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Abstract

2. Abstract

2.1 Englische Version

Chondrogenic differentiated mesenchymal stromal cells (MSCs) are a promising cell
source for articular cartilage repair. Interleukin (IL)-10 is believed to be an anti-
inflammatory cytokine and its role in MSCs is still unknown. This study was undertaken
to determine the efficacy of a scaffold-free three-dimensional (3D) culture system for
chondrogenic MSCs differentiation and to assess the effect of IL-10 and Tumor
Necrosis Factor a (TNF) on chondrogenesis by MSCs in the 3D high-density (H-D)
culture.

MSCs were isolated from the bone marrow of the femur spongiosa. Subsequently they
were characterized using a set of typical cell surface markers, tested for multipotency
and introduced in scaffold-free H-D cultures for chondrogenic differentiation. A part of
the isolated MSCs was also introduced in a monolayer culture to determine whether
they express the IL-10 receptor (R), or IL-10. H-D cultures were stimulated with
recombinant IL-10, TNFa, TNFa + IL-10 or remained untreated as controls. Gene and
protein expression of type Il collagen, aggrecan, sox9 and TNFa were examined.

MSCs expressed typical cell surface markers, revealed multipotency and expressed IL-
10R as well as IL-10. IL-10 increased the expression of STAT3. The H-D cultures
maintained their form through the whole experiment. Chondrogenic differentiated cells
expressed cartilage-specific markers.

IL-10 and/or TNFa did not impair the chondrogenic differentiation of MSCs. Moreover, in
most of the investigated samples, despite not reaching the significance level, IL-10 had
a stimulatory effect on the type Il collagen, aggrecan and TNFa expression when
compared with the respective controls. IL-10 and TNFa seem to influence
chondrogenesis. These results could facilitate the development of novel therapeutical
strategies for the treatment of cartilage defects especially under inflammatory conditions

like osteoarthritis.



Abstract

2.2 Deutsche Version

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) als Vorlauferzellen der Chondrozyten haben ein
grof3es Potenzial in der Entwicklung neuartiger Therapieanséatze in der regenerativen
Medizin. Interleukin (IL)-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, dessen Rolle in MSCs
noch unerforscht bleibt. Diese Arbeit wurde durchgefihrt, einerseits zur Untersuchung
eines Scaffold-freien dreidimensionalen (3D) Kultursystems und andererseits zur
Erforschung des Einflusses des IL-10 und Tumornekrosefaktor (TNF)a auf die
chondrogene Differenzierung der MSCs.

MSCs wurden aus dem Knochenmark der Spongiosa von Femurkodpfen isoliert. Nach
der Isolierung erfolgten Untersuchungen des Oberflachenprotein-Expressionsmusters,
der Multipotenz und der Expression von IL-10-Rezeptor (R) und IL-10. Nach der
Kultivierung wurden die Scaffold-freien 3D-Kulturen angefertigt. Nach 7-tagiger
chondrogener Differenzierung wurden die Kulturen mit IL-10, TNFa, TNFa + IL-10
stimuliert. Als Kontrolle dienten nicht stimulierte und nicht differenzierte 3D-Kulturen.
Gen- und Proteinexpression von Kollagen Typ Il, Aggrekan, sox9 und TNFa wurden
untersucht.

MSCs exprimierten die typischen Oberflachenrezeptoren, IL-10R und IL-10. Eine
Multipotenz der isolierten Zellen konnte nachgewiesen werden. IL-10 induzierte STAT3-
Expression. Die 3D-Kulturen behielten wahrend der gesamten Kulturdauer ihre
ursprungliche Form. Die chondrogen differenzierten Zellen exprimierten die typischen
Knorpelmarker.

IL-10 und/oder TNFa haben die chondrogene Differenzierung der MSCs nicht inhibiert.
Obwohl der Effekt nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle war, hatte IL-10 eine leicht
stimulierende Wirkung auf die Expression von Kollagen Typ Il, Aggrekan, sox9 und
TNFa. Ferner, schienen IL-10 und TNFa eine Rolle in der Chondrogenese zu spielen
was eine Moglichkeit bei Entwicklung neuartiger Therapien von Knorpeldefekten bieten

konnte insbesondere im Hinblick auf ein Entztindungsmilieu bei Arthrose.
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3. Einleitung

3.1 Mesenchymale Stammzellen

Das Mesenchym bildet ein embryonales Stitz- und Filllgewebe aus
differenzierungsfahigen Vorlauferzellen. Wie der Name bereits impliziert, sind
mesenchymale Stammzellen (MSCs) nichts anderes als pluripotente, spindelférmige
Vorlauferzellen  (Abb.1). Sie besitzen ein hohes Proliferations- sowie
Differenzierungspotenzial und sind in der Lage sich unter anderem in Osteoblasten,
Chondroblasten, Myozyten, Tendozyten oder Adipozyten zu differenzieren. Die MSCs
konnen aus dem Knochenmark durch das Blutsystem in die entsprechenden Organe
migrieren. Die Migration wird durch multiple Stimulationsfaktoren insbesondere durch
Zytokine induziert [1]. In verschiedenen mesodermalen Geweben wie Fettgewebe,
Muskeln oder Knochen werden Depots von Stammzellen detektiert [2-5].

Abbildung 1. Native MSCs isoliert aus der Femurspongiosa in der 5. Passage.
Zweidimensionale (2D) Kultur in einer Petrischale.

Signifikante Unterschiede in Proliferations- und Differenzierungspotential wurden
zwischen den MSCs unterschiedlicher Herkunft beschrieben. Insbesondere MSCs aus
dem Knochenmark zeichnen sich durch eine sehr ausgepragte Differenzierungs- und
Proliferationsfahigkeit aus [6]. Die MSCs werden derzeit fur Forschungszwecke oder zur
Therapie am haufigsten aus dem Knochenmark gewonnen. Die Methode ist einfach und

fur den Patienten auch risikoarm. Das Knochenmark kann mittels einfacher Punktion

-8-
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aus dem spongidosen Knochen des Beckenkamms aspiriert werden [7]. Der Eingriff kann
sogar in Lokalanasthesie oder in einer Analgosedierung erfolgen. Das Knochenmark ist
ein gut organisiertes Organ, was in der Lage ist die Vorlauferzellen in einem
undifferenzierten Stadium zu halten [1]. Das Knochenmark stellt zwar ein grof3es
Reservoir an Stammzellen dar, es ist aber auch reich an hamatopoetischen
Stammzellen oder Blutzellen [3, 8]. Im Knochenmark befindet sich nur eine
mesenchymale Stammzelle pro 100 000 Zellen [9]. Fur die Gewinnung von MSCs
Kulturen ist entscheidend die MSCs vollstandig von anderen Bestandteilen des
Knochenmarks zu trennen. Im Gegensatz zu hamatopoetischen Stammzellen oder
Leukozyten sind die MSCs plastikadharent, d.h. sie besiedeln die Kunststoffoberflachen
der Kulturschalen. Es gibt zwar kein einzelnes MSCs spezifisches Oberflachenprotein
(CD, cluster of differentiation), aber dafir ein fur die MSCs typisches CD-Muster. Die
MSCs exprimieren unter anderem CD29, CD44 und CD90 und sind im Gegensatz zu
hamatopoetischen Stammzellen CD34 negativ [10-13].

Knochenmark
[
I |
“ : Nicht
Hamatopoetische N .
Hamatopoetische
Stammzellen Stammzellen
Mesenchymale

Stammzellen

|

I I [ I I
Chondroblasten Osteoblasten Fibroblasten Myozyten Adipozyten

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Entwicklung und Differenzierung der

Stammzellen aus dem Knochenmark [1, 2].
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3.2 Isolierung und Kultivierung von mesenchymalen S tammzellen

Die MSCs lassen sich aus fast allen Gewebetypen des Bewegungs- und
Stutzapparates gewinnen. Bei der Isolierung der MSCs aus dem Gewebe mussen
zumeist spezifische Proteasen angewendet werden. Dadurch ist die Gewinnung der
MSCs aus dem Fett- oder dem Muskelgewebe ein relativ aufwendiger und langer
Prozess. Darlber hinaus ist die Anzahl der gewonnen Zellen gering [14, 15]. Im
Gegensatz dazu ist die Isolierung von MSCs aus dem Knochenmark durch die geringe
Koharenz  dieses  Gewebes  einfacher. Daher reicht meistens eine
Dichtengradientenzentrifugation der aus der Spongiosa herausgewaschenen
Zellpopulationen aus um eine entsprechende Menge an MSCs zu gewinnen. Die so
gewonnene Zellmasse wird in entsprechenden Kulturflaschen ausgesat. Dank der
Plastikadharenz der MSCs werden andere Zelltypen des Knochenmarks bei einem
Kulturmediumwechsel entfernt [2, 14]. Eine weitere gute Quelle fir MSCs bildet der
spongiése Knochen (zum Beispiel: Femurkopf). Mithilfe einer modifizierten
Dichtegradientenzentrifugation lassen sich schnell und einfach ausreichende Mengen
an MSCs fur Forschungszwecke gewinnen. Dabei kénnen andere Zellen und
Gewebsreste durch die Bindung an ein hydrophiles Polymer von den MSCs wéahrend
der Zentrifugation getrennt werden [2, 9, 16]. Eine weitere Differenzierung der isolierten
MSCs zu Adipozyten, Osteozyten oder Chondrozyten kann durch gezielte und
adaquate Stimulation mit zum Beispiel Zytokinen und anderen Mediatoren erreicht
werden [2]. Diese Plastizitat weckte das Interesse an diesen Zellen fir den

Gewebeersatz.

3.3 Chondrogene Differenzierung der mesenchymalen S tammzellen

Die MSCs spielen in der Regeneration des verletzten Gewebes eine entscheidende
Rolle. Bei einem traumatischen  Gelenkknorpeldefekt kommt es  zur
verletzungsinduzierten Migration und Differenzierung von MSCs. Leider ist die gebildete
neue Gewebeschicht reich an Kollagen Typ | wie bei einem Faserknorpel und hat
dadurch andere biochemische und biomechanische Eigenschaften als hyaliner Knorpel
der hauptsachlich aus Kollagen Typ |1l besteht. Dieser Knorpel stellt eine Art
Narbengewebe in der Gelenkflache dar und unterliegt einer relativ schnellen
Degeneration [17, 18]. In in vitro Versuchen kann durch spezifische Stimulation eine
adipogene, osteogene oder chondrogene Differenzierung der MSCs induziert werden
[2]. Die Moglichkeit der prazisen Steuerung der MSC-Differenzierung koénnte ein

-10 -
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Meilenstein in der regenerativen Medizin sein. Es wird beschrieben, dass die
Chondrogenese mittels Zytokinen der Transforming Growth Factor (TGF) B-Familie
gesteuert wird. Eine Stimulation mit TGF-1 oder -B3 fuhrt bei den MSCs zur
chondrogenen Differenzierung. Die MSCs produzieren signifikant hohere Mengen an
Kollagen Typ Il und Aggrekan unter Addition von TGF-B1 als ohne diese. Letztere sind
typische Marker der extrazellularen Matrix des hyalinen Knorpels [19-22]. Bei der
chondrogenen Differenzierung findet eine Induktion von STAT3 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 3) statt. STAT3 ist ein Transkriptionsfaktor, der wichtig fur die
chondrogene Differenzierung ist [22]. STATS3 ist essentiell fur alle bekannten Funktionen
des IL-10 und es moduliert Uber eine Zytokinbeeinflussung anti-inflammatorische, durch
IL-10 gesteuerte Prozesse [23]. Darlber hinaus ist sox9 ein weiterer
Transkriptionsfaktor, der zu der Genfamilie der Sry-related high-mobility-group box (sox)
gehort und ebenfalls eine entscheidende Rolle in der Chondrogenese spielt. Mutationen
in  sox9-Gen sind mit Missbildungen des Knochen- und Knorpelgewebes
vergesellschaftet. Interessanterweise exprimieren die chondrogen stimulierten MSCs
vermehrt sox9 [22, 24].

3.4 Klinische Anwendung von mesenchymalen Stammzell en

Das hohe Differenzierungs- und Proliferationspotential weckt ein grof3es Interesse an
MSCs in der regenerativen Medizin. Bereits seit mehreren Jahren werden die
hamatopoetischen Stammzellen in der Medizin bei hdmatologischen Erkrankungen wie
Leukdmie erfolgreich angewandt [25-27]. Jedoch bleibt ihre Anwendung immer noch
weit entfernt vom klinischen Alltag. In der kardiologischen Forschung wird versucht das
Ausmald der ischamischen Schadigung des Myokards nach einem Herzinfarkt mit Hilfe
von MSCs zu beeinflussen. Bei einem Herzinfarkt kommt es zur Myokardischamie, was
zur Nekrose und letzten Endes zur Fibrosierung der betroffenen Muskulatur fuhrt. Es
wurde vermutet, dass eine intravendse Applikation von MSCs diesen Heilungsprozess
des frisch geschéadigten Myokards modellieren kann. Eine &hnliche Wirkung der MSCs
wurde bei einem zerebralen Insult vermutet. Leider ist die Studienlage hierzu sparlich.
In den klinischen Versuchen wurde kein signifikanter Einfluss auf die spatere Funktion
dieser Organe festgestellt [28, 29]. Der regenerative Effekt einer intravendsen
Applikation von MSCs wurde auch in klinischen Studien bei Patienten mit Multiplen
Sklerose untersucht. Diese Methode ist fur Patienten risikoarm und einfach

durchfuhrbar. In dieser Pretest-Posttest-Design Interventionsstudie konnte eine

-11 -
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neuroprotektive Tendenz nach der Behandlung mit MSCs beobachtet werden, die
Ergebnisse waren aber nicht signifikant [30]. In der Unfallchirurgie und Orthopadie
wurde der Einfluss von Knochenmarkskonzentrat auf die Pseudarthrosenheilung
untersucht. Pseudarthrose bezeichnet eine fehlende Frakturheilung nach mehr als 6
Monaten nach Trauma. Eine Applikation des Knochenmarks in eine Pseudarthrose
scheint die Knochenheilung zu beschleunigen. Es wird vermutet, dass dabei die
Konzentration an MSCs eine entscheidende Rolle spielt [31, 32]. Weiterhin ist ein
Nutzen der MSCs in der Behandlung von Knorpeldefekten denkbar. Es existieren nur
wenige Studien, die einen chondroinduktiven Effekt bei Gelenkapplikation von MSCs
beschreiben [33, 34]. Die Studie von Orozco et al. implizierte das eine intraartikulare
Applikation von MSCs bei einer Kniearthrose zur Schmerzreduktion fiuhren kann. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen Jo et al. [35]. Bei fehlender Kontrollgruppe und geringer
Probandenanzahl in den beiden Studien bleibt unklar, ob dabei ein Placeboeffekt
stattgefunden hat. Jedoch entspricht die biochemische und biomechanische Qualitat
des regenerierten Gelenkknorpels nicht der urspringlichen, gesunden Knorpelschicht
[17]. Die MSCs besitzen zuséatzlich noch immunmodulatorische Eigenschaften. Sie sind
in der Lage B-Zellen Uber eine IL-10-Expression und T-Zell-Aktivierung zu inhibieren
[36]. Dank einer Freisetzung von IL-10 und von Wachstumsfaktoren wie TGF oder
Hepatocyte Growth Factor (HGF) konnen die MSCs eine lokale Immunreaktion
beeinflussen und eine Entziindungsreaktion unterdricken [37, 38]. Es wird auch eine
trophische Wirkung auf die benachbarten Zellen durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren  beschrieben [39]. Diese Eigenschaften kénnten eine
AbstoRungsreaktion von einem potentiellen Transplantat verhindern [40]. Eine gezielte
Steuerung und Kontrolle der chondrogenen Differenzierung der MSCs  kdnnte ein
wichtiger Ansatzpunkt in der Behandlung von traumatischen und degenerativen
Gelenkknorpelveranderungen bilden. Der unbefriedigende Heilungserfolg von
Gelenkknorpeldefekten findet sich in seinem spezifischen Aufbau begrindet.

