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Vorbemerkung

Es folgt die Dissertationsschrift zu meiner Promotion zum Doktor der Medizin im Labor fiir
experimentelle Unfallchirurgie unter der Leitung von Prof. Dr. Denitsa Docheva. Doktorvater
ist Prof. Dr. Peter Angele — betreut wurde die Arbeit durch Dr. Girish Pattappa. Die praktische
Laborarbeit wurde durch die biologisch-technische Assistentin Ruth Schewior unterstiitzt.

Die Arbeit ist Teil des von der EU geforderten Projektes ,,MEFISTO®“. Eine Reihe von
Universititen, Forschungseinrichtungen und Unternehmen haben sich mit dem Ziel vernetzt,
verschiedene innovative Strategien zur Rekonstruktion des Meniskus und Verhinderung einer
Entstehung beziehungsweise eines Fortschreitens von Osteoarthrose nach Menisektomie zu
entwickeln. Eine Genehmigung durch die Ethikkomission der Universitit Regensburg liegt vor

(18-83-101).
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1 Einleitung

1.1 Stand der Forschung
1.1.1 Der Meniskus: Funktion, Anatomie und klinische Herausforderungen

Die Menisken sind paarige, semilunare, fibrokartilagindse Strukturen, die intraartikuldr
zwischen den Femurkondylen und dem Tibiaplateau liegen und einen wichtigen Beitrag zu der
komplexen Biomechanik und der langfristigen Gesundheit des Kniegelenks leisten. Sie tragen
entscheidend zur Lastiibertragung, StoBddmpfung und Erhdhung der Gelenkstabilitit sowie -
kongruenz bei, aulerdem zur Gelenkerndhrung und -schmierung sowie zur Propriozeption.
Wihrend die embryonalen und heranwachsenden kindlichen Menisken noch ausgeprigte
Vaskularitit aufweisen, nimmt bis zum Erreichen des Erwachsenenalters bedingt durch die
mechanische Krafteinwirkung die Durchblutung insbesondere im inneren Meniskusanteil stetig
ab. Bei einem Erwachsenen werden lediglich noch die duleren 10 bis 30 Prozent des medialen
und die duBeren 10 bis 25 Prozent des lateralen Meniskus iiber einen aus der Arteria poplitea
stammenden premeniskalen Kapillarplexus versorgt und werden als rot-rote Zone bezeichnet.
Die inneren 70 bzw. 75 bis 90 Prozent der ausgewachsenen Menisken werden nur iiber die
Synovialfliissigkeit und deren Verteilung bei Gelenkbewegung erndhrt — es ist von der weil3-
weiBen Zone die Rede. Der Ubergangsbereich zwischen beiden Bereichen wird als rot-weil3e

Zone bezeichnet (1). Abbildung 1 stellt schematisch die Menisken im Kniegelenk dar (2).

Oberschenkelknochen

Aulen-

meniskus Innenmeniskus

e———— Hinterhorn
h «—Pars intermedia
/ e Vorderhorn

o————— Unterschenkelknochen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Menisken im Kniegelenk ohne ligamentére
Strukturen (2).



Bei Meniskusldsionen wird zwischen traumatischen und degenerativen Lisionen
unterschieden. Fiir das Erleiden von traumatischen Meniskusldsionen pridisponiert die
Ausiibung einiger Sportarten, wie beispielsweise FuBlball und Rugby (3). Die Inzidenz
degenerativer Meniskusldsionen nimmt mit steigendem Alter zu (4—6), weitere Risikofaktoren
stellen das minnliche Geschlecht, Ubergewicht bzw. Adipositas oder auch arbeitsbedingtes
hiufiges Hinknien bzw. in die Hocke gehen sowie extensives Treppensteigen dar (3,7).

Der Kliniker muss in Zusammenschau der klinischen Untersuchung, geeigneter Bildgebung,
der individuellen Voraussetzungen des Patienten sowie der jeweiligen Lésion eine optimale
Behandlungsstrategie erarbeiten und dabei zwischen einer konservativen sowie einer
operativen Therapie abwégen. Operativ werden hauptsichlich drei Methoden angewandt: eine
arthroskopisch durchgefiihrte Meniskusteilresektion, eine Meniskusreparatur mit oder ohne
Augmentations-Techniken, sowie eine Meniskusrekonstruktion, beispielsweise mit Scaffolds
oder Allotransplantaten (8).

Es ist bekannt, dass Meniskusldsionen und insbesondere die in der Vergangenheit hiufig
konsekutiv  durchgefithrten = Meniskustotalresektionen  neben  einer  langfristigen
Schmerzentwicklung und Entkriftigung des Kniegelenks auch einen bedeutenden Risikofaktor
fiir die Destruktion des Gelenkknorpels und somit der Entstehung und des Fortschreitens einer
Gonarthrose darstellen (9—12). Daher geht in den letzten Jahren die Entwicklung immer mehr
in die Richtung, moglichst viel Meniskusgewebe zu bewahren (13,14).

Wihrend Lisionen in der duleren, vaskularisierten Zone eine gute Heilungskapazitit aufweisen
und mit hoher Erfolgsrate gendht werden konnen, stellen insbesondere Léasionen in der
avaskuldren, inneren Zone des Meniskus bis heute eine gro3e Herausforderung dar (15).
Aufgrund der negativen mittel- und langfristigen Auswirkungen einer Meniskusteilresektion
auf die Gelenkgesundheit und der abzusehenden hohen Belastung des Gesundheitswesens wird
viel an Meniskusgewebe-schonenden Behandlungsansitzen gearbeitet.

Wihrend zum Beispiel lokale Applizierung von VEGF zur Forderung der Angiogenese und
Gefédlleinsprossung nicht wie erhofft zu einer verbesserten Heilung, sondern im Gegenteil wohl
zu eine Versteifung und somit Verschlechterung der Gewebearchitektur fiihrt (16,17), scheint
die Erforschung verschiedener fiir die Meniskusreparatur bzw. -rekonstruktion in Frage
kommender Biomaterialien und Gewebearten sowie zellbasierter Strategien vielversprechender

Zu sein.



1.1.2 Humane mesenchymale Stromazellen

Innerhalb dieses Feldes haben sich einige Studien auf die Erforschung der Tauglichkeit von
Zellen mit Stammzelleigenschaften, insbesondere von aus dem Knochenmark gewonnenen
mesenchymalen Stromazellen (MSCs) zur Meniskusregeneration konzentriert. Neben dem
Knochenmark lassen sich mesenchymale Stromazellen auch aus anderen ausgewachsenen
Organen und Geweben isolieren (18).

Die Minimalkriterien zur Definition mesenchymaler Stromazellen wurden dabei im Jahr 2006
von der Internationalen Gesellschaft fiir zelluldre Therapie festgelegt. Diese umfassen die
Fahigkeit, spezifische Oberflichenantigene zu exprimieren (unter anderem CD73, CD90 und
CD 105), die Féhigkeit auf Plastik zu adhirieren und die Fahigkeit multipotent in Fett-,
Knochen- und Knorpelgewebe zu differenzieren (19). Weiterhin zeichnen sie sich durch
Selbsterneuerungskapazitdt, sowie migratorische und immunmodulatorische Fahigkeiten aus
(20,21). Abbildung 2 zeigt iibersichtsweise und stark vereinfacht, wie sich mesenchymale
Stammzellen in mehreren Differenzierungsschritten in verschiedene Richtungen entwickeln

konnen (22).
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Abbildung 2: Uberblick des Differenzierungspotentials mesenchymaler Stromazellen
(nach Caplan et al. 2001 (22)).



Das sich in den bisherigen Studien abzeichnende durchaus vielversprechende Potential von
mesenchymalen Stromazellen fiir die Meniskusreparatur muss zunéchst in weiteren Studien an
humanen Meniskusrissen reproduziert und bewiesen werden, auflerdem fehlt es bis dato an
einer Standardisierung von Isolationsprotokollen sowie der Isolationsgewebe (23,24). Vor
einer moglichen klinischen Anwendung in einigen Jahren muss beleuchtet werden, ob und wie
genau die applizierten Zellen zu einer Regeneration beitragen (23,24). Zudem muss
sichergestellt werden, dass die Moglichkeit unerwiinschter Nebenwirkungen, wie zum Beispiel
durch bei einer Kultur der Zellen auftretende Infektionen oder falsche bzw. iiberschieBende

Differenzierung und Vermehrung im Zielgewebe, minimiert wird (25).

1.1.3 Meniskale Progenitorzellen

Ein weiterer Forschungsansatz beschiftigt sich mit der Verwendung von Meniskuszellen. Diese
Strategie wurde bereits analog bei Versuchen zur Regeneration von Gelenkknorpel verfolgt
(26). Es wurde bereits in mehreren Studien nachgewiesen, dass sich auch aus Menisken Zellen
mit Stammzelleigenschaften, wie der Féhigkeit, sich selbst zu erneuern, sich in verschiedene
Zelllinien zu differenzieren oder Kolonien zu bilden, isolieren lassen (27,28).
Interessanterweise konnten solche Zellen sowohl in der dufleren als auch in der inneren Zone
nachgewiesen werden (29). Tabelle 1 zeigt libersichtsweise Ergebnisse der bisherigen Studien
zur Isolation von meniskalen Progenitorzellen.

Die Mehrheit der Arbeitsgruppen griff auf einen enzymatischen Verdau von Meniskusgewebe
zur Isolation der Zellen zuriick — eine weitere angewendete Methode machte sich die
migratorischen Fahigkeiten der Zellen zunutze, indem das ganze bzw. zerkleinertes Gewebe
einer Kultur zugefiihrt und herauswachsende Zellen mithilfe von Trypsin abgeldst wurden
(30,31).

Diese Zellen — deren Nomenklatur iibrigens bis jetzt uneinheitlich ist und von ,,aus Meniskus-
stammende (mesenchymale) Stammzellen® (28,30) iiber ,,aus Meniskus-stammende
Stromazellen* (32), bis zu ,,meniskalen (Stamm-/Progenitor-)Vorlauferzellen* (30,31,33)
reicht — konnten einen weiteren vielversprechenden Ansatz in der Therapie von Meniskusrissen

in der inneren, avaskuldren Zone darstellen.



Tabelle 1: Ubersicht der Studienlage zu meniskalen Progenitorzellen.
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Einleitung

1.1.4 Fibronektin als Stammzellnischen-assoziiertes Protein

Fibronektin ist ein Glykoprotein der extrazelluliren Matrix, das an vielen physiologischen
Prozessen, wie Wundheilung und embryologische Entwicklung, sowie Zelladhision, Migration
oder Differenzierung beteiligt ist (34).

Der extrazelluldren Matrix, sowie im Speziellen der Stammzellnische — von der Fibronektin
ebenfalls ein Teil ist — wird eine wichtige Rolle in der Beeinflussung der Stammzellschicksale
zugeschrieben. Uber Zelladhisionsrezeptoren, wie beispielsweise sogenannte Integrine,
konnen neben Fibronektin auch andere extrazellulire Matrixproteine, wie Kollagen und
Laminin, gebunden werden. So konnen Zellkontakte ermoglicht und Signale hinsichtlich
Zellfunktionen wie Proliferation, Migration, Uberleben und Differenzierung iibermittelt
werden (35).

Diese Erkenntnis fiihrte zu der Hypothese, dass eine Imitierung der Stammzellnische zu einer
verbesserten Stammzellexpansion und kontrollierteren Differenzierung in vitro beitragen
konnte. Auf die besondere Rolle von Fibronektin fiir die Stammzellnische in verschiedenen
Gewebearten des Korpers weisen mehrere Studien hin. Jones et al. machte im Jahr 1993 die
Beobachtung, dass aus der Epidermis stammende Zellen, welche nach einer gewissen Zeit auf
Fibronektin-beschichtetem Plastik adhirieren eine hohere Koloniebildungs-Effizienz besitzen
als die Vergleichspopulation. Eine Ubertragung dieser Methodik auf Knorpelgewebe durch
Williams et al. Im Jahr 2010 brachte anschlieend die Erkenntnis, dass durch Fibronektin-
Adhésion isolierte Knorpelzellen im Gegensatz zu Zellen in einer normalen Massen-
Monolayerkultur in der Lage sind, bei Expansion unter starker Vermehrung einen Knorpel-
Phénotyp beizubehalten. Beide Ergebnisse weisen auf einen ausgeprigteren
Stammzellcharakter der jeweils auf Fibronektin adhérierenden Zellen hin (36). Dariiber hinaus
zeigte eine Aussdhung von mesenchymalen Stammzellen auf Fibronektin eine schnellere
Migration mit vermehrtem Ausbreiten im Vergleich zur Ausséhung auf einer Glasoberfldche
(37). Weiterhin wurde gezeigt, dass verminderte Fibronektin-Level in der Stammzellnische des
gealterten Muskels die Regenerationsfiahigkeit und die Funktion von muskulidren Stammzellen
negativ beeinflussen und dass zudem eine Remobilisierung der muskuldren Stammzellen sowie
Wiedereinsetzen einer jugendhaften Regenerationsfdhigkeit des Muskels durch
Wiederherstellung hoherer Fibronektin-Level zu erreichen ist (38).

All diese Arbeiten zu verschiedenen Gewebearten des menschlichen Korpers machten
neugierig, wie es um die Rolle der Stammzellnische und insbesondere der Rolle von

Fibronektin im meniskalen Setting steht. Zu dieser Thematik waren nach unserem



Einleitung

Wissensstand zum Zeitpunkt des Arbeitsbeginns keine Arbeiten publiziert. Im Jahr 2021
zeigten schlieBlich Korpershoek et al. als Erstes, dass tatsdchlich mittels differenzialer
Fibronektin-Adhésion  eine  meniskale  Zellpopulation = mit  vielversprechenden

Stammzelleigenschaften isoliert werden kann (39).

