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1 Einleitung

1.1 Kilinischer Hintergrund

Weltweit stellen traumatische und degenerative Gelenkerkrankungen, die den hyalinen
Knorpel schadigen, bis heute ein relevantes Gesundheitsproblem dar. Trotz vielverspre-
chender Behandlungsansatze im Bereich der Knorpelregeneration ist es aktuell noch nicht

mdglich, den hyalinen Gelenkknorpel zu regenerieren.

Aufgrund der immer héheren Lebenserwartung des Menschen mit dem Bestreben, bis in hohe
Lebensalter unabhangig und mobil zu sein, stellt sich die Herausforderung fiir die Medizin,

beeintrachtigende Gelenkerkrankungen gut therapieren zu kénnen.

Daflir werden neben der standigen Weiterentwicklung konservativer und chirurgischer

Therapien neue Ansatze zur Regeneration des Knorpels gesucht.

Eine Moglichkeit zur Bewaltigung der Herausforderung, chondrale Lasionen zu behandeln,

kodnnten zellbasierte regenerative Therapien sein.

1.2 Literatur
1.2.1 Aufbau des hyalinen Knorpels

Der Gelenkknorpel ist ein hoch spezialisiertes Gewebe von diarthrodialen Gelenken.

Die Funktion des Knorpels besteht darin, eine glatte und geschmeidige Oberflache fir die
Gelenkverbindungen zu bilden, um somit eine mechanische Belastung moglich zu machen
und als Stolddampfer zu fungieren (Fox et al. 2009; Bhosale & Richardson 2008).

Knorpelgewebe ist ein avaskulares, aneurales, alymphatisches Gewebe mit geringem
zellularem Anteil und besitzt eine geringe Reparations- und Regenerationskapazitat.
Die Fachliteratur geht davon aus, dass diese begrenzte Regenerationskapazitat des hyalinen
Gelenkknorpels zum einen auf der Tatsache der avaskularen Umgebung und zum anderen

auf der begrenzten Anzahl von Chondrozyten beruht (Convery et al. 1972).

Drei verschiedene Typen von Knorpelgewebe werden unterschieden: hyaliner, elastischer und
Faserknorpel (Fox et al. 2009; Liullmann-Rauch 2009).

Der Gelenkknorpel besteht aus Knorpelzellen, sogenannten Chondrozyten, und der
extrazellularen Matrix (EZM). Die extrazellulare Matrix bildet ein Gerust aus stutzenden

Kollagenfibrillen und Wasser bindenden Proteoglykanen. Die wenigen Chondrozyten, in deren



geringem Anteil von etwa 1-3% des Knorpelgesamtvolumens sich der zellarme Charakter des

hyalinen Knorpels ausdriickt, werden von dieser extrazellularen Matrix eingebettet.

Die EZM besteht Uberwiegend aus Proteoglykanen, Kollagenfibrilen und Wasser.
Proteoglykane wie Aggrekan bilden mit Hyaluron grof3e Proteoglykankomplexe und sind mit

den Kollagenfibrillen, vor allem vom Typ 2,9 und 11, vernetzt.

Diese Proteoglykankomplexe kénnen aufgrund ihrer vielen polaren und sauren Gruppen eine
groRe Menge Wasser binden. Dadurch sind diese Komplexe zum gréften Teil verantwortlich
fur die Fahigkeit des Knorpelgewebes, auf Beanspruchung druckelastisch zu reagieren und

nach Beanspruchung in die urspringliche Form zuriickzukehren.

Der Gelenkknorpel wird in verschiedene Zonen unterteilt (Graceffa et al. 2019; Lullmann-
Rauch 2009; Johnstone et al. 2013): die oberflachliche oder Tangentialzone, die
Ubergangszone, die Radiarzone und die mineralisierte Zone, die mit dem subchondralen
Knochen verzahnt ist (Graceffa et al. 2019; Fox et al. 2009).

In der Oberflachenzone verlaufen die Kollagenfibrillen parallel bzw. tangential zur Oberflache,
ebenso wie die spindelférmigen Chondrozyten, die sich tangential zur Oberflache anordnen.
Diese Zone ist die kleinste und macht nur ca. 10% des Knorpels aus. Allerdings ist in dieser

Zone die Wasserkonzentration am hochsten.

In der Ubergangszone, die mit iber 50% den groRten Anteil des Knorpels bildet, beginnen die
Kollagenfibrillen sich radiar auszurichten, sind aber gréfRtenteils zufallig angeordnet. Der
Durchmesser der Kollagenfibrillen ist in der Ubergangszone im Vergleich zu den anderen
Zonen am groflten. Die Chondrozyten stellen sich in dieser Schicht oval bis rundlich dar und
sind in Saulen senkrecht zur Oberflache angeordnet. In dieser Zone ist die Konzentration an

Glykosaminen am hochsten. |hr Wassergehalt gering.

In der Radiar- oder Tiefenzone verlaufen die Kollagenfasern senkrecht und strahlen in die
sogenannte Tidemark, eine Grenze zwischen der kalzifizierten und nicht kalzifizierten
Umgebung, ein. Diese kann unter dem Lichtmikroskop als eine basophile Linie gesehen
werden. Die Radiar- oder Tiefenzone ist mit circa 30% der Knorpeldicke die zweitgrofte Zone
des Knorpels. Die Chondrozyten, welche von Kollagenfasern umhillt werden, sind von

rundlicher Gestalt und saulenartig angeordnet.

Die dunne mineralisierte Zone trennt den hyalinen Knorpel vom subchondralen Knochen. Die
Chondrozyten kénnen als kleine runde Zellen charakterisiert werden. Die Kollagenfibrillen, die

senkrecht in die Tidemark einstrahlen, verleihen dieser Zone Stabilitat.



1.2.2 Aktuelle Therapieoptionen bei Knorpellasionen

Die Behandlung von degenerativen Gelenkerkrankungen kann bis zum heutigen Zeitpunkt auf
vielfaltige Weise erfolgen. Die multimodale Schmerztherapie bei chronischen
Gelenkerkrankungen, wie unter anderem der Arthrose, ist ein vielversprechender Ansatz
(Kaiser et al. 2015; Casser et al. 2013). Um eine medikamentdse Schmerzlinderung zu
erreichen, werden entziindungshemmende Medikamente wie nichtsteroidale Antirheumatika
NSAID und Glukokortikoide (Caporali et al. 2013; Bijlsma et al. 2015) eingesetzt.

Nichtmedikamentdse MalRnahmen kénnen unter anderem physikalische Rehabilitation,
Gewichtskontrolle und Bewegung sein. Eicosapentaensaure (EPA)-reiche Diat und

Chondroprotektiva kdnnen therapieunterstiutzend wirken.

Mit den erwahnten MalRnahmen der multimodalen Schmerztherapie lasst sich in den meisten
Fallen allerdings nur eine Verlangsamung des Fortschreitens der Erkrankung und eine

Minderung der Schmerzen erreichen.

Parallel zur konservativen Schmerztherapie kdnnen operative Eingriffe notwendig werden, um

Schmerzfreiheit zu erzielen.

Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Orthopadie und Unfallchirurgie (DGOU)
werden in Abhangigkeit von Defektgrofle und Lokalisation des Knorpels verschiedene

Methoden zur chirurgischen Therapie empfohlen (Niemeyer et al. 2013).

Zu diesen Behandlungsverfahren der Rekonstruktion isolierter Knorpelschaden gehoéren die
autologe Chondrozytentransplantation (ACT), die osteochondrale Transplantation (OCT) und

die knochenmarkstimulierenden Verfahren (BMS) (Niemeyer et al. 2013).

Eine der mdglichen chirurgischen Behandlungsmethoden fur fokale chondrale Lasionen ist die
erwahnte ACT (Peterson et al. 2010; Imhoff 2000; Erggelet 2000; Brittberg et al. 2003; Brittberg
2008; Ossendorf et al. 2011). Bei der ACT wird aus einem unbelasteten Gelenkabschnitt
gesundes Knorpelgewebe des Patienten entnommen. Die entnommenen Chondrozyten
werden in vitro kultiviert und in einem zweiten operativen Eingriff dem Patienten transplantiert
(Niemeyer et al. 2013). Seit 1987 hat sich diese autologe Zellimplantation, die unter anderem
durch die Orthopaden Lars Peterson und Mats Brittberg entdeckt und entwickelt wurde, zu
einer vielversprechenden Methode etabliert, die mit sehr guten klinischen Ergebnissen

Uberzeugen kann.

Allerdings zeigt diese Methode auch Nachteile hinsichtlich der Regeneration von Knorpel.
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Der Nachteil dieser Behandlungsmethode besteht unter anderem in einer limitierten
Verfligbarkeit von gesundem Knorpel, der geringen Expansionseigenschaft der gewonnenen
Chondrozyten und der verminderten Knorpelqualitat als Implantat, welches nur eine schlechte

Integration in das umgebende Knorpelgewebe zeigt.

Daruber hinaus sind die beiden fur die ACT notwendigen chirurgischen Eingriffe mit den
verbundenen Entnahmedefekten als ein nachteiliger Aspekt zu erwahnen, der durch

optimalere Methoden eventuell verbessert werden kdnnte.

Zudem kann es bei In-vitro-Kultur, insbesondere in der Monolayerexpansion, zu einer

unerwunschten Dedifferenzierung der Zellen kommen.
Die Entwicklung alternativer Behandlungsmethoden ist daher von grof3em Interesse.

Die Verwendung mesenchymaler Stammzellen fUr das zellbasierte Tissue Engineering ist eine
vielversprechende Mdglichkeit und gewinnt als potentielle Behandlungsoption, chondrale

Lasionen rickgangig zu machen, zunehmend an Aufmerksamkeit (To et al. 2019).

Ziel ist es, in der regenerativen Medizin eine Methode zu finden, die eine stabile und reprodu-

Zierbare chondrogene Differenzierung von Stammzellen erméglicht (Dimmeler et al. 2014).

1.2.3 Neue Ansitze zur Regeneration des Knorpels
1.2.3.1 Tissue Engineering

Das zellbasierte ,Tissue Engineering“ wurde von Langer und Vacanti im Jahre 1993 als ,ein
interdisziplindres Feld, das die Prinzipien des Ingenieurwesens und der Lebenswissen-
schaften auf die Entwicklung biologischer Substitute anwendet, die die Gewebefunktion

wiederherstellen, erhalten oder verbessern® beschrieben (Langer & Vacanti 1993).

Tissue Engineering basiert auf der Kombination von verschiedenen Zellen, Biofaktoren und
Biomaterialien (Vinatier & Guicheux 2016). Diese Kombination wird in der Literatur als Tissue

Engineering Triade bezeichnet.

Mit Hilfe der genannten drei Grundelemente der Triade und deren Kombination wird in
wissenschaftlichen Anséatzen versucht, ein bestmdgliches Ergebnis flr die anatomische

Rekonstruktion von zerstortem Gewebe zu finden.
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1.2.3.2 Knorpel Tissue Engineering

Das Knorpel Tissue Engineering soll Konzepte flir Knorpelersatzgewebe entwickeln, mit deren
Hilfe geschadigter Knorpel in seiner urspriinglichen Funktion und Beschaffenheit wiederher-

gestellt werden kann.

Fir das Knorpel Tissue Engineering kdnnen verschiedene Zellen unterschiedlicher Herkunft

verwendet werden.

,Die Wahl der am besten geeigneten Zellpopulation fir die Regeneration von geschadigtem
oder erkranktem Knorpel hangt von der Wirksamkeit der Kulturbedingungen (z. B.
Medienzusatze, dreidimensionale Geruste, mechanische Stimulation, Sauerstoffspannung,
Co-Kultursysteme) ab, um einen stabilen chondrogenen Phanotyp zu induzieren“ (Graceffa et
al. 2019).

Wissenschaftliche Studien, die diese Kulturbedingungen untersuchen, beschaftigen sich unter
anderem mit der Verwendung von unterschiedlichen Wachstumsfaktoren (Johnstone et al.
2013; Graceffa et al. 2019), den Umgebungseigenschaften, in denen die Zellen sich
differenzieren, (Johnstone et al. 2013; Pattappa et al. 2019a; Pattappa et al. 2019b; Han et al.
2019) und den verwendeten Biomaterialien (Zippel et al. 2010; Johnstone et al. 2013).

Dies entspricht den klassischen drei Ubergeordneten Feldern des Knorpel Tissue Engineerings
(Langer & Vacanti 1993; Vinatier & Guicheux 2016).

Das Ziel besteht darin, einen stabilen chondrogenen Phanotyp zu induzieren.

Um dieses Ziel zu erreichen, kdnnen bereits fertig ausdifferenzierte Knorpelzellen benutzt

werden, wie dies bei der zellbasierten ACT der Fall ist.

Chondrozyten besitzen jedoch eine geringe Isolationseffizienz, ein begrenztes Proliferations-
potential und die Tendenz, schnell einen phanotypischen Drift in der Kultur zu zeigen und zu
dedifferenzieren. Darlber hinaus ist zur Gewinnung der Chondrozyten fur die ACT ein

zusatzlicher chirurgischer Eingriff am Knie erforderlich.

Fur das Konzept des Knorpel Tissue Engineerings kbnnen neben der Verwendung von
Chondrozyten auch mesenchymale Stammzellen (MSCs) als alternative Zellquelle genutzt

werden.

Im Jahre 1976 wurden mesenchymale Stammzellen erstmals von Friedenstein aus dem
menschlichen Knochenmark identifiziert (Friedenstein 1976; Bianco et al. 2008). Mesen-
chymale Stammzellen sind nicht hamatopoetische Zellen, die aus unterschiedlichen

Herkunftsorten gewonnen werden kdonnen (Ullah et al. 2015; Beane & Darling 2012).
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Aufgrund der Tatsache, dass es keine klar definierten Marker fiir humane mesenychmale
Stammzellen (hMSCs) gibt, beschreibt die International Society for Cellular Therapy (ISCT) im
Jahr 2006 minimale Kriterien, um multipotente stromale Stammzellen zu definieren. (Dominici
et al. 2006)

So sollen sich mesenchymale Stammzellen unter anderem dadurch auszeichnen, dass sie

sich in eine chondrogene, osteogene und adipogene Richtung differenzieren kénnen.

Der Vorteil der Verwendung von mesenchymalen Stammzellen fir das Knorpel Tissue
Engineerings besteht darin, dass sie leicht zu isolieren sind, dass sie ein hohes Proliferations-

potential besitzen und dass sie ein groRes chondrogenes Differenzierungspotential aufweisen.

Die Stammzelltherapie hat in den letzten Jahren deutlich an Bedeutung gewonnen, wie sich in
wissenschaftlichen Publikationen zu verschiedenen Stammzellquellen, die fir die
chondrogene Differenzierung genutzt werden kdnnen, zeigt (Gardner et al. 2015; Gardner et
al. 2013; Johnstone et al. 2013; Johnstone et al. 1998; Kovermann et al. 2019).

Zahlreiche wissenschaftliche Publikationen beschreiben das Potential mesenchymaler
Stammzellen, sich chondrogen zu differenzieren (Kubosch et al. 2017; Kubosch et al. 2016;
Kubosch et al. 2018; Johnstone et al. 1998; Zhou et al. 2016; Shintani et al. 2013; Johnstone
et al. 2013).

