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1. Einleitung

1.1. Hyaliner Gelenkknorpel

Mit Knorpelschaden assoziierte Gelenkerkrankungen betreffen weltweit Millionen von
Menschen. Die grofle Pravalenz von Knorpelschdden kann man mit den hohen
mechanischen Belastungen im Gelenk sowie dem schlechten Regenerationspotential des
Gewebes begrinden, eine Schadigung des hyalinen Gelenkknorpels heilt langsam und
unzureichend (Bartlett et al., 2005, S. 640; Brittberg et al., 1994, S. 889; Hjelle et al., 2002,
S. 731-3). Es kommt daher oft zur Progression der Lasion und Chronifizierung der
Beschwerden mit fortschreitender Degeneration bis hin zur Arthrose (Insall, 1967, S. 211;
Murray et al., 2015, S. 2159-62). Laut den letzten Erhebungen des statistischen Bundesamts
verursacht Arthrose Gesundheitskosten um 7,6 Milliarden Euro/Jahr und ein Verlust von 7%
der Erwerbstatigkeitsjahre (Robert Koch-Institut, 2013, S. 22-3).

Gelenkknorpel besteht aus hyalinem Knorpel, einem avaskularen Gewebe. Nur 2% des
Knorpelgesamtvolumens besteht aus Chondrozyten, den Knorpelzellen, welche aus dem
Mesenchym stammen. Sie produzieren eine typisch hyaline Extrazellularmatrix (EZM) und
bilden isogene Gruppen (Alford & Cole, 2005a, S. 296), die nicht in unmittelbaren Kontakt
zueinander stehen. Dies bedingt eine Zellversorgung Uuber Diffusion. Zudem sind
differenzierte Chondrozyten in einem zytobiologischen Ruhestand. Diese Umstande tragen
zusammen mit der Avaskularitit zum begrenzten Regenerationspotential dieses
bradytrophen Gewebes bei.

Die limitierte Heilungspotenz sowie obigen Eigenschaften bilden in der Therapie von
Knorpellasionen eine groflte Herausforderung. Ein Ziel, um die fortschreitende Degeneration
aufzuhalten, ist eine langfristige Wiederherstellung einer intakten belastbaren
Gelenkoberflache zum Schutz des darunterliegenden Knochens.

Problematisch hierbei ist jedoch, dass Gelenkknorpel aus verschiedenen Zonen besteht (s.
Abb. 1). An der oberflachlichen Tangentialzone liegen dicht gepackte tangentiale
Kollagenfibrillen Gber flachen Chondrozyten, die so vor allem Scherkraften widerstehen. Eine
oberflachliche Verletzung fuhrt zur Stérung der Diffusionsbarriere und zum Verlust des
Scherschutzes der darunterliegenden Zonen (Franz et al., 2001, S. 582; Hunziker, 2002, S.
433; Poole et al, 2001, S. S27). In der Intermediarschicht gruppieren radiare
Kollagenfibrillen die Chondrozyten saulenartig. Der Zell-Zellkontakt ist durch viel EZM gering.
Durch den hohen Proteoglykangehalt und die radidare Kraftverteilung wird hier die
Kompression gedampft (Salter, 1998, S. 255). In der Mineralisationszone haben die
Chondrozyten einen hypertrophen Phanotyp mit abnehmendem, metabolischem Umsatz
(s. Abb. 1). Die extrazellulare Matrix kalzifiziert und bildet eine mechanische Pufferzone

sowie eine Verankerung im subchondralen Knochen.



Bei oberflachlichen Knorpelverletzungen folgt zwar eine enzymatische und metabolische
Reaktion, diese stort jedoch haufig die sensible Homobostase im bradytrophen
Gelenkknorpel. Uberwiegt daraufhin die katabole Reaktion so kann sich die initial nur
oberflachliche Verletzung in die tieferen Schichten fortsetzen (Hunziker, 2002, S. 433).
Kommt es zu tieferen Verletzungen, die bis in den subchondralen Knochen reichen, beginnt
ein endogener Reparaturmechanismus. Es entsteht hierbei jedoch fibrokartilaginares
Gewebe, das dem hyalinen Knorpel biomechanisch unterlegen ist (Frisbie et al., 2003, S.
219). Durch Stérung der Knorpel-Knochengrenze kommt es zur Freisetzung multipotenter
Knochenmarksstammzellen, welche im entstehenden Blutgerinnsel zur Bildung
fibrokartilaginaren Regeneratgewebes beitragen (Alford & Cole, 2005b, S. 445; Gomoll et al.,
2010b, S. 435). Das Regenerat ist biomechanisch unglnstig und kann vor allem bei
groReren Lasionen versagen. Auch wird haufig eine Verdnderung im subchondralen
Knochen gesehen mit Verdickung, Zystenbildung sowie intraldsionalen Osteophyten (Kreuz
et al., 2006, S. 1123).

205"“. 1. Tangentialfaser-

_zone
2. Ubergangszone

Kollagen
Zellzahl Gehalt

3. Radiare Zone

Tidemark

- 5 Proteoglykan
4 Mmir:rl:zanons- R@l O@ ® b Gehalt
( )

a9
S hond A
wooie (— BVPPIS

Abb. 1: Zonierung des Gelenkknorpels (angelehnt an Schiinke et al., 2007, S. 16, 44f)

(links Safranin O Farbung des unbehandelten Gelenkknorpels, rechts schematische Darstellung)

In den ersten drei Zonen nimmt mit groRerer Gelenkknorpeltiefe die Zellzahl und der Kollagengehalt ab,
gegensatzlich verhalten sich der Proteoglykangehalt und der Fibrillendurchmesser, welche in der Tiefe
zunehmen.

Die ,Tidemark" ist deutlich zwischen der blassen Mineralisations- und der stark gefarbten Radiaren Zone in der
Safranin O Farbung zu erkennen.




1.2. Therapieansatze bei Knorpelschaden

Der endogene Reparaturmechanismus wird bei knorpelstimulierenden Verfahren wie
beispielsweise der Pridie-Bohrung (Insall, 1967, S. 213-6; Pridie & Gordon, 1959, S. 618-9),
Abrasion (Isserlin, 1950, S. 302) oder Mikrofrakturierung (Steadman et al., 2010, S. 78)
ausgenutzt. Dies kann zur Wiederherstellung der Gelenkoberflache fihren, wobei jedoch die
biomechanischen Eigenschaften und klinischen Ergebnisse vor allem bei groReren Defekten
nicht immer zufriedenstellend sind (Basad et al., 2010, S. 525; Saris et al., 2014, S. 1391-2).

Daher entwickelte sich der rekonstruktive Therapieansatz (s. Tab. 1). Bei Knorpeldefekten
mit subchondraler Beteiligung im Sinne von osteochondralen Defekten stellt die autologe
osteochondrale Transplantation eine mogliche Behandlungsoption dar. Hierbei werden
Knorpel-Knochenzylinder aus einer minderbelasteten Region des Kniegelenkes enthommen
und passgenau in den Knorpeldefekt eingesetzt (Hangody & Files, 2003, S. 27).

Die regenerative Knorpeltherapie hat durch das Tissue Engineering in den letzten Jahren
eine rasante Weiterentwicklung durchlaufen. 1994 beschrieben Brittberg et al. (1994, S. 889-
91) zusammen mit seiner schwedischen Arbeitsgruppe um Lars Peterson die Autologe
Chondrozyten Transplantation (ACT) fur die klinische Anwendung bei vollschichtigen
Knorpeldefekten im Kniegelenk. Die ACT ist ein zweizeitiges Verfahren. Zunachst werden in
einem ersten, meist arthroskopischen, Eingriff Knorpelzellen enthommen, welche im Labor
angeziichtet, vermehrt und dann wieder unter einen Abdeckungslappen in den Knorpeldefekt
implantiert werden. Mittlerweile hat sich die 3. Generation der ACT im klinischen Alltag
etabliert, bei der die Zellen bereits in vitro auf einen dreidimensionalen Gewebetrager
kultiviert und reimplantiert werden. Die Implantation kann dann offen erfolgen mit
entsprechendem Einndhen des dreidimensionalen Gewebetragers oder mittlerweile auch in
arthroskopischer Technik (Ebert et al., 2017, S. 835; Siebold et al., 2018, S. 65-6). Nachteile,
wie Hypertrophien des Regenerats und offene Operationstechnik, der friheren
Periostlappentechnik (1. Generation) oder mit resorbierbaren (zweidimensionalen)
Tragermaterialen wie z.B. Kollagen-Membranen (2. Generation) konnten somit deutlich
reduziert werden (Brittberg, 2009, S. 1261-3; Delcogliano et al., 2014, S. 1264; Kon et al.,
2012, S. 19; Peterson et al., 2010, S. 1123).

Trotz anfanglicher Skepsis zur Uberlegenheit der ACT gegeniiber anderer Methoden (Wasiak
et al., 2006, S. 13) sind die rekonstruktiven Knorpelersatztherapien nicht aus dem klinischen
Alltag wegzudenken, da Mikrofrakturierung und Knorpelknochentransplantationen durch
DefektgroRe limitiert sind (Vogt et al., 2007, S. 494) (s. Tab. 1).

Auch die Langzeitergebnisse der ACT sind nach 10-20 Jahren vielversprechend. Peterson et
al. (2010, S. 1123), Martincic et al. (2014, S. 1281) und Beris et al. (2012, S. 566) konnten
zufriedenstellende langanhaltende Ergebnisse nach ACT der ersten Generation nachweisen.

Komplikationen traten meist innerhalb der ersten zwei Jahren auf, jedoch gab es keine



Kontrollgruppen. Auch die Ergebnisse der MACT erscheinen im Langzeitverlauf positiv
(Basad et al., 2015, S. 3733; Behrens et al., 2006, S. 201; Ebert et al., 2017, S. 68; Siebold
et al., 2018, S. 836-7). Mittlerweile sind ebenfalls Beobachtungszeitraume von bis zu
15 Jahren dokumentiert (Gille et al., 2016, S. 311-4; Kreuz et al., 2019, S. 309-11), die auf
eine subjektive Besserung und stabile Befunde in der Bildgebung hinweisen.

Ein Schwachpunkt des Chondrozyten-basierten Tissue Engineerings ist, dass Chondrozyten
in Kultur ihre spezifische Morphologie, sowie biochemische und physiologische
Charakteristika verlieren. Die Kultivierung ist zu Beginn bei den meisten matrix-gestitzten
Verfahren weiterhin notwendig (Marlovits et al., 2006, S. 60). Mit dem Fortschritt des
Tissue Engineerings sind daher mesenchymale Stammzellen (MSC) als viable Alternative in

den Vordergrund gerickt.

Stammzell- Rekonstruktiv Rekonstruktiv Rekonstruktiv

rekrutierend Tissue Engineering | Tissue Engineering

Mikrofrakturierung | Autologe Autologe Autologe
osteochondrale Chondrozyten- Stammzell-

Transplantation

transplantation

implantation

Debridierung +
Mikrofrakturierung

Entnahme an weniger
Belasteten Stellen

a. Zellentnahme
b. Kultivierung
c. Matrixbesiedlung

a. Zellisolierung
b. Kultivierung
c. Matrixbesiedlung

Faserknorpel Hyaliner Knorpel Hyalin-ahnlich Hyalin-ahnlich

- biomechanisch - Randintegration - Dedifferenzierung | - unzureichende
unterlegen - abnorme in Kultur Differenzierung
- Degenerierung der | Chondrozyten- - Integration - Integration
Umgebung organisation - Entnahmestellen

- kleine Defekte

+ einzeitig

- Entnahmestellen
- kleine Defekte

+ einzeitig
+ schnelle
Rehabilitierung

- sehr hohe Kosten
+ grof3e Defekte

- zweizeitig

- hohe Kosten
+ grofe Defekte

+ einzeitig

Tab. 1: Therapieoptionen fiir Knorpelschaden




1.3. Stammzellen fiir den Einsatz in der
Knorpelregenerationstherapie

Besonders geeignet sind Stammzellen aus leicht zuganglichen Stellen wie Fettgewebe
(ASC) und Knochenmark (BMSC), da dadurch ein operativer Eingriff zur Zellgewinnung
vermieden wird. Ein moglicher Vorteil bei der Regeneration grolRer osteochondraler Defekte
haben Stammzellen aus dem Knochenmark (BMSC), welche neben chondrogenem Potential
auch gut erforschtes osteogenes Potential aufweisen (Robey, 2011, S. 426). BMSC
integrieren sich im Kaninchenmodell nach 12 Wochen komplett in die subchondrale Platte
und sind im Gegensatz zu Chondrozyten besser differenziert (Yan & Yu, 2007, S. 182). Eine
Uberlegenheit von BMSC gegeniiber ASC ist jedoch nicht abschlieRend bewiesen (Strioga et
al., 2012, S. 2729). In der klinischen Anwendung zeigten BMSC bereits vielversprechende
Ergebnisse, auch Uiber Beobachtungszeitraume von fast 12 Jahren (Wakitani et al., 2011, S.
149). Zwischen der Verwendung von MSC und autologen Chondrozyten zeigte Nejadnik et
al. (2010, S. 1115), Akgun et al. (2015, S. 261) und Buda et al. (2015, S. 898-9)
vergleichbare Ergebnisse beider Therapien mit einem Beobachtungszeitraum von bis zu 2
Jahren.

Stammzellen wirken sich auch Uber ihre parakrine Aktivitaten positiv auf das Mikroklima des
geschadigten Knorpels aus. Die sezernierten Proteine bilden das Sekretom. Es besteht aus
verschiedenen Proteinen mit immunmodulierenden, antioxidativen und antiapoptotischen
Eigenschaften. Stammzellen nehmen zudem Einfluss auf die Angiogenese, Zellmotilitat
und -differenzierung (Caplan & Dennis, 2006, S. 1082; lyer & Rojas, 2008, S. 578). Auch
Zytokine sind Teil der parakrinen Sekretion, welche die Knorpelregeneration und
Extrazellularmatrixproduktion férdern (Liang et al., 2014, S. 1046-51; Park et al., 2009, S. 65-
7). De Windt et al. (2017, S. 261) zeigten in einer Phase I/ll-Studie inzwischen, dass
allogene BMSC, welche zusammen mit autologen Chondrozyten implantiert wurden, nach
einem Jahr noch gute Ergebnisse liefern. Fir eine vorwiegend parakrine Rolle der MSC
spricht, dass keine allogene DNA im Regenerat gefunden wurde. Es bleibt also weiterhin
unklar, ob die MSC einen Teil des Regenerats oder nur des Regenerationsprozesses bilden.
Der komplexe Weg der Stammzelldifferenzierung hin zu chondrogenem Gewebe ist daher
ein Fokus der in vitro Forschung. Jedoch verhindern groRe Unterschiede in der Methodik,
der Isolierung und Kultivierung der Stammzellen eine Vergleichbarkeit der Studien. Solange
die Grundlagen und Signalwege nicht weiter erforscht sind, ist zudem eine Ubertragung der
in vitro Erkenntnisse auf in vivo Studien nur eingeschrankt moglich (Augello & De Bari, 2010,
S. 1234; Bornes et al., 2014, S. 446-7; Schmitt et al., 2012, S. 7; Seo & Na, 2011, S. 6). Um
die Sicherheit und Unbedenklichkeit einer solchen Stammzelltherapie stringent zu
Uberwachen und der Verbleib der implantierten Zellen in vivo verfolgen zu kdnnen, ist ein

nicht-invasives in vivo Monitoring wiinschenswert.



1.4. Monitoring der Stammzellen in vivo

Aufgrund der niedrigeren Strahlenbelastung und hohen Weichteilauflosung st
MRT-Monitoring der Computertomographie und dem Roéntgen vorzuziehen. Es ermdglicht
potenziell eine longitudinale Beobachtung zur Retention, Regeneration und Differenzierung
der BMSC zu hyalinem Knorpel. Auch eréffnet sich mit einer Markierung der implantierten
Zellen die Moglichkeit zukunftig operierte Defekte besser im MRT bewerten zu kénnen. Dies
ermdglicht detailliertere Aussagen Uber die Vorgange bei der Knorpelregeneration und somit
auch gezieltere in vivo Studien. Fur ein solches Monitoring mussten die Zellen jedoch vom
restlichen Gewebe abgrenzbar sein, dafir dient eine Markierung mit Kontrastmittel (KM).
Resovist®, auch Ferucarbotran, ist ein superparamagnetisches Eisenoxid (kurz SPIO -
superparamagnetic iron oxid). Es hat gegenliber herkdbmmlichen KM, wie z.B.
Gadolinium-Chelat, mehrere Vorteile. Zum einen besitzt es pro Partikel eine groéRere
Signalanderung, welche auch nach der Internalisation konstant bleibt. Zum anderen ist es
biokompatibel (Bulte & Kraitchman, 2004, S. 485). Auch kann es lichtmikroskopisch
dargestellt werden und somit kann ein histologischer Vergleich mit den MRT-Ergebnissen
stattfinden.

Das Ferucarbotran wird durch Inkorporation in den Zellmetabolismus aufgenommen. Bei
einer geeigneten Dosierung bleibt eine Beeintrachtigung der Zellviabilitat aus (Yang et al.,
2011, S. 447-8). Henning et al. (2009, S. 171) zeigten fur humane MSC, welche Uber
4 Stunden mit 100ug Fe/ml Resovist® inkubiert wurden, keine Beeintrachtigung des
Differenzierungspotentials.

In dieser Arbeit wurden Resovist®-markierte implantierte Stammzellen im
Kaninchenknorpelmodell nachverfolgt. Ziel war es, die Unbedenklichkeit der Zellmarkierung
mit Kontrastmittel auf die in vivo Knorpelregeneration zu untersuchen. Des Weiteren wurde
der Grundstein fur einen Vergleich zwischen den in vivo angefertigten MRT-Untersuchungen

zur Stammzellverfolgung und den ex vivo Nachweisen gelegt.



2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Tiermodell

Nach §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetztes wurde der Antrag eines Tierversuchsvorhaben mit

dem Aktenzeichen 55.2.1.43-2532-105-11 von der Regierung Oberbayern genehmigt.

Als Versuchstiere wurden mannliche Kaninchen der Rasse New Zealand White (NZW)
verwendet (Charles River Laboratories, Saint Germain sur I'Arbresle, Frankreich).

