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Popularwissenschaftlicher Bericht

Knorpelschéden, die durch Sportverletzungen und Unfélle hervorgerufen wurden, sind ein
groRes medizinisches Problem, weil verletztes Knorpelgewebe kaum von allein heilt. Um die
Heilung verletzten Knorpels zu erreichen, mussen unterstiitzende Malinahmen ergriffen
werden, wie z.B. die Implantation von (kdrpereigenen) Zellen. Hierfur werden entweder
Knorpelzellen verwendet, die an einer gesunden Stelle des Knorpels entnommen, im Labor
vermehrt und in den Defekt eingebracht werden (autologe Chondrozytentransplantation) oder
der unter dem Knorpel liegende Knochen wird angebohrt, damit Stammzellen aus dem
Knochenmark in den Defekt einwandern kénnen (Knochenmarkstimulation). Eine weitere
Mdglichkeit ist die Behandlung mit Stammzellen, die durch die Ausschiittung von Botenstoffen
die Knorpelregeneration unterstiitzen koénnen. Nachteilig ist hier die Gewinnung aus
Knochenmark, da sich in diesem Falle der Patient/die Patientin einer weiteren Operation
unterziehen muss. Alternativ konnen Stammzellen aus Nabelschnurgewebe verwendet werden,
die quasi als ,,Abfallprodukt™ anfallen. Ziel unseres Projektes war es, durch Versuche im
Zellkulturlabor herauszufinden, ob Nabelschnurstammzellen sich genauso gut fir die
Regeneration von Knorpel eignen, wie die bisher verwendeten Stammzellen aus Knochenmark.
Wir haben dazu menschliche Knorpelzellen im Labor zu kleinen, kugelférmigen Gebilden
(Pellets) fusioniert, die selbst Knorpelgewebe produzieren. Diese kunstlich erzeugten
Knorpelstiickchen wurden in Gegenwart von Botenstoffen, die von den Stammzellen aus
Knochenmark und Nabelschnur produziert wurden, weiter kultiviert. Die Stammzellen wurden
in diesen Versuchen als einfache Zellschichten, aber auch eingebettet in Gele oder pordse
Schwamme untersucht, um herauszufinden, in welcher Form die Zellen spéter den Patient:innen
am besten verabreicht werden sollten. Wir konnten zeigen, dass Stammzellen aus Nabelschnur
unter entzundlichen Bedingungen mehr Interleukin-10 (ein entziindungshemmender
Botenstoff) freisetzten als Knochenmarkstammzellen. Auch die Freisetzung von GDF5, einem
Wachstumsfaktor, der die Knorpelheilung unterstiitzt, war bei den Stammzellen aus
Nabelschnur hoher. Es zeigte sich allerdings auch, dass nur Stammzellen, die in einfachen
Zellschichten kultiviert wurden, die Regeneration von Knorpel anregen konnten. Sobald die
Stammzellen in komplexeren Gebilden vorlagen, war leider kein Effekt auf die Produktion von
Knorpelgewebe mehr feststellbar. Hier sollten weitere Untersuchungen erfolgen, vorstellbar
ware u.a. die Erhéhung der Dichte an Stammzellen in den Konstrukten, und/oder die
Kultivierung in kleineren Volumina, um einen besseren Effekt auf die Knorpelzellen zu
erzielen. Weiterhin wurden Untersuchungen zur Applikation der Zellen im Knorpeldefekt
durchgefuhrt und erste Hinweise zum Umgang mit Nabelschnurstammzellen in der klinischen
Anwendung erarbeitet.



Projektziel

Das Ziel des Projektes war es, in einem in vitro Modell den Einfluss von mesenchymalen
Stammzellen (MSC) aus Knochenmark und Nabelschnurgewebe auf die Regeneration von
Knorpel vergleichen. Diese Untersuchungen sollten die wissenschaftliche Grundlage bilden fiir
den perspektivischen Einsatz von allogenen MSC aus Nabelschnurgewebe anstelle von
autologen MSC aus Knochenmark bei der Regeneration von Gelenkknorpeldefekten.

