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1  Einleitung

1.1  Die Osteoarthrose: IThre Bedeutung

Bekannterweise zihlt die Osteoarthrose zu den hiufigsten chronischen Erkrankungen im
hoheren Patientenalter. Je nach Gelenkbeteiligung fiihrt die Osteoarthrose tber Jahre hin-
weg bis zur Arbeitsunfihigkeit. Dadurch und auf Grund jahrzehntelanger Therapickosten
entsteht ein erheblicher Schaden fur die einzelnen Volkswirtschaften (Allen und Golightly
2015; Chen und Tuan 2008; Koskinen e a/. 2008).

In frihen Stadien lindern Methoden wie Pridie drilling oder Microfracturing lediglich die Symp-
tome (Pridie 1955; Simon und Jackson 2006), jedoch kénnen diese und andere Therapiecop-
tionen die Progression der Erkrankung nicht authalten. In den spiteren Stadien werden in
der Regel chirurgische Mallnahmen ergriffen, um ein gewisses Mal3 an Lebensqualitit zu
erhalten. Das Einsetzen von Totalendoprothesen (TEPs) wird dabei moglichst weit ins
hohere Alter hinausgezégert (Debrunner 2005). Derzeitigen Daten aus Skandinavien zufol-
ge sind Revisionsoperationen fiir zementierte TEPs in 90% der Falle nach circa 10-15 Jah-
ren erforderlich (Koskinen e a/. 2008) und da bei jeder Revisionsoperation ein nicht uner-
heblicher Teil Knochen verloren geht, die Komplikationsrate steigt und Folgeoperationen
vom Ergebnis her nicht an die Primiroperationen heranreichen (Debrunner 2005), ist die
Anzahl an TEP-Wechseln naturgemal3 limitiert. Dieser Sachverhalt vor dem Hintergrund
betrachtet, dass die Inzidenz der Osteoarthrose bei stetig steigender Lebenserwartung im
hoheren Alter zunimmt und weitere Risikofaktoren wie Adipositas vermehrt vorhanden

sind, zeigt, dass die Forschung auf diesem Gebiet nach wie vor von grofler Bedeutung ist.

1.2 Histologische Verinderungen im Gelenkknorpel

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit sind die histologischen Verianderungen und zellbi-

ologischen Prozessen im Gelenkknorpel, auf die im folgenden eingegangen wird.

1.2.1 Der physiologische Gelenkknorpel

Der physiologische Gelenkknorpel zeichnet sich durch ovale bis runde, oft in Gruppen
liegende Chondrozyten aus, die von einer basophilen Matrix, dem sogenanntem Knorpel-

hof oder Territorium, umgeben sind. Eine isogene Gruppe von Chondrozyten mit dem sie
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umgebenden Territorium wird Chondron genannt (Bucher und Wartenberg 1997). Die
interterritorial liegenden Kollagenfibrillen sind im physiologischen Knorpel unter dem
Lichtmikroskop nicht sichtbar. Der Gelenkknorpel ist gefillos, die Erndhrung erfolgt tiber
die Synovialfliissigkeit per Diffusion im Rahmen der wihrend einer Gelenkbewegung auf-

tretenden Druck- und Scherbelastungen (Kuettner 1992).

Reife Chondrozyten teilen sich nicht mehr. Sie bestimmen im wesentlichen anabole und
katabole Prozesse in der sie umgebenden Extrazellulirmatrix (EZM) und somit im ganzen

Gelenkknorpel (Hidaka und Goldring 2008).

Die wesentlichen Funktionen des hyalinen Knorpels, Festigkeit und Druckelastizitit, resul-
tieren aus folgenden EZM-Bestandteilen: Kollagenfibrillen des Kollagen-Typs 11, zu klei-
nen Anteilen auch Kollagen Typ IX und XI, und den polyanionischen Proteoglykanen, vor
allem des Typs Aggrecan (Gebhard ez a/. 2004; Sandell 2007; Umlauf ez a/. 2010). Die Agg-
recanmolekiile bilden mittels Hyaluron sehr grof3e Proteoglykan-Aggregate. Kollagenfibril-
len und Proteoglykane sind miteinander vernetzt, so dass die zugfesten Kollagenfibrillen
eine gegenseitige AbstofSung der Proteoglykane und ein ,,Aufquellen® der Proteoglykane
auf Grund von Wasseranlagerung auf ein Minimum begrenzen (Aigner und McKenna
2002; Kuettner 1992). Die Festigkeit des Knorpels beruht auf dieser relativ hohen Span-
nung zwischen den Kollagenfibrillen und den auseinander strebenden Proteoglykanen,
wihrend die Druckelastizitit darauf beruht, dass das Konstrukt aus Kollagenfibrillen und
Proteoglykanen eine gewisse Komprimierung toleriert und nach dem Enden der Druckbe-

lastung sich wieder ausdehnt (Bucher und Wartenberg 1997; Kuettner 1992).

Die Kollagenfibrillen sind arkadenartig im Gelenkknorpel angeordnet, daher ziehen sie
tangential von der Knorpel-Knochengrenze zur Gelenkoberfliche und wieder im Bogen
zur Knorpel-Knochengrenze zuriick. Aus dem Verlauf der Kollagenfibrillen ergibt sich
eine Zoneneinteilung des Gelenkknorpels (siche Abbildung 1.1).

Zwischen der Radidrzone (Zone III) und der Zone des mineralisierten Knorpels (Zone
IV), in der die Kollagenfibrillen verankert sind, liegt eine deutlich anfirbbare Grenzlinie
(englisch Zidemark) (Bucher und Wartenberg 1997).

Die im Hinblick auf die Pathophysiologie der Osteoarthrose wesentlichen Sachverhalte und
die fir diese Arbeit relevanten tber die oben genannten Details hinausgehenden Aspekte

des physiologischen Knorpels werden im Verlauf behandelt.
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Abbildung 1.1: Zoneneinteilung des

A s
Zonelv

gesunden hyalinen Knorpels.

* = Grenzlinie

1.2.2 Der osteoarthrotische Knorpel

Generell ldsst sich sagen, dass im gesunden Gelenkknorpel ein Gleichgewicht zwischen
anabolen und katabolen Prozessen vorliegt. Es gibt Hinweise darauf, dass im osteoarthroti-
schen Knorpel die katabolen Prozesse tiberwiegen, die sukzessive die Destruktion des hya-
linen Gelenkknorpels bedingen kénnen (Aigner ez al. 2004; Hedbom und Hauselmann
2002). Diese Imbalance kénnen verschiedene Faktoren beglnstigen. Hier kénnen genannt
werden: ein héheres Alter, ibermiBige Belastung durch Ubergewicht oder unphysiologi-
sche Belastung nach Verletzungen, die das Gelenk als solches dauerhaft geschadigt haben
(Sun 2010). Im hoheren Lebensalter sezernieren alternde Chondrozyten zunehmend eher
degradierte EZM-Molekiile oder reagieren im geringeren Maf3 auf anabolische Wachstums-
faktoren wie den Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1) (Hidaka und Goldring 2008). Auf die
verinderte EZM-Struktur reagieren die Knorpelzellen mit einer erhohten Proliferation und
EZM-Protein-Synthese, jedoch werden auch Proteinasen, wie Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) und proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin- (IL-) 1B, -6, -8 oder Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a), sezerniert (Hidaka und Goldring 2008; Pelletier e¢# /. 2001; Sun
2010). Die Sezernierung von proinflammatorischen Zytokinen setzt eine Art Teufelskreis

in Gang (Aigner und McKenna 2002), da diese die Chondrozyten zur Sezernierung weiterer
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proinflammatorischer Zytokine und Proteinasen, die die Degeneration des Knorpels unter-

halten, stimulieren (Goldring und Goldring 2004; Umlauf ez /. 2010).

In zunehmender Weise wird die Osteoarthrose nicht nur als eine rein degenerative Erkran-
kung des hoheren Alters betrachtet, sondern die Hinweise, dass in den frihen Stadien der
Osteoarthrose Entziindungsreaktionen eine wesentliche Komponente der Pathogenese
darstellen, verdichten sich (Fernandes ¢z a/. 2002; Hedbom und Hauselmann 2002; Hidaka
und Goldring 2008; Pelletier e a/. 2001).

Die zunehmende Destruktion des Gelenkknorpels fihrt letztendlich zu den auch in spite-
ren Stadien sichtbaren Oberflichenfissuren, Tidemarkduplikaturen und -briichen, Kapilla-
reinsprossungen und zunehmendem Knorpelschwund mit radiologisch sichtbarer Gelenk-

spaltverschmalerung (Koelling ez a/. 2009; Stoppiello ez a/. 2014; Sun 2010).

1.3  Zellbasierte Reparaturmechanismen

Therapieoptionen wie Pridie drilling oder Microfracturing in frihen Stadien der Osteoarthrose
eréffnen die Knochenmarkhéhle und férdern die Bildung von fibrokartilaginirem Repara-
turgewebe (Pridie 1955; Simon und Jackson 20006). Dieses Reparaturgewebe ist jedoch
nicht dquivalent zu hyalinem Gelenkknorpel und ist weniger fest und druckelastisch. Eine
Ursache konnte sein, dass das Reparaturgewebe vornehmlich aus Kollagen Typ I statt des
physiologisch vorkommenden Kollagen Typ II besteht, das wesentlich fir die Funktionali-
tit des Gelenkknorpels bestimmend ist (Miosge e a/. 2004). Es treten auch endogene Repa-
raturmechanismen auf, die jedoch nicht die Pathogenese aufhalten kénnen und dhnliches
Ersatzgewebe wie das durch Pridie drilling oder Microfracturing induzierte Reparaturgewebe
mit tiberwiegend Kollagen Typ I entstehen lassen (Miosge e a/. 2004; Sandell und Aigner
2001).

Nach enzymatischem Verdauen von osteoarthrotischem Knorpel konnten mit Hilfe von
charakterisierenden Oberflichenmarkern Zellen vergleichbar mit mesenchymalen Progeni-
torzellen identifiziert werden (Alsalameh e a/. 2004; Fickert ef al. 2004). Zusitzlich wurden
an der Oberfliche des physiologischen Knorpels Chondrozyten mit Progenitorzellcharak-
ter gefunden (Dowthwaite ez a/. 2004). Die Vermutung liegt nahe, dass bei den endogenen
Reparaturmechanismen mesenchymale Progenitorzellen involviert sind. In der Arbeits-
gruppe von Prof. Miosge wurde eine Zellpopulation isoliert und mit mesenchymalem Pro-
genitorzellcharakter identifiziert, die im Folgenden als Chondrogenic Progenitor Cells (CPCs)
bezeichnet wird (Koelling ez a/. 2009).
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Abbildung 1.2: CPCs (*) migrieren aus

einer Probe osteoarthrotischen Knorpels.

Diese Population zeigt ein hohes migratorisches Potential, ist abgrenzbar von Chondrozy-
ten und Osteoblasten und ldsst sich adipogen, osteogen und chondrogen differenzieren
(Koelling ef al. 2009). Ferner konnten elektronenmikroskopisch durch die Tidemark migrie-

rende Zellen gezeigt werden (Koelling ¢ a/l. 2009).

1.4 Mesenchymale Stammzellen und Perizyten

1.41 Mesenchymale Stammzellen

Erste Hinweise auf die heutigen Mesenchymal Stem Cells (MSCs) gehen bereits in die 70er
Jahre im letzten Jahrhundert des vergangenen Jahrtausends auf Friedenstein ef a/. zurtick. In
zahlreichen Versuchen konnten MSCs aus vielen Geweben, insbesondere aus dem Fettge-
webe und dem Knochenmark, isoliert werden und trotz der heterogenen Populationen
zeigten sich Gemeinsamkeiten in Bezug auf Oberflichenmarker und In-vitro-
Differenzierbarkeit, beispielsweise zu Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten (da Silva

Meirelles ez al. 2006; Jones ez al. 2002; Jones und McGonagle 2008; Mackay ez a/. 1998).

Stro-1, einer der bekanntesten Oberflichenmarker von MSCs (Kolf ez a/. 2007), wurde 1991
von Simmons und Torok-Storb beschrieben und seitdem mit MSCs in Verbindung ge-
bracht (Dennis ef a/. 2002; Lin ef a/. 2011; Simmons und Torok-Storb 1991). Der Name
,»otro-1¢ stellt hierbei keine Abkiirzung dar (Chopra ef a/. 2013). Bisher wurde Stro-1 noch
nicht genauer identifiziert, eine Publikation gibt Hinweise darauf, dass es sich um ein
75 kDa schweres endotheliales Antigen handele (Ning e# a/. 2011). CPCs zeigen eine niedri-
ge Stro-1-Expression (Koelling ez 2/ 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Stro-1-
Antikoérper in manchen Versuchen parallel zu den weiter unten aufgefiihrten Perizytenmar-

kern getestet.
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Caplan veré6ffentlichte in den letzten Jahren mehrere Artikel mit der These, dass alle MSCs
Perizyten, jedoch nicht alle Perizyten im Umkehrschluss MSCs seien. Indizien fiir diese
These bezieht er unter anderem aus den Sachverhalten, dass man MSCs aus beinahe jedem
Gewebe isolieren kann, diese Gewebe vaskularisiert sind und Fluorescent Activated Cell Sort-
ing- (FACS-) Analysen eine Co-Lokalisierung von Perizyten- und MSC-Markern aufwiesen
(Caplan 2008; Caplan 2010; Crisan e al. 2009). Ferner lielen sich in Versuchen verschiede-
ne Perizyten-Populationen aus unterschiedlichen Geweben chondrogen, osteogen und adi-

pogen differenzieren (Brachvogel ez al. 2005; Crisan ez al. 2008).

Wie unter 1.2.2 erwihnt, treten in den spiteren Stadien der Kniegelenksosteoarthrose Ge-

tileinsprossungen auf, die unweigerlich von perivaskulidren Zellen begleitet sind.

1.4.2 Perizyten

1.4.2.1 Morphologie und Vorkommen

Perizyten oder nach ihrem Entdecker friher Rouger-Zellen genannt wurden urspriinglich als
Zellen beschrieben, die im perivaskuliren Raum Kleinstgefile und Kapillaren umgeben
und in Zellkontakt mit den Endothelzellen stehen (Diaz-Flores ez al. 2009; Bergers und
Song 2005).

Wiahrend der Angiogenese sind die Interaktionen zwischen Endothelzellen und Perizyten
von grofler Wichtigkeit. Nach einer Aktivierung von Endothelzellen und Perizyten erfolgt
ein Remodelling der Basalmembran, so dass im Anschluss die Migration der Endothelzel-
len und der Perizyten erfolgen kann. Darauthin bildet sich ein neues Gefalumen aus, Peri-
zyten wandern in den neuen perivaskuliren Raum ein, und es bildet sich eine neue Basal-

membran aus (Diaz-Flores e al. 2009).

Neben ihrer Rolle in der Angiogenese werden Perizyten weitere Funktionen zugeschrieben,
darunter Gefil3stabilisierung, Regulation des vaskuldren Tonus und der Gewebshomd&osta-
se, Matrix-Protein-Synthese und ein mesenchymales Differenzierungspotential, das die
Funktion von Perizyten als sogenannte Vorlduferzellen fir regeneratorische Prozesse in

Frage kommen lasst (Diaz-Flores ez al. 2009).

Eine eindeutige Identifizierung der Perizyten im perivaskuliren Raum wird durch die Hete-
rogenitit der Perizytenpopulationen erschwert. Das gilt insbesondere dann, wenn verschie-
dene Perizyten-Typen im selben perivaskuliren Raum auftreten (Diaz-Flores ez a/. 2009;
Kurz ez al. 2008). In der Forschung mit Perizyten hat sich etabliert, mehrere Marker parallel

zu verwenden, mit der Einschrinkung, dass es keinen spezifischen Marker gibt, der auch
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alle Perizyten-Populationen erkennen lisst (Armulik ez o/ 2005; Edelman ez a/. 2006). Bei
der Wahl der Perizytenmarker miissen unter anderem die Spezies, das zu untersuchende
Gewebe, eine womoglich bestehende Pathologie und der Zustand des Gefilles in Ruhe

bezichungsweise im Stadium der Angiogenese berticksichtigt werden (Diaz-Flores et al.

2009; Dvorak und Feng 2001; Gerhardt ez a/. 2000).

1.4.2.2 Ausgewihlte Perizytenmarker

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Perizytenmarker fiir die nachfolgenden

Untersuchungen ausgewahlt:

- Platelet-Derived Growth Factor Receptor-8 (PDGFR-B)
- Regulator of G Protein Signaling-5 (RGS-5)

- Tunica Internal Endothelial Kinase-2 (Tie-2)

- alpha-Smooth Muscle Actin (aASMA)

PDGFR-B ist einer der verbreitetsten Marker bei Perizyten-Untersuchungen (Allt und Law-
renson 2001; Hellstrom e# a/. 1999; Howson e al. 2005). Er ist fur die nachfolgenden Migra-
tionsversuchen von Relevanz, da Perizyten vermittelt durch den Rezeptor PDGFR-B (Wes-
termark ez a/. 1990) als Antwort auf von Endothelzellen sezerniertes PDGF-B entlang der

expandierenden Endothel-Sprossungen migrieren und proliferieren (Armulik e# /. 2005).

Das Molekil RGS-5 ist von besonderem Interesse, da sein Gen eines der frithesten ist, das
in Perizyten wihrend der Angiogenese aktiviert wird (Bondjers e /. 2003) und als ein mog-
licher positiver Regulator der Chondrogenese beschrieben wurde (Appleton e al. 2000).
Signalwege, die tiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (englisch G Protein-Coupled Receptors,
GPCRs) verlaufen, sind an zelluliren Antworten auf extrazellulire Reize beteiligt und be-
notigen eine genaue Regulation (De Vries ef a/. 2000). RGS-Proteine wirken intrazellular

und sind ein wichtiger Negativ-Regulator von GPCRs (De Vries ez a/. 2000).

Tie-2 ist kein klassischer Perizytenmarker im eigentlichen Sinne, vielmehr wurde Tie-2 bei
Endothelzellen und Perizyten-Vorliuferzellen beschrieben (Howson e a/. 2005). Die Ex-
pression von Tie-2, dem Rezeptor von Angiopoetin-1 und -2 (Ang-1 und -2), wurde auch

bei Perizyten beschrieben (Diaz-Flores ef al. 2009).

Wihrend die bisher genannten Perizytenmarker Rezeptoren oder rezeptorassoziierte Anti-
gene darstellen, werden in der Forschung auch kontraktile Proteine als Marker herangezo-

gen. aSMA ist neben Desmin einer der gingigsten Marker bei Perizyten (Diaz-Flores ez al.
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2009) und ist in den Mikrofilamenten der Perizyten zu finden (Diaz-Flores e a/. 2009; Skalli
et al. 1989).

1.5  Migration

1.5.1 Prinzipien der Zellmigration

Die Zellmigration ist eine der wichtigsten und grundlegendsten Zellfunktionen im mensch-
lichen Kérper und wird auch im Rahmen der Osteoarthrose beobachtet (Koelling e al.
2009). Der Vorgang der Zellmigration ist ein kleinschrittiger und fein auf einander abge-
stimmter Prozess (Lauffenburger und Horwitz 1996; Ridley e a/. 2003). Als Antwort auf
die Rezeption eines Atfractant tindet eine Polarisation innerhalb der Zelle statt und es bil-
den sich Filo- und/oder Lamellipodien in Migrationstrichtung aus (Khalil und Friedl 2010).
Diese binden an die EZM oder benachbarte Zellen Gber Transmembran-Rezeptoren, die
mit dem Aktin des Zytoskeletts verbunden sind (Horwitz und Webb 2003; Ridley e7 al.
2003). Uber diese Bindungen erfolgt die Traktion des Zellkérpers, bei gleichzeitigen Ablé-
sungen von Adhisionen am anderen Pol der Zelle (Horwitz und Webb 2003; Ridley ez a/.
2003).

Gerichtete Zellmigration als Antwort auf einen spezifischen chemischen Reiz hin wird

Chemotaxis genannt (Mishima und Lotz 2008).

1.5.2 Ausgewihlte Chemokine

Platelet-Derived Growth Factor-BB

In Versuchen wurden Indizien fir die Wichtigkeit eines intakten Platelet-Derived Growth Fac-
tor-B (PDGF-B)-/PDGFR-B-Signalweges fiir die Perizyten-Migration und Pericyten-
Proliferation entlang von Gefilleinsprossungen gefunden (Hellstrom ez a/. 1999). Die Un-
tersuchungen von Hellstrém zeigten, dass PDGF-B -/- und PDGFR-B -/- defiziente Miu-

se GefiBBmalformationen und einen Verlust an Perizyten aufwiesen (Hellstrom ef a/. 1999).