Die Haltung der Tiere erfolgte in Umsetzung der in der EU-Richtlinie 86/609 festgelegten
Bedingungen (DIRECTIVE 86/609/EEC; deutsches Tierschutzgesetz; FELASA Richtlinien).
Der Tierhaltungsraum war gemafR konventioneller Hygienestandards mit geregelter
Temperatur und einem Hell-Dunkel-Lichtprogramm mit Dammerlichtphase ausgestattet.

Zur kontinuierlichen Beurteilung der Gesundheit der Tiere wurde ein Bewertungsbogen Utber
Infekt- und Stresszeichen flir postoperative und wodchentliche Evaluationen entwickelt
(s. 7.1). Zudem wurde der Gewichtsverlauf dokumentiert. Bei Bedarf wurde der Tierarzt
hinzugezogen. Es erfolgte bei Ankunft und bei jeder Intervention eine tierarztliche

Untersuchung und Supervision.

2.1.2. Zellen

Fir die Versuche wurden mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark eines
4 Monate alten mannlichen NZW Kaninchens isoliert. Die Methode ist bereits von Berninger
et al. (2013b, S. 2-3) publiziert.

Nach Entnahme und Eréffnung der Tibia und Femur des Spendertiers, wurde das
Knochenmark mit einer 18 G Kanule und 10 ml DMEM Medium ausgeschwemmt und in
Suspension gebracht. Es folgte die Zellfilterung und Zentrifugation bei 500 rpm flir 5 min bei
Raumtemperatur. Das  entstandene  Zellpellet wurde in 10 mIDMEM  und
1% Penicillin-Streptomycin resuspendiert.

Um die gewlinschten mesenchymalen Stammzellen von den restlichen Knochenmarkszellen
zu trennen, wurden 5 ml der Zellsuspension mit 5 ml Biocoll Separating Solution bei 800 rpm
20 min bei Raumtemperatur ungebremst zentrifugiert. Der Uberstand mit den gewiinschten
Zellen wurde abpipettiert und dreimalig mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
gewaschen. Die anschlieBende Zellkultur wurde mit einer Aussaatdichte von ca.
5x 10°Zellen/cm? bei 37°C und angefeuchteter Luft mit 5% CO. angelegt. Zum
Komplettmedium Advanced DMEM  wurde 10% fetales Kalbsserum und
1% Penicillin-Streptomycin hinzugefugt. Nach 2-3 Tagen wurden nicht-adharente Zellen beim
Mediumwechsel entfernt. Nach 5-10 Tagen wurde die erste Passage vollzogen. Es folgte bei

Passage 2-5 eine Transduktion mit dem fluoreszierenden Protein eGFP (s. 2.2.2.1).



2.1.3. Kontrastmittel Ferucarbotran (Resovist®)

Far die in vivo Darstellung der implantieten MSC erfolgte die zellulare Markierung mit dem
MRT-Kontrastmittel Ferucarbotran (Handelsname: Resovist®). Resovist® besteht aus
supermagnetischen Eisenoxidpartikeln (SPIO) mit einem kristallinen nichtstochiometrischen
Fe?*- und Fe®*'- Eisenoxidkern. Um hydrophile Eigenschaften zu erhalten, ist der geladene
Kern von Carboxydextran umgeben, somit liegt der durchschnittiche hydrodynamische
Durchmesser bei 62 nm (Wang et al., 2001, S. 2323). Die Methodik der Markierung wird in
2.2.2.2 beschrieben.

2.1.4. Medikamente/Antikorper/Primer

Wirkstoff Handelsname Hersteller
Alkoholisches Bode-Chemie - Paul Hartmann AG
o Cutasept®F . _
Antiseptikum (Heidenheim an der Brenz)
Atropinsulfat Atropin B. Braun B.Braun Melsungen AG
Buprenorphin Buprenovet® Bayer HealthCare Ag (Leverkusen)
_ Zoetis (Berlin) ehem. Pfizer
Carprofen Rimady!® _ _
Tiergesundheit
Bepanthen® Augen- und
Dexpanthenol Bayer HealthCare Ag (Leverkusen)
Nasensalbe
Fentanylcitrat Fentadon® Albrecht GmbH (Aulendorf)
Ketamin Ketamin CP-Pharma (Burgdorf)
Lidocain und Prilocain Emla® AstraZeneca (London, UK)
_ _ Intervet - MSD Tiergesundheit
Metamizol Vetalgin®

(Unterschleifl3heim)

Natriumchlorid (0,9%) Natriumchlorid (0,9%) AlleMan Pharma GmbH (Rimbach)

Natriumchlorid (0,9%) Natriumchlorid (0,9%) B.Braun Melsungen AG

Natriumpentobarbital Euthadorm® CP-Pharma (Burgdorf)
Propofol 1% Narcofol® CP-Pharma (Burgdorf)
Propofol 2% Propofol B.Braun Melsungen AG




Antikorper Immunhistochemie

Hersteller

Biotinylated Horse Anti-Mouse 1gG BA-

2000

Vector Laboratories (Burlingame, USA)

GFP (4B10) Mouse mAb

Cell Signaling Technology (Danvers, USA)

ClIC1 — Anti-Kollagen II, Col2a1

Developmental Studies Hybridoma Bank (lowa,
USA)

ACAN 12/21/1-C-6 — Anti-Aggrecan

Developmental Studies Hybridoma Bank (lowa,
USA)

Primer Primer Annealing Temperatur
Sense
Antisense
Aggrecan 5- CTA CGA CGC CAT CTG CTACA -3 62°C
ACAN 5-TCT TCAGTC CCGTTC TCC AC -3
R-Actin 5’- CAG CGG AAC CGC TCATTG CCA ATG G-3' 58-62°C
5- TCA CCC ACACTG TGC CCATCT ACG A-3
Kollagen | 5’- CTG CAA GAA CAG CAT TGC AT -3 62°C
Col1a2 5’- GGC CAA CGT CCA CAT AGA AT -3’
Kollagen X 5’- GCT TAC CCA GCG GTAG -3 58°C
Col10 5-CTC CCT GAAGCCTGAT -3
Kollagen I 5- GTC CCT CTG GCA AAG ACG -3’ 62°C
Col2a1 5-GCC CTTCTC TCT CTG GCC TA -3’
COMP 5’- GGA ACC CAG ACC AGC GTAAC -3 62°C
5- GTC CGC GTT GCT CTT CTG -3
Sox9 5’- AAG ATG ACC GAC GAG C -3 60°C
5- CAG CGT CCAGTC GTAG -3’
TNF-a 5’- GGC TCA GAATCA GAC CTC AG -3 60°C
5’- GCT CCA CAT TGC AGA GAA GA -3’
IL-18 5’- TAC AAC AAGAGC TTC CGG CA -3’ 60°C

5- GGC CACAGG TAT CTT GTC GT -3’




2.1.5. Gerate/Software

Gerat

Hersteller

7900HT Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Anaesthesia Workstation

Hallowell EMC (Pittsfield, MA, USA)

Digital Vortex Mixer

Fisher Scientific GmbH (Schwerte)

Datex Ohmeda S/5 Compact Monitor

GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK)

Intensiv-Monitor

Seca (Hamburg)

Kryostat CM1950 Leica Biosystems (Nussloch)
Magnetrihrer RET basic IKA® -Werke GmbH (Staufen)

Mikroskop Eclipse 50i Nikon GmbH (Dusseldorf)

Mikroskop Axiophot Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)
Mini-BeadBeater Biospec Products Inc. (Bartlesville, USA)
Perfusor-ED B.Braun Melsungen AG

Plattformschuttler Unimax 2010

Heidolph Instruments GmbH (Schwabach)

Prazisionswaage

Seca (Hamburg)

Prazisionswaage 440-45N

Kern & Sohn GmbH (Balingen)

Prazisionswaage A88

Kern & Sohn GmbH (Balingen)

Puls Oximeter

Covidien (Dublin, Ireland)

Spectrophotometer DU-640

Beckman Coulter GmbH (Brea, USA)

Warmematte

Horn GmbH (Gottmadingen)

WTW InoLab 720 pH-Messer

Xylem Analytics GmbH (Weilheim)

Software

Hersteller

IBM SPSS® Statistics for Windows

IBM Corporation, Version 26 (Armonk, NY, USA)

Microsoft® Word® 2010/2016 for Windows

Microsoft Corporation (Redmond, USA)

Microsoft® Excel® 2010/2016 for Windows

Microsoft Corporation (Redmond, USA)

Microsoft® Visio® 2013 for Windows

Microsoft® PowerPoint® 2010/2016 for
Windows

(
Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Microsoft Corporation (Redmond, USA)

EndNote® Thomson Reuters, Version X9 (New York, USA)
AxioVision® LE fir Windows Carl Zeiss AG (Oberkochen)
SDS 2.4 Thermofischer Scientific Corporation (Waltham,

USA)

StepOne™ 2.3

Applied Biosystems (Foster City, USA)

DataAssist™ v.3.01

Thermofischer Scientific Corporation (Waltham,
USA)
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2.1.6. Verbrauchsmittel/Chemikalien

Verbrauchsmittel

Hersteller

Advanced DMEM

Life Technologies (Bleiswijk, Netherlands)

Biocoll Separating Solution

Biochrom GmbH (Berlin)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's

medium)

Biochrom GmbH (Berlin)

Einmal Op-Mantel Sentinex® Special

Lohmann&Rauscher (Rengsdorf)

Einmalinjektionskanilen Sterican®

B.Braun Melsungen AG

Einmalspritzen

B.Braun Melsungen AG

Einweghandschuhe Sempercare®

Semperit AG (Wien)

Fetales Kalbsserum (FCS)

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

Fixierpflaster Leukoplast®

BSN Medical (Hamburg)

Kompressen Gazin®

Lohmann&Rauscher (Rengsdorf)

Gefaltete Papierfilter 385mm

Schleicher & Schuell® (Dassel)

Infusionsbesteck

B.Braun Melsungen AG

Infusomat® Leitung

B.Braun Melsungen AG

MicroAmp™ Optical 96-well Reaction
Plate

Applied Biosystems (Foster City, USA)

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Mikrotom Klingen S35

Feather Safety Razor Co., LTD (Osaka, Japan)

Nahtmaterial Monocryl® 4-0

Ethicon (Somerville, NJ, USA)

Nahtmaterial Vicryl® 4-0

Ethicon (Somerville, NJ, USA)

Nitrilhandschuhe Dermatril®

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Phosphatgepufferter Salzlésung
(Zellkultur)

Biochrom GmbH (Berlin)

Pipettenspitzen

Eppendorf (Hamburg)

Skalpelle (22er,15er, 11er)

Feather Safety Razor Co., LTD (Osaka, Japan)

sterile Einweghandschuhe Sempermed®

Semperit AG (Wien)

SuperFrost Plus® Objekttrager

VWR International (Leuven)

Surgipath Cryo-Gel®

Leica Microsystems (Wetzlar)

TissuCol® Fibrinkleber

Baxter (UnterschleilRheim)

Vasofix® Braunilen 22G 25mm

B.Braun Melsungen AG

Zirkonium Perlen (Zirkonia Beads)

Biospec Products Inc. (Bartlesville, USA)
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Chemikalien

Hersteller

5% Aluminiumsulfatlésung

Merck KGaA (Darmstadt)

Aceton Merck KGaA (Darmstadt)
Aqua dest. Hausintern

Chloroform Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Chondroitinase AC Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Di-Natriumdihydrogenphosphat monohydrat

Merck KGaA (Darmstadt)

Di-natriumhydrogenphosphat wasserfrei, p.a.

Merck KGaA (Darmstadt)

DL-Dithriothreitol

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Echtgrin

Chroma (jetzt Waldeck GmbH) (Minster)

Eisenchlorid-Hexahydrat

Merck KGaA (Darmstadt)

Emsure® Essigsauren 100%

Merck KGaA (Darmstadt)

Ethanol absolute

Merck KGaA (Darmstadt)

Eukitt®

O.Kindler GmbH (Freiburg)

Hamatoxilin Certistain®

Merck KGaA (Darmstadt)

Hyaluronidase

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

ImMMPACT™ NovaRED™ Peroxidase Substrat

Vector Laboratories (Burlingame, USA)

lodoacetamide

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Isopropanol

Merck KGaA (Darmstadt)

Isopropanol

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Kaliumhexacyanoferrat (Gelbes Blutlaugensalz)

Merck KGaA (Darmstadt)

Kernechtrot

Chroma (jetzt Waldeck GmbH) (Minster)

Methanol Rotipuran®

C. Roth GmbH (Karlsruhe)

Natrium Chlorid (Emsure®)

Merck KGaA (Darmstadt)

Natronlauge

Merck KGaA (Darmstadt)

Normal Horse Serum

Vector Laboratories (Burlingame, USA)

PAP Pen ab601 (0.3% Ligroin, 0.1%
Bromopropane)

Abcam® (Cambridge, UK)

Primer

Metabion (Martinsried)

QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit

Qiagen (Hilden)

RNase freies Wasser

Merck KGaA (Darmstadt)

Safranin O Chroma (jetzt Waldeck GmbH) (Minster)
Salzsaure 1M Merck KGaA (Darmstadt)
Sucrose Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane [Tris
ultrapure]

AppliChem (St.Louis, USA)

TRIzol Invitrogen (Karlsruhe)

Tween® 20 Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Vectastain® Elite ABC-Kit Vector Laboratories (Burlingame, USA)
Xylol Merck KGaA (Darmstadt)
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2.2. Methoden
2.2.1. Studiendesign

Das Studiendesgin ist schematisch in chronologischer Reihenfolge in Abb. 2 zu sehen. Diese
Arbeit untersucht den Einfluss des Kontrastmittels auf die Defektheilung durch ex vivo
Histologie sowie molekularbiologischer Analysen mittels RT-PCR. Der in vivo MRT-Nachweis
von Resovist®-markierten Stammzellen in einem standardisiertem Knorpeldefekt wird separat
ausgewertet.

Den Versuchen ging eine vierwdéchige Pilotgruppe mit vier Tieren zur
MRT-Sequenzoptimierung und Operationsmethodenetablierung voraus.

Insgesamt wurden bei 36 Tieren am linken Knie operativ osteochondrale Defekte gesetzt.
Diese wurden mit in vitro hergestellten Stammzell-Fibrin-Implantaten gefillt. Die Regenerate
wurden ex vivo histologisch und molekularbiologisch analysiert.

Alle eingesetzten Stammzellen (BMSCs, Bone Marrow-derived Stem Cells) wurden zunachst
mit dem fluoreszierenden Protein (eGFP, enhanced Green Fluorescent Protein) transduziert,
um eine ex vivo Darstellung zu ermdglichen (s. 2.2.2.1).

Die Halfte der nun eGFP-positiven Zellen (n=18) wurde mit dem MRT-Kontrastmittel
Resovist® markiert (s. 2.2.2.2). Diese werden im Folgenden als Resovist®-markiert (R+)
bezeichnet; die andere Halfte als unmarkiert (R-) bezeichnet.

Jeweils 12 Kaninchen, sechs mit R+ Implantaten und sechs mit R- Implantaten, bildeten eine
Beobachtungsgruppe. Insgesamt drei solcher Beobachtungsgruppen mit jeweils 12 Tieren,
wurden mit verschiedenen in vivo Standzeiten flir 4 Wochen (4W), 12 Wochen (12W) und
24 Wochen (24W) nachverfolgt. Zu den genannten Zeitpunkten erfolgte die Euthanasierung
der jeweiligen Tiere und die ex vivo Untersuchungen. Zwischen den R+ und R-Implantaten
der jeweiligen Gruppen (4W, 12W, 24W) wurden makroskopische, mikroskopische und
molekularbiologische Vergleiche des Knorpelregenerats durchgefihrt. Hierfir wurde nach
Explantation des Knies (s. 2.2.3.4) an allen (n=36) eine makroskopische Beurteilung der
Defektstelle vorgenommen, um das entstandene Regeneratgewebe anhand der Kriterien des
International Cartilage Repair Society (ICRS) 1 Score zu evaluieren (s. 2.2.4).

Es folgten nach Aufbereitung des Explantats die Farbungen mit Berliner Blau, Safranin O
sowie eGFP (n=36), Kollagen Il (n=36) und Aggrecan (n=36). Hierdurch konnte die
mikroskopische ICRS 2 Bewertung ermittelt werden (s. 2.2.6).

Fir die molekularbiologischen Analysen wurde ein Drittel des proximalen Defekts
entnommen und zunachst kryokonserviert. Anhand dieser wurde das Genexpressionsmuster
des entstandenen Regeneratgewebes analysiert. Hierfir wurde die Expression von
Aggrecan, Kollagen Typ Il und Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) untersucht,

welche allesamt Bestandteile der extrazellularen Matrix des hyalinen Knorpels sind. Zudem
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erfolgte die Analyse der Genexpression von Sox9, das bei der Knorpelerhaltung bzw.
Chondrozytendifferenzierung eine Rolle spielt. Auch Kollagen Typ | und Typ X wurden
analysiert; diese hingegen sind vor allem in ossifizierendem Knorpel- oder Knochengewebe
hoch exprimiert und als Dedifferenzierungsmarker zu werten.

