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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie des Meniskus

Unter Kniemenisken versteht man die im Kniegelenk enthaltenen konkav-konvexen binde-
gewebigen Strukturen zwischen Tibia und Femur. lhre hauptsachliche Aufgabe besteht da-
rin, die ,Inkongruenz von Femur und Tibia auszugleichen® und damit die gleichmaRiige Ver-
teilung des Gelenkdruckes sicherzustellen (Walker und Erkman 1975, Petersen und Tillmann
1999).

In der Literatur werden die Kniemenisken haufig als halbmondférmig beschrieben, bei ge-
nauerer Betrachtung zeigen sie sich im Langsschnitt jedoch eher als konkav-konvex bzw. c-
formig. Im Querschnitt sind die Menisken keilférmig aufgebaut und gleichen somit die latera-

len Rundungen der Femurkondyle aus.

Pro Kniegelenk finden sich jeweils zwei Menisken, ein lateraler und ein medialer Meniskus,
die zusammen etwa 70 % der Kontaktflache des Gelenkes bedecken (Fukubayashi und
Kurosawa 1980). Der mediale Meniskus ist dabei mit einer durchschnittlichen Lange von
45,7 £ 5.0 mm ein wenig gro3er als der laterale Meniskus mit einer durchschnittlichen Lange
von 35,7 £ 3,7 mm (McDermott et al. 2004). Die Menisken sind jeweils an den Seitenrandern
mit der Gelenkkapsel verbunden, au3erdem verfiigt der mediale Meniskus Uber eine feste

Verbindung zum medialen Seitenband (Beaufils und Verdonk 2010).

Die Menisken kénnen im Langsschnitt in Vorderhorn, Kérper und Hinterhorn unterteilt wer-
den. Vorder- und Hinterhorn sind an ihren Enden Uber verlangerte Kollagenfasern aus dem
Meniskuskorper in der Area intercondylaris anterior bzw. posterior am Tibiaplateau verankert
(Beaufils und Verdonk 2010, Schiinke et al. 2007). Zusatzlich besteht mit dem Ligamentum
transversum genus eine Verbindung zwischen den beiden Vorderhdrnern der Menisken
(Nelson und LaPrade 2000).

Des Weiteren findet sich noch eine variable Aufhangung des Hinterhorns der lateralen Me-
nisken am medialen Femurkondylus. Dabei treten als Varianten das h&ufigere hinter dem
hinteren Kreuzband verlaufende Ligamentum meniscofemorale posterius (Ligamentum
Wrisberg) und das seltenere vor dem hinteren Kreuzband verlaufende Ligamentum
meniscofemorale anterius (Ligamentum Humphrey) auf (Wan und Felle 1995). Die Funktion
dieser Bander wird teilweise unterschiedlich bewertet, am h&ufigsten wird ihnen eine zuséatz-
liche Begrenzung der hinteren tibiofemoralen Verschiebung zugeschrieben (u.a. Kusayama
et al. 1994).
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Wahrend der Bewegung des Kniegelenkes entsteht durch diese Aufhangung eine kombi-
nierte Roll- und Gleitbewegung, wobei sich die femorotibiale Kontaktflache und damit auch
die Lage der Menisken mit zunehmender Flexion nach hinten verlagert (Yao et al. 2008).
Dabei ist die Bewegung des medialen Meniskus durch die weiter auseinanderstehende und
dadurch straffere Aufhangung geringer (Schiinke 2007).

_ Hinteres
Ligamentum Kreuzband

Wrisberg Meniskotibiale
Aufhangung

Ligamentum

Humphrey
Medialer
Meniskus —> Lateraler
Meniskus
Vorderes o
Tibiaplateau

Kreuzband

Ligamentum transversum genus

Abbildung 1: Ubersicht tiber die Bandstrukturen der Menisken. Modifiziert nach Makris et al. 2011, S. 7413

1.1.1 Extrazellularmatrix

Der Meniskus besteht zu etwa 72 % aus Wasser, 22 % aus Kollagen, 0,8 % Glykosamino-
glykanen und 0.12 % DNA (Herwig et al. 1984), die Trockenmasse besteht zu 78 % aus

Kollagen und 8 % nicht-kollagendsem Protein (Ingman et al. 1974).

80 % des Kollagens bestehen dabei aus Kollagen Typ |, der Rest aus den Typen II, Ill und IV
(boviner Meniskus, Cheung 1987). In der inneren Zone des Meniskus findet sich hingegen

eine andere Verteilung: 60 % Kollagen Typ I, 40 % Kollagen Typ I.

Beziglich der Ausrichtung der Kollagenfibrillen gibt es detaillierte Untersuchungen durch
Petersen und Tillmann (1999). Diese unterteilen die Kollagenfibrillen in 3 unterschiedliche
Schichten: Oberflachlich findet sich zunéchst ein etwa 10 um dickes Netzwerk von Fibrillen
ohne bevorzugte Ausrichtung. An der tibialen und femoralen Oberflache folgt darauf eine

lamellenartig aufgebaute Schicht, in der sich Faserbiindel netzartig Gberkreuzen. Die Dicke

2
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dieser Schicht betragt 150 um und nimmt nach innen ab. Der zentrale Hauptteil besteht aus
120 pm dicken Fibrillen, welche zirkular angeordnet sind. Diese werden von lamellenartigen
Faserziigen in radiarer Richtung durchbrochen, denen eine Verhinderung der longitudinalen
Splittung zugeschrieben wird (Bullough et al. 1970).

Der Meniskus wird dem Faserknorpel zugerechnet, wobei die au3ere Zirkumferenz auch als

straffes Bindegewebe gewertet wird (Petersen und Tillmann 1999).

1.1.2 Zellen

Ghadially et al. beschrieben 1983 drei verschiedene Zelltypen im Meniskus: Chondrozyten,
Fibroblasten und Zellen mit einem intermedidren Phanotyp. Diese Zuteilung unternahmen
die Autoren anhand der Zellform und der An- oder Abwesenheit einer territorialen Matrix.
Gleichzeitig unterteilten sie die Chondrozyten noch in die spindelférmigen Chondrozyten an
den Meniskusoberflachen und die eher rund-ovalen Chondrozyten der inneren Schichten.
Spater wurde der Terminus Chondrozyt aufgrund der Unterscheidung zwischen hyalinem

Knorpel und Faserknorpel zu Fibrochondrozyt prazisiert (McDevitt und Webber 1990).

Inzwischen hat sich in der Literatur folgende Einteilung der Zellen etabliert (u.a. Ghadially et
al. 1983; Hoberg et al. 2006; Beaufils und Verdonk 2010; Makris et al. 2011):

1. Fibrochondrozyten: Fibrochondrozyten besitzen eine runde oder ovale Form und syn-
thetisieren hauptsachlich Kollagen Typ I. Sie sind der haufigste Zelltyp im inneren
und mittleren Meniskusdrittel. Verglichen mit den fibroblastendhnlichen Zellen (s.u.)
weisen sie eine hdhere mechanische Steifigkeit auf (Sanchez-Adams und Athanasiou
2012). Das Gebiet ihres Hauptvorkommens wird in dieser Arbeit als innere Zone be-
zeichnet.

2. Fibroblasten-&hnliche Zellen: Diese Zellen finden sich im &uf3eren Meniskusdrittel und
weisen keine perizellulare Matrix auf. Im Gegensatz zu den Fibrochondrozyten sind
diese Zellen untereinander mit gap junctions verbunden (Hellio Le Graverand et al.
2001). Das Gebiet ihres Hauptvorkommens wird in dieser Arbeit als auf3ere Zone be-

zeichnet.
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3. Zellen der oberflachlichen Zone: Diese spindelférmigen Zellen finden sich lediglich di-
rekt unter den Meniskusoberflachen. Nach Ansicht vieler Autoren finden sich beson-
ders in dieser Zone Stammzellen (Beaufils und Verdonk 2010). Das Gebiet ihres
Hauptvorkommens wird in dieser Arbeit als oberflachliche bzw. superfizielle Zone be-
zeichnet.

Entsprechend dieser Einteilung untersuchen viele Autoren die Zellen der inneren, aul3eren
und oberflachlichen Zone getrennt. Auch in dieser Arbeit wurden die Menisken anhand der

verschiedenen Zonen unterteilt.

Zellen der
oberflachlichen

Blutgefalle

®©8& Fibrochondrozyten
Fibroblasten-
ahnliche

Zellen

Abbildung 2: Schema der Zellen im Meniskus. Modifiziert nach Makris et al. 2011, S. 7413

1.1.3 Blutversorgung

Die Blutversorgung der Menisken erfolgt tber die Gelenkkapsel und den hieraus entsprin-
genden Arteriae geniculatae inferiores mediales et laterales sowie den Arteriae geniculatae
mediales (Arnoczky und Warren 1982). Petersen und Tillmann haben 1995 gezeigt, dass
zum Zeitpunkt der Geburt zwar der gesamte Meniskus vaskularisiert ist, diese Vaskularisa-
tion jedoch schon ab der friihen Kindheit zu grol3en Teilen verschwindet und im Erwachse-

nenalter nur noch in den duReren Meniskusanteilen vorliegt.

Fir den erwachsenen menschlichen Meniskus hat sich daher das Modell der Aufteilung der
Vaskularisierung in 3 Zonen etabliert (Makris et al. 2011): Eine reichlich durchblutete dul3ere
rote Zone, eine weniger durchblutete mittlere rot-weiRe-Zone und eine avaskulare innere

weille Zone. Bei Erwachsenen ist das Ausmald der Vaskularisierung interindividuell unter-
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schiedlich, das Ausmal} der Eindringtiefe der Gefal3e wird meist mit 10-30 % der Meniskus-

breite (Arnoczky und Warren 1982) angegeben.

1.2 Krankheiten des Meniskus

Far den Meniskus ist eine Reihe von Erkrankungen bekannt. Diese beinhalten kongenitale
Anomalien, Traumata, Entziindungen, metabolische Stérungen, degenerative Erkrankungen
und Neoplasien, wobei klinisch die traumatischen Erkrankungen die wichtigste Rolle ein-
nehmen (Hough und Webber 1990).

Tatsachlich ist das Kniegelenk das am h&ufigsten verletzte Gelenk bei jingeren Patienten,
und 15 % aller Knieverletzungen gehen mit Meniskusverletzungen assoziiert (Vrancken et al.
2013). Gefurchtet sind insbesondere Meniskusrisse, die um ein Mehrfaches h&aufiger am
medialen als am lateralen Meniskus vorkommen (Hough und Webber 1990). Diese Risse
sind in der Regel vertikal und longitudinal ausgerichtet (Vrancken et al. 2013) und heilen le-
diglich in der peripheren vaskularen Region (Hough und Webber 1990). Die meisten Patien-
ten mit einem Riss der inneren avaskularen Region werden nach wie vor mit einer partiellen,
subtotalen oder totalen Meniskusentfernung therapiert und sind damit fur die Entwicklung
einer Arthrose pradisponiert (Haddad et al. 2013). Von diesen traumatischen Rissen abzu-
grenzen sind degenerative Meniskusrisse, die in der Regel horizontal verlaufen und eng mit
der Arthrose verbunden sind (Noble und Hamblen 1975).

In dieser Arbeit soll hauptséachlich auf degenerative Meniskuserkrankungen eingegangen

werden.

1.2.1 Degenerative Erkrankungen

Arthrose (englisch: osteoarthritis, kurz OA) ist die haufigste Gelenkserkrankung von Erwach-
senen weltweit (Felson 1988) und betrifft vor allen Dingen die Knie, die Hifte sowie die
Hénde (Michael et al. 2010). In einer Pravalenzstudie innerhalb der Bundesrepublik
Deutschland zeigte eine Befragung von 18- bis 79-Jahrigen, dass 27,7 % angaben, an Arth-
rose mindestens einer Gelenksregion zu leiden (Schneider et al. 2005). Die Autoren schat-
zen die daraus resultierenden Kosten allein innerhalb der Bundesrepublik auf 3,5 bis 5,4

Milliarden Euro pro Jahr ein.

Die Arthrose ist eine degenerative Erkrankung, welche das gesamte Gelenk betrifft (Felson
et al. 2000). Dieser Prozess beinhaltet die progressive Destruktion von hyalinem Knorpel mit
gleichzeitigen Schaden des darunterliegenden Knochens, aber eben auch die Erkrankung
der Weichteile im und um das Gelenk, hamentlich Synovium, Ligamente, Muskulatur und

Menisken. Die genaue Definition der Arthrose ist jedoch gleich mehrfach schwierig:
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Zum einen ist namlich unklar, ob Arthrose wirklich eine einzige Erkrankung ist, oder ver-
schiedene Storungen mit einem &ahnlichen finalen gemeinsamen Weg (Felson et al. 2000).
Fur Letzteres sprechen laut diesen Autoren unterschiedliche Griinde:

1. Arthrosen verschiedener Lokalisationen unterscheiden sich in ihren Risikofaktoren.

2. Bei einer generalisierten Arthrose kdnnte es sich um eine eigene Erkrankung han-
deln, bei der genetische Faktoren wichtiger sind als lokale, mechanische Faktoren.

3. Die Unterscheidung zwischen primérer und sekundarer Arthrose, die weiter unten ge-
nauer erlautert wird.

4. Zumindest fur die Huftarthrose gibt es unterschiedliche Formen, namentlich die
hypertrophe und atrophe Form, die wiederum mit unterschiedlichen Skeletterkran-

kungen assoziiert sind.

Zum anderen ist unklar, ab wann von einer Arthrose zu sprechen ist. Die etabliertesten
Diagnosekriterien beruhen entweder auf einer radiologischen oder einer klinischen Evalua-
tion (Petersson und Jacobsson 2002). Gleichzeitig gibt es jedoch erhebliche Unstimmigkei-
ten sowohl zwischen diesen Kriterien untereinander als auch zwischen Kriterien und dem

subjektiven Schmerzgefihl des Patienten (Hannan et al. 2000).

Die klassische Einteilung der Arthrose unterscheidet zwischen einer primaren, idiopathischen
und verschiedenen sekundaren Formen (Michael et al. 2010). Die primére Form ist demnach
eine anlagebedingte, nicht mit bestimmten Vorerkrankungen assoziierte Stérung des Ge-
lenkknorpels mit einer daraus resultierenden verminderten Belastbarkeit. Die sekundaren
Formen umfassen posttraumatische bzw. postoperative Zustdnde, kongenitale Malformatio-
nen und Dysplasien, Malpositionen (Varus- und Valgusstellungen), aseptische Knochen-
nekrosen sowie Patienten mit verschiedenen metabolischen und endokrinen Erkrankungen
(Michael et al. 2010). Gleichzeitig gibt es jedoch Autoren, die schon seit langem an dieser
Klassifikation zweifeln und die davon ausgehen, dass jeder Arthrose eine (zuweilen unbe-

kannte) Erkrankung vorausgeht (Solomon 1976, Mitchell und Cruess 1977).

Gut bekannt sind verschiedene Risikofaktoren fir die Ausbildung einer Arthrose. Dabei wird
zwischen endogenen und exogenen Risikofaktoren unterschieden. Wie bei einer degenerati-
ven Erkrankung nicht anders zu erwarten, ist das Alter dabei der wichtigste Risikofaktor
(Schneider et al. 2005). Ebenso zeigen sich unterschiedliche Auspragungen der Arthrose
zwischen den Geschlechtern sowie beim weiblichen Geschlecht Unterschiede in der Pra-
valenz zwischen pra- und postmenopausalen Frauen (Felson et al. 2000, Michael et al.
2010). Zwillingsstudien konnten einen wichtigen genetischen Einfluss nachweisen (Spector
et al. 1996). Ebenso konnten Unterschiede zwischen Angehdrigen verschiedener Ethnien

gezeigt werden (Anderson und Felson 1988). Als exogene Risikofaktoren gelten Traumata
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und Operationen (Michael et al. 2010), Ubergewicht (Grotle et al. 2008), Tabakkonsum und
ungesunde Ernahrung sowie mangelnde sportliche Belastung (Schneider et al. 2005).
Schlielilich zeigten sich einige berufliche Tatigkeiten als wichtiger Risikofaktor, insbesondere
Tatigkeiten mit hoher Kniebelastung wie z.B. bei Fliesen- und Teppichlegern (Jensen et al.
2000). Fur den Alkoholkonsum konnte hingegen keine signifikante Risikoveranderung nach-
gewiesen werden (Schneider et al. 2005).

Wahrend eine Arthrose klinisch inapparent verlaufen kann (Hannan et al. 2000), &ul3ert sich
die Erkrankung fir viele Patienten vor allen Dingen in ausgepragten Schmerzen. Interes-
santerweise ist die genaue Ursache und Pathogenese dieses Schmerzes nicht verstanden
(Felson et al. 2000). Weitere klinische Symptome sind unter anderem Gelenksteifigkeit,
Bewegungseinschrankungen, Krepitationen sowie verstarkte Hitze- und Kalteempfindlichkeit
(Michael et al. 2010).