So kénnen mesenchymale Stammzellen aus verschiedenen Geweben wie Knochenmark
(Mackay et al. 1998; Johnstone et al. 1998), Fettgewebe (Basoli et al. 2017; Mehlhorn et al.
2007), Zahnpulpa (Maioli et al. 2016), Plazenta (In't Anker et al. 2004) und der

Synovialmembran (Kubosch et al. 2017; Kubosch et al. 2018) isoliert werden.

Allerdings zeigen mesenchymale Stammzellen die Tendenz, einen hypertrophen Phanotyp
anzunehmen, wenn sie chondrogenen Stimuli ausgesetzt worden sind (Mueller & Tuan 2008;
Mueller et al. 2010; Johnstone et al. 2013).

Die hypertrophe Differenzierung mesenchymaler Stammzellen kann auf molekularer Ebene
mit Hilfe von Markern wie dem Kollagen 10 und RUNX2 bestimmt werden (van der Kraan &
van den Berg 2012; He et al. 2014; Mueller et al. 2010; Loebel et al. 2015).

Das Problem von mesenchymalen Stammzellen, keinen stabilen Phanotyp des hyalinen
Knorpels zu bilden, konnte trotz vieler Studien und Experimente noch nicht zufriedenstellend
geldst werden (Armiento et al. 2018; Li & Dong 2016; Mueller & Tuan 2008).
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1.2.3.3 Synoviale Stammzellen

Die Synovialmembran bedeckt als mesenchymales Gewebe die Gelenkhéhle diarthrodialer
Gelenke. Sie besteht auch zwei Schichten (Li et al. 2019; Kubosch et al. 2018): der auf3eren

Schicht, auch Subintima genannt, und der inneren Schicht, der sogenannten Intima.

In der auReren Subintima befinden sich zwei bis drei Zellschichten von Synoviozyten. Diese
sind in ein lockeres Bindegewebe, welches aus Fibroblasten, Kollagen und anderen

extrazellularen Proteinen besteht, eingebettet (Li et al. 2019; Kubosch et al. 2018).
Die darunter liegende Intima wird aus einer diinnen Schicht aus ein bis zwei Zelllagen gebildet.

Die in der Intima befindlichen Zellen kénnen in zwei Typen, die makrophagenahnlichen
Synoviozyten (Typ A) und die fibroblastenahnlichen Synoviozyten (Typ B), unterteilt werden.
Dabei Ubernehmen die Synoviozyten des Typs A die Aufgabe, als Fresszellen eingedrungene
Pathogene zu phagozytieren. Sie sind somit wichtiger Bestandteil der angeborenen und

erworbenen Immunantwort.

Die Synoviozyten Typ B produzieren Hyaluron und andere Proteinkomplexe wie Mucine flr
die Synovialflussigkeit. Hyaluron macht die Synovialflissigkeit aufgrund seiner hohen
Wasserbindungsfahigkeit geschmeidig und schmiert die Gelenkoberflache des entspre-
chenden Gelenkes. Diese Zellen sind durch ein prominentes endoplasmatisches Retikulum

als Zellorganell charakterisiert.
Synoviozyten Typ B halten somit die Produktion und Struktur der Synovialflissigkeit aufrecht.

Diese Zellen werden auch als Ursprung fur die synovialen mesenchymalen Stammzellen
definiert (Li et al. 2019; Kubosch et al. 2018).

Synoviale Stammzellen stellen eine interessante Zellquelle fur das Knorpel Tissue Engineering
dar, da sie eine Vielzahl von Eigenschaften aufweisen, die fur die Generierung von Knorpelge-

webe wichtig sind.

Mesenchymale Stammzellen aus der Synovialmembran entwickeln sich aus dem gleichen

Zellpool von Vorlauferzellen wie die artikularen Chondrozyten.

De Bari et al. isolierten im Jahr 2001 erstmals mesenchymale Stammzellen aus der
Synovialmembran (Bari et al. 2001; Li et al. 2019).

Sie konnten darlegen, dass synoviale Zellen von Spendern unterschiedlichen Alters in vitro

Uber mehrere Passagen ihr Proliferationspotential behalten (Bari et al. 2001; Li et al. 2019).
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Diese Eigenschaft synovialer Stammzellen konnten weitere wissenschaftliche Studien
bestatigen (Sakaguchi et al. 2005; Li et al. 2019).

Neben dieser Eigenschaft, eine bestandige Plastizitat und ein gutes chondrogenes Potential
aufzuweisen, besitzen synoviale Stammzellen die Eigenschaft, in vitro immunsuppressiv zu
wirken, indem sie die Aktivierung und Vermehrung von T-Zellen unterdriicken (Djouad et al.
2005; Jones et al. 2007; Kubosch et al. 2018; Li et al. 2019; Le Blanc und Ringdén 2007).
Diese Hemmung der T-Zellen scheint sich mit zunehmender Anzahl von synovialen

mesenchymalen Stammzellen zu verstarken (Li et al. 2019).

Aufgrund dieser Eigenschaft weisen sich synoviale Stammzellen als klinisch interessante
Zellquelle fur das Knorpel Tissue Engineering aus, da sie durch diese immunologische
Fahigkeit fur die allogene Transplantation geeignet sein kénnten (Le Blanc und Ringdén 2007;
Barry et al. 2005; Kubosch et al. 2018).

Es gibt Hinweise darauf, dass synovial abgeleitete Zellen beim Menschen eine Uberlegene
Chondrogenitat in vitro gegeniber mesenchymalen Stammzellen anderen Ursprungs
aufweisen koénnen (To et al. 2019; Pei et al. 2008; Gale et al. 2019a).

Aktuelle Studien zeigen, dass sowohl humane als auch animale Stammzellen synovialer
Herkunft ein héheres chondrogenes Potential im Vergleich zu anderen MSCs aufweisen
(Santos et al. 2018; Gale et al. 2019a; Gale et al. 2019b; Chen et al. 2016; To et al. 2019;
Kubosch et al. 2017; Kubosch et al. 2018).

Darliber hinaus werden sie auch aufgrund ihrer einfachen Isolierung, der schnellen
Vermehrung in vitro und der nattrlichen Lokalisation innerhalb des Kniegelenkes (Sakaguchi
et al. 2005) als alternative Zellquelle fir die Knorpelreparatur angesehen (Kubosch et al. 2016;
Kubosch et al. 2017; Kubosch et al. 2018; Kovermann et al. 2019).

SDSCs (synovial derived stem cells) haben aufgrund ihrer anatomischen Nahe zu nativem

Knorpel ein grofies Potential fir das Knorpel Tissue Engineering (Kubosch et al. 2018).

Diese Zellquelle weist interessante Eigenschaften auf, die flir eine erfolgreiche Knorpelrege-

neration entscheidend sind.

Sie haben eine geringere Tendenz als andere mesenchymale Stammzellen unterschiedlichen

Ursprungs, hypertroph zu differenzieren (Mueller & Tuan 2008).

Wissenschafltiche Studien kdnnen darlegen, dass SDSCs, verglichen mit den BMSCs,
weniger Kollagen 10 und 1 und mehr Kollagen 2 und Aggrekan auf molekularer Ebene nach

chondrogener Differenzierung in vitro aufweisen (Kubosch et al. 2018).
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Das starke chondrogene Differenzierungspotential in Form von Zellpellets kann durch die
Anwendung unterschiedlicher Wachstumsfaktoren im Differenzierungsmedium gefordert

werden.

Bei den verwendeten Wachstumsfaktoren handelt es sich um TGF-p1, TGF-3 und BMP2
alleine oder in Kombination (Mehlhorn et al. 2007; Shintani et al. 2013; Shintani & Hunziker
2011; Han et al. 2019).

Synoviale Stammzellen bieten demnach ein gutes Potential als alternative Zellquelle fir das

Knorpel Tissue Engineering.

1.2.3.4 Transforming growth factor-$

TGF-B, der transforming growth factor-g, ist ein Polypeptid, das zur transforming growth factor-
Familie gehért. Es wurde von Michael B. Sporn und Anzano in den 1980er Jahren bei
Untersuchungen zur Unterscheidung von physiologischen und tumorésen Zellen entdeckt
(Moses et al. 2016; Sporn 2006; Sporn und Todaro 1980).

Der Wissenschaftler Robert Holley stellte eine Hypothese auf, nach der bdsartige Zellen
weniger von sogenannten exogenen Wachstumsfaktoren als normale Zellen benétigen (Holley
1975).

Diese Hypothese entstand, als erkannt wurde, dass das Wachstum von Zellen durch
hormonahnliche Wachstumsfaktoren gesteuert wird. In diesem Zusammenhang wurde auch
die erste Formulierung der autokrinen Sekretion von Wachstumsfaktoren definiert. Es konnte
gezeigt werden, dass maligne transformierte Zellen die bendétigten Wachstumsfaktoren selbst
produzieren (Roberts et al. 1981; Sporn & Todaro 1980).

Mit dem Ziel, diese Wachstumsfaktoren zu erforschen und ihre Eigenschaften zu untersuchen,
gelang es den Wissenschaftlern De Larco und Todaro im Jahre 1978, den sarcoma growth

factor (SGF) zu identifizieren.

Dieser Faktor wird von viral transformierten Zellen produziert und verursacht eine
phanotypische Veranderung von Zellen, die als maligne Transformation bezeichnet wird.
Diese Eigenschaft des SGF, Zellen in ihrer phanotypischen Eigenschaft zu verandern,

untersuchten die Forscher mit Hilfe eines Weichagar-Assays.

Auf diesem Agar koénnen die transformierten Zellen im Gegensatz zu normalen Zelllinien

wachsen (Todaro et al. 1981).

16



Roberts et al. konnten nach weiterer Forschung zeigen, dass dieser SGF aus zwei Fraktionen
besteht, die als TGF-a und - bezeichnet worden sind (Roberts et al. 1981).

Seit jenen Entdeckungen in den 1970/80er Jahren ist sehr viel Forschung hinsichtlich des
Wachstumsfaktors TGF-B betrieben worden. Ausgehend von der ersten Annahme, dass
TGF-B normale Zellen bésartig entarten lassen konnte, ist spater erkannt worden, dass dieser
Faktor in sehr viele Prozessen involviert und wichtig fir zahlreiche physiologische
Lebensprozesse ist. Dazu gehdren Reaktionen wie die Entwicklung, Proliferation und
Differenzierung von Zellen (Jiang et al. 2018; Massagué und Xi 2012; Wang et al. 2012;
Oshimori und Fuchs 2012; Huang und Huang 2005). Darlber hinaus ist TGF- ein wichtiger
Faktor fUr die Aufrechterhaltung einer peripheren Toleranz gegenliber Antigenen sowie flr die
Kontrolle zahlreicher Immunantworten (Kehrl et al. 1986b; Kehrl et al. 1986a; Coffman et al.
2009; Tsunawaki et al. 1988; Sanjabi et al. 2017).

Nach Sporn et. al sollte TGF- in der Welt der Zellphysiologie nicht als ein ,Ding“ betrachtet
werden, sondern als Element einer komplexen biologischen Signalsprache, die sowohl fir die
interzellulare als auch intrazellulare Kommunikation verwendet wird (Sporn 2006; Sporn et al.
1990).

Die Funktion von TGF-B muss immer im Zusammenhang mit den entsprechenden

biologischen Signalwegen betrachtet werden.

Um die Funktion und den moglichen Nutzen von TGF-B im Zusammenhang des Knorpel
Tissue Engineerings zu verstehen, sind sowohl in vivo- als auch in vitro-Studien durchgefiihrt
worden. Bei den in vivo-Studien wurde unter anderem TGF- direkt in das Kniegelenk von

Versuchstieren injiziert.

Es wurde auch der Einfluss einer wiederholten TGF-B-Injektion auf die Knorpel und
Bandstrukturen in vivo untersucht und dabei die Beteiligung von TGF-f an der
Arthrosepathologie bewertet (van Beuningen et al. 2000). In einer weiteren Studie wurde
TGF-B in das Kniegelenk von Mausen injiziert. Dabei konnte festgestellt werden, dass die
Proteoglykansynthese der artikularen Chondrozyten stimuliert und eine Osteophytenbildung

induziert wurde (van Beuningen et al. 1994).

Um in einer in vitro-Kultur mesenchymale Stammzellen chondrogen differenzieren zu kénnen,

werden den Differenzierungsmedien Wachstumsfaktoren hinzugefiigt.

Diese Wachstumsfaktoren gehéren haufig zu der TGF-Superfamilie. Sie stellen

physiologische Regulatoren der chondrogenen Differenzierung dar. Daneben sind sie flr die
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in vitro-Zellproliferation und Synthese von extrazelullaren Matrix-Proteinen verantwortlich und

kdnnen diese stimulieren.

Durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren zu den Differenzierungsmedien soll eine

Steigerung der Synthese einer hyalinahnlichen Matrix stimuliert werden.

Die exogene Zugabe von TGF-B kann in Chondrozytenkulturen die Proliferation und die

Synthese flr extrazellulare Matrix-Proteine wie Kollagen 2 steigern.

Diese Eigenschaft konnte in zahlreichen wissenschaftlichen Studien bestatigt werden
(Johnstone et al. 2013; Graceffa et al. 2019; Wang et al. 2014b; Johnstone et al. 1998;
Kovermann et al. 2019; Shintani et al. 2013; Li et al. 2010; Xia et al. 2017b; Kubosch et al.
2017).

Die in den Studien verwendete Konzentration des Wachstumsfaktors TGF-B betragt

standardmaflig 10ng/ml.

Weitere Studien konnten belegen, dass TGF- auch endogen durch mechanische Stimulation
oder durch eine in vitro-Co-Kultur bei Verwendung von synovialen mesenchymalen
Stammzellen mit Chondrozyten freigesetzt wird (Kubosch et al. 2016; Li et al. 2010; Gardner
et al. 2017a; Fahy et al. 2018).

Diese in vitro-Co-Kultivierung fuhrt neben der Sekrektion von TGF-f zu einer

Selbstorganisation und chondrogenen Differenzierung (Kubosch et al. 2016).

1.2.3.5 Bone morphogenetic protein 2

Bone morphogenetic protein 2, BMP2, ist ein Protein, welches zur TGF-3-Superfamilie gehort
(Wang et al. 2014). Es wurde 1965 von Marshall Urist entdeckt und als osteoinduktiv
beschrieben, nachdem demineralisierte Knochenmatrix in Muskeln von Vertebraten injiziert
wurde (Grgurevic et al. 2017; Urist 1965). Die Proteingruppe wurde 1971 erstmals als Bone

morphogenetic protein bezeichnet (Urist & Strates 1971).

Neben BMP2 wurden mindestens 15 weitere verschiedene BMPs identifiziert (Kang et al.
2004; Deng et al. 2018).