Hierflr sollte ein in vitro-Knorpelmodell entwickelt werden, das eine Kokultivierung von
primdren, humanen Chondrozyten, isoliert aus Gelenkknorpel mit humanen Stammzellen aus
Nabelschnurgewebe (WJ-MSC) bzw. aus Knochenmark (BM-MSC) erlaubt. Der Einfluss der
Zellen bzw. von ihnen sezernierten Zytokinen auf die Proliferation und Matrixbildung der
Chondrozyten sollte verglichen werden. Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit die
Form, in der die Zellen perspektivisch in den Defekt eingebracht werden (als
Einzelzellsuspension, als Aggregate, in Hydrogel eingebettet oder in einer Kollagenmatrix) die
Effekte auf die Knorpelregeneration beeinflussen kbnnen.

Ergebnisse

Arbeitspaket 1: Isolation, Expansion und Charakterisierung primarer humaner Chondrozyten

Im Rahmen der Arbeiten konnten insgesamt Chondrozyten aus dem Gelenkknorpel von 9
Patient:innen isoliert werden (Tabelle 1).
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Abb. 1: Pellets aus den isolierten und bis zur 4. Passage expandierten Chondrozyten nach 21 Tagen chondrogener
Stimulation, fixiert, eingebettet in Paraffin, 5 um Schnitte, A : Alcianblau Farbung, B Safranin-O Farbung,
MafRbalken 100 pm

Alle Zellen wurden bis zur 4. Passage expandiert. Pelletkulturen wurden angelegt und tber 21
Tage chondrogen stimuliert. Nach Fixierung und Einbettung in Paraffin wurden histologische
Schnitte angefertigt und extrazellulare Knorpelmatrix angefarbt (Abb. 1)



Tabelle 1: Alter und Geschlecht der Patient:innen, deren Gewebe zur Chondrozytenisolation verwendet wurde

RES1 Mannlich, 65 | RES4 Mannlich 63 | RES7 Weiblich 62
RES2 Maénnlich, 64 | RES5 Mannlich 55 | RES8 Weiblich 62
RES3 Mannlich, 56 | RES6 Weiblich 49 | RES9 Weiblich 62

Die Zellen des Spender RES 5 zeigten eine deutliche Produktion extrazelluldarer Knorpelmatrix
und wurden daher als gut geeignet fir die Etablierung der Kokulturen identifiziert.

Arbeitspaket 2: Chondrogene Differenzierung von BM-MSC und WJ-MSC

Die genannten Stammzellen wurden analog zu den Chondrozyten in Pelletkulturen gebracht,
Uber 21 Tage chondrogen stimuliert und als histologische Schnitte aufbereitet. Es konnten
unterschiedliche Menge extrazellularer Knorpelmatrix nachgewiesen werden. Auch hier war
die chondrogene Differenzierung stark spenderabhangig (Abb. 2).
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Abb. 2: Pellets aus WJ-MSC und BM-MSC nach 21 Tagen chondrogener Stimulation, fixiert, eingebettet in
Paraffin, 5 um Schnitte, jeweils links Alcianblau Farbung, rechts Safranin-O Farbung, MaRbalken 100 um

Genexpressionsanalysen ergaben, dass sowohl WJ MSC als auch BM MSC unter chondrogener
Stimulation eine signifikant weniger chondrogene Marker exprimieren als Chondrozyten,
jedoch mehr Kollagen 1, ein Marker, der typisch ist fiir MSC (Abb. 3) Dieses Verhalten ist aus
der Literatur bekannt. Da die MSC zur Sekretion von Zytokinen in den Defekt eingebracht
werden sollten, ist eine chondrogene Differenzierung aber auch nicht nétig.
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Abb. 3: Genexpression der typischen Chondrozytenmarker Kollagen 1l (COL2), Aggrecan (ACAN) und cartilage
oligomeric matrix protein (COMP) in Pellets aus Chondrozyten, WJ-MSC und BM-MSC. Expression von Kollagen |
als nicht-chondrogener Marker.