-12 -
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3.5 Gelenkknorpel

Fast alle Gelenkflachen im menschlichen Korper werden vom hyalinen Knorpel
Uberzogen. Der hyaline Knorpel unterscheidet sich vom Faserknorpel und elastischem
Knorpel unter anderem in der Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (ECM) [41-
43]. Der hyaline Gelenkknorpel besteht fast zu 90% aus ECM. Nur 10% der Masse
bilden die Chondrozyten, die die ECM synthetisieren und ihre Proliferationsfahigkeit im
reifen Knorpel verloren haben. In der ECM des hyalinen Knorpels befindet sich im
Gegensatz zur anderen Knorpelformen hauptséchlich Kollagen Typ Il und Aggrekan
[44]. Kollagen Typ Il ist ein spezifisches Strukturprotein des Knorpels, das fast nur von
Chondrozyten produziert wird. Aggrekan, ebenfalls eine Knorpel-typische ECM-
Komponente, ist ein grof3es Proteoglykan mit sehr hoher Wasserbindungskapazitat.
Eine Zonen-spezifische Verteilung, Ausrichtung und Konzentration dieser ECM-
Komponenten im Knorpel ist fir die Funktion von zentraler Bedeutung und kann bei der
Heilung kaum wieder hergestellt werden. Der Knorpel kann in 4 Schichten gegliedert
werden. Die oberflachliche, auch tangentiale Schicht genannt, mittlere, tiefe und
kalzifizierte Schicht wie in der Abbildung 3 dargestellt. Diese Verteilung der ECM
Komponenten im Gelenkknorpel, insbesondere die vielen negativen Ladungen des
Aggrekans, erzeugt einen hohen osmotischen Druck, was zu einem gewlnschten

Wassereinstrom fuhrt [44].

-13 -
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Abbildung 3: Eine modifizierte schematische Darstellung des Gelenkknorpels aus der
Arbeit von Woodhouse et al 2015 [44]. In jeder Schicht andert sich die Ausrichtung der
Kollagenfibrillen. Je tiefer, desto geringer ist der Anteil an Kollagen Typ Il und
Aggrekan. In jeder Schicht andert sich ebenfalls die Form, die Ausrichtung und die
Synthesefahigkeit der Chondrozyten, In der Tangentialzone werden zusatzlich Lubricin
und Decorin sezerniert, wichtige Proteine der Synovialflissigkeit, die von den

Synovialzellen der Synovialmembran freigesetzt wird [44].
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Diese Zusammensetzung des Gelenkknorpels fiihrt zu einer Belastungsstabilitat aber
gleichzeitig Gleitfahigkeit und Elastizitat [43, 45]. Der hyaline Knorpel erlaubt nicht nur
eine reibungslose Beweglichkeit des Gelenks, sondern dient auch als Schutz fur die
angrenzenden kndchernen Anteile. Es ist ein besonderes avaskuldres Gewebe und
wird hauptsachlich von der Synovialflissigkeit versorgt sowie Anteile der tiefen Schicht
(unterhalb der Tidemark) durch Diffusion von N&hrstoffen aus den Kapillaren des
subchondralen Knochens. Eine regelméRige Belastung und Entlastung der
Gelenkflache fuahrt zur Diffusion der Synovialflissigkeit und zur Versorgung der
Chondrozyten. Der Knorpel ist jedoch gegentber mechanischen und biochemischen
Reizen sehr empfindlich. Bei Ubermalliger insbesondere dauerhafter Belastung der
Gelenkflache kommt es zum vermehrten Austritt des Wassers aus dem Knorpel ohne
ausreichenden Rickstrom in der Entlastungsphase, Degeneration des Aggrekans und
Kollagens und zur Schadigung der Chondrozyten [44]. Eine Verletzung des Gelenks
fuhrt zum Anstieg von pro-inflammatorischen Zytokinen, die einen direkten und
indirekten destruktiven Einfluss auf die Chondrozyten haben [45]. Die Chondrozyten
besitzen nur eine begrenzte Regenerationsfahigkeit. Ortstdndige Chondrozyten kénnen
nach einer Knorpelverletzung keine vollstindige Rekonstruktion der Gelenkflache
ermdglichen. Die Avaskularitat und Aneuralitat des Gelenkknorpels und die fehlende
Proliferations- und Differenzierungsmaoglichkeit der reifen Chondrozyten fihren zur
erheblichen Einschrankungen in der Regeneration des geschadigten Gelenkknorpels

[44]. So kdnnen Gelenkknorpelverletzungen langfristig zur Arthrose fuhren [46].

3.6 Arthrose und deren Behandlungsmaoglichkeiten

Arthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung tberhaupt. Sie flhrt zur Einschrankung der
Gelenkbeweglichkeit, Funktionsverlust des Gelenkes und zu chronischen
immobilisierenden Schmerzen [47, 48]. Da die konservative Therapie mittels
Krankengymnastik und die rein symptomatische analgetische Therapie das
Fortschreiten einer Arthrose kaum aufhalten kann, fihrt die Behandlung einer
fortgeschrittenen symptomatischen Arthrose bei élteren Patienten sehr haufig zu einem
operativen Gelenkersatz. Das Ziel einer Arthroplastik, ist die Reduktion von Schmerzen
und gleichzeitig weitgehender Erhalt der Beweglichkeit und der Stabilitat des Gelenkes.
Die am haufigsten betroffenen Gelenke sind Knie- und Huftgelenke. Reine

Huftendoprothesen werden bei ca. 1 500 000 Patienten pro Jahr weltweit implantiert.
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Die postoperativen Komplikationen stellen jedoch ein erhebliches Risiko fur die
Patienten dar [49, 50]. Die postoperative Zufriedenheit der Patienten ist unvollkommen.
Es wird beschrieben, dass ca. 10% der Patienten mit dem Operationsergebnis
unzufrieden sind [51]. Die Revisionsrate nach Huftarthroplastik nach 10 Jahren liegt bei
ca. 10% [52]. Die 12-jahrige Haltbarkeit einer Hiftendoprothese liegt laut Literatur bei
60% - 81% [53]. Die mit dem Alter steigende Lockerungsrate stellt ein besonderes
Risiko fir junge Patienten dar [52, 53]. Haufig werden den Arthrosepatienten als
minimalinvasive Therapie Injektionen mit Hyaluronsaure angeboten. Es ist ein gangiges
Vorgehen im ambulanten Behandlungsbereich. Die Hyaluronsaure ist fur die Bindung
von Aggrekan zur grol3en Proteoglykanaggregaten verantwortlich (Abbildung 3). Die
randomisierte, doppel-blinde Studie an 196 Patienten von van der Weegen et al. zeigt
jedoch keinen Unterschied nach Hyaluronsdurebehandlung im Vergleich zur Placebo-
Gruppe im 6 monatigen Verlauf [54]. Bei traumatischen Knorpeldefekten besteht die
Moglichkeit einer autologen Chondrozytentransplantation (ACT). Es werden
Chondrozyten aus unbelasteten Knorpelzonen entnommen, in vitro expandiert und in
die Defektzonen implantiert. Fur die groReren Knorpeldefekte kann eine Matrix
assoziierte ACT nutzlich sein. Die in vitro expandierten Chondrozyten werden auf einem
Tragermaterial in die Defektzone implantiert. Diese Therapiemethode ist aber auch nur
fur isolierte Knorpeldefekte geeignet. Die Langzeitergebnisse sind ebenfalls nicht
zufriedenstellend [55, 56]. Ein tieferes Verstandnis der Pathogenese der Arthrose und
daraus entwickelbare potenzielle frihzeitige Therapieansatze konnten fir den
orthopadischen Patienten zukiinftig groBe Vorteile bringen. Die Atiologie der Arthrose
ist  multifaktoriell. ~ Aufgrund  der  eingeschréankten Regenerations-  und
Proliferationsfahigkeit der Chondrozyten fiihrt eine UberméRige Gelenkbelastung zur
langsamen Entstehung der Arthrose, auch Osteoarthrose genannt [44]. Der Begriff
Osteoarthrose wird in der Literatur neben dem der Arthrose verwendet, weil die
Knorpeldegeneration auch zur Umbauprozessen und Deformitaten des Gelenk-nahen
Knochens fuhrt [47, 48]. Die Knochendichte direkt unterhalb der Knorpelschicht wird
hoher. Man spricht von subchondraler Sklerosierung. Weiterhin  wird die
Gelenkoberflache durch kndcherne Anbauten vergrél3ert. Es bilden sich sogenannte
Osteophyten aus. Im Endstadium einer Arthrose kommt es zur Versteifung des
Gelenks, einer Ankylose [57]. Abbildung 4 zeigt ein konventionelles radiologisches Bild

des Beckens. Es zeigt sich eine fortgeschrittene Coxarthrose rechts.
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im Liegen

1,10 m

Abbildung 4:  Konventionelle radiologische Aufnahme des Beckens, auch
Beckenubersichtsaufnahme genannt. Es zeigen sich die typischen Merkmale einer
Arthrose der rechten Hufte, namlich die subchondrale Sklerosierung, Osteophyten und
die Gelenkspaltverschmalerung (rote Kreise). Die Aufnahme stammt aus der Klinik far
orthopadische, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie und aus der Klinik und
Hochschulambulanz  fur  Radiologie, Campus Benjamin Franklin, Charité-

Universitatsmedizin, Berlin.

Nicht nur biomechanische sondern auch biochemische Reize fuhren zur Entstehung
einer Arthrose. Die Pravalenz der Arthrose ist bei Ubergewichtigen Menschen hdéher als
in der Durchschnittsbevdlkerung [58]. Es wird vermutet, dass nicht nur die GberméaRige
korpergewichtsbedingte Belastung zur Gelenkschadigung fuihrt, sondern auch humorale

Komponenten eine Rolle spielen. Adiponektin ist ein Hormon, das in den Adipozyten
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gebildet wird. Hohere Konzentrationen an Interleukin-6 (IL-6) und Adiponektin wurden in
der Synovialflissigkeit bei adipdsen Patienten im Vergleich zu normalgewichtigen
Probanden detektiert. Leider ist die Studienlage diesbeziglich noch sparlich und nicht
schlissig [59-61]. Es ist schon seit langerem bekannt, dass ein Gelenktrauma wie zum
Beispiel eine intraartikulare Fraktur zur Freisetzung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren fuhrt. Es kommt zur erhéhten Sekretion unter anderem von TNFa,
IL-18 und diversen Proteasen. Dieser Prozess fuhrt zum Abbau von Kollagen und
Proteoglykanen, aber auch zur Apoptose der Chondrozyten [45]. Die Degeneration des
Knorpels wird hauptséachlich durch TNFa induziert. Erhdhte Konzentrationen an TNFa in
der Synovialflissigkeit werden auch bei primarer Arthrose detektiert. Dieses Zytokin
hemmt die Synthese des ECM und induziert eine Kaskade von sekundéren pro-
inflammatorischen Zytokinen. Die Degeneration des Knorpels wird deutlich beschleunigt
[62, 63]. Als Gegenspieler von TNFa wird in der Literatur das IL-10 beschrieben [64,
65].