Neben der wichtigen Rolle der BMPs, die Knochen- und Knorpelbildung anzuregen, spielen
sie in allen Organsystemen eine wichtige Rolle. In der Embryonalentwicklung sind sie an der
Skelettentwicklung und der Differenzierung hamatopoetischer Zellen beteiligt (Salazar et al.
2016; Di Chen et al. 2004; Rosen 2009; Wu et al. 2016; Kishigami und Mishina 2005; Wang
et al. 2014a; Blank et al. 2012; Wang und Nakayama 2009).
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Sie sind ein wichtiger Faktor flr die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Homobostase von

adulten Geweben.

Studien, die sich mit Knockout-Modellen an Mausen befassten, verdeutlichten die
wesentlichen Funktionen der BMPs. Sie zeigten, dass das Ausschalten der kodierenden BMP-
Gene zu einer erhdhten embryonalen Letalitdt und zur Entwicklung von ausgepragten
Defekten flhrt (Zhao 2003; Wang et al. 2014a; Deng et al. 2018).

Die BMPs und die mit ihnen verbundenen Signalwege werden durch zwei BMP-Rezeptoren,
BMPR1 und BMPR2, gesteuert und reguliert (Miyazono et al. 2010; Koenig et al. 1994; Deng
et al. 2018; Nohe et al. 2002).

Wenn das dynamische Gleichgewicht dieser BMP-Signalwege sich verandert, flhrt dies zu
pathologischen Prozessen wie Deformationen des Skeletts und Stérungen des

Knochenstoffwechsels.

Reguliert werden die BMP-Signalwege und die Aktivitdt der BMPs durch spezifische

Inhibitoren.

Auf extrazelluladrer Ebene sind dies Proteine wie Noggin und Chordin (Chien et al. 2020; Xie
et al. 2016; Zehentner et al. 2002; Nifuji und Noda 1999; Larrain et al. 2000; Deng et al. 2018).
Auf intrazelluldrer Ebene wird die Aktivitdt der BMPs durch inhibitorische SMADs Proteine
reguliert (Thielen et al. 2019; Kaiser et al. 2004; Li et al. 2006; Song et al. 2009; Kroon et al.
2017).

Fur das Knorpel Tissue Engineering und die Knorpelregeneration kénnte das Protein BMP2

ein vielversprechender Wachstumsfaktor sein.

So konnten Studien zeigen, dass BMP2 sowohl die Knochen- als auch Knorpelregeneration in
vitro als auch in vivo fordern kann (Majumdar et al. 2001; Thielen et al. 2019; Kovermann et
al. 2019; Park et al. 2005; Rosen 2009; Gautschi et al. 2007; Lykissas und Gkiatas 2017).

Injektionen des Wachstumsfaktors BMP2 in die Kniegelenke von Mausen fihrten z.B. zu einer

gesteigerten Synthese von Proteoglykanen (van Beuningen et al. 1998).

Eine Studie von Schmal et al. kam zu dem Ergebnis, dass die gemessene Konzentration von
BMP2 in Gelenkflissigkeiten von degenerativen Gelenken ein wichtiger Indikator bei der

chirurgisch induzierten Knorpelreparatur und -regeneration ist (Schmal et al. 2010).
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In vitro-Studien mit mesenchymalen Stammzellen zeigten, dass durch Zugabe des
Wachstumsfaktors BMP2 chondrozytenspezifische Gene exprimiert werden (Zhou et al. 2016;
Kovermann et al. 2019; Park et al. 2005; Mehlhorn et al. 2007).

Durch die exogene Zugabe des Wachstumsfaktors BMP2 zu humanen Knorpelzellen konnte

die Expression von Kollagen Il stimuliert werden (Grunder et al. 2004).

Der Wachstumsfaktor BMP2 fordert die Knorpelzellen in Ihrer Entwicklung und Expansion und

kdnnte dadurch ein unterstitzender Faktor fur die autologe Chondrozytentransplantation sein.

Weitere Studien zum Wachstumsfaktor BMP2 konnten ein hohes chondrogenes Potential bei
der Verwendung von mesenchymalen Stammzellen beobachten und beschreiben (Zhou et al.
2016; Legendre et al. 2017; Shintani et al. 2013; Majumdar et al. 2001; Park et al. 2005; Park
et al. 2019; Toh et al. 2005; Shintani & Hunziker 2007; Chen et al. 2016).

Bei der kombinierten Verwendung von BMP2 und TGF- konnte ein synergistischer Effekt
hinsichtlich der Expression von chondrozytenspezifischen Genen beobachtet werden (Shen
et al. 2009; Kovermann et al. 2019; Legendre et al. 2017; Shintani et al. 2013).

Darlber hinaus flhrt die Kombination der beiden Wachstumsfaktoren zu einem hdheren
chondrogenen Differenzierungspotential bei gleichzeitig verminderter Tendenz zur

Entwicklung einer Hypertrophie.

Deshalb konnte die kombinierte Verwendung von BMP2 und TGF-(3 ein effektiver Ansatz fur
das Knorpel Tissue Engineering sein (Shintani & Hunziker 2011; Toh et al. 2005; Mehlhorn et
al. 2007; Shintani et al. 2013).

Auch in Verbindung mit Stammzellen scheint die Verwendung von BMPs, insbesondere von
BMP2, eine erfolgversprechende Behandlungsstrategie fir zukiinftige Knorpelreparaturen und

das Knorpel Tissue Engineering zu sein.

1.2.3.6 Dexamethason

Glukokortikoide zahlen zu den Kortikosteroiden, welche in der Nebennierenrinde als
Steroidhormone gebildet werden (Becker 2013; Aktories et al. 2005).

Glukokortikosteroide haben eine Vielzahl physiologischer Wirkungen, die fir das Leben
unerlasslich sind (Becker 2013; Lu et al. 2011).

Ilhre klinische Anwendung beruht weitgehend auf ihren entzindungshemmenden und
immunsuppressiven Eigenschaften (Coutinho und Chapman 2011; Ronchetti et al. 2018; van
der Velden 1998).
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Die pharmakologischen Anwendungen der Glukokortikoide sind vielfaltig (Shaikh et al. 2012).

Dexamethason ist ein sogenanntes kunstliches Glukokortikoid. Die Wirkungsstarke ist rund

25-mal starker als die des korpereigenen Kortisols (Marischler 2014; Shaikh et al. 2012).

Aus diesem Grund wird Dexamethason bei vielen klinischen Indikationen eingesetzt, unter
anderem bei Autoimmunerkrankungen, entziindlichen Prozessen und Osteoarthritis (Kroot et
al. 2006; Lashina et al. 2000; Coutinho & Chapman 2011; Zhang et al. 2016).

1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Synoviale Stammzellen stellen eine vielversprechende Zellpopulation fir das stammzell-
basierte Knorpel Tissue Engineering dar. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Stammzellen
der synovialen Membran daraufhin zu untersuchen, wie sie sich in vitro unter dem Einfluss
verschiedener Wachstumsfaktoren und dem Einfluss von Dexamethason chondrogen

differenzieren kbnnen.

Ublicherweise bendtigen mesenchymale Stammzellen anderen Ursprungs wie unter anderem
dem Knochenmark in vitro Dexamethason fur die chondrogene Differenzierung. Das
Glukokortikoid Dexamethason ist in allen Protokollen, unabhangig davon, ob es um die

adipogene, die osteogene oder die chondrogene Differenzierungslinie geht, aufgefihrt.

Dabei wird Ubersehen, dass Zellen unterschiedlicher Herkunft individuell auf die jeweiligen

Komponenten der Differenzierungsprotokolle reagieren kénnten.

Aufgrund des epigenetischen Gedachtnis mesenchymaler Stammzellen und der daraus
resultierenden unterschiedlichen Zellantwort auf Umweltbedingungen liegt es nahe, dass je
nach Ursprungsgewebe ein anderes Differenzierungsmedium erforderlich sein kdnnte (Pizzute
et al. 2015; Collins et al. 2014).

In diesem Zusammenhang ist es interessant zu untersuchen, ob synoviale Stammzellen des

Kniegelenkes ebenfalls Dexamethason flir die chondrogene Differenzierung bendtigen.

Zwei weitere Komponenten dieses Differenzierungsmediums stellen unter anderem der
Wachstumsfaktor TGF-f und BMP2 dar. Dartber hinaus wird in der vorliegenden Arbeit
untersucht, inwieweit die Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-( alleine oder in Kombination
die chondrogene Differenzierung von SDSCs in vitro férdern kénnen und welchen Einfluss

Dexamethason auf die jeweiligen Wachstumsfaktoren alleine und in Kombination hat.
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Folgende spezifische Fragestellungen werden hierzu untersucht:

1) Wie reagieren humane synoviale Stammzellen auf unterschiedliche Konzentrationen
der Wachstumsfaktoren bone morphogenetic protein 2 und
transforming growth factor-8 alleine und in Kombination?

2) Wie beeinflusst das Glukokortikoid Dexamethason humane synoviale Stammzellen

wahrend der chondrogenen Differenzierung?
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2 Material und Methoden

21 Grundkonzept des Projektes

Humane synoviale Stammzellen wurden aus der Synovialmembran aus Kniegelenken isoliert,
in  Zellkulturflaschen kultiviert und vermehrt. AnschlieBend fand eine 21 tagige
Zelldifferenzierung mit den Zellpellets dieser synovialen Stammzellen statt. Die beiden
Wachstumsfaktoren TGF-1 und BMP2 wurden alleine und in Kombination verwendet. Die
Funktion und Aufgabe von Dexamethason wahrend dieser Zelldifferenzierung wurden dabei
naher untersucht. Nach 21 Tagen erfolgten die histologischen, makroskopischen,
biochemischen und molekularbiologischen Analysen. Mit Hilfe dieses Projektes kdnnen
vielleicht Rilckschlisse auf mogliche Therapieansatze gezogen werden, die in weiterer

Zukunft in der Klinik verwirklicht und umgesetzt werden kdnnten.

2.2 Isolierung synovialer Stammzellen

Die chondrogene Differenzierung wurde an isolierten humanen Stammzellen aus der
Synovialmembran des Kniegelenkes induziert (n = 4: mannlich, 42 Jahre, mannlich, 41 Jahre,
mannlich, 19 Jahre, mannlich, 54 Jahre; erhalten mit vollstandiger Zustimmung der
Ethikkommission der Universitat Freiburg im Rahmen des Projekts ,Gewebebank fir
Forschung im Bereich Tissue Engineering (GTE-2002) und der Biobank ,Osteo“ (AN-EK-
FRBRG-135/14)). Die Proben wurden in einer 1: 3 Betaisodona / phosphat-gepufferten
Salzlésung (PBS) und in Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medium mit 4,5 g /| Glucose (DMEM-
HG; Gibco, Thermo Fisher, Zirich, Schweiz) gewaschen und dann in einer CollP-Ldsung
(1%Kollagenase) bei 37 ° C fir 4 h inkubiert. Nach der Gewebeverdauung wurden die
Suspensionszellen 5 Minuten bei 500 x g zentrifugiert, gesammelt und zur Expansion mit
DMEM-HG in T-Flaschen geflgt.

hSDSCs wurden mit einer Dichte von 3000 Zellen / cm? in DMEM-HG ausgesat, das 10%
MSC-qualifiziertes fétales Rinderserum (FBS) (Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland), 100 E
/ ml Penicillin und 100 ug / ml Streptomycin (Gibco, Thermo Fisher, Zirich, Schweiz) und 5 ng
/ ml rekombinanter menschlicher basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF, Fitzgerald
Industries International, Acton, MA, USA) enthielt. Die Zellen wurden bei 37 ° C in einer
Atmosphare mit 5% CO 2 und 85% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde jeden 2. Tag
bis zu einer Konfluenz von 70% gewechselt. Ab einer Zelldichte von 70 % wurden die Zellen

trypsiniert und gezahlt fur die weitere 21-tagige Zelldifferenzierung.

23



Abbildung 1:

tumsmedium (Tag 1, 2, 3 und 6).

Tag 1

Tag 2

Tag 3

Tag 6

Zellwachstum der synovialen Stammzellen im serumhaltigen chondrogenen Wachs-
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2.3 Chondrogene Differenzierung

Die chondrogene Differenzierung der synovialen Stammzellen wurde mit einer 3D-

Zellpelletkultur durchgefihrt. Dabei wurden Zellpassagen von 2 bis 3 genommen.

Eine quantitative Zellzahl von 2x10° synovialen Stammzellen befanden sich als Zellpellet in
einer V-Boden 96-fach-Platte (Costar #3894). Nach finf Minuten Zentrifugation bei 500g
waren die Zellen als Sediment an den Boden angelagert und konnten als 3D-Organisation
gewonnen werden. Um eine chondrogene Differenzierung zu einem knorpelartigen Phanotyp
zu gewabhrleisten, wurde ein Nahrmedium fir eine chondrogene Differenzierung verwendet.
Dabei orientierte sich das Protokoll an Johnstone et al. Das Nahrmedium enthielt Dulbecco’s
modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM, Life Technologies USA), 1% nicht essentielle
Aminosauren (ThermoFisher), 1% ITS+( Corning), 100nm Dexamethason (Fitzgerald), 5 pg/mi
Ascorbic acid-2 phosphate und 10ng/ml TGF-B1 (Fitzgerald).