Pathophysiologisch beginnt die Arthrose mit einem zunehmenden Verlust von hyalinem
Knorpel (Buckwalter und Mankin 1997). Dies hat verschiedene Folgen: Zum einen kommt es
zu einer Sklerose des subchondralen Knochens mit Ausbildung von Knochenzysten und
marginalen Osteophyten, zum anderen versucht der Korper verschiedene Reparaturmecha-
nismen in Gang zu setzen. Michael et al. beschreiben 2010, dass die vom Korper initiierten
Reparaturmechanismen im Anfangsstadium durch gesteigerte Stimulation von Chondrozyten
wirksam sind, es jedoch in Folge einer Uberstrapazierung der Chondrozyten im Verlauf zu
einer Degradation der Knorpelmatrix kommt. Dabei scheinen auch verschiedene Zytokine,
insbesondere IL-1 und TNF-q, eine Rolle zu spielen, unter anderem durch Aktivierung von
knorpelabbauenden MMPs (Matrixmetalloproteasen) (Goldring und Goldring 2004). Der ge-
naue zeitliche Ablauf dieser Mechanismen ist nicht ganz geklart, einige Autoren vermuten,
dass die subchondrale Knochenschadigung der Knorpelschadigung vorausgeht und diese
sogar initiiert (Radin und Rose 1986). Histologisch zeigt sich in friihen Stadien eine Aus-
fransung der superfiziellen Zone des Knorpels mit einhergehendem Proteoglykanverlust,
Umbauten im subchondralen Knochen sowie Einwachsen von GefaRen in den Knorpel
(Buckwalter und Mankin 1997). Im zeitlichen Verlauf kommt es dann zu einer zunehmenden

Knorpeldegeneration, bis schliel3lich der nekrotische Knochen freiliegt.

Im Kniegelenk scheint der Meniskus eine entscheidende Rolle in der Arthrose zu spielen.
Schon Fairbank beschrieb 1948, dass die Meniskektomie zu radiologischen Veranderungen
des Gelenkspaltes fuhre. Trotzdem blieb die Meniskektomie lange das operative Standard-
verfahren bei Meniskusverletzungen. 1987 beschrieben Jgrgensen et al., dass diese Thera-
pie mit jahrelanger Verzégerung zu einer Gonarthrose filhre, weshalb die Meniskektomie
heutzutage in der Regel nicht mehr durchgefuhrt wird. Heute ist bekannt, dass selbst klei-

nere Meniskusschéden zu einer gesteigerten Belastung des Knorpels fiihren und somit Risi-
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kofaktor fur die Ausbildung der Arthrose sind (Englund et al. 2009). Gleichzeitig fihren die
Knorpelschaden und der freiliegende Knochen ihrerseits zu einer Schadigung des Meniskus.
In welcher zeitlichen Abfolge diese Schadigungen liegen und welche Schéadigung die andere
mehr beeinflusst, ist dabei interessanterweise nicht geklart.

Christoforakis et al. zeigten 2005 in einer prospektiven Fallstudie, dass degenerative Risse
im Meniskus Knorpelschaden begiinstigen. Snoeker et al. vergleichen wiederum 2013 in
einer Metaanalyse die Risikofaktoren fir Risse im Meniskus. Dabei fallt auf, dass die Risi-
kofaktoren fur degenerative Meniskusrisse denen der Arthrose auffallend &hneln: Alter gro-
Rer als 60 Jahre, Adipositas, kniendes oder hockendes Arbeiten und das Tragen schwerer
Lasten.

Eine weitere Komorbiditat zwischen Meniskus und Arthrose liegt in der Kalzifizierung. Sun
und Mauerhan zeigen 2012 in ihrem Review, dass sowohl der Knorpel als auch die Menis-
ken bei Arthrosepatienten kalzifizieren. Bei Arthrosepatienten kdnnen in der Synovialfliissig-
keit verschiedene Kristalle nachgewiesen werden, im Wesentlichen basische BCP-Kristalle
(basic calcium phosphate crystals, Kalziumphosphatkristalle) und CPPD-Kristalle (calcium
pyrophosphate dihydrate crystals, Kalziumpyrophosphatdihydratkristalle). Zwar ist unklar, ob
diese Kristalle Grund, Exazerbator oder Folge der Arthrose sind, aber es konnten Kristalle in
Studien mit Elektronenmikroskopen in 100% der Synovialflissigkeiten von Arthrosepatienten
nachgewiesen werden (Nero et al. 2006). Fuerst et al. konnten 2009 auch in 100% der Knor-
pel von Arthrose-Patienten Kristalle nachweisen sowie die Tatsache, dass die Chondrozyten
selbst die Kristalle bilden, wahrend Chondrozyten aus gesundem Gewebe dieses Verhalten
nicht aufwiesen. Sun und Mauerhan berichten 2012 weiter, dass eine starke Korrelation zwi-
schen der Kalzifikation von Menisken und Knorpel bestehe. Demnach sei in jedem Fall einer
Knorpelkalzifikation auch eine Meniskuskalzifikation nachweisbar, dartiber hinaus sei bei
Vorhandensein von Meniskuskalzifikationen auch eine signifikant héhere Pravalenz von
Knorpellasionen zu finden. Ebenso berichten die Autoren, dass in eigenen Experimenten
samtliche Meniskusproben von Arthrosepatienten kalzifiziert waren, wahrend dies in der
Kontrollgruppe nicht der Fall war, sowie dass die Meniskuszellen von Arthrosepatienten eine

signifikant hohere Mineralproduktion in vitro aufwiesen als die Zellen der Kontrollgruppe.

All diese Erkenntnisse legen den Schluss nahe, dass degenerative Meniskusschaden und
Arthrose des Kniegelenkes nah miteinander verwandt sind bzw. dass degenerative
Meniskusschaden eventuell sogar als integraler Bestandteil einer Kniegelenksarthrose ange-

sehen werden kdénnen.
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1.3 Wachstumsfaktoren
1.3.1 PDGF

Die Familie der platelet-derived growth factors (PDGF) ist seit den 1970er-Jahren bekannt
und besteht nach heutigem Kenntnisstand aus funf Subtypen (Fredriksson et al. 2004).
Dabei besteht der Wachstumsfaktor jeweils aus einem durch Disulfidbriicken verbundenen
Dimer aus zwei Polypeptidketten. Dabei sind seit langem die Proteinketten PDGF-A und
PDGF-B bekannt, wahrend erst spater die weiteren Proteinketten PDGF-C (Li et al. 2000)
und PDGF-D (Bergsten et al. 2001) entdeckt wurden. Wahrend fiur die klassischen Protein-
ketten PDGF-A und —B sowohl Homo- als auch Heterodimere beschrieben wurden, sind fur
die neueren C- und D-Ketten bisher nur Homodimere bekannt, so dass sich daher folgende
funf Subtypen ergeben: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC und PDGF-DD
(Fredriksson et al. 2004).

Fir diese funf Subtypen sind zwei verschiedene Rezeptoren bekannt: PDGFRa (platelet
derived growth factor receptor a) kann PDGF-AA, -AB, -BB und —CC binden, PDGFR[ bindet
PDGF-BB und —DD. Es wurde zuséatzlich noch eine Rezeptordimer-Form namens PDGFRaf
beschrieben, deren Funktion und Relevanz jedoch unklar ist (Fredriksson et al. 2004). Alle
Rezeptorformen zeichnet ihre intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivitat aus, welche eine intrazel-
lulare Signalkaskade ausldst, die unter anderem auf die Genexpression, die Differenzierung,
das Wachstum sowie die Migration der Zelle Auswirkungen hat (Williams 1989). Durch den
Einfluss auf die Migration besonders mesenchymaler Zellen erhédlt PDGF eine wichtige
Funktion bei der Wundheilung, indem es bei Gewebsverletzungen ausgestof3en wird und

somit mesenchymale Zellen rekrutiert (Schmidt et al. 2006).

1.3.2 EGF

EGF (epidermal growth factor) ist ein einkettiges Polypeptid (Savage et al. 1972), welches
zusammen mit einigen anderen strukturell ahnlichen Proteinen die Gruppe der EGF-ahnli-
chen Molekiile bildet (Carpenter und Cohen 1990). Dieser Gruppe ist eine hohe Bindung an
den EGFR (epidermal growth factor receptor) und somit eine ahnliche Wirkung gemeinsam.
Wichtigstes weiteres Mitglied ist TGF-a (transforming growth factor a). EGFR ist eine
Rezeptortyrosinkinase und Teil der erbB-Familie, eine Familie aus &hnlichen Rezeptor-
tyrosinkinasen (Herbst 2004).

Die Stimulation von EGFR bewirkt Zellproliferation und verhindert Apoptose (Herbst 2004).
EGF spielt auRRerdem eine wichtige Rolle bei verschiedenen Tumoren, da die Stimulation von
EGFR ebenfalls das Tumorwachstum, die Beweglichkeit und Adhasion sowie Metastasie-

rung fordert (Engebraaten et al. 1993, Herbst 2004). AuRerdem fordert die Stimulierung des
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EGFR die Bildung von VEGF (vascular endothelial growth factor), das wiederum die Angio-
genese fordert (Goldman et al. 1993). Nicht zuletzt ist fur EGF ein positiver Effekt auf die
Migration von MSCs beschrieben (Ponte et al. 2007, Bhargava et al. 1999).

1.3.3 IGF-1

IGF-1 (insulin-like growth factor 1) bildet zusammen mit IGF-2 die Familie der insulinahnli-
chen Wachstumsfaktoren. Wie der Name bereits aussagt, besteht flr beide Wachstumsfak-
toren genomisch eine hohe, namlich ca. 50-prozentige Homologie zu Insulin (Stewart und
Rotwein 1996). Im Gegensatz zu Insulin zirkulieren diese Molekule jedoch nicht frei, sondern
werden an IGFBPs (insulin-like growth factor binding proteins) gebunden, eine Familie aus
derzeit sechs bekannten verschiedenen kleinen Proteinen, denen unter anderem eine Ver-
langerung der Plasmahalbwertszeit und eine Beeinflussung der metabolischen Effekte der
IGFs zugeschrieben wird (Stewart und Rotwein 1996). IGF-1 wird hauptsachlich in der Leber
gebildet, prinzipiell scheinen jedoch die meisten Zellen im Kdrper IGF-1 produzieren zu kén-
nen (Heemskerk et al. 1999).

IGF-1 werden insbesondere anabole Effekte zugeschrieben. Diese beinhalten auf zellularer
Ebene Zellwachstum und -Uberleben, Proliferation, Differenzierung und metabolische Effekte
(Hede et al. 2012, Stewart und Rotwein 1996), ebenso konnten Auswirkungen auf die Zell-
migration beobachtet werden (Ponte et al. 2007). Fur den Organismus spielt IGF-1 eine
wichtige Rolle fur die pranatale Entwicklung (Baker et al. 1993), weiterhin ist es integraler
Bestandteil des postnatalen Wachstums, indem es die wachstumsfordernde Funktion des
Somatotropins (GH, growth hormon) vermittelt (Stewart und Rotwein 1996). IGF-1 spielt eine
wichtige Funktion in der angeborenen und erworbenen Immunitat (Heemskerk et al. 1999).
Bei Sepsis oder Traumata hingegen kommt es zu einer Abnahme der IGF-1-Konzentration
bzw. -Funktion (durch erhéhte Bindung und Inaktivierung durch IGFBPSs), so dass katabole
Prozesse liberwiegen (Heemskerk et al. 1999). Ahnlich werden auch bei der Arthrose viele
katabole Mechanismen mit IGF-1 in Zusammenhang gebracht. IGF-1 spielt im Knorpel eine
wichtige Rolle bei der Gewebshomdostase und Proteoglykan-Produktion. Bei Arthrosepati-
enten zeigen sich lokal zwar erhdhte IGF-1-Konzentrationen, trotzdem jedoch eine vermin-
derte Reagibilitat der Zellen auf das IGF-1, die nach heutigem Kenntnisstand am ehesten
durch IGFBP-Hochregulation zu erklaren ist (Martel-Pelletier et al. 1998, Schmidt et al.
2006).

Die Wirkung des IGF-1 wird Uber den IGF-1-Rezeptor (IGF-1R, insulin-like growth factor 1
receptor) vermittelt, welcher eine Tyrosinkinase ist und wiederum eine hohe Analogie zum

Insulinrezeptor aufweist (Stewart und Rotwein 1996).
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1.4 Mesenchymale Stammzellen

Wegen ihrer einzigartigen Fahigkeit, sich in verschiedene Gewebe zu entwickeln und sich
unbegrenzt zu teilen, wurden Stammzellen ausgiebig erforscht. Mit zunehmender Forschung
zeigte sich jedoch, dass der Begriff Stammzelle lediglich ein Uberbegriff fir eine sehr breit
gefacherte Anzahl verschiedener Zellpopulationen ist, wodurch es zu einer Kontroverse um
die Definition des Begriffs an sich gekommen ist. Watt und Hogan definierten 2000 den Be-
griff Stammzelle wie folgt: ,Stammzellen sind Zellen mit der Kapazitat flr unlimitierte oder
verlangerte Selbsterneuerung, die mindestens einen Typ von hoch-differenzierten Abkémm-
lingen produzieren kann. Ublicherweise gibt es zwischen der Stammzelle und ihrem terminal
differenzierten Nachkémmling eine dazwischenliegende Population aus gezielten Progeni-
torzellen mit limitierter proliferativer Kapazitat und eingeschranktem Differenzierungspotential
[...]°. Diese Arbeit folgt dieser Definition, jedoch sei erwéahnt, dass inshesondere die Unter-
scheidung zwischen Stamm- und Progenitorzellen in der Literatur sehr uneinheitlich bzw. gar

nicht vorgenommen wird.

1970 beschrieb der russische Forscher Friedenstein erstmals eine fibroblastenéhnliche Zell-
population im Knochenmark von Meerschweinchen, welche gut an Plastik haftet und in vitro
klonale Kolonien formt (Friedenstein et al. 1970). Ahnliche Zellpopulationen wurden spéter in
verschiedensten Geweben gefunden, des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass sich
diese Zellpopulationen in verschiedene mesodermale Zelltypen differenzieren lassen, vor
allen Dingen in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten (Pittenger et al. 1999, Murray
et al. 2014). Caplan etablierte daher 1991 fur diese Zellpopulationen den Begriff der mesen-
chymalen Stammzelle (MSC, mesenchymal stem cell), welcher seither in der Literatur gut
etabliert ist.

Um die teilweise unterschiedlichen Definitionen von MSCs verschiedener Autoren zu unter-
binden, definierte die internationale Gesellschaft fir Zelltherapie (International Society for
Cellular Therapy, ISCT) 2006 in einem Positionspapier folgende Mindestanforderungen an
MSCs (Dominici et al. 2006):

MSCs

e mussen an Plastik festhaften.

e miissen die Oberflachenmarker CD105, CD73 und CD90 exprimieren.

e dirfen nicht die Oberflachenmarker CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 und
HLA-DR exprimieren.

e miussen in vitro ein multipotentes Differenzierungspotential in Osteoblasten, Adipozy-

ten und Chondroblasten aufweisen.

11
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Neben diesen Mindestanforderungen gibt es noch diverse weitere Antigene, die Ublicher-
weise von MSCs exprimiert werden. Eine gute Ubersicht geben Murray et al. in inrem Paper
aus dem Jahr 2014. Gleichzeitig werfen dieselben Autoren die Frage auf, ob es sich bei den
Zellen nach der ISCT-Definition nicht um reine Artefakte der Zellkultur ohne exaktes Korrelat

in vivo handelt.

Trotz der vielen Forschungsarbeiten zu MSCs ist namlich ,die Ontogenese dieser Zellen,
ihre anatomische Lokalisation oder ihre nattrlichen Rolle in der Gewebshomoostase, -physi-
ologie oder -pathologie wenig verstanden® (Murray et al. 2014). Schofield pragte 1978 erst-
mals den Begriff der Nische fiir die anatomische Lokalisation von Stammzellen. Dabei han-
delt es sich um eine von stromalen ,Nischenzellen“ kreierte Mikroumgebung mit bestimmten
Wachstumsfaktoren, u.a. BMPs (bone morphogenetic protein), die das Wachstum kontrollie-
ren und die Differenzierung verhindern (Ohlstein et al. 2004). Ebenfalls scheint der Wnt-
Signalweg eine zentrale Rolle in der Regulierung der Stammzellproliferation zu spielen (Pinto
et al. 2003). Song und Xie beschrieben 2002, dass Adhasionen mit der Umgebung die Zellen
fest in ihrer Nische verankern. Wahrend vor allen Dingen fir die am besten erforschten
hamatopoietischen Stammzellen die Nische relativ gut erforscht ist (Wilson und Trumpp

2006), gibt es bezlglich der mesenchymalen Stammzellen viele Unklarheiten.

