, zeigen derartige degenerative Läsionen eine im Vergleich zu 

traumatischen Defekten erhöhte Komplikationsrate. Für die Erforschung geeigneter 

Therapieansätze und einem besseren Verständnis der ablaufenden Mechanismen im 

arthrotisch veränderten Gelenk bedarf es eines passenden Tiermodells. In dem in 

dieser Arbeit verwendeten Kaninchenmodell erfolgte hierfür die Kreation eines 

osteochondralen Defekts mittels eines Zahnbohrers. Zeichen früharthrotischer 

Veränderungen konnten 6 Wochen nach der Erzeugung der Läsion gefunden werden. 

Dadurch war sowohl die Untersuchung posttraumatischer als auch früharthrotischer 

fokaler Knorpeldefekte möglich.  

Eine Alternative zur zellbasierten Behandlung von früharthrotischen Defekten stellen 

mesenchymale Stammzellen dar. Im Gegensatz zu Chondrozyten müssen MSCs nicht 

aus dem vorgeschädigten Gelenkknorpel gewonnen werden, sondern können aus 

einfacher zugänglicherem Gewebe wie Knochenmark extrahiert werden. Ihr 

bemerkenswertes chondrogenes Potential könnte zudem helfen, entstandene 

Knorpelschäden zu reparieren. Als Unterstützung für die Regeneration könnte dabei 

die Verwendung eines niedrigen Sauerstoffgehalts während der Kultivierung der 

Zellen dienen. Dieser niedrige O2-Gehalt, oder Physioxia, konnte in vergangenen 

Studien die Produktion chondrogener Matrix fördern. Ob eine solche 

Vorkonditionierung zu einer verbesserten Reparatur traumatisch- und früharthrotisch 

geschädigter Knorpeldefekte führt, galt es in dieser Studie zu untersuchen.  

Hier fand sich sowohl im posttraumatischen als auch im früharthrotischem 

Versuchsaufbau 12 Wochen nach der Behandlung mit physioxisch vorkonditionierten 

mesenchymalen Stammzellen eine im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikante 

Verbesserung des zur Bewertung des neugebildeten Knorpels verwendeten Sellers 

Scores. Zudem ließ sich unter Physioxia in vitro ein größeres chondrogenes Potential 

mit einem schnelleren Wachstumsverhalten finden. So lässt sich abschließend 

schlussfolgern, dass die Injektion eines mit hypoxisch kultivierten MSCs beladenen 

hyaluronsäurebasierten Hydrogels in einen osteochondralen Defekt zu einer 

Verbesserung der Reparatur des Knorpels in dem verwendeten in vivo Modell führt.  
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7 Anhang 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

Abb.   Abbildung  

ABC-   Avidin-Biotin-Komplex- 

ACP   Acrticular Cartilage Progenitor Cells 

ACT   Autologe Knorpelzelltransplantation 

ADAMTS-  a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin-  

BMI   Body-Mass-Index 

CCL-   CC-chemokine ligand- 

COL-   Collagen- 

CT   Computertomographie 

CXCL-  CXC-chemokine ligand-   

CXR   CXR-chemokine ligand- 

d   Tag   

DGOU  Deutsche Gesellschaft für Orthopädie und Unfallchirurgie  

DMEM  Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium 

DMMB  1,9-Dimethyl-methylenblau 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dsDNA  doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure  

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure  

FIH   HIF inhibierender Faktor 

FBS   Fetal Bovine Serum 

FGF   Fibroblast growth factor 

GAG   Glykosaminoglykan 

HA   Hyaluronsäure 

HIF-   Hypoxia inducible factor 

HSA   Humanes Serumalbumin 

IL-   Interleukin- 

IgG   Immunglobulin-G 

MACT   Matrixassoziierte Autologe Knorpelzelltransplantation 

MMP-   matrix Metalloproteinase-  

MSC   Mesenchymale Stammzelle 

OA   Osteoarthrose/ Osteoarthritis 
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OARSI  Osteoarthritis Research Society International  

PBS   Phosphate buffered saline 

PEG   Polyethylenglycol 

PFA   Paraformaldehyd 

PHD   Prolylhydroxylasen 

RPM   revolutions per minute 

sGAG   sulfatierte Gylkosaminoglykane 

TNF-   Tumornekrosefaktor- 

VHL   Von Hippel-Lindau E3 Ubiquitin Ligase Komplex
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