Ein Teil der generierten Gruppen enthielt 1Tng/ml TGF-B1 alleine oder in Kombination mit dem
Wachstumsfaktor BMP2 in einer Konzentration von 1,5 oder 10ng/ml. Einige Gruppen von
Zellen wurden nur mit dem BMP2-Wachstumsfaktor in den Konzentrationen 1,5 und 10 ng/ml
versetzt. Die untersuchten Gruppen wurden entweder in Abwesenheit oder in Anwesenheit
von Dexamethason kultiviert. Jeden zweiten Tag wurden die unterschiedlichen Medien fir die
Zellkulturen erneuert bis zum Tag 21, an dem alle Zellpellets gesammelt wurden, um

weiterflihrende Analysen vorzunehmen.
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Abbildung 2: Zusammensetzung der einzelnen Medien ohne Dexamethason

Gruppe 1 Gruppe 5
Chondrogenic | .. Chondrogenic | ..
medium 10 ml medium 10 ml
Medium DMEM high glucose [9700ul Medium DMEM high glucose 9599ul
Non essential AA 1% Non essential AA 1%
(11140-35) ° 100ul (11140-35) 100ul
ITS+ 1% 100 ul
ITS+ 1% 100 ul
— d Pen/Strep 1% 100 ul
Pen/Strep 1% 100 ul Dex (COnC) 100nM
Ascorbic acid 50 pg/ml
Gruppe 2 (conc) 100 ul
Chondrogenic or BMP2 (10 ug/ml) 1 ng/ml 1 ul
medium 10 ml
Medium | DMEMhigh glucose [9598ul Gruppe 6_
Non essential AA 1 Chondr?genlc cf
(11140-35) ° 100ul medllum : 10 ml
TS+ 1% 100 ul Medlum DMEM high glucose [9595ul
- Non essential AA 1%
Pen/Strep 1% 100 ul (11140-35) o 100ul
Dex (conc) 100nM ITS+ 1% 100 ul
TGF B1 (conc) 1 ng/ml 1ul Pen/Strep 1% 100 ul
Ascorbic acid 50 ua/ml Dex (conc) 100nM
(conc) Hg/m 100 ul Ascorbic acid 50 ug/mi
BMP2 (10 ug/ml) 1 ng/ml 1ul (conc) 100 ul
BMP2 (10 ug/ml) 5 ng/ml 5ul
Gruppe 3 Gruppe 7
Chondrogenic cf Chondrogenic
medium 10 ml medium cf 10 ml
Medium DMEM high glucose |9594ul Medium DMEM high glucose [9590ul
Non essential AA 1% Non essential AA 19
(11140-35) 100ul (11140-35) ° 100ul
ITS+ 1% 100 ul ITS+ 1% 100 ul
Pen/Strep 1% 100 ul Pen/Strep 1% 100 ul
Dex (conc) 100nM Dex (conc) 100nM
Ascorbic acid 50 ug/ml
TGF B1 (conc) 1 ng/ml 1ul (conc) Hg 100 ul
Ascorbic acid
BMP2 (10 ug/ml 10 ng/ml 10 ul
(conc) 50 pg/ml 100 ul ( g/ml) 9
BMP2 (10 ug/ml) 5 ng/ml 5ul
Gruppe 8
Gruppe 4 Chondrogenic cf
Chondrogenic cf med.ium - 10 ml
medium 10 ml Medmm DMEM high glucose [9599ul
Medium DMEM high glucose |9589ul NO”ﬁji“(‘;”gg'AA 1% ro0u
Non essential AA 1% ( |Ts+- . 1% 100u |
(11140-35) ° 100ul o u
e Y 100 ul Pen/Strep 1% 100 ul
2 u Dex (conc) 100nM
Pen/Strep 1% 100 ul Ascorbic acid 50 ua/ml
Dex (conc) 100nM (conc) Hg 100 ul
TGF B1 (conc) 1 ng/ml 1ul TGF B1 (conc) 1 ng/ml 1ul
Ascorbic acid 50 ug/ml
(conc) H9 100 ul Gruppe 9
BMP2 (10 ug/ml) 10 ng/ml 10 ul Chondrogenic | ..
medium 10 ml
Medium DMEM high glucose [9590ul
Non essential AA 1%
(11140-35) 0 100ul
ITS+ 1% 100 ul
Pen/Strep 1% 100 ul
Dex (conc) 100nM
Ascorbic acid
(conc) 50 pg/m! 100 ul
TGF B1 (conc) 10 ng/ml 10 ul
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Abbildung 3: Zusammensetzung der einzelnen Medien mit Dexamethason

Gruppe 1 Gruppe 5
Chondrogenic | . Chondrogenic | .
medium 10 ml medium 10 ml
Medium DMEM high glucose |9690ul Medium DMEM high glucose |9589ul
Non essential AA 1% Non essential AA 1%
(11140-35) ° 100ul (11140-35) 100ul
s+ 1% 100 ul TS+ 1% 100 ul
Pen/Strep 1% 100 ul
0,
Pen/Strep 1% 100ul Dex (conc) 100nM 10 ul
Dex (conc) 100nM 10 ul Ascorbic acid 50 ua/m
(conc) H9 100 ul
Gruppe 2 BMP2 (10 ug/ml) 1 ng/ml 1 ul
Chondrogenic of
medium 10 ml Gruppe 6
Medium DMEM high glucose |9588ul Chondrogenic cf
Non essential AA 19 medium 10 ml
(11140-35) ° 100ul Medium DMEM high glucose |9585ul
TS+ 1% 100 ul Non essential AA 1%
11140-35) ° 100ul
Pen/Stre 1% 100 ul (
S P 1oo°|v| - TS+ 1% 100 ul
ex (conc) n 10ul Pen/Strep 1% 100 ul
|G (eone) | g T [ Dex(cono) T00M __[10u
Ascorbic acid Ascorbic acid
50 pg/ml
(conc) ¢ 100 ul (conc) 50 pg/mi 100 ul
BMP2 (10 ug/ml 5 ng/ml 5 ul
BMP2 (10 ug/ml) 1 ng/ml 1l (10 ug/ml) ng/m u
Gruppe 7
Gruppe 3 Chondrogenic
- ) Cf
Chondrogenic of medium 10 ml
medium 10 ml Medium DMEM high glucose [9580ul
Medium DMEM high glucose |9584ul Non essential AA 1%
0
Non essential AA 1% (11140-35) 100ul
(11140-35) ° 100ul ITS+ 1% 100 ul
TS+ 1% 100 ul Pen/Strep 1% 100 ul
Pen/Strep 1% 100 ul Dex (conc) 100nM 10 ul
Ascorbic acid
Dex (conc) 100nM 10 ul (conc) 50 pg/ml 100 ul
|G B (eone) | ngmi [T w2 (o vgmi | fongiml__[10ul
Ascorbic acid 50 ua/ml
(conc) H9 100 ul
BMP2 (10 ug/ml) 5 ng/ml 5l Gruppe 8
Chondrogenic cf
medium 10 ml
Gruppe 4 Medium DMEM high glucose |9589ul
Chondrogenic | .. Non essential AA
. 1%
medium 10ml (11140-35) 100ul
Medium DMEM high glucose [9579ul ITS+ 1% 100 ul
Non essential AA 1% Pen/Strep 1% 100 ul
(11140-35) 100ul Dex (conc) 100nM 10 ul
TS+ 1% 100 ul Ascorbic acid
50 pg/ml
Pen/Strep 1% 100 ul (conc) 100 ul
Dex (conc) 100nM 10 ul
Gri 9
Ascorbic acid 50 ua/ml ch l;ppe -
(conc) Mg 100 ul on r?genlc cf
medium 10 ml
BMP2 (10 ug/ml) 10 ng/ml 10ul Medium DMEM high glucose [9580ul
Non essential AA
1%
(11140-35) 100ul
ITS+ 1% 100 ul
Pen/Strep 1% 100 ul
Dex (conc) 100nM 10 ul
Ascorbic acid
(conc) 50 pg/mi 100 ul
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2.4 Analysen
2.41 AQuantitative Polymerasekettenreaktions (PCR)-Analyse in Echtzeit

Die Gesamt-RNA wurde am Tag 0 und nach 21 Tagen der chondrogenen Differenzierung
unter Verwendung von TRI Reagent®-Lésung (Molecular Research Center Inc., Cincinnati,
OH, USA) gemafl dem Protokoll des Herstellers aus hSDSCs isoliert. Die Menge und Qualitat
der RNA wurde mit dem NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher, Zirich, Schweiz)
gemessen. Fir die reverse Transkription (RT) von 1 ug Gesamt-RNA wurde das TagMan
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) verwendet. Die RT-Reaktion
wurde fur 10 min bei 25° C durchgefihrt, anschlief3end fir 30 min bei 42° C. Gestoppt wurde
die Reaktion durch 5minutiges Erhitzen auf 85° C. Die Reaktionen zur relativen Genexpression
(quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR)) wurden in 10 pL Reaktionsmischungen
durchgefuhrt, die TagMan Universal Master Mix (Thermo Fisher, Zirich, Schweiz), den
geeigneten Satz von Primern und Sonden, DEPC-H20 und cDNA-Matrize enthielten. Das
Reaktionsprogramm war wie folgt aufgebaut: 50° C fir 2 min, 95° C fur 10 min und 40 Zyklen
von 95° C flr je 15 s, gefolgt von einem Annealing/Extension (Tempern / Dehnen) -Schritt bei
60° C fur 1 min. Alle gPCR-Laufe wurden mit dem StepOne Studio-Echtzeit-PCR-System
(Thermo Fisher, Zirich, Schweiz) durchgefihrt. Technische Triplikate wurden fur jeden Zyklus

und flr die verschiedenen Spender (biologische Replikate) verwendet.

Die relative Expression der Gene COL2, COL10, ACAN, RUNX2, SOX9, SP7 (Osterix),
MMP13 und PPARG wahrend der chondrogenen Differenzierung wurden unter Verwendung
der 2 (-AACt) -Methode mit dem ribosomalen Protein PO (RPLPO) als Referenzgen bestimmt,

und die Tag-0-Probe (vor der chondrogenen Differenzierung) wurde als Kalibrator benutzt.

Primer- und Sondensequenzen sind in Tabelle 1 aufgeflihrt, wahrend die Katalognummern
von Assays-on-Demand (Applied Biosystems, Foster City, USA) in Tabelle 2 dargestellt

werden.
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Tabelle 1:

Name of Gene

Primer Forward

Ubersicht tiber die Gensequenzen der untersuchten Marker

Primer Reverse

Probe

hRPLPO TGG GCA AGA ACA CGG ATATGA GGC AGG GCA CCT GGA AAA
CCATGA TG AGC AGT TTC CAA CCC AGC

Col2 GGC AAT AGC AGG GAT AAC AGT CTT CCT GAA GGA TGG CTG
TTC ACG TACA GCC CCACTT ACC CAC GAAACATAC

Runx2 AGC AAG GTT CAA TTT GTG AAG ACG TGA AAC TCT TGC CTC
CGA TCT GAG AT GTT ATG GTC AA GTC CACTCC G

Col10 ACG CTG AAC GAT TGC TATACCTTT ACT ACC CAA CAC CAA
ACC AAATG ACT CTT TAT GGT GAC ACA GTT CTT CAT

GTA TCC

MMP13 CGG CCACTCCTT TTT TGC CGG TGT CTC CAA GGA CCC TGG
AGG TCT TG AGG TGT AGA TAG AGC ACT CAT GT

Col1 CCC TGG AAA GAA ACT GAA ACC TCT CGG GCA ATC CTC GAG
TGG AGATGAT GTG TCCCTT CA CAC CCT

Tabelle 2: Primers on demand

Name of Gene

Catalogue number

Sox9 Hs00165814 _m1
ACAN Hs01050178_m1
Osterix (SP7) Hs00541729_m1
PPAR-y HS00234592_m1

2.4.2 Histologische Farbungsanalyse

Nach 21 Tagen in verschiedenen Kulturmedien wurden die Proben geerntet und in 70%
Methanol fixiert. Einen Tag vor dem Schneiden wurde die Methanolldsung durch 5%ige
Saccharose ersetzt, und die Proben wurden in Kryoschnitte mit einer konstanten Dicke von
10 ym zerlegt (Microm HM560).

2.4.3 Makroskopische Bewertung

Eine morphologische Analyse wurde an ungeschnittenen Pellets durchgefiihrt, um die
moglichen Form- und GréRenunterschiede zwischen den Gruppen zu beobachten. Die Pellets
wurden auf einer Glasseite gesammelt und mit 100 pl 70%igem Methanol bedeckt. Mit einem
2,5-fach Objektiv auf einem Zeiss AxioPlan-Mikroskop (Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland) wurden die Pellets fotografiert. Radiusmessungen wurden mit Axiocam-

Software (Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen, Deutschland) durchgefiihrt.
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2.4.4 Safranin-O / Fast Green-Farbung

Die Safranin-O-Farbung wurde an den Proben am Tag 21 durchgefiihrt. Die Objekttrager
werden in dH20 gewaschen, um die Kryoverbindung zu entfernen, dann mit Weigerts
Haematoxylin-Lésung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 Minuten lang gefarbt und in
Leitungswasser fir 10 min gewaschen. Die Objekttrager wurden anschlielsiend 6 min mit Fast
Green (Fluka #51275) und 15 min mit Safranin-O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gefarbt,
gefolgt von einem Waschen mit dH20O. Nach Dehydratisierung mit steigenden
Ethanolkonzentrationen wurden die Proben in Xylol Gberflihrt und mit Eukitt-Eindeckmedium
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) abgedeckt.

2.4.5 Von Kossa-Farbung

Die Von-Kossa-Farbung fur Calcium- und Mineralablagerung wurde an Pellets am Tag 21
durchgefuhrt. Die Objekttrager wurden in dH20O gewaschen, um die Kryoverbindung zu
entfernen, und dann 30 Minuten in einer 5%igen Silbernitratldsung (Fluka # 85230) in direktem
Sonnenlicht inkubiert. Nach dem Spulen in dH20 wurden die Objekttrager mit einer 5%igen
Natriumthiosulfatiésung (Fluka # 72050) fixiert, erneut in dH20 gespuilt und zur Gegenfarbung
in eine kernrote Lésung (Fluka # 60700) Uberfuhrt. Nach Dehydratisierung mit steigenden
Ethanolkonzentrationen wurden die Proben in Xylol Uberfihrt und dann mit Eukitt-
Eindeckmedium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) abgedeckt.

2.4.6 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie fur Kollagen 2 (CIICI) wurde unter Verwendung eines monoklonalen
Antikérpers durchgefihrt, der von der lowa University zur Verfigung gestellt wurde. Nach
einem anfanglichen Waschen in dH20 zur Entfernung des Kryocompounds wurden die
Objekttrager 30 Minuten in Methanol transferiert, unspezifische Bindungsstellen wurden mit
Pferdeserum (Vector Laboratories # S-2000; Verdinnung 1:20) fir eine Stunde blockiert.
Primarantikorper Maus-Anti-Kollagen 2 (CIICI) (DSHB, lowa, USA) wurden 30 Minuten lang
zugegeben (Verdinnung 1: 6), gefolgt von einer Inkubation in biotinyliertem Anti-Maus-IgG
(H + L)-Sekundarantikorper (Vector Laboratories # BA- 2001; Verdinnung 1: 200) und einer
zweiten Inkubation in Vectastain Elite ABC Kit (Vector Laboratories # PK-6100). ImmPACT
DAB-L6sung (Vector Laboratories # SK-4105) wurde 4 Minuten lang als Substrat fir
Peroxidase zugegeben. Die Gegenfarbung wurde unter Verwendung von Mayers
Haematoxylin (Fluka # 51275) fur 20 Sekunden durchgefihrt. Nach der Dehydratisierung mit
steigenden Ethanolkonzentrationen wurden die Proben in Xylol Gberfuhrt und dann mit Eukitt-
Eindeckmedium (Sigma-Aldrich) abgedeckt. Das AxioPlan-Mikroskop Zeiss wurde mit

10facher und 40facher VergroRRerung verwendet.
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2.4.7 Immunfluoreszenz

Nach einem anfanglichen Waschen in dH20 zur Entfernung der Kryoverbindung wurden die
Objekttrager fir 20 Minuten in Methanol Uberflhrt. Die nicht spezifischen Bindungsstellen
wurden mit 10% FBS und PBS / Tween 20 Minuten lang blockiert. Primarantikdrper Anti-Typ-
lI-Kollagen (CIICI, siehe Bestatigungsabschnitt) in einer Konzentration 5 ug/ml wurde 1 h bei
Raumtemperatur zugegeben. Die Objekttrager wurden mit PBS gewaschen, dann wurde der
sekundare Antikérper 1 Stunde lang bei 37° C zugegeben (Alexa Fluor 488 1gG 1: 800). Nach
dem Waschen mit PBS wurden die Kerne mit 2 (4-Amidinophenyl) -1H-indol-6-carboxamidin
(DAPI) 2,5 pg/ ml gegengefarbt und dann mit Eukit-Eindeckmedium (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) abgedeckt.