Arbeitspaket 3: Besiedlung einer Kollagenmembran mit WJ-MSC

Zur Applikation von MSC in Knorpeldefekte ist u.a. eine Kollagenmembran (Chondro-Gide®)
vorgesehen, die bereits fur die autologe Chondrozytentransplantation zugelassen ist. Daher
sollte untersucht werden, wie lange WJ MSC benétigen, um sich an der Membran anzuheften.
Da Zeit im OP sehr knapp bemessen ist, sollte die kiirzest mogliche Zeit bestimmt werden, die
zur initialen Zelladhdsion nétig ist, bevor die zellbeladene Membran in den Defekt transferiert
wird. Je 225.000 WJ-MSC wurden als Suspension auf je 0,25 cm2 groBe Membranen pipettiert
und nach verschiedenen Inkubationszeiten fixiert und angefarbt. Innerhalb der ersten 15 min
zeigten die Zellen noch eine runde Morphologie, erst nach 4 Stunden wurden F-actin Fasern

sichtbar, die auf eine Zelladhasion hinwiesen (Abb. 4).

Abb. 4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von WJ-MSC auf ChondroGide Membranen nach
unterschiedlichen Adharenzzeiten, Kerne blau, Zytoskelett griin, MaRbalken 50 um.

Um herauszufinden, ob auch Zellen mit runder Morphologie, die noch nicht adhariert sind,
wahrend der Implantation der Membran auf der Oberflache verbleiben, wurde ein weiteres
Experiment durchgefiihrt. Hierbei sollte die Manipulation wahrend der Operation
(arthroskopisch unter Absaugung) nachgestellt werden. Dazu wurden die zellbesiedelten
Membranen nach verschiedenen Zeitpunkten mit je 50 ml PBS gespiilt (appliziert durch
serologische Pipetten und die Flissigkeit sogleich wieder abgesaugt. Nach Fixierung und
Farbung ergab sich folgendes Ergebnis (Abb. 5): Im Vergleich zur unbehandelten Proben



wurde ein grolRer Anteil der lose angehefteten Zellen beim Spilen entfernt. Somit muss von

einem groReren Zellverlust bei der Applikation auf Membranen ausgegangen werden.

Abb. 5: Ubersichts-Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von WJ-MSC auf ChondroGide® Membranen nach
unterschiedlichen Adharenzzeiten und Spilung, Kerne blau, Zytoskelett griin, MaRRbalken 1000 um

Arbeitspaket 4: Kultivierung von Chondrozyten Pelletkulturen mit konditioniertem Medium
von WJ-MSC und BM-MSC

Eine Schwierigkeit, die sich haufig bei Verwendung von konditioniertem Medium ergibt, sind
die unterschiedlichen Anforderungen, die verschiedene Zellspezies an das
Kultivierungsmedium stellen. MSC werden normalerweise in Gegenwart von 10 % fotalem
Kalberserum kultiviert, wohingegen die chondrogene (Re) differenzierung von Chondrozyten
unter serumfreien Bedingungen (unter Zusatz von Insulin, Selen und Transferrin) erfolgt.
Schon kleine Mengen Serum flihren zu einer drastischen Reduktion der Kollagen Il Expression
[1]. Somit sollten die WJ-MSC fir die Gewinnung von konditioniertem Medium serumfrei
kultiviert werden. Zunachst wurden verschiedene serumfreie Medien zur Kultivierung von UC-
MSC getestet. Es wurde der Zusatz von Insulin, Transferrin und Selen (ITS), ITS + bovinem
Serumalbumin (ITS +1), sowie der Zusatz von basic fibroblast growth factor (bFGF) getestet
[2-5]. Nur im letztgenannten Medium zeigte sich eine deutliche Proliferation der WJ-WSC,
wahrend in den anderen beiden Medien die Zellzahl Gber 21 Tage sogar abnahm. In einem
zweiten Experiment wurden Pelletkulturen aus Chondrozyten in den drei genannten Medien
Uber 21 Tage kultiviert chondrogen differenziert. Es zeigte sich, dass die Zugabe ob bFGF die
Expression chondrogener Marker signifikant erniedrigt (Abb. 6A). Somit musste die
Kultivierung von WJ-MSC zur Produktion von konditioniertem Medium ohne bFGF erfolgen,
wobei die Abnahme der Zellzahl Gber den Kultivierungszeitraum von 21 Tagen in Kauf
genommen wurde.