In jungerer Vergangenheit werden zunehmend haufig Perizyten als mdglicher Ursprungsort
fur MSCs angenommen (Murray et al. 2014). Fir diese Hypothese spricht, dass das Gen-
expressionsmuster von CD146-positiven Perizyten dem von MSCs auffallend &hnelt und
Differentiation dieser Zellen in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten gezeigt wer-
den konnte (Covas et al. 2008, Crisan et al. 2008). Bouacida et al. zeigten 2012, dass Peri-
zyten in verschiedene mesodermale Zellen differenzieren kénnen, Olson und Soriano identi-
fizierten 2011 PDGFR} als wesentlichen Regulator. Ebenso erklart das quasi ubiquitare Vor-
kommen von GefaRen die Prdsenz von MSCs in verschiedensten unterschiedlichen Gewe-
ben (Crisan et al. 2008). Nichtsdestotrotz bleiben diese Beobachtungen bisher lediglich eine

Theorie.

Wie bereits beschrieben verfiigen MSCs Uber ein groRes Differenzierungspotential. Fir die
Differenzierung in verschiedene Gewebe gibt es gut etablierte Protokolle, die Uber spezifi-
sche Kombinationen von Biomolekilen als Zusatz zum Medium in der Zellkultur eine Diffe-
renzierung in verschiedene Gewebe ermdoglichen. So lasst sich beispielsweise durch den
Zusatz von 3-Isobutyl-1-Methylxanthin und Insulin eine Differenzierung zu Adipozyten, durch
den Zusatz von Dexamethason, B-Glycerophosphat (BGP) und Ascorbinséaure eine Differen-
zierung zu Osteoblasten und durch Zusatz von TGF-f und verschiedener bone
morphogenetic proteins (BMPs) eine Differenzierung zu Chondroblasten erreichen (Kolf et al.

2007, Murray et al. 2014). Hierbei ist zu beachten, dass flr die stabile Kultur von Chondro-
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blasten eine 3D-Kultur notwendig ist, wie sie haufig durch Alginatkugeln hergestellt wird
(Hauselmann et al. 1994) Dartiber hinaus wurden fiir MSCs jedoch auch noch diverse an-
dere Differenzierungsmdglichkeiten nachgewiesen, u.a. zu Sehnen, Muskulatur und Kno-

chenmarksstroma (Pittenger et al. 1999).

Fir MSCs ist ein immunmodulatorischer Effekt beschrieben, welcher unter anderem durch
parakrine Sekretion von Biomolekilen den Heilungsprozess von verletztem Gewebe unter-
stutzen kann (Caplan und Dennis 2006). Als wichtige Bestandteile dieser parakrinen Sekre-
tion wurden unter anderem IL-10, Interferon-y und die Indolamin-2,3-Dioxygenase identifi-
ziert (Jui et al. 2012). Des Weiteren wird die Immunmodulation durch T-Zell-Regulation ver-
mittelt: Demnach scheinen MSCs die T-Zell-Proliferation zu hemmen und somit die Immun-
reaktionen zu verringern (Kuo et al. 2011). Ahnlich wurde fir MSCs auch eine signifikante
Reduktion der Lymphozytenaktivierung beschrieben (Sarugaser et al. 2009). Nicht zuletzt
auch wegen dieser immunmodulatorischen Funktion sind die MSCs ein beliebtes For-
schungsobjekt.

Neben dieser immunmodulatorischen Funktion scheint die parakrine Sekretion auch andere
wichtige Aufgaben zu erflllen. Kinnaird et al. zeigten 2004, dass MSCs Angiogenese indu-
zieren konnen. Dabei konnten die Autoren zeigen, dass diese Funktion zum einen auf be-
kannten Zytokinen bzw. Wachstumsfaktoren, namentlich vascular endothelial growth factor
(VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), placental growth factor (PIGF) und monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), beruht. Insbesondere fir VEGF ist die angiogenetische
Potenz bereits lange bekannt (Leung et al. 1989). Zum anderen konnten die Autoren jedoch
zeigen, dass auch andere, eventuell noch unidentifizierte Zytokine zur Angiogenese beitra-
gen. Des Weiteren scheinen MSCs parakrin auch antiapoptotische Eigenschaften zu ver-
mitteln (Gnecchi et al. 2005).

Auch im Knochenmark scheinen MSCs eine wichtige Rolle zu spielen. So konnte gezeigt
werden, dass multipotente stromale Zellen im Knochenmark die Hamatopoiese unterstitzen
(Simmons und Torok-Storb 1991). Weitere Autoren berichten, dass MSCs bei einer Kotrans-
plantation mit hamatopoietischen Stammzellen erfolgreich ins Knochenmark einwandern
kénnen und hier die kotransplantierten hamatopoietischen Stammzellen bei ihrer Blutbildung

unterstitzen, ohne selbst hdmatopoietische Eigenschaften zu haben (Devine et al. 2001).

In Anbetracht aller dieser Erforschungen gilt zu beachten, dass es sich beim Begriff MSC um
einen heterogene Gruppe verschiedener Zellen aus verschiedensten anatomischen Regio-
nen handelt. Daher ist trotz der Einfihrung der ISCT-Kriterien nicht davon auszugehen, dass

es sich bei den verschiedenen Zellpopulationen strikt um dieselben Zellen handelt — vielmehr
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zeigen verschiedene Forschungsarbeiten Unterschiede im Immunphéanotyp, Sekretom und

Proteom (Murray et al. 2014).

1.4.1 Mesenchymale Progenitorzellen im Meniskus

In dieser Arbeitsgruppe wurde eine bisher noch nicht publizierte Population von mesen-
chymalen Progenitorzellen im Meniskusgewebe von stark osteoarthritisch geschadigten
Knien entdeckt, die wie unter Material und Methoden beschrieben durch Kultivierung von
menschlichen Menisken, die degenerativ vorgeschadigt waren, isoliert werden konnte. Dabei
wurden Zellen jeweils aus der oberflachlichen Zone, dem &ufReren Drittel und dem inneren
Teil des Meniskus getrennt untersucht. Es zeigte sich, dass sich die Progenitorzellen insbe-
sondere im inneren Teil des Meniskus befanden. Hierzu sei erwéhnt, dass es sich bei den
untersuchten menschlichen Menisken um Explantate im Rahmen einer Knieendoprothesen-
operation handelte und somit von stark osteoarthritisch vorgeschadigtem Gewebe ausge-
gangen werden muss, so dass die oben beschriebenen Zellen aus der oberflachlichen Zone
histologisch nicht mehr nachweisbar waren. Dies erklart die abweichenden Ergebnisse zu
den oben beschriebenen Vermutungen bzw. Beobachtungen anderer Autoren, wonach sich

besonders in der superfiziellen Zone Stammzellen befinden sollen.

Andere Mitglieder der Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass die Zellen die bereits er-
wahnten ISTC-Kriterien erflillen: So konnte in einer FACS-Analyse das Vorhandensein von
CD105, CD73, CD90 sowie das Fehlen von CD34 und CD45 nachgewiesen werden, ebenso
gelang eine Differenzierung in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten.

Da es sich in der Kultur aus dieser Arbeitsgruppe um aus dem Meniskus ausgewanderte
Tochterzellen der urspriinglich vorhandenen Stammzelle mit unbekannter Lokalisation han-
delt und nicht nachgewiesen ist, inwiefern sich diese Tochterzellen hinsichtlich ihres Diffe-
renzierungspotentials, ihrer Langlebigkeit und ihrer sekretorischen Aktivitdt von der ur-
springlichen Stammzelle unterscheiden, wird diese Zelle gemal3 der oben beschriebenen
Definition der Stamm- und Progenitorzelle von dieser Arbeitsgruppe zu den Progenitorzellen

gezahlt und meniscal progenitor cell (MPC) genannt.

Fir MSCs wurde eine deutliche gewebebeinflussende und immunregulatorische Wirkung
nachgewiesen, so dass MSCs ein wichtiger Bestandteil in der Bekampfung von Arthrose
werden kdnnten. Da, wie oben beschrieben, nicht nur der Knorpel, sondern auch der Menis-
kus eine zentrale Rolle in der Arthrose des Kniegelenkes spielt, sind auch Progenitorzellen
aus dem Meniskus ein interessantes Forschungsobjekt im Rahmen von degenerativen Knie-

gelenkserkrankungen.
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Auch andere Verletzungen des Meniskus sind nicht immer zufriedenstellend behandelbar.
Zwar hat sich das Ergebnis von Operationen bei Meniskuslasionen durch das Verlassen von
einer totalen Meniskektomie hin zu Meniskusnahten und Meniskusteilresektionen deutlich
verbessert, dennoch besteht haufig ein erhdhtes Risiko fir die Ausbildung einer Gonarth-
rose. In letzter Zeit wird daher viel in Richtung eines kinstlichen Ersatzes des Meniskus ge-
forscht — sowohl durch synthetisches als auch durch biologisches Material (,tissue
engineering®). Fur Letzteres wurde auch schon heute in verschiedenen Studien ein positiver
Effekt von MSCs aus dem Knochenmark oder Synovium beschrieben (Haddad et al. 2013),
insofern dirften fir weitere Untersuchungen zum tissue engineering von Meniskusgewebe
besonders MPCs interessant werden. Murphy et al. konnten 2003 in einem Arthrose-Modell
bei Ziegen zeigen, dass es bei Kniegelenken nach kompletter medialer Meniskektomie nach
Injektion von zuvor kultivierten MSCs zu einer Regeneration des Meniskus kam, wahrend bei

der Kontrollgruppe lediglich deutliche arthrotische Knorpelschaden nachweisbar waren.

1.4.2 Migration von MSCs

Nahezu allen Zellen ist die Eigenschaft gemeinsam, dass sie sich bewegen kénnen. Unter
konstanten Umweltbedingungen ist diese Migration jedoch nicht zielgerichtet, sondern rein
zufallig (Vorotnikov 2011). Durch das Vorhandensein bestimmter l6slicher Stoffe in der
Zellumgebung kann die Migration angeregt werden. Fihrt das Vorhandensein eines Stoffes
Zu einer ungerichteten Migrationsvermehrung der Zelle, wird dies als Chemokinesis bezeich-
net (Wilkinson 1990). Findet sich in der Umgebung der Zelle jedoch eine Anderung der Kon-
zentration eines bestimmten loslichen Stoffes, das heifdt existiert ein sogenannter Chemo-
gradient eines Stoffes, kann dies das Migrationsverhalten der Zelle bewusst beeinflussen
und eine zielgerichtete Bewegung der Zelle zu dem Stoff hin bzw. von diesem weg ausldsen.
Dieses Verhalten wird Chemotaxis genannt (Vorotnikov 2011). Eine weitere Form der Migra-
tion wird als Haptotaxis beschrieben: In diesem Fall wird die Migration nicht durch l6sliche

Stoffe, sondern durch unldsliche Bestandteile der Extrazellularmatrix vermittelt (Carter 1967).

In der Literatur und auch in dieser Arbeit werden verschiedene Wachstumsfaktoren be-
schrieben, welche einen Einfluss auf die Migration haben kénnen. PDGF (platelet-derived
growth factor) gilt dabei als Modellsubstanz fur ebenjene (Deuel et al. 1991, Kundra et al.
1994, Ronnstrand und Heldin 2001) und ist in dieser Rolle mit Abstand am besten unter-
sucht. Im Folgenden beziehen sich einige Mechanismen explizit auf PDGF bzw. PDGF-ver-
mittelte Reaktionen. Eine Analogie fur andere Wachstumsfaktoren ist denkbar, jedoch nicht

in jedem Fall erforscht oder bewiesen.

Die Zellen bewaltigen die Migration mithilfe von sogenannten Pseudopodien. Diese Zell-

ausstilpungen werden in Lamellipodien und Filopodien unterteilt und besitzen ein Aktin-
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Skelett (Mattila und Lappalainen 2008). Lamellipodien sind dabei breite, flache Zellausstul-
pungen, die als Basis fur die diinnen, langen Filopodien dienen, die antennenmallig in ver-
schiedene Richtungen ausstrahlen (Svitkina et al. 2003). Obwohl bis heute der genaue Me-
chanismus der Migration nur wenig verstanden wurde, gibt es doch ein weithin akzeptiertes
Grundmodell der Migration: An den Enden der Filopodien sitzen verschiedene Rezeptoren.
Bei Substratbindung wird eine intrazellulare Signalkaskade ausgel6st, die einen extrazellula-
ren Konzentrationsgradienten in einen intrazellularen Gradienten von Signalmolekiilen um-
wandeln kann. Durch diesen intrazellularen Gradienten wird eine Polarisierung der Zelle er-
reicht, welche die Bewegungsrichtung determiniert (Vorotnikov 2011). Dies geschieht unter
anderem durch einen Einfluss auf die Ausbildung von Pseudopodien, die ohne Polarisierung
an zufalligen Stellen der Zelle ausgebildet werden. Durch die Polarisierung wird die Neubil-

dung am Vorderende der Polarisierung verstarkt (Insall 2010).

Der detailliertere Ablauf der durch Substratbindung ausgeltdsten Signalkaskade unterschei-
det sich nicht nur erheblich zwischen Pro- und Eukaryoten, sondern auch zwischen ver-
schiedenen menschlichen Zellen. Wahrend beispielsweise Leukozyten eine sogenannte
amoboide Migration Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vollziehen, ahnelt die Migration
von mesenchymalen Stammzellen einem Migrationsmuster, welches zuerst an Fibroblasten
beschrieben wurde und deshalb als fibroblastenahnlich beschrieben wird (Vorotnikov 2011,
Swaney et al. 2010). Bei dieser Form der Migration erfolgt der Stimulus Uber Rezeptor-Tyro-
sinkinasen, welche wiederum eine intrazellulare Signalkaskade auslésen, die hauptsachlich
Uber Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3) vermittelt wird (Hawkins et al. 1995). Im
Vergleich mit den Leukozyten zeigt sich, dass sowohl die Signalkaskade als auch die daraus
resultierende Bewegung wesentlich langsamer ablauft: Wahrend die Stimulierung eines Re-
zeptors bei Leukozyten innerhalb von Sekunden zur Ausbildung eines intrazellularen Gradi-
enten fuhrt, dauert dieser Vorgang bei Fibroblasten 5-10 min (Schneider und Haugh 2006).
Daher und ebenfalls aufgrund des komplexeren Zytoskeletts bewegen sich Fibroblasten mit
einer Geschwindigkeit von lediglich 0,25-1 um/min, wahrend Leukozyten mit 10-20 pm/min

um ein Vielfaches schneller sind.

Weitere Analysen zeigen, wie Fibroblasten auch tber einen langen Zeitraum und tber lange
Strecken entlang eines Chemogradienten migrieren konnen. Es wird vermutet, dass
Fibroblasten durch Rezeptor-vermittelte Endozytose und Degradation der Signalmolekile
Konzentrationsgradienten selbst aufrechterhalten kénnen. Entsprechende mathematische

Analysen stitzen dieses Modell (Haugh 2006).

Die eigentliche Bewegung der Zelle wird von vielen Autoren in 4 Schritte unterteilt
(Vorotnikov 2001, Mattila und Lappalainen 2008). Abbildung 3 zeigt eine grobe Skizze dieser

4 Schritte. Als erstes erfolgt die Protrusion, das heil3t die Zellausstilpung in Form von
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Lamellipodien und Filopodien. Obwohl die genauen Mechanismen bis dato unbekannt sind,
wird hauptsachlich die ATP-vermittelte Polymerisation von Aktin verantwortlich gemacht
(Pollard und Borisy 2003, Rafelski und Theriot 2004). Durch die Substratbindung von PDGF-
Rezeptoren und die nachfolgende Endozytose wird Uber die bereits erwéhnte PIP;-Signal-
kaskade die Rho-GTPase Racl aktiviert (Hawkins et al. 1995, Kawada et al. 2009). Racl
wiederum vermittelt zusammen mit anderen GTPasen, u.a. CDC242, die Aktin-Polymerisa-
tion (Ridley et al. 1992, Nobes und Hall 1995). Als zweiter Schritt erfolgt die Adh&asion. Um
nachfolgend Zugkrafte entwickeln zu kdnnen, muss namlich eine Bindung der Zellausstiil-
pungen an die Umgebung erfolgen. Die Bindung der Zelle an die umgebende Extrazellulér-
matrix wird dabei durch Integrine und Cadherine vermittelt (Partridge und Marcantonio 2006,
Vasioukhin et al. 2000), welche wiederum fest an das Zytoskelett der Zellprotrusionen ge-
koppelt sind (Gardel et al. 2010).