2.4.8 Glycosaminoglycan (GAG) / DNA-Messung

Die Pelletproben wurden nach 21 Tagen mit 0,5 mg / ml Proteinase-K (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) Uber Nacht bei 56° C verdaut, gefolgt von 10-minutiger Deaktivierung bei
95° C. Der DNA-Gehalt wurde mit Hoechst 33, 258 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) unter
Verwendung eines Mikroplattenlesegerats (Victor3 Micro Plate Reader, Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) mit einer Anregung bei 360 nm und einer Emission bei 465 nm gemessen
in Anlehnung an verdffentlichte Methodik (Labarca und Paigen 1980). Die Menge an
Glycosaminoglycan (GAG) in den GerlUsten und im Medium wurde mit der Dimethyl-
methylenblau-Farbmethode bestimmt (FARNDALE et al. 1986).

2.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung der GraphPad Prism 7.03-Software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Es wurde eine nichtparametrische bidirektionale
Varianzanalyse (ANOVA) in Verbindung mit dem mehrfachen Vergleichstest von Tukey
angewendet. p <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Eine Zwei-Wege-ANOVA
wurde verwendet, um die Verteilung und die Homogenitatsvarianz in den Gruppen zu
bewerten; Der Mehrfachvergleich des Tukey wurde verwendet, um die Mittelwerte der

verschiedenen Gruppen zu bewerten.
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3 Ergebnisse

3.1 Quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR)

Um die Rolle der Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-B1 alleine und in Kombination wahrend
der chondrogenen Differenzierung synovialer Stammzellen ndher zu bestimmen und zu
verstehen, wurden die Zellpellets, welche einer 21 tagigen Differenzierung ausgesetzt waren,
mit Hilfe der quantitativen Real Time PCR (qPCR) auf bestimmte Gene untersucht. Zum einen
wurden die sogenannten chondrogenen Marker-Gene, welche bei einer positiven
chondrogenen Differenzierung vermehrt exprimiert werden, untersucht. Auf der anderen Seite
wurden die sogenannten ,hypertrophen“ Marker bzw. osteogenen Marker néher betrachtet.
Diese wurden bei einer Differenzierung, die Uber den stabilen Chondrozyten-Phanotyp hinaus

geht, vermehrt exprimiert.

3.1.1 Einfluss von TGF-31 und BMP2 auf die chondrogenen Differenzierungs-marker

Aggrekan und Kollagen 2

Der mRNA-Gehalt der Zellen an den beiden Markern Aggrekan (Aggrecan) und Kollagen 2
(Col2), welche mit einer chondrogenen Differenzierung assoziert sind, erhéhte sich in allen mit
Wachstumsfaktoren kultivierten Zellen, unabhangig von der Anwesenheit des Glukokortikoids
Dexamethason. Die Genexpression von Aggrekan war in allen Gruppen héher, wenn die
Zellen nicht Dexamethason ausgesetzt waren. Bei Kombination von 1ng TGF- (1ng/ml) mit
steigenden Konzentrationen von BMP2 (1,5,10 ng/ml) erhdhte sich die Aggrekan-mRNA-
Expression gegenlber jenen Gruppen mit keinem oder nur einem der beiden
Wachstumsfaktoren, unabhangig von der Anwesenheit von Dexamethason. Die hochste
mMRNA-Genexpression von Aggrekan wurde bei der Kombination von 1ng TGF- und 10ng
BMP2 ohne Dexamethason festgestellt. Die Genexpression war unter dieser Kombination

gegenlber den Zellen, die nur mit 10ng TGF-B kultiviert waren, signifikant erhoht.

Bei alleiniger Verwendung des Wachstumsfaktors TGF-f3 in der Konzentration von 1 und 10ng
konnte eine Erhdhung der mRNA-Genexpression von Kollagen 2 beobachtet werden,

unabhangig von der An-oder Abwesenheit von Dexamethason.

In jenen Zellen, die nur mit dem Wachstumsfaktor BMP2 kultiviert wurden, stieg die Kollagen2-
mMRNA-Expression erst bei hoheren Konzentrationen ab 5ng BMP2 an, vorausgesetzt,

Dexamethason befand sich nicht im Zelldifferenzierungsmedium.

Unter der Kombination von 1ng TGF-B und steigender Konzentration von BMP2 (1,5,10ng)

zeigte sich, wie auch schon fir das Gen Aggrekan, ein synergistischer Effekt hinsichtlich des
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mMRNA-Gehaltes von Kollagen 2 in den Zellen. In allen drei Konzentrationen konnte ein
Unterschied, ab 5ng BMP2 sogar ein signifikanter Unterschied, zwischen dexamethason-

freiem und dexamethasonhaltigem Medium beobachtet werden.

Folglich induzieren TGF- und BMP2 alleine und in Kombination eine chondrogene Differen-

zierung synovialer Stammzellen.

Abbildung 4: Einfluss der Wachstumsfaktoren TGF- und BMP2 auf die mRNA-Produktion der chon-
drogenen Marker Aggrekan und Kollagen 2 ohne und mit Zugabe von Dexamethason.

Aggrecan * + Dexamethasone
100005 o o~ e . = - Dexamethasone
L ] 1
> 1 '
| ] | ] 1
1000+ { .
[=]
o R i T {~
g 1004 ‘l‘ { . . .
v] . L]
Qo [ ]
£ . 1
o [ ] L ]
° 104
g .
s L ]
501 . *
Q 14
3 . .
£k
(]
0.1 }
L]
0.01-+— T T T T T T T T
2 v v 1 v v 2 X
&5 J J & 3 J g g
& & go‘b Qo‘* & & Qt\q <& K
Q\3)( N . L\ N
& & N
o < o
N N K
Col2 + + Dexamethasone
1075 . » - Dexamethasone

. b
S .
o 1 |

102+ ] EP

O o
[
——te
i ——

Fold change compared d0

e
l-.‘—{—-.

o v A L L o v R N
cf e‘xg e“g e"‘g e“s @“8 0"3 &C’Q 'ﬂé
¥ \(\g %«9 6(9 ,\{9 & & & ®
L\ N
& & &
A 4 O
O &
& R &

33



3.1.2 SOX9/RUNX2-Verhiltnis als MaR fiir das chondrogene Potential humaner

synovialer Stammzellen in vitro

Neben den beiden chondrogenen Markern Aggrekan und Kollagen 2 wurde die Expression
von zwei an der osteochondralen Differenzierung beteiligten Transkriptionsfaktoren
untersucht. Dabei handelt es sich um die Transkriptionsfaktoren SOX9 und RUNX2. Frihere
Studien haben gezeigt, dass das RUNX2/SOX9-Verhaltnis ein vielversprechender und friiher
Pradiktor fur das osteogene Potential von mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks
in vitro ist (Loebel et al. 2015).

Der Transkriptionsfaktor RUNX2 blieb von den verschiedenen Bedingungen weitgehend
unberthrt. Unabhangig von der An-oder Abwesenheit des Glukokortikoids Dexamethason im
Medium zeigten jene Zellen, die nur mit dem Wachstumsfaktor BMP2 in unterschiedlichen
Konzentrationen(1,5,10ng) kultiviert wurden, eine geringere Gen Expression von RUNX2 im
Vergleich zu den Zellen, die nur mit dem Wachstumsfaktor TGF-f (1,10ng) kultiviert wurden.
Bei Kombination des Wachstumsfaktors BMP2 mit 1ng TGF-B wurde sowohl unter An- als
auch Abwesenheit von Dexamethason eine Tendenz zum Absinken des mRNA-Spiegels fur
RUNX2 mit steigender Konzentration des BMP2 deutlich.

Abbildung 5: Einfluss der Wachstumsfaktoren TGF-f und BMP-2 auf die mRNA Produktion der
Marker SOX9 und RUNX2 ohne und mit Zugabe von Dexamethason
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3.1.3 Einfluss von TGF-§ auf die Kollagen 10-Genexpression

Die Genexpression von Kollagen 10 wurde durch die alleinige Anwendung des
Wachstumsfaktors TGF-B (1,10ng) erhdht. Interessanterweise stieg die Expression dieses
Gens in dexamethasonhaltigem Medium weiter an. Im Gegensatz dazu wurde bei der
alleinigen Anwendung des Wachstumsfaktors BMP2 in unterschiedlichen Konzentrationen
(1,5,10ng) sowohl unter Anwesenheit als auch unter Abwesenheit des Glukokortikoids

Dexamethason das Kollagen-10-mRNA-Level geringflgig erhéht.

Bei der Kombination des Wachstumsfaktors BMP2 in unterschiedlichen Konzentrationen
(1,5,10ng) mit 1ng TGF-B wurde der Einfluss des Glukokortikoids Dexamethason auf die

Genexpression von Kollagen 10 am offensichtlichsten.

Wurde eine geringe Konzentration von 1ng TGF-B mit 1ng und 5ng des Wachstumsfaktors
BMP2 kombiniert, zeigte sich bei dexamethasonfreiem Medium kein Anstieg der Kollagen-10-
Genexpression. Hingegen kam es bei Zugabe von Dexamethason in das
Differenzierungsmedium zu einem Anstieg der Kollagen-10-Genexpression in denselben

Gruppen.

Bei einer Konzentration von 10ng BMP2 in Kombination mit 1ng TGF-B erhdhte das
Glukokortikoid Dexamethason ebenfalls das mRNA-Level von Kollagen 10 gegenlber dem
dexamethasonfreien Medium. Darin zeigt sich der Einfluss von Dexamethason in Anwesenheit

von TGF-f auf das Hypertrophieverhalten der Zellen

Bei der Bestimmung Verhaltnisses von Kollagen 2 zu Kollagen 10 zur Ermittlung der Stabilitat
der chondrogenen Differenzierung konnte bei der alleinigen Verwendung von 10 ng TGF-
sowohl im dexamethasonfreien als auch im dexamethasonhaltigen Medium ein Anstieg dieses
Verhaltnisses beobachtet werden. Dagegen zeigte sich bei einer geringen Konzentration von
TGF-B (1ng) bei Abwesenheit des Glukokortikoids Dexamethason ein hdheres Verhaltnis von
Kollagen 2 zu Kollagen 10. Bei der alleinigen Anwendung des Wachstumsfaktors BMP2 in den
Konzentrationen 1 und 5ng ergab sich bei Abwesenheit von Dexamethason ein hoheres
Kollagen 2/Kollagen 10-Verhaltnis. Somit exprimierten diese Zellen bei héheren BMP2-
Konzentrationen mehr Kollagen 2 als Kollagen 10. Bei einer geringen Konzentration von 1ng
BMP2 konnte kein Einfluss von Dexamethason auf das Verhaltnis festgestellt werden.
Dieselbe Tendenz konnte in der Kombination von 1ng TGF-B mit unterschiedlichen
Konzentrationen von BMP2 (1,5,10ng) beobachtet werden. Mit steigender Konzentration des
Wachstumsfaktors BMP2 stieg das Kollagen 2 / Kollagen 10-Verhaltnis dosisabhangig an.
Dieser Anstieg war bei Abwesenheit von Dexamethason bei den héheren Konzentrationen von
BMP2 (5,10ng) signifikant erhéht.
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Abbildung 6:

COL2/10 ohne und mit Zugabe von Dexamethason.
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3.1.4 Einfluss von Dexamethason auf die Genexpression von MMP13 und von BMP2

auf die Genexpression von Kollagen 1

Ein weiteres Gen, welches fur die Beurteilung der Qualitat der chondrogenen Differenzierung
verwendet wird, ist Kollagen 1. Kollagen 1 ist eine wichtige fibrillare Komponente von
sogenanntem Faserknorpel. Anhand dieses Genes kann bestimmt werden, ob die
chondrogene Differenzierung mehr in Richtung hyaliner Knorpel oder Faserknorpel verlauft.
Dafur wurden das Kollagen 1 und das Kollagen 2 / Kollagen 1-Verhaltnis als Marker verwendet

und untersucht.

Die Expression von Kollagen 1 wurde durch den Wachstumsfaktor TGF-, unabhangig von
der An-oder Abwesenheit von Dexamethason und der Konzentration von 1 oder 10ng, gegen-
Uber der negativen Kontrollgruppe erhéht. Bei jenen Zellen, die nur den Wachstumsfaktor
BMP2 im Medium hatten, konnte interessanterweise eine Genexpression von Kollagen 1 nur
bei der Abwesenheit von Dexamethason festgestellt werden. Steigende Konzentrationen des
Wachstumsfaktors BMP2 (1,5,10ng) in Kombination mit 1ng TGF-f3 erhéhten die Kollagen 1-
Genexpression gegenuber der alleinigen Anwendung von BMP2, insbesondere bei Einsatz

von Dexamethason.

Das hochste Kollagen 2 / Kollagen 1-Verhaltnis wurde mit der Kombination des Wachstums-
faktors BMP2 (10ng) in Kombination mit 1ng TGF- ohne die Zugabe von Dexamethason
erzielt. Das Verhaltnis von Kollagen 2 zu Kollagen 1 war in dieser Gruppe sowohl gegenuber
der Gruppe mit Anwesenheit von Dexamethason als auch gegentiiber der Verwendung von
10ng TGF-B signifikant erhoht.

MMP13 (Matrix Metalloproteinase 13) ist ein Gen, welches ein Protein kodiert, das beim Abbau
von extrazellularen Matrixproteinen beteiligt ist. Zu diesen Proteinen gehéren unter anderem
Kollagen und Aggrekan. Unter dem Einfluss des Glukokortikoids Dexamethason wurde in allen
Gruppen die Expression von MMP13 gegeniiber den dexamethasonfreien Bedingungen
inhibiert. Dieser Unterschied zwischen der An- oder Abwesenheit von Dexamethason war am
starksten in den TGF-B-haltigen Gruppen ausgepragt. Folglich reguliert das Glukokortikoid
Dexamethason die Genexpression von MMP13, wahrend die Genexpression von Kollagen 1

nur durch den Wachstumsfaktor BMP2 beeinflusst wird.
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Abbildung 7: Einfluss der Wachstumsfaktoren TGF-f und BMP2 auf die mRNA-Produktion von
MMP13 und Col1 ohne und mit Zugabe von Dexamethason.
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3.1.5 Einfluss von Dexamethason auf die Genexpression von Osterix in Kombination
mit dem Wachstumsfaktor TGF-f3

Das Gen Osterix (SP7) ist ein Gen, welches flr die Differenzierung von Osteoblasten essentiell
ist. Um die Mdglichkeit einer osteochondralen Differenzierung wahrend der Zelldifferenzierung
abzuschéatzen, der den Charakter einer stabilen chondrogenen Differenzierung abschwécht,

wird dieses Gen als osteogener Marker untersucht und verwendet.