Weiterhin wurde die Expression von Entziindungsmarkern IL-13 und TNF-a untersucht.

n=4 Pilotversuch zur Operationsmethoden- und MRT Sequenzoptimierung

n=36 NZW Kaninchen
|

Operative Defektsetzung und Stammzell-Fibrin-Implantation

o 4 Wochen (4W) n=12 12 Wochen (12W)n=12 24 Wochen (24W)n=12
= R+ n=6 R+ n=6 R+ n=6
S |R-n=6 R- n=6 R- n=6
= |
Operative Explantation und Euthanisierung zu den Zeitpunkten T
4Wn=12 12Wn=12 24Wn=12
T =4 Wochen T =12 Wochen T =24 Wochen
1
n=36 Makroskopische Bewertung des Regenerats (ICRS1) -%
I
,g ‘ ¥ S
8’ Fixierung, Entkalkung, Praparierung Kryokonservierung eines Teils des S
S | und Kryoschnitte Regenerats S
*gu"_' | ! | Molekularbiologische Analysen gPCR ;:S
XL | Histochemie Immunhistochemie Q£
o T ' o
S - Aggrecan Kollagen|
'S | Berliner Blau SR TR Kollagenll | Kollagen X S
Safranin O Kollagen Il ) o
b Sox9 TNF-a
Ly eGFP =
: COMP IL-1B 3
Mikroskopische Bewertung (ICRS2) ﬁ

Abb. 2: Studiendesign

n= Anzahl, T= Zeitpunkte, W = Wochen, R+ = Resovist®-markiert, R- = unmarkiert (Resovist® negativ)
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2.2.2. Herstellung der Stammzell-Fibrin-Implantate

Samtliche Vorversuche zur Etablierung der Zellmarkierung und Zellkulturarbeiten waren nicht
Inhalt der hier vorliegenden Arbeit und sind durch Berninger et al. (2019, S. 3-8 ESM)
beschrieben. Die Stammzell-Fibrin-Implantate wurden dann durch Dr. Berninger hergestellt
(Berninger et al., 2013b, S. 3) und fir die vorliegende Arbeit zum Zeitpunkt der Implantation

freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

2.2.2.1. eGFP Transduktion

Um einen immunhistochemischen Nachweis aller implantierten mesenchymalen
Stammzellen (MSC) zu gewahren und eine nachweisbare Kontrollgruppe fir die
Resovist®-markierten MSC zu schaffen, wurden alle MSC mit enhanced Green Fluorescent
Protein (eGFP) markiert (Berninger et al., 2019, S. 4 ESM). Die eGFP-positiven MSC wurden
aliquotiert und bei -135°C aufbewahrt. Fir die jeweiligen Versuche wurden die Zellen

aufgetaut und noch einmal expandiert, um die Resovist®-Markierung durchfiihren zu kénnen.

2.2.2.2. Resovist®-Markierung

Mit der Kontrastmittelmarkierung sind die Zellen im MRT sichtbar und dienen somit der
in vivo Verfolgung der Zellen und dem ex vivo Nachweis. Es galt festzustellen, ob die
Markierung Einfluss auf das Differenzierungspotential der implantierten MSC und damit auf
das Regenerationspotential hatte. Anhand der Methoden von Henning et al. (2009, S. 167)

wurden eGFP-positive MSC wenige Tage vor der Implantation markiert.

2.2.2.3. Stammzell-Fibrin-Implantate

Die Implantate wurden gemafR den Vorarbeiten von Berninger et al. (2013b, S. 3) hergestellt
und fur die Implantation in die Defekte der Kaninchenknie zur Verfigung gestellt. Die
Herstellung der Implantate war kein Teil der vorliegenden Arbeit. Kurz zusammengefasst
wurde hierflr auf einer sterilen Plastikplatte mit vorgebohrten Léchern der spatere Defekt mit
einer Tiefe von 3 mm und einem Durchmesser von 3,6 mm repliziert. Als Zellkomponente
wurden eGFP-transduzierte und zur Halfte zusatzlich Resovist®-markierte MSC verwendet
(s. 2.2.21 und 2.2.2.2 ). Zusammen mit Thrombin und Fibrinogen entstand im Zuge des
Gerinnungsprozesses ein festes Implantat. Pro Tier wurden zwei solcher Implantate

hergestellt, um den nachher achtférmigen Defekt zu flllen.

2.2.3. Operative Eingriffe

Am Tag der Operation wurden die Tiere gewogen, um eine adaquate
Medikamentendosierung zu ermoglichen, und im Anschluss anasthesiert, analgesiert und
intubiert. Eine Warmematte auf dem Operationstisch stellte eine angemessene

Korpertemperatur des Tieres sicher. Die Uberwachung der Vitalwerte wurde durch
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Kapnograph und Pulsoximeter gewahrleistet. Bei der Operation wurden zwei Defekte mit
3 mm Tiefe und 3,6 mm Durchmesser gesetzt und im Anschluss mit den Implantaten gefllt.

Nach der Operation erfolgte eine intensive Nachsorge.

2.2.3.1. Anasthesieprotokoll

Ein Tierarzt untersuchte die Kaninchen vor den Eingriffen, um Erkrankungen oder
Verletzungen auszuschlieen. Das Auftragen einer ortlich betdubenden Creme (Emla®)
erleichterte das Legen der vendsen Zugange. Es folgte die Induktion der Narkose mit
1%igem Propofol (10 mg/kg KG). Das Operationsgebiet wurde rasiert. Nun wurde das Tier
mit einem Endotrachealtubus durch den Tierarzt intubiert; dessen korrekter Sitz wurde mit
dem Kapnographen kontrolliert. Die Beatmung mit 100%igem Sauerstoff erfolgte
volumengesteuert entsprechend einem Atemzugvolumen von 6-8 ml/kg KG mit 8-12 cmH.O
Atemdruck und einer Frequenz von ca. 25 /min. Uber Kapnograph und Pulsoximeter mit
Pulsrate wurden standig die Narkosetiefe und die Vitalwerte des Kaninchens Uberwacht und
der Sauerstoff- und Anasthetikabedarf angepasst.

Die Narkose wurde Uber einen 2%igen Propofol Perfusor mit 1.5 mg/ kg KG/ min
aufrechterhalten. Fentanyl-Boli (0,05 mg/kg KG i.v.) und zusatzliches
Metamizol (30 mg/kg KG i.v.) stellten die intraoperative Analgesie sicher. Zur
Flussigkeitssubstitution wurde isotone Kochsalzldsung (10 ml/kg KG i.v.) infundiert. Die
Narkoseausleitung begann mit dem Abschalten des Propofolperfusors und Reduzierung des
Atemzugvolumens bis zur Spontanatmung. Eine subkutane Gabe von Buprenorphin
(0,025 mg/kg KG) deckte die postoperative Analgesie ab, diese Gabe wurde alle zwolf
Stunden in der Nachsorge (s. 2.2.3.3) fortgesetzt und durch Carprofen (5 mg/kg KG) erganzt.

2.2.3.2. OP-Methode der Implantation

Das zu operierende Knie wurde griindlich mit Cutasept® F desinfiziert und mit sterilen
Tlchern abgedeckt. Ein steriles Schlitzklebetuch sicherte eine fellfreie Wunde. Die Lage der
Patella wurde palpiert. Nun folgte der etwa 2 cm lange Hautschnitt mit einem 22er Skalpell
und die Praparierung bis auf die Gelenkkapsel. Mit einem 15er Skalpell wurde die Eréffnung
des Kniegelenks vorgenommen, ohne darunterliegende Strukturen zu verletzen. Nun wurde
vorsichtig und nach Fentanyl-Bolus Gabe (0,05 mg/kg KG i.v.) die Patella nach lateral luxiert,
um die Trochlea femoris freizulegen.

Anschlielend wurden mit einem Keramikbohrer zwei 3,6 mm breite und 3 mm tiefe Locher in
einer Achter-Konfiguration gebohrt, welche die zu flllenden Defekte bildeten (s. Abb.
3aund b). Der Keramikbohrer wurde verwendet, um eine mogliche Kontamination der
spateren Berliner Blau Farbung durch Metallabrieb zu verhindern.

In schneller Folge wurde nun der Defekt mit Fibrinkleber TissuCol® und dem entsprechenden

Stammzell-Implantat geflllt. Um eine optimale Fillung und Wiederherstellung einer
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homogenen Gelenkflache zu garantieren, wurde die Patella repositioniert und das Knie
mehrmals passiv durchbewegt. Nach erneuter lateralen Patellaluxation wurde geprtift, ob die
Implantate den Defekt komplett fiillten und nicht in das Gelenk hinausragten oder luxiert
waren (s. Abb. 3c). Nun folgte die erneute Reposition der Patella, dann der Kapsel- und
Gleitschichtverschluss mit einer 4-0 Vicryl® Naht. Die Hautnaht erfolgte fortlaufend intrakutan
mit resorbierbarem Faden (4-0 Monocryl®), um Fadenknoten auf der Haut und somit
mogliche lIrritationsquellen fir die Tiere zu verhindern und eine Nahtmaterialentfernung
Uberflissig zu machen. AnschlieRend wurde das Operationsgebiet nochmals desinfiziert. Die

Narkoseausleitung erfolgte gemafR dem Anasthesieprotokoll.

Abb. 3: Operative Setzung des Defekts

a. Keramikbohrer
b. Achtférmige Konfiguration der Knorpeldefekte
c. Mit Implantaten gefiillter Defekt

2.2.3.3. Nachsorge

Die Kaninchen wurden wahrend den ersten drei postoperativen Tagen intensiv Uberwacht,
um mdogliche Komplikationen fruhzeitig zu erkennen. Alle 12 Stunden wurde der
Bewertungsbogen ,Therapiemonitoring“ (s. 7.1) zu Infekt- oder Stresszeichen ausgefullt und
die Wunde inspiziert. Zur Analgesie wurde Buprenorphin (0,025 mg/kg KG s.c) alle
12 Stunden appliziert und alle 24 Stunden zusatzlich Carprofen (5 mg/kg KG s.c.). Nach
3 Tagen erfolgte die Gesundheitsbewertung der Kaninchen (s. 7.1) woéchentlich, um bei

Auffalligkeiten sofortige tierarztliche Untersuchung veranlassen zu kénnen.

2.2.3.4. OP-Methode der Explantation

Fur die MRTs wurden die Kaninchen mit Ketanesti.m. durch den Tierarzt betdubt. Nach
Vollendung des letzten MRTs (s.2.2.1 Studiendesign) wurde eine Uberdosis
Natrium-Pentobarbital (100 mg/kg KG) verabreicht und mit einem Pulsoximeter und einem
Stethoskop der Exitus gesichert.
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Direkt im Anschluss erfolgte die Gewebeentnahme fir die molekularbiologischen
Untersuchungen mittels PCR. Hierfir wurde das Gelenk wie bei der Implantation medial tber
einen Hautschnitt freigelegt, erdffnet und die Patella nach lateral luxiert (s. Abb. 4a). Ein
Drittel des proximalen Teiles des Defekts wurde mit einem Skalpell entnommen (s. Abb. 4b)
und direkt in flissigem Stickstoff kryokonserviert, um direkt im Anschluss bei -20°C gelagert
zu werden.

Nun folgte nach der Patellareposition die Extraktion des Kniegelenks. Zuerst wurde die Haut
entfernt und die Weichteile und Muskeln durchtrennt. Dann konnte das Femur 1,5 cm
oberhalb der Defekte und die Tibia im proximalen Drittel abgetrennt werden (s. Abb. 4c).

Ein kontralaterales nicht-operiertes Knie wurde ebenfalls als Kontrolle entnommen (aus der

24-Wochen-Gruppe).

|

Abb. 4: Aufsicht auf ein eréffnetes Kniegelenk zum Zeitpunkt der Explantation

a. Knie vor der Entnahme der PCR Probe
b. Nach der Entnahme der PCR Probe (Entnahmestelle = Pfeil)
c. Nach vollendeter Explantation

2.2.4. Makroskopische Bewertung des Defekts bei
Explantation — ICRS 1

Die makroskopische Bewertung des Knorpelregenerats wurde direkt bei Explantation
durchgefiihrt. Anhand der Kriterien der International Cartilage Repair Society (ICRS) wurde
eine Punktzahl vergeben, die Hinweise auf die Qualitat des Regenerats gibt (s. Abb. 5).
Hierbei wurde der Grad der Defektheilung, Integration mit der Grenzzone sowie die
makroskopische Erscheinung des Regeneratknorpels bewertet. Zur Auswertung wurden die
erzielten Punkte herangezogen (jeweils 0 bis maximal 4 Punkte mdglich), je hoher die
Punktzahl desto positiver war die Knorpelqualitdt des Regenerats zu bewerten. Eine
Gesamtpunktzahl des Regenerats von 12 entsprach einem makroskopisch gesunden
Gelenkknorpel. Wurden < 7 Punkte erzielt, so galt der Knorpel als abnormal (s. Abb. 5). Die

Praparate wurden aufgrund der erzielten Gesamtbeurteilung eingeordnet in die Kategorien
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.stark abnormal“ (0), ,abnormal“ (1), ,fast normal® (2) und ,normal“(3) und anhand dieser
ausgewertet.

ICRS Makroskopische Beurteilung der Knorpelheilung

Knorpel Regeneration/Heilung ICRS 1 Punkte

Grad der Defektheilung

Gleiches Niveau mit umgebendem Knorpel 4
75% der Defekttiefe 3
50% der Defekttiefe 2
25% der Defekttiefe 1
0% der Defekttiefe 0
Integration mit der Grenzzone
Komplette Integration mit dem umliegenden Knorpel 4
Trennungslinie <1 mm 3
% des Implantats integriert, 4 mit sichtbarer Trennungslinie 1 mm 5
2 des Implantats integriert, %2 mit sichtbarer Trennungslinie 1 mm 1
Kein Kontakt oder bis zu % des Implantats integriert 0
Makroskopische Erscheinung
Intakte glatte Oberflache 4
Fibrillare Oberflache 3
Kleine, verteilte Fissuren oder Risse 5
Viele kleine oder wenige grofie Risse 1
Totale Degeneration der Implantatzone 0
Gesamtbeurteilung/ Kategorie
3 =nomal 12
2 = fast normal
_ 11-8
1 = abnormal
_ 74
0 = stark abnormal 3.0

Abb. 5: Makroskopische Bewertungskriterien der Knorpelregeneration nach ICRS 1

Ubersetzt und angelehnt an den ICRS Knorpelverletzungs-Evaluationsbogen publiziert von Brittberg et al. (2000,
S. 16)
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2.2.5. Histologische Auswertung

Nach der Entnahme wurde das Gewebe fixiert und entkalkt. Es folgte die Praparierung und
Anfertigung von Kryoschnitten des distalen Femurs. Die Auswertung erfolgte anhand von
histochemischen und immunhistochemischen Farbungen. An den Schnitten wurde des
Weiteren eine mikroskopische Bewertung des Regenerats anhand der Kriterien der
International Cartilage Repair Society (ICRS)2 durchgefuhrt (s. 2.2.6) — &hnlich der

makroskopischen Bewertung anhand des ICRS 1.

2.2.5.1. Verarbeitung der Praparate

2.2.5.1.1. Fixierung und Entkalkung

Um die enzymatische Autolyse zu unterbinden und das Gewebe stabil im
Explantationszustand zu behalten, wurde das entnommene Gewebe chemisch fixiert. Dies
erfolgte in 70%igem Methanol bei Raumtemperatur (RT). Anschlielfend wurden die
Praparate bei 4°C aufbewahrt.

Um das Praparat schneiden zu kénnen, mussten die Knochen des Kniegelenks entkalkt
werden. Hierfur wurde die Entkalkung mit Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat (EDTA) ausgewahlt.
Die Praparate wurden bei RT in EDTA gegeben und auf ein Schuttelbrett gestellt, um eine
vollkommene Immersion des Gewebes zu gewahrleisten. Das 20%ige EDTA wurde aus
200 g Na-EDTA in 800 ml Aqua dest. hergestellt, welches unter stdndigem Ruihren erhitzt
wurde. SchlieRlich wurde mit ca. 50 ml NaOH (40%ig) und Aqua dest. der pH-Wert auf 7,4
eingestellt.

Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten rontgenologische Kontrollen der noch
vorhandenen Verkalkung in den Explantaten gemacht, welche mithife eines
Referenzknochens beurteilt wurden. Das EDTA wurde woéchentlich gewechselt. Sobald die
Entmineralisierung vollstandig und keine Verkalkung mehr im Rontgenbild zu sehen waren,

wurden die Praparate bei 4°C in 70%igem Methanol aufbewahrt.

2.2.5.1.2. Praparierung

Um histologische Schnitte anfertigen zu koénnen, wurden die Femurkondylen aus dem
fixierten und entkalkten Knie herausgelost. Zur Praparierung wurde der bei der Explantation
gesetzte mediale Schnitt erweitert, um die Gelenkhdhle zuganglicher zu machen (s. Abb.
6a). Die Kapsel wurde medial von der Gelenkflache uUber die Kondylen abprapariert und
hierbei das mediale Seitenband durchtrennt. Die Kondyle wurde einige Millimeter Uber dem
proximalen Defekt abgetrennt (s. Abb. 6b).

Die dorsale Flache der Kondyle wurde freiprapariert, meist war hierfir eine weitere Offnung
der Kapsel unterhalb der Kondylen nétig. Es folgte die Losung der Bander und der Kapsel

auf der lateralen Seite, dann der Kreuzbander und Menisken.
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Etwaige Sehnenreste und Uberschissiges Kapselgewebe wurden von der herausgelosten
Kondyle entfernt (s. Abb. 6¢).

-
& -

Abb. 6: Praparation

a. Fixiertes Praparat (Kniegelenk mitsamt distalem Femur und proximaler Tibia)
b. Komplett eréffnetes Gelenk (zur Veranschaulichung) mit durchtrenntem Femur
c. AusgelOstes Praparat (distales Femur)

2.2.5.1.3. Kryoschnitte

Fir die histologische Auswertung wurden Kryoschnitte erstellt. Zuerst wurden die Praparate
bei 4°C in 30%iger Sucrose-PBS Ldsung getaucht, bis sie vollstdndig perfundiert und
abgesunken waren, um die inhomogenen Gewebe zu erweichen und Gefrierartefakte
vorzubeugen.

Den Praparaten wurde 3 mm der medialen Kondyle abgetrennt, um ndher am Defekt
schneiden zu konnen. Das gestutzte Praparat wurde dann in Gefriermedium (Cryo-Gel®)
eingedeckt und auf einen Trager aufgefroren. Im Kryostat CM1950 von Leica Biosystems
wurde das Praparat auf durchschnittlich -25°C gekuhlt. Die Schneidekammertemperatur lag
bei durchschnittlich -20°C. Durch diese Temperaturdifferenz war es mdéglich den Knochen,
der in dieser Probe sowohl kortikale als auch trabekuldre Anteile aufweist, homogen zu
schneiden. Als Schnittstarke bewahrte sich 15 um und ein Schneidewinkel von 2,5°. Die
Schnitte wurden auf Superfrost-Plus® Objekttrager aufgezogen und beschriftet und bei -20°C
aufbewahrt.