PDGF treten als Dimere, tiber Disulfid-Briicken verbunden, in homologer (PDGF-AA,
PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD) oder heterologer (PDGF-AB) Form auf (Mishima
und Lotz 2008; Ronnstrand ef /. 2001). Der Rezeptor PDGFR-a bindet die Ketten A, B
und C und PDGFR- die Ketten B und D mit hoher Affinitdt (Mishima und Lotz 2008).
PDGF-AA, PDGF-AB und vor allem PDGF-BB zeigten einen signifikanten chemotakti-
schen Effekt auf MSCs (Mishima und Lotz 2008).
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Vascular endothelial growth factor

Die Genfamilie des Glykoproteins [ ascular Endothelial Growth Factor (VEGF) umfasst neben
den Subtypen A, B, C und D ebenfalls das Protein Placental Growth Factor (Herbert und
Stainier 2011; Nakatsu e /. 2003). Da der Subtyp VEGF,, derjenige ist, der als ein Schliis-
selfaktor der Blutgefi3bildung gilt, wihrend zum Beispiel VEGF . und VEGF, die lympha-
tische Angiogenese regulieren (Dai und Rabie 2007; Ferrara ef al. 2003), wurde fur diese
Arbeit das Augenmerk auf den Subtyp VEGF, gelegt, so dass im folgenden die Bezeich-
nung VEGF als VEGF, zu verstehen ist. Derzeit sind folgende Splicevarianten von VEGF
bekannt: VEGF,,,, VEGF,,;, VEGF,;, VEGF,, und VEGF,, (Catlevaro e al. 2000; Fer-
rara et al. 2003; Pufe ef al. 2001). Die vorherrschende Variante im menschlichen Korper ist
VEGF,; (Ferrara ef al. 2003; Lamalice ef al. 2007). Vermittelt tber die VEGF-Rezeptoren-1
und -2 fihrt VEGF zu einer erhéhten GefiB3permeabilitit und initiiert Gber Proliferation
und Migration bei Endothelzellen und Perizyten eine Neoangiogenese (Diaz-Flores e al.

2009; Witmer ez al. 2004).

Wihrend Hypoxie einer der Hauptsekretionsstimuli ist, konnen bei einem bestehenden
Entziindungsprozess die Mediatoren IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a, wie sie auch in der Os-
teoarthrose auftreten, die Genexpression von VEGF im Gewebe hochregulieren (Angelo
und Kurzrock 2007). Dies ist konkordant zum Nachweis von VEGF im osteoarthroti-
schem Knorpel, wihrend im physiologischen Gelenkknorpel keine VEGF-Sekretion beo-
bachtet werden konnte (Pufe e o/ 2001). In weiteren Studien wurden ein mobilisierender
Effekt von VEGF auf aus dem Knochenmark stammende Endothelvorlauferzellen (Kalka
et al. 2000) und Monozyten (Barleon ef al. 1996) beobachtet.

Angiopoietin-1 und -2

Die beiden untersuchten Liganden von Tie-2, Ang-1 (Davis ef /. 1996) und Ang-2 (Mai-
sonpierre ez al. 1997), zeigen in Bezug auf die Gefil3physiologie unterschiedliche Wirkun-
gen. Ang-1 wirkt auf das Gefal3 stabilisierend und setzt die Gefillpermeabilitit herab (Di-
az-Flores et al. 2009; Singh e a/. 2011).

Ang-2 kann eine Dissoziation von Perizyten und Endothelzellen herbeifithren, was in der
frihen Phase der Angiogenese von Bedeutung ist, und kann in Gegenwart von VEGF Ge-
fillsprossungen unterstiitzen (Diaz-Flores ez a/. 2009). Partiell kann auch Ang-2 auf Grund
seiner hoheren Bindungsneigung zu Tie-2 als Antagonist von Ang-1 wirken (Maisonpierre

et al. 1997; Singh et al. 2011).
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Entzindungsmediatoren: TNF-a, I11.-6, -8 und -17

Im Abschnitt 1.2.2 wurden bereits Entziindungsreaktionen innerhalb des osteoarthroti-
schen Knorpels als wesentlicher Aspekt der Pathophysiologie genannt. Von den eingangs
genannten Entzindungsmediatoren wurden im Rahmen dieser Arbeit die Zytokine TNF-a,
IL-6, IL-8 und IL-17 ausgewihlt, um ihre Wirkung als Chemokine auf CPCs zu untersu-
chen. TNF-a und IL-8 wurden als positive Regulatoren der Angiogenese beschrieben (Fer-
rara et al. 2003). In Versuchen zeigte sich parallel dazu, dass IL-17 als Chemokin Migration

induzieren kann (Moran e# al. 2011).

Bone morphogenetic proteins

Die Familie der Transforming Growth Factor-B (TGF-B)-Zytokine ldsst sich in zwei Subfamilien
unterteilen: die TGF-B/activin- und die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)-Subfamilie. Beide
Subfamilien sind gemil} ihrer genetischen Sequenz und ihren aktivierenden Signalwegen
charakterisiert worden (Krauss 2008). In Tierversuchen wurde in den letzten Jahrzehnten
die Rolle der BMPs als Wachstumsfaktoren im Rahmen der embryonalen Entwicklung und
in zelluliren Prozessen der heranwachsenden und adulten Tiere untersucht. Eine nicht zu

unterschitzende Rolle spielen BMPs, daher auch die Namensgebung, bei der Osteo- und
Chondrogenese (Chen ez al. 2004).

In Versuchen zeigte sich, dass BMP-2 die chondrogene Differenzierung von MSCs indu-
zieren kann (Palmer ez a/ 2005). BMP-2, -4, -7 und -14 fordern bei Chondrozyten-
Vorliuferzellen die Proliferation und Differenzierung (Goldring e# a/. 20006). Interessanter-
weise zeigten mit BMP-4 transduzierte Stammezellen in einem Osteoarthrose-Modell ein

erhohtes chondrogenes Potential (Matsumoto ez a/. 2009).

Bobacz et al. beschrieben 2003 die endogene Expression von BMP-6 sowohl im gesunden
als auch im osteoarthrotischem Knochen. Parallel dazu wurde auch eine erhohte Expressi-
on von BMP-2 im osteoarthrotischem Knorpel beschrieben (Fukui ez /. 2003). Auf MSCs
konnen BMP-2, -4 und -7 als Chemokine wirken (Mishima und Lotz 2008).

1.6  Aufgaben- und Fragestellung dieser Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die in der Osteoarthrose
auftretenden chondrogenen Progenitorzellen (CPCs) sich von Perizyten bzw. mesenchyma-
len Stammzellen ableiten lassen und inwiefern ausgewahlte Chemokine, die in Bezug auf
das pathophysiologische Geschehen im osteoarthrotischen Knorpel relevant sind,

chemotaktische Auswirkungen auf das Migrationsverhalten der CPCs zeigen wiirde.
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Da es sich bei den CPCs um Progenitorzellen handelt, die aus osteoarthrotischen Knorpel-
proben auf Grund ihres hohen migratorischen Potentials isoliert werden kénnen und die
ein hohes mesenchymales Differenzierungspotential aufweisen (siche Kapitel 1.3), wurde
die Frage nach dem Ursprung der CPCs aufgeworfen. Hierzu wurden bereits Hinweise
verOffentlicht, dass die CPCs aus dem Knochenmarksraum durch Briiche in der Tidemark
in den osteoarthrotischen Knorpel migriert sein kénnten (Koelling ez /. 2009). Um diesen
Sachverhalt weiter aufzukliren und Hinweise zu erlangen, von welchen Zellpopulationen
CPCs abstammen kénnten, wurden histologische Untersuchungen an mikroskopisch ge-
sunden und osteoarthrotischen Knorpelproben mit den Perizyten- bzw. mesenchymalen
Stammzellmarkern PDGFR-B, RGS-5 und Tie-2 durchgefiihrt. In weitergehenden immun-
zytologischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurde das Vorkommen dieser

und weiterer Stammzellmarker auch bei den CPCs direkt untersucht.

Dariiber hinaus sollte mittels eines Migrationsassays geprift werden, ob Entzindungsfak-
toren und Wachstumsfaktoren, wie sie im osteoarthrotischen Knorpel nachgewiesen wur-
den (siche Kapitel 1.2.2 und 1.5.2), chemotaktische Auswirkungen auf CPCs besitzen und
damit eine Erklirung fir die Migration von CPCs in den osteoarthrotischen Knorpel lie-
fern konnten. Zusatzlich wurden weitere Wachstumsfaktoren auf ihre chemotaktische Wir-
kung hin gepriift, die einen positiven Einfluss auf CPCs im Rahmen zellbiologischer The-

rapieansitze nehmen konnten.

Uber die Erkenntnisse in dieser Arbeit sollte ein besseres Verstindnis tiber die Herkunft
der CPCs und ihre Rolle bei endogenen Reparaturmechanismen im Rahmen der Osteo-
arthrose gewonnen werden. Zusitzlich sollten die Ergebnisse Hinweise fir eine Weiter-

entwicklung von Strategien im Rahmen von zellbiologischen Therapien liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien.

Produkt

Hersteller

Acrylamid

Ammoniumperoxodisulfat

Bioput® Safe-Lock-Tube
Bromphenolblau

Calcein AM

Coomassie briliant blue R250 Powder
DAKO REAL™ Detection Sytem
Dinatriumhydrogenphosphat
Dulbecco’s Modjfied Eagle Medinm mit GlutaMax ™
ECL Prime Western Blotting Detection System
Eosin

Essigsaure 100% (Eisessig)

Ethanol absolut p.a.
Ethyldiamintetraacetat (EDTA)
Eukitt

Fix&Perm

Formalin

Glycerin

Glycin

Himalaun

Isopropylalkohol

Kalialaun

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Mercaptoethanol

Roth (3029.2)

Roth (9592.2)
Eppendorf (0030121589)
Roth (T116.1)

BD Pharmingen™ (564061)
Serva (1752b)

Dako (K5005)

Roth

Gibco (21885)
Amersham (RPN2232)
AppliChem (A0822,0025)
AppliChem (A0662)
AppliChem (2005786)
Sigma-Aldrich (E5134)
Sigma-Aldrich (03989)
Dianova

Merck (3997)

Roth (3783.1)
Applichem (A3707)
Merck (1.09249)

Roth (9866.5)

Roth (P724.2)

Merck (1049306)

Roth (P018.2)
Sigma-Aldrich (63689)
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Fortsetzung Tabelle 2.1

Produkt Hersteller
Methanol Roth (4627.2)
Milchpulver Roth (T145.2)
Natriumchlorid Roth (9265.2)
Natriumdodecylsulfat Fuka (71999)
Natriumhydroxid Roth (6771.1)

Natriumjodat

Paraplast Plus 52°C

Paraplast Plus 56°C
Penicillin/Streptomycin
Phosphate-Buffered Saline (PBS)
Proteinleiter fur Western Blot
Qiashredder
Qunanti-Tect-Reverse-Transcription-Kit
RLT-Lysis-Puffer
RNeasy-Mini-Kit
RNeasy-Mini-Siule

RPE-Puffer

RW1-Puffer

Safe-Lock Tube

Salzsiure

Streptomycin

SYBR-Green-Mix
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
ThinCert™, 8 ym (Migrationseinsitze)
tri-Natriumcitrat Dihydrat
Trisaminomethan (TRIS)
Tris-Buffered Saline (TBS)

Trypsin

Tween-20

Xylol

Zellkulturflaschen

Zitronensiauremonohydrat

Roth (HN17.1)
Sigma-Aldrich (327204)
Sigma-Aldrich (P3683)
PAN Biotech (P06-07100)
Sigma-Aldrich (4417-100TAB)
Fermentas (SM0671)
Qiagen (796506)

Qiagen (205310)

Qiagen (79216)

Qiagen (74100)

Qiagen (74100)

Qiagen (1018013)

Qiagen (1015763)

Eppendorf (Hamburg,Deutschland)

Roth (6792.1)

PAN Biotech

Qiagen (204141)

Roth (2367.3)

Greiner Bio-one (662 638)
Roth (4088.3)

Roth (5429.3)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
PAN (P10-024100)

Roth (9127.2)

Roth (CN 80.2)

Sarstedt (83.1813.002)
Merck (100244)
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2.1.2  Antikérper

Tabelle 2.2: Verwendete Antikorper.

Produkt Hersteller
Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase gekoppelt Sigma (A0545)
Anti-Maus-IgG-Peroxidase gekoppelt Sigma (A9917)

Anti-Cluster of Differention (CD) 117

Anti-Platelet-Derived Growth Factor Receptor-3 (PDGEFR-B)
Anti-Regulator of G-Protein Signaling-5 (RGS-5)

Anti-human Stro-1

Anti-Tunica Internal Endothelial Kinase-2 (Tie-2) /H-176

BD Pharmingen (555713)
BD Pharmingen (610114)
Sigma (HPA001821)
R&D Systems (MAB1038)
Santa Cruz (sc-9020)

2.1.3 Proteine

Tabelle 2.3: Verwendete Proteine.

Produkt

Hersteller

Angiopoietin-1
Angiopoietin-2
Bone Morphogenetic Proteins 2, 4, 6, 9, 12, 13

Bovine Serum Albumin (BSA)
Calcein-AM

Fetal Calf Serum (FCS)
Interleukin-6

Interleukin-8

Interleukin-17

Tumor Necrosis Factor-alpha
Platelet-Derived Growth Factor-BB
Vascular Endothelial Growth Factor,s

R&D Systems (923-AN/CF)
R&D Systems (623-AN/CF)

Freundliche Bereitstellung von Fr. Prof.

V. Rosen, University of Harvard, USA
Sigma (A9647-100G)

PromoKine (PK-CA707-80011)
Invitrogen

Sigma (H7416-10UG)

Sigma (11645-10UG)

R&D Systems (5194-1L)

Sigma (H8916-10UG)

Promokine (C-63022)

PromoKine (C-64423)

2.1.4 Gerite

Tabelle 2.4: Gerite.

Produkt Hersteller

Biophotometer Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Cellometer™ Cell Viability Counter Nexcelom (Lawrence, USA)
Einbettungsautomat Duplex Processer, Shandon Elliot (GB)



2 Material und Methoden 15

Fortsetzung Tabelle 2.4

Produkt Hersteller

Durchflusszytometer Becton Dickinson (Mountain View, USA)
HerasafeTM KS12 Thermo Fisher (Wilmington, USA)

Jung Biocut 2035-Mikrotom Leica (Nussloch, Deutschland)

Labotect C200 Inkubator Labotect (Gottingen, Deutschland)
Lichtmikroskop ,,PrimoStar* Zeiss (Gottingen, Deutschland)
Mastercycler™ ep gradient S realplex Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Nikon D90 Nikon (Dusseldotf, Deutschland)
Zentrifugen Eppendotf (Hamburg, Deutschland)

2.1.5 Gewebeproben

Es wurden Gewebeproben untersucht, die aus Kniegelenksknorpeln mit einem spiten Sta-
dium einer Osteoarthrose entstammen und im Rahmen von Kniegelenksersatz-
Operationen Patienten entnommen wurden. Bei allen Patienten wurde vor der Operation
nach den Klassifikationskriterien des Awmerican College of Rheumatology (Altman et al. 1980)
eine Gonarthrose diagnostiziert. Die Patienten gaben vor der Operation nach entsprechen-
der Aufklirung ihr schriftliches Einverstindnis, dass ihre Gewebeproben fiir die Studie
verwendet werden durften. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Georg-August-Universitit Gottingen genehmigt. Das Alter der Patienten war
im Durchschnitt 67,1 Jahre, dabei betrug die Spannbreite 44 bis 85 Jahre. Die Proben wur-
den der seitlichen Knie-Gelenks-Kondyle in unmittelbarer Nachbarschaft zum Hauptde-
fekt entnommen. Die Defekte entsprachen den Graden 4,0 bis 4,5 nach Pritzker (Pritzker
et al. 20006). Zusatzlich wurden Proben gewonnen, die moglichst weit vom Defekt entfernt
lagen und einem makroskopisch betrachtet moglichst intakten Knorpel entsprachen. Nach
der Entnahme wurden die Gewebeproben in einer 1:1 Losung aus Phosphate-Buffered-Saline-
Losung (PBS-Losung) und Duwlbecco’s Modified Eagle Mediumz (IDMEM) gekiihlt aufbewahrt

und unmittelbar weiterverwendet.

Stammlosung 10xPBS
81,8 ¢ Natriumchlorid
2¢g Kaliumchlorid

16 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat
2g Kaliumdihydrogenphosphat
11 Agua destillata
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Erginzender Hinweis zur PBS-Stammlésung: Der pH-Wert ist zu iberpriifen und gegebe-

nenfalls mit Salzsdure oder Natronlauge auf den pH 7,4 einzustellen.

Fiir 1xPBS: 10xPBS 1:10 mit Aqua destillata verdinnen

2.2 Immunhistochemische Untersuchung von Perizytenmarkern am

Knorpelgewebe

2.2.1 Paraffineinbettung

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden von den Gewebeproben geeigne-
te Bereiche des Knorpels inklusive des darunterliegenden Knochens mittels eines Skapells
in circa 1 bis 1,5 cm grofle Wiirfel geschnitten und jeweils in einem Probenréhrchen mit

gepufferter Formalin-Losung tiber Nacht bei pH 7,4 und 4 °C im Kuhlschrank fixiert.

Gepufferte Formalin-1osung nach Lillie, pH 7.4
100 ml  Formalin (37%)

333 ml Serensen-Puffer (0,3 M)

567 ml  Aqgua destillata

Sorensen Puffer (0,3 M)
18,2 ml Kaliumdihydrogenphosphat-Losung (41,37 g in 11 Aqua destillata)

566 ml Dinatriumhydrogenphosphat-Losung (42,58 g in 1 1.4gua destillata)

Im Anschluss an die Fixierung erfolgte die Entkalkung des Knochenanteils der Probe in
20%iger Ethylendiamintetraacetat-Losung (EDTA-Losung) bei pH 7,4 unter Lichtaus-

schluss und Raumtemperatur fir vier Wochen und tiglichem Wechsel der EDTA-L6sung.

20% EDTA-I isung, pH 7.4

895 ml Aqgua destillata

105 ml Natriumhydroxid (5 M)
200g  EDTA




2 Material und Methoden 17

Fir die darauffolgende Einbettung wurden die Proben in 70%ige Ethanol-Losung fiir min-
destens 24 h bei 4 °C zwischengelagert. Mittels eines Einbettungsautomaten und dem
nachfolgendem Schema (siche Tabelle 2.5) wurden die Gewebeproben dehydriert und in

Paraffin eingebettet.

Tabelle 2.5: Einbettungsprotokoll.

1 Ethanol 70% 3h

2 Ethanol 80% 1h

3 Ethanol 90% 1h

4 Ethanol 96% 1h

5 Ethanol absolut 2h

6 Isopropylalkohol 2h

7 Isopropylalkohol 1,5h

8 Xylol 0,5h

9 Xylol 0,5h

10 Xylol 0,75 h

11 Paraplast Plus (52 °C) 0,5 h bei 60 °C
12 Paraplast Plus (56 °C) 7 h bei 60 °C

Nach der Paraffineinbettung wurden die Proben einzeln als Blocke in Paraffin eingegossen
und katalogisiert. Fir die weiterfithrenden immunhistologischen Untersuchungen wurden
die Praparate mit einem Mikrotom in Schnitte mit einer Schnittdicke von 2-6 ym weiterver-
arbeitet und nach einem kurzen Wasserbad bei 45 °C auf Objekttriger tibertragen, die iiber

Nacht bei 37 °C trockneten.

2.2.2 Untersuchte Proben

Die Gewebe-Teilproben der untersuchten Patienten wurden nach dem Schnitt und nach
einer jeweils exemplarischen Himalaun-Eosin-Ubersichtsfirbung in mikroskopisch gesun-
den oder defekten Knorpel klassifiziert. Als mikroskopisch gesund galt: Keine offensichtli-
chen Oberflichenfissuren, vom Aussehen her physiologischer Knorpelaufbau, keine Tide-

markbriiche und vor allem keine Kapillareinsprossungen im Knorpelbereich.

Hamalaun-Eosin-Féarbung

Die Firbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
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Tabelle 2.6: Himalaun-Eosin-Firbung.