3.7 Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das eine entscheidende
Rolle in unserem Immunsystem spielt. Dieses Zytokin wurde erst im Jahr 1989 von
Fiorentino et al. in den T-Helferzellen entdeckt. Die Arbeitsgruppe glaubte, dass die
Sekretion dieses Proteins nur in den T-Zellen stattfindet [65]. Heutzutage wird die
Sekretion dieses Zytokins in verschiedenen Immunzellen, wie zum Beispiel
Makrophagen, dendritischen Zellen oder Granulozyten nachgewiesen [23, 66]. In
Tierversuchen mit IL-10 knockout Mausen wurde gezeigt, dass die IL-10-Deletion zur
Entwicklung einer chronischen Kolitis fihren kann [67]. Die Blockierung von IL-10-
Expression fuhrte in den Tierversuchen zusatzlich zu multiplen Knochendeformitaten.
Aus diesem Grund, wird vermutet, dass diese Knochenanomalien durch die
ubermaliige, osteoinduktive Aktivitdt von TNFa verursacht werden [68]. IL-10 blockiert
die Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNFa, Uber die Aktivierung von
STAT3 und gleichzeitig die Induktion des IL-10 Rezeptors [23]. Weitere Studien
beweisen, dass dieses Zytokin ebenso in anderen Zelltypen exprimiert wird. I1L-10 spielt
auch eine wichtige Rolle in den Chondrozyten und soll eine chondroprotektive Wirkung
aufweisen. IL-10 hat einen stimulierenden Effekt auf die Genexpression von Kollagen
Typ Il und Aggrekan in Chondrozyten [45, 69]. In in vitro Studien wurde eine erhdhte

Expression von IL-10 in Chondrozyten nachgewiesen, die aus einem arthrotischen
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Gelenk stammen. Im Vergleich dazu, war die Expression bei gesunden Spendern
deutlich niedriger. Dieses Zytokin fordert die Differenzierung und die Proliferation der
Chondrozyten [70]. Uber die Aktivierung von STAT3 steigert IL-10 die Expression von
BMP-2 (bone morphogenic protein) und BMP-6 [70, 71]. Es wird vermutet, dass die
BMPs eine wichtige Rolle nicht nur im Knochen- sondern auch im Knorpelstoffwechsel
haben. Die Rolle des IL-10 im Arthroseprozess bleibt jedoch noch unerforscht. Hohere
Konzentrationen an IL-10 wurden in der Synovialflissigkeit der arthrotisch veranderten
Gelenke nachgewiesen. Die Arbeitsgruppe von Helmark et al. zeigte eine signifikant
hohere Gelenk-IL-10-Konzentration bei Patienten mit Gonarthrose, die regelmafRiige
krankengymnastische Ubungen durchgefiihrt hatten [71]. Dank der Sekretion anti-
inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und Induktion der IL-10 Sekretion in anderen
Zellen besitzen mesenchymale Stammzellen eine immunmodulatorische Wirkung [72,
73]. Es wird beschrieben, dass MSCs durch die Uberexpression von IL-10 in einem
Tiermodel in der Lage sind eine AbstofRungsreaktion bei autologen Lebertransplantation
zu verzogern [74]. Jedoch bleibt die Frage ob IL-10 einen Einfluss auf die chondrogene

Differenzierung der MSCs hat unbeantwortet.

3.8 TNFa

Im Gegensatz zur IL-10 ist TNFa ein pro-inflammatorisches Protein und gehort zu den
am langsten bekannten Zytokinen [75]. TNFa wurde vor mehreren Jahrzehnten im
Serum von mit bakteriellen Endotoxin infizierten Mausen detektiert. Schon damals
wurde vermutet, dass dieses Zytokin an der Abwehrreaktion bei bakteriellen Infektionen
durch Induktion der Apoptose beteiligt ist [76]. Weitere Studien belegten, dass dieses
Zytokin von diversen Zellen des menschlichen Kérpers sezerniert wird. Es fuhrt zur
Homoostase, Proliferation oder Apoptose der Zellen. TNFa induzierte dartber hinaus
die Mobilisierung der Lymphozyten und ihre Migration zum Infektionsfokus [77]. Die
Expression von TNFa wird durch NF-kB gesteuert. NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor,
der die Expression diverser pro-inflammatorischer Zytokine reguliert [78]. Erhdhte
Expression von TNFa wird bei verschiedenen inflammatorischen Prozessen detektiert.
Die Makrophagen sezernieren bei einer bakteriellen Infektion erhdhte Mengen an
TNFa. Eine gewisse Dysregulation, beziehungsweise Uberexpression von TNFa kann
unerwinschte Prozesse, die zu chronischen Erkrankungen in verschiedenen Geweben
fuhren, verursachen [79, 80]. So kommt es zum Beispiel bei der rheumatoiden Arthritis

zu einem aseptischen Entzindungsprozess im Gelenk und letzten Endes zu einer
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Gelenkdestruktion. Eine entscheidende Rolle scheint dabei die durch TNFa induzierte
CD95-Uberexpression in den Synovialfibroblasten zu spielen [81]. TNFa scheint auch
einen osteoinduktiven Effekt auf die MSCs zu haben. Vermittelt durch NF-kB kommt es
zu erhohter Expression von BMP-2 und letzten Endes zur osteogenen Differenzierung
der MSCs [82]. Die genaue Wirkungsweise und weitere Interaktionen von TNFa bleiben
zwar nach wie vor unbekannt, aber die TNFa-Inhibitoren werden heutzutage in der
Medizin bei zum Beispiel rheumatoiden oder Psoriasis Arthritis erfolgreich angewendet
[83, 84].

3.9 Fragestellung

Degenerative als auch traumatische Knorpeldefekte fihren bei Millionen von Menschen
weltweit zur Einschrankung der Mobilitat und zur chronischen Schmerzen. Die
Therapiemoglichkeiten sind aufgrund der eingeschrénkten Regenerationsfahigkeit des
Knorpels begrenzt und die Entwicklung einer risikoarmen und effektiven Methode zur
rechtzeitigen Behandlung der Degeneration ist essentiell. Eine Zelltherapie oder eine
Regulierung der Zytokinexpression im Gelenk kdnnte zuklnftig eine wichtige Rolle in
der Arthrosebehandlung spielen. MSCs als Vorlauferzellen der Chondrozyten haben ein
gro3es Potenzial in der Entwicklung neuartiger Therapieansatze. Im Hinblick auf die
chondrogene Differenzierung der MSCs ist die Literaturlage weiterhin nicht schlissig
und die biochemischen Prozesse bleiben unklar. Die Kenntnis der Wirkung von
Zytokinen auf die MSCs kdnnte neue Ansatzpunkte in der regenerativen Medizin bieten.
Dabei ist die Rolle von IL-10, eines typischen anti-inflammatorischen Zytokins, unklar.
Das Ziel dieser Doktorarbeit war einerseits die Charakterisierung der chondrogenen
Differenzierung der MSCs in einer tragerfreien dreidimensionalen Kultur. Weiterhin
sollte der Einfluss von IL-10 in Wechselwirkung mit TNFa auf die chondrogene
Differenzierung der MSCs beschrieben werden.

Nach der Bestimmung der exprimierten Oberflachenproteine werden die isolierten
menschlichen MSCs aus dem Knochenmark auf ihre Multipotenz durch Differenzierung
in osteogene, adipogene und chondrogene Richtung untersucht. Die MSCs wurden in
der Monolayerkultur expandiert, so dass zum Schluss eine einheitliche Zellmasse
hergestellt werden kann. Diese Zellkulturen werden chondrogen differenziert und mit IL-
10, mit TNFa oder mit IL-10 und TNFa stimuliert. Mit Hilfe von (immun-)histologischen
Farbungen und RT-PCR wird die Expression von typischen Markern des hyalinen

Knorpels, namlich Kollagen Typ Il und Aggrekan untersucht.
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Die Erkenntnisse meiner Arbeit kbnnten die bestehenden Therapiemoglichkeiten der
Knorpeldegeneration erweitern und einen weiteren Einblick in die Rolle von IL-10 und

TNFa und deren Wechselwirkung geben.

MSC-Isolierung

MSC-Kultivierung
Passage 4-6

Immunhistologie

Durchflusszytometrie

(CD3, CD4, CD8, CD14,

CD29, CD34, CD44,
CD90, CD106)

Multipotenznachweis
(adipogene und
chondrogene
Differenzierung)
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Methodik dieser Doktorarbeit.
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4. Material

4.1 Chemikalien

Substanz

Hersteller

Material

4',.6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Aceton

Alcianblau 8GX, 1 %

Alginat

Ascorbinsaure

Biocoll-Trennlésung

Dexamethason

Dimehtylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
Eosin

Eselserum

Essigsaure

Ethanol, 70/80/96/100 % (vergallt)
Fluoromount

Fotales Kalberserum (FCS)
Glucose

Glycerol - 3- Phosphat

Hamatoxilin

HEPES

Roche Diagnostics GmbH, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Biochrom AG, DE

Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Chemicon, USA

Merck KGaA, DE

Merck KGaA, DE

Southern Biotech, USA
Biochrom AG, DE

Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH und Co KG, DE

Biochrom AG, DE
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Indomethacin

Insulin

Isobutyl -1-methylxanthin
IST+1

Kernechtrot
L-Glutamin

Linolsaure

MCDB
Natriumhydrogencarbonat
Natriumpyruvat

Oil Red O (Olrot)
Paraformaldehyd, 4 %
Partricin

PBS

Penicillin

Prolin

Rosiglitazon

Roticlear

Selen

Silbernitrat
Streptomycin

TGF-B1

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
USB Corporation, USA
Biochrom AG, DE
Biochrom AG, DE
Biochrom AG, DE
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH, DE
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Biochrom AG, DE

Pepro Tech, DE

Material
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Tissue-Tek O.C.T- Compound
Transferrin

TRIS

(Trishydroxymethylaminomethan)
Triton X100
Trypsin

Xylol

4.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Material

Sakura Finetek Europe, NL

Sigma-Aldrich, USA

Merck KGaA, DE
Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Biochrom AG, DE

JT Baker Laboratory Chemicals, USA

Hersteller

Cellscraper 24 cm
Deckglaser

Falcon- Rohrchen
Filtervorsatz (140 um)
Kryomolds
Kryoréhrchen
Membranfilter aus Celluloseacetat
Metallgitter

Multiwell- Platte (6 well)
PCR- Platten
Petrischalen

RNA Nano LabChip

TPP, CH

Menzel- Glaser, DE

Becton Dickinson Labware, USA
Millipore Corporation, USA
Sakura Finetek, USA

Nunc Incorporated, USA
Sartorius, DE

malf3gefertigt

Sarstedt Incorporated, USA
Biozym Scientific GmbH, DE
Sarstedt Incorporated, USA

Agilent Technologies, USA
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Skalpell

Spritzen

SuperFrostplus®-Objekttrager

Zellkulturflaschen

Feather Safety Razor Co. Ltd, JPN

BD Plastipak, IRL

Material

R.Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, DE

Sarstedt Incorporated, USA

4.3 Gerate
Gerat Hersteller
Bioanalyzer Agilent Technologies, USA

Brutschrank HERA

Canon EOS 500D

FACScalibur flow cytometer
Invertmikroskop Axiovert 25
Kamera Color View I

Kryostat HM 560 CryoStar
Mastercycler

Mikroskop Axioskop 40
Mikrotiterplattenphotometer GENios
Multifuge 1s

NanoDrop 1000 Spektralphotometer
Opticon |

Sterilbank HERA

Heraus Holding GmbH, DE
Canon Deutschland GmbH, DE
BD Bioscience, USA

Carl Zeiss AG, DE

Olympus Europa Holding GmbH, DE
Thermo Scientific, USA
Eppendorf AG, DE

Carl Zeiss AG, DE

Tecan Trading AG, CH

Heraus Holding GmbH, DE
Peglab Biotechnologie GmbH, DE
Bio-Rad Laboratories, USA

Heraus Holding GmbH, DE
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Thermo- Cycler
Thermomixer comfort
Wasserbad WBU 45

Zentrifuge 5415D

Material

Bio-Rad Laboratories, USA
Eppendorf AG, DE
Memmert GmbH und Co. KG, DE

Eppendorf AG, DE

4.4 Antikorper fur die Durchfusszytometrie

Primar Antikorper

Sekundar Antikorper

CD3, Maus anti-human (Maus IgG2a),
r-Phycoerythrin gekoppelt
Invitrogen, USA

CD4, Maus anti-human (Maus IgG2a),
Fluorescein (FITC) gekoppelt

Invitrogen, USA

CD8, Maus anti-human (Maus IgG2a),
Fluorescein (FITC) gekoppelt

Invitrogen, USA

CD14, Maus anti-human (Maus IgG 2a),
Fluorescein (FITC) gekoppelt

Invitrogen, USA

CD29, Maus anti-human (Maus IgG1),
Millipore, USA

CD34, Maus anti-human (Maus IgG1, k),
Allophycocyanin (APC) gekoppelt

BD Pharmingen, USA

CD44, Maus anti-human (Maus IgG 2a),
Cell signaling, USA

CD90, Maus anti-human (Maus IgG1, k),
Fluorescein (FITC) gekoppelt

BD Pharmingen, USA

CD106, Maus anti-human (Maus IgG1),
Millipore, USA

entfallt

entfallt

entfallt

entfallt

Esel F(ab)2 Fragment-anti-Maus-APC,
Dianova, DE

entfallt

Esel F(ab)2 Fragment-anti-Maus-APC,
Dianova, DE

entfallt

Esel F(ab)2 Fragment-anti-Maus-APC,
Dianova, DE
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Material

4.5 Antikorper fur die Immunhistologie

Primar Antikorper

Sekundar Antikdrper

IL-10, Kaninchen-anti-human

tebu bio GmbH, DE

Kollagen Typ Il, Kaninchen-anti-human

Acris Antibodies GmbH, DE

IL-10-Receptor-a,Maus-anti-human

Millipore, USA

STAT1, Kaninchen-anti-human

Cell Signaling, USA

STAT3, Kaninchen-anti-human

Cell Signaling, USA

Die Zellkernfarbung erfolgte mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol

Diagnostics GmbH, DE.