Als dritter Schritt folgt die Traktion. Grundlage fur die Traktion ist das Aktin-Zytoskelett. Dabei
organisieren sich ca. 10-300 Aktin-Filamente zu Fibrillenblindeln, den sogenannten stress
fibers (Cramer et al. 1997, Pellegrin und Mellor 2007). Mithilfe dieser stress fibers, welche
durch die Adhésion an die Extrazellularmatrix verankert sind, kann nun eine Zugkraft ent-
wickelt werden, um die Zelle in Richtung der Bindungsstelle zu bewegen. Der dieser Zugkraft
zugrundeliegende Mechanismus ist zu groR3en Teilen nicht verstanden. Es wird angenom-
men, dass durch Myosin-II-Aktin-Interaktion eine Bewegung vermittelt wird, welche analog zu
der Filamentgleittheorie in Muskelgewebe funktioniert (Huxley und Niedergerke 1954, Huxley
2000, Sweeney und Houdusse 2010). Nach diesem Modell gleiten Aktin- und Myosinfila-
mente ohne eigene Langenanderung ineinander. Diese Gleitbewegung wird durch kleine
Fortsétze des Myosinfilaments bewirkt, den sogenannten Képfchen. Diese Képfchen werden
ATP-vermittelt abgeklappt und dadurch vorgespannt. Nun kénnen diese Aktin binden, wo-
nach die Koépfchen zurtickklappen und somit einen Vorschub von ca. 7 nm bewirken. Durch
Loslosung vom Aktin und erneute ATP-Bindung kann dieser Mechanismus immer wieder

wiederholt werden.
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Bewegungsrichtung =—> Fuhrendes Ende

a

—— Aktin

© Adhéasion
Stress fibers
Retraction fibers

Abbildung 3: Skizze der Zellmigration. Modifiziert nach Mattila und Lappalainen 2008, S. 447. Diese Abbildung
zeigt die vier grundlegenden Schritte der Migration von MSCs: a. Protrusion: In diesem Schritt werden rezeptor-
vermittelt die Zellausstilpungen in Form von Lamellipodien und Filopodien gebildet. b. Adhasion: Um nachfol-
gend Zugkrafte entwickeln zu kdnnen, binden die Zellausstilpungen mittels Integrinen und Cadherinen die umge-
bende Extrazellularmatrix. c. Traktion: In diesem Schritt wird mittels der stress fibers eine Zugkraft in Richtung
des fuihrenden Endes bewirkt. d. Abldsung und Retraktion: Im letzten Schritt erfolgt die Abldsung von Bindun-

gen zwischen der Zelle und der Extrazellularmatrix am hinteren Ende sowie das Einziehen des hinteren Endes
mittels retraction fibers.

18



Einleitung

Andererseits beruht diese Analogie gro3tenteils auf Mutmaf3ungen, die genauen Ablaufe und
vor allen Dingen die Organisation der kontraktilen Elemente sind ungeklart (Vorotnikov
2011). Die Myosin-Aktin-Interaktion scheint von Myosin-Leichtketten-Kinasen kontrolliert zu
werden, jedoch ist unklar, ob der Zug am Vorderende der Zelle analog zur Einziehung am
Hinterende funktioniert (Totsukawa et al. 2004, Chew et al. 2002).

Die Ablosung und Retraktion ist der vierte Schritt der Zellbewegung. Die Ablésung der Zelle
am hinteren Ende wird durch Phosphorylierung und nachfolgenden Abbau der dortigen fo-
kalen Adhasionen erreicht (Gardel et al. 2010). Dieser Prozess scheint tUber die Nicht-
Rezeptor-Proteintyrokinase FAK (focal adhesion kinase) vermittelt zu werden (lli¢ et al. 1995,
Schober et al. 2007). Die Retraktion, also das Einziehen des nun nicht mehr gebundenen
freien hinteren Endes, erfolgt Uber sogenannte retraction fibers. Zwar bestehen diese eben-
falls aus Aktin und Myosin und sind ahnlich den oben erwahnten stress fibers aufgebaut,
jedoch unterscheiden sich beide sowohl in der Feinstruktur der Aktinfibrillen als auch den
interagierenden Myosin-Isoformen (Vorotnikov 2011, Pellegrin und Mellor 2007, Vincente-
Manzanares et al. 2007).

Fir die in-vivo-Migration in einer 3D-Umgebung sind verschiedene limitierende Faktoren
bekannt (Wolf et al. 2013). Laut den Autoren der Studie wird die Migrationsgeschwindigkeit
der Zelle insbesondere durch den Aufbau der Extrazellularmatrix (EZM) zum einen und die
Fahigkeit der Zelle, die EZM zu degradieren, zum anderen bestimmt. Letztere Fahigkeit wird
durch verschiedene proteolytische Enzyme vermittelt, von denen die Matrixmetalloproteasen
(MMPs) die wichtigste Rolle zu spielen scheinen (Wolf et al. 2013, Sabeh et al. 2004). Den
Einfluss der EZM untersuchten Wolf et al. 2013 anhand von Zellen aus einem Fibrosarkom
sowohl unter Einfluss von MMPs als auch unter Inhibition der MMPs. Dabei erwies sich ins-
besondere die GroRe der Poren, welche sich zwischen verschiedenen Kollagenfibrillen
bilden, als entscheidender Faktor: Je kleiner die PorengrtRe ausfiel, desto langsamer
erfolgte die Migration, ein Effekt, welcher durch Inhibition der MMPs noch deutlich verstarkt
wurde und bei Erreichen einer gewissen Untergrenze bei Inhibition der MMPs zu einem
kompletten Einstellen der Migration fiihrte. AuRerdem konnten die Autoren nachweisen, dass

die Verformbarkeit des Nucleus mit der Migrationsgeschwindigkeit der Zellen korrelierte.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Fur die von dieser Forschungsgruppe beschriebene &hnliche Population von chondrogenen
Progenitorzellen (CPCs) im arthrotisch geschéadigten Knorpel konnte bereits die Fahigkeit zur
Migration nachgewiesen werden (Koelling et al. 2009). Ziel dieser Arbeit ist es nun, die Mig-
ration der ebenfalls von dieser Arbeitsgruppe beschriebenen MPC-Population im menschli-
chen Kniemeniskus zu untersuchen. Dazu soll nicht nur nachgewiesen werden, dass die
Zellen prinzipiell zur Migration fahig sind, sondern auch ein Vergleich zwischen verschiede-
nen Wachstumsfaktoren durchgefiihrt werden. Als Wachstumsfaktoren wurden dabei neben
PDGF als etabliertestem Migrationsfaktor (siehe oben) nach sorgfaltiger Literaturrecherche
(u.a. Mishima und Lotz 2008, Ponte et al. 2007) zum Migrationsverhalten anderer MSCs die
Wachstumsfaktoren IGF-1 (insulin-like growth factor 1) und EGF (endothelial growth factor)

ausgewahlt.

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde zunachst das Vorliegen der entsprechenden
Rezeptoren untersucht, und zwar sowohl in vivo in den Fibrochondrozyten des Kniemeniskus
mithilfe der Immunhistochemie als auch in vitro mithilfe von PCR-Analysen der MPCs. Im
zweiten Schritt wurde danach mithilfe eines Boyden-Chamber-Assays direkt der Einfluss
dieser Wachstumsfaktoren auf das Migrationsverhalten untersucht und ausgewertet. Fir
diese Untersuchung wurden verschiedene Konzentrationen der Wachstumsfaktoren sowie
verschiedene Inkubationsdauern untersucht und miteinander verglichen. Als letzter Schritt
wurden die Ergebnisse dieser Versuche mit in der Literatur beschriebenen Migrationsversu-

chen von MSCs sowie anderen @hnlichen Zellpopulationen verglichen und bewertet.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Chemikalien

Produkt

Hersteller

Sitz des Herstellers

Darmstadt, DE

Alzianblau AppliChem

Ameisensaure Roth Karlsruhe, DE

BSA Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
EDTA Roth Karlsruhe, DE
Eosin Roth Karlsruhe, DE
Essigsaure AppliChem Darmstadt, DE
Ethanol abs. AppliChem Darmstadt, DE
Eukitt Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Formaldehyd Roth Karlsruhe, DE
Gentamycin Roth Karlsruhe, DE
Hamalaun Merck Darmstadt, DE
Isopropylalkohol Roth Karlsruhe, DE
Kernechtrot AppliChem Darmstadt, DE
Paraplast Plus Roth Karlsruhe, DE
PBS-Tabletten Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Xylol Roth Karlsruhe, DE
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien
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2.1.2 Puffer und Losungen

PBS 10 %
Aus PBS-Tabletten angemischt

Entkalkungslosung 1
Ameisensaure 10 %
Formaldehyd 2 %

Entkalkungsldsung 2
EDTA 20 %

2.1.3 Reagenziensatze

Dako REAL Detection System AP/Red
Artikel-Nr. K500511-2

Dako Denmark A/S

Glostrup, DK

HotStarTaq Plus DNA Polymerase Kit
Katalog-Nr. 203603

Qiagen GmbH

Hilden, DE

RNeasy Mini Kit
Katalog-Nr. 74104
Qiagen GmbH
Hilden, DE

QuantiTect Reverse Transcription Kit
Katalog-Nr. 205310

Qiagen GmbH

Hilden, DE

2.1.4 Zellkultur

DMEM Medium

DMEM (1x) + GlutaMax-I

Artikel-Nr. 21885-025

Gibco by life technologies Corporation, Paisley, UK

Standard-Medium
DMEM-Medium
+10 % FCS

+1 % Gentamycin

Migrationskammer

Greiner ThinCert Zellkultureinsatz fur 24-Well-Platten, Porengroéf3e 8um
Artikel-Nr. 662638

Greiner Bio-One International, Kremsmunster, Austria
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Zellkulturflaschen

Sarstedt Gewebekulturflaschen mit BelUftungsverschluss
Artikel-Nr. 83.1813.002

Sarstedt, Numbrecht, DE

24-Well-Platten
Artikel-Nr. 83.1836
Sarstedt, Niumbrecht, DE

Zentrifugenrdéhrchen
50ml: Artikel-Nr. 62.559.001
15ml: Artikel-Nr. 62.554.502
Sarstedt, Nimbrecht, DE

FCS

Fetal Bovine Serum

Artikel-Nr. 10270-106

Invitrogen by life technologies Corporation, Paisley, UK

Trypsin-Buffer
Artikel-Nr. P10-024100
Pan-Biotech, Aidenbach, DE

2.1.5 Antikérper

Alle verwendeten Antikorper sind primare monoklonale Antikorper.

Faktor Produktname Ursprung Produktnummer

PDGFRB PDGFR beta [PDGFR-B2] Maus GeneTex Inc., Catalog-#:
Antibody Irvine, CA, GTX10847
Reagiert auf: Mensch, USA
Schwein

EGFR EGFR (Ab 1070) Antibody = Kaninchen Enogene, New Catalog-#:
Reagiert auf: Mensch, Maus, York, NY, USA E021073-1
Ratte

IGF-1R IGF1-R (Phospho-Tyr1161) Kaninchen Enogene, New Catalog-#:

Antibody York, NY, USA E011087-1
Reagiert auf: Mensch, Maus,
Ratte
IGF-1RB  IGF-1RB (C20): sc-713 Kaninchen Santa Cruz Catalog-#: sc-713
Reagiert auf: Mensch, Maus, Biotechnology
Ratte Inc., Dallas,
TX, USA

Tabelle 2: Liste der verwendeten Antikdrper
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2.1.6 Wachstumsfaktoren

Produktname Ursprung Produktnummer
PDGF-BB Recombinant Human E. coli PromoKine, Catalog-# : C-63022
Platelet Derived Growth Heidelberg,
Factor-BB DE
EGF Recombinant Human EGF  E. coli PeproTech, Catalog-#: AF-100-
Rocky Hill, NJ, 15
USA Lot-#: 0212AFCO05
IGF-1 Recombinant Human IGF-1  E. coli PeproTech, Catalog-#: 100-11
Rocky Hill, NJ, Lot-#: 031001
USA

Tabelle 3: Liste der verwendeten Wachstumsfaktoren

2.1.7 Primer

Nachfolgend findet sich eine Liste der verwendeten Primer. Fur jeden Primer sind eine
Forward- und eine Reverse-Sequenz angegeben, die jeweils in 5-3' notiert sind. Weiterhin
ist die optimale Annealing-Temperatur vermerkt sowie die Nummer, die das National Center
for Biotechnology Information (NCBI) der Referenzsequenz des Zielgens zugewiesen hat.

Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland produziert.

a2macro a,-Makrogloulin (Housekeeping-Gen)
NM_000014.4
Forward: TGGTCTCTGGCTTCATTCC
Reverse: GCAAACTCATCCGTCTCGTA
Annealing-Temperatur: 60°C

beta2M B>-Mikroglobulin (Housekeeping-Gen)
NM_004048
Forward: TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT
Reverse: TCTCTGCTCCCCACCTCTAA
Annealing-Temperatur: 61°C

EGFR Epidermal growth factor receptor
NM_005228.3
Forward: CGACAGCTATGAGATGGAGGA
Reverse: GATCCAGAGGAGGAGTATGTGTG
Annealing-Temperatur: 60°C

HPRT-1 Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1(Housekeeping-Gen)
NM_000194
Forward: TGACACTGGCAAAACAATGCA
Reverse: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
Annealing-Temperatur: 61°C
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IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor
NM_000875.3
Forward: AATTGCATGGTAGCCGAAGA
Reverse: GAAGGACTTGCTCGTTGGAC
Annealing-Temperatur: 60°C

LaA Lamin A/C (Housekeeping-Gen)
NM_170707
Forward: GGTCACTGGAAAGGGGAGA
Reverse: TTGCTTTGGGGAGGAGAGA
Annealing-Temperatur: 60°C

PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor
NM_002609.3
Forward: ACTGTTGGGCGAAGGT
Reverse: CAGGCAGGGGGATGATATAGTC
Annealing-Temperatur: 60°C

PPIA Peptidylprolyl-lIsomerase A (Housekeeping-Gen)
NM_021130
Forward: ATGGCAAGACCAGCAAGAAG
Reverse: GGGAACAAGGAAAACATGGA
Annealing-Temperatur: 60°C

RPL13A 60S ribosomales Protein L13a (Housekeeping-Gen)
BC105605
Forward: TCTGGACCGTCTCAAGGTGT
Reverse: GCTGTCACTGCCTGGTACTTC
Annealing-Temperatur: 60°C

SDHA Succinatdehydrogenase, Untereinheit A (Housekeeping-Gen)
NM_004168.2
Forward: TGGGAACAAGAGGGCATCTG
Reverse: CCACCACTGCATCAAATTCATG
Annealing-Temperatur: 60°C

2.1.8 Gerate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Geréate verwendet:
Autoklaviermaschine

FNR 4353E Tecnomara Fernwald, DE

Zentrifugen

eppendorf Centrifuge 5810 Eppendorf Hamburg, DE
eppendorf Centrifuge 5415R Eppendorf Hamburg, DE
eppendorf Minispin Eppendorf Hamburg, DE
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Sterilbank

Heraeus HeraSafe
Zellzéhlung

Nexcelcom Cellometer Auto T4
Nexcelcom Cellometer SD100
Einbettmaschine

Shandon-Elliot Automatic Duplex
Tissue Processor

Farbemaschine

DiaPath Stainix
Lichtmikroskop
Olympus CX40

Kamera

Nikon D90

Mikrotom

Jung Biocut 2035
Fluoreszenzplattenleser

PerkinElmer Victor X4
2030 MultiLabel Reader

Heizblock
eppendorf Thermocycler comfort

PCR
Mastercycler Gradient S
Photometer

Nanodrop 1000

Heraeus

Nexcelcom

Nexcelcom

Shandon-Southern-
Instruments Inc.

DiaPath

Olympus

Nikon

Leica

PerkinElmer

eppendorf

eppendorf

Peglab

Hanau, DE

Lawrence, MA, USA

Lawrence, MA, USA

Pittsburgh, PA, USA

Martinengo, IT

Tokio, JP

Tokio, JP

Wetzlar, DE

Waltham, MA, USA

Hamburg, DE

Hamburg, DE

Erlangen, DE
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2.2 Methoden
2.2.1 Gewinnung von Menisken

Die menschlichen Menisken stammen aus Operationspraparaten von Patienten mit fortge-
schrittener Arthrose, die eine totale Knie-Endoprothese erhielten. Die Patienten wurden im
Krankenhaus Neu-Mariahilf in Goéttingen in der dortigen orthopadischen Abteilung operiert.
Dazu wurden die Patienten im Vorfeld ausfuhrlich Gber die Verwendung des Materials fur die
medizinische Forschung aufgeklart. Das Studiendesign wurde zudem zuvor von der Ethik-
kommission der medizinischen Fakultéat der Universitat Gottingen begutachtet und unter der
Nummer 25/12/10 bewilligt.

Fur den Transport des Explantationsmaterials wurden Plastikbehalter mit jeweils 50 ml
DMEM-Medium und 50 ml PBS verwendet. Diese wurden in dem hiesigen Labor autokla-
viert, unter der Sterilbank befillt und anschlieBend ins Krankenhaus Neu-Mariahilf transpor-
tiert, wo sie bis zu ihrer Verwendung kuhl gelagert wurden. Im Verlauf der Kniegelenksope-
rationen wurde das Material in die vorbereiteten Plastikbehdlter gefillt und diese wurden fest
verschlossen. Auf den Behaltern wurden keine Daten zum operierten Patienten hinterlegt,
mit Ausnahme des Geschlechts, Alters und Gewichtes. Danach wurden diese durch einen

Transportdienst in die Universitatsmedizin Gottingen gebracht.

Dort wurden die Behéltnisse bis zur erstmaligen Offnung unter der Sterilbank weiterhin
gekdhlt. In der Sterilbank wurde das Operationsmaterial begutachtet und auf das Vorhan-

densein von Kniemenisken untersucht.