2.2.5.2. Histochemie

Bei den histochemischen Farbungen handelt es sich um klassische Farbungen mit
Farbstoffen, welche bestimmte Merkmale des Praparats anfarben — z.B. die Eisenionen des

Ferucarbotrans.

2.2.5.2.1. Berliner Blau

Berliner Blau weist das eisenhaltige Kontrastmittel Resovist® Uber eine Blaufarbung
Fe®*-lonen nach. Im Rahmen der gesamten Analysen wurde streng darauf geachtet nicht mit
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metallischen Gegenstanden zu arbeiten beispielsweise beim Kuvettenwechsel, da es sonst
zur Freisetzung von Eisenionen und somit einer Verfalschung der Schnittanfarbung kommen
kénnte. Auch wurde bei der Operation ein Keramikbohrer eingesetzt, um Metallabrieb bei der
Defektsetzung zu verhindern. Vor der Farbung wurde die Berliner Blau Lésung frisch aus
2 g Kaliumhexacyanferrat (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) in 100 ml Aqua dest. und
100 ml 1%ige Salzsaure angesetzt. Zur Gegenfarbung wurde Kernechtrot verwendet. Die
Losung aus 0,1 g Kernechtrot (Chroma, Munster) mit 100 ml
heilRer 5%iger wassriger Aluminiumsulfatiésung farbte Zellkerne rot und das Zytoplasma
rosa. Nach dem Erkalten wurde das Kernechtrot filtriert und direkt vor der Farbung ein
Tropfen Eisessig hinzugegeben.

Die Gefrierschnitte trockneten bei Raumtemperatur (RT) an und wurden anschlielend
zweimal in Aquadest. gewaschen. Dann wurden die Schnitte 30 min in die
Berliner Blau Losung (s.0.) getaucht. Daraufhin wurden sie zweimalig in Aqua dest.
gewaschen und eine Minute lang mit Kernechtrotlésung gegengefarbt. Nach weiteren vier
Spulungen in Aqua dest. wurden die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe entwassert
(s. 7.2) und schlieBlich in Xylol fixiert und mit Kunstharz (Eukitt®) eingedeckt.

2.2.5.2.2. Safranin O

Die Safranin O Farbung ermdglicht eine Quantifizierung des Glykosminoglykangehalts der
Knorpelmatrix. Das metachromatische Safranin O bindet die Polyanione der
Mucopolysaccharide (Glykosaminoglykane, GAG) des Gelenkknorpels und farbt diese
orthochromatisch rot. Die 0,5%ige Safranin O Losung wurde bei 36°C hergestellt, daflr
wurde 0,5 g Safranin O (Chroma GmbH) in 100 ml Aqua dest. geldst und anschliefend
filtriert.

Echtgrin kontrastiert die GAG-Rotfarbung mit einer grinen Kollagenfarbung. Die
0,02%ig Lésung wurde bei RT aus 0,02 g Echtgriin for colouring food (FCF, Chroma GmbH)
in 100 ml Aqua dest. hergestellt und ebenfalls anschlieend filtriert.

Weigert’s Eisenhamatoxilin farbt die Zellkerne dunkelblau. Es besteht aus zwei Losungen, A
und B. Fiar LosungA wurde 10 g Hamatoxilin Certistain® (Merck GmbH) in
1000 ml 100%igem Ethanol gelést. Lésung B bestand aus 12 g Eisenchlorid mit
990 ml Aqua dest. und 10 ml HCL (25%ig). Losung A und B wurden fir die Farbung im
Verhaltnis 1:1 frisch angesetzt und filtriert.

Die Gefrierschnitte trockneten bei RT an und wurden anschlieRend zweimal in Aqua dest.
gewaschen. Nun folgten 3 min in Weigert's Eisenhamatoxilin Lésung (s.0.), dann die
Waschung in Aqua dest.. Die Schnitte wurden in Ethanol (100%ig) mit Salzsaure (1%ig)
getaucht und anschlieBend, um die Reaktion zu stoppen, 10 min in Leitungswasser
gewaschen. Es folgten ein Einwirken von 15 min in Echtgrin 0,02%ig, Waschen in

Aqua dest. sowie 5 min in 1%ger Essigsaure und dann 3 min in Safranin O Lésung (0,5%ig).
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Nach weiteren Spulungen in Aqua dest. wurden die Schnitte in der aufsteigenden

Alkoholreihe (s. 7.2) entwassert und schlieBlich in Xylol fixiert und mit Eukitt® eingedeckt.

2.2.5.3. Immunhistochemie

Immunbhistologische Farbungen dienen dem Nachweis von Antigenen auf oder in Zellen, die
im Gewebeverband der Schnitte vorliegen. Je nach benutztem Antikérper kénnen
beispielsweise verschiedene Proteine und damit spezifische Zellmerkmale sichtbar gemacht
werden. Dies beruht auf einer Antigen-Antikdrper-Komplexbildung. Die Schritte sind in Abb.7
dargestellt.

Um eine Bindung an endogene Immunglobuline zu verhindern, die im Gewebe vorliegen
kénnen, werden die endogenen Immunglobuline durch ein Normalserum besetzt bzw.
blockiert bevor die Antikdrper aufgetragen werden. Dabei wird zuerst ein Primarantikérper
aufgebracht, welcher an das spezifische Epitop des Ziel-Antigens bindet. Im zweiten Schritt
wird ein Sekundarantikérper aufgebracht, welcher den Primaren bindet. Es kann aufgrund
der Blockierung davon ausgegangen werden, dass der Sekundarantikdrper nur die
Primarantikorper bindet. Der Sekundarantikdrper kann direkt markiert sein beispielsweise mit
einem  Fluoreszenzfarbstoff. In  dieser Arbeit wurde zur Detektion ein
Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex  (“Vectastain® Elite ABC-Kit") in  Kombination  mit
ImMmPACT™ NovaRED™ Peroxidase Substrat verwendet

Hierfir werden Dbiotinylierte  Sekundarantikorper verwendet, an welche Avidin
(Vectastain® Losung A) hochaffin nicht-kovalent bindet. Avidin hat insgesamt vier
Biotin-Bindungstellen und bindet daher auch die im zweiten Schritt zugegebenen
biotinylierten Peroxidasen (Vectastain® Lésung B) (Vector Laboratories Inc., 2016, S. 1).
Diese Peroxidasen aktivieren enzymatisch das ImmPACT™ NovaRED™ Peroxidase
Substrat und es kommt zu einer Rotfarbung am Zielepitop. Eine Blockierung der endogenen
Peroxidasen durch Wasserstoffperoxid (30%ig) in Methanol (100%ig) ist zur Minimierung der

Hintergrundfarbung daher zwingend natig.

Blockierung O Biotin
l ﬁ: Biotinylierter Sekundarantikorper
VWyPrimarantikdrper

& Peroxidase /)

Primé&rantikérper o
Pe ® Antigen m
l Substrat

Sekundérantikérper > O_L‘g
l 7 L

Anfarbung

Abb. 7: Schema der Immunhistochemische Farbung
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2.2.5.3.1. eGFP - enhanced green fluorescent protein
Der GFP (4B10) Mouse monoklonaler Antikorper bindet eGFP, das von den MSC nach

Infektion mit dem lentiviralen Vektor produziert wurde. Das eGFP wurde rot angefarbt, die
Zellkerne durch das Hamatoxylin blau.
1. Die zu farbenden Schnitte und ihre Kontrollen wurden sorgfaltig ausgewahlt, beschriftet
und mit einem PAP-Pen® eingekreist.
Nach dem Antrocknen wurden die Schnitte fiir 5 min in PBS/Tween® 20 rehydriert.
2. Blockierung der endogenen Peroxidasen durch 30 min Inkubation in 100 ml Methanol
(100%ig) mit 1 ml Wasserstoffperoxid (30%ig).
Es wurde dreimal je 5 min in PBS/Tween® 20 gewaschen
3. Blockierung der endogenen Immunglobuline durch 60 min Inkubation mit
Horse Serum (Verdiinnung 1:20 in PBS). AnschlieRendes Abklopfen des Serums.
4. Markierung des Antigens zuerst mit dem Primarantikérper GFP (4B10) Mouse mAB
(Verdinnung 1:50) Uber eine Inkubation in einer feuchten Kammer bei 4°C tber Nacht.
Anschliefend wurde dreimal 5 min in PBS/Tween® 20 gewaschen.
5. Der Sekundarantikorper ein biotinylierter Horse Anti-Mouse Antikérper (Vector BA-2000)
(Verdinnung 1:200 in PBS) wurde nun fur 30 min aufgetragen.
6. Es wurde wieder dreimal 5min in PBS/Tween®20 gewaschen. Nun wurde die
30 min vorher  vorbereitete  Vectastain® ABC-Reagenz (1 ml PBS/Tween®20 mit
20 pl Lésung A und 20 pl Lésung B) aufgetragen und 30 min inkubiert.
Danach wurde erneut mit PBS/Tween®20 dreimal gewaschen.
7. Anfarbung des Antigens: Zur Detektion wurde mit InmPACT™ NovaRED™ 4 min in
Dunkelheit inkubiert. Die Arbeitslosung enthielt 2,5 ml Verdinnungsmittel —mit
40 ul Reagenz 1, 25 ul Reagenz 2, 25 yl Reagenz 3 und 40 pl Reagenz 4.
Zellkernfarbung durch Gegenfarbung mit Hamatoxylin 0,1 g in 100 ml Ethanol (96%ig).
Dann Blauen in Leitungswasser (200 ml) mit Natronlauge (1 ml).
10. Fixierung der Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe (s. 7.2) und zweimalig 10 min

Entwéasserung in Xylol. AnschlieRend wurde mit Eukitt® eingedeckt.

2.2.5.3.2. Kollagen Il

Kollagen Il ist das strukturgebende Protein des Gelenkknorpels, welches entscheidend fur
die biomechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels ist. Es wurde Uber die Antikdrper
rotlich gefarbt, die Zellkerne wurden durch die Gegenfarbung blau gefarbt.

Die Farbung erfolgte ahnlich dem GFP-Protokoll (s. 2.2.5.3.1). Schritte 1.- 4. waren gleich.
Nun folgte ein Zwischenschritt mit einer Hyaluronidase (1,5 U/ml fir 30 min bei 37°C), um die
Kollagen ll-Antigene zu demaskieren. Danach schloss sich ein dreistufiger Waschzyklus mit

PBS/Tween® 20 und die Blockierung mit Horse Serum (Verdiinnung 1:20, 60 min RT) an.
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Dann wurde der Primarantikérper CIIC1 fur 30 min bei RT aufgetragen (Verdunnung 1:6). Die
weitere Farbung erfolgte geman des GFP--Protokolls (s. 2.2.5.3.1 Schritte 7.-10.).

2.2.5.3.3. Aggrecan

Aggrecan ist ein Proteoglykan, welches malgeblich fir die biomechanischen Eigenschaften
des Gelenkknorpels verantwortlich ist. Aggrecan wurde Uber die Antikdrper rotlich gefarbt,
die Zellkerne wurden durch die Gegenfarbung blau gefarbt.

Die Farbung erfolgte ahnlich dem GFP-Protokoll (s. 2.2.5.3.1) und dem Kollagen Il Protokoll.
Schritte 1.- 4. waren gleich. Es folgte, wie bei Kollagen Il, ein Zwischenschritt zur
Demaskierung der Epitope mit dem Enzym Chondroitinase AC (0,25 U/ml fir 30 min bei
37°C). Analog der anderen Protokolle folgte ein dreistufiger Waschzyklus mit PBS/Tween® 20
und die Blockierung mit Horse Serum (Verdinnung 1:20, 60 min RT). Danach wurde die
Inkubation mit dem Primarantikdrper 1C6 Aggrecan (Verdinnung 1:5) Uber Nacht bei 4°C
durchgeflhrt. Die  weitere  Farbung erfolgte gemadll dem  GFP-Protokoll
(s.2.2.5.3.1 Schritte 7.-10.)

2.2.6. Mikroskopische Bewertung des Defekts in den
Gewebeschnitten — ICRS 2

Die mikroskopische Bewertung umfasste flr jedes Praparat Schnitte in Berliner Blau,
Safranin O Farbung sowie den immunhistochemischen Farbungen Kollagen Il und Aggrecan.
Anhand eines von Mainil-Varlet et al. (2010, S. 882-5) entwickeltem Bewertungsschema,
basierend auf der visuellen Analogskala, wurden insgesamt 14 Parameter bewertet (s. Abb.
8). Zuerst wurde die Gewebemorphologie (1) auf einer Skala von fibrinds bis hyalin bewertet.
Bei der Matrixfarbung (2) wurde die Intensitdt sowie Durchdringungstiefe der
Safranin O Farbung bewertet. Eine tief im Defekt vorliegende, starke Anfarbung zeugte von
hohem Proteoglykangehalt und somit optimaler Belastbarkeit des Knorpels. Anhand der
Zellmorphologie (3) wurde zwischen Faserknorpel und hyalinem Knorpel unterschieden.
Zellansammlungen (4) von uber drei Chondrozyten, sogenannte Cluster, wurden negativ
bewertet, da sie unter anderem in osteoarthritischem Knorpel vorkommen (Mainil-Varlet et
al.,, 2010, S. 884). Die Bewertung der Oberflachenarchitektur (5) reichte von delaminiert zu
glatt. Bei der basalen Integration (6) wurde die komplette Lange des Defekts bewertet. War
eine einzelne Verkndcherungsgrenze (7) zwischen radialem und kalzifizierendem Knorpel
erkennbar, wurde volle Punktzahl vergeben. Es folgten die Bewertung auf das
Vorhandensein subchondraler Knochenabnormalitdten und Knochenmarksfibrose (8), der
Fibrose des Regenerationsgewebe (9) sowie der Entzindungszeichen (10) und der
Ossifizierung innerhalb des Knorpelregenerats (11), welche alle negativ im Hinblick auf die
Regeneration zu bewerten sind. AbschlieRend erfolgte anhand der erhobenen Parameter

sowie Betrachtung aller Farbungen eine Bewertung des oberen Regeneratdrittels, der
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unteren zwei Drittel sowie einer hieraus resultierenden Gesamtbewertung (12-14). Bei der
oberflachlichen Bewertung (12) sollten elongierte Chondrozyten in einer organisierten
Kollagenmatrix liegen sowie eine glatte Oberflache zeigen. In der mittleren und tiefen
Zone (13) hingegen sollten Proteoglykane vorliegen, keine sichtbaren Kollagenfibrillen sowie
eine intakte basale Integration und Verkndcherungszone aufweisen. Hiernach folgte die

Ubergreifende Gesamtbeurteilung (14).
ICRS Il Bewertunng

Histologische Unterkategorie Bewertung
1. Gewebemorphologie 0%: Kollagenfibrillen komplette Defekttiefe
(polarisierendes Licht) 100%: Normaler Knorpel (Birefringenz)
2. Matrixfarbung 0%: Keine Féarbung
100%: Volle Metachromasie
3. Zellmorphologie 0%: Keine runden/ovale Zellen
100%: Vorwiegend runden/ovale Zellen
4. Chondrozyten Cluster 0%: Vorhanden
(Ansammlung von 4 oder mehr) 100%: Nicht vorhanden
5. Oberflachenarchitektur 0%: Delaminiert, massiv unregelmafig
100%: Glatt
6. Basale Integration 0%: Keine Integration
100%: Volle Integration
7. Verkndcherungsgrenze 0%: Keine Verkndcherung sichtbar

100%:Tidemark, Verknécherungsgrenze
8. Subchondrale Knochenabnormalitaten/ 0%: Abnormal

Knochenmarksfibrose 100%: Normales Knochenmark

9. Entziindung 0%: Vorhanden
100%: Nicht vorhanden

10. Ossifizierung innerhalb des 0%: Vorhanden

Regenerats 100%: Nicht vorhanden
11. Vaskularisierung innerhalb des 0%: Vorhanden

Regenerats 100%: Nicht vorhanden
12. Oberflachliche Bewertung (Oberes 0%: Abnormal

Drittel) 100%: Hyalin-ahnlich

13. Mittlere/Tiefe Bewertung (Untere 2/3) 0%: Abnormal

100%: Hyalin-&hnlich
14. Gesamtbeurteilung 0%: Abnormal

100%: Hyalin-ahnlich

Abb. 8: Mikroskopische Bewertungsskala nach ICRS 2 Kriterien
Ubersetzt und angelehnt an Mainil-Varlet et al. (2010, S. 883)

2.2.7. Molekularbiologische Analysen

2.2.7.1. mRNA Isolierung aus Proben der Defektfiillung

Die Isolierung erfolgte mit der Single-Step Methode nach dem Protocol von Chomczynski
und Sacchi (1987, S. 582-4) Uber Phenol-Chloroform Extraktion mit TRIzol® Reagent.
TRIzol®, eine monophasische Lésung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, sorgt wahrend

der Homogenisierung fir die Integritat der zu isolierenden mRNA. Proben flr die Isolierung
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wurden bei Explantation aus dem proximalen Drittel des Defekts enthommen, mit flissigem

Stickstoff kryokonserviert und bei -80°C aufbewahrt.

1. Homogenisierung: Nach dem Auftauen wurde die Gewebeprobe zweimal mit PBS
gewaschen. Nach Zugabe von 2,5 mm Zirkonium Kigelchen und Abnahme des PBS
wurde 1 ml TRIzol® zur Elution der mRNA hinzugeflgt. Anschlielend wurde die Probe
zweimal 7 s lang mit dem Mini-Bead Beater homogenisiert.

2. Phasenseparation: Pro ml TRIzol® wurde 200 pl Chloroform hinzugefiigt. Die Probe
wurde daraufhin 15 s mit dem Digital Vortex Mixer physikalisch disruptiert, dann 3 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Phasenseparation wurde durch Zentrifugation
fur 15 min bei 13000 rpom und 4°C erreicht. Die obere wassrige Phase enthielt die
MRNA, die Interphase und organische Phase wurde verworfen.

3. Prazipitation: Das Interface wurde abpipettiert und mit 500 pul Isopropanol (100%ig) bei
RT 10 min inkubiert. Nach weiterer Zentrifugation flr 30 min mit 13000 rpm und 4°C
fielen mRNA-Prazipitate aus.