Esel-anti-Kaninchen-Alexa Fluor 488

Invitrogen, USA

Esel-anti-Kaninchen-Alexa Fluor 488

Invitrogen, USA

Esel-anti-Maus-Alexa Fluor 488

Invitrogen, USA

Esel-anti-Kaninchen-Alexa Fluor 488

Invitrogen, USA

Esel-anti-Kaninchen-Alexa Fluor 488

Invitrogen, USA
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4.6 Primer
Gen (Symbol)

Material

NCBI Genreferenz  Amplifikat Hersteller

B-Aktin (ACTB)
Aggrekan (ACAN)
sox9 (SOX9)
TNFa (TNF)
B-Aktin (ACTB)

Kollagen Typ Il (COL2A1)

NM_001101.2 171 bp ABI*
NM_013227.2 93 bp ABI*
NM_000346.2 102 bp ABI*
NM_000594.2 80 bp ABI*
NM_001101.2 146 bp Qiagen, NL
NM_001844, 142 bp Qiagen, NL
NM_033150

* ABI, Applied Biosystems® (life technologies™), USA

4.7 Kits

Methode Kit, Hersteller

RNA-Isolation MasterPure™ Plant RNA Purification, Epicentre
Biotechnologies, USA und RNeasy- Kit, Qiagen, DE

RNA-

Konzentrationsmessung

cDNA-Synthese

PCR

RNA Nano LabChip, Agilent Tech.,USA und
NanoDrop 1000, Thermo Scientific, DE
QuantiTec Reverse Transcription, DE
TagMan Gene Expression Assay,

Applied Biosystems® ,USA und

Quantitec Gene Expression Assay,

Qiagen, NL
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4.8 Medien

MSC Wachstumsmedium

Chondrogenes

Differenzierungsmedium

Material

Ascorbinsaure
Dexamethason

DMEM

Fotales Kalberserum (FCS)
Insulin

Linolsaure

MCDB mit L-Glutamin
Penicillin

Selen

Streptomycin

Transferrin

1 pg/ml

1 pg/ml
51ml/100ml
15ml/200ml
5 pug/mi

4.7 ug/mi
34ml|/100ml
50 IU/ml

5 ng/mi

50 IU/ml

5 pg/ml

L-Glutamin
HEPES
Na-Pyruvat
Dexamethason
Ascorbinsaure
Prolin

ITS+1
Streptomycin
Penicillin
TGF-B

DMEM

10 pl/ml
25 pl/ml
10 pl/ml
0.1 pl/ml
1.7 pl/ml
1 pl/mi

10 pl/ml
50 IU/ml
50 IU/ml
10 ng/mi

10ml
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Osteogenes Differenzierungsmedium  Adipogenes Differ

Material

enzierungsmedium

Dexamethason 1 pl/mi
Glycerol - 3- Phosphat 10 pl/ml
Ascorbinsaure 2 pl/ml
HEPES 25 pl/ml
Streptomycin 50 1U/ml
Penicillin 50 IU/ml
FCS 0,1 ml/ml
DMEM 10ml

Indomethacin
Isobutyl-1-
Methylxanthine
Rosiglitazone
Insulin
Dexamethason
FCS
Streptomycin
Penicillin
HEPES

DMEM

2 plim

1 pliml

1 pl/mi

4 pl/ml

1 pl/ml
0,1 ml/ml
50 1U/ml
50 1U/ml
25 pl/ml

10ml
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Methoden

5. Methoden

5.1 MSC - Isolierung

Die Isolierung der Stammzellen erfolgte aus der Spongiosa menschlicher Femurképfe
unter Beachtung der ethischen Grundsatze (Ethikantrag EA4-024-09). In die Studie
wurden 10 Patienten im Alter von 35 bis 88 Jahren eingeschlossen, die im Rahmen
einer Coxarthrose oder traumatischer Femurhalsfraktur einen endoprothetischen
Huftgeleksersatz bekamen. Das mittlere Alter betrug 67,8 Jahre und 70% der Patienten
waren weiblich. Patienten mit pathologischen Frakturen, oder Femurkopfnekrosen
wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Intraoperativ legte das OP-Personal die Femurkopfe in einen sterilen mit PBS gefillten
Transport-Behalter ein. Die Explantate wurden bis zum Transport in das Labor bei +4C
aufbewahrt. Die mittlere Lagerungszeit betrug weniger als 24h. Direkt nach dem
Transport erfolgte die Isolierung der Stammzellen aus der Spongiosa des jeweiligen
Femurkopfes mittels Dichtegradientenzentrifugation unter sterilen Bedingungen.

5.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

Die MSCs konnen mit Hilfe von einem hydrophilen Polymer, Polysucrose, der in der
isotonischen Biocoll — Trennlésung erhalten ist, von Gewebsresten separiert werden.
Aus dem Hiftkopf-Explantat wurde der spongiése Knochen mit Pinzetten und
Knochenzange vorsichtig abprapariert und im eiskalten PBS aufgenommen.
Anschlieend wurde die Mischung durch ein Teesieb gefiltert. Die abgetrennte
Flissigkeit wurde mit einer 20 ml Spritze durch einen Filtervorsatz von 140 pm in ein
steriles 50 ml — Rohrchen gepresst. Der Filter wurde zusatzlich mit eiskaltem PBS auf
50 ml Gesamtvolumen nachgespiilt. Das Filtrat wurde fir 7 min bei 4C und 1000 U/min
zentrifugiert und das Zellpellet anschlieRend mit 50 ml kaltem PBS gewaschen. Um
eine hohere Anzahl an Zellen zu gewinnen, wurde das Ubrige Material aus dem Teesieb
mit 0,075% Kollagenase Typ | in DMEM-L6sung bei 37°C fur 30 min unter dauerhaften
Schwenken inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion mit 5% FCS angehalten. Die so
entstandene Suspension wurde Uber ein weiteres Teesieb in ein steriles Becherglas
gefiltert und die Flissigkeit ebenfalls mit 20mL — Spritze durch einen Filtervorsatz von
140 pm in ein steriles 50 ml — Roéhrchen gepresst. Der Filter wurde zusatzlich mit

eiskaltem PBS auf 50 ml Gesamtvolumen nachgespult. Das Filtrat wurde fir 7 min bei

-31-



Methoden

4T und 1000 U/min zentrifugiert und das Zellpellet anschlie3end mit 50 ml kaltem PBS
gewaschen. Die so entstandenen Pellets wurden resuspendiert und tber ein weiteres
Teesieb in ein steriles Glas durchsiebt. Das neue Material wurde wie bereits oben
beschrieben erneut durch einen Filtervorsatz von 140 pm in ein steriles 50 ml —
Rohrchen filtriert und fir 7 min bei 4C und 1000 U /min zentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend in 1 ml eiskaltem PBS gel6st und vorsichtig auf 10 ml Biocoll —
Trennlésung in einem 15 ml — Réhrchen aufgetragen und fur 20 min unter 1100 U/min
bei 4C zentrifugiert.

Die MSCs sammeln sich in der Interphase des Biocoll — Gradienten und kdnnen somit
mit einer Pipette relativ einfach isoliert werden. Die isolierten Zellen wurden erneut mit
PBS gewaschen und 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde in MSC —
Wachstumsmedium resuspendiert, in eine T-75 Zellkultur — Flasche tberfuhrt und bei
37T und 5% CO 2 inkubiert. Nach 2 bis 3 Tagen wurden die Zellen mit Hilfe von 1x —
Trypsin vom Boden der Kulturflasche abgelost. Das Medium mit den suspendierten
Zellen wurde abpipettiert und die Kulturflaschen mit PBS nachgespult. Im Medium und
PBS suspendierte Zellen wurden zusammen in ein Falcon — Réhrchen tberfuhrt und fur
5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Das so entstandene Pellet wurde erneut in PBS
resuspendiert und fur 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Vor dem letzten Waschschritt
erfolgte die MSC — Zahlung in der Neubauer-Zahlkammer. Das gewaschene Pellet
wurde in 1 ml Einfriermedium, bestehend aus 90% FCS und 10% DMSO, resuspendiert
und bei - 80T in einem Kryorohrchen Uber die Nacht gelagert. AnschlieRend wurden
die Proben im Flussigstickstoffbehalter gelagert.

5.2 MSC - Kultivierung

Die Kultivierung erfolgte bei 37C, 90% - Luftfeuch tigkeit und 5%-CO2. Zuerst wurden
die Zellen im Kryorohrchen in der Hand aufgetaut und in 10 ml MSC -
Wachstumsmedium aufgeldst. Die Losung wurde bei 1000 U/min fur 5 min zentrifugiert
und das Pellet anschlieend in 20 ml MSC — Wachstumsmedium resuspendiert. Es
wurden 1 x 10 Zellen pro T175 Falcon — Kulturflasche verteilt und das Gesamtvolumen
pro Kulturflasche auf 22 ml Wachstumsmedium nachgefuillt.

Das Medium wurde alle 2 bis 3 Tage gewechselt. Bei den Passagieren der Zellen
wurden die Kulturflaschen mit PBS gewaschen, so dass nur die adharenten MSCs ubrig
blieben. Danach wurden die Flaschen mit 3 ml 1x — Trypsin geflllt und fir 4 min

inkubiert. Um die MSC von der Oberflache zu lésen, wurden die Flaschen vorsichtig
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abwechselnd geschwenkt und leicht gegen die Flaschen-Seite geklopft. Die
Trypsinwirkung wurde anschliel3end mit 10% FCS enthaltendem Medium gestoppt. Die
MSC-Suspension wurde bei 1000 U/min fir 5 min zentrifugiert und das entstandene
Pellet anschlieRend in PBS resuspendiert und erneut bei 1000 U /min fur 5 min
zentrifugiert. Die Zellen wurden wie bereits oben beschrieben auf die Kulturflaschen
verteilt. Der Vorgang wurde spatestens nach der 6. Passage unterbrochen.

5.3 Durchflusszytometrie

Direkt nach der Kultivierung wurden pro Spender ca. 3 x 10% Zellen in 2% -
Paraformaldehyd-L6sung fur 10 min fixiert und anschlieBend mit PBS gespilt. Die
Losung wurde fur 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert und das Pellet erneut in PBS
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in FACS - Puffer
resuspendiert. Es wurden 3 - 5 x 10° Zellen pro 1,5 ml — ReaktionsgefaR verteilt und mit
1000 U/min fir 5 min zentrifugiert. Parallel wurden die Prim&rantikdrper 1:20 im FACS —
Puffer verdinnt. Die Pellets wurden in den entsprechenden 50 pl Antikérperldsung
resuspendiert und bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert. AnschlieRend wurden die
Proben auf 500 pl mit FACS — Puffer nachgespult und bei 1000 U/min fir 10 min
zentrifugiert. Der Waschvorgang wurde einmal wiederholt. Gleichzeitig wurden die
Sekundarantikorper 1:200 im FACS - Puffer ebenfalls verdinnt. Die Pellets wurden
danach in 50 pl Sekundarantikérperlosung aufgeldost und fur 30 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen wie oben
beschrieben doppelt gewaschen. Die direkt Fluorophor-gekoppelten Antikdrper wurden
ebenso 1:200 im FACS - Puffer verdinnt und erst beim zweiten Farbeabschnitt
angewendet. Die verwendeten Antikdrper sind unter Punkt 3.4 aufgelistet.

Die Proben wurden unmittelbar nach der Farbung mittels FACS calibur flow cytometer

untersucht und die Ergebnisse mit FlowJo 7.0 (Tree Star Inc., USA) ausgewertet.

5.4 Multipotenz

Ferner wurde die Multipotenz der isolierten Zellen nach abgeschlossener Kultivierung
untersucht. Die MSCs wurden auf mit Poly L Lysin-beschichteten Glass-Plattchen in 6 —
Well — Platten in adipogenen und osteogenen Differenzierungsmedium kultiviert. Die
chondrogene Differenzierung wurde in Massenkulturen durchgefiihrt (siehe Punkt 4.5)
In jedem Well wurden 4 Plattchen platziert. Pro Plattchen wurden ca. 2 x 10* Zellen aus

einem Pellet mithilfe einer 20 ul Pipette aufgetragen. Jedes Well wurde mit 3 ml der
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jeweiligen Induktionsmedium versorgt. Ein Mediumwechsel erfolgte immer am Montag,
Mittwoch und Freitag. Bei der adpogenen Differenzierung wurden die Zellen Uber jedes
Wochenende mit MSCs — Wachstumsmedium versorgt. Die Differenzierung dauerte 28

Tage. Die Plattchen wurden jeweils nach 14, 21 und 28 Tagen untersucht.

5.4.1 Adipogene Differenzierung

Olrot ist als fettloslicher Farbstoff zum Nachweis von Lipiden und Triglyceriden in den
fixierten Zellen geeignet [85]. Fixierung der MSCs erfolgte mit 4%- Paraformaldehyd-
Lésung. Die Stammldsung wurde aus 0,5 g Olrot Pulver und 100 ml Isopropanolol
hergestellt. Die Gebrauchslosung wurde aus der Stammldsung und destillierten Wasser
im Verhaltnis 3:2 angefertigt.

Die Glasplattchen wurden in der Gebrauchslésung fir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend mit PBS dreifach gewaschen. Es wurden jeweils 2

Glasplattchen auf einem Objekttrager mit Rotimount eingedeckt.

5.4.2 Osteogene Differenzierung

Zum Nachweis der Calcium-Salze in den Zellen und damit der osteogenen
Differenzierung wurde die von Kossa — Farbung angewendet. Die Glasplattchen wurden
mit Methanol fir 5 min fixiert und dreifach mit destillierten Wasser gewaschen. Nach
Ubertragung in die Petrischalen wurden die Glasplattchen fir 30 min im Dunkeln in
2,5% - Silbernitrat — Losung bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben
mit destilliertem Wasser gespilt und fir 7 min in der 5% - Natriumcarbonat — Lésung
eingebettet. Um die Zellkerne darzustellen erfolgte anschlieend fir 10 min die
Kernechtrotfarbung gefolgt von Entwasserungsschritten in einer aufsteigenden Ethanol
— Reihe, jeweils 2 min in 70%, 80%, 96% und 100%. Die Glasplattchen wurden in

Roticlear fir 5 min gereinigt und auf Objekttragern mit Rotimount fixiert.

5.5 MSC - Massenkulturen

Es wurden sogenannte 3D — Massenkulturen hergestellt. In der 6 — Well — Platte wurde
in jedem Well eine Edelstahlbriicke mit einem Membranfilter aus Celluloseacetat und
einer Porengrof3e von 0,2 um platziert. Initial wurden die Zellen zweifach fir 5 min bei
1000 U/min zentrifugiert und dabei der Uberstand beseitigt. Zwischen 1 und 2 x 108
MSCs wurden in Form eines 10 ul grof3en Tropfens mit einer 20 pl Pipette auf jedem
Filter aufgetragen. Jedes Well wurde mit 2 ml Medium versorgt, so dass kein Kontakt

zwischen dem Filter und der Flissigkeit bestand. Die Diffusion des Mediums erfolgte
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entlang der Gitter durch den Filter. 2 Wells erhielten das MSC — Wachstumsmedium
und 4 Wells das chondrogene Differenzierungsmedium. Das Medium wurde jeweils am
Montag, Mittwoch und Freitag gewechselt. Nach 7 Tagen wurde jeweils eine
undifferenzierte und differenzierte Kultur mit IL-10, eine differenzierte Kultur mit TNFa
und eine differenzierte Kultur mit IL-10 und TNFa fir 7 Tage stimuliert. Die
Konzentration der Zytokine betrug 10 ng/ml. Am 14. Tag wurde jede Kultur mit einem
Invertmikroskop Axiovert 25 fotografiert und anschliel3end mit einem Skalpell halbiert.