2.2.2 Gewinnung von mesenchymalen Progenitorzellen (MPCs)

Die Operationspraparate wurden unter sterilen Bedingungen auf Vorhandensein von Menis-
ken Uberprift. Vorhandene Menisken wurden mit dem Skalpell zunachst in ca. 5-10 mm
dicke Scheiben sagittal unterteilt. Diese wurden danach zonenweise unterteilt (siehe Kapitel
1.1.2). Zunachst wurde eine ca. 1 mm dicke Schicht apikal und basal abgetrennt und als
superfizielle Zone klassifiziert (siehe Abbildung 4). Danach wurde etwa das auf3ere Drittel als

auRRere Zone abgetrennt, der verbleibende Teil wurde als innere Zone bezeichnet.
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Abbildung 4: Skizze der Einteilung des Meniskus in Zonen. Meniskus im Querschnitt. S: superfizielle
(oberflachliche) Zone. I: innere Zone. O: &ulere (outer) Zone. Skizze wurde selbst erstellt.

Die einzelnen Zonen wurden danach in ca. 8 mm3 groRRe Stiicke zerteilt und fir 10 Tage
ohne Mediumwechsel in Standardmedium bei Standardbedingungen (37 °C, 5% CO,)
kultiviert. In dieser Phase wuchsen die MPCs aus den Meniskusstiicken aus und hafteten am
Plastik fest. Nach den 10 Tagen wurden die Meniskusstiicke ausgewaschen und die am
Plastik heftenden Zellen danach wie unten beschrieben weiter kultiviert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MPCs von 10 unterschiedlichen Patienten gewonnen.

2.2.3 Zellkultivierung

Die Zellen wurden in Flaschen unter Standardbedingungen (37 °C, 5% CO,) im Standard-
medium kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte zweimal wochentlich, eine Aufteilung auf
mehrere Flaschen nach Konfluenz der Zellen und Bedarf. Fir die Aufteilung wurden die
Zellen mit 3 ml Trypsin-Buffer sieben Minuten inkubiert, wodurch sich die Zellen vom Fla-
schenboden l6sten. Danach wurden 5 ml Medium hinzugeftigt und die Zellen fir 10 Minuten
bei 280 G abzentrifugiert. Danach wurde die Flissigkeit abgesaugt und die Zellen wurden in
Medium resuspendiert und auf mehrere Flaschen aufgeteilt. Bei Bedarf wurden dazu die

Zellen vorher gezahlt.

2.2.4 Zellzéhlung

Fur die Zellzdhlung wurden die Zellen wie oben beschrieben geldst und abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde danach je nach Bedarf in 1 ml PBS bzw. Medium resuspendiert. Danach
wurden 20 ul in eine Zahlkammer pipettiert und automatisch durch das Programm

Cellometer Auto Counter in Verbindung mit einem Nexcelcom Cellometer Auto T4 gezahilt.
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2.2.5 Migrationsassays

Die Migrationsassays wurden mithilfe eines modifizierten Boyden-Chamber-Assays durch-
gefuhrt. Boyden beschrieb 1962 in einer Arbeit Gber die Chemotaxis von Leukozyten einen
inzwischen sehr gut etablierten Test zur Untersuchung der Migration von Zellen. Der
Testaufbau des sogenannten ,Boyden Chamber Assays* ist dabei relativ simpel: Zwei ver-
schiedene Medien werden durch eine Membran mit Mikroporen getrennt. In die obere Kam-
mer werden dabei Zellen eingefigt, in die untere Kammer chemotaktische Agentien. Die
Poren erlauben nun den Zellen einen Durchtritt — ein Vergleich des Ausmal3es der stattfin-
denden Migration zwischen einer Probe und einer negativen Kontrolle, in der in der unteren
Kammer kein chemotaktisches Agens vorhanden ist und somit nur zuféllige Zellmigration

stattfindet, erlaubt dabei Riuckschlisse auf die Migration aufgrund von Chemotaxis.

Dazu wurden die Zellen Uber Nacht in serumfreien DMEM-Medium mit 0.2 % BSA und 1 %
Gentamycin inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen geerntet und zweifach mit PBS
gewaschen. Danach wurde in eine 24-Well-Platte pro Well jeweils 600 ul serumfreies
Medium mit oder ohne Chemoattraktant (in einer Konzentration von 10 oder 40 ng/ml)
pipettiert. Danach wurden Zellkultureinsatze (Greiner Bio-One ThinCert) mit einer Poren-
grolRe von 8 um in jedes Well eingesetzt. In jeden Einsatz wurden je 200 pl serumfreies
Medium mit 50.000 Zellen suspendiert. Fir die drei gemessenen Wachstumsfaktoren sowie

fur die Negativkontrolle wurden jeweils sechs Wells parallel gefilllt.

Danach wurde die 24-Well-Platte fur eine variable Zeit (3, 9 oder 24 Stunden) unter Stan-
dardbedingungen inkubiert. Darauf wurde das Medium aus den Wells entfernt und durch je
450 pl serumfreies Medium mit 8 umol/L Calcein-AM ersetzt und die Platte wurde wiederum

flr 45 Minuten unter Standardbedingungen inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde eine neue 24-Well-Platte mit 1000 pl vorgewarmten Trypsin-EDTA
pro Well vorbereitet. Die Zellkultureinsatze wurden danach leergesaugt und in die neue
Platte transferiert. Die Platte wurde danach fur 10 Minuten unter Standardbedingungen inku-
biert und dabei ab und zu geschuttelt, um die Zellen zu I6sen. Daraufhin wurden von jedem
Ansatz je viermal 200 pl in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert, zusétzlich wurde noch

mindestens viermal reine Trypsin-EDTA-LGsung als Leerwert pipettiert.

Die Platte wurde daraufhin in einem Fluoreszenzplattenleser bei einer Exzitationswellen-
lange von 485 nm und einer Emissionswellenldange von 535 nm ausgelesen. Die Messwerte

wurden danach gemittelt und der Leerwert wurde abgezogen.

Calcein-AM (Calcein-Acetoxymethylester) ist zellwandpermeabel und diffundiert als nicht-

fluoreszierende Substanz in das Zytoplasma der Zellen. Dort wird durch Esterasen die
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Acetoxymethyl-Gruppe abgespalten, was eine Fluoreszenz des Calceins bewirkt. Die
Calcein-AM-Aufnahme der Zellen und somit ihre resultierende Fluoreszenz korrelieren dem-
nach mit der Zellzahl.

Zur Signifikanzbestimmung wurde ein t-Test in Microsoft Excel 2010 benutzt. Dabei galt ein
Signifikanzniveau von p < 0,05. Dargestellt werden die Daten jeweils ein 2 Formen: Zum
einen als Boxplot, wobei die Fehlerindikatoren die gesamte Streubreite der Einzelmesswerte
angeben, zum anderen als Saulendiagramm, wobei die Fehlerindikatoren die Standardab-

weichung angeben.

Die Migrationsassays wurden Uber verschiedene Zeitraume durchgefiihrt, um die Beziehung
zwischen Inkubationsdauer und Migrationsverhalten zu untersuchen. In dieser Arbeit werden
alle untersuchten Zeitraume im Ergebnisteil besprochen. Insgesamt wurden vier verschie-

dene priméare Zelllinien aus unterschiedlichen Spendern untersucht.

2.2.6 Quantitativer mRNA-Nachweis mithilfe von real-time RT-PCR

Durch RNA-Extraktion aus Zellen mithilfe des Quiagen RNeasy-Kits wurde das Transkriptom
gewonnen, welches durch das Quiagen QuantiTect Reverse-Transcription-Kit in komple-

mentare DNA (cDNA) umgeschrieben wurde.

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) ermdglicht die Amplifizierung bestimmter Gen-
Abschnitte von vorhandener mRNA. Dadurch kann das Vorhandensein der entsprechenden
mMRNA im Transkriptom bewiesen werden - dies lasst indirekt Rickschlisse auf die Expres-
sion des entsprechenden Gens durch die Zelle zu. Die Amplifizierung wird dabei durch eine
Tag-Polymerase unter Zugabe eines Basen-Mixes, eines passenden Primers (siehe unten)

und einer cDNA ermoglicht.
Dabei wird folgender Zyklus in der Regel 40fach wiederholt:

o 15 s Denaturierung: Bei 95 °C wird die DNA in Einzelstrange aufgeteilt.

e 10 s Annealing: Bei der fir den jeweiligen Primer spezifischen Temperatur (i.d.R.
ungefahr 60 °C) lagert sich der Primer an der passenden Bindungsstelle an und dient
damit als Ausgangspunkt fiir die Amplifikation.

e 15s Elongation: Bei 72 °C synthetisiert die Taqg-Polymerase ausgehend von den

angelagerten Primern einen komplementaren DNA-Strang.

Durch SYBRGreen, einem interkalierenden Farbstoff, der an doppelstrdngige DNA bindet,
kann dabei bei jedem Zyklus photometrisch die Menge an doppelstrangiger DNA und damit
die Menge des PCR-Produktes quantifiziert werden. Der Zyklus, bei dem ein bestimmter

Fluoreszenz-Schwellenwert, auf den die PCR-Maschine geeicht ist, Uberschritten wird, gibt
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den ct-Wert an, anhand dessen die Menge der gesuchten mRNA festgehalten werden kann.
Als Schlussfolgerung daraus ergibt sich, dass je eher dieser Schwellenwert erreicht wird, d.h.
je niedriger der ct-Wert ist, desto hoher der mMRNA-Gehalt des Zielgens ist.

2.2.6.1 Durchfuhrung der RNA-Isolation aus Zellen

Die RNA-Isolation des Transkriptoms der Zellen erfolgte mithilfe des Quiagen RNeasy-Kits.
Fur die RNA-Isolation wurden ca. 1 Million Zellen mit Trypsin geerntet und sorgféltig abzent-
rifugiert. Danach wurden diese mit 350 pl von dem im Kit enthaltenen RLT-Puffer zuzlglich
3,5 yl B-Mercaptoethanol resuspendiert, um eine Lyse der Zellen zu erreichen. Das Hinzufi-
gen des B-Mercaptoethanols diente dabei der Inaktivierung von unspezifischen RNAsen.
Diese Zellsuspension wurde mithilfe eines Vortexers gemischt und danach fur 2 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde die Suspension in eine Quiagen-
Shredder-Saule gegeben und fir 2 Minuten bei voller Geschwindigkeit (13.200 upm in der
eppendorf Centrifuge 5415R) zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit 70 % Ethanol resus-
pendiert und auf eine RNA-easy-mini-Séaule gegeben, welche fir 15-30 Sekunden bei
10.000 upm in derselben Zentrifuge zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen und
700 pl vom RW1-Buffer auf die S&ule gegeben, woraufhin wiederum fir 15-30 Sekunden bei
10.000 upm zentrifugiert wurde. Erneut wurde der Durchfluss verworfen und danach wurden
500 yl vom RPE-Buffer auf die Saule gegeben, welche danach wiederum wie gehabt zentri-
fugiert wurde. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt. Danach wurde die Saule in ein
neues Sammelrdhrchen gegeben und fir 1 Minute bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert.
Die Saule wurde nun in ein neues Rohrchen gegeben. Dann wurden 30-50 pl RNAse-freies
H,O direkt auf die Membran pipettiert und das Réhrchen fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Jetzt wurde erneut 1 Minute bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert, wonach die

RNA im Durchfluss enthalten war.

Mithilfe eines Photometers wurden danach die Menge und die Qualitat der RNA bestimmt.
Die RNA-Extraktion inklusive nachfolgender Untersuchungen wurde an 6 verschiedenen

Menisken durchgefiihrt.

2.2.6.2 Umschreiben der RNA in cDNA

Die Umschreibung von RNA in DNA wurde mithilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kit
durchgefihrt. Dazu wurde die RNA zunédchst mit dem gDNA Wipe Out Puffer fir 2 Minuten
bei 42 °C inkubiert, um restliche genomische DNA zu entfernen. Danach wurden 4 pl RT-
Transkriptionspuffer, 1 ul RT-Transkriptase und 1 pl RT-Primer-Mix hinzugefigt und fir 15
Minuten bei 42 °C sowie nachfolgend fur 3 Minuten bei 95 °C inkubiert. Danach wurde unter

der hypothetischen Annahme, dass die mMRNA im Verhaltnis von 1:1 in cDNA umgeschrieben
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wurde, mithilfe der zuvor im Photometer gemessenen RNA-Konzentration die cDNA auf

1 ng/pl mit RNAse-freiem Wasser verdunnt.
Die gewonnene cDNA wurde danach bei -20 °C aufbewabhrt.

2.2.6.3 Durchfuhrung der PCR

In eine 96-Well-Platte wurde jeweils pipettiert:

e 2 ul RNAse-freies H,O
e 5 ul SYBR Green plus Nukleotid-Mix
e 2 pl PCR-Primer-Mix (Forward- und Reverse-Primer jeweils 10 pmol/pl)

e 1 pl cDNA (in einer Konzentration von 1 ng/ul)

Fir ausreichende statistische Signifikanz wurden stets jeweils drei Wells gleich gefullt und
der gesamte Versuch wurde dreifach wiederholt, so dass insgesamt neun Messungen pro

Messwert vorlagen.

Die 96-Well-Platten wurden danach nach dem oben beschriebenen Protokoll in der PCR-
Maschine amplifiziert und gemessen.

2.2.6.4 Standardisierung der Messwerte

Um den mRNA-Gehalt einer Zelle zu bestimmen, wurde in dieser Arbeit die relative mRNA-
Quantifizierung nach der 24°"-Methode vorgenommen, welche 2001 von Pfaffl beschrieben
worden ist. Hierzu wurde der mRNA-Gehalt eines Zielgens in Relation zu einem
Housekeeping-Gen gesetzt (ACT-Wert) und somit normalisiert. Als Housekeeping-Gene
werden Gene bezeichnet, welche ubiquitér in allen Zellen in einer homogenen Menge expri-
miert werden. Im Falle dieser Arbeit wurde nach vorangegangenen Voruntersuchungen PPIA
(Peptidylprolyl-lsomerase A) als Housekeeping-Gen ausgewahlt. Daraufhin wurde der ACT-
Wert einer Probe mit dem ACT-Wert einer Kontrolle verglichen (AACT-Wert). Mithilfe der
arithmetischen Formel 222°T konnte schlieRlich der relative Expressionsunterschied berech-
net werden. Aul3erdem wurden die AACT-Werte mithilfe eines t-Tests auf Signifikanz unter-

sucht, Signifikanzniveau war hierbei ebenfalls p < 0,05

Die PCR-Untersuchungen wurden an der cDNA von 6 verschiedenen Praparaten durchge-

fuhrt und die Ergebnisse wurden nach der Auswertung nach Pfaffl wurden gemittelt.

2.2.7 Primer-Design

Fir das Primer-Design wurde zunachst die mRNA des Zielgens in der NCBI-Nukleotid-

Datenbank gesucht. Mithilfe der Software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) wurde danach
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nach passenden Primern gesucht (Koressaar und Remm 2007, Untergasser et al. 2012).

Dabei wurde, abweichend von den Standard-Einstellungen, auf folgende Punkte geachtet:

o Der Anteil an Guanin- und Cytosin-Basen sollte moglichst zwischen 40 und 60 Pro-
zent liegen

o Der Temperaturunterschied der Annealing-Temperatur sollte nicht gréRer als 1 °C be-
tragen

e Die maximale Selbstkomplementaritat sollte nicht mehr als 4,0, die maximale 3'-
Selbstkomplementaritat nicht mehr als 1,0 betragen

Nachfolgend wurden die Vorschlage mithife wvon NCBI Nucleotide Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) auf ihre Spezifizitat untersucht. Es wurden lediglich Primer-

Paare akzeptiert, die jeweils keine weiteren moglichen mRNA-Alignments im menschlichen
Transkriptom aufwiesen.

Die Primer wurden bei Eurofins Operon bestellt und durch eine Gradienten-PCR Uberpriift.
Dabei wurden die Primer bei unterschiedlichen Annealing-Temperaturen zwischen 48 und
68 °C zusammen mit einer Test-cDNA amplifiziert. Anhand einer Schmelzkurve wurde die
optimale Annealing-Temperatur bestimmt. Das bei dieser Temperatur gewonnene PCR-
Produkt wurde durch die Firma SeqlLab Goéttingen sequenziert, um zu verifizieren, dass tat-
séchlich das gewunschte Zielgen amplifiziert wurde. Das Sequenzierungsergebnis wurde
dazu erneut mit dem NCBI Nucleotide Blast ausgewertet.

Eine Liste der verwendeten Primer findet sich weiter oben.