4. Reinigung: Um mogliche Reagenzreste zu entfernen wurde mit 1 ml Ethanol (80%ig)
5min mit 7600 rpom und 4°C zentrifugiert und das entstandene Pellet bis zur
Farblosigkeit getrocknet. Die Resuspension erfolgte in 20-30 yl RNase freiem Wasser,
gefolgt von einer Erhitzung auf 65°C, um eine homogene Suspension zu gewahren.
Nach dem Abkulhlen wurden sie bei -80°C zwischengelagert.

5. Reinheit und Quantifizierung: Die Qualitdt und Quantitat der isolieten mRNA wurde
mittels  Spektrophotometerie  (DU-640, Beckman Coulter GmbH, Brea, USA) im
Anschluss an die RNA-Isolierung Uberpruft. Auf eine Messung aller Proben wurde
aufgrund des geringen Ausgangsmaterials verzichtet.

Fir die Messung wurde 2 yl mRNA mit 198 yl RNase-freiem Wasser in eine Kivette
mit 0,2 cm Lichtweg gefiillt. Die Absorption (A) der Probe wurde anschlie3end bei
260 nm und 280 nm gemessen, das jeweilige Absorptionsmaximum far
Nukleinsduren und Aminosauren. Aus dem Verhaltnis der Werte (A2sonm/Azsonm) konnte
auf die Reinheit der RNA geschlossen werden, die bei proteinfreier Praparation bei
1.8-2.0 lag (Taylor et al., 2010, S. 2).

2.2.7.2. Expressionsanalyse genspezifischer mRNA-Transkripte
mittels gPCR

2.2.7.2.1. Abfolge der gPCR

Es wurde eine quantitative Echtzeit (real-time) reverse-transcription
Polymerase-Ketten-Reaktion  (RT-PCR)  mithife eines ABlI  7900HT  Cyclers
(Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA) eingesetzt. Nach reverser Transkription

folgte gleichzeitig die Deaktivierung der reversen Transkriptase und die Aktivierung der
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thermostabilen DNA-Polymerase durch Erhitzung. Dann konnte mit der Denaturierung und
Vervielfaltigung der entstandenen komplementaren DNA (cDNA) begonnen werden. Dadurch
wurde eine zeitliche Trennung der reversen Transkription und der PCR ermdoglicht. Anhand
der Fluoreszenzsignale der entstehenden PCR-Produkte wurde in Echtzeit (real-time) eine
Quantifizierung der DNA vorgenommen, eine gelelektrophoretische Auftrennung der
PCR-Produkte war somit nicht notig.

Fir die real-time PCR wurde das QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR-Reagenzsystem
(Corbett Life Science, Qiagen N.V., Hilden, Deutschland) gemaR den Angaben des
Herstellers verwendet. Es enthielt die reverse Transkriptase (RT) mit dem dNTP-Mix (jeweils
10 mM dATP, dTTP, dGTP und dCTP), sowie die DNA-Polymerase, einen Puffer und den
Fluorophorfarbstoff SYBR® Green. Diese wurden als RT-Mix und Master Mix getrennt
bei -20°C aufbewahrt.

Fir die RT-PCR wurde zunachst fur jeden Primer eine Stammldésung auf Eis angesetzt.
Diese bestand aus jeweils 0,4 yl Primer forward und 0,4 yl Primer reverse mit
3,1 ul RNase-freiem Wasser, sowie 5 pldes Master Mix und 0,1 uldes RT-Mix. Das
Reaktionsvolumen von 10 pl setzte sich aus 1 pl Probe und 9 pl Stammlésung (Qiagen,
2011, S. 11-6).

Die RT-PCR-Gerateeinstellungen werden in Tab. 2 aufgefuhrt. Die Detektion der Fluoreszenz
fand hierbei im jeweiligen Zyklus zum Zeitpunkt der spezifischen Annealing-Temperatur
(5-8°C unter dem Schmelzpunkt der Primer), bei 72°C wahrend der Elongation und als
zusatzlichen Messung bei 80°C danach statt (s. Tab. 2). Nach beendetem RT-PCR-Lauf
erfolgte die Auswertung mithilfe des Computerprogramms SDS 2.2 (Applied
Biosystems, Foster City, USA).

Es wurde mit drei technischen Replikaten und mehreren biologischen Replikaten (n=6)
gearbeitet. Zur Detektion von DNA-Kontamination und Primer-Dimere wurden No Template
Controls fur jede Probe durchgefiuhrt, bei dieser werden 1 uylProbe durch

1 ul RNase-freies Wasser ersetzt (Taylor et al., 2010, S. 4).

Ablauf Temperatur Dauer
Reverse Transkriptase Reaktion (cCDNA) 50°C 30 min
Inaktivierung reverser Transkriptase / Aktivierung der Polymerase 95°C 15min
Denaturierung 94°C 15s
Annealing(+Fluoreszenzmessung) 58°C/60°C/62°C | je 30s
Elongation/Synthese (+ Fluoreszenzmessung) 72°C 30s
zusatzliche Fluoreszenzmessung 80°C 15s
Schmelzkurve 60-95°C 30s

Tab. 2: Chronologischer Ablauf der RT- PCR mit dem 7900HT Fast Real-Time PCR System
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2.2.7.2.2. CT-Wert Bestimmung

Der CT-Wert bildet die Basis zur Berechnung der relativen Expressionsrate der Gene
(s.2.2.7.2.4). CT steht fur Cycle Threshold, dem Schwellenwert des PCR-Zyklus bei dem die
Reporterfluoreszenz (SYBR® Green) der zu untersuchenden Gene die
Hintergrundfluoreszenz der Probe Ubersteigt. Hintergrundfluoreszenzen koénnen unter
anderem durch Bestandteile des Master Mixs entstehen. Wird die Reporterfluoreszenz
gegen die PCR-Zyklen aufgetragen, entsteht eine exponentielle Kurve. Nach einem
anfanglichen Nullplateau, bei dem die Hintergrundfluoreszenz nicht Gberschritten wird, folgt
ein exponentieller Anstieg bei dem sich die Ziel-DNA, sofern die PCR effektiv verlauft,
verdoppelt. Im Verlauf l|asst dieser Anstieg nach, da Enzymaktivitat, Primer- und
Nukleotidkonzentration abnehmen und es kommt zu einem Plateau ohne weitere Reaktionen
(s. Abb. 9a). Der Fluoreszenzschwellenwert wurde automatisch festgelegt und visuell
Uberprift. Uberschreitung des Schwellenwerts in einem friihen Zyklus (niedriger CT-Wert)
geht mit einer hohen  Amplifikationsrate  der  Ziel-DNA  (berein, hohe

CT-Werte mit einer niedrigen Amplifikationsrate.

b. Schmelzkurve

L=

a. Rn vs. Cycle

R v, Cycte 100 0

1000

Dertvative Reporter (~R)

1200 ¢

Abb. 9a: Real-Time PCR Kurve mehrerer mRNA Konzentrationen der 24-Wochen-Gruppe fiir Kollagen X
Threshold = rote Linie

Abb. 9b: Schmelzkurve mehrerer mRNA Konzentrationen der 24-Wochen-Gruppe fiir Kollagen X
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2.2.7.2.3. Schmelzkurve

Zum Abschluss eines PCR-Durchlaufs erfolgt eine Schmelzkurvenanalyse. Hierfur wird das
Reaktionsgemisch auf 60-95°C in 30s erhitzt. Dies hat zur Folge, dass sich die
entstandenen cDNA-Doppelstrange durch Auflésung der Wasserstoffbricken in
Einzelstrange auftrennen. SYBR® Green, welches zwischen den Doppelstréangen einlagert
ist, verliert folglich schnell an Fluoreszenz und es kommt zu einem raschen Abfall der
Fluoreszenzkurve (s. Abb. 9b). Die DNA-Stradnge haben spezifische Schmelzkurven, je nach
Guanin- bzw. Cytosin-Gehalt, da diese Basenpaare drei statt zwei Wasserstoffbricken
ausbilden (Qiagen, 2011, S. 14; Taylor et al., 2010, S. 3-4).

2.2.7.2.4. Relative Quantifizierung anhand der AACT Methode

Im Gegensatz zur absoluten Quantifizierung, welche die genaue DNA-Kopie-Anzahl mithilfe
von Standardkurven bestimmt, beschreibt die relative Quantifizierung eine
Expressionsveranderungen zwischen einer Untersuchungsgruppe und einem Kalibrator
(Livak & Schmittgen, 2001, S. 403-4). Voraussetzung fir diese Methode, ist die Annahme,
dass beide Gruppen eine ahnliche Amplifikationseffizienz haben. Es wurde hierfir
unbehandelter Knorpel an einem gegenlberliegenden Knie enthommen und gemafl der
Untersuchungsgruppe mRNA isoliert, im Folgenden als ,unbehandelter Referenzknorpel®
bezeichnet. Zudem bendétigt die Methode ein Housekeeping Gene, welches unabhangig der
Behandlung ubiquitédr und homogen exprimiert wird, zu welchem die Expressionsrate des
Zielgens in Relation gesetzt wird. Hierfur wurde gemalf der bereits etablierten Methode von
Salzmann et al. (2011, S. 5812) B-Actin ausgewahlt (s. 2.1.4). Zunachst wird jede Probe auf
das Housekeeping Gen normiert, um Schwankungen in der gewonnenen mRNA-Menge
auszugleichen (ACT = CTzier — CTgactin). Hiernach werden die ACT-Werte des Kalibrators
vom ACT der Probe abgezogen: AACT ist somit normalisiert und auf einen Standard

bezogen.

AACT = ACTprobe — AC Tkaiibrator
AACT = ( A CTZiel, Probe — AC TB—actin,Probe) - ( AC TZiel, Kalibrator — A CTB—actin, Kalibrator)

Da man bei der Amplifikation in der effizienten Phase von einer Verdopplung der DNA mit
jedem Zyklus ausgeht, wird, um die relative Expressionsrate (RQ) zu beschreiben, die
Formel RQ =224°T verwendet (Pfaffl, 2001, S. 2004-7).
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2.2.8. Statistische Auswertverfahren

Die statistischen Analysen wurden mithilfe des Programms SPSS® (Version 26, IBM,
Armonk, NY, USA) durchgeflihrt. Zunachst erfolgte die deskriptive Statistik mit Testung auf
Normalverteilung. Es wurden Mittelwerte und Standardfehler bestimmt. Der Median-,
Minimum-, und Maximum-Wert sowie unteres und oberes Quartil wurden zudem in Boxplots
visualisiert. Schiefe und Kurtosis ergaben erste Hinweise auf eine Abweichung von der
Normalverteilung. Die Normalverteilung wurde grafisch anhand von Histogramm und
Quantil-Quantil-Diagramm  sowie durch den Shapiro-Wilk-Tests geprift. Lagen
nicht-normalverteilte Daten vor, wurde fir die Ermittlung der zentralen Tendenzen der
Mann-Whitney-U-Test oder der Kruskal-Wallis-Test fir unabhangige Stichproben mit
paarweisen Untervergleichen post-hoc nach Dunn-Bonferroni angewendet. Alle statistischen
Tests wurden zweiseitig zu einem Signifikanzniveau von a=0,05 durchgefihrt. Bei multiplen
Untergruppenvergleichen wurde eine p-Wert Korrektur nach Bonferroni vorgenommen.
P-Werte p<.050 wurden als statistisch signifikant festgelegt.

Da sich bei der Testung eine Vielzahl an Subgruppen sowie moégliche Interaktionen ergab,
konnte keine globale Korrektur der p-Werte flr multiple Testung bericksichtigt werden.
Aufgrund der zudem geringen Fallzahlen waren die Ergebnisse stark konservativ und
ergaben eine damit einhergehenden geringen Entdeckungswahrscheinlichkeit von
Zusammenhangen und somit geringere Aussagekraft. FiUr solche Falle ist der
wissenschaftliche Konsensus in Anbetracht explorativer Studien ein Verzicht auf die
Korrektur (Bender et al., 2007, S. 28) und Formulierung neuer Hypothesen anhand der
Ergebnisse, welche dann in einem zweiten Versuch gezielt paarweise verglichen werden
kénnen (Saville, 2015, S. 734).

Zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei der Mann-Whitney-U-Testung, so wurden die
Subgruppen explorativ mit dem gleichen Test untereinander auf statistische Signifikanz
gepruft. Hierzu wurden exakte Signifikanzen px, welche nicht flr Bindungen korrigiert waren,
herangezogen. Zur Beurteilung der Grélie des Effekts wurde der Korrelationskoeffizient nach
der Einteilung von Cohen (1992, S. 98-9) herangezogen.

Fir die einzelnen Variablen des ICRS 2 wurde zudem der Intra-Rater-Korrelationskoeffizient
mittels Reliabilititsanalyse mit zweifach gemischtem Modell und absoluter Ubereinstimmung

berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Molekularbiologischen Analysen

In der 4-Wochen-Gruppe (Nr. 404) sowie der 12-Wochen-Gruppe (Nr. 1204) konnte jeweils
bei einer Resovist®-markierten Probe nur unzureichend DNA isoliert werden. Aufgrund der
geringen Biomaterialverfugbarkeit sowie der nach Entnahme sofortigen Methanol-Fixierung,

konnte die Isolation nicht wiederholt werden.

3.1.1. Allgemeine Verteilung der Differenzierungsmarker

Die relative Expressionsrate der Differenzierungsmarker verzeichnete mit steigender
Wochenzahl in den Resovist®-markierten und unmarkierten Gruppen einen signifikanten
Anstieg (s. Tab. 3 ,Verteilung Wochen®). Mit Ausnahme von Sox9 zeigte sich in mindestens
einer der 24-Wochen-Gruppen im arithmetischen Mittel eine héhere Expressionsrate als der
unbehandelte Referenzknorpel (RQ>1), fur Aggrecan und COMP in R-24W und Kollagen Il in
R-24W und R+24W. Fur Kollagen Il war bereits nach 12 Wochen in der unmarkierten Gruppe
die Expressionsrate Uber der des unbehandelten Referenzknorpels. Fur Aggrecan und
Kollagen Il galt dies auch fir den Median (R-24Wyed-aggrecan 4,17£5,58, R-
24Wned-coizat 1,01£3,51) (s Abb. 10). Sox9 zeigte hingegen lediglich in der 24. Woche
unabhangig der Markierung einen geringgradigen nicht-signifikanten Anstieg der
Expressionsrate. Hierbei blieb die relative Expressionsrate unter dem Wert des
unbehandelten Referenzknorpels (RQ<1) (s. Abb. 10). Uber alle Marker hinweg war der
Unterschied zwischen den Resovist®-markierten (R+) und unmarkierten (R-) Proben und
dem Subgruppenvergleich R+/R- bei gleicher in vivo Standzeit nicht signifikant (s. Tab. 3
,Variable Resovist®™). Es zeigte sich jedoch ein Trend, dass die Expressionsrate in den

unmarkierten Proben tendenziell friiher anstiegen (s. Abb. 10).

33



Aggrecan Kollagen Il COMP Sox9
Variable Resovist® px =,153 px=,384 px=,135 px = ,403
Variable Wochen p =,004 p =,002 p =,0004 p =,002

Tab. 3: Verteilung der Expressionsrate der Differenzierungsmarker iber Resovist®- und Wochengruppen

px = Exakte Signifikanz, p = asymptotische Signifikanz.

Zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(s. ,Verteilung Resovist®). Mit steigender invivo Standzeit jedoch konnte ein signifikanter Anstieg der
Differenzierungsmarker verzeichnet werden (s. ,Verteilung Wochen®).

Aggrecan Kollagenll COMP Sox9
6,0 I 6,0
50 50
40 B 40
3,0 * 3.0
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Relative Expressionsrate RQ

By 2jelsuolssaldxy aane|ey
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e
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Resovist®-Markierung: | |R-
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Abb. 10: Verteilung der relativen Expressionsrate der Differenzierungsmarker

Mit langerer invivo Standzeit kam es zu einer Zunahme der relativen Expressionsrate. Stieg die relative
Expressionsrate RQ Uber 1,0, so war die Expressionsrate im Vergleich zu unbehandeltem Referenzknorpel héher
(siehe schwarze Referenzlinie bei RQ = 1,0). Die Resovist®-Markierung zeigte keine signifikanten Unterschiede in
der Expressionsrate.
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3.1.1.1. Deskriptive Statistik und zentrale Tendenz fur Aggrecan

Mit zunehmender Wochenzahl zeigte sich in den unmarkierten als auch in den
Resovist®-markierten Gruppen ein sukzessiver Anstieg der relativen Expression von
Aggrecan (p =,004), welcher bis zur 12. Woche nur sehr gering ausgepragt war. Nach
24 Wochen kam es im Vergleich zu den Proben der 4. Woche zu einer signifikanten
Steigerung der Expressionsrate (paw-24w =,0009) (s. Abb. 11B). Trotzdem konnte in der
Resovist®-markierten 24W-Gruppe keine Induktion der Expressionsrate im Vergleich zu
unbehandeltem Referenzknorpel nachgewiesen werden (RQ <1,0), lediglich die
Resovist®-markierten Proben der 24. Woche zeigten eine Induktion gegeniiber dem
unbehandeltem Referenzknorpel (RQ>1 s. Abb. 11A).

Zwischen Resovist®-markierten und unmarkierten Proben zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der relativen Expressionsrate sowohl unabhangig der in vivo Standzeiten
(exakte Signifikanz px =,153), also auch innerhalb der Wochengruppen mit gleichen in vivo

Standzeiten (px4W = ,222; Px12w = ,662, Px2aw = ,247).

A. Mittelwerte und Mediane Aggrecan B. Verteilung der Expressionsrate von Aggrecan R
MW £ SD Median + IQR - Resovist
g Tl — _
R-4W 10,31 + 0,23 /0,34 + 0.41 (4 Markierung
R*4W | 012 + 0,12/ 0,09 £ 022| & 60 T R-
R-12W| 082 + 073 |/ 054 + 1,44 @ R+
R+12W 0,51 + 0,41 /0,30 £ 0,96 .g a0 ||
R-24W| 351 + 265 | 4,17 + 558 @
R+24W 0,93 + 0,73 |/ 0,69 + 1,13 g )
RQ >1 hellgrau hinterlegt "z 20 *'6
P
E —
P zL.gaUw
4W 12W 24W
Woche

Abb. 11: Deskriptive Statistik und Boxplot der Verteilung der relative Expressionsrate von Aggrecan

Eine langere in vivo Standzeit fihrte zu einem signifikanten Expressionsanstieg (psw-24w = ,0009) zwischen der 4.
und 24. Woche. Die unmarkierte 24-Wochen-Gruppe (R-24W) zeigte eine zum unbehandelten Referenzknorpel
erhéhte Expressionsrate (siehe schwarze Referenzlinie bei RQ = 1,0), welche sich jedoch nicht signifikant zu den
Proben der R+24W Gruppe unterschied (pxzaw = ,247).