Alle Proben wurden nach jeweiliger histologischer Farbung in Roticlear fur 5 min

gereinigt und mit Rotimount fixiert.

5.6 Histologische Farbungen

Fur die histologische Untersuchung wurde die Halfte jeder Massenkultur in einem mit
Tissue — Tek luftblasenfrei gefiillten Einbettschélchen (Cryomold) mit der Pinzette
platziert und direkt danach in einem mit fliissigen Stickstoff gefillten Behalter fir 60 min
gelagert. Nach dem Einfrieren wurden die Proben bei -80T gelagert. Fur die

histologischen Farbungen wurden Gefrierschnitte in 7 um Dicke angefertigt.

5.6.1 Hamatoxylin und Eosin

Fur die Ubersichtsdarstellung wurde die Hamatoxylin und Eosin- (HE-) Farbung
angefertigt. Die Kryoschnitte wurden fur 4 min in Hamatoxylin- Lésung (nach Harris)
eingelegt und anschlieBend einfach gespilt. Die Hamatoxylin-Losung fuhrt zu einer
blaulichen Farbung der Zellkerne. Um die restlichen Bestandteile der Zellen in
verschiedenen Rottonen darzustellen wurden die Proben in Eosin — Losung fur 4 min

inkubiert.

5.6.2 Alcianblau

Die Proteoglykane als wesentlicher Bestandteil der extrazellularen Matrix des Knorpels
konnen mit der Alcianblau- (AB-) Farbung in blau dargestellt werden. Die
Gewebeschnitte wurden fir 2 min in 1% - Essigsaure inkubiert und anschliel3end fir 15
min mit 1% - Alcianblaulésung geféarbt. Die rétliche Farbung der Zellkerne wurde durch
eine Inkubation der Proben fir 5 min in Kernechtrot — Lésung erzeugt. Die Schnitte
wurden mit der aufsteigenden Ethanol — Reihe entwassert, wobei sie jeweils 2 min in
70%, 80%, 96% und 100%iger Ethanolldsung eingetaucht wurden.
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5.6.3 Von Kossa

Die indirekte Darstellung der Kalziumablagerung in den Massenkulturen wurde mit der
von Kossa-(vK-)Farbung durchgefuhrt. Die Farbung erfolgte nach dem bereits unter
Punkt 4.4.2 beschriebenen Protokoll.

5.6.4 Immunhistologie

Die Expression von IL-10, IL-10-Rezeptor (IL-10R), STAT1 und STAT3 als auch von
Oberflachenmarkern wie CD3, CD4, CD8, CD14, CD 29, CD34, CD44, CD90, CD106
wurde an den undifferenzierten MSCs in einer 2D — Kultur untersucht. Dafur wurden die
isolierten MSCs fur 48 Stunden im MSC-Wachstumsmedium kultiviert. Als Kontrolle
dienten in unserer Arbeitsgruppe isolierte Endothelzellen. Die Kryoschnitte wurden fur
die Expression von Kollagen Typ Il untersucht.

Sowohl die undifferenzierten 2D — Kulturen als auch die 3D — Kulturen wurden fur 15
min in 4% - Paraformaldehyd-L6sung fixiert und danach reichlich mit TBS gespdlt. Die
Blockierung mit 5% - Eselsserum (mit 1XTBS verdinnt) dauerte 20 min. Fir die sox9 —
Farbung wurden die Zellen zusatzlich mit 0,1% - Triton X100 in Blockierungsmedium
permeabilisiert. Die Primarantikérper (siehe Punkt 3.5) wurden im Verhéltnis 1:20 mit
Blockierungslésung verdinnt. Die Inkubation erfolgte in der feuchten Kammer bei
Raumtemperatur und dauerte 60 min. Unmittelbar danach wurden die Proben mit TBS
dreifach gespult. Die weitere Arbeit erfolgte unter UV-freien Bedingungen. Die
Sekundarantikorper wurden im Verhéaltnis 1:200 und der Zellkernfarbstoff DAPI im
Verhéltnis 1:25 in Blockierungsmedium verdinnt. Die Inkubation der Massenkulturen
mit dem Sekundarantikérper erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur und dauerte 60
min. Die Negativ-Kontroll-Farbung erfolgte mittels eines unspezifisch bindenden IgG1-
Antikérpers, oder nur mit dem Sekundarantikdrper. Zum Schluss wurden die
Objekttrager mit 1xTBS dreifach gespult und mit Fluoromount eingedeckelt. Die

mikroskopische Auswertung der Immunmarkierung erfolgte an demselben Tag.

5.7 Genexpressionsanalysen

Um die mdgliche Verunreinigungen und RNA — Degeneration zu vermeiden wurden flr
alle Genexpressionsanalysen RNAse-freie Reaktionsgefdl3e verwendet sowie alle

Arbeitsflachen von RNAsen befreit.
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5.7.1 RNA — Isolierung

Die RNA — Isolierung aus den Massenkulturen erfolgte initial mit dem RNeasy Mini Kit
der Firma Qiagen. Leider konnten von insgesamt 8 Proben nur &ul3erst geringe Mengen
an RNA mit unzureichender Qualitdt gewonnen werden. Um die RNA — Gewinnung zu
optimieren wurden mit den Zellen eines Spenders undifferenzierte Massenkulturen
angefertigt, bei denen die RNA — Isolierung mittels RNeasy Mini Kit und MasterPure™
Plant RNA Purification — Kit im direkten Vergleich durchgefihrt wurde. Bei erneut
unbefriedigeden Ergebnissen mit dem Qiagen — Kit und ausreichenden Mengen an
RNA mit guter Qualitdt bei Anwendung des MasterPure — Kit erfolgte die RNA —
Isolierung fur die in dieser Arbeit gezeigten Genexpressionsanalysen ausschlief3lich mit
dem MasterPure™ Plant RNA Purification — Kit. Die Halfte jeder 3D — Kultur wurde
zuerst mehrfach mit PBS gereinigt und anschlie3end in das Reaktionsgefald Uberfuhrt,
wo sie initial in Lysepuffer mit DTT und Proteinase K durch mehrfaches Aufziehen der
Probe und Mischen in der L6sung homogenisiert wurde. Danach erfolge eine Inkubation
bei 56 fur 15 min. Um die Zellreste zu pelletiere n wurden die Proben bei 10000 x g
fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal iibertragen,
mit jeweils 500 pL Isopropanolol gemischt und anschliel3end bei 4C und 10000 x g fur
10 min zentrifugiert. Um die moglichen DNA — Reste zu beseitigen wurden die so
pelletierten Nukleinsauren jeweils mit 200 uL DNase | — Lésung resuspendiert und bei
37<C fur 10 min inkubiert. Danach wurden die Proben mit jeweils 200 yL 2xT -/ C Lyse
— Ldsung und MCP — Ldsung gemischt und fir 5 min auf Eis platziert. Die Zellreste
wurden mit Zentrifugieren bei 4C und 10000 x g fur 10 min pelletiert. Die RNA wurde
erneut mit 500 uL Isopropanolol und 70% - Ethanol gereinigt und pelletiert. Die so
gewonnene RNA wurde pro Massenkultur mit 23 pL RNase - freiem Wasser
resuspendiert. Ferner erhielt jede Probe 1 pL RiboGuard — Rnase — Inhibitor. Die

Proben wurden bei — 80C gelagert.

5.7.2 RNA — Konzentrationsmessung

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem NanoDrop 1000
Spectrophotometer der Firma Thermo Scientific gemessen und mit dem dazugehdrigen
Programm automatisch berechnet. Bei einigen, zuféllig ausgewahlten Proben wurde die

Konzentration und Qualitat der RNA mit dem RNA Nano LabChip und dem Bioanalyzer
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von der Firma Agilent Technologies bestimmt. Ein Chip besteht aus einem Gel-Matrix,
mehrfachen Mikrotunneln und einem Fluoreszenzfarbstoff. Die Nukleinsauren werden
elektrophoretisch getrennt und mit dem Bioanalyzer — Programm graphisch dargestellt.

Die Qualitat der RNA wurde bei der NanoDrop — Bestimmung anhand des Quotienten
aus der Absorptionsmessung bei 260 nm zu 280 nm Wellenlange ermittelt. Bei der
Agilent Nano LabChip Messung wurde die Qualitdt der isolierten RNA,
beziehungsweise der Mal3 der RNA — Degradierung als RNA Integritditsnummer (RIN)

ausgewertet [86].

5.7.3 cDNA — Synthese

Die cDNA — Synthese erfolgte mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit. Zuerst
wurden die Proben von genomischen DNA mit Hilfe von DNA — Wipeout — Puffer
gereinigt. Die reverse Transkription erfolgte mit dem QuantiTect Mastermix. Die so

gewonnene cDNA wurde bei -20C gelagert.

5.7.4 Echtzeit — Polymerase — Kettenreaktion (RT PC R)

Die RT PCR ermdglicht mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten Primeren die Bestimmung
der ausgewahlten Gensequenzen. Da die Intensitat der Fluoreszenz proportional zur
PCR — Produkt ist, kdbnnen die spezifischen Sequenzen quantifiziert werden. Die RT
PCR beginnt mit der Denaturierung bei 95C. Dabei wird der DNA-Doppelstrang
getrennt. Nach diesem Schritt erfolgt bei 55C das Ankoppeln des Primer an die
analoge Sequenz der entstandenen Einzelstrange, das so genannte Annealing.
Anschliel3end kommt es bei 72T zu der Elongation, b ei der aus den freien Nukleotiden
ein komplementéarer Zweitstrang entsteht. In dieser Arbeit wurden Primer von der Firma
Qiagen und ABI angewendet. Die Primer von ABI bestehen aus einem Fluorophor an
den 5 — Ende und einen Quencher am 3‘ — Ende und arbeiten nach dem sogenannten
TagMan Prinzip. Auf Grund der rdumlichen Nahe der beiden Stoffe zueinander kommt
es zu einer Unterdrickung der Fluoreszenz. Bei der Amplifikation der DNA in der
Elongationsphase baut die DNA-Polymerase den Primer mit ihrer 5’—3’-Exonuklease-
Aktivitat ab und somit wird die raumliche N&ahe der beiden Fluoreszenzstoffe
aufgehoben und das Unterdrickungseffekt beendet. Mit der zunehmenden Kopiezahl
steigt auch die Fluoreszenz. Bei den Primern von Qiagen gilt das QuantiTect Probe

Prinzip. Bereits bei der Bindung des Primers an die komplementare DNA wird die
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raumliche N&he zwischen den fluoreszierenden Stoffen aufgehoben und somit der
Unterdriickungseffekt beendet.

Fur die Untersuchungen wurden 96 — Well — Platten benutzt. In jedem Well befanden
sich 10 yL Mastermix, 8 yL RNAse-freies Wasser, 1 uL des genspezifischen Primers
sowie 1 uL cDNA-Template. Fur jede Probe erfolgte eine Dreifachbestimmung und fur
jeden Primer wurde eine Probe ohne cDNA als ,non template control* mitgefuhrt. Die
Proben wurden auf ein Referenzgen, B-Aktin, normiert. Die Auswertung erfolgte mittels
der C(t)-Werte, wobei ein C(t) — Wert dem PCR — Zyklus entsprach, bei welchem die
Fluoreszenz den Schwellenwert tGiberschreitet.

Die relative Probenquantifizierung erfolgte anhand der Pfaffl — Gleichung (Pfaffl 2001).
Dabei wird die Expression des untersuchten Gens im Verhaltnis zur Expression bei der
unbehandelten Probe ausgedrickt. Dafir werden die Effizienzen der Zielgen - und

Referenzgen — Primer miteinbezogen.

5.7.5 Effizienzbestimmung

Die Effizienz bezeichnet die Fahigkeit eines Primers in einem PCR — Zyklus die cDNA —
Sequenz zu verdoppeln. Diese Fahigkeit kann aber aufgrund des Gewebetyps und der
technischen Voraussetzung variieren. Es wurden die Effizienzen der Primeren bei
Amplifizieren des MSC — cDNA untersucht. Dabei wurde die untersuchte cDNA in 4
Stufen verdiinnt und anschliel3end mit jedem Primerem amplifiziert. Der C(t) — Wert ist
vom Logarithmus der cDNA — Menge linear abhangig. Die erhaltene C(t) — Werte
wurden graphisch dargestellt und aus der Gleichung E=10-/Astied) konnte die Effizienz

bestimmt werden.

5.8 Statistik

Fur die Auswertung der Daten wurde das Program GraphPad Prism 5 (GraphPad
software inc, San Diego, USA) angewendet. Fir die Analysen wurde der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test angewendet. Als signifikant galt p < 0.05.

5.9 Richtlinien

Die Arbeit basiert auf den Grundsatzen der Charité-Universitatsmedizin Berlin zur

Sicherung guter wissenschatftlicher Praxis.
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6. Ergebnisse

Ziel dieser Doktorarbeit war die Untersuchung des Einflusses von IL-10 und TNFa auf
die Chondrogenese der humanen MSCs. Um die klinische Relevanz zu erhéhen wurde
dafur ein 3D — Kulturmodell angewendet. Die Identitdt der isolierten Zellen wurde mit
dem Nachweis deren Oberflachenmarker und Differenzierungspotenzial bestimmt. Die
Morphologie der Massenkulturen unter verschiedenen Stimulationsbedingungen wurde
anhand histologischer Farbungen dargestellt. Die Wirkung der Zytokine auf die
Chondrogenese wurde auf der Genexpressionsebene und auf der Proteinebene weiter

untersucht.