1.2  Fragestellung und Zielsetzung

Es sollte herausgefunden werden, ob Meniskuszellen, welche direkt nach Isolation aus dem
Gewebe mit Fibronektin-beschichteten Plastikplatten in Kontakt kommen, hinsichtlich ihrer
potenziellen Stammzelleigenschaften von Meniskuszellen, welche nur mit Plastik in Beriihrung
kommen, Unterschiede aufweisen. Die verschiedenen Zellpopulation sollten unter
Kulturbedingungen bei 37 °C expandiert und unter Zuhilfenahme verschiedener Assays und
Verfahren vergleichend charakterisiert werden. Dies beinhaltete neben einer morphologischen
Analyse des Zellphdnotyps im Laufe der Kultur auch Immunhisto- und -zytochemischen
Féarbungen, Colony-forming Unit (CFU) Assays sowie dreilinige Differenzierungsassays in
Knochen-, Fett- und Knorpelgewebe.

Durch Separierung der dufleren und inneren Meniskuszone wurde dabei versucht, weitere
Erkenntnisse iiber eine exaktere Lokalisation der bereits in mehreren Studien nachgewiesenen
meniskalen Progenitorzellen zu gewinnen.

Ein nicht unerheblicher Teil der praktischen Arbeit bestand in der Anpassung, Standardisierung
und weiteren Etablierung der verschiedenen oben genannten Protokolle. Durch den Einbezug
von Menisken von Patienten, die vor einem Gelenkersatz stehen, wurde ein Fokus auf

tendenziell degeneratives Meniskusmaterial gelegt.

1.3 Hypothese

Unter Beriicksichtigung der Studienlage und der ersten Ergebnisse der vorherigen Doktorandin
wurde vermutet, dass durch die Fibronektin-Adhésion in vitro eine verstirkte Selektion von
progenitalen Meniskuszellen der in vivo mit der Stammzellnische assoziierten Zellen erzielt

werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper, Chemikalien und Reagenzien

ABC-Komplex

Alizarin Red S
Ammoniakldsung (NH4OH)
Anti-FN-Primér-Ak.

Anti-Koll. I-Primar-Ak. (Maus)
Anti-Koll. II-Primér-Ak. (Maus)
Anti-Maus-Ak.

Biotin-SP-konj. Ziege-Ak.
1,9-Dimethyl-Methylenblau
EDTA

Essigsdure

Ethanol

Fetales Kélberserum

Fibronektin Rinderplasma (F1141)

Isopropanol

Kollagenase Typ II

Kristallviolett
Methanol

NaCl 0,9%

Oil Red O
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Pepsin

Pronase

QIAzol Lysis Agent
Saccharose

Safranin O (C.I. 50240)

Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Cambridgeshire (UK)

Jackson ImmunoResearch, West Grove (USA)
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

PAN Biotech, Aidenbach

Sigma Aldrich, Steinheim

B. Braun, Melsungen

PAA Laboratories GmbH, Pasching (AU),
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Qiagen, Venlo (NE)

Carl Roth, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt



Trypanblau-Ldsung (0.4%)
Trypsin/EDTA

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

DACO-Pen

Deckgléser
DePex-Eindeckmedium
Filterpapier

Klonzylinder

Kryordhrchen 2,0 ml
Kulturflaschen (T25, T75, T175)
Kulturschalen (96-, 48-, 24-Well)
Mikroreaktionsgefdle 1,5 ml
Mikroreaktionsgefdlle 2 ml
Neubauer Zahlkammer
Objekttrager Starfrost adhisiv
Parafilm

Pipetten Costar (5/10/15/50 ml)
Pipettensets (10/100/1000 pul)
Spritzen (5/10/20 ml)

Sterile Einmalskalpelle, No. 22
Sterilfilter (0,45/0,2 ul)
Tissue-Tek

Vaseline

Wasserstoffperoxid (34,5 — 36,5 %)

Xylol
Zellschaber
Zellsieb (70 pm)

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

2.1.3 Geriite und Hilfsmittel

Autoklav Melatronic 23
COs-Inkubator Hera cell 240

Material und Methoden

Sigma Aldrich, Steinheim
PAN Biotech, Aidenbach

Agilent Technologies, Waldbronn

Roth, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

TPP Techno Plastic Products, Trasadingen (CH)
Sarstedt, Nimbrecht

BD Falcon, Heidelberg

Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Blaubrand, Wertheim

Knittel, Braunschweig

Carl Roth, Karlsruhe

Corning, Corning (USA)

Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Heidelberg

CynaMed, Pittsburgh (USA)

Sarstedt, Nimbrecht

Sakura Finetek Germany, Umkirch

Unilever Belgium N.V., Anderlecht (Belgien)
Sigma Aldrich, Steinheim
Chemikalienausgabe Universitit Regensburg
Sarstedt, Nimbrecht

Corning Inc., Corning (USA)

BD Falcon, Heidelberg

MELAG Medizintechnik, Berlin
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)



COs-Inkubator Hera cell vios 2501

Gefriertruhe MDF-DC500VX
Hiamozytometer Neubauer
Kryostat CM1950
Kiihlschrank RFY 3855 (4°C)
Laborabzug MC6

Mikroskop BX61

Mikroskop Dialux 20 EB

Mikroskop-Kamera (Fluovert FU)

Multipette plus
Nikon Eclipse TE-2000-U

Pinzetten, chirurgisch/anatomisch

Pipettierhilfe Easypet 3

ReaktionsgefdBstander neoRack

Reinraumwerkbank Haaeus HS 18

Schiittler Reax top
Schiittler UKR 36152

Waage Kern EW 4200 & Kern 770
Zentrifuge FVL-2400 Combi-Spin

Zentrifuge Multifuge 3S-R
Zentrifuge 5415R

2.1.4 Software

Image J

Microsoft Office 365
Photoscape X

Prism 10

Zotero 6.0.27

2.1.5 Losungen und Puffer

PBS mit Ca?", Mg?*
PBS ohne Ca**, Mg**

Material und Methoden

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

PHC Corporation, Tokio (Japan)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen
Leica Camera AG, Wetzlar

Whirpool Corporation, Benton Harbor (USA)
Waldner, Wangen im Allgdu

Olympus K.K., Shinjuku (Japan)

Ernst-Leitz GmbH, Wetzlar

Ernst Leitz GmbH, Wetzlar

Eppendorf AG, Hamburg

Nikon Corporation, Minato (Japan)

Carl Roth, Karlsruhe

Eppendorf AG, Hamburg

neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Kendro Laboratory Products GmbH, Newton (USA)
Heidolph Instruments, Schwabach
Eigenkonstruktion

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt

Kendro Laboratory Products GmbH, Newton (USA)
Eppendorf AG, Hamburg

National Institutes of Health, Bethesda (USA)
Microsoft Corporation, Redmond (USA)

Mooii, Seoul (South Korea)

GraphPad Software, San Diego (USA)
Corporation for Digital Scholarship, Vienna (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

10



2.1.5.1 Immunhistochemie

Phosphatpuffer

Saccharose-Losung

8 % Formaldehydlosung

Material und Methoden

0,2M NaHPO4 x 2 H2O (177, 91 MW): 35,6 gad 1L
H>O bidest, NaH2PO4 x 1 H20 (137,99 MW): 13,8 g ad
500 ml H>O; Mischung ca. 5:1 bis pH 7,4 (ca. 833 +
167 g); Phosphatpuffer 0,1 M: 1:1 mit H>O bidest;
Saccharose in Phospatpuffer 0,1 M (10 %, 20 %, 30 %)

8 g PFA in 50 ml Phosphatpuffer, erwdrmen und 16sen, ad 100 ml

mit H,O bidest; Weiterverdiinnung 1:1 mit 0,1 M Phosphatpuffer moglich fiir 4 %

Formaldehydlésung
TRIS-Puffer
Waschpuffer
Pepsin-Andauldsung

Mcllvaine-Puffer

Blockierungspuffer

ABC-Losung

DAB-Stammlésung
m-PBS Puffer (1M)

Ni/Co-Stammldsung

DAB-Arbeitslosung

2.1.5.2 Koloniebildungs-Assay
Kristallviolett-Losung

2.1.5.3 Alizarin-Farbung

24.228 g TRIS-Base in 1000 ml H>O bidest, pH 7;

0.2 M TRIS, 140 M NaCl in H>O bidest;

1 mg ml! Pepsin in Mcllvaine-Puffer;

67.8 ml 0.1 M Zitronensaure, 32.2 ml 0.2 M Na;HPO4
pH 3.6;

53 ml 0.2 M TRIS, 0.11 g NaCl, 1 ml FCS,

1 ml Ziegenserum in 2.6 ml H>O bidest;

2,5 ml TRIS-Puffer 0,1M pH 7.0, 40 ul Losung A, 40 pul
Losung B; mischen, 30 min inkubieren;

50 mg BSA, 250 mg DAB in 50 ml H>O bidest;

47.2 g KoHPO4 x 3 H20, 6.6 g NaH2PO4 x 7 H20, 36 g
NacCl in 500 ml H>O bidest; pH 7-7.4;

Losung A: 100 mg NiCl,, 5 mg CoCl; in 5 ml H>O;
Losung B: 10 mg BSA in 5 ml H20;

Losungen unter Rithren mischen;

9 ml m-PBS 0.1 M, 1 ml DAB-Stammldsung, 240 ul
Ni/Co-Stammldsung, 6 pl 30 % H>O: (erst kurz vor
Verwendung pipettieren; DAB- und Ni-/Co-Abfille

Sondermiill);

0,5 % Kiristallviolett in Methanol;

Alizarin Rot Stammldsung (40mM) 6,846 g Alizarin Red S in ca. 450 ml H>O bidest 16sen
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(pH = 2,6), pH-Wert mit 10 % NH4O auf 4,25 einstellen,

ad 500 ml mit H>O bidest;

Verdiinnungspuffer (optional) 100 ml 10 % CH3COOH (pH mit 10 % NH4O auf 4,25
eingestellt) mit ca. 8,4 ml NH4OH;

10 % Formaldehydlosung 10 g PFA und 50 ml 0,2 M Phosphatpuffer erwidrmen

und somit l6sen, ad 100 ml mit H>O bidest;

2.1.5.4 Olrot O Fiirbung

Olrot O Stammldsung0,5 % Olrot O in Isopropanol, iiber Nacht bei 37 °C Riihren im Backofen,

Filtrieren mit Filterpapier (bzw. 20 pm Sterilfilter), Lagern bei 4 °C;

Olrot O Arbeitsldsung Stammldsung 3:2 mit H>O bidest gemischt, 10 min
inkubieren, filtrieren (jedes Mal frisch herstellen);

60 %iger Isopropanol 3 ml Isopropanol mit 2 ml PBS;

2.1.5.5 DMMB-Firbung

DMMB-Firbel6sung 0,016 g DMMB in 5 ml Ethanol 16sen, 950 ml H2O
bidest und 2 g Natriumformiat hinzufiigen; pH mit
Ameisensdure auf 3,0 einstellen und Losung in einer mit

Folie abgedeckten Flasche bei Raumtemperatur lagern

2.1.5.6 Safranin O/Fast Green-Firbung

Stammldsung A 1 g Hamatoxylin in 100 ml 95 % Ethanol;
Stammldsung B 4 ml 29 % Eisenchlorid in H>O bidest mit 1 ml Salzséure;
Weigert’s Eisen Hdmatoxylin Stammldsung A & B zu gleichen Teilen vermischen ergibt

die Arbeitslosung (stabil fiir ca. 4 Wochen);
0,05 % Fast Green FCF Losung 0,5 g Fast green FCF in 1000 ml H>O bidest;

1 % Essigsdure Losung 1 ml glaziale Essigsdure in 99 ml H2O bidest;
0,1 % Safranin O Lésung 0,1 g Safranin O in 100 ml H>O bidest;
2.1.6 Medien

2.1.6.1 Meniskus-Aufarbeitung
SF-Medium: RPMI 1640, Pen/Strep 1%, HEPES-Puffer 1%, L-
Glutamin 1 %, Anti-Anti 1 %, FGF 0.1 %;
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FCS-Medium (mit Anti-Anti):

Material und Methoden

RPMI 1640, FCS 10 %, Pen/Strep 1 %, HEPES-Puffer

1 %, L-Glutamin 1 %, Anti-Anti 1 %, FGF 0.1 %;

2.1.6.2 Proliferationsmedium fiir Meniskuszellen
RPMI 1640, FCS 10 %, Pen/Strep 1 %, HEPES-Puffer

FCS-Medium:

1 %, L-Glutamin 1 %, FGF 0.1 %;

2.1.6.3 Osteogene Differenzierung

Differenzierungsmedium:

Substanz: Konzentration der Konzentration im (Beispiel-)Menge:
Stammldsung: Medium:

DMEM-HG 86,75 % 34,7 ml
FBS 10 % 4 ml
Pen./Strep. 10000 TU ml"! 100 IU ml'', 1 % 400 pl
Dexamethason 10 uM 100 nM, 1 % 400 pl
B-Glycerophosphat 1M 10 mM, 1 % 400 pl
L-Ascorbinsdure 20 mM 50 uM, 0,25 % 100 pl
Gesamt 40 ml

Kontrollmedium:
Substanz: Konzentration der Konzentration im (Beispiel-)Menge:
Stammldsung: Medium:
DMEM-HG 89 % 35,6 ml
FBS 10 % 4 ml
Pen./Strep. 10000 TU ml"! 100 IU ml'', 1 % 400 pl
Gesamt 40 ml

2.1.6.4 Adipogene Differenzierung

Induktionsmedium (Differenzierungsmedium):

Substanz: Konzentration der Konzentration im (Beispiel-)Menge:
Stammldsung: Medium:

DMEM-HG 86,6 % 43,3 ml
FBS 10 % 5 ml
Pen./Strep. 10000 TU ml™! 100 IU mI'', 1 % 500 pl
Dexamethason 100 uM 1 uM, 1% 500 pl
Indomethacin 100 mM 0,2 mM, 0.2 % 100 pl
Insulin 10 mg ml! 0,1 mgml!, 1% 500 ul
IBMX 500 mM 1 mM, 0,2 % 100 pl
Gesamt 50 ml
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Konservierungsmedium (Kontrollmedium):

Material und Methoden

Substanz: Konzentration der Konzentration im (Beispiel-)Menge:
Stammldsung: Medium:

DMEM-HG 88 % 44 ml

FBS 10 % 5ml

Pen./Strep. 10000 TU ml"! 100 IU ml!, 1% 500 pl

Insulin 10 mg ml! 0,1 mgml!, 1% 500 ul

Gesamt 50 ml

2.1.6.5 Chondrogene Differenzierung

Differenzierungsmedium:

Substanz: Konzentration der Konzentration im (Beispiel-)Menge:
Stammldsung: Medium:
DMEM-HG 95,5 % 47,75 ml
Dexamethason 10 uM 100 nM, 1 % 500 pl
Ascorbinsédure 20 mM 1% 500 pl
ITS 1% 500 pl
Natriumpyruvat 1% 500 pl
TGF-pi 0,5 % 250 ul
Gesamt 50 ml
Kontrollmedium:

Entspricht Differenzierungsmedium ohne Zusatz von TGF-f;.