1 Xylol 5 min
2 Xylol 5 min
3 Ethanol absolut 2 min
4 Ethanol 96% 2 min
5 Ethanol 80% 2 min
6 Ethanol 60% 2 min
7 Agqua destillata 2 min
8 Hiémalaun (nach Mayer) 4 min
9 Agqua destillata 1 min
10 FlieBendes Wasser 15 min
11 Eosin 7 min
12 Agua destillata 1 min
13 Ethanol 60% 1 min
14 Ethanol 80% 1 min
15 Ethanol 96% 1 min
16 Ethanol absolut 2 min
17 Ethanol absolut 2 min
18 Xylol 3 min

Hémalaun-Farbelosung

1¢g  Himalaun
11 Aqua destillata
0,2 ¢ Natriumjodat
50 g  Kalialaun
50 g  Chloralhydrat

1g  Zitronensiure

Eosinlisung
1 g Fosin
11 Agqua destillata

Vor der Firbung ein bis zwei Tropfen Eisessig hinzugeben.

2.2.3 Immunhistologische Firbung

Immunbhistologische Verfahren sind etablierte Methoden zur Darstellung sowohl ober-
flichlicher als auch intrazellulirer Antigene. Das allgemeine Prinzip der immunhistologi-
schen Firbungen besteht in der Bindung eines spezifischen Antikorpers an eine Antigen-

struktur und der Sichtbarmachung der Antigen-Antikorper-Reaktion zum Nachweis der
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stattgefundenen Bindung. Uber die Farbung erhilt man Hinweise zum Vorkommen der zu

untersuchenden Antigene und deren Verteilung im Gewebe.

Der Nachweis der Reaktion erfolgt in der Immunhistochemie typischerweise tiber Chro-
mogene. Chromogenanfirbungen beinhalten eine Aktivierung des Farbstoffes tiber eine
enzymatische Umsetzung. Hierzu haben sich unter anderem auf Peroxidase bzw. auf Alka-

lische Phosphatase basierende Systeme etabliert.

Jedes Antigen kann aus einem oder mehreren Epitopen bestehen. Es gibt formalinsensitive
Epitope, die nach einer Formalinfixierung signifikante Konformititsinderungen aufweisen.
Grundlage fiir eine formalinbedingte Konformititsinderung ist das Auftreten von intra-
und intermolekularen Quervernetzungen, die einen volligen Verlust der Immunreaktivitit

hervorrufen kénnen (,,Maskierung des Epitops®).

Uber die letzten Jahrzehnte wurden verschiedene Protokolle entwickelt, die die ,,Demaskie-
rung“ der Epitope erzielen sollten. Eine Methode findet in dieser Arbeit Verwendung, die
das Erhitzen des Priparates fir 45 min bei 95 °C in Citratpuffer und bei pH 6 vorsicht.
Durch die Hitzebehandlung und die Inkubation mit Citrat-Ionen sollen die durch das
Formalin bedingten Veranderungen riickgingig gemacht und die Immunreaktivitit der

Epitope wieder erlangt werden.

Citratpuffer

Lisung A: 4,2 g Zitronensauremonohydrat werden in 200 ml Agua destillata gelost

Lidsung B: 26,4 g Trinatriumcitrat werden in 1 1 Aqgua destillata gelost.

Fir einen Liter Citratpuffer werden 18 ml von Losung A und 82 ml von Losung B mit
900 ml Agna destillata versetzt. Der pH-Wert der Losung soll bei 6,0 liegen. Ber pH<6,0

kann mit einer geeigneten Zugabe von Losung B der pH-Wert angehoben werden.

Die Citratpuffer-Behandlung der Schnitte erfolgte nach dem folgenden Protokoll (Tabelle
2.7). Wenn nicht anders angegeben, wurden bei diesem Protokoll und auch bei allen ande-

ren Versuchen die jeweiligen Zwischenschritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Nach der Citratpuffer-Behandlung schloss sich die immunologische Firbung an. Hierzu
wurde das DAKO REAL™ Detection System verwendet, das einen mehrfach biotinylier-
ten Sekundir-Antikérper verwendet, der sowohl an einen Primir-Antikérper von einem
Kaninchen als auch von einer Maus binden kann. Die im Kit verwendete Alkalische Phos-

phatase wurde mit Streptavidin gekoppelt. Streptavidin bindet an die Biotin-Molekiile des
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Sekundir-Antikérpers, so dass tber die Mehrfach-Biotinylierung des Sekundir-Antikrpers

eine Signalverstirkung bei der anschlieBenden Reaktion der Alkalischen Phosphatase mit

dem Chromogen Fast Red aus dem Kit stattfand.

Tabelle 2.7: Antigendemaskierung mit Citratpuffer.

1 Citratpuffer in einem geeigneten Gefil3 auf 95 °C erwirmen.

2 Xylol 10 min Entparaffinierung der Schnitte

3 Ethanol absolut 3 min

4 Ethanol 96% 3 min _ .

5 Fthanol 80% 3 min Abstelgende Alkoholr.elhe zZur

_ Rehydrierung der Schnitte

6 Ethanol 60% 3 min

7 Ethanol 50% 3 min

8 1xPBS (pH 7,4) 10 min Waschvorgang

9 Die Objekttriger werden mit dem 95 °C heil3en, jedoch nicht kochendem Citratpuf-
fer fir 30 min bei 95 °C inkubiert.

10 | Nach der Citratpufferbehandlung die Schnitte in der Losung auf Raumtemperatur
abkiihlen lassen.

11 | 1xPBS (pH 7,4) 10 min Waschvorgang

In Vorversuchen wurden fiir die verwendeten Primir-Antikorper jeweils die geeignete In-

kubationsdauer, Temperatur und Verdiinnung ermittelt (siche Tabelle 2.9). Zur Vermei-

dung einer unspezifischen Hintergrundfirbung auf Grund hydrophober Bindungen wur-

den die Schnitte vor der Applikation des Primir-Antikorpers mit einer 1%igen Bovine Serum

Albumin (BSA)/PBS-Lésung inkubiert.

Die immunbhistologische Untersuchung erfolgte nach folgendem Protokoll (Tabelle 2.8).

Tabelle 2.8: Immunhistologische Untersuchung mit dem DAKO REAL™ Detec-

tion System.

1 1%ige PBS/BSA-Lésung, 100 pl je | 10 min Blocken
Schnitt

2 Inkubation mit dem  Primir- | Uber Nacht bei | Die Negativkontrolle
Antikérper (siche auch Tabelle 2.8) | 37 °C wurde ohne Primir-

Antik6rper inkubiert.

3 1xPBS 10 min Waschvorgang

4 Biotinylierter Sekundar-Antikoérper: | 15 min
2-3 Tropfen je Schnitt

5 1xPBS 10 min Waschvorgang
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Fortsetzung Tabelle 2.8
6 Chromogenlosung*: 2-3 Tropfen je | 10 min
Schnitt
7 1xPBS 10 min Waschvorgang
8 Himalaun nach Meyer 1:4 verdiinnt | 1 min Gegenfirbung
in Agua destillata
9 Objekttriger in einer Kivette 10 min unter flieBendem Leitungswasser spilen.

10 | In einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydrieren (siche Tabelle 2.7, Schritte 2-7 in
umgekehrter Reihenfolge)

11 | Priparate mit Objekttrigerglischen und Einbettmedium Eukitt eindecken.

* Chromogenlosung
30 pl Chromogen Red 1-Losung mit 30 pl Chromogen Red 2-Lésung versetzen und gut

mischen. Weitere 30 pl Chromogen Red 3-Losung zupipettieren, gut durchmischen und mit

750 ul AP-Buffer verdinnen.

Tabelle 2.9: Fiir die Immunhistochemie verwendete Antikérper.

Antigen Quelle Konzentration | Anwendung Hersteller
PDGFR-B | Maus 1:100 Uber Nacht / 37 °C | BD Pharmingen
RGS-5 Kaninchen | 1:50 Uber Nacht / 37 °C | Sigma-Aldrich
Tie-2 Kaninchen | 1:125 Uber Nacht / 37 °C | Santa Cruz

2.3  Untersuchung von CPCs in Hinblick auf Perizyten- und

mesenchymale Stammzellmarker

2.3.1 Zellkultur

Die fir diese Dissertation untersuchten CPCs wurden unter zur Hilfenahme ihres hohen
eigenmigratorischen Potentials nach Laborstandard isoliert. Hierzu wurden in einer Steril-
bank mit einem Skalpell Gewebeproben aus Knorpelarealen, die einen makroskopischen
Defekt im Sinne einer Osteoarthrose aufwiesen, in Millimeter grof3e Stiickchen geschnitten
und in 75 cm” Zellkulturflaschen mit 10 ml Kulturmedium kultiviert (siche Koelling e/ /.
2009). Dort verblieben die Knorpelstiickchen unter Sichtkontrolle fiir sieben bis zehn Tage
und wurden nach hinreichender Anzahl ausgewanderter CPCs mit sterilem PBS aus den
Zellkulturflaschen herausgespilt, und die Zellkulturflaschen wurden anschlieBend mit

10 ml Kulturmedium aufgefillt. Bei Stellen mit einer sehr dichten Besiedelung von CPCs
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wurden vorsichtig mit einem Zellschaber die Zellen vom Flaschenboden gelést und mit

dem in der Zellkulturflasche sich befindenden Kulturmedium gleichmil3ig vermischt.

Kulturmedium

500 ml  DMEM mit GlutaMax™

50ml  Fetal Calf Serum (FCS)

5ml  Penicillin/Streptomycin (50.000 units/50 mg)

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit im Zell-
kulturschrank. Das Kulturmedium wurde alle 3 Tage gewechselt, und es erfolgte ein Passa-

gieren der Zellen bei optisch geschitzten 80%iger Konfluenz.

In Vorbereitung der Passagierung wurden die Zellkulturflaschen zunichst mit PBS gespiilt,
um die Rickstinde von FCS zu minimieren. FCS inaktiviert Trypsin, das in Losung mit
EDTA zum Ernten der Zellen verwendet wurde. Nach dem Ablésen der Zellen wurde
durch Zugabe von Zellkulturmedium das Trypsin inaktiviert und der Uberstand in ein
Réhrchen gegeben zur Zentrifugation bei 300 g. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert, um gemil3 Laborstandard die Zellzahl mit einem

™

Zihlautomaten (Cellometer = Zihlkammer) zu bestimmen und in die Zellkulturflaschen

circa 75.000 Zellen zur weiteren Kultur zu geben.

2.3.2 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen sich Zellen, die einzeln von einem Laser getrof-
fen werden, anhand ihrer Emission von optischen Signalen vermessen. Die Quantitit der
optischen Signale, auch Vorwirts- und Seitwirts-Streulicht (englisch Forward Scatter (FSC)
und Side Scatter (§SC)) genannt, korrelieren im Falle des FSC-Detektors mit dem Volumen
der Zelle und im Falle des SSCs mit der Granularitit der Zelle. Neben dem allgemeinen
Streulicht kénnen auch Fluoreszenzsignale vermessen werden, wenn die zu untersuchen-
den Antigene vorab Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte-Antikérper gebunden haben. Durch
Verwendung teildurchlissiger Spiegel, die Signale bestimmter Wellenlingen zu den jeweili-
gen Detektoren leiten kénnen, kénnen auch mehrere Fluoreszenzen parallel gemessen
werden. Als Weiterentwicklung koénnen die Zellen auf Grund der optischen Emissionen
auch nach bestimmten gewiinschten Parametern sortiert werden. An dieser Stelle soll

Herrn Prof. Wulff (Klinik fir Himatologie und Onkologie) und seinen Mitarbeitern fiir die
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freundliche Unterstiitzung und die Moglichkeit zur Durchfihrung der Messungen herzlich

gedankt werden!

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels der Durchflusszytometrie bei neun Patienten in
ciner frithen Passage die Expression folgender Antigene untersucht: PDGFR-B, RGS-5,
Tie-2, Stro-1 und Cluster of Differentiation (CD) 117.

CD 117 (cKit) wird von Progenitorzellen aus dem Knochenmark und auch von Herz-
stammzellen exprimiert, wobei letztere von MSCs tber eine Stammzell-Faktor/CD 117-
Signalkaskade zur Migration und Proliferation stimuliert werden koénnen (Fish 2016;
Hatzistergos ez al. 2010; Suzuki ez al. 2011). Als Kontrolle, ob woméglich Endothelzellen in
der Probe vorhanden sein kénnten, wurde in zwei Passagen der Anteil an CD 31-positiven
Zellen gemessen. Der verwendete CD 117-Antikorper ist bereits mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gekoppelt. Bei den anderen Primir-Antikérpern
wurden als Sekundir-Antikérper Ziege-Anti-Maus-FITC-IgG und Ziege-Anti-Kaninchen-
FITC-1gG verwendet.

Bei der Markierung der Zellen ist auch zu berticksichtigen, ob sich die Antigene auf der
Oberfliche der Zellen oder im Intrazellularraum befinden und ob die Antikorper bereits

mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt sind oder nicht.

PDGFR-B, Tie-2, Stro-1 und CD 117 sind oberflichlich sitzende Antigene, wahrend RGS-
5 ein intrazelluldres Antigen ist. Die Antigenmarkierungen erfolgten jeweils nach folgenden

Protokollen.

Tabelle 2.10: Antigenmarkierung oberflichlicher Antigene.

1 | Die Zellen werden geerntet, in ein Probenréhrchen tberfiihrt und bei 300 g abzentri-
fugiert.

2 | Je Probe werden mindestens 10.000 Zellen in jeweils 100 ul PBS gelost und in ein
spezielles Durchflusszytometrieréhrchen Gberfihrt.

3 | Bei jeder Messreithe wurde stets zusitzlich zu den zu untersuchenden Antigenen ein
Rohrchen mit mindestens 10.000 Zellen in 500 pl PBS zum Eichen angesetzt.

4 | Zu den Proben fir die Antigenmarkierung werden 2 pl Antikérper-Losung (End-
Mischungsverhiltnis 1:50) hinzupipettiert und 30 min bei 37 °C inkubiert.

5 | AnschlieBend wird 1 ml PBS in die R6hrchen gegeben, vermischt und die Probe bei
300 g abzentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt, um die tberschussigen Antikor-
per zu entfernen.

6 | Das Zellpellet wird in 500 pl PBS resuspendiett.
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Fortsetzung Tabelle 2.10

-

Bei Primir-Antikérpern, die nicht bereits mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert sind, wird ein Fluoreszenz-gekoppelter-Sekundir-Antikérper im Verhiltnis
1:100 hinzupipettiert und 30 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inku-
biert. Parallel wird eine Isokontrolle ohne Primir-Antikérper nur mit dem Sekundir-
Antikérper angesetzt.

AnschlieBend wird 1 ml PBS in die R6hrchen gegeben, vermischt und die Probe bei
300 g abzentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt, um die tiberschiissigen Antikér-
per zu entfernen. Das Zellpellet wird in 500 pl PBS resuspendiert.

Bei der Markierung intrazellulirer Antigene muss die Zellmembran permeabilisiert werden,

damit die Antikérper die Zellmembran passieren kénnen. Hierfiir wurde ein zusitzliches

Kit (Fixd>Perm von Dianova) benétigt. Das Medium A des Kits fixierte die Zellen, wih-

rend Medium B die Zellmembran permeabilisierte. Durch die Fixierung waren die Zellen

nicht mehr vital.

Tabelle 2.11: Antigenmarkierung intrazellulirer Antigene.

1

Die Zellen werden geerntet, in ein Probenréhrchen tberfiithrt und bei 300 g abzentri-
fugiert.

Je Probe werden mindestens 10.000 Zellen in jeweils 100 pl von Medium A des Kits
Fix&Perm gelost, in ein spezielles Durchflusszytometrieréhrchen tGberfihrt, 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert und nach der Zugabe von 1 ml PBS bei 300 g abzent-
rifugiert. Der Uberstand wird verworfen.

Bei jeder Messreihe wurde stets zusitzlich zu den zu untersuchenden Antigenen ein
Rohrchen mit mindestens 10.000 Zellen in 500 pl PBS zum Eichen angesetzt.

Die Proben fir die Antigenmarkierung werden in 100 ul Medium B gel6st, 2 pl Anti-
korper-Losung (End-Mischungsverhiltnis 1:50) hinzupipettiert, vorsichtig mit der
Pipette vermischt und 30 min bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Parallel wird
eine Isokontrolle fiir den Sekundir-Antikérper ohne Zugabe des Primir-Antikorpers
jedoch unter Zugabe des Mediums B angesetzt.

AnschlieBend wird 1 ml PBS in die R6hrchen gegeben, vorsichtig vermischt und die
Probe bei 300 g abzentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt, um Mediumreste und
die iberschiissigen Antikorper zu entfernen.

Das Zellpellet wird in 500 pl PBS resuspendiert.

Bei Primir-Antikérpern, die nicht bereits mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert sind, wird ein Fluoreszenz-gekoppelter-Sekundir-Antikérper im Verhiltnis
1:100 hinzupipettiert und 30 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inku-
biert. Die Isokontrolle ohne Primir-Antikérper aus Schritt 4 wird mit dem Sekundir-
Antikérper angesetzt.
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Fortsetzung Tabelle 2.11

g | AnschlieBend wird 1 ml PBS in die Réhrchen gegeben, vermischt und die Probe bei
300 g abzentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt, um Mediumreste und die iiber-
schiissigen Antikorper zu entfernen. Das Zellpellet wird in 500 pl PBS resuspendiert.

Die Proben wurden mittels eines Durchflusszytometers (von Becton Dickinson) gemessen.
Dabei wurden je Probe mindestens 10.000 Zellen analysiert. Die Daten wurden mit Hilfe

der Software WinMDIv2.9 und Cell Quest Pro 2000 erfasst und ausgewertet.

2.3.3 Western Blot

Nach Auftrennung einer Proteinprobe entsprechend der Gréfle und Ladung der Proteine
mittels einer Gelelektrophorese kénnen tber einen Elektrotransfer die polyanionisch gela-
denen Proteine auf eine Membran (z.B. Nitrocellulose oder Polyvinylidenfluorid (PVDF))
Ubertragen werden. In unserem Labor erfolgt die Auftrennung der Proteine im 5 bis
250 kDa-Bereich tber eine Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) nach Ulrich K. Laemmli (1970), die auf einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-
Gel basiert, das den Vorteil einer héheren Bandenschirfe aufweist. Das im Uberschuss zur
Probe hinzugegebene Anion des Natriumdodecylsulfats (SDS) lagert sich in dichten, re-
gelmilligen Abstinden an die Aminosauren des durch Hitzeeinwirkung und durch Zugabe
des Thiols B-Mercaptoethanol denaturierten Proteins und fithrt Gber elektrostatische Ab-
stoBungskrifte zu einer Linealisierung des Proteins. Nach Anlegen einer Spannung fihrt
dies zu einer Auftrennung der Proteine entsprechend der Kettenlinge und des Molekiils-
gewicht, wobei die kleineren Molekiile eine hohere Laufgeschwindigkeit als die groen Mo-
lekiile aufweisen. Um den Antikérpern einen Zugang zu den aufgetrennten Proteinen zu
ermoglichen, erfolgt im Anschluss an die SDS-PAGE ein Elektrotransfer auf eine Memb-
ran mittels einer Tank-Blot-Kammer, das Muster der elektrophoretischen Auftrennung
bleibt dabei erhalten. Die Proteine kénnen nun mit Hilfe von Antikérpern und tber Im-

munkonjugate vermittelte Farb- oder Chemilumineszenzreaktionen detektiert werden.

2.3.3.1 Vorbereitung der Gele

Das Gel fiir die SDS-PAGE besteht aus zwei Phasen: dem Sammelgel und dem Trenngel.
Im Sammelgel konzentrieren sich die Proteine der Proben an der Trenngelkante, bevor die
eigentliche Auftrennung erfolgt. Nachfolgend erfolgt eine Aufstellung der vorzubereiten-

den Teilkomponenten:
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Sammelpuffer
15,1 ¢ Trisaminomethan (TRIS) (= 0,5 M)
Mit Salzsdure auf pH 6,8 einstellen und mit Wasser auf 250 ml auffillen.

Trenngelpuffer
454¢ TRIS(=1,5M)
Mit Salzsdure auf pH 8,9 einstellen und mit Wasser auf 250 ml auffillen.

10% SDS
100 g SDSin 11 Wasser

10% Ammoninmperoxodisulfat (APS)
1 g/ 10 ml Wasser

Wihrend das Sammelgel bei allen Gelen gleichermallen zusammengesetzt ist, sollte beim
Trenngel die MolekilgroBe mit ins Kalkil gezogen werden. Nach Laborstandard werden
im Bereich <30 kDa 15% Trenngele, im Bereich 50 kDa 10% Trenngele und im Bereich
120 kDa 8% Trenngele verwendet. Die Prozentangabe steht, auch im Folgenden, fiir den
Gehalt an Acrylamid am Gesamtgewicht. Auf Grund der angegebenen Molekulgro3en in
der Literatur wurde fir PDGFR-B- und Tie-2-Immundetektionen Gele mit 8% Acrylamid-
Anteil und fir RGS-5 Gele mit 15% Acrylamid-Anteil gewihlt.