Das von den WJ MSC konditionierte Medium (zwei verschiedene Spender wurden untersucht)
wurde entnommen, mit chondrogenen Differenzierungsfaktoren (TGF-$3 und
Dexamethason), sowie in einigen Gruppen mit IL-13 (um eine Entziindung zu simulieren)
versetzt und auf Pellets aus Chondrozyten gegeben. Nach 21 Tagen Kultivierung mit



Medienwechseln aller 3-4 Tage wurde RNA isoliert und die Genexpression chondrogener
Marker analysiert (Abb. 6B). Es zeigte sich zum einen eine Zunahme der Genexpression in
Gegenwart des konditionierten Mediums, die jedoch nur im Falle eines der beiden Spender
signifikant war. AulRerdem zeigte sich, dass nach Zugabe von IL 13 kaum noch eine Expression

der chondrogenen Markergene erfolgte.
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Abb. 6: Genexpression der typischen Chondrozytenmarker Kollagen Il (COL2), Aggrecan (ACAN) und cartilage
oligomeric matrix protein (COMP) in Pellets aus Chondrozyten. A) Vorversuch: Einfluss verschiedener
Medienzusatze auf die chondrogene Redifferenzierung, B) Einfluss von WJ-MSC konditioniertem Medium und IL

1 b auf die chondrogene Redifferenzierung

Die fehlende chondrogene Differenzierung unter Einfluss von IL 1B wurde auch durch
histologische Farbungen bestatigt (Abb.7). Es zeigte sich nicht nur eine gestorte Matrixbildung
sondern auch eine  Fragmentierung und  Zerstérung der Pellets unter

Entziindungsbedingungen.
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Abb. 7: Pellets des Spenders RES 5, die in Gegenwart von WJ-konditioniertem Medium unter Zusatz von TGF(33,
Dex und IL 1P 21 Tage kultiviert wurden, Alcianblau-Farbung von Paraffinschnitten, MaRbalken 200 pm



Arbeitspaket 5: Kokulturen von WJ-MSC und BM-MSC mit Chondrozyten in Pelletkulturen

Die Untersuchungen im AP4 umfassten den Transfer von durch hMSC konditioniertem
Medium auf die chondrogenen Pelletkulturen. Hier wurden die chondrogenen
Differenzierungsfaktoren TGF3 und Dexamethason erst kurz vor Zugabe zu den Pelletkulturen
hinzugefiigt, das heiRt, die MSC wurden nicht chondrogen stimuliert.

In diesem Arbeitspaket sollten nun die Differenzierungsfaktoren TGFB und Dexamethason
bereits bei der Kultivierung der MSC zugegeben werden. Damit wird das Problem gel6st, dass
die Zellzahl der MSC unter serumfreien Bedingungen abnimmt (siehe AP4), auf der anderen
Seite werden die MSC so bereits chondrogen stimuliert und es ist nicht klar, ob unter diesen
Umstdnden noch genligend antiinflammatorische und chondroanabole Zytokine produziert
werden.

Die untersuchten Chondrozyten in Pelletkulturen zeigten nur in wenigen Fallen eine signifikant
erhohte Expression chondrogener Marker in der Gegenwart des durch MSC konditionierten
Mediums. Generell fihrte die Zugabe des inflammatorischen Zytokins IL13 zu einer
drastischen Reduktion der Expression der chondrogenen Marker (wie auch schon in AP4
beobachtet). Dabei spielte es keine Rolle, ob IL1[ erst nach Entnahme des konditionierten
Mediums zugegeben wurde (Abb. 8A) oder bereits wahrend der Kultivierung der MSC
zugegeben wurde (Abb. 8B).