2.2.8 Histologie
2.2.8.1 Herstellen von Paraffin-Praparaten

Fur das Herstellen von Paraffin-Praparaten wurden OP-Praparate zunachst in ein Gefald mit
Fixierlosung aus Formaldehydlésung und Soérensen-Puffer gegeben, um Autolyseprozesse
zu unterbrechen. Dieses Gefal? wurde aufgrund der Photosensibilitdt des Formaldehyds vor

Lichteinfall geschuitzt und ftr 72 h in einem Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Als nachstes wurden die Préparate entkalkt, damit diese sich spater ohne Probleme am
Mikrotom schneiden lie3en. Dazu wurden diese zunéachst fur 48 h erneut lichtsensibel bei
4 °C in einer Losung aus 10 % Ameisensdure und 2,5 % Formaldehyd inkubiert. Danach
erfolgte die Inkubation fur 72 Stunden bei Raumtemperatur in einer EDTA-L6sung (Ethylen-
diamintetraessigsdure). Dabei wurde die Probe auf einer Wippe gelagert und die EDTA-

Ldsung taglich gewechselt.
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Als nachster Schritt erfolgte die Dehydrierung der Probe in einem Einbett-Automaten. Dazu

wurde folgendes Protokoll benutzt:

e 3 h Alkohol 70 %

e 1 h Alkohol 80 %

e 1 h Alkohol 90 %

e 1 h Alkohol 96 %

e 2 h Alkohol 100 %

e 2 h Alkohol 100 %

o 2 hlIsopropylalkohol

e 1,5 h Isopropylalkohol

e 30 min Xylol
e 45 min Xylol
e 45 min Xylol

o 6 h Paraplast Plus bei 52 °C
e 7 h Paraplast Plus bei 56 °C

Danach wurde die Probe in flissigem Paraffin eingebettet, wobei die Probe innerhalb des
Probenkdrbchens analog zur spateren Schnittrichtung ausgerichtet wurde. Die Proben wur-
den danach sorgfaltig beschriftet und tber Nacht zum Aushérten in den Kihlschrank gelegt.

2.2.8.2 Herstellung der Schnitte im Mikrotom

Zum Herstellen der Schnitte wurden die in Paraffin eingebetteten Proben in ein Mikrotom
gespannt. Dieses wurde je nach Beschaffenheit des Praparats und gewiinschtem Schnitt auf
eine Schnittdicke von 7 um eingestellt. Danach wurde der Block so lange unter Verwurf der
Schnitte angeschnitten, bis sich das Mikrotom auf einer Schnittebene befand, welche einen

reprasentativen Querschnitt des Praparats erfasste.

Jetzt wurden die Schnitte vorsichtig einzeln angefertigt und mithilfe eines feinen Pinsels in
ein auf 37 °C erhitztes Wasserbad transportiert, wo diese sich entfalten konnten. Danach
wurde ein Objekttrager vorsichtig in das Wasserbett eingetaucht und die auf dem Wasser
schwimmende Probe vorsichtig von unten kommend auf diesen aufgetragen. Schlie3lich

wurde der Objekttrager beschriftet und auf eine auf 43 °C erhitzte Warmeplatte gelegt.

Nachdem gentigend viele Schnitte angefertigt wurden, wurden die Objekttrager noch einmal
begutachtet und makroskopisch ungeniigende Praparate wurden bereits im Vorfeld aussor-
tiert. Die anderen Praparate wurden Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C zum Trocknen

inkubiert und konnten ab dem nachsten Tag flur weitere Farbungen verwendet werden.
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2.2.8.3 HE-Farbung

Als Ubersichtsfarbung fur Praparate wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung durchgefiihrt.
Fir diese wurde ein Farbeautomat der Firma DiaPath verwendet. Es wurde folgendes Proto-
koll angewendet:

e 5 min Xylol

e 2 min Alkohol 100 %

e 2 min Alkohol 80 %

e 2 min Agua dest.

e 4 min Hamalaun nach Mayer, 1:4 verdiinnt
e 1 min Agqua dest.

e 15 min flieBendes Wasser
e 7 min Eosin

e 1 min Agua dest.

e 1 min Alkohol 60 %

e 1 min Alkohol 80 %

e 1 min Alkohol 100 %

e 3 min Xylol

e 3 min Xylol

Danach wurden die Praparate mit Eukitt eingedeckelt.
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2.2.8.4 Alzianblau-Kernechtrot-Farbung

Ebenfalls als Ubersichtsfarbung wurde die Alzianblau-Kernechtrot-Farbung benutzt. Wiede-
rum im DiaPath-Farbeautomaten wurde folgendes Protokoll verwendet:

e 5 min Xylol

e 2 min Alkohol 100 %

e 2 min Alkohol 80 %

e 2 min Alkohol 60 %

e 1minPBS

e 2 min Essig3 %

e 5 min Alzianblau

e 4 min flieBendes Wasser
e 5 min Kernechtrot

e 4 min flieBendes Wasser
e 2 min Alkohol 80 %

e 2 min Alkohol 100 %

e 3 min Xylol

e 3 min Xylol

Danach wurden die Praparate mit Eukitt eingedeckelt.

2.2.8.5 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde mithilfe des DAKO-Real-Kits durchgefuhrt. Zunachst wurden
die Praparate zweimal 5 Minuten mit Xylol entparaffiniert und durch eine absteigende Alko-
holreihe (jeweils 5 Minuten Alkohol 100 %, 90 %, 80 %, 60 %, 50 %) rehydriert. Danach wur-
den eventuell im Gewebe vorhandene endogene alkalische Phosphatasen mit Levamisole
geblockt. Mithilfe von ProTags | wurden 20 Minuten bei 60 °C Antigene demaskiert. Danach
erfolgte mithilfe von Protease 24 fur 1-5 Minuten eine Vorverdauung des Gewebes und somit
eine weitere Demaskierung von Proteinbindungsstellen. Mit einer Lésung 1 % BSA in PBS
wurden daraufhin unspezifische Bindungsstellen fir 10 Minuten geblockt, danach erfolgte
eine Inkubation mit Antikdrpern tber Zeitrdume zwischen einer Stunde bis Uber Nacht, je-

weils bei Raumtemperatur.

Danach wurde zunéchst ein sekundar biotinylierter Antikérper flr 15 Minuten und nach
einem Waschschritt mit PBS danach eine Streptavidin-Alkalische-Phosphatase ebenfalls fr
15 Minuten hinzugegeben, welche an den biotinylierten Antikérper bindet. Schliel3lich wurde

nach einem erneuten Waschschritt mit einer Chromogen-L6sung eine rétliche Féarbung
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bewirkt. Eine Gegenfarbung wurde mit Hamalaun nach Mayer 1:4 verdinnt bewirkt, danach

wurde das Praparat in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und mit Eukitt eingedeckelt.

Fur das Entparaffinieren und Dehydrieren wurde ein automatischer Farbeautomat von
DiaPath benutzt.

Es wurden die Schnitte von 6 verschiedenen Patienten untersucht. Flr die hier gezeigten
Praparate wurden jeweils Antikdrperverdiinnungen zwischen 1:50 und 1:250 ausprobiert und
Inkubationen zwischen einer Stunde und Uber Nacht. Dabei zeigten sich die besten, hier

abgebildeten Ergebnisse bei folgenden Protokollen:
PDGFR: 1:50, Inkubation tber Nacht
EGFR: 1:50, Inkubation Gber Nacht

IGF-1R: Es konnte bei keinem Protokoll der IGF-1R nachgewiesen werden. Die hier gezeig-

ten Bilder entstanden ebenfalls bei einer Verdiinnung von 1:50 und Inkubation tber Nacht.
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3 Ergebnisse

3.1 Lichtmikroskopie

Ziel der Lichtmikroskopie war es, zundchst Ubersichtsaufnahmen des untersuchten Menis-
kusgewebes anzufertigen. Danach wurde immunhistochemisch nach dem Vorhandensein
von Rezeptoren fir die untersuchten Wachstumsfaktoren in den Fibrochondrozyten des Me-
niskus gesucht.

3.1.1 Ubersichtsaufnahmen

Zunachst wurden Ubersichtsaufnahmen der Menisken angefertigt. Dazu wurden die Prapa-
rate mit Hamalaun-Eosin bzw. mit Alzianblau-Kernechtrot gefarbt. Alzianblau farbt die im
Gewebe enthaltenen sauren Mukosubstanzen wie Glykosaminoglykane und Aggrekan,
Kernechtrot erzeugt dabei eine rote Gegenfarbung der Zellkerne.

In den Ubersichtsfarbungen fiel dabei auf, dass bei samtlichen untersuchten Menisken deut-
liche Zeichen der Arthrose erkennbar waren. Dies auf3erte sich vor allen Dingen im Fehlen
der superfiziellen Zone des Meniskus: Die in der Literatur fir den gesunden Meniskus be-
schriebenen spindelformigen Zellen der superfiziellen Zone (siehe Kapitel 1.1.2) liel3en sich
nicht nachweisen, stattdessen zeigte sich die Oberflache des Meniskus als aufgeraut und
ausgefranst (siehe Abbildung 5). Die Zellen an der Oberflache stellten sich stattdessen als
rundlich und mit deutlicher perizellularer Matrix dar, wie es fur die Fibrochondrozyten der

inneren Zone beschrieben ist.

Abbildung 5: Schnitt der Oberflache eines Meniskus, Alzianblau-Kernechtrot-Farbung. 10x VergréRerung.
A: Die Zellen der oberflachlichen Zone weisen nicht den in der Literatur fir gesunde Menisken beschriebenen
abgeflachten Zellkern auf, sondern &hneln den Fibrochondrozyten der inneren Zone. B: Wie sich deutlich
erkennen lasst, ist die Oberflache stark aufgeraut und abgeschilfert.
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3.1.2 Nachweis von PDGFR

Fir PDGF konnte dabei das Vorliegen des Rezeptors in den untersuchten Kniemenisken
mithilfe einer Immunhistochemie deutlich gezeigt werden. Dabei konnte das Vorliegen des
Rezeptors sowohl im Zellkern und im perinuklearen Zytoplasma als auch zirkular an der

Zellmembran nachgewiesen werden.

Beim Anfarbeverhalten zeigten sich deutliche regionale Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen Zonen des Meniskus: Die deutlichste Farbung zeigte sich in der zentralen inne-
ren Zone des Meniskus, wo homogen samtliche Fibrochondrozyten den PDGF-Rezeptor
aufwiesen. Auch in der als superfiziell klassifizierten Zone zeigte sich eine homogene Anfar-
bung aller Zellen, wobei jedoch beachtet werden muss, dass wie in Kapitel 3.1.1 besprochen
die hier vorliegenden Zellen zumindest makroskopisch nicht den in der Literatur beschriebe-

nen Zellen der oberflachlichen Zone aus dem gesunden Meniskus entsprachen.

In der &uRReren, vaskularisierten Zone des Meniskus hingegen konnte der PDGF-Rezeptor
nicht nachgewiesen werden. Lediglich in den perivaskularen Perizyten der kleinen Gefalie
konnte der Rezeptor nachgewiesen werden, was jedoch fur das hier untersuchte Migrations-
verhalten der MPCs irrelevant ist.

Abbildung 6 zeigt ein reprasentatives Bild aus den sechs identisch verlaufenden Immunhisto-

chemie-Versuchen.
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Abbildung 6: Schnitt durch die Innenzone des Meniskus, Inmunhistochemie fir PDGFR, Verdiinnung 1:50
tiber Nacht. A: Ubersichtsaufnahme, 40x VergroRerung. Deutlich zeigt sich, wie sich die Zellkerne und die
Zellmembran angeférbt haben. B: Detailaufnahme, 60x VergrofRerung. Pfeil 1: Farbung der Zellmembran. Pfeil 2:
Anféarbung des perinukleédren Zytoplasmas.
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3.1.3 Nachweis von EGFR

Der EGF-Rezeptor wurde ebenfalls per Immunhistochemie nachgewiesen. Analog zum
PDGF-Rezeptor konnte auch fir den EGF-Rezeptor das Vorliegen sowohl im Zellkern und
perinuklearen Zytoplasma als auch in der Zellmembran gezeigt werden.

Ebenfalls zeigte sich fir den EGF-Rezeptor die deutlichste Anfarbung in der zentralen inne-
ren Zone des Meniskus mit einer homogenen Anfarbung der Fibrochondrozyten. Im Gegen-
satz zum PDGF-Rezeptor zeigte sich die Anfarbung in den oberflachlich gelegenen Zellen
der als superfiziell klassifizierten Zone deutlich geringer, hier lag keine homogene Anféarbung
aller Zellen vor, auRerdem waren die Anfarbungen insgesamt weniger deutlich. Abbildung 7
zeigt ein reprasentatives Bild aus den sechs identisch verlaufenden Immunhistochemie-
Versuchen.

In der aufReren, vaskularisierten Zone des Meniskus zeigte sich wiederum keine deutliche
Anfarbung der Zellen. Jedoch zeigte sich hier im Unterschied zum PDGF-Rezeptor neben
der Anfarbung der Perizyten auch eine vereinzelte Anfarbung der Fibroblasten-ahnlichen
Zellen, welche sich jedoch im Ausmald bei Weitem geringer darstellte als die Farbung der

inneren Zone.

Abbildung 7: Schnitt durch die Innenzone des Meniskus, Immunhistochemie fur EGFR, Verdinnung 1:50
Uber Nacht, 40x VergroRerung. Deutlich zeigt sich die rosafarbene Anfarbung der Zellkerne und Zellmembran.
Pfeil 1: Farbung der Zellmembran. Pfeil 2: Anfarbung des perinukledren Zytoplasmas.
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3.1.4 Nachweis von IGF-1R

SchlieBlich wurde versucht, auch den IGF-1-Rezeptor darzustellen. Trotz Verwendung von
zwei unterschiedlichen Antikdrpern gelang es jedoch nicht, das Vorhandsein dieses Rezep-

tors nachzuweisen.

Abbildung 8: Schnitt durch die Innenzone des Meniskus, Immunhistochemie fir IGF-1R, Verdiunnung 1:50
Uber Nacht. VergréBerung jeweils 40x, bei Ausschnitten 60x. A: IGF1-R (Phospho-Tyrl161). Es kann keine
Anfarbung des IGF-1R gezeigt werden. B: IGF1-RB. Auch bei diesem Antikdrper kann kein IGF-1R
nachgewiesen werden.
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3.2 PCR-Analyse der mRNA

Fur die Genexpressionsanalyse via mRNA wurden jeweils die drei verschiedenen Zonen des
Meniskus getrennt auf das Vorliegen von mRNA der drei untersuchten Rezeptoren unter-
sucht. Dazu wurden die Daten anhand des Vorliegens von PPIA als Housekeeping-Gens
standardisiert und jeweils die relative Genexpression im Verhaltnis zur inneren Zone festge-
stellt (siehe Kapitel 2.2.6.4).

Fur alle 6 untersuchten Proben konnte gezeigt werden, dass fir alle drei Rezeptoren der
MRNA-Gehalt in der inneren Zone am hochsten war. In der &u3eren Zone war der mRNA-
Gehalt jeweils nicht-signifikant erniedrigt, in der superfiziellen Zone war der mRNA-Gehalt in

allen Fallen signifikant erniedrigt.
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Abbildung 9: Relativer mRNA-Gehalt fir PDGFR im Vergleich zwischen superfizieller, innerer und aufRerer
Zone. Dabei wurden die Daten nach Pfaffl 2001 normalisiert und jeweils als relativer mMRNA-Gehalt zur inneren
Zone angegeben. * = signifikanter Unterschied zum Referenzwert (innere Zone) mit p < 0,05.
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Abbildung 10: Relativer mRNA-Gehalt fur EGFR im Vergleich zwischen superfizieller, innerer und aufRerer
Zone. Dabei wurden die Daten nach Pfaffl 2001 normalisiert und jeweils als relativer mRNA-Gehalt zur inneren
Zone angegeben. * = signifikanter Unterschied zum Referenzwert (Innere Zone) mit p < 0,05.
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Abbildung 11: Relativer mRNA-Gehalt fur IGF-1R im Vergleich zwischen superfizieller, innerer und &ufl3erer
Zone. Dabei wurden die Daten nach Pfaffl 2001 normalisiert und jeweils als relativer mRNA-Gehalt zur inneren
Zone angegeben. * = signifikanter Unterschied zum Referenzwert (Innere Zone) mit p < 0,05.

Diese Beobachtung steht damit in Kongruenz zu den Ergebnissen der Immunhistochemie, in
denen sich ebenfalls die deutlichsten Hinweise auf das Vorhandensein des Rezeptors in der
inneren Zone finden lieRen.
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3.3 Migrationsassays

Um das Migrationsverhalten von kultivierten MPCs in vitro zu untersuchen, wurde ein Migra-
tionsassay nach Boyden verwendet. Dazu wurden lediglich MPCs der inneren Zone verwen-
det.

Es wurden drei Migrationsassays durchgefiihrt, in denen das Migrationsverhalten der MPCs
Uber verschiedene Zeitraume (3, 9 und 24 Stunden) und bei verschiedenen Konzentrationen
der Wachstumsfaktoren (10 ng/ml bzw. 40 ng/ml) untersucht wurde. Dabei wurde jeweils
eine negative Kontrolle durchgefiihrt, bei der sich auf beiden Seiten der Membran serum-
freies Medium befand. Fur jeden Messwert wurden je sechs einzelne Migrationskammern
inkubiert, jede dieser Migrationskammern wurde danach vierfach mittels Zytofluoreszenz
gemessen. Die Ergebnisse der Migrationsversuche werden im Folgenden jeweils als Boxplot

und als Saulendiagramm gezeigt.