Sammelgel (5%)
1,25 ml  Sammelpuffer

50 wl SDS (= 10%)

5ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)
0,8 ml  Acrylamid

2,7ml  Agqua destillata

0,2ml  APS (= 10%)
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Trenngel (8 %)
1,4 ml Trenngelpuffer

55ul  SDS (= 10%)
5ul TEMED
1,5ml  Acrylamid
23 ml  Agua destillata
0,25 ml APS

Trenngel (15%)
1,4 ml  Trenngelpuffer

55ul  SDS (= 10%)
5ul TEMED

2,8 ml  Acrylamid
1,0 ml  Agua destillata
0,25 ml APS

Zur Vorbereitung des GelgieBens wurden die Glasplatten mit 100%igem Ethanol gereinigt.
Je zwei Glasplatten wurden dann an drei Kanten gegeneinander mit einer Gummidichtung
abgedichtet und mit Klammern fixiert. Es wurde mit einem wasserfesten Stift eine Markie-
rung im Abstand von 6 cm von dem unteren Rand der Glasplatten aus vorgenommen.
Nun wurden zunichst die Komponenten des gewtinschten Trenngels gemischt und bis in
Hohe der Markierung zwischen die beiden Glasplatten gegossen. Das Gel wurde sogleich
mit Ethanol tiberschichtet, sodass bei der nachfolgenden Polymerisierung sich eine glatte
Kante bildet. Wahrenddessen wurde das Sammelgel angemischt. Das Ethanol wurde vor-
sichtig entfernt und das Sammelgel auf das polymerisierte Trenngel gegossen. Zur Herstel-

lung der benétigten Geltaschen wurde ein Kamm in das fliissige Sammelgel gesteckt.

2.3.3.2 Probenvorbereitung und Elektrophorese

Die zu untersuchenden CPCs wurden in den Zellkulturflaschen 1 min mit PBS gesptlt um
Kulturmediumruckstinde zu entfernen. Danach wurden 2 ml Trypsin/EDTA-Lésung in
jede Flasche gegeben und unter Sichtkontrolle bei 37 °C fiir circa 10 min im Brutschrank
inkubiert. Sobald sich alle Zellen vom Flaschenboden gel6st hatten, wurden in jede Flasche
3 ml Kulturmedium pipettiert, um das Trypsin zu inaktivieren. Die Flussigkeit aus den Fla-
schen wurde in ein 10 ml Rohrchen dberfithrt und 10 min bei 300 g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Es
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wurde anschlieBend mit dem Zihlautomaten nach Laborstandard die Zellkonzentration der
einzelnen Proben ermittelt. Nach dem Zihlen wurden je Probe die circa 300.000 Zellen
entsprechende Menge PBS entnommen und in ein 2 ml Eppendorf-Cup pipettiert. Die
Probe wurde 10 min bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde in 30 pl reduzierendem Probenpuffer gelost. Dabei galt je 10 ul Probenputfer eine
Anzahl von circa 100.000 Zellen. Die Proben wurden fiir 3 min auf 95 °C erhitzt.

Reduzierender Probenpuffer
0,9 ml  3xSDS-Probenpuffer

0,1 ml B-Mercaptoethanol

Frisch ansetzen.

3 SDS-Probenpuffer

36g TRIS (=0,3M)
9,0g  SDS (= 9%)

22,5g  Glycerin (= 22,5%)

Vor der Zugabe von SDS mit Salzsaure auf pH 6,7 einstellen, 100 ml Wasser und eine Spa-

telspitze Bromphenolblau hinzuftigen.

Die Elektrophorese wurde in einem Figenbau-Tank-Blot in Anlehnung an die Biometra-
Elektrophoresekammer durchgefiihrt. Zunichst wurde die untere Elektrophoresekammer

mit Laufpuffer aufgefiillt und das Gel in den Laufpuffer gestellt.

Laufpuffer

30,3¢g TRIS (= 0,25 M)

142,6 g Glycin (= 1,9 M)

50ml  SDS (= 10%)

Mit Wasser auf 1000 ml auffillen.

Dabei war zu beachten, dass zuvor die Gummidichtung zwischen den Glasplatten entfernt
wurde und sich keine Blasen unter dem Gel bildeten, die eine elektrische Isolation darstel-
len wiirden. Mit Hilfe von Klammern wurde das Gel fixiert und die obere Elektrophorese-

kammer wurde nun auch mit Laufpuffer aufgefillt.
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Die Proben zu 35 pl je Tasche wurden in die Taschen pipettiert. Zusitzlich wurden auch in
mindestens eine Tasche 5 ul einer Proteinleiter hineinpipettiert. Die Konzentration der
Proben im Sammelgel erfolgte bei 10 bis 15 mA, wihrend die Auftrennung im Trenngel bei
20 bis 25 mA stattfand.

2.3.3.3 Der Nassblot

Nach der Auftrennung der Proteine im Gel wurden sie in einer Tank-Blot-Kammer auf
eine PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde eine Spannung senkrecht zur Membran

angelegt, so dass das Auftrennungsmuster der Elektrophorese erhalten blieb.

In Vorbereitung zum Nassblot wurden eine PVDF-Membran und sechs Filterpapiere
(Whatman® fiir Blotting) zurecht geschnitten, so dass die Filterpapiere eine etwas groBere
Fliche als die Membran aufwiesen. Die PVDF-Membran wurde zur Aktivierung 15 s in
Methanol geschwenkt und dann 2 min in Wasser gewaschen. Im Anschluss wurden die
Filterpapiere, die PVDF-Membran und die Schwimme der Blotkassette in kaltem Trans-

ferpuffer mindestens 15 min getrinkt.

Transferpuffer, pH 8,3

0,05g  TRIS (= 25 mM)

288 ¢ Glycin (= 192 mM)

400 ml  Methanol (= 20% (v/v))
1600 ml  _Agua destillata

In einer ausreichend grof3en Schale, die mit gekiihltem Transferpuffer gefiillt wurde, wurde
die Kassette fir den Blot zusammengesetzt. Die Reihenfolge der einzelnen Komponenten
setzte sich wie folgt zusammen: (Kathodenseite) Schwamm — drei Filterpapiere — Gel —
Membran — drei Filterpapiere — Schwamm (Anodenseite). Wichtig war, dass sich keine
Luftblasen zwischen Membran und Gel bildeten. Die Kassette wurde mit Gummibindern
fixiert und unter Beriicksichtigung der Kassettenorientierung in den Blot-Tank gestellt. Der
Tank wurde mit gekiihltem Transferpuffer aufgefillt und fiir 90 min bei 350 mA erfolgte

der Elektrotransfer.

2.3.3.4 Proteinfirbung auf der PVDF-Membran

Um den Erfolg des Transfers zu beurteilen, wurde eine unspezifische Farbung der Proteine

auf der Membran mit Coomassie-Blau-Losung vorgenommen.
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Coomassie-Blan-1 osuno
0,1g Coomassie briliant blue R250 Powder
100 ml Agqua destillata

Die Membran wurde unter leichtem Schwenken 2 min in die Coomassie Blau-Lsung ge-
legt. Danach wurde die Membran 2 min bis 5 min im Entfirber 1 und anschliefend im
Entfirber 2 geschwenkt, bis die Hintergrundfirbung der Membran verblichen war und die
Proteinbanden deutlich angefirbt waren. Die Membran wurde eingescannt und anschlie-
Bend zweimal in TRIS Buffered Saline-1isung mit 0,05%igem Tween-Losung-Anteil (TBS-T)

gewaschen. AnschlieBend stand sie fiir die Immundetektion zur Verfiigung.

Enttarber 1
5ml Methanol

7 ml Essigsaure

mit Wasser auf 100 ml auffillen

Entfarber 2
90 ml  Methanol

10ml  Essigsdure

10xTBS (pH 7,4)
242 ¢ TRIS (= 200 mM)
87,6 ¢ Natriumchlorid (= 1,5 M)

In 11 Wasser auflosen.

TBS-T
100 ml  10xTBS
0,5g  Tween-20 (= 0,5 %)

Mit Wasser auf einen Liter auffiillen, bei Raumtemperatur verwenden.
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2.3.3.5 Die Immundetektion

Um unspezifische Antikdrperbindungen auf Grund freier Proteinbindungsstellen auf der
Membran zu vermeiden, wurde die Membran mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur

in folgender Blocklosung inkubiert.

Blocklisung
5 % Milchpulver-Anteil in TBS-T, immer frisch ansetzen.

Im Anschluss wurde in die Blocklosung der Primar-Antikérper in der gewtinschten Ver-
dinnung hinzupipettiert und die jeweiligen Membranen auf einer Wippe unter Schwenken
bei 4 °C iber Nacht inkubiert. Fiir die einzelnen Primar-Antikérper wurden folgende Ver-

dinnungen gewihlt: PDGFR-B 1:250, RGS-5 1:250 und Tie-2 1:200.

Nach der Inkubation wurden die Membranen funfmal mit TBS-T gewaschen, um nicht
gebundene Primir-Antikérper zu entfernen. Je nachdem aus welchem Tier der Primir-
Antikérper stammt, wurde als Sekundir-Antikérper Anti-Maus-IgG-Peroxidase (Sigma) in
der Verdinnung 1:40.000 oder Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase (Sigma) in der Verdin-
nung 1:100.000 verwendet. Der Sekundir-Antikérper wurde wie auch der Primar-
Antikérper mit der Blocklosung verdinnt und 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken

inkubiert. Im Anschluss wurden die Membranen erneut mit TBS-T gewaschen.

Fir die Chemilumineszenz-Reaktion mit dem Enzym Peroxidase wurde nun die Lésung
ECL Prime Western Blotting Detection System (Amersham) nach dem empfohlenen Prozedere
des Herstellers auf die Membranen pipettiert und 5 min unter Lichtausschluss bei Raum-
temperatur inkubiert. Bei dieser Reaktion wird Licht freigesetzt und mit Hilfe von
Rontgenkassetten in einer Dunkelkammer bei Rotlicht konnte jeweils ein zugeschnittener
spezieller Film (Amersham Hyperfilm) belichtet werden. Nach der Belichtung wurden die

Filme entwickelt und fixiert und konnten nach dem Trocknen eingescannt werden.

2.3.4 Genexpressionsanalyse von CPCs iiber die Passagen

Mit Hilfe der in den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts entwickelten Polymerase Chain Reaction-
Methode (PCR-Methode) lassen sich Proben von Desoxyribonukleinsiuren (DNA) loga-
rithmisch amplifizieren. Als DNA-Ausgangsproben (englisch fezplate) lassen sich genomi-
sche DNA (gDNA) als auch in DNA umgeschriebene Ribonukleinsduren (RNA) verwen-
den. In dieser Arbeit wurde in DNA umgeschriebene Boten-RNA (mRNA) untersucht, so
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dass sich Hinweise auf die Genexpression der untersuchten Gensequenzen ergaben. Bei
der reversen Transkription (englisch reverse transkription) von mRNA erhilt man eine zur
mRNA komplementire einzelstringige DNA (cDNA), die bei Folgereaktionen in eine

doppelstringige tberfihrt werden kann.

Das PCR-Programm umfasst im Grunde genommen eine zyklische Abfolge dreier Schritte:
einen Denaturierungsschritt (bei 95 °C), einen Annealingschritt (zwischen circa 53-65 °C)
und einen Elongationsschritt (72 °C). Die Annealingtemperatur (T,)) hingt von der Basen-
zusammensetzung der Primer und dem zu amplifizierenden Fragment der DNA ab (siche
auch Rychlik et al. 1990). Zwar kann man tiber verschiedene Niherungsgleichungen die T,
eines Primers berechnen, die Ermittlung der optimalen T, tber eine Gradienten-PCR ist
jedoch genauer und wird StandardmiBig in unserem Labor bei der Etablierung eines Pri-

mers durchgefiihrt.

Durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, die an DNA binden und deren Signal-
stirke proportional zur DNA-Konzentration in der Probe ist, kann man nach jedem Zyk-
lus den Gehalt an DNA quantifizieren (englisch Real-Time Detection). In dieser Arbeit findet
der Farbstoff SYBR Green I Verwendung, der doppelstringige als auch einzelstringige
DNA bindet, dabei fillt das Signal deutlich stirker aus, wenn doppelstringige DNA ge-
bunden worden ist. Zur Quanifizierung wird nach jedem Zyklus mittels eines Lasers der
SYBR Green-DNA-Komplex im blauen Lichtbereich angeregt und die emittierten griinen
Lichtsignale gemessen. Wihrend des Denaturierungsschrittes sinkt die Intensitit der Fluo-
reszenzsignale auf ein Minimum, wenn der Schmelzpunkt der DNA, also der Zeitpunkt zu

dem die Trennung der Doppelstringe vollzogen ist, erreicht wird.

Eine korrekte Abkiirzung fir die in dieser Arbeit verwendete Rea/-Time Detection-Reverse
Transkription-Polymerase Chain Reaction wirde RD-RT-PCR lauten, aus Griinden der Verein-
fachung wird jedoch im folgenden PCR mit RD-RT-PCR gleich gesetzt.

2.3.4.1 mRNA-Isolation aus Zellen

Fir die mRNA-Isolation aus CPCs mit dem RNeasy-Mini-Kit von Qiagen wurde das Kul-
turmedium aus den Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Im An-
schluss wurden 700 pl RLT-Lysis-Puffer und 7 pl Mercaptoethanol direkt auf die Zellen
pipettiert und 2 min inkubiert. Danach wurden 700 ul der Losung auf einen QIAshredder
pipettiert und 2 min bei 15.000 g zentrifugiert. Dem Durchfluss wurden 700 ul 70%-
Ethanol zugesetzt, auf eine RNeasy-mini-Saule pipettiert und erneut 2 min bei 15.000 g

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Die auf Grund ihrer Affinitit in der Sdule
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zurickgebliecbene mRNA wurde erst mit 700 ul RW1-Puffer und dann mit 500 ul RPE-
Puffer far 30 s bei 8.000 g gewaschen. AnschlieBend wurde die Sdule in ein neues Sammel-
réhrchen tberfihrt und 1 min bei 15.000 g zentrifugiert, um restliche Pufferbestandteile zu
entfernen. Auf die Membran der Siule wurden 30 ul RNAse-freies Wasser pipettiert, die
Sdule in ein 1,5 ml Biopur® Safe-Lock Tube umgesteckt und nach einer Ruhezeit von 5 min
wurde die Sdule 1 min bei 15.000 g zentrifugiert. Das Eluat enthielt die priparierte mRNA.
Die Konzentrationsbestimmung der eluierten mRNA erfolgte photometrisch (Spektralpho-
tometer von Eppendorf) bei 260 und 280 nm. Es wurde nach Herstellerangaben vorgegan-

gen.

2.3.4.2 cDNA-Synthese und PCR-Protokoll

Fir die anschlieBende PCR wurde die priparierte mRNA mittels des Quanti-Tect-Reverse-
Transkription-Kits in cDNA umgeschrieben. Nach der Elimination der Reste genomischer
DNA aus den Proben mit einem gDNA-Wipeout-Buffer wurden die reversen Transkriptase,
eine RNA-abhingige DNA-Polymerase, ein Puffer und im Uberschuss Primer zur Probe
hinzufigt und 15 min bei 42 °C inkubiert. Die Enzymaktivitit wurde durch Erhitzen der
Reaktionsansitze auf 95 °C fir 3 min gestoppt. Unter Annahme eines vollstindigen Um-
satzes der mRNA-Matrize in cDNA wurde die Probe basierend auf die gemessenen
mRNA-Konzentrationen der jeweiligen Proben auf eine Endkonzentration von 1 ng/ul
verdinnt. Fur die Verdinnung wurde mit Diethylpyrokarbonat (englisch Dzethylpyrocarbona-
te, DEPC) behandeltes Wasser verwendet, das durch den DEPC-Einsatz bei sorgfiltigem
Umgang als RNasenfrei gilt.

PCR-Protokoll

Die Reaktionsansitze fiir die PCR wurden nach den Angaben in Tabelle 2.11 angesetzt. Es
empfahl sich jedoch eine geringfiigig hohere Menge als ,,Puffer” anzusetzen, um exakt

10 ul Reaktionsansatz je Well gewihrleisten zu kénnen.

Tabelle 2.12: Pipettierschema PCR.

Substanz Pro Well Mastermix (3 Well)
cDNA 10 ng 30 ng

Primer (forward+ reverse) je 20 pmol je 60 pmol
SYBR-Green-Mix 5ul 15 ul

Wasser Auffillen auf 10 pl Auffillen auf 30 pl
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Die verwendeten Primer lassen sich aus Tabelle 2.13 entnehmen. Da das fir Stro-1 kodie-
rende Gen bezichungsweise die Gene noch nicht identifiziert werden konnten (Ning e7 al.
2011), wurde in der PCR-Untersuchung das Gen alpha-Smwoth Muscle Actin (aSMA) unter-
sucht. aSMA ist eines der am haufigsten verwendeten Perizytenmarker (Diaz-Flores ez al.

2009).

Tabelle 2.13: Verwendete Primer.

Target Sequenz Annealing-Temperatur

) ) Fw!: tgctgtctccatgtttgatgtatct
B2-Mikroglobulin 61°C
Rv?: tctetgetceccacctctaa

Fw: actgttgggcgaaggt

PDGFR-B 53 °C
Rv: caggcaggggoatgatatagtc

Tien Fw: gccttcaccaggetgatagt 5300
Rv: tcacacgtecttcecataaac

RGS.5 Fw: ctctecacgtteecttgagtaa 60 °C
Rv: tcttaatctaaccccaaccctaaac

aSMA Fw: aatggctctgggctctgtaa 63°C

Rv: gecatgttetatcgggtactt

1 = Fw entspricht dem forward Primer. 2 = Rv entspricht dem reverse Primer.

Sowohl die Substanzen des Reaktionsansatzes als auch die 96-Well-Platte fir die PCR wur-
den wiahrend des Pipettiervorganges gekthlt. In jedes Well wurden 10 ul Master-Mix pipet-
tiert, drei Wells je Zielgen und Patient, und mit gptical flat caps verschlossen. Danach wurden
die Platten fir 10 s bei 1.200 rpm abzentrifugiert, um ein Konzentrierung des PCR-
Ansatzes auf dem Wellboden zu erzielen. Jede PCR wurde dreimal an unterschiedlichen

Tagen wiederholt, so dass je Probe neun Werte vorliegen.

Unter Verwendung des Mastercycler™ ep gradient S realplex (Eppendorf) wurde die PCR
nach dem Protokoll in Tabelle 2.14 durchgefiihrt. Die statistische Auswertung und Norma-
lisierung der PCR-Daten erfolgte nach Pfaffl (2001) unter Heranziehung des Houskeeping-
Gens B2-Mikroglobulin (B2-M), das bei den Patienten vergleichbare ct-Werte aufwies.
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Tabelle 2.14: Protokoll PCR.

1. Initiale Denaturierung 3 min bei 95 °C

2. Denaturierung 20 s bei 95 °C

3. Annealing 20 s bei 53-63 °C Schritt 2 — 4 werden in

4. DNA-Synthese/ 20 s bei 72 °C 45 Zyklen wiederholt
Fluoreszenzmessung

5. Letzter Synthesezyklus 10 min bei 72 °C

Die Annealing-Temperatur hingt wie eingangs beschrieben vom verwendeten Primer ab

(siche auch Tabelle 2.13).

2.4 Migrationsassay

In den letzten Jahrzehnten haben sich verschiedene Versuchsdesigns etabliert, um die Mig-
ration vor allem als Antwort auf einen mechanischen oder chemischen Reiz hin zu unter-
suchen. Neben dem seratch assay gibt es das 3D-Invasion-Assay und ein Invasions-Assay
durch eine Membran hindurch. Das scratch assay stellt gewisse Anforderungen an die Re-
produzierbarkeit der kiinstlichen ,,Wunde® und man sollte berticksichtigen, dass beim
Kratzen Zellen verletzt werden, die chemotaktisch wirksame Zytokine freisetzen kénnen.
Beim 3D-Invasion-Assay migrieren Zellen, die in eine Matrix eingebettet sind, in einen
angrenzenden Matrixbereich mit oder ohne Einfluss eines Zytokins. In diesen Matrices
finden unterschiedliche Kollagene Verwendung, die einen eigenen Einfluss auf die Migrati-

on nehmen kénnen.