A coL2 ACAN B

COMP coL2 compP ACAN

0.5

0.0 - 0.0 0.0

Kon Kon WJ WJ BM BM Kon Kon WJ WJ BM BM Kon Kon WJ WJ BM BM Kon Kon WJ WJ BM BM Kon kon W) WJ 8M BM Kon Kon W) WJ BM BM
= & = o= o Q@D = A o # o= d0(AD 5 a4 o= @ = % 004D -+ - 4+ - o+ b R + ILib - 4+ - 4+ -+ I
Kon WI-MSC BM-MSC Kon WI-MSC BM-MSC
L R
—_— it | i L sy P

Kon +IL1b WJ-MSC + IL1b BM-MSC + IL1b Kon +IL1b WI-MSC + JEth 5 BM-MSC + IL1b

Abb. 8: Genexpression chondrogener Marker und Alcianblaufarbung von Chondrozyten-Pelletkulturen nach 21
Tagen Kultivierung in Gegenwart von konditioniertem Medium, das von chondrogen stimulierten WJ-MSC und
BM-MSC, ebenfalls als Pellets, entnommen wurde, A) IL13 wurde nach der Konditionierung zugesetzt, B) IL13
wurde bereits wahrend der Konditionierung des Mediums zugesetzt, MalRbalken 200 um

Untersuchungen der MSC-Pellets ergaben, dass die chondrogene Differenzierung der MSC mit einer
deutlich geringeren Genexpression chondrogener Marker einherging (Daten nicht gezeigt). Jedoch
konnte die Genexpression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und des chondroanabolen



Zytokins TGF-B in den MSC nachgewiesen werden (Abb.9) Sowohl BM MSC als auch WJ MSC zeigten
eine Genexpression dieser beiden Marker und es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von IL-1b
die Expression hochsignifikant erhéhte. Auf Proteinebene (ELISA) wurde dariiber hinaus die Expression
des Wachstumsfaktors GDF5 nachgewiesen. Diese schien unabhdngig von der Zugabe von IL1b zu sein,
MSC aus Nabelschnur sekretierten hohere Mengen an GDF5 und diie Sekretion nahm mit langerer
Kultivierung der MSC ab. Leider konnten weder TGFb noch IL-10 oder IL-13 auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Moglicherweise lagen sie sekretierten Mengen unter dem Detektionslimit der
verwendeten ELISA.
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Abb. 9: Genexpression von IL-10 und TGFf in Pellets aus WJ- und BM-MSC, die mit und ohne Zusatz von IL13
kultiviert wurden nach 21 Tagen Kultivierung. Proteinexpression von GDF5 nach 3 Tagen Kultivierung.

Arbeitspaket 6: Einfluss der Applikationsform der MSC auf die Regeneration von Knorpel

Um MSC in einen Knorpeldefekt einzubringen, sind verschiedene Applikationsformen
denkbar. Klinisch zugelassen ist bereits die Chondrogide® Kollagenmembran, die bereits im AP
3 getestet wurde. Darliber hinaus wurden noch andere Applikationsformen getestet:
Sphéroide aus je ca. 25.000 Zellen, die mit der ,,hanging drop” Methode erzeugt wurden [6],
Alginatbeads, porose Kollagenscaffolds, die in unserem Labor durch Fibrillierung und
anschliefende Gefriertrocknung und Vernetzung aus Rinderkollagen hergestellt wurden. Als

Kontrolle wurde in allen Experimenten die Chondrogide® Kollagenmembran mitgefiihrt
(Abb.10)

Abb. 10: Die vier untersuchten Applikationsformen fiir MSC: Spharoide, Alginatbeads, Kollagenscaffolds und
Kollagenmembranen.

Um die verschiedenen Applikationsmodelle miteinander zu vergleichen, wurden in allen
betreffenden Experimenten je 2 Millionen WJ-oder BM-MSC zur Generierung von 12 ml
konditioniertem Medium verwendet. Diese Zellen wurden entweder in 10 pordsen
Kollagenscaffolds (je 200.000 Zellen), auf 10 Kollagenmembranen 5*5 mm (je 200.000 Zellen),



in Alginatbeads oder als Spharoide in serumfreien Medium unter Zugabe von chondrogenem
Differenzierungsmedium (inklusive TGF3 und Dexamethason) kultiviert. Hauptfragestellungen
in diesem AP waren die Uberlebensfihigkeit der Zellen in den verschiedenen Modellen, ihre
Sekretion von antiimflamatorischen und chondroanabolen Zytokinen sowie der Einfluss auf
die chondrogene Differenzierung von Chondrozyten.