6.1 MSC — Charakterisierung

Bei der durchflusszytometrischen Analyse der MSCs wurden das CD29 (B1-integrin),
CD44 (Hyaluronsaurerezeptor) und CD90 (Thymozyten Differenzierungsantigen 1) als
sogenannte Positivmarker angewendet. Die CD3, CD4, CD8, CD14 und CD34 dienten
als negative Oberflachenmarker. Fur jeden Oberflachenmarker wurde bei der Analyse
ein sogenanntes Gate (=Tor) erstellt. Dabei wurde die unspezifische Fluoreszenz mit
Hilfe von unbehandelten Proben ausgeblendet und die minimale mdgliche Fluoreszenz
anhand von der entsprechenden Isotypkontrolle errechnet. Die CD106 (VCAM1)
Expression wurde ebenfalls untersucht. Es gab grofRe Unterschiede in der Expression
von CD106 zwischen den Spendern, wobei der Mittelwert bei 44,13% (+ 28,8) und die
Extrema bei 86,76% und 5,86% lagen. Der prozentuelle Anteil der fluoreszierenden

Zellen wurde in der Abbildung 6 graphisch dargestellit.
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A Expression der Oberflichenmarker
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Abbildung 6: Durchflusszytometrische Analyse der MSCs. Die isolierten Zellen wurden
auf die positiven (CD29, CD44, CD90) und negativen (CD3, CD4, CD8, CD14, CD34)
MSCs Oberflachenmarker getestet. Dargestellt ist ein prozentualer Anteil der positiven
Zellen (A); Weniger als die Halfte der MSCs war CD106 positiv (n = 10). Die Mehrheit
der adhéarenten Zellen war CD34 negativ (n = 10). Die MSCs waren auch fur
Leukozytenmarker (CD3, CD4 und CDS8) negativ. Die Histogramme von einem
exemplarischen Spender sind ebenfalls dargestellt (B1-B5).

FITC:Fluoresceinisothiocyat; PE: Phycoerythrin; APC: Allophycocyanin.
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Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse stimmen mit den
immunhistologischen Farbungen UUberein. Als Kontrolle wurden Endothelzellen
verwendet. Die Endothelzellen stammten freundlicherweise aus der AG Prof.
Jankowski. Die MSCs zeigten eine Expression von CD29, CD44 und CD90. Die
Expression von CD34 war im Vergleich zur Endothelzellen schwach (Abbildung 7).

MSC

50 uym

I, cD106

Endothelzellen

Abbildung 7: Immunhistologische Charakterisierung der MSCs. Oberflachenproteine
wie Leukozytenmarker CD3 (A); CD4 (B); CD8 (C); CD14 (D); Zelladhasionsprotein
CD29 (E); Endothelzellmarker CD34 (F1, F2); Hyaluronsdurerezeptor CD44 (G1, G2);
CD90 (H1, H2); und CD106 (I) sind durch die immunhistologische Farbung dargestellt
(grin). Humane Endothelzellen (PAEICKR-Zelllinie) wurden auf die Expression von
CD34 (F2), CD44 (G2) und CD90 (H2) als Kontrolle untersucht. Eine Anfarbung der
Zellkerne erfolgte mittels 4',6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, blau).
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6.2 Multipotenznachweis

Die MSCs wurden als 2D - Kultur in adipogenen und osteogenen
Differenzierungsmedium fur 14, 21 und 28 Tage kultiviert. Parallel wurden die MSCs als
Kontrolle mit MSC — Wachstumsmedium versorgt. Der Multipotenznachweis erfolgte mit
der histologischen Farbung.

Die adipogen differenzierten Zellen zeigten multiple, groRenunterschiedliche, Olrot-
positive Fettvakuolen, die bereits bei den nativen Aufnahmen zu erahnen waren
(Abbildung 8). Die positive Olrotfarbung spricht fiir eine vermehrte Synthese der Lipide
und damit eine positive adipogene Differenzierung der MSCs.

Fur den Nachweis der osteogenen Differenzierung der MSCs wurde die von Kossa
Farbung angewendet. Es zeigten sich im Vergleich zu undifferenzierten MSCs
langliche, bipolare, granulierte und von Kossa positive Zellen (Abbildung 8). Die
schwarzen Ablagerungen sprechen fir die durch Silbernitrat reduzierten Kalziumsalze,
die bei der Osteogenese freigesetzt werden. Zusammen mit der verdnderten
Morphologie der MSCs sprechen diese Ergebnisse flr eine osteogene Differenzierung.

Alle chondrogen differenzierten 3D — Kulturen zeigten in der Genexpressionsanalyse
und in der immunhistologischen Farbung eine Expression der typischen Knorpelmarker.
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Adipogenese Osteogenese
-5 Ve =) \ 0 [ ‘

Abbildung 8: Multipotenznachweis. Adipogene und osteogene Differenzierung der
MSCs. Mikroskopische Darstellung der undifferenzierten (A), adipogen (B, D, F) und
osteogen (C, E, G) differenzierten MSCs in einer Monolayerkultur. Die dargestellten
Bilder stammen von einem exemplarischen Spender. Die Differenzierung dauerte in
dem Fall 21 Tage. Die adipogen differenzierten MSCs entwickelten die typischen
Fettvakuolen (B, D), die Olrot positiv waren (D, blaue Pfeile). Die osteogene
Differenzierung fuhrte zur Forménderung der Zellen. Die MSCs zeigten eine langliche
granulierte Zellform. Die differenzierten Zellen (C, E, G) waren von Kossa positiv (G)

und bildeten stellenweise extrazellulare Matrix (C, G, grine Pfeile).
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6.3 IL-10 — Rezeptor und IL-10 Expression

Um die potentielle Sensibilitat der MSCs gegentber IL-10 zu Uberprifen erfolgte eine
immunzytochemische Farbung der undifferenzierten und nichtstimulierten MSCs in der
2D — Kultur. Im Vergleich zur Kontrollfarbung zeigte sich sowohl eine zytoplasmatische
Expression des IL-10 — Rezeptors als auch des IL-10 selbst, wobei auch eine starke
Fluoreszenz bei der IL-10-Féarbung in den zytoplasmatischen Zellfortsatzen detektiert
wurde (Abbildung 9).

Kontrolle

Kontrolle

Abbildung 9: IL-10- und IL-10-Rezeptorexpression in undifferenzierten MSCs. Die
MSCs wurden in einer Monolayerkultur auf IL-10 (A) und IL-10R (C)
immunzytochemisch untersucht (grin). Die Abbildungen B und D stellen die
Isotypkontrollen dar. 4 Spender wurden exemplarisch untersucht und ein
reprasentatives Experiment ist dargestellt. Die Zellkernfarbung erfolgte mittels 4',6-
Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, blau).
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6.4 STAT1 und STAT3 Expression

Eine 5-mindtige Stimulation mit IL-10 flhrte bereits zu einer Expression von STAT3 in
MSCs. Die Expression blieb konstant unabhé&ngig von Dauer der Stimulation. Die 15-
und 30-mindtige Stimulation fihrte im Vergleich zur Kontrolle zwar zu einer Expression
von STAT1, aber im Gegensatz zu STAT3 war dieses Protein nur sparlich exprimiert
(Abbildung 10).

IL-10 (30 min

Kontrolle IL-10 (5 min IL-10 (15 min

STAT1 STAT3

staining control

Abbildung 10: STAT1 und STAT3 Expression unter Stimulation mit [IL-10. Die
undifferenzierten MSCs wurden in einer Monolayerkultur fir 5 min, 15 min und 30 min
mit IL-10 stimuliert. Direkt danach erfolgte eine immunzytochemische Farbung (grun) fur
STAT3 (A1-A4) und (rot) fir STAT1 (B1-B4). Als Kontrolle diente eine Farbung ohne
Primarantikorper (C1-C4). Die Zellkernfarbung erfolgte mittels 4',6-Diamidino-2-
Phenylindol (DAPI, blau). Die dargestellten Bilder zeigen die Ergebnisse von einem von

zwei untersuchten Spendern.
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6.5 Struktur der 3D — Kulturen

6.5.1 Makroskopische Struktur

Nach 14 Tagen Kulturdauer stellten sich die Massenkulturen als erhabene Strukturen
mit einem Randwall und zentraler Vertiefung dar. (Abbildung 11). Im Unterschied zu
anderen 3D — Kulturen wurde subjektiv bei allen Spendern eine eher flachige Form der
mit TNFa stimulierten, chondrogen differenzierten Kulturen beobachtet. Die nicht
differenzierten Massenkulturen blieben gelb, wobei die differenzierten Massenkulturen
eine orange — rotliche Verfarbung aufwiesen. Alle 3D-Kulturen konnten ihre Form Uber

die 14 tagige Kultivierung einhalten.

TNFa+IL-10
IL-10 (+) TNFa (+) (+)

Abbildung 11: Reprasentative 3D-Kulturen. Die MSC-Massenkulturen wurden
insgesamt 14 Tage chondrogen differenziert. Ab dem 7. Tag der Differenzierung
erfolgte eine Stimulation mit jeweils 10 ng/ml IL-10, TNFa und IL-10 mit TNFa. Die
Abbildung E1 zeigt eine exemplarische Darstellung des Versuchsmodells. Eine 3D-
Kultur auf einem Zellulosefilter und Metallgitterbriicke. E2 zeigt eine undifferenzierte
und nicht stimulierte, E3 eine undifferenzierte und mit IL-10 stimulierte, E4 eine
differenzierte und nicht stimulierte, E5 eine differenzierte und mit IL-10 stimulierte, E6
eine differenzierte und mit TNFa stimulierte und E4 eine differenzierte, mit IL-10 und
TNFa stimulierte MCS-3D-Kultur.
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6.5.2 Mikroskopische Struktur

Die allgemeine Ubersichtsdarstellung erfolgte mittels HE — Farbung. (Abbildung 12). In
allen gefarbten Massenkulturen zeigten sich unterschiedliche Zellschichten. Die
Zelldichte in der &ufReren Zone war hoher als im Zentrum der Massenkultur und die
Zellen und die Zellkerne dort nahmen langliche Form an. Eine starkere Schichtung
wurde in den undifferenzierten 3 D - Kulturen (Kontrolle) verglichen mit den
differenzierten beobachtet. Die AB - Féarbung diente der Darstellung von
Proteoglykanen (Abbildung 12). Wie erwartet zeigten die chondrogen differenzierten
Massenkulturen eine diffuse blauliche Verfarbung. Aber auch die nicht differenzierten
MSC-Kulturen wiesen Proteoglykane auf.

Ko (-) IL-10 (-) Ko (+) IL-10 (+) TNFa (+)  TNFa+IL-10 (+)

200 pm 200 pm { 200 pm 1 200 pm 200 pm 200 pm
LY

Abbildung 12: Histologie und immunhistologische Kollagen Typ Il Farbung der MSCs
in 3D-Kulturen. Es erfolgte eine Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin (A1-6). Eine
proteoglykanspezifische Farbung, Alcianblau, ist in der zweiten Reihe von oben
dargestellt (B1-6). Die dritte Bilderreihe zeigt eine immunhistologische Kollagen Typ Il
Farbung der 3D-Kulturen (grin, C1-6). Zellkernfarbung erfolgte mittels 4',6-Diamidino-2-

Phenylindole (DAPI, blau). Kulturen von n=3 Spendern wurden untersucht. Die
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dargestellten HE, Alcianblau und Kollagen Typ Il Bilder stammen von jeweils einem
exemplarischen Spender.

6.6 Genexpressionsanalyse

Mit der relativen Expressionsanalyse der typischen Knorpelmarker wurde die Fahigkeit
der chondrogenen Differenzierung einer Massenkultur unter Stimulation mit Zytokinen
untersucht. Die Massenkulturen wurden fur insgesamt 14 Tage chondrogen
differenziert. Eine Stimulation mit IL-10 oder mit TNFa, bzw. deren Kombination wurde
in den letzten 7 Tagen der Untersuchungen eingefiihrt. Als Kontrolle dienten die
undifferenzierten, nichtstimulierten und undifferenzierten, mit [L-10 stimulierten
Kulturen. Es wurde jedoch keine Signifikanz erreicht. Die alleinige Stimulation mit IL-10
und die alleinige Stimulation mit TNFa induzierten eine erhdhte Expression des
Kollagens Typ II, Aggrekans und sox9. Die Expression der typischen Knorpelmarker

war tendenziell unter der IL-10-Stimulation hoher.

6.6.1 Expression von Kollagen Typ Il

Die Stimulation mit IL-10 induzierte im Vergleich zu den undifferenzierten Kontrollen
eine hohere Expression des Kollagens Typ Il (Abbildung 13). Die Stimulation mit TNFa
allein und mit der Kombination aus IL-10 und TNFa erbrachte ebenfalls eine hohere
Expression des Kollagens Typ I, jedoch geringer als bei der alleinigen Stimulation mit
IL-10. Die beschriebenen Unterschiede erreichten nicht das Signifikanzniveau. Die
Ergebnisse zeigten Ubereinstimmung mit der immunhistologischen Farbung (Abbildung
12).
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Kollagen Typ Il

20- == T T

relative Genexpression

Abbildung 13: Relative Genexpression von Kollagen Typ Il in MSCs 3D-Kulturen. Die
Genexpression wurde mittels Realtime PCR ermittelt. B-Aktin diente als Housekeeping
Gen. Die MSCs wurden fir insgesamt 14 Tage chondrogen differenziert. Eine
Stimulation mit IL-10, TNFa oder IL-10 mit TNFa erfolgte in den letzten 7 Tagen. Als

Kontrolle dienten die undifferenzierten 3D-Kulturen (-). n=3.

6.6.2 Expression von Aggrekan

Ahnlich wie bei der Kollagen Typ Il Expression zeigte sich ein Anstieg der
Aggrekanexpression bei der alleinigen Stimulation mit IL-10 im Vergleich zu den
undifferenzierten Kontrollen. TNFa induzierte im Vergleich zur nichtstimulierten
differenzierten Kontrolle keine Aggrekanexpression. Die Expression des Aggrekans
wurde von der Kombinationsstimulation aus TNFa und IL-10 nicht beeinflusst

(Abbildung 14). Die beschriebenen Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
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Aggrekan

relative Genexpression

Abbildung 14: Relative Genexpression von Aggrekan in MSCs 3D-Kulturen. Die
Genexpression wurde mittels Realtime PCR ermittelt. B-Aktin diente als Housekeeping
Gen. Die MSCs wurden fur insgesamt 14 Tage chondrogen differenziert. Eine
Stimulation mit IL-10, TNFa oder IL-10 mit TNFa erfolgte in den letzten 7 Tagen. Als
Kontrolle dienten die undifferenzierten 3D-Kulturen (-). n=4.