2.2 Methoden

2.2.1 Histologie

2.2.1.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Fiir die Anfertigung von Gewebeschnitten wurde bereits initial bei Meniskusakquirierung aus

dem zentralen Meniskusanteil ein circa 0,5 cm breites Gewebestiick abgetrennt und {iber Nacht

in einem Zentrifugenrohrchen bei 4 °C in 4 % PFA inkubiert und fixiert. Nach ca. 24 Stunden

wurde das Gewebe zweimal fiir 30 Minuten bei niedriger Schiittelgeschwindigkeit bei

Raumtemperatur gewaschen. Nun wurde das Gewebe zur Entwisserung einer aufsteigenden

Saccharose-Reihe zugefiihrt (10 %, 20 %, 30 % Saccharose in 0,1 M Phosphatpuffer fiir jeweils
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1 h bis 1 Tag bei 4 °C). Nun wurde zunichst die Hélfte der Saccharose-Ldsung entfernt und fiir
24 Stunden durch Tissue-Tek ersetzt, anschlieBend das gesamte Zentrifugenrohrchen mit
Tissue-Tek aufgefiillt und fiir weitere 24 h bei 4 °C gelagert. Nach Einbettung des Gewebes in
Tissue-Tek in einer Form, die eine weitere Prozessierung mittels Kryotom ermdoglicht, wurde
die Probe mit fliissigem Stickstoff auf -80 °C tiefgefroren. Die mithilfe des Kryotoms
angefertigten Gefrierschnitte des Meniskusgewebes wurden auf Objekttrigern (OT) platziert,
iiber Nacht getrocknet und konnten dann weiteren histologischen Untersuchungen zugefiihrt

werden.

2.2.1.2 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten nach einem etablierten Protokoll, wobei die
einzigen Unterschiede in der Wahl des Primir- bzw. Sekundirantikorpers lagen. Eine
Negativkontrolle (ohne Primédrantikdrper) wurde jeweils inkludiert, um die Spezifitit des
Primérantikdrpers zu iiberpriifen.

Zur Freilegung der Bindungsstellen fiir den jeweiligen Antikorper wurden die OT zunéchst
zehn Minuten in Waschpuffer rehydriert, um von der Einbettung verbliebenes TissueTek zu
entfernen. Im néchsten Schritt wurde die endogene Peroxidase fiir 30 Minuten mit 10% H>O>
und 10% Methanol in PBS gesittigt, anschlieBend die Schnitte mit Waschpuffer gespiilt. Zum
Matrixverdau wurden die OT 15 Minuten mit 150 pl Pepsin-Andauldsung behandelt. Nach
einem erneuten Waschschritt mit 500 ul Waschpuffer pro OT wurden mit Blockierungspuffer
fiir eine Stunde nicht-spezifische Bindungsstellen auf dem Priparat blockiert. Dies reduziert
eine iibermdfige Hintergrundfarbung. Nun wurde der Primérantikdrper mit Blockierungspuffer
verdiinnt (bspw. bei Kollagenfarbung: monoklonaler Anti-Kollagen-Typ I/II-Antikdrper in
1:200- bzw. 1:100-Verdiinnung), 150-200 pl gleichmifBig auf den OT verteilt (auBer auf der
Negativkontrolle) und iiber Nacht bei Raumtemperatur (RT) in einer feuchten Kammer
inkubiert.

Am néchsten Tag wurden nach einem dreimaligen Waschen in Waschpuffer 150 ul des
verdiinnten sekunddren Antikorpers (bei der Kollagenfirbung: Biotin-SP-konjugierter
AffiniPure-Ziege-Anti-Maus-Antikorper in 1:100 Verdiinnung). Nach 60 Minuten Inkubation
wurden die OT erneut dreimal gewaschen und die ABC-Ldsung, welche bereits 30 min vor
Gebrauch anzufertigen ist, fiir 90 min zugegeben. Erneutes dreimaliges Waschen. Das an den
Sekundérantikdrper gekoppelte Biotin ist in der Lage, die in der ABC-Losung enthaltene

Meerrettich-Peroxidase (HRP) als sogenanntes Reporterenzym zu rekrutieren. Die bei
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entsprechender Bindung ablaufende Oxidation von DAB fiihrt zur Bildung eines bereits
makroskopisch sichtbaren braunen Produktes.

Im letzten Schritt wurden die Objekttrager mit DAB-Arbeitslosung fiir fiinf bis zehn Minuten
unter Beobachtung der Kontrollen entwickelt, in aufsteigender Alkoholreihe fixiert (2x kurz
96% Isopropanol — 2x 5 min 100% Isopropanol — 2x 5 min Xylol) und mithilfe von DePex-
Eindeckmedium durch Deckglidser abgedeckt. Nach einer ca. zweistiindigen Trocknungsphase

wurden Aufnahmen gemacht.

2.2.1.3 Dimethylmethylenblau-(DMMB)-Firbung

Die Farbung mit DMMB ist ein etablierte Methode zur Quantifizierung sulfatierter
Glykosaminoglykane (GAG) in chondrogenen Kulturen. GAG sind Bestandteil der
sogenannten Proteoglykane, welche neben Kollagen einen Hauptbestandteil der extrazelluldren
Matrix von Knorpelgewebe darstellen. An ein zentrales Kernprotein sind bei Proteoglykanen
kovalent GAG gebunden, welche aus langen Disaccharidketten bestehen.

DMMB ist ein blauer, Kkationischer Thiazin-Farbstoff, der an die sulfatierten
Glykosaminoglykane (GAG) bindet und dabei in violett umschldgt. Somit liegt bei einem
violetteren Signals ein vermehrtes Vorhandensein von sulfatierten Glykosaminoglykanen vor
und es konnen Riickschliisse auf den Differenzierungsgrad der jeweiligen Zellen gezogen
werden (40).

Die ausgewdhlten Objekttriger wurden 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen, um
iiberschiissigen Kryokleber zu entfernen. Danach wurden sie mit 0,1%-iger DMMB-
Farbelosung 10 Minuten lang geférbt. Nach kurzem Waschen mit H>O bidest. Fixierung in
aufsteigender Alkoholreihe und Abdeckung (siehe 2.2.1.2).

2.2.1.4 Safranin O/Fast Green Firbung

Von ausgewihlten Meniskusschnitten und Schnitten chondrogen differenzierter Zellpellets
(3D-Kultur) wurden Safranin O/Fast Green Farbungen angefertigt.

Negativ geladene Proteoglykane werden dabei durch Safranin O rot angefarbt und Kollagen
durch Fast Green in griiner Farbe (41).

Hier eine kurze Schilderung des Farbungsprotokolls: Zunichst Anfarbung der Zellkerne durch
sechsminiitige Inkubation des Priparats mit Eisenhdmatoxylin-Losung. Nach einem
Waschschritt mit destilliertem Wasser wurde die Probe dreimal mit 0,5 % sauren Alkohol
bedeckt und 5 min unter laufendem Leitungswasser gespiilt. Nun wurde mittels dreimintitiger

Inkubation mit der Fast Green Féarbung (0,02 %) begonnen. AnschlieBend dreimaliges
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Eintauchen in 1 %-iger Essigsédure und sechsminiitige Inkubation in der Safranin O Férbelosung
(0,1 %). AnschlieBend Fixierung des Firberesultats mittels aufsteigender Alkoholreihe, DePex-
Medium und Deckgldsern (siehe 2.2.1.2).

2.2.2 Meniskusakquirierung

Das humane Meniskusmaterial wurde mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Philipp von
Roth aus einem Patientenkollektiv des Sporthopaedicum Regensburg mit diagnostizierter
Gonarthrose akquiriert, welches sich einem kniechirurgischen FEingriff zum totalen
beziehungsweise partiellen Gelenkflachenersatz unterzog. Gemil3 der Deklaration von Helsinki
wurde von jedem Patienten vor dem operativen Eingriff eine schriftliche
Einverstandniserkldrung fiir die Verwendung des Gewebes fiir Forschungszwecke eingeholt.
Es wurde darauf geachtet, fiir die Analysen nur solche Menisken zu verwenden, welche
makroskopisch keine ausgeprdgten traumatischen oder degenerativen Verdnderungen
aufwiesen.

Das Meniskusgewebe wurde nach Akquirierung mit steriler 0,9%iger Kochsalzlosung bedeckt
und in einem 50ml Falcon auf direktem Weg ins Labor transportiert, wo mit der Aufarbeitung

begonnen wurde. Zunichst wurde jedem Meniskus eine Labornummer (LN) zugewiesen.

2.2.3 Meniskusverarbeitung und -verdau

Es wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank auf Zuschneideplatten mit
22er Skalpellen und sterilen chirurgischen Pinzetten gearbeitet.

Bevor Bilder gemacht und das Gewicht des Meniskus mithilfe einer Feinwaage bestimmt
wurden, wurde Fett und {iberschiissiges Bindegewebe vom Meniskus entfernt.

Das duflere Meniskusdrittel wurde makroskopisch jeweils als vaskulédre, die inneren zwei
Meniskusdrittel als avaskuldre Zone des Meniskus identifiziert und entsprechend voneinander
getrennt. Nun wurden beide Meniskusanteile getrennt voneinander erst grob mit Skalpellen
zerkleinert und dann zusammen mit einem Tropfen FCS-freiem Medium so lange zerhackt, bis
eine breiige homogene Masse entstand. Mit der Spitze des Skalpells wurden dann je 0,5 bis 1ml
des Breis in beschriftete 15 ml Falcons transferiert.

Die 15 ml Falcons wurden mit ca. 3 ml der Pronase-Gebrauchslosung (70 U ml! Pronase in
SF-Medium mit 5% FCS) versetzt und bei 37 °C fiir 30 min geschiittelt. Nach einer
Zentrifugation (5 min, 1000 rpm) und dem Abnehmen der Pronase mit einer Stripette wurden

je 3 ml einer Kollagenase-II-Gebrauchslosung (100 U ml! Kollagenase Typ 2 in SF-Medium
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mit 5 % FCS, im Verhéltnis 1:4) hinzugefiigt und bei RT iiber Nacht (ca. 12 bis 14 h) auf einem
Schiittler platziert.

Am Folgetag wurden die Falcons mit FCS-Medium (mit Anti-Anti) aufgefiillt und der Inhalt
mithilfe von 70 um Zellsieben filtriert. Die Zellen der vaskuldren bzw. avaskuldren Zone
wurden getrennt voneinander wieder in jeweils ein 50ml Falcon zusammengefiihrt. Nun wurden
die Zellen zentrifugiert (5 min, 2000 rpm), in 1 ml FSC-Medium resuspendiert und ausgezahlt.
Im Folgenden soll von Zellen, die aus dem vaskularisierten dufleren Meniskusanteil isoliert
wurden als von ,vaskuldren Zellen und von solchen aus dem avaskuldren inneren

Mensikusanteil als von ,,avaskuldren Zellen die Rede sein.

2.2.4 Fibronektin-Adhésions-Assay

Vorbereitung:

24 Stunden vor Meniskusakquirierung wurden 6-Well Platten unter sterilen Bedingungen mit
ca. 2,6 ml Fibronektin-Lésung pro Vertiefung (Bovines FN 1:100 verdiinnt in speziellem PBS
mit Ca** und Mg?") befiillt, mit Parafilm luftdicht versiegelt und {iber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Das Fibronektin sollte sich dabei auf dem Boden absetzen und anschlieBend eine selektive
Zelladhésion ermoglichen. Mithilfe der divalenten Ionen sollen bestimmte Zellen {iber in ihrer
Zellwand befindliche Integrine an das Fibronektin binden kdnnen.

Durchfiihrung:

Sobald der enzymatische Meniskusverdau abgeschlossen war, wurden die 6-Well Platten auf
Raumtemperatur gebracht und die Fibronektin-Losung verworfen. Von den aus dem Verdau
erhaltenen vaskuldren und avaskuldren Zellsuspensionen wurden jeweils Zellen in einer
Konzentration von 1000 Zellen pro ml abgenommen und zu 2 ml pro Vertiefung (verdiinnt mit
FCS-Medium) in eine der mit FN beschichteten 6-Well Platten pipettiert. Die Platten wurden
fiir 20 min bei 37 °C inkubiert.