Unter der alleinigen Anwendung des Wachstumsfaktors TGF-8 konnte eine Zunahme von SP7
beobachtet werden. Die Genexpression stieg dabei insbesondere bei einer Konzentration von
10ng TGF-B unter Zugabe von Dexamethason an, wahrend im dexamethasonfreien Medium
oder bei der niedrigeren Konzentration von TGF-f (1ng), nur eine geringe Veranderung der
Konzentration dieses Markers beobachtet werden konnte. Interessanterweise zeigten
diejenigen Zellen, die nur dem Wachstumsfaktor BMP2 in unterschiedlichen Konzentrationen
ausgesetzt waren, nur einen geringen Anstieg der Genexpression von SP7, unabhangig von
der An- oder Abwesenheit von Dexamethason. Bei der Kombination von steigenden
Konzentrationen von BMP2 (1,5,10ng) mit 1ng TGF-B konnte jedoch eine dosisabhangige
Erhéhung der Genexpression von SP7 festgestellt werden. Diese dosisabhangige Erh6hung
war in den dexamethasonhaltigen Medien in allen Konzentrationen von BMP2 (1,5,10ng)
gegeniber den dexamethasonfreien Medien ausgepragter. Demzufolge scheint
Dexamethason unter diesen Bedingungen einen osteogenen oder hypertrophen Phanotyp zu

induzieren.

40



Abbildung 8: Einfluss der Wachstumsfaktoren TGF-f und BMP2 auf die mRNA-Produktion von
Osterix ohne und mit Zugabe von Dexamethason.
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3.1.6 Regulation des Gens PPRy durch TGF-

PPRy wird als Marker flir eine mdgliche adipogene Differenzierung synovialer Stammzellen
verwendet. Es ist ein Gen, das flr ein Mitglied der Peroxisom-Proliferator-Activated-Rezeptor
(PPAR)-Unterfamilie der Kernrezeptoren kodiert, und einer der Hauptregulatoren der
Adipozyten-Differenzierung. Die  Anwendung des Wachstumsfaktors BMP2 in
unterschiedlichen Konzentrationen (1,5,10ng) hatte keinen Einfluss auf die PPRy-
Genexpression, unabhangig von der Anwesenheit von Dexamethason im Medium. Bei
alleinigem Einsatz des Wachstumsfaktors TGF- konnte sowohl bei einer geringen (1ng) als
auch hoheren Konzentration (10ng) eine Verringerung der Genexpression von PPRy
beobachtet werden. Diese Erniedrigung war insbesondere bei Abwesenheit von
Dexamethason festzustellen. Auch bei Kombination von 1ng TGF-B mit steigender
Konzentration von BMP2 (1,5,10ng) verringerte sich das mRNA-Level von PPRYy, ebenfalls

starker ausgepragt in dexamethasonfreien Medien.

Abbildung 9: Einfluss der Wachstumsfaktoren TGF- und BMP2 auf die mRNA-Produktion von PPRy
ohne und mit Zugabe von Dexamethason.
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3.2 Biochemische Analyse
3.2.1 Einfluss von TGF- und BMP2 auf den zellularen Glykosaminoglykangehalt

Bei einer alleinigen Anwendung des Wachstumsfaktors BMP2 zeigte sich bei einer geringen
Konzentration von 1ng kein wesentlicher Anstieg der Glykosaminoglykan (GAG)-
Konzentration im Vergleich zur negativen Kontrollgruppe, in der keine Wachstumsfaktoren
anwesend waren. Erst bei hdheren Konzentrationen von 5ng und 10ng BMP2 kam es zu einer

deutlichen Zunahme des GAG-Gehaltes der Zellpellets.

Dieser Zunahme war jedoch nur erkennbar, wenn Dexamethason im Medium der 21 tagigen
Zelldifferenzierung nicht anwesend war. Befand sich das Glukokortikoid im Medium, konnte
kein Anstieg des GAG-Gehaltes, verglichen mit der negativen Kontrollgruppe, beobachtet

werden.

Wurde lediglich der Wachstumsfaktor TGF-B in einer geringen Konzentration von 1ng
verwendet, zeigte sich ein deutlicher Unterschied hinsichtlich der Anwesenheit von
Dexamethason. Wurde dem Medium zur Zelldifferenzierung kein Dexamethason zugeflgt,
konnte ein statistisch signifikanter Unterschied im GAG-Gehalt der Pellets beobachtet werden.
War dagegen kein Dexamethason anwesend, konnte selbst im Vergleich zur negativen

Kontrollgruppe kein markanter Unterschied im GAG-Gehalt beobachtet werden.

Bei Kombination der beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-f kam es zu einem
synergistischen Effekt auf den GAG-Gehalt der Zellpellets. Auch in dieser kombinierten
Anwendung der Wachstumsfaktoren ergab sich ein Unterschied bei der Zelldifferenzierung
hinsichtlich der Verwendung von Dexamethason. In allen Konzentrationen von BMP2 in
Kombination mit 1ng TGF-B war ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des zellularen
Glykosaminoglykangehalts ersichtlich. In allen Gruppen ohne das Glukokortikoid

Dexamethason war ein signifikanter Anstieg des GAG-Gehaltes zu beobachten.

Interessanterweise war dieser Unterschied des zelluldren Glykosaminoglykangehalts
statistisch gesehen am starksten ausgepragt bei der Gruppe, die lediglich eine geringe
Konzentration von BMP2 in Kombination mit 1ng TGF-f enthielt. Je héher die Konzentration
von BMP2 wurde, desto schwéacher war auch der statistische Unterschied im GAG-Gehalt in
Abhangigkeit von der An- bzw. Abwesenheit von Dexamethason. Dies bedeutet, dass TGF-f3
der hauptsachliche Wachstumsfaktor fiur die GAG-Synthese ist und auch am sensibelsten auf

die Anwesenheit von Dexamethason reagiert.
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Abbildung 10: Einfluss von TGF-f auf den zellularen Glykosaminoglykan-Gehalt.
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3.2.2 Einfluss von Dexamethason auf den DNA-Gehalt

Bei Zusatz von BMP2 als alleinigem Wachstumsfaktor beeinflusste Dexamethason den DNA-
Inhalt der Zellpellets insbesondere bei héheren BMP2-Konzentrationen. In jeder der Gruppen
mit den drei unterschiedlichen Konzentrationen von 1,5 und 10ng BMP2 war ein Unterschied
hinsichtlich der Zunahme des DNA-Gehaltes in den Zellpellets festzustellen. Je héher die

Konzentration von BMP2 ist, desto groRer scheint dieser Unterschied zu werden.

Ab einer Konzentration von 10ng BMP2 konnte ein sehr deutlicher und statistisch signifikanter
Unterschied im DNA-Gehalt zwischen jener Gruppe, die Dexamethason im Medium hatte und
der Gruppe ohne das Glukokortikoid ermittelt werden. Auch war zu beobachten, dass es bei
Weglassen von Dexamethason in allen drei unterschiedlichen Konzentrationsgruppen zu
keinem deutlichen Anstieg des DNA-Gehaltes der Zellen kam. Erst mit Zugabe von
Dexamethason konnte ein kontinuierlicher Anstieg mit zunehmender Konzentration von BMP2
beobachtet werden. Zwischen den Konzentrationen von 5 und 10ng BMP2 war dieser Anstieg

besonders deutlich.

Sowohl bei einer Konzentration von 1ng als auch von 10ng des Wachstumsfaktors TGF-§3 als
einzigem Wachstumsfaktor konnte ein Unterschied hinsichtlich der Anwendung von

Dexamethason in der Auswirkung auf die Zellproliferation beobachtet werden. So nahm die
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Zellzahl, also der DNA-Gehalt in den Pellets, zu, wenn Dexamethason im Differenzierungs-
medium enthalten war. Bei einer geringen Konzentration von nur 1ng TGF- war dieser
Unterschied schwach signifikant. Wurden die beiden Wachstumsfaktoren TGF-8 und BMP2
kombiniert verwendet, konnte ein kontinuierlicher Anstieg des DNA-Gehaltes in den Zellpellets
sowohl mit als auch ohne Zugabe von Dexamethason beobachtet werden. Dabei war der DNA-
Gehalt in allen Gruppen, die das Glukokortikoid Dexamethason im Differenzierungsmedium
enthielten, héher als in den Gruppen ohne Dexamethason. Dieser Unterschied war jedoch

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 11: Einfluss von Dexamethason auf den DNA-Gehalt.
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3.2.3 Einfluss von Dexamethason auf das Verhiltnis von Glykosaminoglykan und
DNA-Gehalt

Bei alleiniger Anwendung des Wachstumsfaktors BMP2 konnte in allen drei Gruppen mit den
unterschiedlichen Konzentrationen von 1,5 und 10ng ein statistisch signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Verwendung von Dexamethason im GAG/DNA-Verhaltnis beobachtet werden.
Ein Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander ergab sowohl mit als auch ohne
Dexamethason in allen Konzentrationen ungeféahr das gleiche Verhaltnis von GAG/DNA,

unabhangig davon, ob die BMP2-Konzentration von 1ng auf das 10fache gesteigert wurde.

Wurde als Wachstumsfaktor nur TGF-f im Differenzierungsmedium eingesetzt, konnte in

beiden Konzentrationen, sowohl in der niedrigen von 1ng TGF- als auch in der héheren von
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10ng TGF-B ein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die Verwendung des
Glukokortikoids Dexamethason im GAG/DNA-Verhaltnis festgestellt werden. Dabei schien der
Einfluss des Dexamethasons auf die niedrige Konzentration von TGF-3 grofder zu sein als auf
die hdhere Konzentration. Interessanterweise war auch das Verhaltnis GAG/DNA héher in der
Gruppe mit der niedrigen Konzentration dieses Wachstumsfaktors als in der Gruppe mit der

héheren Konzentration.

In allen drei Gruppen, in denen die beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-3 kombiniert
wurden, zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen, die
Dexamethason im Differenzierungsmedium enthalten hatten oder nicht. Dabei war in allen drei
Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied in jenen Gruppen zu beobachten, die kein
Dexamethason im Medium enthalten hatten. Dieser Unterschied wurde mit steigender
Konzentration von BMP2 kleiner. Ab einer Konzentration von 10ng BMP2 in Kombination mit
1ng TGF-B war kein statistisch signifikanter Unterschied mehr festzustellen. Enthielten die
Kombinationsgruppen Dexamethason, konnte zwischen den drei Gruppen kein
offensichtlicher Unterschied fir das GAG/DNA Verhaltnis beobachtet werden. Lediglich wenn
dieses nicht im Differenzierungsmedium verwendet wurde, wurde das GAG/DNA Verhaltnis

mit steigender Konzentration von BMP2 kleiner.

Abbildung 12: Einfluss von Dexamethason auf das Verhaltnis GAG/DNA.
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3.2.4 Einfluss der Kombination von BMP2 und TGF-f3 auf die Synthese von

Glykosaminoglykanen

In den verschiedenen Gruppen, die als Wachstumsfaktor lediglich BMP2 im Differenzie-
rungsmedium enthielten, war keinen nennenswerter Unterschied hinsichtlich des totalen GAG-
Gehaltes festzustellen, weder zwischen den unterschiedlichen Konzentrationen des
Wachstumsfaktors noch in Abhangigkeit davon, ob sich Dexamethason im Medium befand

oder nicht.

Bei einer geringen Konzentration von 1ng TGF- zeigten sich Unterschiede hinsichtlich des
totalen GAGs. Wurde das Glukokortikoid Dexamethason nicht im Differenzierungsmedium
verwendet, konnte eine Erhdhung des totalen GAGs beobachtet werden. Unter der héheren
Konzentration von 10ng TGF-B ergab sich kein offensichtlicher Unterschied in der totalen

Menge des GAGs hinsichtlich der Verwendung von Dexamethason.

Wurden die beiden Wachstumsfaktoren kombiniert, zeigte sich eine Erhéhung des totalen GAGs
mit steigender Konzentration des Wachstumsfaktors BMP2. Dabei war zu beobachten, dass in
allen Kombinationsgruppen das totale GAG in jenen Gruppen hdher ist, die kein Dexamethason
im Medium enthalten hatten. Ohne Dexamethason wurde also insgesamt mehr GAG gebildet,
dieses wurde jedoch auch vermehrt von den Zellpellets abgegeben, ohne dieses im Zellpellet
zu halten. Der gesamte GAG-Gehalt besteht aus dem GAG in den Zellen und dem GAG im

Medium nach 21 tagiger Zelldifferenzierung. Diese beiden Werte wurden addiert.

Die Kombination aus den beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-3 bewirkte die gréfte

Synthese von Glykosaminoglykanen sowohl in den Zellen als auch im Medium.
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Abbildung 13: Einfluss von Dexamethason auf den Gehalt an Gesamt-GAG.
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3.3 Histologische Analyse
3.3.1 Makroskopische Analyse

Der Wachstumsfaktor BMP2 moduliert die Grolie der Zellpellets in der Anwesenheit von
Dexamethason. Das Glukokortikoid Dexamethason hatte einen Einfluss auf die
makroskopische Beschaffenheit der Zellpellets, welche einer 21 tagigen Zelldifferenzierung
ausgesetzt waren. Sowohl bei der alleinigen Anwesenheit der Wachstumsfaktoren BMP2 und
1ng TGF-B als auch unter Kombination der beiden konnte eine Zunahme der ZellgréfRe und

der Dichte sowie eine Veranderung der Zellstruktur beobachtet werden.

Auch bei der negativen Kontrollgruppe, welche keine Wachstumsfaktoren im Medium der
Zelldifferenzierung hatte, zeigte sich bei der Anwesenheit von Dexamethason ein Unterschied
in der ZellgroRe und der Struktur der Zellpellets. Bei der Anwendung von 10ng TGF-8 war
weder ein Unterschied in der Zellgrofie noch in der Zellstruktur und Dichte festzustellen. Wurde
der Wachstumsfaktor BMP2 in unterschiedlichen Konzentrationen in Kombination mit 1 ng
TGF-B eingesetzt, war ein synergistischer Effekt zu erkennen. Dieser Effekt war sowohl bei
An- als auch bei Abwesenheit des Glukokortikoids Dexamethason zu beobachten. Der

synergistische Effekt war bei Anwesenheit von Dexamethason deutlicher ausgepragt. Die
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ZellgréRe nahm zu, und die Kontur der Oberflache der Zellpellets war nicht so glatt wie bei
Abwesenheit von Dexamethason. Bei Zugabe des Glukokortikoids schienen die Zellpellets bei
weitem inhomogener zu sein, sogar ein wenig zerstort, was den Anschein einer

hypertrophischen Zellveranderung hatte.