6.6.3 Expression von sox9

Eine deutlich erhéhte sox9 Expression zeigte sich nur unter der Stimulation mit TNFa.
Sowohl die Kombination mit IL-10, als auch die alleinige IL-10 Stimulation konnten im
Vergleich zur nichtstimulierten differenzierten Kontrolle die sox9 Expression kaum

beeinflussen (Abbildung 15). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 15: Relative Genexpression von sox9 in MSCs 3D-Kulturen. Die
Genexpression wurde mittels Realtime PCR ermittelt. B-Aktin diente als Housekeeping
Gen. Die MSCs wurden fir insgesamt 14 Tage chondrogen differenziert (+). Eine
Stimulation mit IL-10, TNFa oder IL-10 mit TNFa erfolgte in den letzten 7 Tagen. Als
Kontrolle dienten die undifferenzierten 3D-Kulturen (-). n=4.

6.6.4 Expression von TNF a

Eine erhbhte TNFa Expression wurde nur unter der Stimulation mit IL-10 detektiert.
Sowohl die Stimulation mit TNFa, als auch die Kombination mit IL-10 zeigten keinen
Anstieg der TNFa Expression (Abbildung 16).
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TNFa

relative Genexpression
s

n=5 o

Abbildung 16: Relative Genexpression von TNFa in MSCs 3D-Kulturen. Die
Genexpression wurde mittels Realtime PCR ermittelt. B-Aktin diente als Housekeeping
Gen. Die MSCs wurden fir insgesamt 14 Tage chondrogen differenziert. Eine
Stimulation mit IL-10, TNFa oder IL-10 mit TNFa erfolgte in den letzten 7 Tagen. Als
Kontrolle (normalisiert) dienten die undifferenzierten 3D-Kulturen (-). n=5.

6.6.5 Expression von typischen Knorpelmarkern im Ve rgleich zu frisch isolierten
Chondrozyten

Die chondrogene Differenzierung von MSCs wurde auch in PGA — Kulturen untersucht.
Es handelt sich um ein bioresorbierbares Tragermaterial aus Polyzucker
(Polyglykolsaure = PGA), der bereits im klinischen Alltag angewendet wird [87, 88]. Es
wurde die Genexpression von Kollagen Typ I, Aggrekan und sox9 in den PGA — MSC —
Kulturen und in den frisch isolierten Chondrozyten untersucht.

In dieser Arbeit wurden die Genexpressionsanalysen von 3D — Kulturen mit den
Analysen von PGA — Kulturen in Bezug auf frisch isolierte Chondrozyten verglichen.
Zwischen den beiden Kulturen gab es keine signifikanten Unterschiede, jedoch war die
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Genexpression in den 3D-Kulturen im Vergleich zu frisch isolierten Chondrozyten bei
allen getesteten Knorpelmarkern signifikant kleiner (Abbildung 16).

Kollagen Typ Il Aggrekan sox9
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c 9 L -
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[}
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n=4 Ko 3-D-Kultur PGA n=3 Ko 3-D-Kultur PGA n=4 Ko 3-D-Kultur PGA

Abbildung 17: Relative Genexpressionsanalysen der MSCs in 3D- und PGA-Kultur im
Vergleich zu frisch isolierten Chondrozyten (Ko, normalisiert). Die Genexpression wurde
mittels Realtime PCR ermittelt. B-Aktin diente als Housekeeping Gen. Die MSCs in den
beiden Kultursystemen wurde fir 14 Tage chondrogen differenziert. A: Kollagen Typ II,
B: Aggrekan, C: sox9. n = 3-4 , * = p<0,005 .
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7. Diskussion

Sowohl degenerative als auch traumatische Knorpeldefekte stellen ein wesentliches
Problem in der Unfallchirurgie und Orthopadie dar. Die Hauptsymptome einer
fortgeschrittenen Gelenkknorpeldegeneration sind belastungsabhangige Schmerzen
und Bewegungseinschrankung. Die Patienten klagen Uber starkste Schmerzen, die
nach Wiederaufnahme einer Bewegung nach einer langen Ruhephase auftreten. Mit
der Progression der Arthrose wird auch die Gehstrecke des Patienten zunehmend
reduziert. Dieses schrankt nicht nur die Lebensqualitat der Patienten ein, sondern kann
durch eine zunehmende Immobilitdt bei alteren Patienten zur Begleiterkrankungen
fuhren [89]. Heutzutage ist die Arthroplastik die ultima ratio zur Behandlung der
Arthrose bei geriatrischen Patienten, wobei nicht alle Gelenktypen fir einen
endoprothetischen Ersatz geeignet sind. Je nach Indikation werden am héaufigsten die
Huft- und Kniearthroplastiken durchgefiihrt [48, 90-92]. Bei jungem Patientengut sind
die Behandlungsmaoglichkeiten aufgrund der hohen Anspriche an Mobilitat sehr limitiert.
In diesem Fall fuhrt eine Arthroplastik nicht zu einer Verbesserung der Gelenkfunktion
oder der Lebensqualitat. Zur Behandlung von kleinen Knorpeldefekten bei jungen
Patienten (<40 Jahre) konnen knochenmarkstimulierende operative Methoden wie
Mikrofrakturierung oder Anbohrungen angewandt werden [93]. Leider wird dabei ein
Faserknorpel gebildet und aufgrund der veranderten Biomechanik und geminderter
Belastbarkeit kommt es zur rascher Verschlechterung der klinischen Ergebnisse [93].
Eine weitere Therapieoption fir die Behandlung der chondralen Defekte ist die autologe
Chondrozytentransplantation. Dabei werden die Chondrozyten aus einer kleinen
Knorpelprobe isoliert, in vitro expandiert und in die Defektflache implantiert. Fur grof3ere
Knorpeldefekte koénnen die expandierten Chondrozyten auf einem Tragermaterial
implantiert werden [45]. Jedoch werden diese Methoden bei arthrotischen Defekten
nicht angewendet und die klinischen Ergebnisse sind noch nicht zufriedenstellend [55,
56]. Um diese Technik auch fur die Fullung arthrotischer Defekte nutzbar zu machen, ist
ein besseres Verstdndnis des Einflusses inflammatorischer Mediatoren auf die
Knorpelheilung erforderlich. Die Arthrose wird hauptsachlich durch TNFa und dadurch
vermittelte Induktion von sekundaren pro-inflammatorischen Zytokinen induziert [45,
62]. In dieser Arbeit stellt die Stimulation mit TNFa ein vereinfachtes Modell der

Inflammation in einem arthrotischen Gelenk dar. Im Gegensatz dazu kénnen MSCs
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entzindungshemmende Faktoren freisetzen sowie immunmodulatorische Prozesse
bewirken. Chondrogen differenzierte MSCs kdnnten eine Option fur die MACT bieten.
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von pro-inflammatorischen
TNFa und von anti-inflammatorischen IL-10 auf die chondrogene Differenzierung der
MSCs in einer 3D-Kultur. TNFa reprasentiert im angewendeten Zellkulturmodell einen
inflammatorischen Schliisselmediator im Arthrosegeschehen. Es ergibt sich die Frage,
ob IL-10 die Wirkung von TNFa direkt modulieren kann und gleichzeitig die
Chondrogenese beeinflusst.

Die in dieser Arbeit angewandte MSC-Isolierungsmethode erwies sich als verlasslich.
Aus dem spongiosen menschlichen Femurknochen konnten reine MSCs gewonnen
werden. Um das zu beweisen wurden nicht nur die plastikadharenten Zellen direkt
genutzt, sondern es erfolgte zusatzlich die Bestimmung von immunphanotypischen
Oberflachenproteinen (im englischen Sprachraum CD, cluster of differentiation,
genannt). Zurzeit gibt es kein fur MSCs spezifisches Oberflachenprotein, sodass
mehrere CDs bestimmt werden missen. Die isolierten Zellpopulationen exprimierten
CD29, CD44 und CD90. Diese Oberflachenproteine sind an der interzellularen
Interaktion und der Interaktion zwischen der Zelle und der Matrix in multiplen
Gewebetypen beteiligt [94, 95]. CD90, auch Thy-1 genannt, wird auch an den
Thymozyten exprimiert und ist an der Aktivierung von T-Lymphozyten beteiligt [96]. Die
Expression von diesen Oberflachenproteinen wird in der Literatur auch als spezifisch fur
MSCs beschrieben, was in dieser Studie bestatigt werden konnte [10, 11, 97].

Eine Verunreinigung der Kultur durch Blutzellen wie Lymphozyten oder Makrophagen
konnte durch den fast negativen Nachweis von CD3, CD4, CD8 und CD14
ausgeschlossen werden. Diese Proteine gelten unter anderem als Leukozytenmarker
[10, 11]. Die isolierten MSCs waren ebenfalls, wie in der Literatur beschrieben, CD34
negativ [10, 12, 13]. CD34 ist ein Oberflachenmolekil, dessen Rolle noch nicht
vollstandig erforscht ist. Dieses Protein wird aber von den Zellen der hdamatopoetischen
Stammzelllinie  exprimiert und kann dadurch u.a. zur Vorbereitung der
Knochenmarktransplantation angewandt werden. Ein signifikanter Anteil an CD34
positiven Zellen gilt haufig als Kontamination mit einer hAmatopoetischen Zellfraktion.
Es wird angenommen, dass CD34 an der Migration und Proliferation der
hamatopoetischen Stammzellen beteiligt ist [98, 99]. Die Expression von CD34 kann
aber, sowohl abhangig von der Passage als auch vom Ursprung der MSCs variieren.

Aus dem Fettgewebe gewonnene Stammzellen kdnnen in den ersten Passagen CD34
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exprimieren [100-102]. Weiterhin wurde die Expression von CD106 untersucht. Es
zeigte sich eine starke Variabilitat in der CD106 Expression unter den untersuchten
Spendern. Der Mittelwert betrug 44,13% (SD+28,8%). CD106 ist an der Interaktion
zwischen Leukozyten und Endothelzellen beteiligt. Die Expression wird durch
bestimmte Zytokine, wie zum Beispiel TNFa, beeinflusst [103, 104]. Die Rolle dieses
Proteins fur die MSCs bleibt unklar. In der Literatur ebenso wie in dieser Arbeit, wird
eine starke Variation der Expression unter den Spendern beobachtet [10, 105-107]. Die
durchflusszytometrischen Analysen Kkorrelierten mit den immunzytochemischen
Markierungen.

Die Attraktivitat der MSCs fir regenerative Therapien beruht vor allem auf der
Multipotenz dieser Zellen. In einem angepassten Milieu sind die MSCs fahig sich in
verschiedene mesenchymale Zelllinien zu differenzieren. Dadurch kénnen sie potenziell
in verschiedenen medizinischen Fachdisziplinen wie experimentelle Kardiologie,
Angiologie oder Dermatologie angewandt werden [2, 108, 109]. Um die Multipotenz der
isolierten Zellen nachzuweisen erfolgte die Kultivierung in adipogenen und osteogenen
Differenzierungsmedien. Die Unterschiede zwischen den Kulturen konnten bereits
anhand von ungefarbten Praparaten beobachtet werden. Im Vergleich zu
undifferenzierten 2D-Kulturen zeigten die adipogen differenzierten Zellen eine eher
rundliche Form mit grof3en intrazellularen Vakuolen. Die osteogen differenzierten Zellen
nahmen eine langliche, schmale Form an. Dariiber hinaus fanden sich multiple Granula
im Intrazellularraum. Mit Hilfe einer Olrot-Farbung konnte nachgewiesen werden, dass
in den adipogen differenzierten Zellen Fettvakuolen vorhanden waren. Die osteogen
differenzierten Zellen waren in der von Kossa Farbung positiv.

Die isolierten plastikadharenten Zellen exprimierten ein fir MSCs typisches CD-Muster
und sie waren multipotent. Eine Kontamination mit Leukozyten oder hamatopoetischen
Stammzellen konnte ausgeschlossen werden. In Korrelation mit der Literatur handelt es
sich bei den isolierten Zellen um multipotente MSCs [2].

Ein arthrotisches Gelenk weist sowohl histologisch als auch makroskopisch im
Vergleich zum gesunden Gelenk einen degenerierten Knorpel auf. Eine Migration der
MSCs wird durch diese Degeneration unterstitzt [110, 111]. Bei einem Gelenktrauma
kommt es zu einem Anstieg von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFa. Grol3ere
Konzentrationen dieser Zytokine werden auch in den Gelenken von Patienten mit

posttraumatischer Arthrose detektiert. Dieses inflammatorische Milieu kann einen
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Einfluss auf die potentielle Regeneration des Knorpels haben. TNFa scheint in diesem
Prozess eine wichtige Rolle zu spielen [45, 112].

Manche Autoren beschreiben einen osteoinduktiven Effekt des TNFa auf die MSCs [82,
113]. Dieses Zytokin ist aber auch in der Lage die chondrogene Differenzierung der
MSCs zu blockieren. Die Hemmung der Chondrogenese erfolgt Uber die Aktivierung
von NF-kB. Der genaue Signaltransduktionsweg bleibt jedoch unklar [84, 114]. Eine
Hemmung der chondrodestruktiven Wirkung des TNFa konnte eine wichtige Rolle in der
Arthrosebehandlung spielen. Mittlerweile sind TNFa-Inhibitoren wie zum Beispiel
Adalimumab in der Medizin etabliert. Krankheiten wie rheumatoide Arthritis oder colitis
ulcerosa kénnen mithilfe von TNFa-Blockern erfolgreich behandelt werden. Es konnten
langjahrige Remissionen und eine subjektive Verbesserung der Lebensqualitat erreicht
werden [83, 84, 115, 116].