Zunéchst wurde die Migration tber einen Zeitraum von neun Stunden untersucht. Dabei
wurden die Wachstumsfaktoren jeweils in einer Konzentration von 40 ng/ml in die untere
Kammer pipettiert. Danach wurde die relative Zellanzahl durch eine Fluoreszenz-Messung

mit Calcein-AM bestimmt.

In diesem Experiment zeigte sich eine signifikant gesteigerte Migration der Zellen unter Ein-
fluss von PDGF, wéhrend sich bei EGF und IGF-1 eine Minderung der Migration nachweisen

lie3, welche allerdings nur fur IGF-1 signifikant war.
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Abbildung 12: Migrationsassay nach 9 h. Darstellung als Boxplot, die Fehlerindikatoren geben die gesamte
Streubreite der Einzelmesswerte an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer Wachstumsfaktor-
Konzentration von 40ng/ml. * = signifikante Steigerung bzw. Minderung der Migration. Es zeigt sich eine
signifikante Steigerung der Migration bei PDGF sowie eine signifikante Abnahme der Migration fur IGF-1.
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Abbildung 13: Migrationsassay nach 9 h. Darstellung als Saulendiagramm, die Fehlerindikatoren geben die
Standardabweichung an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer Wachstumsfaktor-Konzentration
von 40 ng/ml. * = signifikante Steigerung bzw. Minderung der Migration. Es zeigt sich eine signifikante Steigerung

der Migration bei PDGF sowie eine signifikante Abnahme der Migration fur IGF-1.
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Daraufhin wurde ein weiterer Migrationsassay uber einen kiirzeren Zeitraum von drei Stun-
den durchgefuhrt. Bei diesem Versuch wurden wiederum fir jeden Wachstumsfaktor und fur
die negative Kontrolle je sechs parallele Versuche angesetzt. Bei diesem Migrationsassay
wurde zusétzlich untersucht, inwiefern sich das Migrationsverhalten bei verschiedenen Kon-
zentrationen der Wachstumsfaktoren unterschied. Dazu wurden niedrige Konzentrationen
von 10 ng/ml gegen héhere Konzentrationen von 40 ng/ml, die bereits im letzten Experiment

verwendet wurden, untersucht.

Die Messergebnisse zeigten, dass bei dieser kurzen Inkubationsdauer eine sehr hohe Streu-
ungsbreite der Einzelmesswerte vorlag, wie besonders aus dem Boxplot (Abbildung 14)
hervorgeht. Obwohl die Ergebnisse fur PDGF zwar von der Tendenz her gleichlautend waren
wie beim vorherigen Versuch lber neun Stunden, erreichten die Ergebnisse knapp nicht das
Signifikanzniveau von p < 0,05. Fir EGF zeigte sich bei einer Konzentration von 10 ng/ml
eine signifikant erniedrigte Migration, die Ergebnisse fur IGF-1 waren nicht signifikant.

Schlie3lich wurde ein Migrationsassay Uber einen Zeitraum von 24 Stunden durchgefihrt
(siehe Abbildung 16 bis 19 auf S. 49-50). Fir diesen langen Zeitraum wurden zwei primare
Zelllinien von zwei unterschiedlichen Meniskus-Patienten untersucht, wobei fur jede der Zell-
linien pro gemessenem Wachstumsfaktor bzw. Negativkontrolle jeweils sechs parallele Mig-
rationsversuche gemessen und nachfolgend gemittelt wurden. Uber diesen langen Zeitraum
zeigten sich insgesamt die deutlichsten Unterschiede zwischen den verschiedenen Wachs-
tumsfaktoren. So konnte fir PDGF bei einer Konzentration von 40 ng/ml fir beide Kulturen
eine signifikante Steigerung der Migration nachgewiesen werden. Eine signifikante Minde-
rung der Migration zeigte sich fur EGF in einer Konzentration von 40 ng/ml ebenfalls fur
beide Kulturen. Beziglich des Migrationsverhaltens unter Einfluss von IGF-1 unterschieden
sich hingegen die Messwerte: Wahrend fur die erste Zelllinie IGF-1 sowohl in der hohen
Dosis von 40 ng/ml als auch in der niedrigen Dosis von 10 ng/ml eine signifikante Minderung
der Migration bewirkte, bewirkte es in der zweiten Zelllinie in beiden Fallen keine signifikante

Anderung der Migration.
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Abbildung 14: Migrationsassay nach 3 h. Darstellung als Boxplot, die Fehlerindikatoren geben die gesamte
Streubreite der Einzelmesswerte an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer Wachstumsfaktor-
Konzentration von 10 ng/ml (,xxx-10“) bzw. 40 ng/ml (,xxx-40%). * = signifikante Steigerung bzw. Minderung der
Migration. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der Migration fiir EGF bei einer Konzentration von 10 ng/ml.
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Abbildung 15: Migrationsassay nach 3 h. Darstellung als Saulendiagramm, die Fehlerindikatoren geben die
Standardabweichung an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer Wachstumsfaktor-Konzentration
von 10 ng/ml (,xxx-10%) bzw. 40 ng/ml (,xxx-40%). * = signifikante Steigerung bzw. Minderung der Migration. Es
zeigt sich eine signifikante Abnahme der Migration fur EGF bei einer Konzentration von 10 ng/ml.
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Abbildung 16: Migrationsassay nach 24 h (Zelllinie 1). Darstellung als Boxplot, die Fehlerindikatoren geben
die gesamte Streubreite der Einzelmesswerte an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer
Wachstumsfaktor-Konzentration von 10 ng/ml (,xxx-10%) bzw. 40 ng/ml (,xxx-40). * = signifikante Steigerung bzw.
Minderung der Migration. Es zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migration fur PDGF bei einer
Konzentration von 40 ng/ml sowie eine signifikante Abnahme der Migration fir EGF bei einer Konzentration von
40 ng/ml sowie fur IGF-1 bei einer Konzentration von 10 und 40 ng/ml.
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Abbildung 17: Migrationsassay nach 24 h (Zelllinie 1). Darstellung als Saulendiagramm, die Fehlerindikatoren
geben die Standardabweichung an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer Wachstumsfaktor-
Konzentration von 10 ng/ml (,xxx-10%) bzw. 40 ng/ml (,xxx-40%). * = signifikante Steigerung bzw. Minderung der
Migration. Es zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migration fir PDGF bei einer Konzentration von 40 ng/ml
sowie eine signifikante Abnahme der Migration fur EGF bei einer Konzentration von 40 ng/ml sowie fur IGF-1 bei
einer Konzentration von 10 und 40 ng/ml.
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Abbildung 18: Migrationsassay nach 24 h (Zelllinie 2). Darstellung als Boxplot, die Fehlerindikatoren geben
die gesamte Streubreite der Einzelmesswerte an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer
Wachstumsfaktor-Konzentration von 10 ng/ml (,xxx-10%) bzw. 40 ng/ml (,xxx-40). * = signifikante Steigerung bzw.
Minderung der Migration. Es zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migration fur PDGF bei einer
Konzentration von 40 ng/ml sowie eine signifikante Abnahme der Migration fir EGF bei einer Konzentration von
40 ng/ml, wéhrend fir IGF-1 konzentrationsunabhangig kein signifikanter Einfluss auf die Migration gezeigt
werden kann.
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Abbildung 19: Migrationsassay nach 24 h (Zelllinie 2). Darstellung als Saulendiagramm, die Fehlerindikatoren
geben die Standardabweichung an. negK = negative Kontrolle. Alle Messwerte bei einer Wachstumsfaktor-
Konzentration von 10 ng/ml (,xxx-10%) bzw. 40 ng/ml (,xxx-40%). * = signifikante Steigerung bzw. Minderung der
Migration. Es zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migration fir PDGF bei einer Konzentration von 40 ng/ml
sowie eine signifikante Abnahme der Migration fir EGF bei einer Konzentration von 40 ng/ml, wahrend fur IGF-1
konzentrationsunabh&ngig kein signifikanter Einfluss auf die Migration gezeigt werden kann.

50



Ergebnisse

3.4 Ubersicht der Ergebnisse

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht (iber die Ergebnisse der einzelnen Methoden.

Dabei gilt zu beachten, dass fur die Immunhistochemie und die PCR-Analyse jeweils die
entsprechenden Rezeptoren fur die Wachstumsfaktoren nachgewiesen wurden, wahrend fir

die Migration an sich naturlich der Wachstumsfaktor selbst verwendet wurde.

In vivo Immunhistochemie + + -
In vitro rtPCR + + +
In vitro Migration ++ - -

Tabelle 4: Ubersicht der Ergebnisse

Es konnte also gezeigt werden, dass die Zellen einen PDGF-Rezeptor besitzen und durch

Stimulation mit PDGF auch zur Migration angeregt werden.

Fur EGF wurde zwar ebenso gezeigt, dass der Rezeptor in den Zellen vorhanden zu sein
scheint, jedoch bewirkte die Stimulation dieses Rezeptors eine Abnahme der Migration.

Fur IGF-1 konnte der Rezeptor nicht nachgewiesen werden, dennoch zeigte sich eine
teilweise signifikante Abnahme der Migration.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss der Wachstumsfaktoren auf die Migration

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die kultivierten MPCs prinzipiell zur Migration
fahig waren. Dazu wurden lediglich die MPCs aus dem als innere Zone klassifizierten
Bereich ausgewahlt, weil sich hier zum einen sowohl in der Immunhistochemie als auch in
der PCR-Analyse die deutlichsten Hinweise fir das Vorliegen der entsprechenden Rezepto-
ren fur die untersuchten Wachstumsfaktoren ergeben hatten und zum anderen andere Mit-
glieder dieser Arbeitsgruppe die innere Zone des Meniskus als diejenige Zone klassifiziert
hatten, in welcher am meisten MPCs vorlagen. Au3erdem sind in dem &duReren, vaskulari-
sierten Teil des Meniskus neben den MPCs auch weitere zur Migration fahige Zellen wie
Perizyten zu erwarten, die theoretisch zu einem verfalschten Ergebnis hatten fuhren kdnnen.

Auf mRNA-Ebene konnte gezeigt werden, dass die Rezeptoren fur alle drei der untersuchten
Rezeptoren transkribiert wurden (PDGFR, EGFR und IGF-1R), so dass mRNA zur erfolgrei-
chen Amplifikation vorlag.

In der Immunhistochemie hingegen wurden nicht gezielt MPCs untersucht, sondern das
ganze Gewebe. Die dargestellten Zellen dirften daher hauptséchlich den Fibrochondrozyten
zuzurechnen sein (siehe Kapitel 1.1.2). Diese Zellen konnten zwar differenzierte Abkomm-
linge der MPCs oder zumindest eng mit diesen verwandt sein, weisen jedoch ein anderes
Genexpressionsprofil auf. In den Fibrochondrozyten konnte zwar das Vorhandensein von
PDGFR und EGFR gezeigt werden, jedoch konnte das Vorhandensein des IGF-1Rs trotz
Einsatz von zwei verschiedenen Antikdrpern nicht bewiesen werden. Diese im Vergleich zur

PCR abweichenden Ergebnisse lassen mehrere Schlussfolgerungen zu (siehe Kapitel 4.1.3).

Die Interpretation der Ergebnisse aus den Migrationsversuchen muss bei kritischer
Betrachtung unter Beriicksichtigung mehrerer Vorbehalte erfolgen: Der Boyden-Chamber-
Assay gilt als einer der klassischen Versuchsaufbauten zur Untersuchung von Zellmigration,
gleichzeitig sind jedoch Einschrénkungen in der Interpretation der Ergebnisse bekannt. So
beschreiben Schneider und Haugh 2006, dass der beobachtete Dosis-Wirkungs-Zusam-
menhang von der Struktur, Adh&sion und Dicke der Membran abhangt sowie von der Inku-

bationszeit.

Wahrend in dieser Arbeit der Zusammenhang zwischen der Inkubationszeit und dem Migra-
tionsverhalten untersucht wurde, bleiben die anderen Fehlerquellen vorhanden. Die verwen-
deten unbeschichteten Zellkultureinséatze der Firma Greiner Bio-One mit einer Porengréf3e
von 8 um wurden fur diese Arbeit ausgewahlt, weil bereits andere Mitarbeiter der Arbeits-

gruppe mit diesen Einsatzen bei Progenitorzellen im Knorpelgewebe (CPCs) gute Ergeb-
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nisse beobachten konnten. Gleichzeitig bietet dieselbe Firma Zellkultureinsatze mit ver-
schiedenen Beschichtungen und unterschiedlichen Porengré3en an, ganz abgesehen von
den diversen Mitbewerbern, welche ahnliche Produkte anbieten.

Ebenfalls unterschiedlich sind die verwendeten Wachstumsfaktoren, die ebenfalls von einer
grol3en Anzahl von Herstellern angeboten werden. Insgesamt drfte sich also allein aus den
verwendeten Materialien ein grof3er Unsicherheitsfaktor ergeben, welcher einen nicht uner-
heblichen Einfluss auf die abweichenden Ergebnisse verschiedener Autoren zu dem Thema
haben dirfte (siehe Tabelle 5). Zigmond und Hirsch gaben 1973 weiterhin zu bedenken,
dass durch das Messen der migrierten Zellen nicht zwischen Chemokinesis und Chemotaxis
unterschieden wird, d.h. dass nicht gemessen wird, ob der Wachstumsfaktor eine gezielte
Migration in Richtung des Chemogradienten bewirkt oder ob er vielmehr lediglich eine Stei-
gerung der ungezielten Migration bewirkt.

Des Weiteren sind samtliche der durchgefilhrten Experimente in einer 2D-Kultur durchge-
fuhrt worden. Wahrend sich die Zellen auf diese Weise gut kultivieren lassen, ist unklar, in-
wiefern das Wachstumsverhalten, die Genexpression und die Zelldifferenzierung mit den
Vorgangen in vivo lbereinstimmt. Ebenso ist fraglich, wie groR die Ubereinstimmungen zwi-
schen einer Migration in vivo und dem Migrationsassay nach Boyden sind (Wolf et al. 2013).
Insofern wére weitere Forschung im Sinne eines in-vitro-Migrationsassays im Gewebe oder

sogar eines in-vivo-Assays notwendig, um die Relevanz dieser Ergebnisse zu begutachten.

41.1 PDGF

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, gilt PDGF als Modell-Zytokin fir die Migration (Deuel
et al. 1991) und ist im Zusammenhang mit dieser mit Abstand am besten erforscht. Ange-
sichts der verschiedenen Isoformen von PDGF konnten unter anderem Mishima und Lotz
2008 fur Chondrozyten zeigen, dass PDGF-AB und PDGF-BB einen wesentlich grofl3eren
Effekt auf die Migration haben als PDGF-AA, auch wenn die Autoren auch fur letzteres
immer noch eine signifikante Steigerung auf die Migration beschreiben (siehe Abbildung 20).
Es ist aullerdem mehrfach beschrieben, dass vor allen Dingen der PDGF-Rezeptor 8 die
Migration vermittelt (Ronnstrand und Heldin 2001).
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Abbildung 20: Einfluss von PDGF auf die Migration von Chondrozyten. FBS (fetal bovine serum) ist dabei
ein Synonym fur FCS (fetal calf serum). *: signifikant gesteigerte Migration versus 0.1 % FBS mit p < 0,05, **:
signifikant gesteigerte Migration versus 50 ng/ml PDGF-AA mit p < 0,05. Aus Mishima und Lotz 2008, S. 1410

Dementsprechend wurde fur die Migrationsversuche dieser Arbeit PDGF-BB als Vertreter
der PDGF-Familie ausgewahlt und ein Antikdrper gegen PDGFR ausgewahlt. Wie erwartet
konnte auch fir die untersuchten MPCs gezeigt werden, dass PDGF einen deutlichen Ein-
fluss auf die Migration auslosen konnte. Signifikant war dieser Effekt jedoch lediglich bei
einer Konzentration von 40 ng/ml, wahrend eine geringere Konzentration von 10 ng/ml in

keinem Fall eine signifikante Steigerung auslésen konnte.

Der positive Effekt von PDGF auf die Migration ist gerade aufgrund der entscheidenden
Rolle von PDGF in der Wundheilung interessant. PDGF liegt in hoher Konzentration in
Thrombozyten vor, wird bei Verletzungen in die Umgebung abgegeben und steigert so ver-
mutlich die Geweberegeneration und -heilung (Schmidt et al. 2006, Allen et al. 2014, Steel
2006, Kaltalioglu et al. 2013). Dabei wirkt PDGF zusammen mit VEGF auch proangiogene-
tisch (Gaengel et al. 2009, Banfi et al. 2012). Interessanterweise kann PDGF MSCs rekrutie-
ren (Mishima und Lotz 2008, Ponte et al. 2007), ohne eine weitere Differenzierung der MSCs
zu bewirken (Kratchmarova et al. 2005). Auch fiir viele weitere Zellen, die in der Wundhei-
lung eine Rolle spielen, konnte eine Steigerung der Migration durch PDGF gezeigt werden,

unter anderem fir Neutrophile und Monozyten (Deuel et al. 1982).