Die makroskopische Analyse der GrofRe der Zellpellets erfolgte nach 21 Tagen unter dem
Einfluss von Dexamethason und den beiden Wachstumsfaktoren TGF-B und BMP2 alleine
und in Kombination. Die synovialen Stammzellen wurden 21 Tage mit 10ng TGF-B (positive
Kontrollgruppe), keinem Wachstumsfaktor (negative Kontrollgruppe), einer geringen
Konzentration von TGF-B (1ng TGF-B) oder mit ansteigenden Konzentrationen von BMP2
alleine (1ng BMP2, 5ng BMP2, 10ng BMP2) oder in Kombination mit 1ng TGF-B (1 ng TGF-
B+ 1ng BMP2, 1 ng TGF-3+5 ng BMP2 und 1 ng TGF-B+10 ng BMP2 ) versetzt. Die Abb. 14
zeigt reprasentative Beispiele fur 4 separate Experimente mit 4 verschiedenen Donoren. Die

Radiusgrofie wird in ym angezeigt.
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Abbildung 14: Makroskopische Analyse der Grolie der Zellpellets nach 21 Tagen unter Dexametha-
son, TGF-B und BMP2 (alleine und in Kombination).
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3.3.2 Safranin-O-Farbung

Die Safranin-O-Fast-Green-Farbung bestatigte den Einfluss von Dexamethason wahrend der
chondrogenen Differenzierung humaner synovialer Stammzellen: Um die ermittelten Daten auf
molekularbiologischer und biochemischer Ebene hinsichtlich der chondrogenen Marker wie
Collagen 2 und Aggrekan sowie des Glykosaminoglykangehaltes auf makroskopischer Ebene
zu Uberprifen, wurde eine Safranin-O-Fast-Green-Farbung durchgefihrt. Damit sollte
festgestellt werden, ob die Gene und Glykosaminoglykane auch nach 21-tagiger
Zelldifferenzierung mit den beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-B allein oder in

Kombination makroskopisch in den Zellpellets nachweisbar waren.

Bei alleiniger Verwendung des Wachstumsfaktors BMP2 im Differenzierungsmedium zeigte
sich weder bei An- noch bei Abwesenheit von Dexamethason eine positive Farbung. Die
Zellpellets wiesen keine Zeichen einer violetten oder roten Farbung auf, was auf eine

Anreicherung von Glykosaminoglykanen auf makroskopischer Ebene hindeuten wirde.

Wurde der Wachstumsfaktor TGF-B nur in einer geringen Konzentration von 1ng eingesetzt,
konnte ebenfalls weder bei An- noch bei Abwesenheit von Dexamethason eine positive
Farbung beobachtet werden. Wurde hingegen dieser Wachstumsfaktor in einer Konzentration
von 10ng verwendet, konnte bei der An- als auch Abwesenheit von Dexamethason eine
positive Safranin-Farbung festgestellt werden. Diese fiel deutlich positiver aus, wenn das

Glukokortikoid Dexamethason nicht im Medium der Zelldifferenzierung enthalten war.

Wurde der Wachstumsfaktor BMP2 in den Konzentrationen von 1,5 oder 10ng mit einer
geringen Konzentration von 1ng TGF-B kombiniert, konnten positive Safranin-O-
Farbreaktionen beobachtet werden. Selbst bei einer geringen Konzentration von 1ng BMP2
mit 1ng TGF-( traten erste schwache violette Farbveranderungen auf. Diese Farbveranderung
wurde mit steigender Konzentration des Wachstumsfaktors BMP2 deutlicher und intensiver.
Bei der mikroskopischen Darstellung der Zellpellets konnten keine deutlichen Unterschiede in
der Farbe oder Farbintensitdt zwischen der An- oder Abwesenheit von Dexamethason

festgestellt werden.

Hierzu wurden die synovialen Stammzellen 21 Tage mit 10ng TGF-[3 (positive Kontrollgruppe),
keinem Wachstumsfaktor (negative Kontrollgruppe), einer geringen Konzentration von TGF-3
(1ng TGF-B), ansteigenden Konzentration von BMP2 alleine (1ng BMP2, 5ng BMP2, 10ng
BMP2) oder in Kombination mit 1ng TGF- (1 ng TGF-f+1ng BMP2, 1 ng TGF-B+5 ng BMP2
und 1 ng TGF-B+10 ng BMP2) versetzt. Die Intensitat der Safranin-O-Fast-Green-Farbung ist

direkt proportional zum Proteoglykangehalt der Zellpellets. Griine Strukturen werden durch die
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Gegenfarbung angezeigt. Die Zellpellets sind reprasentativ fir 4 verschiedene Experimente

von 4 verschiedenen Donoren.

Abbildung 15: Safranin-O-Fast-Green-Farbung zur Detektion von Proteoglykanen auf synovialen
Stammzellen unter dem Einfluss von Dexamethason und TGF- und BMP2 (MaRstab
schwarz fiir 10x Objektiv=200 um, Mafstab fiir 40x Objektiv= 1000 pum).
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3.3.3 Von-Kossa-Farbung

Um die Kalzifizierung und Mineralisation zu Uberprifen, wurde an den Zellpellets eine Von-

Kossa-Farbung durchgeflihrt.

Es konnte weder eine Mineralisation noch ein Kalzifizierung festgestellt werden, was als ein
negatives Resultat gedeutet und gewertet werden kann. Die Zellpellets der synovialen
Stammzellen wiesen nach einer 21 tagigen Zelldifferenzierung noch keine makroskopisch

sichtbare Mineralisation auf, was als eine endochondrale Ossifikation gewertet werden kdnnte.

Selbst jene Gruppen, die Dexamethason im Zellmedium hatten und auf molekularbiologischer
Ebene hypertrophe Marker vermehrt exprimiert hatten, zeigten auf makroskopischer Ebene
keine Veranderung hinsichtlich der Kalzifizierung oder Mineralisation, die sich bei einer Von-

Kossa-Farbung als Schwarzfarbung darstellen wirde.

Hierzu wurden die synovialen Stammzellen 21 Tage mit 10ng TGF-( (positive Kontrollgruppe),
keinem Wachstumsfaktor (negative Kontrollgruppe), einer geringen Konzentration von TGF-3
(1ng TGF-B), in ansteigenden Konzentration von BMP2 alleine (1ng BMP2, 5ng BMP2, 10ng
BMP2) oder in Kombination mit 1ng TGF-B (1ng TGF-B+ 1ng BMP2, 1ng TGF-+5ng BMP2
und 1ng TGF-B+10ng BMP2) versetzt. Die Zellpellets sind reprasentativ fir 4 verschiedene

Experimente von 4 verschiedenen Donoren.
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Abbildung 16: Von-Kossa-Farbung zur Ermittlung der Mineralisation und Kalzifizierung der synovialen
Stammzellen unter Dexamethason und TGF- und BMP2 (Mal3stab schwarz fur 10x
Objektiv=200 pym, Maf3stab 40x Objektiv= 1000 pm).
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3.3.4 Immunfluoreszenz

Die immunhistochemische Anti-Kollagen-ll-Farbung bestéatigt den Dexamethason-Einfluss
wahrend der chondrogenen Differenzierung synovialer Stammzellen: Sowohl bei der An- als
auch Abwesenheit des Glukokortikoids Dexamethason wahrend der 21-tagigen
Zelldifferenzierung zeigte sich bei alleiniger Verwendung des Wachstumsfaktors BMP2 keine
positive Reaktion auf den Kollagen-2-Antikérper. Somit konnte auf makroskopischer Ebene fur
dieses Verfahren keine positive Reaktion fur Kollagen 2 in diesen Gruppen festgestellt werden.

Bei einer Konzentration von nur 1ng TGF-f3 zeigte sich unter An- als auch Abwesenheit von
Dexamethason keine positive Reaktion fir den Kollagen-2-Antikérper. Erst ab einer héheren
Konzentration von 10ng TGF- trat eine deutlich positive Reaktion auf diesen Antikérper auf.

Diese Antigen-Antikérper-Reaktion war bei der Abwesenheit von Dexamethason starker.

Unter der Kombination der beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF- konnte bei der
héheren Konzentration von 10ng BMP2 in Kombination mit 1ng TGF-$ eine positive Reaktion

fur den Kollagen-2-Antikorper festgestellt werden.

Wie schon bei der alleinigen Verwendung von TGF- war bei einer Abwesenheit des
Glukokortikoids Dexamethason eine starkere Antigen-Antikdrper-Reaktion zu beobachten. Bei
Kombination des Wachstumsfaktors BMP2 in einer Konzentration von 1ng und 5ng in
Kombination mit 1ng TGF-B konnte keine oder lediglich eine schwache Antigen-Antikdrper-

Reaktion fur Kollagen 2 verzeichnet werden.
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Hierzu wurden die synovialen Stammzellen 21 Tage mit 10ng TGF-[3 (positive Kontrollgruppe),
keinem Wachstumsfaktor (negative Kontrollgruppe), einer geringen Konzentration von TGF-3
(1ng TGF-B), in ansteigenden Konzentration von BMP2 alleine (1ng BMP2, 5ng BMP2, 10ng
BMP2) oder in Kombination mit 1ng TGF- (1ng TGF-3+ 1ng BMP2, 1ng TGF-3+5ng BMP2
und 1ng TGF-B+10ng BMP2) versetzt. Die Zellpellets sind reprasentativ flr 4 verschiedene

Experimente von 4 verschiedenen Donoren.

Abbildung 17: Immunfluoreszenz zur Ermittlung der Kollagen-2- / DAPI-Reaktion auf synoviale
Stammzellen unter Dexamethason und BMP2 und TGF-B) Malstab schwarz fir 10x
Objektiv=200 um, Mal3stab fir 40x Objektiv= 1000 pm).
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4 Diskussion

Die Anwendung mesenchymaler Stammzellen stellt einen vielversprechenden Ansatz dar, die
Geweberegeneration in schwer zu ersetzenden Geweben wie Knorpel anzuregen
(Kalamegam et al. 2018; Perera et al. 2012; Dhinsa und Adesida 2012; Murphy et al. 2018;
Kubosch et al. 2018).

Jungste Studien haben die Rolle des epigenetischen Gedachtnisses bei der MSC-
Differenzierung hervorgehoben (Sacchetti et al. 2016). Dies legt nahe, dass Zellen aus
verschiedenen Quellen moglicherweise Differenzierungsmedien bendtigen, die fur jede
Zellquelle optimiert werden mussen. Wie die beiden Forscher Shinati und Hunziker (Shintani
und Hunziker 2011) bereits in ihrer Veroffentlichung im Jahre 2011 zeigen konnten, besteht
ein Unterschied hinsichtlich der Verwendung von Dexamethason, beeinflusst durch die

Mikroumgebung, die Gewebeherkunft und die beteiligten Wachstumsfaktoren.

Das klassische chondrogene Differenzierungsmedium wurde flir aus dem Knochenmark

stammende MSCs optimiert (Johnstone et al. 1998).

Es wurde bereits gezeigt, dass das chondrogene Potential von mesenchymalen Stammzellen

unterschiedlichen Ursprungs optimiert werden kann.

So kann das chondrogene Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen in vitro

durch Zugabe bestimmter Wachstumsfaktoren erhéht werden.

Auch die Sauerstoffkonzentration oder mechanische Belastung kdnnen die chondrogene
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen unterschiedlicher Herkunft beeinflussen (Tang
et al. 2015; Johnstone et al. 2013; Graceffa et al. 2019; Fahy et al. 2018).

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, wie
synoviale Stammzellen auf die Wachstumsfaktoren TGF-3 und BMP2 reagieren und welche

Auswirkungen die Kombination mit Dexamethason in vitro hat.

Dexamethason ist ein gemeinsamer Faktor, der in allen Differenzierungsmedien vorhanden
ist, unabhangig von der Induktion in Richtung Chondrogenese, Adipogenese oder
Osteogenese (Scott et al. 2011; Hanna et al. 2018; Johnstone et al. 1998).

Dies lasst vermuten, dass die Verwendung von Dexamethason kein entscheidender Faktor flr
eine bestimmte Differenzierungslinie ist, sondern ein Modulator wahrend des Entwicklungs-

verlaufes mesenchymaler Stammzellen.
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Bisherige Forschungsarbeiten konnten darlegen, dass sowohl TGF- als auch BMP2 die

chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen induzieren und férdern kénnen.

So kann die chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen durch Hinzugabe des
Wachstumsfaktors BMP2 induziert werden (Park et al. 2005; Zhou et al. 2016; Caron et al.
2012; Schmitt et al. 2003; Néth et al. 2007).

Zahlreiche wissenschaftliche Publikationen zeigten, dass der Wachstumsfaktor TGF-$ bei
mesenchymalen Stammzellen ebenfalls eine chondrogene Differenzierung induzieren und
fordern kann (Johnstone et al. 1998; Xia et al. 2017a; Jiang et al. 2017; N6th et al. 2007; Wang
et al. 2014b; Oka et al. 2007; Murphy et al. 2015; Chen et al. 2019).

Bei der Kombination von TGF- und BMP2 ist ein synergistischer Effekt hinsichtlich der

chondrogenen Differenzierung zu beobachten.

Frihere Studien verwendeten allerdings weit hohere Konzentrationen der beiden
Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-(3 als sie in dieser Arbeit eingesetzt wurden (Shen et al.
2009; Shintani et al. 2013; Mehlhorn et al. 2007; Keller et al. 2011; Toh et al. 2005; Legendre
et al. 2017; Branly et al. 2017).

Als Mal} fir die chondrogene Differenzierung wurden die Marker ACAN, COL2A1 und SOX9
verwendet. Dies sind zentrale Proteine, die auf eine Differenzierung der Stammzellen zu
Chondrozyten hinweisen (Yi et al. 2018; Mardani et al. 2013; Park et al. 2011; Watanabe et al.
1998; Kiani et al. 2002).

Wahrend der induzierten chondrogenen Differenzierung wurden ACAN, COL2 und SOX9 in

Gegenwart der herkdémmlichen Konzentration von 10ng TGF- hochreguliert.

Bei einer niedrigen Konzentration von 1ng TGF- war keine deutliche Veranderung hinsichtlich
der chondrogenen Marker ACAN, COL2 und SOX9 festzustellen. Bei der alleinigen
Verwendung des Wachstumsfaktors BMP2 (1,5,10 ng/ml) konnte jedoch wieder eine
Hochregulierung entsprechender Gene beobachtet werden. Diese ist jedoch bei weitem nicht
mit der des Wachstumsfaktors TGF- (10ng/ml) vergleichbar. Bei der Kombination von BMP2
mit einer geringen Menge von 1ng TGF-B konnte die starkste Hochregulierung der
chondrogenen Marker festgestellt werden. Die Kombination von TGF-1 und BMP-2 fihrte
daher zu einer verstarkten chondrogenen Differenzierung synovialer Stammzellen auf

molekularer Ebene.

Bei Abwesenheit des Glukokortikoids Dexamethason von 100 nM / ml bestand ein generell
verbessertes chondrogenes Potential fur die beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-f3

alleine und in Kombination. Das mRNa-Level fur Aggrekan, Kollagen 2 und SOX9 wurde
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insbesondere von Dexamethason moduliert, wenn der Wachstumsfaktor BMP2 alleine im
Medium verwendet wurde. Zu dieser Beobachtung kamen auch andere wissenschaftliche
Studien (Shintani und Hunziker 2011; Park et al. 2005). Wenn der Wachstumsfaktor TGF-3
(10 ng / ml TGF-B1) alleine im Medium verwendet wurde, wurde die Genregulierung von
Aggrekan, Kollagen 2 und SOX9 wenig bis gar nicht durch Dexamethason beeinflusst. Somit
bestand bei Abwesenheit von 100 nM / ml Dexamethason ein verbessertes chondrogenes
Potential speziell fir die Gruppen mit BMP2 (1,5, 10 ng / ml BMP2) als alleinigem
Wachstumsfaktor und in den TGF-f- / BMP2-Kombinationsgruppen.