Es ist in der Theorie davon auszugehen, dass dieser Zeitraum zur Adhésion jener
Meniskuszellen mit Fibronektin-Adhisionstendenz ausreicht. Von genau diesen Zellen, welche
auch im Folgenden noch das Charakteristikum aufweisen, Zellkolonien auszubilden, wird
vermutet, dass an ihnen auch weitere Stammzelleigenschaften nachzuweisen sind. Im
Folgenden ist im Zusammenhang dieser adhérierenden Zellen von Fibronektin-adhirenten
Meniskuszellen (entspricht meniskalen Progenitorzellen) die Rede.

Nach 20 min wurde die Suspension der iibrigen nicht-Fibronektin adhérenten Zellen zusammen

mit den {ibrigen aus dem Meniskusverdau erhaltenen Zellen jeweils in einer T75-Flasche in
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12 ml Proliferationsmedium ausgesét und bei 37 °C inkubiert. Auch die 6-Well Platten wurden
mit zwei Milliliter Proliferationsmedium pro Well bedeckt.
Alle Zellen und Assays des Versuchsaufbaus wurden bei 37 °C, einem Kohlenstoffdioxidgehalt

von 5 % und einem Sauerstoffgehalt von 21 % inkubiert.

2.2.5 Klonselektion und -isolation

Das Zellwachstum auf den 6-Well Platten wurde im Mikroskop laufend beobachtet, wobei alle
drei Tage das Medium gewechselt wurde. Die Zellen sollten dabei nicht zu konfluent werden
und einzelne Kolonien nicht ineinander wachsen. Nach 10-14 Tagen wurden einzelne Kolonien
von mehr als 32 Zellen unter einem Mikroskop identifiziert, gezihlt und mit einem feinen
Folienstift auf der Plattenunterseite bzw. dem -deckel fiir die Isolation umrandet.

Das Medium wurde aus dem entsprechenden Well entfernt und in einem Falcon fiir spitere
Medienwechsel aufbewahrt. Nach dem Waschen des Wells mit SF-Medium, wurde ecin
Klonzylinder fiir die Isolation vorbereitet, indem dieser mithilfe einer autoklavierten Pinzette
mit der aufsetzenden Seite in angewdrmte und sterile Vaseline getaucht wurde. Diese
ermoglichte eine Abdichtung des Zylinders, sodass nach Aufsetzen desselben auf die zu
isolierende Kolonie, ohne zu Verrutschen des Zylinders, mithilfe von 150 pl Trypsin unter
Mikroskopkontrolle selektiv eine Kolonie fiir Passage 1 in das Loch einer 48-Well Platte
iiberfiihrt werden konnte. Sequenziell wurden so bis zu acht Klone einer Kondition isoliert und
mit einer 1:1 Mischung aus konditioniertem Kulturmedium (aufgehobenes Medium aus den 6-
Well Platten, welches bereits mit den Zellen und deren Wachstumsfaktoren in Kontakt war)
und frischem FCS-Medium expandiert. Medienwechsel erfolgte standardmiBig alle drei bis
vier Tage.

Die Zylinder wurden fiir einen erneuten Gebrauch {iber Nacht getrocknet, mit Papiertiichern

gereinigt und mit Alkohol sterilisiert.

2.2.6 Zellexpansion der Fibronektin-adhéirenten Meniskuszellen

Passage 2 wurde meist in einer T25-Flasche durchgefiihrt, ab Passage 3 wurden pro
expandiertem Klon zwei T175-Flaschen mit je 2000 Zellen/cm? befiillt - {iberschiissige Zellen
wurden stets eingefroren. Ab Passage 4 wurden je drei Klone einer Kondition den
Differenzierungs-Assays zugefiihrt. Es wurde versucht, mehrere gut proliferierende

Klone/Klonpopulationen zur Generierung von Wachstumskurven bis Passage 6 zu expandieren.
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Die Zellen aller iibrigen Klone wurden zum frithestmoglichen Zeitpunkt trypsiniert und

eingefroren. Das Kulturmedium wurde alle drei bis vier Tage gewechselt.

2.2.7 Zellexpansion der nicht-Fibronektin-adhirenten Meniskuszellen

Expandiert wurden die nicht-Fibronektin-adhirenten Meniskuszellen ab Passage 1 in T175-
Flaschen mit 2000 Zellen/cm? - iiberzihlige Zellen wurden bei -80 °C flir spitere Versuche
eingefroren. Es wurde iiber mindestens 90 Tage bis einschlieBlich Passage 6 expandiert, wobei
Zellen der Passage 1 fiir CFU-Assays und Zellen der Passagen 3 bzw. 4 fiir Differenzierungs-

Assays verwendet wurden. Alle drei bis vier Tage erfolgte ein Medienwechsel.

2.2.8 Populations-Verdopplungszeiten (PD)

Aus den beim Uberfiihren von Zellen aus einer Kulturflasche in die néichste Passage errechneten
Zellzahlen wurden bei den nicht-Fibronektin-adhirenten Meniskuszellen mit folgender Formel

die Verdopplungszeiten (PD) der jeweiligen Zellpopulationen berechnet:

PD [h] = (t2—t1) -log (2) / [log (q2) — log (q1)]t> — t; = Passagendauer [h]

q2 = Zellzahl am Ende der Passage

q1 = Zellzahl am Anfang der Passage (Anzahl der ausgesdten Zellen)
Diese wurden gegeniiber der Passagenzahl aufgetragen. Zu erwarten wire, dass die
Verdopplungsdauer nach Isolierung der Zellen aus dem Primirgewebe zunichst sinkt und dann

im Laufe der Kultur bei gleichzeitigem Fortschreiten der Zellseneszenz immer langer wird.

2.2.9 Bildanalyse

Es wurde versucht, in jeder Passage Bilder von den Zellen jeder Kondition zu machen, um
etwaige morphologische Unterschiede zwischen den Konditionen oder auch Verdnderungen im
Kulturverlauf erkennen zu kénnen. Dazu wurden mit einem Phasenkontrastmikroskop (Nikon,
Eclipse TE-2000-U) Bilder der Auflosung 2560 x 1920 in 10-facher und 20-facher
VergroBerung mit erweitertem Kontrast geschossen. Evaluiert wurde diese mithilfe der

Software ImagelJ.
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2.2.10 Weitere grundlegende Methoden der Zellkultur

2.2.10.1 Zellauszihlung und Resuspendierung

Zur Minimierung von Messfehlern wurde zunichst versucht durch entsprechende Resuspension
des nach Zentrifugation der Zellsuspension entstehenden Zellpellets am Boden eines
Zentrifugationsrohrchens eine Konzentration von ca. 2 - 10° Zellen pro ml einzustellen. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurden nun 20 pl der Zellsuspension in einem 1,5 ml
Mikroreaktionsgefdll mit 20 pl Trypanblau-Losung gemischt, wiederum 20 pl dieser Losung
in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert und anschlieBend unter dem Lichtmikroskop
ausgewertet. Wéhrend vitale Zellen mit ihrer intakten Zellmembran in der Lage sind, den
Farbstoff auszuschlieBen, und somit im mikroskopischen Bild hell erscheinen, nehmen tote
Zellen das Trypanblau auf und stellen sich blau geférbt dar.

Nach Auszdhlung der hellen, vitalen Zellen aus vier Grofquadraten berechneten sich die

Zellkonzentration sowie die Zellzahl in der Ausgangssuspension nach folgender Formel:

Zellkonzentration [ml"'] = (Gezdiihlte Zellen /4) -2 - 10* - ml!
Zellzahl (gesamt)= Zellkonzentration [ml'] - Volumen der Zellsuspension [ml]
Beim Passagieren von Zellen oder Durchfiihrung verschiedener Assays war es auch immer

wieder von Noten, eine Zellsuspension definierter Konzentration herzustellen. Es wurde

gerechnet:

Viensigi(Zellsuspension) = csoir / Cist

csolt = Gewiinschte Zellkonzentration [ml']

ciss = Vorliegende Zellkonzentration [mil']
- Viensigi(Zellsuspension) + 1 ml = Viensrigr((Medium)

Das Zusammenfiihren beider Volumina Vyenstigi(Zellsuspension) und Vienstig( Medium) ergab

dabei 1 ml einer Zellsuspension der gewiinschten Zellkonzentration csoli.

2.2.10.2 Trypsinieren von Zellen

Das Expandieren von verschiedenen Zellpopulationen iiber bis zu 100 Tage und mehrere
Passagen sowie das Ansetzen von verschiedenen Assays erforderte bei konfluent werdenden
Zellen regelmiBig das Uberfiihren von Zellen in ein anderes GefdB. Dieser Vorgang des

sogenannten ,Passagierens® erfolgte stets, wenn die Zellen ca. 80 % des jeweiligen
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KultivierungsgefdBles bedeckten. Der Grad der Konfluenz wurde dabei regelmdfig unter
lichtmikroskopischer Kontrolle evaluiert. Ein Versdumnis des Passagierens von Zellen mit der
Entstehung eines zu dichten Zellrasens hdtte neben dem Versetzen der Zellen in einen
Ruhezustand mit gleichzeitig moglicherweise irreversibler Hemmung des Zellwachstums nach
einiger Zeit auch ein Ablosen der Zellen vom Flaschenboden sowie ihren Zelltod eingeleitet.

Das Medium wurde aus der jeweiligen Platte bzw. Kulturflasche entfernt. Mit sterilem PBS
(ca. einem Fiinftel der Mediummenge) wurden die Zellen gewaschen, anschlieBend das
Trypsin/EDTA 1x (ca. ein Viertel der Mediummenge) auf die Zellen pipettiert. Nun wurde das
Behiltnis fiir fiinf bis sieben Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch seitliches Beklopfen wurde
unter Mikroskopkontrolle (Zellen runden sich ab und sind frei beweglich) erreicht, dass sich
die Zellen vom Plastikboden abldsen. Da das Trypsin zytotoxisch wirkt, wurde darauf geachtet,
die Einwirkungszeit des Trypsins so kurz wie mdglich zu halten. Nun konnte durch Zugabe von
der eineinhalbfachen Menge an FCS-Medium unter Auf- und Ab pipettieren ein GrofBteil der
Zellen in Suspension aufgenommen und in ein 50 ml Falcon tiberfiihrt werden. Das Serum
bewirkte dabei eine Aufsittigung der Enzymbindungsstellen des Trypsins und somit ein
Abstoppen der Wirkung des Trypsins auf die Zellen. Nach Zentrifugation (5-10 min, 1000 rpm)
und Abnehmen des Trypsins konnten die Zellen in frischem Medium resuspendiert, ausgezahlt

und dem weiteren Versuchsablauf zugefiihrt werden.

2.2.10.3 Einfrieren von Zellen

Nach dem Trypsinieren und Auszdhlen von Zellen wurden iiberschiissige Zellen fiir einen
spéteren Zeitpunkt bei -80 °C eingefroren. Dazu wurde zunéchst die Anzahl der gewiinschten
Kryor6hrchen bestimmt. Das gemischte Einfriermedium bestand zu 50 % aus FCS, zu 40 %
aus dem jeweiligen Kulturmedium und zu 10% aus DMSO. Letzteres sollte eine
Eiskristallbildung wihrend des Einfrierprozesses verhindern, wodurch Zellen zerstort werden
wiirden. Die Zytotoxizitit dieser Substanz beriicksichtigend sollte das Befiillen der

Kryobehilter mit denen in 1 ml Einfriermedium resuspendierten Zell ziigig erfolgen.

2.2.104 Auftauen von Zellen

Das Auftauen sollte moglichst schnell erfolgen. In einem Becherglas mit lauwarmen Wasser
wurde das Kryorohrchen so lange geschwenkt, bis etwa die Hélfte des Inhalts aufgetaut ist. Das
Rohrchen und besonders der Deckel wurden griindlich desinfiziert; der Inhalt in einem 50 ml
Falcon mit 10 ml FCS-Medium {iberfiihrt. Nach Zentrifugation, Resuspension und Auszéhlung

konnten die Zellen in neuen Flaschen ausgesit werden.
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2.2.10.5 Medienwechsel
Mit einer Pumpe wurde das alte Medium in der Kulturflasche abgesaugt und neues
Kulturmedium mit Stripette und Pipettierhilfe hinzugefiigt. Dabei wurde unter sterilen
Bedingungen gearbeitet:
T175 — 25 ml Medium; T75 — 12 ml M.; T25 — 6 ml M.
96-Well — 0,3 ml M.; 48-Well — 0,5 ml M.; 24-Well — 0,7 ml M.; 6-Well — 2 ml M.

2.2.11 Koloniebildungs-Assay

Um das Potential der vaskuldren und avaskuldren nicht-Fibronektin-adhdrenten Meniskuszellen
(welche die zunichst nicht auf FN adhérierenden Zellen, aber auch alle iibrigen, bisher noch
nicht ausgesiten Meniskuszellen umfassen) zu testen, Kolonien zu formen, wurden diese beim
Ubergang zur Passage 1 jeweils auf 10 cm messenden Petrischalen zu drei verschiedenen
Zelldichten (20 Zellen pro cm?, 5 Zellen pro cm?, 2 Zellen pro cm?) mit je 5 ml FCS-Medium
ausgesit. Bei zweimaligem Medienwechsel pro Woche wurden die Zellen iiber 12 bis 16 Tage
bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Wieder wurde auch ein Vergleich zwischen reinem Plastik
und Fibronektin-Beschichtung angestrebt — dementsprechend wurden auch Petrischalen 24
Stunden vor Benutzung, wie oben beschrieben, mit einer Fibronektin-Losung benetzt, luftdicht
mit Parafilm verschlossen und bei 4 °C inkubiert. Auch auf diesen wurden vaskuldre und
avaskuldre nicht-Fibronektin-adhidrente Meniskuszellen zu drei verschiedenen Zelldichten
ausgesat.