3.1.1.2. Deskriptive Statistik und zentrale Tendenz fur

Kollagen Il

Mit zunehmender in vivo Standzeit nahm die relative Expression von Kollagen Il in den
unmarkierten als auch in den Resovist®-markierten Proben signifikant zu (p =,002; Tab. 3).
Nach 24 Wochen kam es im Vergleich zur 4. Woche zu einer signifikanten Steigerung der
Expressionsrate (paw-24w <,0004 s. Abb. 12B). Der Trend der Expressionssteigerung begann
fur die Resovist®-unmarkierten Proben fir Kollagen Il friiher im Vergleich mit den
Resovist®-markierten Proben, bereits in den Proben der R-12W-Gruppe war eine Induktion
zu beobachten (R-12Wweq 1,20+£2,48). Diese Induktion im Vergleich mit unbehandeltem
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Referenzknorpel fand sich auch in den Proben der R-24W-Gruppe (R-24Wweq 1,01£3,51).
Der Expressionsanstieg schien in den Resovist®-markierten Proben verzogert einzusetzen
und zeigte im Vergleich zu unbehandeltem Referenzknorpel nur im arithmetischen Mittel eine
Induktion der Expressionsrate (R+24Wwit 1,05£,92), der Median ergab eine Expressionsrate
unterhalb des unbehandelten Referenzknorpels (R+24Wyeq ,771,81) (s. Abb. 12A).

Zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben war kein statistisch
signifikanter Unterschied (px =,384) zu erkennen. Im Subgruppenvergleich der Proben mit
gleichen invivo Standzeiten zeigten sich trotz des unterschiedlichen Zeitpunktes des
Expressionsanstiegs  keine signifikanten  Unterschiede  (pxew =,999;  pxrow =,052,
Px2aw = ,699).

A. Mittelwerte und Mediane Kollagen Il B. Verteilung der Expressionsrate von Kollagenll
MW<SD || Median +I1QR | - Resovist"
Pavasn=,0004 —— esovis
R-4W |0,04 + 0,04 || 0,03 + 0,06 o a0 o5 Markierung
R+4W | 0,34 + 0,69 || 0,03 + 0,82 g R-
R-12W[ 127 + 127 |[ 120 + 2,48 = R+
R+12W 0,22 + 0,43 |/ 0,03 + 0,51 & 60
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= — =0 . ]
© * 20
[<]
14

4w 12W 24W
Woche

Abb. 12: Deskriptive Statistik und Boxplot der Verteilung der relative Expressionsrate von Kollagen Il

Eine langere in vivo Standzeit flhrte zu einem signifikanten Anstieg der Kollagen Il Expression (p =,002). Diese
zeigte sich im Subgruppenvergleich vor allem zwischen der 4W- und 24W-Gruppen (p =,0004). R-12W und
R-24W zeigten eine Induktion der Expressionsrate bereits zu einem fritheren Zeitpunkt (12. Woche) im Vergleich
zu den Resovist®-markierten Proben, welche lediglich im arithmetischen Mittel nach 24 Wochen eine Induktion
zeigten (R+24W). Der Unterschied zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Gruppen war nicht
signifikant. Stieg die relative Expressionsrate RQ Uber 1,0, so war die Expressionsrate im Vergleich zu
unbehandeltem Referenzknorpel héher (siehe schwarze Referenzlinie bei RQ = 1,0).

3.1.1.3. Deskriptive Statistik und zentrale Tendenz fir COMP

Mit zunehmenden in vivo Standzeiten nahm die relative Expressionsrate von COMP in den
Resovist®-markierten und unmarkierten Proben signifikant zu (p =,0004) (s. Abb. 13B).
Post-hoc-Tests zeigten eine signifikante Steigerung der Expressionsrate nach 24 Wochen im
Vergleich zur 4.Woche (psw.24w=,0001) und anders als fir die anderen
Differenzierungsmarker auch im Vergleich zur 12. Woche (prow-24w =,005). Ebenfalls zu
erkennen ist der Trend, dass die Expressionssteigerung von COMP fir die unmarkierten
Proben friiher begann als in den Resovist®-markierten Proben, jedoch erreichte keine der
Gruppen eine hohere Expressionsrate im Median im Vergleich zu unbehandeltem
Referenzknorpel. Lediglich der arithmetische Mittelwert der R-24W zeigte eine Induktion bei
groBer  Streuung (R-24Wwmi: 1,16+£1,38) (s. Abb. 13A). Der Vergleich der
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COMP-Expressionsrate zeigte zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben
keinen signifikanten Unterschied (px=,135), auch im Subgruppenvergleich zwischen den
markierten und unmarkierten Proben mit gleichen invivo Standzeiten gab es keine
signifikanten Unterschiede (pxaw = ,126; pxrow = ,177, Pxoaw = ,485).

A. Mittelwerte und Mediane COMP B. Verteilung der Expressionsrate von COMP R
MW = SD Median £ IQR o Resovist
R-4W | 0,31 + 044 |[0,17 £ 053 e 50 Markierung
R+4W | 0,01 + 0,02 || 0,01 + 0,03 £ R-
: : : : o 2= ,005
R-12W| 023 + 0,16 || 028 + 0,32 s 40 Pranea R
R+12W| 0,08 + 0,08 || 0,04 + 0,13 2
: : * : o 30 2an=,0001
R-24W| 116 + 1,38 || 053 + 2,02 g Pz
R+24W| 068 + 041 || 058 + 0,76 20
RQ >1 hellgrau hinterlegt % 5 " - )
2 10—2 L
s ==
g 4 B — 52 <
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Abb. 13: Deskriptive Statistik und Boxplot der Verteilung der relative Expressionsrate von COMP

Eine langere invivo Standzeit flihrte zu einer signifikanten Steigerung der COMP-Expressionsrate
(paw-2aw = ,0001, p12w-24w = ,005). Tendenziell konnte frilher eine Steigerung in der unmarkierten Gruppe gesehen
werden (R-, weile Balken). Die Unterschiede zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben
waren nicht signifikant. Stieg die relative Expressionsrate RQ Uber 1,0, so war die Expressionsrate im Vergleich
zu unbehandeltem Referenzknorpel héher (siehe schwarze Referenzlinie bei RQ = 1,0).
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3.1.1.4. Deskriptive Statistik und zentrale Tendenz fur Sox9

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Differenzierungsmarkern ergab Sox9 in keiner der
Untergruppen eine Erhdhung der Expressionsrate (s. Abb. 14A). Eine signifikante Steigerung
der Expressionsrate unabhangig der Markierung bei langerer in vivo Standzeit war jedoch
auch hier nachzuweisen (p =,002). Im paarweisen Vergleich zeigte sich, dhnlich wie fur
COMP, sowohl zwischen den Proben der 4.und 24.Woche signifikante Unterschiede
(paw-24w = ,024) als auch zwischen denen der 12. und 24. Woche (prow-24w = ,002) (s. Abb.
14B). Bei Sox9 war keine Tendenz fur einen spateren Beginn der Expressionssteigerung in
den Resovist®-markierten Proben zu sehen, signifikante Unterschiede in der Expressionsrate
zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben bestanden nicht (px = ,403).
Auch blieb die Verteilung liber der Kategorie Resovist® mit gleichen in vivo Standzeiten ohne

signifikanten Unterschied (pxaw = ,537, pxrow = ,126, pxoaw = ,394).

A. Mittelwerte und Mediane Sox9 B. Verteilung der Expressionsrate von Sox9 B
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R-24W| 019 + 0,07 || 0,19 + 0,14 @ - -
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Abb. 14: Deskriptive Statistik und Boxplot der Verteilung der relative Expressionsrate von Sox9

Sox9 zeigte in allen Gruppen eine im Vergleich mit unbehandelten Referenzknorpel erniedrigte Expressionsrate,
jedoch war nichtsdestotrotz eine signifikante Steigerung bei langerer invivo Standzeit zu beobachten
(paw-24w = ,024, praw-24w = ,002). Zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede.
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3.1.2. Aligemeine Verteilung der Dedifferenzierungsmarker

Die relative Expressionsrate der Dedifferenzierungsmarker nahm mit zunehmender in vivo
Standzeit der Implantate zu (Kollagen | p =,0003, Kollagen X p =,003), jedoch in
unterschiedlichen Auspragungen. Kollagen X erreichte Uber alle Gruppen im Mittel eine
niedrigere Expressionsrate als unbehandelter Referenzknorpel (s. Abb. 15). Im Gegensatz
hierzu war flr Kollagen | eine deutliche Steigerung der Expressionsrate (ber der des
unbehandelten Referenzknorpels bereits ab der 4. Woche nachweisbar (RQ>1, R-4Wyeq
641281, R+4Wneq 72+218). Flr die Resovist®-markierten Proben konnten im Gegensatz zu
den Differenzierungsmarkern keine zeitliche Verzogerung bei der Steigerung beobachtet
werden.

Kollagen X zeigte zudem Unterschiede zwischen den Resovist®-markierten und
unmarkierten Proben (pxr+r- =,017). Der Subgruppenvergleich erbrachte jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Markierungsgruppen beim Vergleich gleicher

in vivo Standzeiten (s. 3.1.2.2).

@ §5000 Kollagen X - Kollagenl| Ree‘.o.\arist®
% Markierung
‘= 5000 R-
5 R+
c
& 4000 1
® o}
® 3000
=3
w 2000
g
E 1000 «3 wg
RS e ——

AW 12W 24W IW  12W 24W

Woche

Abb. 15: Boxplot der Verteilung der relativen Expressionsrate der Dedifferenzierungsmarker

Kollagen X zeigte in allen Gruppen eine im Vergleich mit unbehandelten Referenzknorpel erniedrigte
Expressionsrate (s. schwarze Referenzlinie bei RQ = 1), Kollagen | hingegen zeigte eine erhohte Expressionsrate
ab der 4. Woche. Beide zeigten bei langerer invivo Standzeit eine signifikante Steigerung der relativen
Expressionsrate (Kollagen | p =,0003, Kollagen X p =,003).

3.1.2.1. Deskriptive Statistik und zentrale Tendenz fur Kollagen |

Kollagen | zeigte in allen Gruppen im Mittel eine Induktion der Expressionsrate gegeniber
der des unbehandelten  Referenzknorpels (s. Abb.  16A). Zwischen den
Explantationszeitpunkten bestand auch hier ein signifikanter Unterschied in der Steigerung
der Expressionsrate (p =,0003). Im Post-hoc Vergleich zeigten sich die signifikanten
Anderungen mit langerer invivo Standzeit sowohl zwischen den Proben der
4.und 12.Woche (psw.12w =,002) sowie zwischen denen der 4.und 24.Woche

(Paw-24w = ,0002) (s. Abb. 16B). Fur Kollagen | erfolgte die Steigerung der Expressionsrate
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unabhangig der Resovist®-Markierung bereits in der 4. Woche, die Resovist®-markierten
Proben zeigten keinen signifikanten Unterschied zu den Unmarkierten (px=,574). Auch
zwischen den unmarkierten und markierten Proben mit gleichen in vivo Standzeiten zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede (pxsw = 1,000; pxrow = 1,000, pxoaw = ,132).

A. Mittelwerte und Mediane Kollagenl| B. Verteilung der Expressionsrate von Kollagen|

" . ®
MW £ SD Median + IQR D zaw= ,0002 Resovist
6000 Markierung
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RQ >1 hellgrau hinterlegt

o]
3000
2000
000 s [;J
0_=;

aw 12W 24W
Woche

Relative Expressionsrate RQ

Abb. 16: Deskriptive Statistik und Verteilung der relative Expressionsrate von Kollagen |

Kollagen | zeigte in allen Gruppen eine im Vergleich mit unbehandeltem Referenzknorpel erhohte
Expressionsrate (s. schwarze Referenzlinie bei RQ =1). Mit zunehmender invivo Standzeit nahm die
Expressionsrate signifikant zu (paw-12w = ,002, paw-24w = ,0002). Die Resovist®-Markierung hatte keinen Einfluss
auf die Expressionsrate.

3.1.2.2. Deskriptive Statistik und zentrale Tendenz fur

Kollagen X

Kollagen X zeigte als einziger Marker in den Expressionsraten einen signifikanten
Unterschied zwischen den Proben mit Resovist®-Markierung und denen ohne Markierung
(px=,017). Wahrend alle unmarkierten Proben im Median nur eine 22%ige Reduktion der
Expressionsrate aufwiesen, war diese in den Resovist®-markierten Proben auf knapp 7%
reduziert (s. Abb. 17A).

Es war somit ein Effekt der Variable ,Resovist®™ zu messen, beim Post-hoc Test nach
Dunn-Bonferroni konnte in der Variable Wochengruppe kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Subgruppen, aufgeteilt nach gleichen invivo Standzeiten,
gemessen werden (pxaw = ,052; pxr2w = ,052, pxeaw = ,792). Aufgrund der kleinen Subgruppen
war die Entdeckungswahrscheinlichkeit zu gering einzuschatzen.
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In Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Genen ging eine langere in vivo Standzeit
mit einer signifikanten Steigerung der Expressionsraten einher (p =,003) (s. Abb. 17B). Im
Subgruppenvergleich zeigte sich zwischen den Proben der 4. und 24. Woche (psw-24w = ,001)
als auch zwischen denen der 12. und 24. Woche (praw-24w =,026) die Steigerung als

signifikant verschieden.

A. Mittelwerte und Mediane Kollagen X B. Verteilung der Expressionsrate von Kollagen X
MW £ SD Median £ IQR Paw-2an=,001 Resovist®
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R+aW | 0.02 = 003 || 001 £ 005]| LPrs™ 28 g 28 iy
R-12W| 032 + 041 || 0,17 % 0,35 an 2 @@ R
R+12W| 008 + 007 || 0,07 £ 1,07 | ——= —— 20 & 20
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R+24W 095 + 1,17 || 023 + 208 o - =
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Abb. 17: Deskriptive Statistik und Verteilung der relativen Expressionsrate von Kollagen X fiir
Resovist®- und Wochengruppen

Mit zunehmender in vivo Standzeit nahm bei Kollagen X die Expressionsrate signifikant zu (paw-24w=,001,
p1zw-24w = ,026). Jedoch zeigte keine der Gruppen im Median eine Steigerung der Expressionsrate Uber der des
unbehandelten Referenzknorpels (RQ<1, schwarze Referenzlinie). Zwischen Resovist®-markierten und
unmarkierten Proben zeigte sich hier ein signifikanter Unterschied (pr-r+=,017).

3.1.1. Verteilung der Entzindungsmarker

Im Vergleich zu den Differenzierungs- sowie Dedifferenzierungsmarkern konnte bei langerer
in vivo Standzeit keine signifikante Induktion der Expressionsraten beobachtet werden
(IL-1B p =,286; TNF-a p =,113). Zwischen den unmarkierten und Resovist®-markierten
Proben konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede erfasst werden (IL-1B px =,198;
TNF-a px = ,251).

IL-1B zeigte tendenziell zwischen der 12. und 24. Woche in den Resovist®-markierten Proben
im Median eine Steigerung der Expressionsrate (s. Abb. 18A), jedoch erreichte die mittlere
Expressionsrate in keiner Gruppe die des unbehandelten Referenzknorpels (s. Abb. 18C). Im
Gegensatz dazu zeigte sich in den unmarkierten Proben fir IL-18 eine Reduktion der
mittleren relativen Expressionsrate je langer die invivo Standzeit (R-4Wweq 0,22+0,95;
R-24Weq 0,05+0,19, s. Abb. 18A).

41



TNF-a zeigte lediglich in der unmarkierten Gruppe eine Tendenz zur Steigerung der

Expressionsrate zwischen den Proben der 12. und 24. Woche (s. Abb. 18B).

A. Mittelwerte und Mediane IL-18 C. Verteilung der Expressionsrate der Entziindungsmarker
MW £ SD Median £ IQR IL-1B TNF-a Resovist®
R-4W 10,62 + 1,11 || 0,22 + 0,95 g 30| .9 " Markierung
R+4W | 002 + 002 || 002 + 003| g _ * g-
R-12W| 014 + 018 |/ 007 + 031] § 2° *
R+12W| 0,01 + 0,01 |/ 002 + 002 | § 20
R-24W| 0,13 + 021 || 005 + 0,19 | @
R+24W| 026 + 023 (020 + 035| & '®
B. Mittelwerte und Mediane TNF-a % 1,0
MW £ SD Median £IQR | 2 5
R-4W | 0,10 + 0,10 || 0.06 + 020 | ¢ 10 é = % 5
R+4W | 059 + 1,19 |/ 004 + 142 % 0 = -- =
R-12W| 0,10 + 0,13 || 0,07 + 0,13 4W 12W 4w 12W 24w
R+12W| 0,04 + 005 || 0,03 + 0,08 Woche
R-24W| 026 + 0,16 || 0,29 + 0,31
R+24W| 063 + 1,01 || 0.07 + 1,44

Abb. 18: Deskriptive Statistik Verteilung der relativen Expressionsrate der Entziindungsmarker IL-18 und
TNF-a

Weder IL-18 noch TNF-a zeigten mit langerer in vivo Standzeit eine signifikante Steigerung der Expressionsraten.
Zwischen den Proben der 12.und 24.Woche konnten fir IL-1B ein tendenzieller Anstieg in den
Resovist®-markierten Proben (R+12W, R+24W), fir TNF-a in den unmarkierten Proben (R-12W, R-24W) gesehen
werden. Zudem zeigte IL-1B ein Absinken der Expressionsrate zwischen R-4W und R-12W. In allen Gruppen
zeigte sich im Median eine im Vergleich mit unbehandelten Referenzknorpel erniedrigte Expressionsrate (RQ<1,
schwarze Referenzlinie).