1962 beschrieb Stephen Boyden die Verwendung einer Membran, durch die Zellen aus
einer oberen Kammer zu einer Probe mit einem Zytokin in einer unteren Kammer migrie-
ren kénnen. In die Migrationseinsitze mit der Membran (obere Kammer) wird die Zellsus-
pension pipettiert. Dabei ist darauf zu achten, dass durch regelmifBliges Durchmischen ein
hochstméglicher Grad an Homogenitit der Zellsuspension gewihr leistet wird, da die Zahl
der gewanderten Zellen proportional zur Anzahl der Zellen ist, die in die obere Kammer
pipettiert wurde. Auch durfen sich keine Luftblasen unter der Membran bilden, da dies
einen erheblichen Storfaktor fir eine mogliche Zellmigration darstellt. In dieser Arbeit
wurden die Migrationseinsitze ThinCert™ von Greiner bio-one verwendet, deren Memb-

ran eine Porengré3e von 8 um aufwies.
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Zur Quantifizierung kann man die Zahl an gewanderten Zellen je nach Versuchdesign op-

tisch auszahlen oder tiber photometrische oder fluoreszenzbasierte Methoden bestimmen.

In dieser Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff Calcein verwendet, der durch die Kopp-

lung mit dem hydrophoben Acetomethoxy (AM) die Zellmembran von Zellen passieren

kann. In lebenden Zellen spaltet eine Esterase den Calcein-AM-Komplex, und das Calcein

wird quasi in der lebenden Zelle ,,gefangen®, so dass durch den Farbstoff eine Unterschei-

dung lebender von toten Zellen getroffen werden kann. Das gemessene Fluoreszenzsignal

ist dabei proportional zur Zellzahl.

Tabelle 2.15: Protokoll Migrationsassay.

1 Bei einer ausreichenden Anzahl Zellkulturflaschen wird das Kultivierungsmedium
abpipettiert und die Zellkulturflaschen werden mit sterilem PBS gespiilt.

2 | Das PBS wird verworfen und 10 ml serumfreies (sf) Kulturmedium mit 0,2%iger
BSA auf die Zellen gegeben. Die Zellen ,hungern® iiber Nacht im Zellkultur-
schrank.

3 | Das st Medium wird abpipettiert und die Zellen mit Trypsin-EDTA geerntet (siche
2.3.1). Die Zellen werden mit sterilem PBS gewaschen und bei 300 g zentrifugiert.

4 | Das Zellpellet wird in 1 ml sf Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.
Die Zellsuspension wird unter Zugabe von sf Medium auf 5x10° Zellen/ml ver-
dunnt.

5 | Die Migrationeinsitze werden in 24-Well-Platten eingesetzt. Je Probe werden vier
Migrationseinsitze angesetzt.

6 | In jedes Well werden 600 ul sf Medium mit Zusatz (siche Tabelle 2.15) oder ohne
(Negativkontrolle) pipettiert.

7 | In jedes Insert werden 200 pl Zellsuspension, ohne dabei die Membran zu verlet-
zen (1), pipettiert.

8 Die Ansitze werden 12 h im Zellkulturschrank inkubiert.

9 | Das Medium aus den Wells wird entfernt, durch 450 pl sf Medium mit 8 uM Cal-
cein-AM ersetzt und fir 45 min im Zellkulturschrank inkubiert.

10 | Im Anschluss wird das Medium aus den Inserts entfernt.
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Fortsetzung Tabelle 2.15

11 | Die Migrationseinsitze werden in eine frisch vorbereitete 24-Well-Platte tiberfihrt,

die je Well 500 ul vorgewirmte Trypsin-EDTA-L6sung enthilt.

12 | Die Ansitze werden 10 min im Zellkulturschrank inkubiert, dabei werden die Plat-

ten regelmallig vorsichtig geriittelt.

13 | Die Migrationeinsitze werden verworfen und 200 pl der Trypsin-EDTA-L6sung
mit den markierten Zellen in ein Well einer schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatte mit

transparentem Boden tberfihrt.

14 | Die Proben werden bei einer Exzitationswellenlinge 495 nm und bei einer Emis-

sionwellenldnge von 515 nm in einem Fluoreszenzplattenleser gemessen.

Der folgenden Tabelle lassen sich die untersuchten Zytokine entnehmen. Es wurden die
ausgewihlten Zytokine in einer niedrigen Konzentration mit 5ng/mlggum bzw.
10ng/ml e und in einer hoheren Konzentration mit 40ng/ml . i.m auf ihre chemotak-
tische Wirkung bei sieben Patienten hin untersucht. Die CPCs der Patienten befanden sich
in einer frithen Passage bis Passage P4. Pro Versuchsdurchlauf wurden als Positivkontrolle
10% FCS und als Negativkontrolle serumfreies Medium gewihlt und je Probe drei Ansitze
untersucht. Ein herzlicher Dank gilt an dieser Stelle Frau Prof. Rosen von der Unzversity of
Harvard fur die freundliche Bereitstellung der in dieser Arbeit untersuchten BMPs. Die er-
mittelten Mittelwerte wurden mit dem t-Test fiir zwei verbundene Stichproben und der

Software SPSS statistics (25.0, IBM, USA) statistisch gepriift.

Tabelle 2.16: Untersuchte Zytokine.

Zytokin Hersteller
Angiopoietin-1 R&D Systems
Angiopoietin-2 R&D Systems
BMP-2, -4, -6, -9, -12, -13 Fr. Prof. V. Rosen, University
of Harvard
FCS Invitrogen
1L-6 Sigma
1L-8 Sigma
1L.-17 R&D Systems
PDGEF-BB Promokine
TNF-a Sigma
VEGF, Promokine




3 Ergebnisse 38

3  Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Untersuchung von Perizytenmarkern am

Knorpelgewebe

Es wurden Gewebeproben von vier Patienten (#7, #28, #2060, #262) untersucht, deren
Teilgewebeproben, wie unter 2.2.2 beschrieben, in sogenannte mikroskopisch gesunden
und defekten Knorpel unterschieden worden waren. Die Fallnummern in der Klammer
entsprechen auch im Folgenden den Fallbezeichnungen der anonymisierten Patienten der

AG Orale Biologie und Geweberegeneration.

Beim sogenannten mikroskopisch gesundem Knorpel wurden noch frithe Grade der Oste-
oarthrose (OARSI Grad 1,0 bis 2,0, siche Pritzker e a/. 2006) eingeschlossen. Wichtig fiir
die Unterscheidung in mikroskopisch (noch) gesunden Knorpel und in einen von einer
fortgeschrittenen Osteoarthrose gezeichneten defekten Knorpel war die Intaktheit der Ti-

demark.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass beim mikroskopisch gesunden Knorpel keine
PDGFR-B- und RGS-5-positiven Zellen im Knorpel beobachtet wurden. Im Gegensatz
dazu zeigten sich Tie-2-positive Zellen in den oberflichennahen Knorpelschichten, wih-

rend im darunterliegenden Knorpel keine Tie-2-positiven Zellen beobachtet wurden.

Bei fortgeschrittener Osteoarthrose und bei von Einssprossungen durchbrochener Tide-
mark zeigten sich sowohl PDGFR-B-, RGS-5- und Tie-2-positive Zellen als auch Zellclus-
ter, die von Chondrozyten zu unterscheiden waren. Klassische Chondrozyten, die sich
basophil anfirbten und sich mikroskopisch eindeutig als solche bestimmen lieen, waren
im mikroskopisch gesunden als auch im defekten Knorpel weder PDGFR-B-, RGS-5- noch
Tie-2-positiv. Ebenfalls wurden PDGFR-B-, RGS-5- und Tie-2-positive Einsprossungen
vom subchondralen Knochen ausgehend in den Knorpel beobachtet. Es fiel auf, dass bei
fortgeschrittener Osteoarthrose das Stroma zwischen den Knochentrabekeln an Dichte
zugenommen hatte. Das Stroma zwischen den Knochentrabekeln zeigte sich PDGFR-B-,

RGS-5- und Tie-2-positiv.
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311 PDGFR-B

Im mikrospisch gesunden Knorpel zeigten sich keine PDGFR-B-positiven Zellen. Im Be-
reich des subchondralen Knochens fanden sich PDGFR-B-positive Zellen im Bereich des
Knochenmarks (Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1: Untersuchung eines mikroskopisch gesunden Knorpels auf PDGFR-
B-Expression. Vierzigfache VergroBerung und Himalaun-Gegenfirbung. Im Knorpel
zeigt sich ein teilweise noch intakter Knorpelaufbau ohne Tidemarkbriiche. Die ersten Zei-
chen einer Osteoarthrose wie Hypertrophie und Desorientierung der Chondrozyten sind
sichtbar. Im Bereich des Knorpels sind keine PDGFR-B-positiven Zellen zu beobachten.
Im Bereich des subchondralen Knochens zeigen sich im Knochenmarksbereich PDGFR--
positive Zellen und Bereiche mit erhéhter Anzahl PDGFR-B-positiver Zellen am Kno-
chen-Knorpel-Ubergang (Pfeil).

In Knorpelproben mit einer fortgeschrittenen Osteoarthrose und Tidemarkbriichen mit

Einsprossungen fanden sich PDGFR-B-positive Zellen nahe der Knorpeloberfliche (siche
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Abbildung 3.2 und 3.3), in Clustern, vereinzelt zwischen nicht positiven Zellen (siche Ab-
bildung 3.3) und im Bereich der Tidemarkbriiche. Im Bereich des Knochenmarks zeigte
sich eine erthéhte Dichte an PDGFR-B-positivem Stroma im Vergleich zu Gewebeproben
mit einer sehr frihen Osteoarthrose (vergleichbar Abbildung 3.1 und 3.2). Auch bei einer
fortgeschritteneren Osteoarthrose konnten klassische Chondrozyten im Knorpel beobach-
tet werden, die sich basophil anfirbten, die eindeutige Morphologie aufwiesen und in den

typischen Gruppen lagen.

Abbildung 3.2: Immunhistochemische Untersuchung von PDGFR-B im osteo-
arthrotischem Kniegelenksknorpel. Hundertfache Vergroflerung mit Himalaun-
Gegenfirbung. Entsprechend einer fortgeschrittenen Osteoarthrose zeigen sich Oberfld-
chenfissuren (1), Chondrozytencluster (2), Tidemarksbriiche (3) und Kapillareinsprossun-
gen im Knorpel (4). Es zeigt sich eine deutlich erhéhte Dichte an Rotanfirbung von
PDGFR-B-positiven Zellen im Knochenmarksbereich (5). Im Knorpelbereich fanden sich
ebenfalls PDGFR-B-positive Zellen (6). Die mit (*) und (**) gekennzeichneten Bereiche
werden in den Abb. 3.3 und 3.4 niher beschrieben.
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Abbildung 3.3: Teilausschnitt * aus 2

Abb. 3.2. Es zeigen sich PDGFR-B- R s
positive Zellen angeordnet in Gruppen ’ . -
(1), an der Knorpeloberfliche (2) und - % it
in verschiedenen anderen Bereichen . . '2’- e S - -
(*). Chondrozytencluster, gezeichnet -
von der Osteoarthrose durch Hyper- Py

trophie und Proliferation, zeigen sich S Sae o,
nicht PDGFR-B-positiv. 7 B o 1

Abbildung 3.4: Teilausschnitt ** ; 2.0

aus Abb. 3.2. Der Ausschnitt zeigt - D"

einen Bereich mit Tidemarkbrichen W .

(*). PDGFR-B-positive Zellen aus dem * ' o ’ J 28
Knochenmark (1) reichen bis in die v BN : :‘ .
Tidemarkbriiche heran (Pfeile). Mit (2) - B
wurde ein Chondrozytencluster ge- - 4
kennzeichnet. - "“:\1;3' ; 1

100 ym L\ -

Bereits im Knorpel mit einer frithen Osteoarthrose wiesen die Chondrozyten pathologische
Verinderungen im Zuge der Pathophysiologie auf, wie Hypertrophie, Proliferation und
Desorientierung, die sich im Verlauf verstirkten (Abbildung 3.1 und 3.2). Die Chondrozy-
ten zeigten sich weder im mikroskopisch gesunden noch im defekten Knorpel PDGFR-B-

positiv.

3.1.2 RGS-5

Ahnlich zu PDGFR-B zeigte sich auch bei RGS-5 ein deutlicher Unterschied zwischen
einem weitestgehend intakten und einem von einer fortgeschrittenen Osteoarthrose ge-
zeichneten Knorpel. Im mikroskopisch intakten Knorpel zeigten sich im Bereich des Ge-
lenkknorpels keine RGS-5-positiven Zellen (Abbildung 3.5). Im Bereich des subchondralen
Knochens gab es, dhnlich zu den Untersuchungen mit dem PDGFR-B-Antikorper, Berei-
che mit einer erthohten Anzahl RGS-5-positiver Zellen (Abbildung 3.5 und 3.6). In Knor-
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pelproben mit einer fortgeschritteneren Osteoarthrose zeigten sich deutlich RGS-5-positive
Einsprossungen in den Knorpel und RGS-5-positives Stroma zwischen den Knochentra-
bekeln (Abbildung 3.7). In Bereichen, in denen deutliche Einsprossungen in den Knorpel
vorgefunden wurden, konnte eine erhShte Dichte an RGS-5-positiven Zellen im Zwi-
schenraum der Knochentrabekeln beobachtet werden (vergleichbar Abbildung 3.5 und
3.7). Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei der Untersuchung von Gewebeproben mit

PDGFR-B getroffen (siche oben).

TN . 100 ym

Abbildung 3.5: Immunhistochemische Untersuchung auf RGS-5-Expression bei
mikroskopisch gesundem Knorpel. Hundertfache Vergroflerung mit Himalaun-
Gegenfirbung. Im Knorpelbereich zeigen sich keine RGS-5-positiven-Zellen (1). Im
subchondralem Knorpel finden sich Bereiche mit RGS-5-positiven Zellen, die zum Teil
vereinzelt, aber zum Teil auch in grofleren Knochenlakunen auftreten (2). Der mit (¥)-
gekennzeichnete Bereich wird in Abbildung 3.6 erlautert.
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Abbildung 3.6: Teilausschnitt * aus

Abb. 3.5. Dic beiden Pfeile zeigen auf |
Bereiche mit RGS-5-positiven Zellen i * g
im subchondralen Knochen. Der linke | '

Pfeil zeigt eine potentiell frihe Ein-

sprossung. Mit (¥) wurden RGS-5- o~ b >
negative Chondrozyten im kalzifizier- . _)" .
ten Knorpel markiert. 75 um

Abbildung 3.7: RGS-5-positive Ein- »
sprossungen in den Knorpel bei
einer fortgeschrittener Osteoarthro-
se. Hundertfache Vergroflerung mit
Himalaun-Gegenfirbung. Es zeigen  *om @ > s
sich  RGS-5-positive  Einsprossungen / 2 -
(1). Im subchondralen Knochen finden & ‘ : 14-1 B
sich vereinzelte RGS-5-positive Zellen ”3 o

und Kapillaren mit RGS-5-positivem /y‘d’ : : 4 .
Stroma (2). Im Knochenmark (3) zei- s A ¥ 2
gen sich am subchondralen Knochen :
cine erhohte Dichte an RGS-5- 100 1 ra s
positiven Zellen mit zum Teil sehr ~ ‘

deutlicher Reaktion (Pfeile) Mit (*)

wurden RGS-5-negative Chondrozyten

markiert.

Die kleinen Blutgefile im subchondralen Knochen zeigten ein angrenzendes deutlich
RGS-5-positives Stroma, wihrend die Endothelzellen RGS-5-negativ waren (Abbildung
3.8).

Abbildung 3.8: Kleines Blutgefil}
> mit RGS-5-positivem Stroma im
subchondralen Knochen. Vierhun-

dertfache Vergroflerung mit Hima-

»
—_—— et

laun-Gegenfirbung. An das kleine

) ’, : Km Blutgefil3  grenzt  RGS-5-positives

; . \ Stroma (¥). Der Pfeil zeigt auf das

: v € RGS-5-negative Endothel. Rechts im

50 pm Bild sieht man den Knochenmarksbe-
reich (Km).
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Im Knorpel mit vorangeschrittener Osteoarthrose zeigten sich, wie auch bei der Untersu-
chung mit dem PDGFR-B-Antikérper, RGS-5-positive Cluster sowohl an der Knorpel-
oberfliche als auch in tieferen Schichten des Knorpels (Abbildung 3.9). Abbildung 3.12a
zeigt zum Vergleich die Knorpeloberfliche eines weitestgehend intakten Gelenkknorpels.

Hier wurden keine RGS-5-positiven Zellen beobachtet.

o’

100 pm

Abbildung 3.9: Gelenkknorpel mit vorangeschrittener Osteoarthrose und RGS-5-
positiven Zellclustern. Hundertfache Vergroflerung und Hamalaun-Gegenfirbung. Die
Knorpeloberfliche weist Fissuren auf (1). Sowohl an der Oberfliche als auch in den tiefe-
ren Schichten des Knorpels konnen RGS-5-positive Zellcluster beobachtet werden (2). Mit
(*) wurden RGS-5-negative Knorpelzellen markiert.

3.1.3 Tie-2

Im mikroskopisch gesunden Knorpeln zeigte sich an der Knorpeloberfliche, im Gegensatz
zu den Untersuchungen mit den Antikérpern PDGFR-B und RGS-5, Zellen, die Tie-2-
positiv waren (siche Abbildung 3.10 und 3.12).
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Abbildung 3.10: Tie-2-Expression im gesunden Knorpel. Hundertfache VergroB3erung
und Gegenfirbung mit Himalaun. An der Knorpeloberfliche zeigen sich Tie-2-positive
Zellen (1). In tieferen Schichten zeigen sich keine Tie-2-positiven Zellen (2). Die Tidemark
ist intakt und es sind keine Einsprossungen vorhanden (3). Im subchondralen Knochen
kénnen Tie-2-positive Zellen entlang des Knochens, im Knochenmarksbereich und bei
Kapillaren beobachtet werden (4). Der subchondrale Knochen zeigt eine Tie-2-positive
Reaktion. Der mit (*)-markierte Bereich wird in Abbildung 3.11 besprochen. Der Pfeil
zeigt auf Tie-2-positives Knochenmarkstroma.

In den darunterliegenden Knorpelschichten konnten keine Tie-2-positiven Zellen beobach-
tet werden. Im Bereich des subchondralen Knochens zeigten sich Tie-2-positive Zellen
entlang des Knochens zum Knochenmarksraum hin und im Stroma des Knochenmarks
(Abbildung 3.10). Das Endothel der Kapillaren im subchondralen Knochen zeigte sich Tie-
2-positiv (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Teilausschnitt * aus ; ! »
Abb. 3.10. Die Tie-2-Expression im P
subchondralen Knochen. Mit (*) wur- ol LS

de eine Kapillare gekennzeichnet, die
ein Tie-2-positives Endothel zeigt. Der
Pfeil weist auf Tie-2-positive Zellen : R
entlang des subchondralen Knochens
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Abbildung 3.12: Tie-2-positive Zellen an der Knorpeloberfliche eines mikros-
kopisch gesunden Knorpels. Jeweils vierhundertfache Vergroflerung und Himalaun-
Gegenfirbung. Die Knorpelprobe in Teilabbildung A wurde auf eine RGS-5-Expression
hin untersucht. Die Pfeile zeigen auf die Zellen an der Knorpeloberfliche, die RGS-5-
negativ sind. In den histologischen Untersuchungen wurden bei mikroskopisch gesundem
Kniegelenkknorpel keine PDGFR-B- und RGS-5-positiven Zellen an der Knorpeloberfla-
che beobachtet. In Teilabbildung B zeigen die Pfeile auf Tie-2-positive Zellen an der
Knorpeloberfliche. Darunter erkennt man im Gegensatz dazu Tie-2-negative Knorpelzel-
len.

In den frihen Stadien der Osteoarthrose bei noch intakter Tidemark, daher ohne beobach-
tete Einsprossungen, konnte in den oberflichennahen Knorpelschichten eine deutliche
Fibrillenbildung beobachtet werden (Abbildung 3.14). Entlang dieser Fibrillen zeigten sich
Tie-2-positive Zellen auch in tieferen Knorpelschichten (vergleiche Abbildung 3.12 und
3.13). Mit Voranschreiten der Pathogenese traten Tie-2-positive Einsprossungen im Knor-
pel auf (Abbildung 3.13 und 3.14). Im Bereich des subchondralen Knochens zeigte sich,
wie bei den Untersuchungen mit den PDGFR-B- und RGS-5-Antikérpern, eine Zunahme
an Stroma zwischen den Knochentrabekeln, das Tie-2-positiv war (Abbildung 3.14). Eben-
falls traten in spiteren Stadien der Osteoarthrose Tie-2-positive Cluster in den oberfla-

chennahen Knorpelschichten auf (3.16).
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Abbildung 3.13: Tie-2-Expression
in der frihen Osteoarthrose.