Nach ca. 15 Tagen — je nach Wachstumsraten und Konfluenz der Zellen (wobei gebildete
Kolonien auch in der hochsten Zelldichte nicht ineinander wachsen sollten) — wurden die
gebildeten Kolonien mit Kristallviolett gefarbt und ausgewertet. Dies konnte in unsteriler
Umgebung unter einem Abzug durchgefiihrt werden.

Dazu wurden die Petrischalen zundchst zweimal mit ca. 10 ml PBS gewaschen und
anschlieend fiir 10 min mit 3 ml Kristallviolett-Losung bedeckt und leicht geschwenkt, wobei
eine ausreichende Loslichkeit der Farblosung sichergestellt werden musste. Dann wurde die
Kristallviolett-Losung vorsichtig abgenommen; die Petrischalen wurden erneut zweimal mit
ca. 10 ml PBS gewaschen und fiir 5 min mit PBS auf den Schiittler gestellt, um iiberschiissige
Farbpartikel zu entfernen. Nun wurden die Petrischalen bei RT zum Trocknen stehengelassen
und es konnte mit der Auswertung der CFU-Assays begonnen werden.

Zunichst wurde die Anzahl der intensiv geférbten, ein bis acht Millimeter groB3en Kolonien

bestimmt und die sogenannte CFU-Effizienz anhand folgender Formel berechnet:
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CFU-Effizienz [%] = (Anzahl gezdihlter Kolonien / Anzahl der ausgesdten Zellen) x 100

Diese setzt die Anzahl der bei verschiedenen Zelldichten gebildeten Kolonien zueinander in ein
Verhéltnis. Dabei ist zu erwarten, dass sich CFU-Effizienz und Zelldichte umgekehrt
proportional zueinander verhalten.

Des Weiteren wurden Aufnahmen angefertigt, um die Verteilung, Grée und Morphologie der
Kolonien festzuhalten. Da die Farbung bereits nach wenigen Stunden substanziell nachldsst,

erfolgte eine Auswertung der Ergebnisse am selben Tag der Farbung.

2.2.12 Differenzierungsassays

Die Meniskuszellen wurden jeweils liber 21 Tage mit osteo-, adipo- (2D-Kultur) und
chondrogenen (3D-Kultur) Differenzierungsmedium kultiviert. Sowohl bei den nicht-
Fibronektin-adhédrenten als auch bei den Fibronektin-adhdrenten Meniskuszellen wurde ab
Passage 3 mit der Differenzierung begonnen; bei Letzteren wurde teilweise bis Passage 4
gewartet, um eine ausreichende Zellanzahl zu erhalten. Die jeweilige Medienzusammensetzung

wurde in Kapitel 2.1.6 dargestellt.

2.2.12.1 Osteogenese
2.2.12.1.1 Osteogene Differenzierung

Nach einer Aussihung von 5000 Zellen pro cm? in drei Wells einer 24-Well Platte pro
Kondition wurde — durch Zugabe des osteogenen Differenzierungsmediums — unmittelbar mit
der osteogenen Differenzierung begonnen. Ein weiteres Triplett jeder Kondition wurde
aullerdem als Negativkontrolle mit Kontrollmedium ohne osteogene Zusitze bedeckt. Zweimal
pro Woche wurde das jeweilige Medium gewechselt, wobei die zu differenzierenden Zellen
durchgehend mit osteogenem Differenzierungsmedium und die Zellen der Negativkontrolle

durchgehend mit osteogenem Kontrollmedium inkubiert wurden.

2.2.12.1.2 Alizarin Rot Fiarbung

Alizarin Rot S (3,4-Dihydroxy-9,10-diox0-9,10-dihydroanthracene-2-sulfonsédure) ist ein
wasserlosliches Salz der Alizarinsulfonsdure, welches in der Histologie zur Fiarbung von
Kalziumablagerungen einer osteogenen Differenzierung verwendet wird. Es handelt sich um
einen frithen Marker (ab 10-16 Tage in-vitro) einer Matrixmineralisation, welche einen

entscheidenden Schritt zur Bildung von kalzifizierter Matrix und somit von Knochengewebe

24



Material und Methoden

darstellt. Sowohl freies als auch in Zellen oder Gewebe befindliches Kalzium wird durch
Alizarin Rot S orangerot angefarbt.

Nach 21-tdgiger Kultivierung der Zellen mit Differenzierungsmedium wurden das Medium
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nun wurden die Zellen unter dem Abzug mit
10% PFA fiir 15 min bei RT fixiert. Nach Entsorgung des PFA wurden die Zellen dann fiir
30 min bei RT mit ca. 0,5 ml der 40 mM Alizarin Rot-Stammldsung pro Well unter leichten
Schwenken inkubiert. Danach wurde das Well vier Mal fiir je fiinf Minuten auf dem Schiittler
mit PBS gewaschen. SchlieBlich konnte die Farbung unter dem Mikroskop analysiert und
abfotografiert werden. Wegen der niedrigen Lichtbestindigkeit der Féarbung sollte das

Mikroskopieren nicht zu viel Zeit beanspruchen.

2.2.12.2 Adipogenese
2.2.12.2.1 Adipogene Differenzierung

Analog zur osteogenen Differenzierung wurden auch fiir die adipogene Differenzierung und
entsprechende Negativkontrolle 5000 Zellen pro cm? auf 24-Well Platten ausgesét. Wihrend
die Negativkontrolle mit einem Medienwechsel zweimal wochentlich durchgehend mit
Konservierungsmedium inkubiert wurde, wurde bei den zu differenzierenden Zellen aulerdem
zwischen Induktionsmedium (fiir vier bis fiinf Tage) und Konservierungsmedium (fiir zwei bis
drei Tage) gewechselt. Begonnen wurde mit der Zugabe des entsprechenden Mediums auch

unmittelbar nach Aussidhen der Zellen.

2.2.12.2.2  Olrot O Firbung

Olrot O (1-(2,5-Dimethyl-4-(2,5-dimethylphenyl)phenyldiazenyl)azonapthalen-2-ol), auch
bekannt als Solvent Red 27, ist ein Bisazofarbstoff, der zur Farbung von Triglyceriden in
fixierten Zellen verwendet wird. Der Farbstoff wird als Pulver gekauft, welches in seinem
Losungsmittel Isopropanol nur minimal 16slich ist. Wéhrend des Féarbevorgangs wandert das
Olrot O aus der Losung zum Lipid in der Probe, wodurch dieses intensiv hellrot geférbt wird.
Die Absorptionsmaxima des Farbstoffs bei 518 und 359 nm ermoglichen die Betrachtung und
Analyse mittels Phasenkontrastmikroskopie.

Nach 21 Tagen Differenzierung wurde eine Olrot O Firbung angefertigt. Zunéichst mussten die
Zellen fixiert werden. Dazu wurde das Medium abgesaugt, jedes Well mit 0,5 ml PBS
gewaschen und unter dem Abzug ca. 1 ml 10% Formaldehydlosung pro Well zugegeben. Nach

einer flinfminiitigen Inkubation bei RT und dem anschlieBenden Abnehmen der
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Fixierungslosung, wurde das Well mit 60%igem Isopropanol gewaschen und trocknen
gelassen.

Nun wurde fiir 10 min ca. 1 ml Olrot O Arbeitslésung pro Well hinzugefiigt, anschlieBend die
Farblosung vorsichtig abpipettiert und das Well viermal mit H>O bidest gewaschen. Es folgte

ein Mikroskopieren und Fotografieren der gefarbten Zellen.

2.2.12.3 Chondrogenese
2.2.12.3.1 Chondrogene Differenzierung (3D-Kultur)

In 96-Well Platten mit V-formigem Boden wurden jeweils 100.000 Zellen pro Well ausgesit.
Diese wurden jeweils mit 0,3 ml chondrogenem Differenzierungsmedium bedeckt,
zentrifugiert und unter regelméfBigen Medienwechseln (dreimal pro Woche) fiir 21 Tage bei
37 °C kultiviert. In den Wells mit V-formigem Boden bildeten sich so Zellpellets, welche nach
21 Tagen weiteren Analysen zugefiihrt werden konnten. Es wurde versucht, ca. 12 bis 18
Zellpellets von jeder Kondition anzufertigen. Auch Negativkontrollen unter Kultivierung mit

Medium ohne Zusatz von TGF-f; wurden angefertigt.

2.2.12.3.2 Ernten und Behandlung der Pellets

Die Pellets wurden im Anschluss der Differenzierungsphase in Tissue-Tek bei -20°C
gesammelt. Zur Analyse des Differenzierungspotentials wurden alle Pellets mit Kryokleber in
verschiedenen Blocken eingebettet und anschlieend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die

Blocke wurden bis zur Weiterverarbeitung (Schneiden, Féarben) bei — 80°C gelagert.
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3  Ergebnisse

3.1 Allgemeine Daten zu den verwendeten Menisken

Ergebnisse

Vier mediale Menisken konnten fiir diese Arbeit einer Analyse zugefiihrt werden (vgl. Tab. 2).

Alle Spender waren ménnlich und unterzogen sich bei vorliegender fortgeschrittener

Osteoarthrose einer operativen Versorgung mit einer Knie-Totalendoprothese.

Das

Durchschnittsalter der vier Spender, welche der Verwendung der bei einer prothetischen

Versorgung des Kniegelenks entfernten Menisken fiir Forschungszwecke schriftlich

zustimmten, lag bei 58 £ 3,12 Jahren. Das Nassgewicht der Menisken betrug 5,36 + 1,17 g. Die

Abbildung 3 zeigt eine repréasentatives Makrobild von Meniskus LN1410.

Tabelle 2: Ubersicht der analysierten Menisken.

Abbildung 3: Reprisentatives Makrobild eines der Menisken (LN1410).
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Labor- Alter des Medial oder
nummer | Spenders | Geschlecht Lateral Nassgewicht [g]
LN1394 60 M Medial 4,302
LN1397 54 M Medial 6,290
LN1408 61 M Medial 6,450
LN1410 59 M Medial 4,405
Alter des Spenders Nassgewicht [g]
Mittelwert SD Mittelwert SD
58,500 3,109 5,362 1,167
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3.2 Immunhistochemische Firbungen von Meniskusgewebe
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Abbildung 4: Ausschnitte immunhistochemischer Farbungen von Meniskusgewebe
(exemplarisch von Meniskus LN1394). (A) Safranin O/Fast Green Féarbung. (B) Kollagen
Typ 1 Farbung. (C) Kollagen Typ 2 Fiarbung. (D) Fibronektin Farbung.

Verschiedene histologische und immunhistochemische Farbungen von gefrorenen, 10 um
diinnen, mit Paraformaldehyd fixierten Meniskusschnitten wurden durchgefiihrt, um
charakteristische meniskale Eigenschaften des verwendeten Gewebes nachzuweisen. Dies wird
beispielhaft gezeigt anhand Meniskus LN1394 (vgl. Abb. 4).

Es zeigte sich sowohl im dulleren, vaskularisierten, als auch im inneren, avaskuldren Meniskus
eine ausgeprégt sichtbare Safranin O Firbung und damit ein Vorhandensein von negativ
geladenen Glykosaminoglykanen. Im Bereich der Ober- und Unterseite des Meniskus
iiberwiegte das durch Fast Green blau-griin angefarbte Kollagen. (vgl. Abb. 4A). Die Safranin
O Anfarbung kann in ihrer deutlichen Intensitdt Ausdruck des bereits fortgeschrittenen Alters

des verwendeten Meniskusmaterials sein (42).
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Anhand der Farbungen von Kollagen Typ I und Typ II konnte ein Eindruck der Distribution
dieser beiden hauptsidchlichen Strukturproteine der meniskalen extrazelluldren Matrix
gewonnen werden. Gut sichtbar war eine — wie auch in der Literatur beschriebene (vgl. (1,43))
— Héufung von Kollagen Typ I im vaskularisierten dufleren Meniskusanteil, sowie das
Uberwiegen von Kollagen Typ II im avaskuliren inneren Meniskusanteil (vgl. Abb. 4B und
4C).

Durch Anfiarbung des extrazelluldren Strukturproteins Fibronektin wurde versucht, Hinweise
auf dessen Lokalisation innerhalb des Meniskus zu erlangen. Aus der sehr schwach positiven
Fibronektin-Farbung lassen sich dahingehend nur bedingt Schliisse ziehen, es scheint allerdings
in hoherem MaBe im vaskuldren Anteil vorzufinden zu sein, und somit eine Haufung in der

Néhe von Gefidllen vorzuliegen. (vgl. Abb. 4D).

3.3 Analyse von nicht-Fibronektin-adhéarenten vaskularen und
avaskulidren Meniskuszellen
Zunichst sollen die Ergebnisse der Analysen nicht-Fibronektin-adhdrenten Meniskuszellen

dargestellt werden.

3.3.1 Meniskusverdau und Kulturverhalten

Bei dem enzymatischen Verdau der kleingehackten medialen Menisken konnten aus dem
vaskularisierten duBeren Meniskusanteil (MW = 0,24; SD =0,03) hohere Zellzahlen pro
Gramm Nassgewicht als aus dem avaskulédren, inneren Anteil der Menisken (MW = 0,12;
SD =0,07) isoliert werden (vgl. Abb. 5A). Ein T-Test mit unterschiedlicher Varianz ergab
statistische Signifikanz, t(4) = 2,78; p = 0,034; d = 2,60 (44).