Spindler et al. konnten 1995 zeigen, dass die Fibrochondrozyten im Meniskus von Schafen
auf Stimulation durch PDGF mit einer gesteigerten Mitose reagieren. Gleichzeitig zeigten
sich in dieser Studie jedoch deutliche regionale Unterschiede: Wahrend in der &uf3eren Zone

des Meniskus die beschriebene deutliche Steigerung dosisabhangig induziert werden
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konnte, liel3 sich in der zentralen Zone unabhangig von der Dosis keine Stimulation der Zell-
teilung erreichen. Bhargava et al. fanden 1999 in einer &hnlichen Studie an den Menisken
von Rindern abweichend hiervon eine deutlich gesteigerte Zellteilung der Fibrochondrozyten
sowohl in der &uR3eren als auch in der mittleren (rot-weil3en) und inneren Zone des Menis-
kus. Gleichzeitig konnten die Autoren fir alle drei Zonen eine deutliche Steigerung der Mig-
ration der Fibrochondrozyten in einem Boyden-Chamber-Assay als Antwort auf PDGF zei-
gen.

Auch fur die Migration in einer 3D-Umgebung spielt PDGF insofern eine wichtige Rolle, als
dass Sun et al. 2013 nachweisen konnten, dass PDGF-BB in MSCs die Bildung von MMPs
induziert, welche essentieller Bestandteil der Migration in 3D-Umgebungen sind (siehe
Kapitel 1.4.2).

Im Rahmen der Arthrose scheint PDGF eher eine untergeordnete Rolle zu spielen. So ist
dem Autor dieser Arbeit keine Arbeit bekannt, in der ein deutlicher Zusammenhang zwischen
PDGF und der Arthrose beschrieben wird. Im Gegenteil haben Untersuchungen tber die
Konzentration von Zytokinen in der Synovialflissigkeit von Arthrosepatienten keine signifi-
kant hoheren PDGF-Konzentrationen gegenuber gesunden Patienten aufzeigen kdnnen
(Mabey et al. 2014).

412 EGF

Wie in der Einleitung bereits erwéahnt, (ibt EGF einen positiven Effekt auf die Zellproliferation
aus und verhindert die Apoptose (Herbst 2004). Salehinejad et al. konnten 2013 diesen
Effekt auch fur menschliche MSCs aus der Nabelschnur beweisen. Dabei scheint der Effekt
maf3geblich Uber eine Aktivierung der TERT (telomerase reverse transcriptase) vermittelt zu
werden. Dieses Enzym spielt eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation, gleichzeitig findet
die Enzyminduktion jedoch nur bei Zellen statt, welche eine basale Grundaktivitdt von TERT
aufweisen (Maida et al. 2002). Kratchmarova et al. beschrieben 2005, dass eine Inkubation
von humanen MSCs mit EGF zu einer gesteigerten Differenzierung der Zelle in Osteoblasten

resultiert.

In der Literatur ist zudem ein positiver Effekt auf die Zellmigration beschrieben. Ponte et al.
zeigten 2007 eine signifikante Erhdhung der Zellmigration von MSCs bei Applikation von
10 ng/ml EGF. Bhargava et al. zeigten 1999 fur Fibrochondrozyten aus den Menisken von
Rindern einen positiven Effekt auf die Migration bei Konzentrationen von 1 ng/ml und
10 ng/ml, wobei die Migration interessanterweise lediglich fir Zellen der wei3en und roten
Zone, nicht aber der rot-weiRen Zone gezeigt werden konnte. Gleichzeitig zeigten die Auto-

ren, dass eine hohe Konzentration von 100 ng/ml EGF keine signifikante Steigerung der Mig-

55



Diskussion

ration bewirken konnte. Auch fir viele andere Zellreihen ist ein positiver Einfluss von EGF

auf die Migration beschrieben, besonders fir Karzinome (Segall et al. 1996, Hou et al. 2012).

In den Migrationsassays, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden, konnte ab-
weichend von den Untersuchungen von Bhargava et al. 1999 und Ponte et al. 2007 keine
Steigerung der Migration erreicht werden. Zwar konnte das Vorhandensein des EGF-Re-
zeptors in vitro und in vivo nachgewiesen werden, jedoch bewirkte die Applikation von EGF
in den Dosen 10 ng/ml und 40 ng/ml keine Steigerung der Migration. Interessanterweise
zeigte sich sogar eine Tendenz zu einer Abnahme der Migration bei Applikation von EGF im
Vergleich zur negativen Kontrolle. Signifikant waren diese Ergebnisse bei einer Inkubations-
dauer von 24 Stunden bei einer Konzentration von 40 ng/ml. Die Bedeutung und das Zu-
standekommen dieser Beobachtung sind ungeklart, jedoch zeigt sich, dass die MPCs sich
hier deutlich von beschriebenen MSC- und Fibrochondrozyten-Kulturen unterscheiden.

Hinsichtlich der Fahigkeit von EGF, die Bildung von VEGF zu induzieren (Goldman et al.
1993, siehe Einleitung), ist die Relevanz fiir den Meniskus unklar. Theoretische Uberlegun-
gen angesichts der Tatsachen, dass zum einen der Meniskus in der avaskularen Zone eine
deutlich verminderte Heilungstendenz gegeniber der vaskuldren Zone aufweist, und dass
zum anderen VEGF ein méachtiger proangiogenetischer Faktor ist, hatten die Hoffnung ge-
weckt, durch lokale Applikation von VEGF die Heilung der avaskularen Zone zu verbessern
(Kopf et al. 2010). Von diesen Autoren durchgefihrte in-vivo-Experimente an den Menisken
von Schafen konnten jedoch keinen positiven Einfluss auf die Heilung beobachten. Hinsicht-
lich des Einflusses von VEGF auf die Migration variieren die Aussagen: Wéhrend Ponte et al.
2007 keine signifikante Anderung des Migrationsverhalten von MSCs beschrieben, konnten

Mishima und Lotz 2008 in Ihrer Arbeit eine signifikante Steigerung finden.

41.3 IGF-1

Der Zusammenhang von Arthrose und IGF-1 wurde bereits in der Einleitung erlautert. So ist
IGF-1 wichtig fur die Aufrechterhaltung der Gewebshomgostase und insbesondere fir die
Produktion von Proteoglykanen im Knorpel. Gleichzeitig wurde ebenfalls bereits dargestellt,
dass in Arthrosegewebe erhohte IGF-1-Konzentrationen bei gleichzeitig verminderter Reagi-
bilitdt der Zellen vorliegen (Martel-Pelletier et al. 1998). Insgesamt zeigt sich also, dass IGF-
1 eine wichtige Rolle in der Arthrose zu spielen scheint, und insofern wéare gerade dieser

Wachstumsfaktor auch im Zusammenspiel mit den MPCs interessant.

Hinsichtlich des Einflusses auf die Migration finden sich in der Literatur widersprichliche An-
gaben. Ponte et al. beschrieben 2007 eine signifikante Zunahme der Migration fir MSCs bei
einer Konzentration von 30mg/nl. Bhargava et al. konnten 1996 in ihrer Arbeit mit Fibro-

chondrozyten von Rindermenisken ebenfalls einen deutlichen Einfluss auf die Migration fest-
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stellen, und zwar sowohl bei 1ng/ml als auch bei 10 und 100ng/ml. Einschrankend muss
hierbei erwahnt werden, dass diese Steigerung lediglich in der roten und rot-weif3en Zone
auftrat, wahrend in der weiRen Zone wie in dieser Arbeit keine signifikante Steigerung
beobachtet werden konnte. Mishima und Lotz konnten 2010 hingegen keinen Einfluss auf die
Migration von MSCs nachweisen.

In dieser Arbeit wurden hinsichtlich IGF-1 Resultate gefunden, die eine genauere Betrach-
tung notwendig machen. So lie sich zwar die mRNA fur den IGF-1-Rezeptor nachweisen,
nicht jedoch das Vorhandensein in der Lichtmikroskopie. Dafir gibt es verschiedene potenti-
elle Erklarungen: Theoretisch kénnten beide verwendete Antikdrper mit der angewandten
Methode der Immunhistochemie (DAKO Real) inkompatibel sein. Insgesamt erscheint diese
Mdglichkeit aufgrund der fir die anderen getesteten Rezeptoren zuverlassigen Methode so-
wie des Einsatzes von zwei verschiedenen Antikdrpern eher unwahrscheinlich. Wahrschein-
licher ist, dass die in der Immunhistochemie dargestellten Fibrochondrozyten tatsachlich
kein IGF-1R exprimieren bzw. IGF-1R nur in einer sehr geringen Anzahl unterhalb der
Nachweisgrenze vorliegt. Die Diskrepanz zu den Ergebnissen der PCR kodnnte sich daraus
erklaren, dass es sich bei den Fibrochondrozyten letztlich um andere Zellen handelt als um
die MPCs. Gleichzeitig gilt auch zu beachten, dass die PCR lediglich die Transkription der
Gen-DNA in mRNA anzeigt. Dies beweist jedoch keinesfalls, dass die gebildete mRNA auch
tatsachlich translatiert wird bzw. dass das translatierte Protein korrekt gefaltet und in die

Membran eingebaut wird bzw. vor einem direkten Abbau durch Proteasen geschutzt wird.

Hinsichtlich des Migrationsverhaltens wichen die Ergebnisse deutlich von den oben disku-
tierten Ergebnissen in der Literatur ab. So konnte bei einer Migrationsdauer von drei Stunden
kein Einfluss beschrieben werden, bei einer Versuchsdauer von 9 Stunden zeigte sich hin-
gegen eine signifikante Abnahme der Migration, sowohl bei 10 als auch bei 40 ng/ml. Bei
einer Versuchsdauer von 24 Stunden wichen die Ergebnisse zwischen den untersuchten
Patienten ab: Wahrend bei den MPCs aus dem einen Préparat fir beide Konzentrationen
eine signifikante Minderung vorlag, konnte fiir die MPCs aus der anderen Probe keine signi-

fikante Auswirkung auf die Migration nachgewiesen werden.

Der teilweise negative Einfluss von IGF-1 auf die Migration ist insofern bemerkenswert, als
dass selbst Mishima und Lotz, die IGF-1 keinen signifikanten Einfluss auf die Migration
zuschrieben, zeigten, dass IGF-1 tendenziell eher eine Zunahme der Migration bewirkte,
welche lediglich unterhalb des Signifikanzniveaus von p < 0,05 blieb. Fir IGF-1 zeigt sich
also nach EGF wiederum ein deutlicher Unterschied im Migrationsverhalten von MPCs ge-

genuber dem von MSCs und Fibrochondrozyten.
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Es bleibt unklar, inwiefern der Einfluss bei gleichzeitig nicht nachweisbarem Rezeptor ver-
mittelt werden kann. Hierbei ist zu erwahnen, dass IGF-1 mit geringer Affinitdt auch am
Insulinrezeptor bindet (Stewart und Rotwein 1996). Denkbar wéare es, dass durch diese
andere Rezeptorbindung ein gegenteiliger Effekt auf die Migration vorliegt. Insgesamt kon-
nen die Beobachtungen jedoch nicht ohne weitere Forschung interpretiert werden.

4.1.4 Zusammenhang zwischen der Inkubationszeit und dem Migrationsverhalten

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Ausmald der Migration mit zunehmender
Inkubationszeit zunimmt. So zeigte sich nach einer Inkubationszeit von drei Stunden eine
tendenzielle Zunahme der Migration unter PDGF, die jedoch knapp unter dem Signifikanz-
niveau von p < 0,05 blieb. Hier fiel jedoch vor allen Dingen eine relativ hohe Streubreite der

Einzelmesswerte auf.

Bei einer Inkubationszeit von neun Stunden hingegen wurden die Messwerte bereits deutli-
cher in der Tendenz und Signifikanz, die deutlichsten Ergebnisse fanden sich bei einer Inku-

bationszeit von 24 Stunden.

Auch bezuglich der Inkubationszeit gibt es verschiedene Beobachtungen in der Literatur,
wobei dem Autor dieser Arbeit jedoch keine Arbeit bekannt ist, in welcher ein Vergleich zwi-
schen verschiedenen Inkubationszeiten vorgenommen wird. Wahrend Mishima und Lotz
2008 fir ihre Arbeit lediglich eine Inkubationszeit von zwei Stunden angeben, wurden die
Versuche von Ponte et al. 2007 bei einer Inkubation Uber Nacht durchgefiihrt. Bhargava et
al. geben 1999 fir ihre Beobachtungen an Fibrochondrozyten eine Inkubationszeit von vier

Stunden an.

4.2 Klinische Relevanz und weitere Forschung

Die hier untersuchten Wachstumsfaktoren stellen selbstverstandlich nur einen kleinen Anteil
der Wachstumsfaktoren und Zytokine dar, die in vivo auf MPCs einwirken. Dazu kommen
noch etliche weitere, die im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden konnten,

sowie eine vermutlich grof3e Anzahl bisher unbekannter Zytokine.

Tabelle 5 gibt einen Uberblick Uber verschiedene Arbeiten, welche sich mit dem Migrations-
verhalten von MSCs oder Fibrochondrozyten beschéftigen, von denen mehrere auch im
Zusammenhang mit MPCs und Arthrose interessant waren. So gilt IL-1 als Faktor, der an
katabolen Prozessen in der Arthrose beteiligt ist. TGF- sowie die BMPs wiederum gelten als
anabole Faktoren in der Arthrose, &hnlich dem IGF-1 (Goldring und Goldring 2004). Auch
VEGF wird in von Arthrose betroffenem Gewebe vermehrt exprimiert (Jansen et al. 2012).
Eine Untersuchung des Migrationsverhaltens von MPCs im Zusammenhang mit diesen

Faktoren wére also ein interessantes Gebiet flr weitere Forschung.
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Tabelle 5: Ubersicht tiber den Einfluss von verschiedenen Wachstumsfaktoren auf die Zellmigration, wie
er von verschiedenen Autoren beschrieben wurde. Ausgewdahlt wurden Paper, welche das Migrationsverhalten
von MSCs oder anderer in diesem Zusammenhang relevanter Zellen untersucht haben. Legende: + (grun):
signifikante Steigerung der Migration. = (gelb): kein signifikanter Einfluss. — (rot): signifikante Abnahme der
Migration. Leere Zelle (weiR): Dieser Wachstumsfaktor wurde in dem Paper nicht untersucht. Die in dieser Arbeit
untersuchten Wachstumsfaktoren wurden jeweils fett markiert.

Auch wenn die Forschungsergebnisse dieser Arbeit als Grundlagenforschung anzusehen
sind, ist langfristig eine hohe klinische Relevanz denkbar: So kénnten MPCs eine Rolle in
zuklnftigen therapeutischen Versuchen spielen, sowohl flr degenerative als auch traumati-
sche Verletzungen des Meniskus. Mithilfe der Ergebnisse dieser Arbeit kbnnten dabei MPCs
durch den Einsatz von PDGF gezielt an der gewtiinschten Stelle rekrutiert werden. Auch im
tissue engineering von kunstlichem Meniskusgewebe ware es denkbar, MPCs durch kuinstli-

che Herstellung eines Chemogradienten an einer bestimmten Stelle zu rekrutieren.

59




Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Migrationsverhalten von mesenchymalen Stammzellen im
menschlichen Kniemeniskus von Arthrosepatienten untersucht. Dabei zeigte sich, dass diese
MPCs zur Migration fahig waren und auf Stimulation durch unterschiedliche Wachstumsfak-

toren ihr Migrationsverhalten anpassen konnten.

Untersucht wurden dabei drei verschiedene Wachstumsfaktoren, PDGF, EGF und IGF-1, flr
die jeweils sowohl ein Einfluss auf die Migration von mesenchymalen Stammzellen als auch
eine Relevanz im Zusammenhang mit der Arthrose in der Literatur beschrieben ist. Zunachst
wurde das Vorliegen der jeweiligen Rezeptoren untersucht, wobei lediglich die Rezeptoren
fur PDGF und EGF nachgewiesen werden konnten, wahrend der IGF-1-Rezeptor nicht

sicher nachgewiesen werden konnte.

In der nachfolgenden Untersuchung des Migrationsverhaltens der MPCs unter dem Einfluss
der Wachstumsfaktoren zeigte sich zum einen, dass sich die deutlichsten Ergebnisse bei
einer Inkubationsdauer von 9 bzw. 24 Stunden zeigten, wahrend zum anderen die Untersu-
chungen bei einer Inkubationsdauer von 3 Stunden Ergebnisse mit hohen Streubreiten und

wenig signifikanten Aussagen produzierten.

In der Auswertung der verschiedenen Wachstumsfaktoren konnte nachgewiesen werden,
dass PDGF eine signifikante Steigerung der Migration bewirken konnte, wahrend EGF und
IGF-1 eine signifikante Minderung der Migration bewirkten. Damit unterschied sich das Mig-
rationsverhalten der MPCs deutlich von zuvor beschriebenen Zellkulturen aus mesen-

chymalen Stammzellen und Fibrochondrozyten.
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