Teilabbildung A: Hundertfache
VergroBerung und Gegenfirbung mit
Himalaun. Der Knorpel ist von einer
frithen Osteoarthrose betroffen. Die
oberen Schichten weisen eine deutli-
che Fibrillierung auf (1). Es sind ent-
lang den Fibrillen Tie-2-positive Zel-
len zu beobachten (Pfeile). Die Ti-
demark ist intakt, weist jedoch eine
Duplikatur auf (2). Der eingerahmte
Bereich ist in Teilabbildung B niher
erlautert.

Teilabbildung B: Vierhundertfache
VergroBlerung. Die Pfeile weisen auf
Tie-2-positive Zellen hin.
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Abbildung 3.14: Untersuchung der Tie-2-Expression bei fortgeschrittener Osteo-
arthrose. Hundertfache Vergréfierung mit Himalaun-Gegenfirbung. Im Bereich des sub-
chondralen Knochens (sKn) zeigen sich Bereiche mit einer hohen Dichte an Tie-2-
positiven Zellen (1). Das an den subchondralen Knochen angrenzende Stroma des Kno-
chenmarksbereichs ist deutlich vermehrt und Tie-2-positiv (2). Es treten Tie-2-positive
Einsprossungen in den Knochen auf (3). Das Knochenmarkstroma weist eine leichte Tie-
2-Positivitit auf (4). Die Pfeile zeigen auf vereinzelte Tie-2-positive Zellen im Knorpel.

3.15: Tie-2-positive Einsprossung in den Knorpel. Vierhundertfache Vergréierung und
Gegenfirbung mit Himalaun. Der Pfeil zeigt auf die Einsprossung. Darunter liegt der sub-
chondrale Knochen.
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Abbildung 3.16: Tie-2-positive i~ 4
Cluster bei fortgeschrittener =
Osteoarthrose. Vierhundertfa- x ' = S e
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-
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3.2  Untersuchung von CPCs in Hinblick auf Perizyten- und

mesenchymale Stammzellmarker

3.2.1 Durchflusszytometrie

Es wurden CPCs von insgesamt 15 Patienten in den Passagen (kurz: P) PO, P1, P2, P4, Po,
P8 und P10 mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Angaben in Prozent geben den
ermittelten Mittelwert der Ergebnisse der Patienten in den jeweiligen Passagen an. In Bezug
auf die Antigene PDGFR-B und Tie-2 zeigte sich eine Tendenz zur Abnahme der Positivi-
tit Uber die Passagen. In der Passage PO waren 28,0% der Zellen positiv fir das Antigen
PDGFR-B, wihrend in den spiteren Passagen P8 1,93% und in P10 1,6% der Zellen fir
das Antigen positiv waren (Abbildung 3.17). Eine dhnliche Tendenz fand sich in Bezug auf
das Antigen Tie-2. 12,0% der Zellen waren in der Passage PO positiv fiir Tie-2 und die Po-
sitivitait nahm tiber die Passagen ab. In P8 waren 3,4% der Zellen positiv fiir Tie-2 und in

P10 0,8% (Abbildung 3.17).

Die Ergebnisse fir den mesenchymalen Stammzellmarker Stro-1 zeigten den hochsten
Wert in der Passage P4 mit im Durchschnitt 68,3% positiven Zellen. In den anderen Passa-
gen waren die Zellen im Durchschnitt zu 49,9% positiv fir Stro-1 (Abbildung 3.17). Die
Ergebnisse fiir den Perizytenmarker RGS-5 stellten sich relativ stabil iber die Passagen dar
mit im Durchschnitt 73,1% positiven Zellen (Abbildung 3.17). Bei den Ergebnissen in der
Durchflusszytometrie (siche Abbildungen 3.17 und 3.18) traten hohe Standardabweichun-

gen auf, auf die in der anschlieBenden Diskussion noch einmal eingegangen wird.
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Abbildung 3.17: Durchflusszytometrische Untersuchung der CPCs auf Perizyten-
und mesenchymale Stammzellmarker. Es ist die durchschnittliche Anzahl der Zellen,
die positiv fir das jeweilige Antigen sind, in Prozent angegeben. Die CPCs zeigen sich in
der Passage (P) PO zu 28,0% positiv fiir PDGFR-B und zu 11,2% positiv fir Tie-2 und es
findet sich eine leicht absteigende Tendenz Gber die Passagen. Relativ konstant tiber die
Passagen sind die untersuchten CPCs im Durchschnitt zu 73,5% fir RGS-5 positiv. In
Bezug auf den mesenchymalen Stammzellmarker Stro-1 sind die CPCs mit Ausnahme der
Passage P4 im Durchschnitt zu 49,9% positiv. In der Passage P4 zeigen sich 68,3% der
CPCs fiir Stro-1 positiv. Es sind hohe Standardabweichungen zu verzeichnen.

Es wurden die CPCs zusitzlich auf die Expression von CD 117 und in den Passagen P1
und P2 auf den Endothelzellmarker CD 31 hin untersucht. Im Durchschnitt waren 1,5%
der CPCs positiv fiir CD 117 (Abbildung 3.18). In Bezug auf den Endothelzellmarker
CD 31 zeigten sich in der Passage P1 0,1% der CPCs und in Passage P2 0,2% positiv fur
das Antigen (Abbildung 3.18).

Eine Nebenbeobachtung wurde im Diagramm ,,Passagenintervalle” basierend auf den In-
tervallen zwischen den einzelnen Passagen von CPCs dreier Patienten (Fall #528, #529
und #537) zusammengefasst (Abbildung 3.19). Es fiel auf, dass es in den frihen Passagen
durchschnittlich zehn beziehungsweise elf Tage bis zu einer 80%igen Konfluenz dauerte
und ab Passage P8 die Intervalldauer zwischen den Passagen auf bis zu 25 Tage zum Ende

der Beobachtungsphase anstieg (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.18: Durchflusszytometrische Untersuchung in Bezug auf die Antigene
CD 31 und CD 117. Es ist die durchschnittliche Anzahl der Zellen, die positiv fir das je-
weilige Antigen sind, in Prozent angegeben. Im Durchschnitt waren die untersuchten CPCs
zu 1,5% fir CD 117 positiv. Die héchsten Werte wurden in Passage PO beobachtet. In den
Passagen P1 und P2 wurden CPCs auf den Endothelmarker CD 31 getestet. Die Ergebnis-
se fir CD 31 sind neben den roten Siulen dem Diagramm zu entnehmen.

Passagenintervalle

)
15
= /
@ @

P1-P2 P2-P3 P3-P4 P4-P5 P5-P6 PG-P7 P7-P8 P8-P9 P9-P10 P10-P1l

Abbildung 3.19: Passagenintervalle dreier CPC-Populationen. Die Zeitdauer zwischen
den Passagen steigt ab Passage P8 deutlich an.

3.2.2 Genexpressionsanalyse von CPCs iiber die Passagen

Es wurde die isolierte mRNA von CPCs auf die Expression von PDGFR-B, RGS-5, Tie-2

und aSMA iiber die Passagen hin untersucht. Je Passage und Gen wurde die in cDNA um-
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geschriebene mRNA in drei Durchliufen mit jeweils drei Ansitzen untersucht. In Abbil-
dung 3.20 wurden die Mittelwerte der ermittelten ct-Werte und die jeweiligen Standardab-

weichungen je Passage und Gen dargestellt.

“PDGFR-B “RGS-5 " a-SMA “Tie-2

ct-Werte

P1 P2 P4 P6 P8

Abbildung 3.20: PCR-Untersuchung iiber die Passagen. Dargestellt sind die gemittel-
ten ct-Werte nach drei Durchliufen je Passage und zugehorigen Standardabweichungen.
Die ct-Werte der einzelnen Gene zeigten sich relativ konstant tiber die Passagen.

Bei der Untersuchung der Gene zeigten sich tber die Passagen relativ konstante ct-Werte.
Je niedriger der ct-Wert, desto héher war die korrespondierende Konzentration an mRNA

in der Ausgangsprobe.

Es wurden im nichsten Schritt die ct-Werte der Passagen P1 bis P8 unter Bezug auf das
house keeping gene B2-Mikroglobulin gegen die ct-Werte der Passage PO normalisiert, um die
Ratio nach Pfaffl (Pfaffl 2001) zu berechnen (Abbildung 3.21).

Die Effizienz der einzelnen Primer wurde bei der Etablierung der Primer im Labor tiber
eine Verdinnungsreihe ermittelt. Der relative Expressionsunterschied tiber die Passagen
zeigte bei den Genen PDGFR-B, RGS-5 und aSMA eine abnehmende Tendenz der Ex-
pression im Vergleich zu Tie-2, bei dem eine eher zunehmende Genexpression tber die
Passagen beobachtet wurde (Abbildung 3.21). Interessanter Weise wurde in der durch-
flusszytometrischen Untersuchung eine Abnahme der Tie-2-positiven Zellen tuber die

Passagen hin beobachtet (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.21: Relative Expression der untersuchten Gene iiber die Passagen.
Normalisierte Werte nach Pfaffl (2001). Wihrend bei den Genen PDGFR-B, RGS-5 und
aSMA sich in den Passagen P1 bis P8 eine Tendenz zur Expressionsabnahme im Vergleich
zu Passage PO andeutet, zeigt sich in Bezug auf das Gen Tie-2 eine Tendenz zur erhéhten
Genexpression tiber die Passagen. Die Standardabweichung wurde aus Ubersichtsgriinden
nur nach oben abgetragen, gilt jedoch auch im negativen Bereich.

3.2.3 Western Blot

Es wurden CPCs von drei Patienten (#334, #340 und # 3406) in Hinblick auf die Expressi-
on von PDGFR-B, RGS-5 und Tie-2 auch mit Hilfe der Western-Blot-Methode untersucht.
Die CPCs befanden sich in einer frithen Passage (Passage zwei und drei) und zeigten sich
positiv fiir PDGFR-B, RGS-5 und Tie-2 (Abbildung 3.22-3.24). Bei der Untersuchung mit
dem PDGFR-B-Antikérper zeigte sich die Bande bei 180 kDa (Abbildung 3.22) und kor-

respondierte mit den Herstellerangaben und der Literatur (BD Pharmingen; He et al. 2015).

Bei der Untersuchung mit dem RGS-5-Antikoérper zeigten sich drei Banden: bei 170 kDa,
bei knapp tber 70 kDa und bei 40 kDa (Abbildung 3.23). Im Diskussionsteil 4.2 wird auf
dieses Phinomen genauer eingegangen. Die Bande bei 40 kDa durfte dem RGS-5-Molekiil

zuzuordnen sein.

In der Western-Blot-Untersuchung der CPCs mit dem Tie-2-AntikOrper stellte sich eine
Bande bei circa 190 kDa dar (Abbildung 3.24). Laut Hersteller des Antikorpers (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, USA) und Literaturangaben (siche zum Beispiel Makinde und Agra-
wal 2011) betrdgt das Molekulargewicht von Tie-2 145 kDa.



3 Ergebnisse

54

Abbildung 3.22: Western Blot-
Untersuchung auf eine PDGFR-B-
Expression hin. Antikérperverdin-
nung 1:250 bei einer Belichtungszeit
von 10 min. Die Bande, die durch die
Antigen-Antikérper-Reaktion mit
dem PDGFR-B-Antikérper bedingt
ist, zeigt sich bei 180 kDa.

Links im Bild ist die Proteinleiter zu
erkennen unter Angabe der vom
Hersteller definierten Molekularge-
wicht-Schritte. Die Bande bei 55 kDa
ist unspezifisch.

Abbildung 3.23: RGS-5-
Expression im Western-Blot. An-
tikérperverdinnung  1:250  und
10 min Belichtung. Zu erkennen sind
drei Banden bei 40 kDa, 80 kDa und
150 kDa. Die Bande bei 40 kDa wird
dem RGS-5-Molekdl zugeordnet (*).
Auf das Auftreten dreier Banden
wird in der Diskussion genauer ein-

gegangen.

Abbildung 3.24: Western-Blot-
Untersuchung mit dem Tie-2-
Antikorper. Antikérperverdiinnung
1:200 und 5 min Belichtungszeit. Bei
citca 190kDa hat der Tie-2-
Antikérper mit dem Antigen reagiert.
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3.3 Migrationsassay

Im Rahmen dieser Arbeit wurden CPCs von insgesamt sieben Patienten im Rahmen von
Migrationassay-Untersuchungen getestet. Je Zytokin und Konzentration wurden mehrere
Durchliufe mit jeweils drei Ansitzen durchgefihrt. Es wurden Entzindungsmediatoren,
IL-6, IL-8, IL-17 und TNF-a, und die Wachstumsfaktoren VEGF,;;, PDGF-BB, Ang-1
und Ang-2, sowie die BMPs 2, 4, 6, 9, 12 und 13 in Bezug auf ihre chemotaktische Wit-
kung in verschiedenen Konzentrationen bei CPCs untersucht. Als Positivkontrolle diente
Zellkulturmedium mit 10% FCS-Zusatz und als Negativkontrolle wurde serumfreies (sf)
Medium verwendet. Die mittels eines Fluoreszenzplattenlesers ermittelten Fluoreszenzsig-
nale der gewanderten Zellen, die zuvor mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM markiert
wurden und deren emittierte Fluoreszenzsignalstirke proportional zur gewanderten Zell-
zahl war, wurden ins Verhiltnis zur gewanderten Zellzahl der Negativkontrolle gesetzt und
die gewanderte Zellzahl bei der Negativkontrolle gleich eins gesetzt. Der Durchschnitt der
ermittelten Vielfachen wurde in den Diagrammen mit den jeweiligen Standardabweichun-
gen dargestellt (Abbildungen 3.25-3.27). Die ermittelten Mittelwerte wurden mit dem t-Test
tir zwei verbundene Stichproben und der Software SPSS statistics (25.0, IBM, USA) statis-
tisch gepriift, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant und p-Werte >0,05 bis <0,1

als statistisch schwach signifikant gewertet.

Bei den Untersuchungen zeigte sich bei der Positivkontrolle eine signifikante chemotakti-
sche Wirkung (p=0,014). Es waren daher mehr als das 1,5-fache der Zellen im Vergleich
zur Negativkontrolle durch die Membran des Migrationseinsatzes in Richtung der Probe

gewandert (Abbildungen 3.25-3.27).

Bei den untersuchten Entziindungsmediatoren konnte bei IL-8 und IL.-17 jeweils in der
Konzentration 10 ng/ml eine tendenzielle Steigerung der Migrationsrate beobachtet wet-
den, jedoch konnte die Wirkung in dieser Studie nicht signifikant nachgewiesen werden
(p=0,292 und p=0,258) (Abbildung 3.25). In abgeschwichter Form zeigte sich bei IL.-6 und
TNF-qa, jeweils in der Konzentration 10 ng/ml, und bei IL-17 in der Konzentration
40 ng/ml eine nicht signifikante (p= 0,313, p=0,488 und p=0,258) Tendenz zur positiven
chemotaktischen Wirkung (Abbildung 3.25). IL-6 und IL-8 jeweils in der hoheren Kon-
zentration hatten keine signifikante chemotaktische Wirkung (p=0,885 und p=0,677) (Ab-
bildung 3.25). TNF-a in der Konzentration 40 ng/ml zeigte eine signifikante Wirkung auf
die Migration (p=0,005), jedoch lie3 sich ein eher inhibitorischer Effekt in Hinblick auf die
Migration der CPCs beobachten (Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25: Migrationsassay mit Entziindungsfaktoren als Chemokine. Darge-
stellt sind die Ergebnisse fiir die Untersuchung der chemotaktischen Wirkung von I1.-6, IL-
8, IL-17 und TNF-a auf CPCs in den Konzentrationen 10 ng/ml und 40 ng/ml als Sdulen-
diagramm. Die gemessenen Werte der Proben wurden ins Verhiltnis zur Negativkontrolle,
serumfreies Medium (sf), gesetzt und das Vielfache in Bezug auf die Negativkontrolle als
Faktor ermittelt. Der Durchschnitt der Ergebnisse wurde im Diagramm dargestellt und die
jeweilige Standardabweichung eingezeichnet. Als Positivkontrolle diente Medium mit 10%
FCS (10% FCS). Bei der Positivkontrolle zeigt sich eine signifikante Steigerung (p=0,014)
der Migrationsrate (¥) im Vergleich zur Negativkontrolle, bei I11.-8 und II.-17 in den Kon-
zentrationen 10 ng/ml wurde eine tendenzielle, in dieser Studie nicht signifikante (p=0,292
und p=0,258), chemotaktische Wirkung beobachtet (**¥). Bei IL.-6 und TNF-a in der Kon-
zentration 10 ng/ml und IL-17 in der Konzentration 40 ng/ml kann ebenfalls, nicht signi-
fikant (p= 0,313, p=0,488 und p=0,258), eine Tendenz zur Erhohung der Migrationsrate
beobachtet werden (***). TNF-a in der Konzentration 40 ng/ml zeigte einen cher inhibito-
rischen Effekt (p=0,005).

Bei der Untersuchung der chemotaktischen Wirkung der Wachstumsfaktoren VEGF,;,
PDGF-BB, Ang-1 und Ang-2 konnte keine signifikante Auswirkung auf die Migration der
CPCs beobachtet werden (Abbildung 3.26). Am ehesten zeigte sich bei PDGF-BB in der
Konzentration 40 ng/ml ein positiver, schwach signifikanter, chemotaktischer Effekt
(p=0,061) (Abbildung 3.26). Bei Ang-1 in der Konzentration 40 ng/ml konnte im Gegen-
satz dazu ein eher inhibitorischer Effekt (p=0,024) beobachtet werden (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: Migrationsassay mit Wachstumsfaktoren. Dargestellt sind die Ergeb-
nisse fir die Untersuchung der chemotaktischen Wirkung von VEGF ;, PDGF-BB, Ang-1
und Ang-2 auf CPCs in den Konzentrationen 10 ng/ml und 40 ng/ml als Saulendiagramm.
Die gemessenen Werte der Proben wurden ins Verhiltnis zur Negativkontrolle, serumfreies
Medium (sf), gesetzt. Als Positivkontrolle diente Kulturmedium mit 10% FCS (10% FCS).
Bei der Positivkontrolle zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migrationsrate (p=0,014)
(*) im Vergleich zur Negativkontrolle. Die untersuchten Wachstumsfaktoren in ihren je-
weiligen Konzentrationen zeigen keinen signifikanten Einfluss auf die Migrationsrate der
CPCs. Lediglich bei PDGF-BB in der Konzentration 40 ng/ml findet sich eine starke,
schwach signifikante, Tendenz zur Erhéhung der Migrationsrate (p=0,061), wihrend bei
Ang-1 in der Konzentration 40 ng/ml eine inhibitorische Wirkung festgestellt werden kann
(p=0,024) (+%).

Die Wachstumsfaktoren BMP-2, -4, -6, -9, -12 und -13 wurden in der Konzentration
5 ng/ml und in Bezug auf BMP-4 und BMP-6 auch in der Konzentration 40 ng/ml untet-
sucht (Abbildung 3.27). Bei den untersuchten BMPs zeigte sich nur bei BMP-4 in der Kon-
zentration 5 ng/ml und in abgeschwichter Form bei 40 ng/ml eine nicht signifikante
(p=0,245 und p=0,383) Tendenz zur Erhchung der Migrationsrate (Abbildung 3.27). Bei
den anderen untersuchten BMPs konnte ebenfalls keine signifikante Erhohung der Migra-

tionsrate beobachtet werden (Abbildung 3.27)
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Abbildung 3.27: Migrationsassay mit BMPs. Dargestellt sind die Ergebnisse fiir die
Untersuchung der chemotaktischen Wirkung der Wachstumsfaktoren BMP-2, BMP-4,
BMP-6, BMP-9, BMP-12 und BMP-13 auf CPCs in den Konzentrationen 5 ng/ml und
zum Teil 40 ng/ml als Siulendiagramm. Die gemessenen Werte der Proben wurden ins
Verhiltnis zur Negativkontrolle, serumfreies Medium (sf), gesetzt und das Vielfache in
Bezug auf die Negativkontrolle als Faktor ermittelt. Der Durchschnitt der Messungen wur-
de im Diagramm abgetragen und die jeweilige Standardabweichung eingezeichnet. Als Posi-
tivkontrolle diente Kulturmedium mit zehnprozentigem Anteil FCS (10% FCS). Bei der
Positivkontrolle zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migrationsrate (p=0,014) (¥) im
Vergleich zur Negativkontrolle. Die untersuchten Wachstumsfaktoren in ihren jeweiligen
Konzentrationen zeigen keinen signifikanten Einfluss auf die Migrationsrate der CPCs.
Lediglich bei BMP-4 in der Konzentration 5 ng/ml und abgeschwichter in der Konzentra-
tion 40 ng/ml findet sich eine erhohte, in dieser Studie nicht signifikante (p=0,245 und
p=0,383) Migrationsrate (¥¥).
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4 Diskussion

4.1  Osteoarthrose und Stammzellen - Histologische Beobachtungen

Osteoarthroseforschung im Bereich zellbiologischer Therapie kommt ohne mesenchymale
Stammzellen (MSCs) nicht aus, auch wenn noch einige Hiirden genommen werden mdus-
sen. Derzeitige und zukiinftige Forschung wird einen Fokus auf die Applikation der MSCs
und Optimierung der Wachstum- und Differenzierungsbedingungen fir die MSCs am Be-
stimmungsort, gegebenenfalls mit Unterstlitzung von spezifischen Wachstumsfaktoren wie

BMP-6 (Sekiya ez al. 2001), legen mussen (Caplan und Bruder 2001).