Abbildung 5B zeigt vaskulédre und avaskulare nicht-Fibronektin adhirente Zellen in der frithen
Kulturphase. Diese weisen augenscheinlich eine dhnliche Morphologie auf. Bei den
avaskuldren Zellen fiel ein etwas hoherer Anteil an runden bis polygonalen Zellen mit mehr als
zwei Zellausldufern auf im Gegensatz zu den liberwiegend langlichen, spindelférmigen Zellen
bei den Zellen aus dem vaskuldren Meniskusanteil.

Insgesamt behielten die Zellen ihre Morphologie im Kulturverlauf bis zur fortgeschrittenen
Passage bei. Bei den avaskuldren Zellen schien es zu einer Entwicklung hin zu einer mehr
fibroblastisch anmutenden Morphologie zu kommen mit einer Zunahme langlicher

Zellfortsitze.

29



Ergebnisse

° e Vask.

=3
N
|

e
—_
1

Zellanzahl [*10%/g]

0.0 T T
Vask. Av.

Vask.

200um v e |

Av.

Abbildung 5: (A) Ausgesite Zellanzahl nicht-Fibronektin-adhirenter Meniskuszellen initial
nach Gewebeverdau (n=4, MW = SD). (B) Phasenkontrastbilder der nicht-Fibronektin-
adhirenten Meniskuszellen in frither Passage.

Die nicht-Fibronektin-adhdrenten vaskuldren und avaskuldren Zellen wurden bis zum Ende der
sechsten Passage iiber einen Zeitraum von im Mittel 90 Tagen kultiviert. Abbildung 6 zeigt
Populationswachstumskurven der Zellen im Kulturverlauf mit Mittelwerten und
Standardabweichungen. Die kumulativen Populationsverdopplungszeiten der vaskuldren und

avaskuldren  Zellen  stellten  sich  nicht  signifikant  unterschiedlich  dar.
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Abbildung 6: Populationswachstumskurven nicht-Fibronektin-Adhirenter Meniskuszellen
(n=4, Mittelwert + SD).

3.3.2 Koloniebildungskapazitit

Abbildung 7 =zeigt exemplarisch mit Kristallviolett-gefarbte Zellkolonien von nicht-
Fibronektin-adhirenten Zellen des Meniskus LN1394. In allen Petrischalen zu allen ausgesiten
Zelldensitdten formten sich innerhalb von 12 Tagen Zellkolonien, was Ausdruck der
Klonogenitdt —also einer wichtige Stammzelleigenschaft — eines Anteils sowohl der vaskuldren
als auch der avaskuldren nicht-Fibronektin-adhidrenten Meniskuszellpopulation ist.
Makroskopisch stellten sich die Kolonien auf Fibronektin-beschichteten Petrischalen grofer

dar.
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Abbildung 7: Mit Kristallviolett gefarbte Kolonien nicht-Fibronektin-adhirenter
Meniskuszellen auf unbeschichteten Petrischalen (PL) und auf Fibronektin-beschichteten
Petrischalen (FN), exemplarisch LN1394.
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Die Zahlung der gebildeten Kolonien ergab {iber alle ausgeséten Zelldichten und ausgewerteten
Menisken hinweg eine hohere mittlere Anzahl gebildeter Kolonien auf Plastik als auf
Fibronektin-beschichteten Petrischalen von 39 % bei den vaskuldren und 55 % bei den
avaskuldren Zellen vgl. Abb. 8A). Dabei bildeten die avaskuldren Zellen im Mittel eine leicht
hohere Kolonieanzahl als die vaskuldren Zellen (auf Plastik 18 % mehr und auf Fibronektin
7 % mehr). Statistische Signifikanz wurde in beiden Féllen nicht nachgewiesen.

Die Abbildung 8B zeigt den Anteil gebildeter Kolonien an der initial ausgeséten Zellanzahl,
also eine Koloniebildungseffizienz. Diese nahm zu je niedriger die initial ausgesite Zelldichte
und erreichte eine mittlere Effizienz von bis zu 26,3 % bei avaskuldren Zellen und einer
initialen Zelldichte von 2 Zellen pro cm?. Die mittlere Koloniebildungseffizienz zeigte sich auf
Plastik im Vergleich zur Fibronektin-Beschichtung iiber alle Zelldensititen und Konditionen

hinweg leicht erhoht ohne statistische Signifikanz.
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Abbildung 8: (A) Anzahl gezdhlter von nicht-Fibronektin-adhdrenten vaskuldren und
avaskulidren Meniskuszellen gebildeten Kolonien auf unbeschichteten (PL) und Fibronektin-
beschichteten (FN) Petrischalen und (B) entsprechende Koloniebildungseffizienzen
(gebildete Kolonien pro ausgeséter Zelldichte [%]), jeweils n=4 mit Mittelwert und SD.
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3.3.3 Osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierung

LN1394 LN1397 LN1408 LN1410
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Abbildung 9: Alizarin-Férbung zur Darstellung von Kalziumdeposition bei nicht-
Fibronektin-adhidrenten =~ Meniskuszellen nach  Kultivierung mit osteogenem
Differenzierungsmedium fiir 14 Tage (Exemplarische Bildauswahl + Negativkontrollen).

Vaskuldre und avaskulédre nicht-Fibronektin-adhédrente Zellen von zwei der vier Menisken,
ndmlich LN1394 und LN1397, zeigten nach einer Kultivierung fiir zwei Wochen mit
osteogenem Differenzierungsmedium nach Passage 2 eine positive Alizarin-Férbung, welche
eine Ca**"Deposition im Sinne der Bildung einer kndchernen Matrix anzeigt (vgl. Abb. 9). Die
Intensitit der Farbung variierte zwischen den verschiedenen Konditionen. Insgesamt erschien
die Alizarin Farbung bei den vaskuldren Zellen jeweils stirker — im Sinne einer womdglich
etwas ausgeprigteren osteogenen Differenzierungskapazitit von Zellen, welche aus dem
vaskularisierten, dueren Anteil des Meniskus stammen. Eine schwach positive Alizarin-
Farbung wurde auch bei den vaskulidren Zellen des Meniskus LN1410 beobachtet. Ein
betrachtlicher Teil der Zellen stellte sich zum Zeitpunkt der Farbung in diesem Fall nicht mehr
lebend dar, weswegen unklar ist, ob ein Teil der Zellen eines dritten Meniskus auch osteogenes
Differenzierungspotential hatte. Bei den avaskuldren Meniskuszellen von LN1410 war — wie
bei den vaskuldren und avaskuldren Zellen von Meniskus LN1408 — die Alizarin-Farbung

negativ.
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Abbildung 10: Olrot O-Firbung zur Darstellung von Lipidtrépfchen bei nicht-Fibronektin-
adhédrenten Meniskuszellen nach Kultivierung mit adipogenem Differenzierungsmedium fiir
14 Tage (Exemplarische Bilderauswahl + Negativkontrolle).

Nach zweiwdchiger Differenzierung mit adipogenem Differenzierungsmedium konnten bei

drei von vier Menisken eine Anfirbung von gebildeten Lipidvakuolen mittels Olrot-O-Firbung

dargestellt werden (vgl. Abb. 10). Ein offensichtlicher Unterschied zwischen vaskuldren und

avaskuldren Zellen hinsichtlich der Lipidvakuolen-Bildung und damit eines proklamierten

adipogenen Differenzierungspotentials lie sich nicht erkennen. Bei den vaskuldren und

avaskuldren Meniskuszellen von Meniskus LN1394 sowie den vaskuldren Zellen von LN1408

waren keine angefdrbten Lipidvakuolen sichtbar, aber viel Zelldetritus mit wenigen lebenden

Zellen. Dies lasst in diesen Féllen methodische Méngel vermuten.
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Abbildung 11: Chondrogene Differenzierung nicht-Fibronektin-adhidrenter Meniskuszellen
als Zellpellet fiir 14 Tage — Makrobilder, DMMB-Farbung zur Darstellung von
Glykosaminoglykanen und Kollagen Typ 1- und Kollagen Typ II-Fiarbungen zur Darstellung
von Knorpelmarkern (Exemplarische Bilderauswahl von Donor LN1397).
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Abbildung 11 =zeigt exemplarisch das chondrogene Differenzierungspotential nicht-
Fibronektin-adhérenter vaskuldrer und avaskuldrer Meniskuszellen des Meniskus LN1394. Die
nach zwei Wochen unter Kultivierung mit chondrogenem Differenzierungsmedium geformten
Zellpellets der vaskuldren Meniskuszellen stellten sich bei allen analysierten Menisken leicht
grofer dar im Vergleich zu denen der avaskuldren Meniskuszellen.

DMMB-Férbungen offenbarten bei den nicht-Fibronektin-adhdrenten Meniskuszellen ein
gemischtes chondrogenes Differenzierungspotential. Lediglich bei einem von — in diesem
Fall — drei analysierten Menisken, dem Donor LN1394, lieB sich ein deutlich violettes
Knorpelsignal als Hinweis auf Anreicherung von Glykosaminoglykan erkennen. Dabei stellte
es sich stirker bei den Pellets aus vaskulédren als bei denen aus avaskuldren Meniskuszellen dar.
Eine exemplarische immunhistochemische Farbung von Kollagen Typ 1 und Typ 2 bei
Meniskus LN1394 konnte das Vorhandensein von knorpeltypischem Kollagen Typ 2
nachweisen. Dabei zeigte sich eine stirkere Farbung bei dem vaskuldren Pellet, bei dem sich
die Kollagenanreicherung im Gegensatz zu dem avaskuldren Pellet nicht nur auf den &uf3eren
Pelletrand beschréinkte. Die Farbung von fiir Knochengewebe charakteristischem Kollagen Typ

1 stellte sich negativ dar.

3.4 Analyse von Fibronektin-adhirenten vaskuliren und avaskuliaren
Meniskuszellen

Nun werden die Ergebnisse der Analysen Fibronektin-adhdrenter Meniskuszellen dargestellt.
Es konnten im Rahmen dieser Arbeit von den drei Menisken LN1937, LN1408 und LN1410

Fibronektin-adhirente Zellen einer Kultivierung und Differenzierung zugefiihrt werden.

3.4.1 Zellmorphologie im Kulturverlauf

Passage 0 1 2 3 5
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Abbildung 12: Morphologie Fibronektin-adhdrenter Meniskuszellen im Verlauf der
Zellkultur (Exemplarisch LN1397, Phasenkontrastbilder).
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Abbildung 12 zeigt exemplarisch phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen Fibronektin-
adhérenter vaskulédrer und avaskuldrer Meniskuszellen des Meniskus LN1397 im Kulturverlauf.
Wihrend in frither Passage bei Zellen beider Meniskusregionen kleine Zellen mit polygonaler
Zellform ohne lédngere Zellausldufer tiberwogen, wirkt es so, als ob die Zellen im Verlauf der
Zellkultur in fortgeschrittener Passage zunehmend eine léngliche, fibroblastische Zellform
annahmen mit zumeist zwei ldnglichen gegeniiberliegenden Zellfortsdtzen. Insgesamt entstand
der Eindruck, dass diese Entwicklung bei den vaskuldren Fibronektin-adharenten Zellen frither
vonstatten ging — also bereits in fritherer Passage als bei den avaskuldren Fibronektin-
adhérenten Zellen solche mit lénglicher, fibroblastisch anmutender Zellform tiberwogen. Zu
einem fortgeschrittenen Kultivierungszeitpunkt war dann kein morphologischer Unterschied

zwischen den vaskuldren und avaskuldren Fibronektin-adhirenten Zellen mehr zu erkennen.

3.4.2 Osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierung
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Abbildung 13: Alizarin-Férbung zur Darstellung von Kalziumdeposition bei Fibronektin-
adhédrenten Meniskuszellen nach Kultivierung mit osteogenem Differenzierungsmedium fiir
14 Tage (Exemplarische Bilderauswahl + Negativkontrolle).

Abbildung 13 zeigt Alizarin-geférbte Fibronektin-adhirente Meniskuszellen nach Kultivierung
der Zellen nach Passage 2 mit osteogenem Differenzierungsmedium fiir 14 Tage. Bei einem
der drei Menisken, LN1408, zeigt sich eine klar positive Alizarin-Farbung bei den avaskuldren
Zellen und eine leicht positive Farbung bei den vaskuldren Zellen. Bei LN 1397 sind keine
lebenden Zellen zu sehen im Vergleich zur Negativkontrolle, weswegen das positiv anmutende

Signal sowohl bei den vaskulédren, als auch bei den avaskuldren Zellen nicht sicher als
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Kalziumdeposition im Sinne der Ausbildung einer kndchernen Matrix zu werten ist. Auch bei
LN1410 zeigt sich lediglich bei den vaskuldren Zellen ein allenfalls leicht positives Signal —

die Alizarin-Féarbung der entsprechenden avaskuldren Zellen bleibt negativ.
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Abbildung 14: Olrot O Firbung zur Darstellung von Lipidtrépfchen bei Fibronektin-
adhédrenten Meniskuszellen nach Kultivierung mit adipogenem Differenzierungsmedium fiir
14 Tage (Exemplarische Bilderauswahl + Negativkontrolle).

Die Auswertung des adipogenen Differenzierungspotentials Fibronektin-adhirenter
Meniskuszellen zeigt ein dhnlich gemischtes Bild (vgl. Abb. 14). Eine klar positive Olrot O
Farbung als Zeichen von gebildeten Lipidvakuolen findet sich nach zweiwdchiger Kultivierung
der Zellen mit adipogenem Differenzierungsmedium bei den vaskuldren und avaskuldren
Zellen von Meniskus LN1410 und bei den avaskuldren Zellen von Meniskus LN1408. Die
vaskuldren Zellen von LN1408 und die vaskuldren und avaskuldren Zellen von Meniskus

LN1397 zeigen keine positive Olrot O Firbung.
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Abbildung 15: Chondrogene Differenzierung Fibronektin-adhidrenter Meniskuszellen als
Zellpellet fiir 14 Tage — Exemplarische Makrobilder von Meniskus LN1410.
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Das chondrogene Differenzierungspotential Fibronektin-adharenter Meniskuszellen wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht umfidnglich analysiert. Abbildung 15 zeigt exemplarisch
Makroaufnahmen von vaskuldren und avaskuldren Zellpellets nach zweiwdchiger Kultivierung

mit chondrogenem Differenzierungsmedium.
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4 Diskussion

Es folgt eine kurze Zusammenfassung und Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit - dabei soll
auch Bezug genommen werden auf die Ergebnisse bisheriger Publikationen zu dem Thema.
Einem Ausblick auf potenzielle klinische Anwendungsmoglichkeiten soll schlieflich eine

kritische Diskussion der Limitationen dieser Arbeit folgen.