IL-10 gilt als ein typisches anti-inflammatorisches Zytokin und weist anti-apoptotische
Eigenschaften in den humanen Chondrozyten auf. Es hat eine antagonistische Wirkung
zur TNFa [117]. Die Studienlage bleibt unklar bezlglich der Wirkung von IL-10 auf die
Knorpelschicht in einem arthrotischen Gelenk. Es soll zwar einen protektiven Effekt
haben, es werden aber nicht nur hohe Konzentrationen an TNFa bei Arthrose, sondern
auch an IL-10 nachgewiesen. Es scheint, dass diese beiden Zytokine in direkter
Korrelation zueinander stehen [118, 119]. Die Expression von IL-10 wurde auch in
verschiedenen Typen von mesodermalen Zellen nachgewiesen [19, 120, 121]. In in
vitro Studien wurde gezeigt, dass die MSCs in der Lage sind die Sekretion von IL-10 in
den Lymphozyten zu beeinflussen, beziehungsweise zu stimulieren [73, 122]. ErhOhte
Konzentrationen an IL-10 wurden auch in MSC - Kulturen unter hypoxischen
Bedingungen detektiert. Die Autoren implizieren, dass ein zellprotektiver Effekt von IL-
10 moglich ware [123], jedoch bleibt ein direkter Einfluss noch unklar. Um
nachzuweisen, dass IL-10 potenziell einen direkten Einfluss auf die MSCs haben
konnte, erfolgte zunachst die Bestimmung der Expression des IL-10R in MSCs mittels
Immunzytochemie. Diese Untersuchung war erfolgreich, die undifferenzierten MSCs in
2D-Kulturen exprimierten IL-10R. Diese Eigenschaft ist mit den artikuléaren
Knorpelzellen vergleichbar. Die Expression von IL-10 und IL-10R wird typischerweise in
den Chondrozyten und Synovialfibroblasten beobachtet [70].

Zusatzlich konnte eine Expression von STAT3 (Signal Transducers and Activators of
Transcription3) in den undifferenzierten MSCs nachgewiesen werden. STAT3 gilt als

regulatorischer Transkriptionsfaktor und aktiviert Expression von diversen Proteinen.
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Einige MSCs exprimierten STAT3 nach kurzer Stimulation mit IL-10. Diese Wirkung
wurde auch bereits in der Literatur beschrieben [70]. Im Gegensatz zur STAT3 wurde
STAT1 erwartungsgemal nur gering exprimiert, eine Expression von STAT1 wird
hauptséachlich durch Interferone moduliert [124].

In den Versuchen konnte eine homogene MSC-Zellmasse durch zweifache
Zentrifugation gewonnen werden. Die Grol3e einer 3D-Zellkultur wurde an den Filter und
an die Metallbriicke angepasst. Die Intention bei der Entwicklung des Zellkulturmodells
war die Beschaffung eines Modells das moglicherweise ohne Anwendung von
Fremdmaterial oder Tragermaterial die Knorpeldefekte flllen kénnte. Ein Biomaterial
kénnte auf die Chondrogenese von MSCs Einfluss nehmen.

Bei der Praparation konnte eine Zellmasse auf einen Filter ohne Komplikationen
aufgetragen werden. Die Kulturen behielt fir 14 Tage ihre ovale Form.

Auch die histologische Untersuchung zeigte tendenziell hohere Mengen an
Proteoglykanen in den chondrogen differenzierten Massenkulturen. Interessanterweise,
fuhrte die TNFa-Stimulation zur Bildung von grof3en Interzellularraumen. Die
makroskopische Struktur dieser Kulturen war instabil und fuhrte haufig zu Problemen
bei den diversen histologischen und immunhistologischen Farbungen. Die Kryoschnitte
mit TNFa-behandelter Kulturen waren zerbrechlich und bei den Anfarbeversuchen
fielen sie auseinander. Diese Strukturunterschiede konnten durch die hemmende
Wirkung von TNFa auf die Synthese von Extrazellularmatrix im Gelenkknorpel
verursacht werden. TNFa ist in der Lage die Matrix-Metalloproteasen im Gelenkknorpel
zu induzieren und aktivieren. Eine erhohte Aktivitdt dieser Peptidasen fihrt zur
Degradation der Extrazellularmatrix in Chondrozyten [45, 69, 125].

Der grofRte Anteil an Matrixmolekilen im hyalinen Knorpel wird durch Kollagen Typ I
und Aggrekan reprasentiert [126-128]. AufRerdem ist Sox9 ein wichtiger
Transkriptionsfaktor bei der Chondrogenese [24]. Diese drei Knorpelmarker wurden zur
Untersuchung der chondrogenen Differenzierung der Kulturen unter Stimulation mit IL-
10 und TNFa gemessen. Die RNA-Isolierung aus 3D-Kulturen erwies sich als schwierig.
Die ersten Versuche mit dem Isolations-Kit von der Firma Qiagen sind gescheitert. Die
Mengen an RNA waren unzureichend und von schlechter Qualitat. Es ist nicht
ungewdhnlich, dass die RNA-Isolierung bei bestimmten Zelltypen insbesondere in der
3D-Kultur problematisch ist und ein adaptiertes RNA-Isolierungsprotokoll angewendet
werden muss [129]. Hierflir kénnte die hohe Dichte negativer Ladungen durch den

hohen Proteoglykangehalt in der Knorpelmatrix verantwortlich sein. Die ausreichenden
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Mengen an RNA aus 3D-Kulturen konnten erst mit dem Protokoll der Firma Epicentre
gewonnen werden. Die mit IL-10 stimulierten Kulturen wiesen die hdchste Expression
an Kollagen Typ Il und Aggrekan auf. Die Expression dieser Marker war unter der
Stimulation mit pro-inflammatorischem TNFa und Doppelstimulation mit IL-10 und TNFa
geringer. Diese Konstellation der Ergebnisse konnte fir eine knorpelprotektive Wirkung
des IL-10 sprechen. Es ware auch vorstellbar, dass so eine Massenkultur kleine
Knorpeldefekte decken kann, da wie bereits erwahnt die Massenkulturen ihre drei
dimensionale Form flir 14 Tage halten konnten und die Gréf3e der jeweiligen Kultur bis
zu einem gewissen Grad moduliert werden kann. Eine klinische Anwendung scheint
ebenfalls umsetzbar zu sein. Die MSCs werden im klinischen Alltag aus dem
Knochenmark durch einfache Aspiration gewonnen. Eine sterile Herstellung so eines
biologischen Implantates und operative Implantation wére nicht ausgeschlossen. Ein
Problem in der Gewinnung von MSC-basierten Implantaten bestinde vermutlich in der
bendtigten Menge an MSCs. Einige Studien implizieren, dass eine lange
Kultivierungszeit und eine hohe Passage die Differenzierungs- und
Proliferationsfahigkeit der MSCs reduzieren. Jedoch wird eine signifikante Reduktion
der Proliferation erst ab der 20. Passage beobachtet [130, 131]. Es bleibt jedoch
weiterhin unklar, welchen Einfluss die Kultivierungszeit auf die Multipotenz der MSCs
hat. Die Studie zeigte aber auch, dass die Unterschiede in der Expression der typischen
Knorpelmarker zwischen den unterschiedlich stimulierten Massenkulturen relativ gering
waren.

Erstaunlicherweise war die Expression von sox9 in den mit TNFa-stimulierten
Massenkulturen am héchsten. Es ware zu erwarten, dass ein pro-inflammatorisches
Zytokin wie TNFa eine eher hemmende Wirkung auf die Expression eines
Transkriptionsfaktors in der Chondrogenese hat. Diese Hypothese unterstitzt auch die
Studie von Murakami et al. in der Chondrozyten aus dem tierischen Knorpelgewebe
untersucht wurden. TNFa zeigte dabei einen suppressiven Effekt auf die Expression
von sox9 [114]. Jedoch wurden in dieser Arbeit, anders als in der Studie von Murakami
et al., gesunde, menschliche MSCs in einer Massenkultur untersucht. Die weiteren
Massenkulturen zeigten im Vergleich kaum Wirkung auf die Expression von sox9.

Die Expression von TNFa war in den mit IL-10-stimulierten Kulturen am hochsten. Eine
Progression der Arthrose fuhrt zu einen Anstieg nicht nur von TNFa aber auch von IL-

10 [118]. Das impliziert auch eine gegenseitige Interaktion dieser beiden Zytokine. Die
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weiteren Massenkulturen zeigten im Vergleich kaum Wirkung auf die Expression von
TNFa.

Die Unterschiede zwischen den Stimulationsversuchen mit Zytokinen waren nicht
signifikant. Im Rahmen einer Studie in unserer Arbeitsgruppe wurden frisch isolierte
Chondrozyten untersucht. Es wurde unter anderem die relative Genexpression des
Kollagens Typ Il in frisch isolierten Chondrozyten und chondrogen differenzierten MSCs
bestimmt. Die chondrogen differenzierten Massenkulturen exprimierten im Vergleich zur
frisch isolierten Chondrozyten signifikant weniger Kollagen Typ II.

Dennoch zeigt diese Arbeit, dass IL-10 und TNFa einen modulatorischen Effekt auf die
chondrogene Differenzierung der MSCs haben kdnnen. IL-10 und TNFa kdnnten eine
Rolle in der Chondrogenese spielen, allerdings bendétigt die Aufklarung ihrer Interaktion
weiterer Studien. Weiterhin wurden die MSCs in dieser Arbeit nur mit einer
Konzentration (10ng/ml) der Zytokine stimuliert. Es bleibt also unklar ob eine niedrigere
oder hohere Konzentration an TNFa und/oder IL-10 in einer linearen oder gar
exponentiellen Abhéngigkeit zu der Expression der Knorpelmarkerstehen kénnten. Es
ware allerdings denkbar, dass eine verédnderte Konzentration keinen signifikanten
Unterschied erzielt. Was ebenfalls einen Einfluss auf die Menge und Qualitdt der
stimulierten Zellen haben konnte ist eine Verlangerung der Chondrogenese auf zum
Beispiel 21 oder mehr Tage. Das damit verbundene Risiko ist die hdhere
Wahrscheinlichkeit der Verunreinigung der Kulturen wahrend der stattfindenden
Stimulation der Zellkulturplatten. Ferner waren fir die Isolierung, Expansion der
Stammzellen und Stimulation der Kulturen mehrere Wochen notwendig. Die Isolierung
der MSCs, sowie die Anfertigung der Massenkulturen gestalteten sich hingegen als
einfach und fur den Patienten risikoarm. In weiteren Studien sollte deswegen an einer
Moglichkeit geforscht werden diese Prozesse zu verkirzen damit die Behandlung mit
chondrogen differenzierten MSCs in der Zukunft eine geeignete Alternative bei der
Therapie von Knorpeldefekten darstellen kann.
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8. Schlussfolgerung und Ausblick

Die  Multipotenz der MSCs konnte nachgewiesen werden und die
durchflusszytometrische Untersuchung der isolierten Zellen zeigte ein fir MSCs
typisches CD-Muster. Aus dem Knochenmark spongiéser Knochen kdnnen mit Hilfe von
Dichtegradientenzentrifugation MSCs isoliert werden, die dank der Fahigkeit der
multiplen Differenzierung eine potentiell wichtige Rolle in der Medizin spielen kdnnen.
Die MSCs sind in der Lage stabile 3D-Kulturen zu bilden. Diese Kulturen sind frei vom
Tragermaterial. Dadurch koénnen denkbare Unvertraglichkeitsreaktionen durch das
Biomaterial eines Tragers vermieden werden. Diese Kulturen haben wéahrend des
Versuchs ihre dreidimensionale Form behalten. Es ist vorstellbar, dass so eine Struktur
in der Lage ist, einen osteochondralen Defekt in einem arthrotischen Gelenk zu decken.
Leider ist die Zellmenge, die fur eine 3D-Kultur gebraucht wird, relativ grol3, was die
denkbare klinische Anwendung stark reduziert. Die chondrogen differenzierten MSCs
exprimierten die typischen Marker des hyalinen Knorpels, jedoch war die Expression im
Vergleich zur frisch isolierten Chondrozyten signifikant geringer. Der grofite
Stimulationseffekt von IL-10 erwies sich bei der Expression von Kollagen Typ Il. Die
Ergebnisse der relativen Genexpression waren leider nicht signifikant. Ein moglicher
Faktor ist die geringe Menge an Spendern, die untersucht werden konnten. Die MSCs
exprimieren nicht nur den IL-10-R sondern auch IL-10 selbst. Sowohl die in dieser
Arbeit zitierte Literatur als auch die Ergebnisse zeigen, dass TNFa und wahrscheinlich
auch IL-10 eine entscheidende Rolle in der Arthrose und in der chondrogenen
Differenzierung der MSCs spielen. Bereits eine kurze Stimulation kann die Expression
von STAT3 in den MSCs induzieren. Sowohl IL-10 als auch TNFa haben die
Chondrogenese der MSCs nicht inhibiert. Eine erhdhte Expression von IL-10 unter
TNFa-Stimulation indiziert eine gegenseitige Interaktion zwischen den beiden
Zytokinen. Die Stimulation mit IL-10 zeigte Uberraschenderweise im Gegensatz zur
Stimulation mit TNFa keine Wirkung auf die Expression von sox9. Alle
Stimulationsversuche erfolgten mit einer Zytokinkonzentration von 10 ng/ml, was einer

physiologischen Konzentration im Blut entspricht [80].
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Die Aufklarung des Einflusses von IL-10 und TNFa auf die chondrogene Differenzierung
der MSCs benoétigt weitere Untersuchungen. Die Kenntnis des genauen
Wirkungsmechanismus konnte eine wichtige Rolle fur regenerative Knorpeltherapien
spielen. Dabei sollte die Untersuchung grof3erer Spenderzahlen, der Einsatz
unterschiedlicher Konzentrationen der Zytokine allein und in Kombination und weitere

Stimulationszeitraume bei den Stimulationsversuchen in Erwagung gezogen werden.
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9. Abkurzungsverzeichnis

3D
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RT
RT-PCR
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STAT
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TGF-B1
TNFa
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Dreidimensional
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Autologe Chondrozytentransplantation
Allophycocyanin

Cluster of differentiation
4'.6-Diamidino-2-phenylindol

Extrazellulare Matrix
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Hematoxylin-Eosin

Interleukin-10

Interleukin-10-Rezeptor
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Matrixassoziierte autologe Chondrozytentransplantation
Humane mesenchymale Stammzellen
Phosphate buffered saline

Phycoerythrin

Poly glycolic acid
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real-time polymerase chain reaction

SOX9: SRY (sex determining region Y)-box 9,
Signal Transducers and Activators of Transcription
tris buffered saline

transforming growth factor 31
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Trishydroxymethylaminomethan
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