Bereits heutzutage gibt es therapeutische Ansitze, die das an MSCs reiche Knochenmark
(Tuan e al. 2002) nutzen. Die eingangs beschriebenen Methoden Pridie drilling und Microfrac-
turing erzeugen auf kiinstliche Weise Briiche der Tidemark und bereiten so mesenchymalen
Vorliuferzellen mit chondrogenem Differenzierungspotential den Weg in den defekten
Knorpel (Pridie 1955; Steadman e# a/. 2001; Simon und Jackson 2006). Die chondrogenen
Vorliuferzellen wandern entlang des Fibrinnetzwerks im entstandenen Blutgerinnsel aus
dem Knochenmarkraum in den Knorpel (Dorotka e a/. 2005). Das , Reparatur- Gewebe
entspricht jedoch nicht physiologischem, hyalinem Knorpel, sondern ist ein fibrokartilares

Gewebe mit eingeschrinkter Funktionalitit (Chen ez a/. 2009).

Es treten auch physiologische Reparaturmechanismen auf, die jedoch ebenfalls fibrokarti-
lires Ersatzgewebe liefern und den Verlauf der Erkrankung nicht aufhalten kénnen (San-
dell 2007; Tesche und Miosge 2005). In diesem Zusammenhang wurden fibroblastenférmi-
ge (spindelférmig) Zellen, die im fortgeschrittenen Stadium einer Osteoarthrose vom sub-
chondralen Knochen aus in den Knorpel migrieren, und auch Einsprossungen in den
Knorpel beschrieben, die von mesenchymalen Zellen begleitet werden (Koelling e a/. 2009;
Tesche und Miosge 2005).

In den histologischen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit konnte die Expression der
Perizytenmarker PDGFR-B und RGS-5 im Knorpel einer fortgeschrittenen Osteoarthrose
gezeigt werden, jedoch nicht im mikroskopisch gesunden Knorpel oder in frithen Stadien
der Osteoarthrose, wenn die Tidemark noch intakt ist. Die PDGFR-B- und RGS-5-
positiven Zellen waren in Clustern und auch als einzelne Zellen von spindelférmiger Ge-

stalt zu beobachten. Von den PDGFR-B- und RGS-5-positiven Clustern lieBen sich die



4 Diskussion 60

residenten Chondrozyten abgrenzen. Auflerdem war das mesenchymale Begleitgewebe der
beobachteten Einsprossungen PDGFR-B- und RGS-5-positiv. Interessanterweise konnte
zwischen den Trabekeln des subchondralen Knochens eine erhéhte Dichte an PDGFR-B-
und RGS-5-positiven Zellen im Vergleich zu Proben, die mikroskopisch gesund sind oder
sich in einer frihen Phase der Osteoarthrose befanden, beobachtet werden. Vermutlich
konnte diese Beobachtung auf einer proliferativen Reaktion des Knochenmarkstromas,
darunter MSCs und mesenchymale Progenitorzellen, auf das osteoarthrotische Geschehen

im Knorpel hindeuten.

Es gibt anscheinend einen Zusammenhang zwischen den PDGFR-B- und RGS-5-positiven
Einsprossungen und dem Auftreten der PDGFR-B- und RGS-5-positiven Zellen im Knozr-
pel wihrend einer fortgeschrittenen Osteoarthrose. Dies ldsst sich dadurch begriinden, dass
die Kapillaren in den Einsprossungen von Perizyten begleitet sind, die PDGFR-B- und
RGS-5-positiv sind. Arnold Caplan vertritt die Hypothese, dass Perizyten eine MSC-Nische
darstellen (Caplan 2008; Caplan 2010). Diese Hypothese basiert unter anderem auf den
publizierten Ergebnissen namhafter Forscher tiber das perivaskulire Vorkommen von
MSCs und mesenchymalen Progenitorzellen vor allem im Knochenmark (Crisan e a/. 2008;
Crisan et al. 2009; Gronthos ef al. 2003; Shi und Gronthos 2003) und dem direkten Nach-
weis von mesenchymalem Differenzierungspotential bei Perizyten, die auch fiir mesen-
chymale Stammzellmarker wie Stro-1 positiv sind (Doherty ez a/. 1998; Farrington-Rock ez
al. 2004; Howson ez al. 2005). Auf Grund des Nicht-Vorhandenseins von PDGFR-B- und
RGS-5-positiven Zellen in mikroskopisch gesundem Knorpel und in Knorpelproben aus
den frithen Stadien der Osteoarthrose mit intakter Tidemark wird im Rahmen dieser Arbeit
postuliert, dass die PDGFR-B- und RGS-5-positiven Zellen, die in den spiten Stadien der
Osteoarthrose im Knorpel auftreten, mesenchymale Progenitorzellen sind, die von MSC
und/oder Perizyten abstammen, die im Rahmen der beobachteten Einsprossungen Zugang
zum osteoarthrotischen Knorpel erlangen. Diese mesenchymalen Progenitorzellen entste-
hen wahrscheinlich durch asymmetrische Zellteilungen (David ez 4/ 2009) von MSCs
und/oder Perizyten entweder im Knorpel oder bereits im Knochenmarkraum. Spitestens
im Knorpel migrieren diese mesenchymalen Progenitorzellen auch einzeln oder proliferie-
ren und bilden Zellcluster. Die moglichen chemotaktischen Reize fir die Einsprossungen
und die Migration von mesenchymalen Progenitorzellen im Knorpel werden in Abschnitt
4.3 diskutiert. Eine Abstammung der PDGFR-B- und RGS-5-positiven Zellen von residen-
ten Chondrozyten wird fiir weniger wahrscheinlich gehalten, da solange keine Einspros-
sungen in den Knorpel auftreten, keine PDGFR-B- und RGS-5-positiven Zellen beobach-

tet werden und auch in den spiten Stadien im Knorpel die neu auftretenden PDGFR-B-
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und RGS-5-positiven Zellen von den residenten Chondrozyten, die nicht PDGFR-B- und
RGS-5-positiv sind, differenzierbar sind. Der Ursprung der PDGFR-B- und RGS-5-
positiven Progenitorzellen liegt im Bereich zwischen den Knochentrabekeln des subchond-
ralen Knochens und im Knochenmark. Diese These stiitzt sich auf die histologischen Er-
gebnisse im Rahmen dieser Arbeit. So konnte in allen Stadien der Osteoarthrose PDGFR-
B- und RGS-5-positives Stroma zwischen den Knochentrabekeln beobachtet werden. Diese
Annahme ist konkordant zu bereits veréffentlichten Ergebnissen, die das Vorkommen von
MSCs und mesenchymalen Progenitorzellen im Stroma des Knochenmarks sowohl in
Tierversuchen (Johnstone ez al. 1998) als auch beim Menschen (Dezawa ez al. 2005; Frie-
denstein ez al. 1970; Prockop ef al. 2001) beschrieben. Auch wurden Hinweise auf das expli-
zite Vorkommen von PDGFR-B-positiven Perizytenprogenitor-Zellen im Knochenmark

publiziert (Lamagna und Bergers 2000).

Eine separate Betrachtung benétigt die beobachtete Expression von Tie-2 im osteoarthro-
tischen Knorpel. Im Gegensatz zu der ausfiihrlich beleuchteten Expression von PDGFR-B
und RGS-5 im Knorpel konnten Tie-2-positive-Zellen an der Oberfliche von mikrosko-
pisch gesunden Knorpel und Knorpel in Stadien der frithen Osteoarthrose beobachtet
werden. Jedoch waren in diesen Stadien keine Tie-2-positiven Zellen in tiefer liegenden
Knorpelschichten zu beobachten. In Knorpelproben mit fortgeschrittener Arthrose und
Tidemarkbriichen lieB3 sich ein dhnliches Verteilungsmuster wie bei den beiden anderen
Markern feststellen: Es fanden sich Tie-2-positive Zellen in allen Knorpelschichten als ein-
zelne Zellen, in Clustern, und auch die Einsprossungen zeichneten sich Tie-2-positiv. In
allen Stadien konnte im intertrabekuliren Raum und im Knochenmark Tie-2-positives
Stroma beobachtet werden. Es stellt sich nun die Frage, ob die Tie-2-positiven Zellen, die
im mikroskopisch gesunden Knorpel und in den sehr frithen Stadien an der Knorpelober-
fliche beobachtet wurden, die gleichen sind wie die Tie-2-positiven Zellen der Einspros-
sungen in den spiten Stadien der Osteoarthrose. Basierend auf den Beobachtungen im
Rahmen dieser Arbeit, dass im mikroskopisch gesunden Knorpel an der Oberfliche des
Knorpels und im Knochenmarkraum Tie-2-positive Zellen vorliegen und keine positiven
Zellen dazwischen auftreten, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass es sich hier um
zwei Zellpopulationen handeln kénnte. Die Beobachtung von Tie-2-positiven Zellen an
der Knorpeloberfliche des mikrokopisch gesunden Knorpels ist konkordant zu publizier-
ten Ergebnissen, die ebenfalls eine Population an mesenchymalen Progenitorzellen an der
Knorpeloberfliche beobachtet haben (Dowthwaite ¢ /. 2004; Hiraoka ez a/. 2006). Diese
oberflichlichen mesenchymalen Progenitorzellen wurden auch mit den beobachteten Zell-

clustern in spiteren Stadien der Osteoarthrose in Verbindung gebracht (Lotz ez a/. 2010).
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Es wurde in weiteren Studien das Genexpressionsmuster der untersuchten Zellclus-tern
untersucht. Unter den exprimierten Genen fand sich auch Stro-1, aber es wurde bisher
keine RGS-5- oder PDGFR-B-Expression in Zellclustern beschrieben (Lotz ef a/. 2010). In
den in dieser Arbeit vorgestellten histologischen Untersuchungen konnten PDGFR-B- und
RGS-5-positive Zellcluster in Nachbarschaft zu chondrozytiren Zellclustern, die nicht
PDGFR-B- bzw. RGS-5-positiv waren, dargestellt werden. Die untersuchten Zellcluster
werden vermutlich von verschiedenen Zelltypen gebildet und miussen daher differenziert
betrachtet werden. Die von unserer Arbeitsgruppe beschriebenen CPCs, die sich aus osteo-
arthrotischem Knorpel isolieren lassen, stammen vermutlich von den MSCs und/oder Pe-
rizyten ab, die durch die Tidemarkbriche aus dem Knochenmarkraum in den Knorpel
migrieren. Es ist jedoch auch mdglich, dass es sich um eine Mischpopulation aus einge-
wanderten Perizytenabkdmmlingen und von der Knorpeloberfliche stammenden mesen-
chymalen Progenitorzellen handelt. Um diese Thesen zu prifen, wurden die beschriebenen
Marker PDGFR-B, RGS-5 und Tie-2 und weitere MSC-Marker bei CPCs untersucht. Die

Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im folgenden Abschnitt 4.2 diskutiert.

4.2 CPCs und Stammzellen

Die in unserer Arbeitsgruppe untersuchten CPCs weisen charakteristische Stammzellmar-
ker wie CD 29, CD 44, CD 73 oder CD 90 auf und wurden bereits positiv auf ithr mesen-
chymales Differenzierungspotential untersucht (Koelling ¢z a/. 2009). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die aus osteoarthrotischen Knorpel isolierten CPCs auch auf die Perizyten-
marker PDGFR-B, RGS-5, aSMA und Tie-2 sowie auf den MSC-Marker Stro-1 hin unter-
sucht. Der Marker Tie-2 wird auch von Perizytenprogenitor-Zellen exprimiert, die, wenn
sie sich in aSMA-positive Perizyten differenziert haben, nicht mehr Tie-2-positiv sind (La-

magna und Bergers 20006).

CPCs sind positiv fiir PDGFR-B, RGS-5, aSMA und Stro-1. Aulerdem sind sie negativ fiir
CD 117 und CD 31, was eine Kontamination mit anderen Progenitorzellen (Psaltis ez al.
2011) und Endothelzellen ausschlieBen ldsst. Zusitzlich ist es wahrscheinlich, dass eine
Chemotaxis Uber eine Stammzellfaktor/CD 117-Signalkaskade, wie sie bei Hatzistergos ez
al. (2016) beschrieben wurde, bei den hier untersuchten CPCs ohne Relevanz ist. In Bezug
auf den Marker Tie-2 zeigte sich, dass ein Teil der CPCs positiv fiir diesen Marker sind. In
der durchflusszytometrischen Untersuchung waren in der Passage PO circa 10% der CPCs
fir Tie-2-positiv, wobei der Anteil Giber die Passagen hin abnahm. Interessanterweise zeigte

sich im Gegensatz dazu bei der Genexpression von Tie-2 eine Zunahme tiber die Passage.
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Die vorgestellten Ergebnisse dieser Arbeit sind konkordant zu Expressionsuntersuchungen
bei MSCs (siche zum Beispiel da Silva Meirelles 2008). In mehreren Publikationen wurde
bereits darauf hingewiesen, dass sowohl MSCs als auch Perizyten positiv fir Stro-1, aSSMA
und PDGFR-B sind und MSCs/Perizyten wie die hier untersuchten CPCs CD 31 und
CD 117 negativ sind (Caplan 2008; da Silva Meirelles 2008). Diese Ubereinstimmungen
unterstiitzen die weiter oben beschriebene These, dass die von Koelling ¢ a/. beschriebenen
CPCs von MSCs/Petizyten aus dem Knochenmark abstammen konnten, die im Rahmen
der chemotaktisch induzierten Migration aus dem Knochenmarkraum in den osteoarthroti-
schen Knorpel migrieren. Die Beobachtung von aSMA- und Stro-1-positiven Zellclustern
im osteoarthrotischen Knorpel (Lotz ez al. 2010) unterstitzt die These von aSMA- und
Stro-1-positiven MSCs und/oder Perizyten, die im Rahmen der Osteoarthrose in den

Knorpel migrieren und sich dort zu CPCs differenzieren.

Die Expression von Tie-2 bei einer Subpopulation der untersuchten CPCs kénnte darauf
beruhen, dass hier eine heterogene Gruppe vorliegt, die von mesenchymalen Progenitorzel-
len aus dem Knochenmark und von einer Population von Tie-2-positiven Zellen von der
Knorpeloberfliche abstammt. In aufbauenden Studien musste diese These gepriift werden
und auch festgestellt werden, inwiefern sich diese beiden Populationen zum Beispiel in
Bezug auf ihr chondrogenes Differenzierungspotential unterscheiden. Perizyten wurden
widerspriichlich zum Teil als Tie-2-negativ (da Silva Meirelles 2008) und zum Teil auch als
Tie-2-positiv beschrieben (Cai ef a/. 2008), wihrend Perizyten-Progenitorzellen als Tie-2-
positiv charakterisiert worden sind (Lamagna und Bergers 2006). Es wire demnach auch zu
prifen, ob tber die Passagen hinweg eine Dedifferenzierung von Zellen zu Tie-2-positiven
Progenitorzellen stattfindet, was eine vorsichtige Erklirung fir die Zunahme der Genex-

pression von Tie-2 tber die Passagen hinweg sein kénnte.

Mit der erfolgten Untersuchung der CPCs auf Stammzellmarker tiber die Passagen sollte
auch das Verhalten der CPCs 7 vitro geprift werden. Eine der Hypothesen lautete hierbei,
dass sich CPCs tiber die Passagen hinweg immer weiter von den beeinflussenden Faktoren
aus dem osteoarthrotischen Knorpelmilieu und ihren Ursprungszellen entfernen wiirden.
Aullerdem konnten bei den Untersuchungen tber die Passagen hinweg, Parallelen zu be-
reits publizierten Ergebnissen von MSCs 2 vitro gezogen werden. So nehmen bei MSCs
vitro die Proliferationsrate und das Differenzierungspotential ab (Caplan und Dennis 1996;
Kassem und Abdallah 2008; Tuan e 2/ 2002), und es zeigte sich bei den hier untersuchten
CPCs ebenfalls eine Reduzierung der Proliferationsrate und eine Abnahme der Genexpres-
sion von den Perizyten- und MSC-Marker PDGFR-B, RGS-5, Stro-1 und aSMA iber die

Passagen. Es wire interessant zu prifen, ob es, dhnlich wie bei MSCs (Kassem und Abdal-
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lah 2008; Tuan ef al. 2002), eine Korrelation zwischen Seneszenz unserer CPCs und dem

Alter der Patienten besteht.

Im Folgenden soll ein Augenmerk auf den Perizytenmarker RGS-5 gerichtet werden. Es
wurden in einer verdffentlichten Arbeit verschiedenen RGS-Molekulen, darunter auch
RGS-5, eine wichtige Rolle bei der Chondrozyten-Differenzierung zugesprochen (Appleton
et al. 2006). Dabei war auffillig, dass die jeweiligen untersuchten RGS-Gene RGS-2, -4, -5,
-7 und -10 bei der etablierten chondrogenen Zelllinie ATDC5 wihrend der chondrogenen
Differenzierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine Rolle spielten. Vor allem RGS-10
war in der frithen Phase der chondrozytiren Differenzierung mit einer starken Steigerung
der Sox-9- und Kollagen Typ II-Expression von entscheidender Bedeutung (Appleton e al.
20006). Auch RGS-5 scheint einen positiven Einfluss auf Proliferation und wihrend der
frihen Differenzierung zu haben. Die Expression von RGS-5 nimmt tber die chondro-
zytiren Diffferenzierung hinweg ab. Das kann auch daran liegen, dass RGS-5 ein Marker
fir chondrogene Progenitorzellen ist, der mit der Reifung zum Chondrozyten an Bedeu-
tung verliert. Appleton e al. zeigte mittels der I situ-Hybridization, dass RGS-5 nur in der
Reservezone der Wachstumsplatte exprimiert wird (Appleton e a/. 2006) und dort befinden
sich die chondrogenen Progenitorzellen (Lefebvre und Bhattaram 2016). Dies ist auch
konkordant zu den Ergebnissen dieser Arbeit, die eine starke Positivitit der CPCs fiir
RGS-5 gezeigt hat. Bine Uberexpression von RGS-5 resultierte zusitzlich in einer deutlich
erhohten Expression vom Indian Hedgehog-Gen, das ansonsten in priahypertrophen und hy-
pertrophen Chondrozyten aktiv ist (Appleton ez al. 2006). RGS-7 wurde als wichtiger Fak-
tor in der spiteren Differenzierung beschrieben und erhéhte die Expression von Markern
spathypertropher Chondrozyten (Appleton ez al. 2006). Es bleibt spannend abzuwarten,
was die zukiinftige Forschung tiber das Zusammenspiel von RGS-5, RGS-10 und anderen
Transkriptionsfaktoren wie Sox-9 bei der chondrozytiren Differenzierung ans Tageslicht

bringen wird.

Das Auftreten von drei Banden bei der Untersuchung von RGS-5 im Western Blot wurde
bereits in der Literatur beschrieben (Yang ez 2/ 2007). Die Autoren beschrieben bei 23 kDa
die RGS-5-Bande, bei circa 42 kDa postulierten sie ein Dimer von RGS-5 und vermuteten,
dass die bei 87 kDa auftretende Bande ein unspezifisches kreuzreaktives Protein sei. Unter-
schiede in der kDa-GroBe der aufgetretenen Banden in Vergleich zu den kDa-Groflen in
dieser Arbeit, konnte in der Glykolisierung der Proteine in menschlichen Zellen liegen,
wihrend Proteine aus prokaryotischer oder niederer eukaryotischer Quelle nicht oder ab-

weichend glykolysiert sind (Gerngross 2004; Wells und Robinson 2017).
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Hohe Standardabweichungen, wie zum Beispiel bei den durchflusszytometrischen Untersu-
chungen, kénnen auf der Heterogenitit der CPCs beruhen (Koelling e a/. 2009). Auch bei
den bisher untersuchten und beschriebenen Populationen von MSCs handelt es sich um
eine heterogene Gruppe (Somoza e¢f al. 2014; Tuan e# al. 2002). Verschiedene Forscher ha-
ben bereits iiber spezifische Antigene wie Stro-1 versucht, eine homogene MSC-Population
aus dem Knochenmarksstroma zu isolieren und hatten dabei erste Erfolge (Tuan ef al.
2002). In Bezug auf MSCs steht es jedoch noch eine allgemeingtltige Charakterisierung aus
(Tuan ef al. 2002).