Die Ergebnisse der quantitativen Echtzeit-PCR und der biochemischen Analysen wurden

durch histologische Bewertung bestatigt.

So zeigten die histologischen Ergebnisse eine hdhere Positivitat flir die GAG- und Typ IlI-

Kollagenfarbung in Zellen, die nicht Dexamethason ausgesetzt waren.

Wahrend bei einer alleinigen Verwendung des Wachstumsfaktors BMP2 in allen
Konzentrationen keine positive Reaktion hinsichtlich der verschiedenen histologischen
Analysen gezeigt wurde, konnte bei einer Kombination sowohl bei der Safranin-O-Fast-Green-
Farbung als auch bei der Immunfluoreszenz-Farbung eine positive Reaktion beobachtet

werden.

Diese fiel allerdings schwacher aus, als wenn der Wachstumsfaktor TGF-R alleine in der
standardmafligen Konzentration (10 ng / ml TGF-f) im Zelldifferenzierungsmedium verwendet

wurde.

Diese Ergebnisse stimmen mit friilheren Befunden (berein, bei denen eine chondrogene
Differenzierung von SDSCs in einer Co-Kultur von SDSC und Chondrozyten gezeigt werden
konnte. Die Co-Kultur menschlicher synovialer mesenchymaler Stammzellen mit
Chondrozyten flihrt zur Selbstorganisation, chondrogenen Differenzierung und Sekretion von
TGF-B (Kubosch et al. 2016).

Frihere Studien haben auch die negative Wirkung von 100 nM / ml Dexamethason auf die
chondrogene Differenzierung von SDSC gezeigt (Chijimatsu et al. 2018). Dieselbe Arbeit zeigt,
dass 10 nM / ml Dexamethason auch dann die chondrogene Differenzierung hemmen, wenn
nur BMP-2 verwendet wurde, verglichen mit der alleinigen Verwendung von TGF-3 (Chijimatsu
et al. 2018).

Die Verwendung von Dexamethason flhrt zu einer erhdhten Expression des hypertrophen
Markers COL10. Dieser Marker wird mit der hypertrophen Differenzierung in Verbindung
gebracht (Kielty et al. 1985; He et al. 2014; Mark et al. 1992; He et al. 2018; Yang et al. 2014).
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Auf der anderen Seite fuhrt die Abwesenheit des Glukokortikoids dazu, dass die COL2-
Expression erhoht wird, was zu einem hoéheren COL2 / COL10-Verhaltnis flhrt. Dieses
Resultat deutet auf einen weniger hypertrophen Phanotyp hin. Dieses sogenannte hypertrophe
Verhalten (hoher Anteil an Kollagen 10 und niedriger Anteil an Kollagen 2) ist mit der
Entwicklung eines temporaren Knorpels verbunden, der sich in Knochen umwandelt (Yang et
al. 2014; Hinton et al. 2017; Zhou et al. 2014; Li und Dong 2016). Somit wird ein héheres COL2

/ COL10-Verhaltnis als vorteilhaft fur einen stabileren Knorpel angesehen.

MMP13 gehdrt zur Familie der Matrix-Metalloproteinasen, die beim Abbau von extrazellularen

Matrixproteinen einschlieRlich Kollagen eine Rolle spielen (Stamenkovic 2003).

MMP13 scheint wahrend degenerativen Prozessen des Knorpels und bei Arthrose beteiligt zu
sein (Henkelmann et al. 2015; Wang et al. 2013; Li et al. 2011; Inada et al. 2004; Mazur et al.
2019; Jungel et al. 2010).

Dexamethason verringerte die MMP13-Expression in allen Gruppen dieses Projektes.
MMP13 wurde insbesondere bei Kombination der beiden Wachstumsfaktoren verringert.

Die antiinflammatorische Wirkung von Glukokortikoiden ist bekannt und in Veréffentlichungen
beschrieben (Richardson und Dodge 2003; Garvican et al. 2010; Busschers et al. 2010;
Boileau et al. 2005).

MMP13 kann als ein hypertropher Marker interpretiert werden (D'Angelo et al. 2000;

Johansson et al. 1997; van der Kraan und van den Berg 2012).

Es wird angenommen, dass MMP13 an der Ubergangsphase von Zellen zu einem

osteochondralen Schicksal beteiligt ist (Inada et al. 2004).

Anhand der Beobachtung, dass Dexamethason das mRNA-Level fur MMP13 reduziert, konnte
die Vermutung aufgestellt werden, dass die Zugabe von Dexamethason flir die chondrogene

Differenzierung synovialer Stammzellen sinnvoll ware.
Die Bedeutung fir MMP13 in diesem Zusammenhang ist allerdings nicht eindeutig.

MMP13 kann in diesem Fall kein Gberzeugender hypertropher Marker sein, da in den Gruppen
ohne Dexamethason die hypertrophen Marker Kollagen 10 und RUNX2 weniger exprimiert

wurden.

Bei der makroskopischen Analyse zeigten die Gruppen ohne Dexamethason ebenfalls einen

stabileren chondrogenen Phanotyp.
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Aus diesen Rickschlissen kann das Ergebnis fur MMP13 so gedeutet werden, dass jener

Marker eine Art ,Matrix-Zerstérungsfaktor® ist.

Damit kann bestatigt werden, dass das Glukokortikoid Dexamethason MMP13

antiinflammatorisch reduziert und eine Art oxidativen Stress gegenliber den Zellen vermindert.

Es ist festzustellen, dass die GAG-Produktion in Zellen, die nicht mit Dexamethason behandelt

wurden, signifikant héher war als in solchen, die mit Dexamethason behandelt wurden.

Sowohl die GAG-Retention innerhalb des Zellpellets als auch die GAG-Freisetzung in das
Medium waren héher, wenn Dexamethason fehlte, jedoch war in der Kombinationsgruppe von
BMP2 und TGF-8 eine geringere Retention von GAG vorhanden.

Der Einfluss von Dexamethason, BMP-2, TGF-f und deren Kombination auf andere

Differenzierungswege wurde ebenfalls untersucht (Caron et al. 2013).

Osterix (kodiert durch das SP7-Gen) ist zusammen mit RUNX2 ein Transkriptionsfaktor, der
an der osteogenen Differenzierung beteiligt ist, und wird auch in BMSCs durch TGF-
hochreguliert. (Komori 2011; Glueck et al. 2015; Loebel et al. 2015). Diese Faktoren sind auch
an der hypertrophen Differenzierung wahrend der Chondrogenese beteiligt, sodass weitere
Arbeiten durchgefiihrt werden mussten, um festzustellen, welcher Weg bevorzugt werden
sollte. Dexamethason hat eine begrenzte Wirkung auf die SP7-Expression, die durch die
Kombination der beiden Wachstumsfaktoren starker reguliert wurde (Kwon et al. 2013). Der
Einfluss von TGF-B und BMP2 auf die adipogene Differenzierung wurde unter Verwendung
von PPRYy als Marker untersucht (Chawla et al. 1994; Sekiya et al. 2004). PPRYy ist von den
angewandten Bedingungen weitgehend unberihrt. Es gibt jedoch eine Tendenz zu einer

geringeren Expression, wenn Dexamethason fehlte und TGF-f3 vorhanden ist.
Mit dem vorliegenden Projekt wurden interessante und reproduzierbare Ergebnisse erzielt.

Die immunhistochemische Analyse konnte jedoch nicht eindeutig bewertet werden, da sie in
vielen Fallen nicht optimal funktionierte und daher die Ergebnisse der Safranin-O-Farbung und

der Immunfluoreszenzfarbung nicht widerspiegeln konnte.

Das Protokoll fur die Immunhistochemie konnte hinsichtlich des Aufbaus und der einzelnen

Arbeitsschritte und der verwendeten Substanzen variiert werden.
Dies kénnte auch eine individuellere Anpassung an synoviale Stammzellen umfassen.

Unzureichendes Protein fir Kollagen 2 wahrend der Differenzierungsphase kdnnte ebenfalls

eine moégliche Ursache fir eine negative Reaktion sein.
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Die Studie beschrankt sich auf die Auswertung von in vitro Versuchen und lasst somit noch
keine unmittelbaren Rickschlisse auf mégliche Ergebnisse im Rahmen von in vivo Studien

ZU.

Eine Erhdéhung der Anzahl von Donoren kdnnte zudem zu einer erhohten, statistischen
Belastbarkeit der Ergebnisse flhren, was es im Rahmen weiterer Untersuchungen zu

verifizieren gilt.

Wahrend die Differenzierungsphase der synovialen Stammzellen in dieser Studie 21 Tage
betragt, gilt es ferner zu untersuchen, wie sich die Zelldifferenzierung bei einer langeren oder
kirzeren Differenzierungsphase verandert. Des Weiteren koénnte eine veranderte
Konzentration der einzelnen Wachstumsfaktoren und des Dexamethasons sowie der

Zeitintervalle der Zugabe in das Differenzierungsmedium zu weiteren Erkenntnissen fuhren.

Die Kombination von BMP2 und TGF-B zeigte auf molekularer Ebene die hochste

Genexpression flr eine chondrogene Differenzierung.

Im Gegensatz dazu wurde die Proteinexpression fir GAG und Kollagen 2 im Vergleich zur

TGF-B -Gruppe (10 ng / ml) verringert.

Die Ursache fiir die synergistische Wirkung von BMP2 und TGF-B und der Einfluss von
Dexamethason auf die chondrogene Differenzierung synovialer Stammzellen kann bis zum

jetzigen Zeitpunkt nicht erklart werden.

Weiterfilhrende Forschungsarbeiten miussten die genauen Signalwege ermitteln und

analysieren.

Die Signalwege der beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-3 mussten detailliert mit allen

Reaktionen wahrend der chondrogenen Differenzierung erforscht werden.

Dabei kdonnten Rezeptoren als auch einzelne Molekile oder Proteinkomplexe, mit denen die
Wachstumsfaktoren interagieren, eine mogliche Losung fur den synergistischen Effekt und

den Einfluss des Dexamethasons darstellen.

Die sogenannten SMAD-Molekile kénnten einen interessanten Ansatz fir diese Fragestellung
bieten (Kroon et al. 2017).

Eine Studie aus dem Jahr 2020 konnte bereits den Einfluss von Dexamethason auf die
verschiedenen RNAs wahrend der chondrogenen und osteogenen Differenzierung

mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark zeigen (Della Bella et al. 2020).
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Dieser Ansatz, verschiedene RNAs wahrend der chondrogenen Differenzierung synovialer
Stammzellen zu erforschen, kdnnte auch dahingehend zu neuen Erkenntnissen fihren, wie
die beiden Wachstumsfaktoren BMP2 und TGF-f sowie Dexamethason auf synoviale

Stammzellen einzeln wirken.
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Zusammenfassung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Fragestellung, ob humane synoviale Stammzellen eine

Zellquelle fur das Knorpel Tissue Engineering sein kdnnen.

In dieser Arbeit wurde das chondrogene Differenzierungspotential synovialer Stammzellen in
vitro als Zellpelletkultur naher untersucht.Dabei wurden insbesondere der Einfluss der beiden
Wachstumsfaktoren TGF-B und BMP2 und des Glukokortikoids Dexamethason wahrend der

chondrogenen Differenzierung erforscht.
Die Untersuchung fand auf molekularer, histologischer und biochemischer Ebene statt.

Dabei wurden mit Hilfe der gPCR auf molekularer Ebene Gene untersucht, die fir die Analyse
der chondrogenen Differenzierung erforderlich sind. Mit der histologischen Analyse wurde die
Proteinexpression auf makroskopischer Ebene bewertet. Die biochemische Analyse diente der

Bestimmung der Konzentration des Glykosaminoglykans und der DNA in den Zellpellets.

Die Arbeit konnte aufzeigen, dass die chondrogene Differenzierung in Abwesenheit von
Dexamethason zu einem stabileren chondrogenen Phanotyp fiihrte, wenn SDSCs als

Zellquelle verwendet wurden.

Daneben konnte festgestellt werden, dass die Kombination von BMP2 mit einer niedrigen
Konzentration von TGF-B das beste chondrogene Differenzierungspotential fur synoviale

Stammzellen darstellt.

Basierend auf den Ergebnissen kann daher die Anwendung einer niedrigen TGF-3-
Konzentration in Kombination mit BMP-2 vorgeschlagen werden, um eine chondrogene

Differenzierung ohne die Verwendung von Dexamethason zu induzieren.

Durch bisherige Forschungsarbeiten konnte gezeigt werden, dass die mechanische Belastung
die Produktion und Aktivierung von endogenem TGF-B1 erhéht (Gardner et al. 2017b; Li et al.
2010).

Zukunftige klinische Strategien zur Regeneration von Knorpelgewebe konnte die Implantation
von synovialen Stammzellen mit BMP-2 sein (Gautschi et al. 2007; Biase und Capanna 2005).
Die Kombination mit der endogen gewonnenen TGF-3-Komponente, die durch mechanische
Stimulation im Kniegelenk erzeugt wird, kdnnte ein vielversprechender Ansatz flir das Knorpel
Tissue Engineering darstellen. Dies kénnte den Weg fir die Untersuchung verschiedener
Methoden zur Differenzierung von Synovialzellen ebnen, einer relevanten Zellquelle, die im
Bereich der regenerativen Medizin fir Patienten mit schweren Knorpelproblemen eingesetzt

werden konnte.
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Summary

BMP2 and TGF-B cooperate differently during synovial-derived stem-cell

chondrogenesis in a dexamethasone-dependent manner

In this work this chondrogenic differentiation potential of synovial stem cells is examined in

vitro as a cell pellet culture.

In particular, the two growth factors TGF-R and BMP2 and the glucocorticoid dexamethasone

are examined during chondrogenic differentiation.
This investigation takes place on a molecular, histological and biochemical level.

The gPCR genes that are required for the analysis of chondrogenic differentiation are
examined at the molecular level. Histological analysis analyzes and evaluates protein
expression on a macroscopic level. The biochemical analysis is used to determine the

concentration of the glycosamine content and DNA content in the cell pellets.

The work can show that chondrogenic differentiation in the absence of dexamethasone leads

to a more stable chondrogenic phenotype when hSDSCs are used as a cell source.

Furthermore, it can be shown that the combination of BMP2 with a low concentration of TGF-

B represents the best chondrogenic differentiation potential for synovial stem cells.

Based on the observed results, the use of a low TGF-f3 concentration in combination with BMP-
2 can therefore be suggested to induce chondrogenic differentiation without the use of

dexamethasone.

Previous research has shown that mechanical stress increases the production and activation
of endogenous TGF-B. (Gardner et al. 2017a; Li et al. 2010)

Future clinical strategies for the regeneration of cartilage tissue could be the implantation of
synovial stem cells with BMP-2 (Gautschi et al. 2007; Biase und Capanna 2005). The
combination with the endogenously obtained TGF-B component, which is generated by
mechanical stimulation in the knee joint, could represent a promising approach for cartilage

tissue engineering.

This could pave the way for the study of different methods of differentiating synovial cells, a
relevant cell source that could be used in regenerative medicine for patients with severe

cartilage problems.
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