4.1 Einordnung der Ergebnisse

Das Ziel ist, durch Studien wie diese die klinischen Mdoglichkeiten zur Meniskusregeneration
zu verbessern. Ein Ansatz besteht dabei in der Ausschopfung von zelluldren Methoden. Eine
bereits autochthon im Meniskus nachgewiesene Zellpopulation mit Stammzelleigenschaften,
hier bezeichnet als meniskale Progenitorzellen, konnte dabei eine interessante Rolle spielen und
Vorteile im Vergleich zu MSCs aus dem Knochenmark bieten (29,31,45). Es wurde versucht,
weitere Hinweise auf die Lokalisation und Charakteristika dieser Zellen zu erlangen.
Desweiteren wurde versucht, das Potential der Zellisolation mittels differentieller Fibronektin-
Adhésion, welche bereits bei chondralen Progenitorzellen erfolgreich angewendet wurde, zu
evaluieren.

Die Arbeit reiht sich ein in die bisherigen Arbeiten, welche die Morphologie der Zellen aus
dem &dufleren Meniskusanteil als charakteristischerweise spindelférmig und fibroblastenartig
und die des inneren Meniskusanteils als eher rundlich, polygonal beschreiben (31,46). Bei den
mittels differentieller Fibronektin-Adhésion isolierten Zellen hingegen war auch bei den Zellen
aus dem duBleren Meniskusanteil in frither Passage ein hoherer Anteil an eher polygonalen
Zellen zu sehen, was fiir eine gewisse Selektion durch Fibronektin spricht.

Die signifikant hohere Zellzahl beim initialen Meniskusverdau des dufleren Meniskusanteils
kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen ist anzumerken, dass die Trennung zwischen
duBerem und inneren Meniskusanteil schdtzungsweise nach makroskopischen Kriterien
erfolgte. Auch wenn auf eine makroskopische Intaktheit des verwendeten Meniskusmaterials
geachtet wurde, ist es auBerdem moglich, dass gerade der innere Anteil auch bedingt durch die
jeweils vorliegende fortgeschrittene Osteoarthrose in einem hoheren Ausmall degenerative
Verdnderungen mit gegebenenfalls erniedrigter Zellularitit aufwies.

Hinsichtlich der Koloniebildungskapazitdt ist zu sagen, dass zwar Koloniebildungs-Assays von

nicht-Fibronektin-adhdrenten =~ Meniskuszellen  (also mehr oder  weniger  der
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Meniskuszellgesamtheit) auf Plastik und Fibronektin angefertigt wurden, allerdings nicht von
den Fibronektin-adhdrenten Zellen. Dies sollte in Folgestudien ergéinzt und analysiert werden,
um mégliche Hinweise auf eine etwaige Uberlegenheit einer Isolation mittels Fibronektin-
Adhésion zu erlangen.

Die Durchfiihrung des Assays mit nicht-Fibronektin-adhdrenten Meniskuszellen auf
Fibronektin-beschichteten Petrischalen erbrachte in unserer Arbeit im Vergleich zu
unbeschichteten Petrischalen eine niedrigere Kolonieanzahl und Koloniebildungseffizienz {iber
alle Zellkonditionen hinweg. Moglicherweise bewirkte die Anwesenheit des Fibronektins dabei
eine weitere Selektion wachsender Zellen. Es ist bekannt, dass Fibronektin als Teil der
extrazelluliren Matrix u.a. auf die Migration von Zellen Einfluss hat (34,35). Uber eine
Interaktion mit Integrinen, spezifischen Zelloberflichenrezeptoren, welche intrazelluldre
Signalwege aktivieren und so zelluldre Prozesse steuern, fungiert Fibronektin im Rahmen der
Embryonalentwicklung, der Wundheilung sowie auch der Metastasierung von Tumoren als
Leitschiene fiir Zellen. Durch die Bindung an Integrine induziert es eine Reorganisation des
Zytoskeletts und fordert die Bildung von Fokaladhdsionen, wodurch sich Zellen aktiv in
Richtung von Fibronektin-reichen Bereichen bewegen konnen (34). Dariiber hinaus wurde eine
Beteiligung von Fibronektin an der Differenzierung von Stammzellen am Beispiel der
Chondrogenese, also der Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Chondrozyten,
nachgewiesen. Singh et al. zeigten 2012, dass Fibronektin hier sowohl fordernd als auch
hemmend wirken kann, abhédngig von der spezifischen Zellumgebung und der
Zusammensetzung der jeweiligen extrazelluliren Matrix (35). Ubertragen auf unseren
Versuchsaufbau der CFU-Assays konnten die in Anwesenheit von Fibronektin makroskopisch
deutlich groBer anmutenden Zellkolonien folglich zum einen auf eine begiinstigte zelluldre
Migrationsfdhigkeit hindeuten. Dariiber hinaus konnte diese Beobachtung auch Ausdruck einer
selektiv erhohte Zellteilung und -vermehrung, also alterierten Differenzierungskapazitit sein.
Insgesamt lieB sich, wie bei Ding et al. 2015 und Shen et al. 2014, die Koloniebildungskapazitit
als wichtiges Stammzellcharakteristikum erneut bei einem Anteil der nicht-Fibronektin-
adhdrenten Meniskuszellen sowohl des dufleren als auch des inneren Meniskusanteils
nachweisen (28,47). Die maximal erreichte CFU-Effizienz (bei ausgesiter Zelldichte von 2
Zellen/cm?) betrug bei uns sowohl fiir vaskulire als auch fiir avaskulédre Zellen ca. 26 %. Im
Vergleich dazu beschrieben Shen et al. 2014 eine CFU-Effizienz von 35% (47). In einem
abgewandelten Versuchsaufbau mit Vorselektion der untersuchten Zellen durch eine Analyse
von lediglich den herauswachsenden Zellen in einer Gewebekultur von Mausmenisken wurde

bei Gamer et al. 2017 vergleichsweise ein Anteil klonogener Zellen von 2 % beschrieben (33).
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Die zwar nicht statistisch signifikante, aber doch leicht erhdhte mittlere Kolonieanzahl bei
Zellen aus dem inneren Meniskusanteil kann als Bestitigung eines Vorhandenseins potenter
Zellen darin angesehen werden. Die zum Teil relativ hohe Standardabweichung bei den
gezdhlten Kolonien, kann entweder Ausdruck einer zwischen den verschiedenen Spendern
unterschiedlichen Zellwachstumsgeschwindigkeit oder auch eines zwischen den verschiedenen
Spendern unterschiedlichen Anteils von Zellen mit Stammzellpotential sein. Auch der
unterschiedliche Versuchsaufbau erschwert eine Vergleichbarkeit.

Nun zur Einordnung der Ergebnisse beziiglich des multipotenten Differenzierungspotentials.
Insgesamt zeigte sich sowohl bei nicht-Fibronektin-adhdrenten als auch bei den Fibronektin-
adhdrenten Meniskuszellen ein gemischtes Bild mit augenscheinlich donorabhéngigem
Differenzierungspotential. Nicht alle Meniskuszellen der unterschiedlichen Menisken zeigten
ein umfangreiches Differenzierungspotential. Der Donor der am besten differenzierenden
nicht-Fibronektin-adhdrenten Meniskuszellen, LN1397, war mit 54 Jahren der jlingste der vier
in dieser Arbeit untersuchten Menisken. Natiirlich kann dies bei der niedrigen Anzahl
analysierter Menisken Zufall sein — moglicherweise ist aber auch ein positiver Zusammenhang
zwischen fortschreitendem  Alter/degenerativen  Gewebeverdnderungen und  einer
Verkleinerung der meniskalen Progenitorpopulation (bzw. Zellseneszenz mit einhergehender
Abnahme von Stammzelleigenschaften) dafiir verantwortlich.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass auch diese Arbeit multipotente Zellen sowohl in der
duBeren als auch in der inneren Meniskuszone nachweist (vgl. (29,31,39,45,46)). Dies ldsst
darauf schlieen, dass meniskale Progenitorzellen nicht nur in direkter rdumlicher Néhe zu
Gefédllen anzutreffen sind. Die Durchfiihrung weiterer quantitativer Methoden, wie Alizarin-
Quantifizierung, GAG-Quantifizierung oder auch die Messung der Expression von genetischen
Markern der verschiedenen Differenzierungen, konnte in folgenden Forschungsarbeiten
erginzt werden, um weitere vergleichende Aussagen hinsichtlich des AusmaBles des
Differenzierungspotentials treffen zu konnen. Rein makroskopisch sind sowohl bei der Osteo-
als auch bei der Adipogenese keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
Differenzierungspotentials von Zellen aus der dufleren oder aus der inneren Meniskuszone zu
erkennen. Bei der Chondrogenese ist eine Tendenz zur hoheren Differenzierungskapazitét bei
Zellen des duBeren Meniskusanteils im Vergleich zu Zellen aus dem inneren Meniskusanteil zu
erkennen.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit hinsichtlich der Fibronektin-adhdrenten Zellen und ihrer
sequenziell expandierten Klone sind folgendermaflen zusammenzufassen. Es ist moglich,

mittels differenzieller Fibronektin-Adhésion multipotente Zellen sowohl aus dem duf3eren als
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auch aus dem inneren Meniskusanteil zu isolieren. Dies wurde sowohl von dieser Studie, also
auch von Korpershoek et al. 2021 nachgewiesen (39). Die chondrogene
Differenzierungskapazitiit Fibronektin-adhdrenter Meniskuszellen wurde nur unzureichend
analysiert, daher wird sich mit Schlussfolgerungen hierzu an dieser Stelle zuriickgehalten. Auch
bei den Fibronektin-adhdrenten =~ Meniskuszellen zeigt sich ein  gemischtes
Differenzierungspotential — wihrend sich bei einem Donor eine ausgeprigte adipogene und
kaum ausgeprigte osteogene Differenzierungsfahigkeit darstellt, ist es bei einem zweiten
Donor genau umgekehrt. Die niedrige Anzahl analysierter Klone und analysierter Menisken
lasst es hier nicht zu, belastbare Aussagen liber das Ausmal} der Differenzierungskapazitit zu
treffen. Auch Vergleiche zwischen den nicht-Fibronektin-adhdrenten und Fibronektin-
adhirenten Meniskuszellen sind so an dieser Stelle mit den Ergebnissen dieser Arbeit aktuell
nicht zielfithrend. Es wiére daher sinnvoll, eine noch groere Anzahl von Klonen zu analysieren.
Gleichzeitig weisen aber bereits diese Ergebnisse das Potential der auf diesem Weg isolierten
Zellen nach. Auch die Ergebnisse von Korpershoek et al. 2021 sind hier noch einmal
hervorzuheben (39). Diese waren bereits in der Lage, vielversprechende Unterschiede
Fibronektin-adhdrenter =~ Meniskuszellen im  Vergleich zur Meniskuszellgesamtheit
herauszuarbeiten. Hier wurde eine im Vergleich hohere Proliferationsrate und
Koloniebildungskapazitit beschrieben. Zusammen mit den hier ebenfalls nachgewiesenen
Merkmalen von mesenchymalen Stammzellen, einschlieBlich der Expression von
Stammzellmarkern und der unter geeigneten Bedingungen vorhandenen Fahigkeit zur
multipotenten Differenzierung in verschiedene Gewebetypen konnte die Fibronektin-Adhédsion
als Selektionskriterium isolierter Meniskuszellen zur Eroffnung neuer Wege einer
personalisierten und effektiven Zelltherapie in der Behandlung von Meniskuspathologien

beitragen (39).

4.2 Klinische Anwendung und Ausblick

Hinsichtlich einer klinischen Anwendung sind verschiedene Ansétze denkbar. Einerseits kann
weiter nach Moglichkeiten gesucht werden, z.B. medikamentds die Migration oder auch die
Aktivitdt von Zellen der nachgewiesenen Progenitorpopulation in dem Bereich eines Defekts
in vivo anzuregen. Gegebenenfalls konnte dazu auch auf das umgebende, oft osteoarthritisch
verdnderte Milieu Einfluss genommen werden. In einer Arbeit aus dem Jahr 2021 von Wei et
al. wurde zum Beispiel beschrieben, dass bei Mdusen iiber den Hedgehog-Signalweg gesteuerte

sogenannte Glil-positive Zellen einen groBeren Anteil der meniskalen Progenitorzellen

42



Diskussion

darstellen und dass eine medikamentdse Anregung des Hedgehog-Signalwegs in einem
murinen Osteoarthritis-Modell kurz nach einer Meniskusldsion zu einer beschleunigten
Heilung und verringerten Auspragung von Osteoarthritis beitragen wiirden (48).