4.3 Migration — Was konnte der Antrieb sein?

Wenn Reize, z.B. chemotaktischer Natur, eine Mobilisierung der MSCs in Gang setzen,
finden asymmetrische Zellteilungen statt, indem einige Tochterzellen als Progenitorzelle fir
Regenerationsprozesse zur Verfigung stehen und die tbrigen Tochterzellen den Stamm-

zellpool erhalten (David ez al. 2009).

Wie in der Einleitung bereits beschrieben (siche 1.2.2) und auch im Rahmen dieser Arbeit
in den histologischen Untersuchungen beobachtet (siche Abbildung 3.2 und 3.7), treten im
Rahmen der pathologischen Veridnderungen bei einer fortschreitenden Osteoarthrose Ein-
sprossungen in den Gelenkknorpel auf. Diese Einssprossungen gehen vom subchondralen
Knochen aus. Es wurden auch Zytokine getestet, die einen moglichen chemotaktischen
Reiz fir die Migration von Zellen, in dieser Arbeit bei CPCs untersucht, in den osteo-
arthrotischen Knorpel bieten konnen. Hierbei zeigte sich bei den untersuchten inflamma-
torischen Zytokinen, dass bei einer Konzentration von 10 ng/ml eine groB3ere Migrations-
rate zu verzeichnen war, als bei der hoheren Konzentration von 40 ng/ml. Im Falle von
TNF-a lieB sich in der Konzentration von 40 ng/ml sogar eine Tendenz zur Repression
einer Migration im Vergleich zur Negativkontrolle verzeichnen. Die ausgepragtesten Migra-
tionsraten tber die der Positivkontrolle hinaus konnten bei IL-8 und IL.-17 jeweils in der
Konzentration 10 ng/ml beobachtet werden. Dies ist eine interessante Beobachtung vor
dem Hintergrund der inflammatorischen Komponente im Rahmen der Osteoarthrose. Hier
wire ein Grund fir die Migration von MSCs/Perizyten bzw. CPCs in den osteoarthroti-
schen Knorpel zu sehen. Caplan vertritt unter anderem die These, dass Perizyten als Ant-
wort auf eine Verletzung oder eine Entziindung ihren Kontakt zur Basalmembran der
Blutgefil3e verloren, aktiviert wiirden und zum betroffenen Ort migrierten. Infolge der
Aktivierung und des Kontaktverlustes zur Basalmembran wirden Perizyten zu MSCs und

erlangten das mesenchymale Differenzierungspotential (Caplan 2015; da Silva Meirelles
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2008). In Hinblick auf eine erniedrigtere Migrationsrate bei einer hohen Konzentration von
Entziindungsmediatoren wire es interessant zu prifen, in welcher Konzentration Entztin-
dungsfaktoren im osteoarthrotischen Knorpel sezerniert werden und ob eine milde lokale
anti-inflammatorische Therapie, die Migration von CPCs und MSCs in den Knorpel unter-
stitzt. Interleukine scheinen neben der chemotaktischen Komponente auch eine weitere
Funktion bei MSCs auszutiben. MSCs weisen Rezeptoren fir TNF-a und diverse Interleu-
kine, darunter auch IL.-6, auf (da Silva Meirelles 2008) und sezernieren selbst die Interleuki-
ne IL-6, IL-7, IL-8 und IL-11 (Caplan 2009; da Silva Meirelles 2008; Prockop 1997). IL-6
scheint dabei ein wesentlicher Faktor zu sein, der die Proliferation von MSCs kontrolliert

(Caplan 2009; Charbord e# al. 2011).

Bei den untersuchten Wachstumsfaktoren VEGF,; und PDGF-BB zeigte sich eine umge-
kehrte Tendenz, hier fuhrte die Konzentration von 40 ng/ml zu einer erhohten Migrations-
rate, vor allem bei PDGF-BB. Beachtenswert ist, dass Chondrozyten-Kulturen unter Zu-
gabe von 10 ng/ml PDGF-BB eine deutlich erh6hte Proliferationsrate als Kulturen nur mit
10% FCS und 5 ng/ml fibroblast growth factor-2 (FGE-2) zeigten (Hardingham e# al. 2002).
Dies wire ein zu tiberlegender therapeutischer Ansatz fir eine synergetische Unterstiitzung
von endogener Geweberegeneration: Appliziertes PDGF-BB koénnte im Zusammenspiel
mit weiteren Faktoren die Migration von chondrogenen Progenitorzellen (CPCs) in den
osteoarthrotischen Knorpel férdern und konnte gleichzeitig die Proliferation von differen-
zierten Chondrozyten erhohen. Hierbei kann auch RGS-5 eine Rolle spielen. Es hat sich
gezeigt, dass RGS-5 eine entscheidende Funktion bei der Proliferation und Rekrutierung
von PDGFR-B-positiven Perizyten als Antwort auf eine PDGF-BB-Sekretion inne halt
(Cho et al. 2003). Es muss untersucht werden, inwiefern RGS-5 einen Einfluss auf Prolife-
ration, Migration und chondrogene Differenzierung (siche Abschnitt 4.2) bei PDGFR-B-
positiven MSCs und den hier untersuchten PDGFR-B-positiven CPCs hat.

Interessanterweise konnte bei den Liganden des Rezeptors Tie-2 eine andere Tendenz be-
obachtet werden: Wihrend Ang-1 in der Konzentration 10 ng/ml keinen signifikanten
Einfluss auf die Migrationsrate hatte, konnte in der Konzentration 40 ng/ml eine deutliche
Herabsetzung der Migrationsrate im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet werden.
Bei Ang-2 zeigte sich in der Konzentration 10 ng/ml im Vergleich zur Negativkontrolle
eine Tendenz zur Erh6hung der Migrationsrate und in der Konzentration von 40 ng/ml
eine tendenziell erniedrigte Migrationsrate in Relation zur Negativkontrolle. Es wurde in
der Literatur beschrieben, dass Ang-1 und -2 bei Perizyten auf Standard-Zellkulturplatten
keine signifikante Erhohung der Migrationsrate erzielten, jedoch nach einer Beschichtung

mit Basalmembrankomponenten Ang-1 eine konzentrationsabhingige signifikante Erho-
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hung der Migrationsrate stimulieren konnte (Cai ez a/. 2008). Auch die Effekte von Ang-2
sind umgebungsabhingig. So verstirkte Ang-2 die apoptotische Wirkung von TNF-a auf
Perizyten, bewirkte ohne TNF-a jedoch eine konzentrationsabhingige Erhohung der
Proliferationsrate (Cai e# a/. 2008). Interessanterweise konnte Ang-1 den apoptotischen Ef-
fekt von TNF-a auf Perizyten um mehr als 50% reduzieren und erwies sich als stabilisie-
render und protektiver Faktor fiir Perizyten (Cai ez a/. 2008). Passend hierzu wurde bei Pe-
rizyten in der Zellkultur eine Ang-1-Expression festgestellt, aber keine Ang-2-Expression
(da Silva Meirelles 2008). Im Rahmen der Angiogenese konnte eine Induzierung der Ex-
pression von Ang-1 und Ang-2 durch Hypoxie, VEGF und TNF-a beobachtet werden
(Spiegel und Krukemeyer 2000).

Es wurden ebenfalls verschiedene BMPs auf ihr chemotaktisches Potential hin getestet.
Hier zeigten sich nur bei BMP-4 und BMP-6 Tendenzen zur Beeinflussung der Migrations-
rate, und zwar in dhnlicher Weise wie bei den zuvor beschriebenen inflammatorischen Me-
diatoren. In der Konzentration 5 ng/ml konnte vor allem bei BMP-4 eine erhohte Migra-
tionsrate beobachtet werden, wihrend in einer Konzentration von 40 ng/ml eine reduzier-
te, aber dennoch erhohte Migrationsrate im Vergleich zur Negativkontrolle zu verzeichnen
war. BMP-2, -6 und -9 wurden als positive Initiatoren und Unterstiitzer von chondrogener
Differenzierung von MSCs in 3D-Kulturen beschrieben (Tuan ez /. 2002). Daher kénnten
diese Faktoren in geeigneter Konzentration Migration von MSCs/CPCs in den Knorpel,

aber vor allem die chondrogene Differenzierung unterstiitzen.

4.4 Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit in den biologischen

und medizinischen Kontext mit Schlussbetrachtungen

Es ist abzusehen, dass es nicht nur notwendig sein wird, MSCs und chondrogene Progeni-
torzellen in einer geeigneten kiinstlichen Matrix einzubetten, sondern auch Cofaktoren wie
Ascobinsaure, BMP-6, Dexamethason und TGY-B (Transforming Growth Factor-B) zu appli-
zieren, die eine Chondrogenese unterstiitzen (David ez 2/ 2009). Von Vorteil ist ebenfalls,
dass MSCs immunpriviligiert sind und immunsupressive und anti-inflammatorische Eigen-
schaften aufweisen (David e# /. 2009). Letztere Eigenschaft ist vor dem Hintergrund der
inflammatorischen Komponente der Osteoarthrose (Fernandes ez a/. 2002; Goldring und

Goldring 2007; Sun 2010) von entscheidender Relevanz.

Es gibt jedoch auch Hinweise, dass Chondrozyten, die von MSCs abstammen, Hypertro-
phie-Gene exprimieren, die zu frihzeitigem Zelltod fihren kénnen, und im Gegensatz zu

originiren Gelenk-Chondrozyten zu Kalzifikationen und Vaskulationsférderung neigen
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(Koga et al. 2009). In der Literatur lassen sich auch Hinweise finden, das MSCs aus dem
Knochenmark von Patienten mit fortgeschrittener Osteoarthrose eine erniedrigte Prolifera-
tionsrate und ein herabgesetztes chondrogenes Differenzierungspotential aufwiesen (Mur-
phy e al. 2002). Diese Punkte stellen eine grole Herausforderung fir eine autologe Gewe-

beregeneration dar und sollte in Zukunft weiter untersucht werden.

Die endogenen Regenerationsmechanismen, die mit Kapillareinsprossungen in den Knor-
pel verbunden sind, kénnten auch ihren Teil zur Destruktion des Knorpels beitragen. Einer
der Wege, um MSCs bzw. Perizyten und mesenchymale Progenitorzellen aus dem Kno-
chenmark zu rekrutieren, erfolgt tiber die Gewebe-Sekretion von VEGF, das wiederum die
Synthese von aktiviertem MMP-9 im Knochenmark zur Folge hat. MMP-9 katalysiert die
Freisetzung von loslichen Kit-Liganden, die die Zellteilung von MSCs und ihre Mobilisie-
rung fordert (Lamagna und Bergers 20006). Es ldsst sich vermuten, dass nach erfolgter Ein-
sprossung in den Knorpel dieser Rekrutierungsmechanismus und damit auch Mobilisa-
tionsmechanismus weiterhin Bestand hat, da der osteoarthrotische Knorpel iber seine
VEGF-Sekretion (Pufe ef /. 2001) die Einsprossung bereits induziert hat und VEGF bei
Perizyten eine Proliferation und Migration auslésen kann (Diaz-Flores ef al. 2009; Witmer e7
al. 2004). Im Rahmen des oben beschriebenen Rekrutierungsmechanismuses wiirde jedoch
im Knorpel weiteres MMP-9 sezerniert werden, was die Destruktion des Knorpels weiter-
hin beférdern kénnte. Ahnliche Zusammenhinge wurden bereits im Rahmen der Patho-
physiologie von Rheumatoider Arthritis und Arthritis Psoriatica beschrieben (Fraser ez 4/

2001).

Diese punktuellen Hinweise auf die Herausforderungen im Rahmen von zellbiologischen
Therapien mit MSCs sollen verdeutlichen, dass es notig ist unter Berticksichtigung von
Nutzen-Risiko-Bilanzen einen Ansatz zu finden, der eine geeignete chondrogene Zellpopu-

lation in einem geeigneten chondrogenem Milieu in den Knorpel zu integrieren.

Die erstmals von Koelling ¢# a/. 2009 beschriebenen und im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten CPCs zeigen ein vielversprechendes Potential fir zukiinftige zellbiologische Thera-
pien. Doch sie konnen im osteoarthrotischen Knorpel noch nicht ihr volles chondrogenes
und regeneratives Potential ausschopfen (Koelling ez a/. 2009; Koelling und Miosge 2009;
Kruegel ez al. 2008). Thr chondrogenes Potential konnte gesteigert werden durch einen
Runx-2-Knock down mit einer konsekutiven Erh6éhung der Expression von Sox-9, Aggrecan
und Kollagen Typ II (Koelling ez a/. 2009; Koelling und Miosge 2009). Zwar konnte man
auch schon durch retrovirale Transduktion von Sox-9 in 3D-Kultur von humanen osteo-

arthrotischen Gelenkknorpelzellen eine gesteigerte Kollagen Typ II-Expression und unter
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Zugabe von unter anderem TGF-B; eine zusitzliche Verbesserung der Morphologie erzielt
werden (Tew ez al. 2005), es wird jedoch zu bedenken gegeben, dass im Stadium einer fort-
geschrittenen Osteoarthrose die affektierten Chondrozyten zunehmend in Apoptose gehen
und die genetische Behandlung womdéglich nur in frithen Stadien sinnvoll ist — wenn man
als Patient wahrscheinlich noch keine Kenntnis tiber seine Erkrankung besitzt. In Hinblick
auf Transkriptionsfaktoren gestiitzte Modifizierung von Zellen, um das chondrogene Po-
tential zu verbessern, scheint auch das Forkhbead Box Protein O1.4 (FOXO1A) von Interesse
zu sein. Die Uber-Expression von FOXOA1 allein, ohne Zugabe von weiteren Differen-
zierungsfaktoren, konnte bei MSCs eine chondrogene Differenzierung induzieren (Char-
botd et al. 2011). Es sollte auch untersucht werden, ob eine begleitende pharmakologische
Therapie das chondrogene Potential unterstitzt. So konnte ein chondroprotektiver Effekt
von Ibuprofen (Gineyts ¢f al. 2004) und vom Antibiotikum Doxycyclin beim Meerschwein-
chen (Bowyer ez al. 2009), aber auch beim Menschen (Brandt ef a/. 2005; Lohmander e al.
2005) gezeigt werden.

Um Osteorthrose in Zukunft zu therapieren und moglichst einen prothetischen Gelenker-
satz zu verzogern, sollte zundchst im Rahmen prophylaktischer Mafnahmen die Entste-
hung einer Osteoarthrose vermieden werden. Dazu gehorten neben Gewichtsreduktion
und optimaler chirurgischer Versorgung von Gelenksverletzungen auch von der Kranken-
kasse finanzierte frithzeitige Umstellungsosteotomien, um nur einige Beispiele zu nennen.
Sollten pharmakologische Therapien nicht mehr greifen, ist ein Ansatz, die endogenen zell-

biologischen Mechanismen zu nutzen, attraktiv.

Ein neuer Ansatz wire es, nicht wie vielfach in der Literatur beschrieben, starre ex vivo ge-
ziichtete Scaffolds mit MSCs und/oder bereits differenzierten Chondrozyten besetzt in ein
inflammatorisches und osteoarthrotisches Milieu einzusetzen (Frenkel ez a/. 1997; Schlegel
et al. 2008), sondern den betroffenen Knorpel komplett abzutragen und auf dem freiliegen-
den Knochen eine anti-inflammatorische und anti-angiogenetische Matrix aufzutragen.
Diese sollte sich im nachsten Schritt mit der nun aufgetragenen vormodellierter Matrix, die
mit vordifferenzierten CPCs versetzt und noch plastisch formbar ist, verbinden. Der Reiz
liegt hier in der intraoperativen plastischen Ausformung der ,,Knorpel-Matrix* an anatomi-
sche Verhiltnisse angepasst und in der Aushirtung und Ausreifung der neuen Knorpel-
schicht zz vivo moglichst ohne ein inflaimmatorisches Milieu. Einen dhnlichen Ansatz mit
injizierbarem Knorpelersatz auf Basis von Polymeren fiir minimal invasive Einsitze wurde
bereits beschrieben (Dobratz ef a/. 2009) und auch der Einsatz von Polymeren am Kniege-
lenk wurde schon diskutiert (Galaois ez 2/ 2004). Durch Zugabe geeigneter Cofaktoren,

genetischer Vorbehandlung der CPCs und geeignete Wahl der Einbettungsmatrix kénnte
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sich in einer mehr oder weniger fernen Zukunft ein adidquater Knorpelersatz erzeugen las-
sen. Davon ausgenommen sind genetisch bedingte Osteoarthrose-Formen, die einen diffe-

renzierteren therapeutischen Ansatz bendétigen.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Erkenntnisse leisten hoffentlich einen kleinen Bei-

trag zum notigen Erkenntnisgewinn fur zukunftige zellbiologische Therapien.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die potentielle Ableitbarkeit von chondrogenen
Progenitorzellen (CPCs), die im Gelenkknorpel mit einer fortgeschrittenen Osteoarthrose
auftreten, von Perizyten bzw. mesenchymalen Stammzellen untersucht, sowie die
chemotaktische Wirkung von relevanten Entziindungs- und Wachstumsfaktoren auf das

Migra-tionsverhalten der CPCs.

Knorpelproben, die vom Einsatz einer Knie-Totalendoprothese auf Grund einer fortge-
schrittenen Osteoarthrose stammten, wurden histologisch auf das Auftreten der Perizyten-
bzw. mesenchymalen Stammzellmarker PDGFR-B, RGS-5 und Tie-2 untersucht. Es zeigte
sich hierbei, dass in Knorpelproben mit einer fortgeschrittenen Osteoarthrose und durch-
brochener Tidemark PDGFR-B- und RGS-5-positive Zellen und Einsprossungen im
Knorpel beobachtet werden konnten, wihrend im mikroskopisch gesunden Knorpel mit
intakter Tidemark keine PDGFR-B- und RGS-5-positiven Zellen im Knorpel auftraten. In
Hinblick auf Tie-2 zeigte sich ein dhnliches Verteilungsmuster mit der Ausnahme, dass an
der Knorpeloberfliche von mikroskopisch gesundem Knorpel Tie-2-positive Zellen beo-
bachtet wurden. In weitergehenden immunzytologischen und molekularbiologischen Un-
tersuchungen wurde das Vorkommen dieser und weiterer mesenchymaler Stammzellmarker
auch bei den CPCs direkt untersucht. CPCs zeigten sich positiv fir PDGFR-B, RGS-5,
aSMA , Stro-1 und zu einem geringen Prozentsatz fiir Tie-2. Sie waren negativ in Bezug auf

himatopoetische Stammzellmarker.

Dartber hinaus wurde mit einem Migrationsassay die chemotaktische Wirkung der Ent-
zindungsfaktoren 11.-6, I11.-8, I1.-17 und TNF-a und des Wachstumsfaktors VEGF,;, de-
ren Auftreten im osteoarthrotischen Knorpel beschrieben wurde, auf CPCs untersucht.
Vor allem IL-8 und IL.-17 erzielten hierbei eine tendenzielle Steigerung der Migrationsrate.
Zusitzlich wurden Liganden der untersuchten Rezeptoren unter den Stammzellmarkern
PDGF-BB und Angiopoeitin-1 und -2 auf ihre chemotaktische Wirkung hin geprift sowie
Vertreter der Familie der Bone Morphogenetic Proteins BMP-2, -4, -6, -9, -12 und -13, bei denen
zum Teil ein positiver chondrogener Einfluss auf mesenchymale Stammzellen beschrieben
wurde. Am chesten konnte hier bei PDGF-BB und bei BMP-4 ein positiver chemotakti-

scher Effekt festgestellt werden.

Durch die Erkenntnisse in dieser Arbeit wurde ein besseres Verstandnis tiber die Herkunft

der CPCs und ihre Rolle bei endogenen Reparaturmechanismen im Rahmen der Osteo-
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arthrose gewonnen. Zusitzlich konnten die Ergebnisse des Migrationsassays Hinweise fur

eine Weiterentwicklung von Strategien im Rahmen von zellbiologischen Therapien liefern.
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