WIJ- und BM-MSC konnten in allen Modellen kultiviert werden. Lebend-Tot Farbungen zeigten
zwar in allen Modellen auch nicht-vitale Zellen (Abb. 11), aber der Anteil an lebenden Zellen
war ausreichend fiir alle nachfolgenden Analysen.
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Abb. 11: Lebend-Tot Farbungen von WJ-MSC und BM-MSC in den verschiedenen Applikationsmodellen. Griin
(Calcein AM) lebende Zellen, rot (Ethidium Homodimer) tote Zellen, MaRbalken 500 um fiir Spharoide und Beads,
100 um fiir Scaffolds und Membranen

Das Sekretom der in den verschiedenen Modellen kultivierten MSC wurde mittels ELISA auf
IL-10, IL-13, TGF-B und GDF5 untersucht. Leider war keine Sekretion der drei erstgenannten
Zytokine detektierbar. Die Sekretion von GDF5 zeigte deutliche Unterschiede sowohl zwischen
den Applikationsmodellen als auch zwischen WJ- und BM-MSC (Abb.12).
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Abb. 12: Sekretion von GDF5 in konditioniertem Medium von WJ-MSC und BM-MSC in den verschiedenen
Applikationsmodellen

Konditioniertes Medium von WJ- und BM MSC in den verschiedenen Applikationsmodellen
schien die chondrogene (Re) differenzierung von Chondrozyten in Pelletkulturen kaum zu



stimulieren. So konnte eine lediglich bei WJ MSC eine erhéhte Genexpression von SOX9
verzeichnet werden (Abb.13).
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Abb. 13: Genexpression chondrogener Marker von Chondrozyten-Pelletkulturen nach 21 Tagen Kultivierung in
Gegenwart von konditioniertem Medium, das von chondrogen stimulierten WJ-MSC und BM-MSC in vier
verschiedenen Applikationsmodellen entnommen wurde. Als Kontrolle dienten jeweils Chondrozytenpellets, die
mit Medium kultiviert wurden, das nicht in Kontakt zu MSC war.

Auch in der histologischen Darstellung der Chondrozyten sind keine deutlichen Unterschiede
erkennbar (Abb. 13).

Control Spheroid Scaffold Membrane

hWJ-MSC ALS - CM

MSC 281 - CM

“hBM-

Abb. 13: Pellets des Spenders RES 5, die in Gegenwart von konditioniertem Medium von WJ- und BM MSC in den
Applikationsmodellen 21 Tage kultiviert wurden, Alcianblau-Farbung von Paraffinschnitten, MaRbalken 200 um



Diskussion und Zusammenfassung

Im vorliegenden Projekt wurden MSC verschiedenen Ursprungs (Knochenmark und
Nabelschnurgewebe) auf ihr Potential, die chondrogene (Re)differenzierung von humanen
Chondrozyten zu unterstiitzen und antientziindlich zu wirken untersucht. Die in vitro
Umgebung, in der die Experimente durchgefiihrt wurden, kann natdrlich die in vivo Situation
nur teilweise nachahmen. Wir konnten in unseren Experimenten die Stammzellen
unstimuliert und chondrogen stimuliert kultivieren. Solch eine Trennung ist in vivo natrlich
nicht moglich. Das von den MSC konditionierte Medium zeigte nur in wenigen Fallen eine
Stimulation der chondrogenen Differenzierung und reichte nicht aus, die durch zugesetztes IL
1B hervorgerufene Entziindungsreaktion zu stoppen. Auch die Applikation der Stammzellen in
den verschiedenen Modellen flihrte nicht zur erwarteten Stimulation der Chondrozyten. Hier
sollten weitere Experimente durchgefiihrt werden, bei denen die Dichte der MSC in den
Modellen deutlich erhoht ist. Erfreulich fir die potentielle Applikation von WJ-MSC ist das
Ergebnis, dass bereits nach kurzer Adharenzzeit von 5 min die Zellen zumindest zum Teil so an
der Membran angeheftet sind, dass auch nach intensivem Spiilen noch Zellen auf der
Kollagenmembran verblieben. Damit ware eine klinische Studie mit WJ MSC, appliziert auf der
ChondroGide® Membran machbar und anzustreben.
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