3.1.2. Zusammenfassung molekularbiologischer Analysen

Bis auf die Entzindungsmarker zeigten alle untersuchten Gene eine signifikante Zunahme
der Expressionsrate bei fortschreitenden in vivo Standzeiten. Bei den Entzindungsmarkern
konnten lediglich eine Tendenz der Steigerung der Expressionsrate zwischen den Proben der
12.und 24. Woche in den unmarkierten (TNF-a) und den Resovist®-markierten Proben
(IL-1B) beobachtet werden.

Eine Induktion der Expressionsrate im Vergleich zu unbehandeltem Referenzknorpel war in
einzelnen Gruppen der Differenzierungsmarker Aggrecan, COMP und Kollagen Il, sowie
allen Gruppen des Dedifferenzierungsmarkers Kollagen | zu sehen. Kollagen | zeigte mit
Abstand die gréte Induktion der Expression im Vergleich zu unbehandeltem
Referenzknorpel. Die Expressionsrate des Differenzierungsmarkers Sox9,
Dedifferenzierungsmarkers Kollagen X sowie der Entzindungsmarker TNF-a und IL-183
blieben im Mittel unter der des unbehandelten Referenzknorpels.

Kollagen X zeigte als einziges Gen eine signifikant unterschiedliche Verteilung der
Expressionsrate zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben, der Effekt
konnte jedoch im Post-hoc Test fur eine einzelne Subgruppe (4W-24W, 4W-12W, 12W-24W)

nicht signifikant nachgewiesen werden.
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3.2. Histologische Auswertunq

Die histologische Auswertung umfasste den Vergleich zwischen der eGFP Farbung und der
Berliner Blau Farbung. Mit der eGFP Farbung konnten die implantierten Stammzellen in
Resovist®-markierten und unmarkierten Praparaten nachgewiesen werden, Berliner Blau
wurde fir den Nachweis des Resovists® verwendet. Zudem wurden anhand der
International Cartilage Repair Society (ICRS) Bewertungen die makroskopische (ICRS 1)

und mikroskopische (ICRS 2) Erscheinung der Regenerate verglichen.

3.2.1. Deskriptive Darstellung: Resovist®- und eGFP-

Nachweis

Zur Quantifizierung des mikroskopischen Praparats wurden gefarbte Objekte im Defekt auf

einem Objekttrager gezahilt.

3.2.1.1. Nachweis Resovist® durch Berliner Blau Farbung

In den Praparaten der 4. Woche zeigten sich alle sechs Resovist®-markierten Praparate (R+)
Berliner Blau positiv (BB+). Hiervon waren drei Praparate deutlich positiv, eines mit mehr als
funf, zwei mit mehr als zehn BB+ Objekten (s. Abb. 19). Die BB+ Zellen befanden sich oft in
unmittelbarer Nahe zu Resten des Implantats im Defekt (s. Abb. 20a). Unmarkierte
Praparate (R-) wiesen keine blau-gefarbten Zellen auf, da hier entsprechend keine
Resovist®-Markierung vorgenommen worden war (s. Abb. 20b).

In den Praparaten der 12. Woche zeigten zwei der sechs Resovist®-markierten Praparate
BB+ Objekte, jeweils weniger als 5 an der Zahl. Die Objekte befanden sich im
Implantatbereich, jedoch deutlich randstandiger als in den Praparaten der 4. Woche. Beide
BB+ Praparate hatten einen schlecht geflllten Defekt mit niedrigen ICRS Bewertungen
(ICRS 1: 2; ICRS 2: 0,0). Vier der Resovist®-markierten Praparate (R+) wiesen wie die sechs
unmarkierten Praparate (R-) keine gefarbten Bereiche auf (s. Abb. 19). In den Praparaten

der 24. Woche konnten keine BB+ Objekte nachgewiesen werden.
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Berliner Blau Farbung
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Abb. 19: Auswertung der Praparate nach Berliner Blau

BB+ Objekte sind in der 4. und 12. Woche nachweisbar, jedoch mit der langeren in vivo Standzeit von 12 Wochen
nur in zwei Praparaten. Nach der 12. Woche wurden keine angefarbten Objekte detektiert. Alle
Resovist®-negativen Praparate zeigten erwartungsgeman keine Farbung (s. BB+; R-).

Abb. 20: Berliner Blau Farbung 4 Wochen Praparate

BB+ blau, Gegenfarbung mit Kernechtrot, Implantatreste sind an der homogenen rosa Farbung zu erkennen

a. Resovist®-markiertes Praparat (20x) der 4. Woche (R+4W Nr. 409), mit dem Pfeil sind einige BB+ Objekte
gekennzeichnet

b. Unmarkiertes (R-) Praparat (5x) der 4. Woche (R-4W Nr. 407)
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3.2.1.2. Nachweis eGFP durch immunhistochemische Farbung

In den Praparaten der 4. Woche waren eGFP-positive Zellen in neun Praparaten schwach
(davon vier R+, funf R-) und in zwei Praparaten deutlich nachweisbar (beide R+) (s. Abb.
22a). Ein Praparat, welches zudem nicht mit Resovist® markiert war, zeigte trotz deutlichen
Implantatresten und sonst mit anderen positiven Praparaten vergleichbarer Farbemuster
keine eGFP-positiven Bereiche. In den Proben der 12. Woche waren nur sehr wenige eGFP-
positive Strukturen zu sehen (s. Abb. 21). Hierbei handelte es sich um Zelldetritus am Rande
der ungefillten Defekte (s. Abb. 22c). Beide eGFP-positiven Praparate hatten eine niedrige
ICRS Bewertung (ICRS 1:2; ICRS 2:0,0) und waren mit Resovist® markiert. In den
Praparaten der 24. Woche war kein eGFP mehr nachweisbar.
eGFP Farbung
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Abb. 21: Auswertung der Praparate nach eGFP

eGFP+ Objekte sind in der 4. und 12. Woche nachweisbar, in der 12. Woche jedoch nur in zwei Praparaten und
nach der 24. Woche in keiner Probe.

>

9
‘ 20 pm
e ° E 10 pm
a. b. c:
Abb. 22: eGFP Farbung der Praparate (40x)

eGFP erscheint rot, Gegenfarbung mit Hamatoxylin, Fibringerlst des Implantats strukturarme violette Farbung
a. intrazellulare eGFP-Ansammlung in einem Praparat der 4. Woche (R+4W Nr.409)

b. positiver Zelldetritus (Gefrierartefakt) in einem Stammzell-Fibrin-Implantat vor Implantation

c. Implantatrest mit eGFP-positiven Objekten in einem Préparat der 12. Woche (R+12W Nr. 1201)
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3.2.2. Vergleich positiver Farbungsergebnisse in

Resovist®-markierten Praparaten

In den Resovist®-markierten Praparaten der 4. Woche hatten drei jeweils eine vergleichbare
Anzahl BB+ und eGFP+ Objekte (s. Abb. 23). Bei den anderen dreien war jeweils BB+
vermehrt nachzuweisen, zum Teil ohne eGFP+ Korrelat. Auch in den Resovist®-markierten
Praparaten der 12. Woche (R+12W) erfolgte die Aufteilung zur Halfte mit vergleichbarer
Anzahl, zur Halfte mit mehr BB+ als eGFP+ Objekten. Eine genaue Positionskontrolle der
Objekte  war nicht mdglich, da die Kombination der histologischen und

immunhistochemischen  Farbung auch aufgrund der Farbténe nicht gelang.
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Abb. 23: Vergleich eGFP- und Berliner Blau-positiven Objekte in den Resovist®-markierten Praparaten der
4. Woche und 12. Woche

Praparate, die nicht Resovist®-markiert waren, sind nicht abgebildet. In allen Praparaten, in denen BB+ Objekte
nachgewiesen wurden, konnte auch eGFP nachgewiesen werden. In jeweils vier von acht Praparaten war
vermehrt BB+ nachweisbar, in der anderen Halfte war eine vergleichbare Objektzahl Berliner Blau- und
eGFP-positiv gefarbt.

3.2.3. Zusammenfassung des histologischen Resovist®- und
eGFP-Nachweis

Resovist®-markierte Zellen sind in der 4. Woche in vivo histologisch darstellbar, nach der
12. Woche in vivo nur bedingt. Die eGFP Farbung gelang in allen Resovist®-markierten
Praparaten der 4. Woche (R+4W), ein Defekt der R-4W-Gruppe war leer, somit wurde diese
als eGFP negativ gewertet. Ein Nachweis nach der 12. Woche in vivo war nur selten

moglich.
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3.2.4. Auswertung der International Cartilage Repair Society

Bewertungen

Es wurde eine makroskopische ICRS 1 und eine mikroskopische ICRS 2 Bewertung

erhoben, um die Qualitat und Quantitat des Regeneratgewebes zu erfassen.

3.2.4.1. Auswertung ICRS 1 — makroskopische Bewertung

Der Median des ICRS 1 war (ber die Resovist®-markierten (R+) und unmarkierten (R-)
Gruppen gleich mit R+ 1£1 und R- 1+2, die Verteilung Uber die Kategorien ist anndhernd
kongruent (px = ,743).

Mit Zunahme der invivo Standzeit zeigte der Median des ICRS 1 unterschiedliche
Auspragung in der Gesamtbeurteilung des Regeneratgewebes (s. Tab. 4). Die Praparate der
4. Woche zahlten im Median zur ,abnormal“ Kategorie (11£0), die Praparate der 12. Woche
erzielten im Median die Bewertung ,stark abnormal“ (0£2) und die Praparate der 24. Woche
waren der .fast normal® Kategorie zuzuordnen (2+0). Dies war mit der mikroskopischen
Beurteilung Ubereinstimmend. Nach der 4. Woche waren die Defekte zwar haufiger gefllt,
jedoch mit noch ungefestigtem Gewebe (11 aus 12 Praparaten), ein Defekt zeigte nur
randstandig wenig Fullgewebe (R+4W, Nr.403) (s. Abb. 24a). Dieses Gewebe verfestigte
sich Uber die nachsten acht Wochen, nahm hyaline Eigenschaften an und fiillte bei sechs
Praparaten in der 12. Woche, jeweils zwei R+ und vier R-, den ganzen Defekt. Die andere
Halfte, vier R+ und zwei R-, zeigten in der 12. Woche jedoch auch zentrale Hohlraume in
diesem Regeneratgewebe und erzielte daher niedrige ICRS 1 Werte (s. Abb. 24b). Nach der
24. Woche zeigten sich 10 der 12 Praparate mit hyalin-erscheinendem Regeneratgewebe
gefullt, lediglich zwei Praparate (R+24W, Nr. 2405 und R-24W, Nr. 2409) zeigten zentrale
Hohlrdume in sonst, im Vergleich zu der 12. Woche, festerem Regeneratgewebe (s. Abb. 24c
und Abb. 25:).

Die Auspragung der ICRS 1 Mediane lie® sich Uber jede einzelne Unterkategorie der
ICRS 1 Bewertung beobachten (s. Tab. 4). Fir die Unterkategorien wurden die anhand des
ICRS 1 bestimmten Punkte ausgewertet, eine hohe Punktzahl war durch positive
hyalin-dhnliche Eigenschaften des Regenerats zu erzielen. Die grof3e Streuung der Werte in
der 12. Woche flihrte zu vergleichsweise niedrigeren Medianen mit weiter gestreuten
Interquartilbereichen (s. Abb. 25 und Tab. 4 Spalte ,12W*). Sieben Praparate (drei R-12W,
vier R+12W) zeigten Regeneratgewebe mit ,stark abnormalen“ Eigenschaften und eine
R-12W Probe mit ,abnormalen® Eigenschaften. Vier Praparate, jeweils zwei R+12W und zwei
R-12W, zeigten Regeneratgewebe mit ,fast normaler” hyaliner Erscheinung und somit hoher
ICRS 1 Bewertung.

Es zeigten sich zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Gruppen keine

signifikanten Unterschiede in der makroskopischen Knorpelbewertung. Zwischen den in vivo

a7



Standzeiten, ungeachtet der Resovist®-Markierung, waren signifikante Unterschiede der
ICRS 1 Kategorie zu beobachten (p =,003). Diese bestatigten sich im paarweisen Vergleich
zwischen der 12. und 24. Woche (praw-24w = ,003) und der 4. und 24. Woche (psw-24w = ,004).
Eine positive Korrelation nach Spearman-Rho war signifikant (rs=,491, p =,002), somit war
fur langere in vivo Standzeiten mit signifikant besser bewerteten Regeneraten zu rechnen.

Die Unterschiede zeigten sich Uber die einzelnen Unterkategorien der ICRS 1 Bewertung
ebenfalls signifikant, im Subgruppenvergleich zwischen der 4. und 24. Woche sowie 12. und
24. Woche (s. Tab.5) (Defektheilung: p =,010; psw-2aw = ,0023; prow-24w = ,045; Integration:
p =,009; p =,001;

paw-2aw = ,0002; prow-24w =,012). Somit hat sich Uber alle Bewertungen kein signifikanter

Paw-2aw = ,0014;  prow.2aw = ,045; Makroskopische Erscheinung:

Unterschied zwischen der 4. und 12. Woche gezeigt, der kurzeren Differenz zwischen den

in vivo Standzeiten.

Median * Interquartilbereich

4W 12W 24W

ICRS1 Gesamtbeurteilung 1+ 0|0 2|20
Flache der Defektheilung 3+0(|l2+3||4+0
Integration in gesundenKnorpel | 1 + 1 ||1 + 3 ||3 + 1
Makroskopische Erscheinung |1 £+ 1 ||{0 + 2||2 £ O

Tab. 4: Median und Interquartilbereich des ICRS 1 nach in vivo Standzeiten aufgeteilt

Die Kategorien der Gesamtbeurteilung des Regenerats wurden zusammengefasst in ,normal“ (3), ,fast normal*
(2), ,abnormal“ (1) und ,stark abnormal“ (0).

In den Kategorien ,Flache der Defektheilung®, ,Integration in gesunden Knorpel“ und ,Makroskopische
Erscheinung” waren anhand der ICRS 1 Bewertung 0-4 Punkte zu erzielen, je héher die Punktzahl desto positiver
war die Knorpelqualitat des Regenerats zu bewerten.

Gesamt | [4W-12W [4W-24W |12W-24W

ICRS1 Gesamtbeurteilung * n.s. *x *x
Flache der Defektheilung * n.s. o *
Integration in gesunden Knorpel * n.s. o *
Makroskopische Erscheinung * n.s. ok *

*** wenn p <,0005, ** wenn p <£,005, * wenn p <,05, n.s. wenn nicht signifikant verschieden

Tab. 5: Nichtparametrische Testung der Verteilung der ICRS 1 Unterkategorien tiber die Wochengruppen
Langere in vivo Standzeiten zeigten eine Verbesserung der ICRS 1 Bewertungen, Signifikanzen waren im

Vergleich zwischen der 4. und 24. Woche sowie der 12. und 24. Woche zu beobachten.
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Abb. 24: Defekte makroskopisch bei Explantation

a. nach 4 Wochen (R+4W Nr. 404): Implantatrest unter dem Knorpelniveau

b. nach 12 Wochen: links gefillter Defekt (R-12W Nr.1207), rechts teilweise geflllter Defekt mit zentraler
Vakuole (R-12W Nr.1205)

c. nach 24 Wochen: links geflillter Defekt (R+24W Nr.2406), rechts teilweise gefillter Defekt mit zentraler
Vakuole (R+24W Nr. 2405)

®
Kategorie Punktzahl Resovist
Markierung
3 12 Prenan = ,003 —_— _R-
= normal 34

[R+
=,004
10 Pawzaw =,
2 ' L
= fastnormal
. [ O
l__s‘l
[ *
1
= abnormal
o
33
2
2 o x
0
= stark abnormal
. 1
4w 12W 24W

Wochen

Abb. 25: Darstellung der ICRS 1 Bewertung in den verschiedenen Wochengruppen

Punktzahl 0-3 = Kategorie 0 ,stark abnormal®, 4-7 Punkte = 1 ,abnormal“, 8-11 Punkte = 2 ,fast normal,
12 Punkte = 3 ,normal®

Zwischen den kurzeren in vivo Standzeiten, 4 Wochen und 12 Wochen, zeigten sich im Vergleich zur 24. Woche
signifikante Unterschiede (psw-24w = ,004, praw-24w = ,003). Es wird deutlich, dass eine langere in vivo Standzeit
eine hohere ICRS 1 Bewertung bedingte. Auffallig ist auch der groRe Interquartilsabstand in der 12. Woche in
Resovist®-markierten und unmarkierten Proben.
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R-24W
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Safranin O

Aggrecan

Kollagen Il

Abb. 26: Mikroskopischer Vergleich verschiedener Farbungen in R+4W (Nr. 409) und R-24W (Nr. 2408) (5x)
Angrenzender Knorpel (A) gefolgt von Ubergangszone (U) und Implantatszone (1)
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3.2.4.2. Auswertung ICRS 2 — mikroskopische Bewertung

Die ICRS 2 Bewertung wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten erhoben, um die
Intra-Rater-Reliabilitdt zu kontrollieren. Hierbei wurde eine hohe Korrelation der beiden
Messungen bestatigt (rs =,945, p =,0001), somit wurde der arithmetische Mittelwert der
beiden Messungen zur Auswertung herangezogen. Der Median der ICRS 2 Bewertung
betrug fur die Praparate der 4. Woche 0,00 £ 0,90. Dieser Wert wich deutlich von der im
Median etwas besseren ICRS 1 Kategorie ,abnormal® ab, da hier zwar haufiger als in der
12. Woche ein makroskopisch gefillter Defekt vorlag (s. Abb. 24a und b), dieser jedoch
weicheres Flllgewebe mit wenig hyalinen Eigenschaften enthielt (s. R+4W in Abb. 25: ). Der
Median der Praparate in der 12. Woche lag bei 34,38 £ 74,69 und in der 24. Woche bei
78,75 £ 15,00, die 24-Wochen-Gruppe zeigte somit eine weniger breite Streuung der
Knorpelbewertung (s. Tab. 6).