Ein weiterer Ansatz konnte sein, meniskale Progenitorzellen mit Zellkultur-Techniken zu
vermehren und allogen z.B. als Zellsuspension oder mithilfe sogenannter Scaffolds in dem
Bereich einer Lision zu applizieren. Da im Rahmen von Knie-Endoprothetik Menisken entfernt
und verworfen werden, wire eine hohe Verfiigbarkeit solcher Zellen durchaus gegeben.
Weitere Studien sind notwendig, um das klinische Potential der meniskalen Progenitorzellen in
vivo auszuloten. Zum Beispiel wire es sinnvoll, das Heilungspotential isolierter und
expandierter Meniskuszellen mit postulierten Stammzelleigenschaften, also Progenitorzellen,
im Bereich einer Meniskusldsion an einem Tiermodell mit Meniskuszellen in der Gesamtheit
und gegebenenfalls auch mit MSCs aus dem Knochenmark zu vergleichen. Natiirlich spielt bei
jeglicher allogener Transplantation von Zellmaterial auch die Sicherheit hinsichtlich etwaiger
immunologischer Reaktionen beim Empfanger eine Rolle. Eine Arbeit von Shen et al. aus dem
Jahr 2013 beschrieb dazu bereits vielversprechende Ergebnisse — die hier isolierten Zellen mit
Stammzelleigenschaften aus Kaninchenmenisken wiesen eine geringe Immunogenitit und
sogar immunsuppressive Eigenschaften auf (30).

Die vorliegende Arbeit zeigt, wie auch Korpershoek 2021, dass eine Isolation mithilfe
differentieller Fibronektin-Adhédsion mdglich ist. Die Arbeit reiht sich auch in die bisherigen
Arbeiten ein, die Zellen mit Stammzellprofil in der inneren, avaskuléren Zone nachweisen. Es
bleibt noch unklar, ob die Zellisolation mittels Fibronektin auch wirklich Vorteile bietet,
sowohl in dem Ausmal der Auspragung von Stammzelleigenschaften als auch in der klinischen
Anwendung. Weitere Arbeiten mit klonaler Zellisolation via Fibronektin sind notwendig, um
genauer feststellen zu konnen, welcher Anteil der adhdrierenden Zellen die gewiinschten
Eigenschaften aufweisen.

Helfen kann dabei eine Analyse von Markern der Zelloberfldche. Ein eindeutiges Markerprofil
konnte auch zu einer gezielten Isolation der gewiinschten Zellpopulation beitragen. Inzwischen
ist es mehreren Gruppen gelungen, hier Fortschritte zu erzielen. Sun et al. beschrieben aus
gesundem Meniskus stammende meniskale Progenitorzellen als CD146-positiv. Weiterhin
konnten Stammzelleigenschaften auch den meniskalen CD93-positiven Endothelzellen
zugeschrieben werden. Interessanterweise war bei osteoarthritischen Menisken ein Shift des
Markerprofils meniskaler Progenitorzellen hin zu CD318-Positivitdt zu sehen (49). Bei den

osteoarthritischen Menisken der Arbeit von Korpershoek et al. wurde ebenfalls eine signifikant
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erhohte CD318-Positivitdt bei Fibronektin-adhérenten im Vergleich zu den restlichen nicht-
Fibronektin-adharenten Meniskuszellen beschrieben (39).

Als potenzieller Nachteil im Vergleich zur Expansion von Meniskuszellen ohne Fibronektin-
Adhaision ist zu nennen, dass sich die Isolation durch die zusdtzlichen Schritte mit Klonierung
aufwendiger und — jedenfalls unseren Erfahrungen nach — auch etwas unzuverlédssiger
hinsichtlich der Wachstumsraten und des Zelliiberlebens gestalten. Dies kann allerdings auch
methoden- und protokollbedingt sein. Im Gegensatz dazu beschrieben Korpershoek et al. eine

hohere Proliferationsrate im Vergleich zu den Zellen der Meniskuszellgesamtheit (39).

4.3 Wissenschaftliche Limitationen

Es wurden fiir diese Arbeit vier jeweils mediale Menisken von ausschlieBlich ménnlichen
Spendern einer umfassenden Analyse unterzogen. Es wire erstrebenswert, die Ergebnisse an
einer groBeren Anzahl von Menisken zu reproduzieren und auch weibliche Spender sowie
laterale Menisken einzubeziehen.

Tatsdchlich besteht das mit Abstand am meisten verfiigbare Meniskusmaterial wahrscheinlich
in Menisken, welche bei z.B. fortgeschrittener Osteoarthrose im Rahmen von einem
Gelenkersatz durch eine Knieprothese entfernt werden. Insofern wurde fiir diese Arbeit auf
solche Menisken zuriickgegriffen. Gleichzeitig besteht aber auch die Mdoglichkeit, dass das
fortgeschrittene ~ Alter der Patienten mit bereits vorhandenen degenerativen
Meniskusverdnderungen einen Einfluss auf die zellulire Komposition hat. Bekannterweise
nimmt bei fortschreitendem Alter beispielsweise der Anteil an Glykosaminoglykan in der
extrazelluldren Matrix zu (49). Auch die verwendete Safranin O Fiarbung der in dieser Arbeit
verwendeten Menisken konnte dies sichtbar machen. Es ist weiterhin mdglich, dass sich das
Stammzellpotential residenter Zellpopulationen im Laufe des Lebens verdndern und abnehmen

konnte. Dies kdnnte sich auch auf den Erfolg klinischer Anwendungen auswirken.
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S  Zusammenfassung

Wiéhrend Lésionen in der dufleren, vaskularisierten Zone von Menisken eine gute
Heilungskapazitit aufweisen und mit hoher Erfolgsrate gendht werden konnen, stellen
insbesondere Lésionen in der inneren, avaskuldren Zone des Meniskus bis heute eine grofie
Herausforderung dar. Aufgrund der bekannten negativen mittel- und langfristigen
Auswirkungen einer Meniskusteilresektion auf die Gelenkgesundheit und der sich aus
Meniskuspathologien ergebenden hohen Belastung des Gesundheitswesens wird an
Meniskusgewebe-schonenden Behandlungsansitzen gearbeitet.

Eine vielversprechende Moglichkeit stellen zelluldire Methoden dar. Verschiedene Studien
haben den Nachweis von meniskalen Progenitorzellen mit Stammzelleigenschaften im
Meniskusgewebe erbracht, welche perspektivisch zur Therapie von Meniskusdefekten
beitragen konnten.

In dieser experimentellen Arbeit konnten vier Menisken von Spendern mit Osteoarthrose,
welche sich einer Knie-Totalendoprothese unterzogen, einer Analyse zugefiihrt werden. Mittels
verschiedener Methoden (u.a. Zellkultur, Immunhistochemie, Koloniebildungs- und dreilinige
Differenzierungsassays in Knochen-, Fett- und Knorpelgewebe) sollten Erkenntnisse tiber
potenzielle Stammzelleigenschaften meniskaler Progenitorzellen in der vaskuldren und
avaskuldren Zone gesammelt werden. Weiterhin sollte mittels differentieller Fibronektin-
Adhésion der Einfluss des mit der Stammzellnische assoziierten Glykoproteins Fibronektins
auf die Zellisolation und die Stammzelleigenschaften der isolierten Meniskuszellen untersucht
werden. Unter Berlicksichtigung der Studienlage wurde vermutet, dass durch die Fibronektin-
Adhaésion in vitro eine verstirkte Selektion von progenitalen Meniskuszellen ermdglicht wird.
Zusammenfassend lieen sich Zellen mit Stammzelleigenschaften, sprich meniskale
Progenitorzellen, sowohl in der duBBeren, vaskularisierten als auch in der inneren, avaskuldren
Zone des Meniskus nachweisen. FEine Koloniebildungskapazitit als wichtiges
Stammzellkriterium konnte bei Meniskuszellen beider Zonen gezeigt werden. Hinsichtlich des
dreilinigen Differenzierungspotentials in Knochen-, Fett,- und Knorpelgewebe ergab sich ein
gemischtes Bild — eine Donorabhéngigkeit bzw. Donorvariabilitdt wurde postuliert. Eine
verstérkte spezifische Selektion von meniskalen Progenitorzellen durch die Zuhilfenahme einer
differentiellen Fibronektin-Adhésion konnte unter Vorbehalt der niedrigen Anzahl untersuchter

Menisken in dieser Arbeit nicht herausgearbeitet werden. Weitere Arbeiten sind nétig, um das
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Potential meniskaler Progenitorzellen zu evaluieren und fiir eine klinische Anwendung nutzbar

zu machen.
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7  Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

png Mikrogramm

ul Mikroliter

Abb. Abbildung

Ak. Antikorper

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Konzentration

CFU Colony-forming unit

CD Cluster of differentiation

cm Zentimeter

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DMEM-LG/HG Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - Low glucose
(1 g/L) / High glucose (4,5 g/L)

DMMB Dimethylmethylenblau

Falcon Zentrifugenrdhrchen

FCS Fetales Kélberserum

FGF Fibroblast growth factor

FN Fibronektin

GAG Glykosaminoglykan

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure

H>O bidest Bidestilliertes Wasser (2 H>O Millipore)

(h)MSC (Humane) Mesenchymale Stromazellen

IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin

IGF Insulin-like growth factor

ITS Insulin-transferrin-sodium selenite solution

konj. Konjugiert

LN Labornummer

M mol

mg Milligramm
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min

ml

NaCl 0,9 %
(m-)PBS
oT

PD
Pen./Strep.
PFA

RPMI 1640 Medium

RT
SF-Medium
sGAG

Tab.

TGF

VEGF

,x‘-Well Platte

U/N

Anhang

Minuten

Milliliter

Natriumchlorid 0,9% (Kochsalzlsung)
(modifizierte) Phosphatpuffersalzlosung
Objekttriger
Populations-Verdopplungszeit
Penicillin/Streptomycin (Antibiotikum)
Paraformaldehyd

Plastik

Passage ,x°

Runden pro Minute

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
Raumtemperatur

Serumfreies Medium

sulfatiertes Glykosaminoglykan

Tabelle

Transforming growth factor

Vascular Endothelial Growth Factor
Platte mit ,x* Vertiefungen

Uber Nacht
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7.2  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Menisken im Kniegelenk ohne ligamentire
Strukturen (2).

Abbildung 2: Uberblick des Differenzierungspotentials mesenchymaler Stammzellen (nach
Caplan et al. 2001 (22)).

Abbildung 3: Reprisentatives Makrobild eines der Menisken (LN1410).

Abbildung 4: Ausschnitte immunhistochemischer Farbungen von Meniskusgewebe
(exemplarisch von Meniskus LN1394). (A) Safranin O/Fast Green Féarbung. (B) Kollagen
Typ 1 Féarbung. (C) Kollagen Typ 2 Féarbung. (D) Fibronektin Fiarbung.

Abbildung 5: (A) Ausgesite Zellanzahl nicht-Fibronektin-adhdrenter Meniskuszellen initial
nach Gewebeverdau (n=4, MW =+ SD). (B) Phasenkontrastbilder der nicht-Fibronektin-
adhirenten Meniskuszellen in frither Passage.

Abbildung 6: Populationswachstumskurven nicht-Fibronektin-Adhirenter Meniskuszellen
(n=4, Mittelwert = SD).

Abbildung 7: Mit Kiristallviolett gefarbte Kolonien nicht-Fibronektin-adhdrenter
Meniskuszellen auf unbeschichteten Petrischalen (PL) und auf Fibronektin-beschichteten
Petrischalen (FN), exemplarisch LN1394.

Abbildung 8: (A) Anzahl gezdhlter von nicht-Fibronektin-adhdrenten vaskuldren und
avaskulidren Meniskuszellen gebildeten Kolonien auf unbeschichteten (PL) und Fibronektin-
beschichteten (FN) Petrischalen und (B) entsprechende Koloniebildungseftizienzen (gebildete
Kolonien pro ausgeséter Zelldichte [%]), jeweils n=4 mit Mittelwert und SD.

Abbildung 9: Alizarin-Féarbung zur Darstellung von Kalziumdeposition bei nicht-Fibronektin-
adhdrenten Meniskuszellen nach Kultivierung mit osteogenem Differenzierungsmedium fiir
14 Tage (Exemplarische Bildauswahl + Negativkontrollen).

Abbildung 10: Olrot O-Firbung zur Darstellung von Lipidtropfchen bei nicht-Fibronektin-
adhédrenten Meniskuszellen nach Kultivierung mit adipogenem Differenzierungsmedium fiir 14
Tage (Exemplarische Bilderauswahl + Negativkontrolle).

Abbildung 11: Chondrogene Differenzierung nicht-Fibronektin-adhédrenter Meniskuszellen als
Zellpellet fiir 14 Tage — Makrobilder, DMMB-Firbung zur Darstellung von
Glykosaminoglykanen und Kollagen Typ 1- und Kollagen Typ II-Férbungen zur Darstellung
von Knorpelmarkern (Exemplarische Bilderauswahl von Donor LN1397).

Abbildung 12: Morphologie Fibronektin-adhidrenter Meniskuszellen im Verlauf der Zellkultur
(Exemplarisch LN1397, Phasenkontrastbilder).

Abbildung 13: Alizarin-Férbung zur Darstellung von Kalziumdeposition bei Fibronektin-

adhédrenten Meniskuszellen nach Kultivierung mit osteogenem Differenzierungsmedium fiir 14
Tage (Exemplarische Bilderauswahl + Negativkontrolle).
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Abbildung 14: Olrot O Firbung zur Darstellung von Lipidtropfchen bei Fibronektin-adhirenten
Meniskuszellen nach Kultivierung mit adipogenem Differenzierungsmedium fiir 14 Tage
(Exemplarische Bilderauswahl + Negativkontrolle).

Abbildung 15: Chondrogene Differenzierung Fibronektin-adhirenter Meniskuszellen als
Zellpellet fiir 14 Tage — Exemplarische Makrobilder von Meniskus LN1410.

7.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht der Studienlage zu meniskalen Progenitorzellen.

Tabelle 2: Ubersicht der analysierten Menisken.
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