Innerhalb der Praparate der 4. Woche fiel die Kategorie ,Entziindung® auf, da hier in fur die
Gruppe ein auffallig hoher Interquartilbereich (IQR) von 30,0 errechnet wurde, die jedoch
nicht signifikant (p =,601) mit der Gesamtbeurteilung korrelierte. Vergleichbares konnte bei
den ,Chondrozyten Clustern® in der 24. Woche beobachtet werden mit einem IQR von 62,0,
auch hier korrelierten die Werte nicht signifikant mit der Gesamtbeurteilung (p = ,104). Bei
der ,Matrixfarbung“ mit gleichfalls hohem IQR (63,0) in der 24. Woche wurde jedoch eine
signifikante positive Korrelation mit der Gesamtbeurteilung errechnet (r =,720, p = ,008).
Zwischen Resovist®-markierten und unmarkierten Praparaten zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (pxgesamt = ,888, pxaw = ,699, pxrow = ,485, pxoaw = ,999). Jedoch zeigten sich die
ICRS 2 Werte mit verschiedenen in vivo Standzeiten signifikant unterschiedlich (p =,0001).
Im Subgruppenvergleich zeigte sich dieser signifikante Unterschied zwischen allen Wochen
(Paw-24w = ,0002, paw-12w =,018, prow-2ew =,048) (s. Abb. 27). Beim Betrachten der
Unterkategorien, welche den ICRS 2 ausmachen, war fir den Vergleich der
Resovist®-markierten  und  unmarkierten  Gruppen  (bereinstimmend mit der
Gesamtbeurteilung kein signifikanter Unterschied zu finden. Auch der Vergleich der
Wochengruppen mit verschiedenen in vivo Standzeiten erbrachte im Einklang mit der
Gesamtbeurteilung fur alle Unterkategorien signifikante Unterschiede (s. Tab. 7).

Hierbei stachen die Unterkategorien ,Basale Integration®, ,Vaskularisierung innerhalb des
Regenerats” sowie die ,oberflachliche* und ,tiefe“ Bewertung besonders hervor, da sie tber
alle Subgruppenvergleiche der Wochen und somit zunehmender invivo Standzeit
signifikante Unterschiede zeigten (s. Tab. 7). Die Unterkategorien ,Entziindung“ und
,Ossifizierung innerhalb des Regenerats® zeigten vor allem im Vergleich mit der 4. Woche
signifikante ~ Unterschiede  (pentzaw-12w = ,002,  possaw-12w = ,001,  Pentzaw-24w = ,00001,
possaw-24w = ,0000002), eine Verbesserung der Bewertung war somit friher zu sehen. Auch

die Kategorien ,Matrixfarbung“ und ,Zellmorphologie“ zeigten einen frihen Anstieg in der
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Bewertung (pmatrixaw-12w = ,009, Pzmorphaw-12w = ,019, PMatrixaw-24w = ,00004,
Pzmorphaw-24w = ,00003).

Bei den Unterkategorien ~,Gewebemorphologie®, »,Chondrozyten Cluster”,
,Oberflachenarchitektur”, »verknoécherungsgrenze® sowie ,Ssubchondralen
Knochenabnormalitaten“ hingegen zeigten sich die signifikanten Veranderungen spater. Sie
waren im Vergleich zur 24. Woche, jedoch nicht bereits schon im Vergleich zwischen der 4.
und 12. Woche, signifikant verschieden (s.Tab. 7)  (pemorphaw-24w = ,00004,
Pciusteraw-24w = ,0005, POArchaw-24w = ,00003; PGMorph12w-24w = ,023, Pciustert2w-24w = ,002,
Poarch1zw-2¢aw = ,021). Im Hinblick auf die hyalin-ahnlichen Eigenschaften jedoch sprach dies

ebenfalls fur eine zunehmende Differenzierung des Gewebes mit langerer in vivo Standzeit.

Paw-zan =,0002

Resovist®
Pansan =018 = Piowzan=,048 Marlélerung
100 )
—1 R+
. ) :
60
o™
0
o
© 40 |
20
—_— T
Y EEL N A |
4w 12W 24W
Wochen

Abb. 27: Darstellung der ICRS 2 Gesamtbeurteilung in den verschiedenen Wochengruppen

Anhand einer visuellen Analogskala wurden fir jede Unterkategorie eine Bewertung durchgefiihrt, welche zur
Gesamtbeurteilung des Regenerats in Hinblick auf hyalin-ahnliche Eigenschaften und Erscheinung flhrte.
Zwischen den verschiedenen invivo Standzeiten zeigten sich signifikante Unterschiede (psw-24w =,0002,
paw-12w = ,018, praw-2aw = ,048). Es wird deutlich, dass eine langere in vivo Standzeit einen héheren ICRS 2
erzielte.
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Median * Interquartilbereich

4W 12W 24W
Gewebemorphologie 75 + 90) 475 + 80,00/ 90,0 + 21,0
Matrixférbung 00 + 001213 + 51,0{425 + 63,0
Zellmorphologie 100 + 501|375 + 76,0] 850 =+ 10,0
Chondrozyten Cluster 100,0 + 50| 450 + 88,0/ 550 + 62,0
Oberflachenarchitektur 25 + 501|225 + 78,0/ 80,0 + 90
Basale Integration 0,0 + 0,0| 650 + 53,0/100,0 + 0,0
Verkndcherungsgrenze 00 + 00| 25 + 530763 + 26,0
Subchondrale Knochenabnormalitdten/Knochenmarksfibrose| 950 + 4,0| 67,5 + 250[ 70,0 + 23,0
Entziindung 40,0 + 30,0 83,8 + 43,0{100,0 + 0,0
Ossifizierung innerhalb des Regenerats 00 + 00800 + 6301000 + 5,0
Vaskularisierung innerhalb des Regenerats 00 + 00250 + 46,0 625 + 28,0
Oberflachliche Bewertung (Oberes Drittel) 00 + 20)213 + 61,0(775 + 16,0
Mittlere/Tiefe Bewertung (Untere 2/3) 00 + 00)225 + 59,0f 788 + 18,0
Gesamtbeurteilung 00 + 09)344 + 750|788 + 150

Tab. 6: Aufstellung der Mediane und Interquartilbereich der einzelnen ICRS 2 Unterkategorien

Mit langerer in vivo Standzeit war eine Verbesserung der Bewertung fir hyaline Knorpeleigenschaften zu
erkennen.

Asymptotische Signifikanz in der Verteilung tiber | Gesamt- Subgruppenvergleich

die Kategorie "Wochen" vergleich (| 4W-12W | 4W-24W [12W-24W
Gewebemorphologie K n.s. ok *
Matrixfarbung rx * i n.s.
Zellmorphologie bl * ok n.s.
Chondrozyten Cluster * n.s. ok i
Oberflachenarchitektur ok n.s. i *
Basale Integration * ** ok *
Verkndcherungsgrenze * * ke *x
Subchondrale Knochenabnormalitaten/ *
Knochenmarksfibrose n.s. ** *
Entziindung K ** kk n.s.
Ossifizierung innerhalb des Regenerats * *x *hx n.s.
Vaskularisierung innerhalb des Regenerats * i il *
Oberflachliche Bewertung (Oberes Drittel) K * ok *
Mittlere/Tiefe Bewertung (Untere 2/3) rx * ok *
Gesamtbeurteilung b * ok *

*** wenn p <,0005, ** wenn p <,005, * wenn p <,05 n.s. wenn nicht signifikant verschieden

Tab. 7: Nichtparametrische Testung der Verteilung der ICRS 2 Unterkategorien tiber die Wochengruppen

Mit langerer in vivo Standzeit unterschieden sich alle Unterkategorien signifikant. Im Subgruppenvergleich zeigte
sich dieser Unterschied in allen Kategorien zwischen den Praparaten der 4. und 24. Woche unabhangig der
Markierung. Anfangs, zwischen der 4. und 12. Woche zeigten ,Matrixfarbung®, ,Zellmorphologie®, ,Entziindung*
und ,Ossifizierung“ signifikante Unterschiede. Fir ,Gewebemorphologie®, ,Chondrozyten Cluster®,
,Oberflachenarchitektur” sowie ,subchondrale Knochenabnormalitdten“ traten die signifikanten Differenzen erst
mit lAngerer in vivo Standzeit auf.
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3.2.5. Zusammenfassung ICRS Bewertungen
Sowohl die ICRS 1 als auch ICRS 2 Bewertung zeigten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Praparaten.

Signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen den invivo Standzeiten fir beide
Bewertungsskalen und alle Unterkategorien. Hierbei fiel bei der ICRS 1 Bewertung auf, dass
es keine signifikanten Unterschiede zwischen der 4. und 12. Woche gab, die
4.und 24. Woche sowie 12. und 24. Woche sich jedoch signifikant verschieden
prasentierten. Dies spricht im Gesamten betrachtet fir eine fortschreitenden Differenzierung

der Regenerate mit zunehmender in vivo Standzeit.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine Kontrastmittelmarkierung von
Stammzellen nach Implantation in einen Knorpeldefekt keinen signifikanten Einfluss auf die
histologischen Eigenschaften des Regeneratgewebes hatte. Unter den analysierten
genetischen Expressionsraten bildete Kollagen X eine Ausnahme, indem signifikante
Unterschiede zwischen den Markierungsgruppen auftraten, welche jedoch im
Subgruppenvergleich nicht bestatigt werden konnten. Alle weiteren Differenzierungs-,
Dedifferenzierungs- und Entzindungsmarker zeigten keinen signifikanten Einfluss der
Resovist®-Markierung. Somit konnen markierte Zellen grundsatzlich fiir die Beurteilung einer
Zellintegration und damit modglicherweise auch Zelllokalisation im Rahmen einer
in vivo MRT-Bildgebung verwendet werden. Zudem konnten die in dieser Arbeit
angewendeten Markierungen ex vivo Uber einen Zeitraum von 4 Wochen zuverlassig
histologisch nachgewiesen werden.

Allogene Stammzellen (MSC), die alle in vitro mit dem fluoreszierenden Protein (eGFP)
transduziert wurden, wurden zur Halfte mit dem Eisen-Kontrastmittel Resovist® markiert.
Diese wurden in einem Kaninchenmodell, eingebettet in einem Fibringerist als
Gewebetrager, in einen chirurgisch gesetzten Knorpeldefekt implantiert. Ex vivo erfolgte der
histologische Nachweis des Kontrastmittels sowie eine Bewertung des entstandenen
Regeneratgewebes nach 4, 12 und 24 Wochen. Erganzt wurde dies durch mikrobiologische
Analysen mittels RT-PCR.

Der histologische Nachweis des Resovist® und eGFP gelang in der 4. Woche nach
Implantation uneingeschrankt, in der 12. postoperativen Woche jedoch nur in Defekten mit
Fibrin-Stammzell-Implantatresten.  Sowohl bei der makroskopischen wie auch
mikroskopischen Bewertung der Regenerate anhand der Kriterien der International Cartilage
Repair Society (ICRS) wurde kein Einfluss der Resovist®-Markierung auf das entstehende
Regeneratgewebe nachgewiesen. Nach 24 Wochen zeigten die histologischen Analysen
einen im Niveau mit dem umgebenden Knorpel regenerierten Defekt mit hyalinen
Gewebemustern. Weiterhin  bestatigten die molekularbiologischen Analysen der
Differenzierungsmarker diese Ergebnisse und zeigten zudem einen signifikanten Anstieg der
relativen Expressionsraten im zeitlichen Verlauf. Dieser Anstieg trat tendenziell in den
unmarkierten Proben friiher und deutlicher als in den Resovist®-markierten Proben auf, war
jedoch in keinem Fall signifikant unterschiedlich. Differenzierungsmarker der unmarkierten
Proben erreichten haufiger im Mittel hdéhere Expressionsraten als der unbehandelte
Referenzknorpel. Der Dedifferenzierungsmarker Kollagen| und die Entzindungsmarker
zeigten gleichfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den Resovist®-markierten und

unmarkierten Proben. Lediglich der Dedifferenzierungsmarker Kollagen X zeigte eine
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signifikant hdhere Expressionsrate in den unmarkierten Proben, jedoch blieb die
Expressionsrate unter der des unbehandelten Referenzknorpels und der signifikante
Unterschied konnte im Subgruppenvergleich nicht detailliert werden. Abschlieffiend kann von
einer Bestatigung der hier vorliegenden Fragestellung ausgegangen werden. Eine
Zellmarkierung mit Resovist® fir experimentelle Stammzelltherapie in der Knorpelheilung war
maoglich und nahm keinen signifikanten Einfluss auf die Regeneration des Defekts und des

entstehenden Regeneratgewebes mit hyalinen Knorpeleigenschaften.

4.1. Nachweis markierter Zellen

Um eine nicht-invasive in vivo Beurteilung implantierter Stammzellen zu ermoglichen, ist ein
ex vivo Nachweis essenziell. Entscheidende Fragestellungen hierzu sind, ob und wie lange
das Kontrastmittel in den implantierten Zellen verweilt. Hierzu wurden in der vorliegenden
Arbeit histologische Analysen durchgefiihrt. Der Nachweis des Kontrastmittels Resovist®
gelang mithilfe der Berliner Blau Farbung, die sich ausschlieBlich in den
Resovist®-markierten Praparaten positiv (BB+) zeigte. Unmarkierte Praparate ergaben
erwartungsgemaf keinen Berliner Blau Nachweis. Eine zuverlassige Farbung und somit
auch ein Nachweis konnte jedoch nur in der 4. Woche nach Implantation bestatigt werden.
Die Farbung zeigte oft BB+ Objekte, welche sich in den mikroskopisch identifizierbaren
Implantatresten befanden. In der 12. postoperativen Woche waren lediglich zwei Praparate
schwach positiv, es handelte sich hierbei um wenig gefllite Defekte mit niedrigen
ICRS-Bewertungen, somit ist von einem Nachweis nur bei Implantatresten auszugehen.
Diese Ergebnisse deckten sich mit den Ergebnissen von Quintavalla et al. (2002, S. 116-8)
der in boviden Gelenkknorpeldefekten einen Verlust der implantierter MSC Uber 14 Tage mit
Marginalisierung und einen Verbleib der Gbrigen MSC in einem Gelatinetrager gezeigt hatte.
Berninger et al. (2019, S. 6-7) konnten in einer in vitro Studie im MRT das gleiche Muster
beobachten. In den Fibrin-Zell-Clots, die in gleicher Weise fir die vorliegende Arbeit
hergestellt wurden, zeigten in vitro MRT-Analysen eine randstandige Hypointensitat. Diese
konnte durch eine vermehrte Ansammlung der Zellen im Sinne einer verstarkten Migration
der MSC im Fibrin-Clot hin zum Rand des Implantates hervorgerufen worden sein. Bei der
unmittelbar nach Herstellung der Fibrin-Zell-Implantaten durchgefihrten
Fluoreszenzmikroskopie war initial auch hier eine gleichmafige Verteilung zu beobachten.
Berninger et al. (2019, S. 8) vermuteten jedoch bei der weiteren Ausfallung des Clots und
Integration in den Defekt eine Umverteilung der MSC zum Rand des Implantates hin. Die
Hypothese wird durch weitere Studien gestutzt, welche zum einen eine Veranderung der
Steifigkeit des Fibrins durch Zellproliferation (Duong et al., 2009, S. 1875) sowie zum
anderen eine Zellmigration von weichem zu hartem Substrat hin zeigten (Lo et al., 2000, S.
147), im vorliegenden Falle dem zuerst gefestigten Rand des Implantates. Hierfur sprachen

auch die in der 12. Woche histologisch nachgewiesenen, deutlich randstandigeren Objekte
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im Vergleich zur 4.Woche postoperativ. In der 12. Woche waren in 4von6
Resovist®-markierten Praparaten sowie in allen Praparaten der 24. Woche keine
BB+ Objekte nachweisbar. Dies konnte durch Externalisierung des Resovist® oder Migration
der MSC aus dem Defekt heraus erklart werden. Auch die Apoptose der implantierten MSC

ist nicht auszuschlielten. Mogliche Erklarungen werden im Folgenden weiter erortert.

4.1.1. Verbleib der markierten Zellen

Die markierten Zellen kénnten im Verlauf der Differenzierung das Resovist® externalisiert
haben und die MSC Teil des sich entwickelnden Regeneratgewebes geworden sein. Henning
et al. (2012, S. 206) zeigten genau diesen Ansatz im Rattenmodell, bei dem mit
fortschreitender Zeit das MRT Signal des Resovist® nachlieR und der Signalverlust mit der
Zellproliferation korrelierte. Tatebe et al. (2005, S. 526) hatten im Kaninchenmodell einen
Signalverlust eines Fluoreszenzmarkers PKH26 trotz MSC-Integration im Regenerat
nachgewiesen. Jedoch stellten Li et al. (2013, S. 343) die Spezifitdt des benutzten Markers
PKH26 in Frage, da sie im Rattenmodell in vitro und in vivo nach Injektion markierter Zellen
Fluoreszenz in unmarkierten Zellen und Gewebe nachweisen konnten. Somit kann bei
Tatebe et al. nicht uneingeschrankt von einer MSC-Integration ausgegangen werden.

Auch ist, wie bereits mehrfach publiziert (Delling et al., 2015, S. 2379; Jing et al., 2008, S.
436; Quintavalla et al., 2002, S. 116-8), eine Migration der implantierten und injizierten MSC
in die Synovialflissigkeit oder dem subchondralen Raum nicht auszuschlieen. Eine Analyse
der Synovialflissigkeit wurde in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefihrt, stellt aber einen
interessanten Versuchsansatz dar, der zum Beispiel durch eine Punktion des Kniegelenkes
fur zukunftigen Studien durchaus umsetzbar erscheint. Delling et al. (2015, S. 2384) zeigten,
dass MSC, die mit superparamagnetischen Eisenoxiden (SP1O) markiert und intraartikular in
ein ovines Osteoarthritismodell Gber Gelatinetrager eingebracht wurden, tber 12 Wochen im
MRT nachzuverfolgen waren. Jedoch war hier nur ein Nachweis in umliegendem
Gelenksgewebe, nicht aber im Knochen oder Knorpel méglich. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Jing et al. (2008, S. 436), aber auch hier war die genaue Lokalisation
aufgrund einer niedrigauflésenden Bildqualitat und einer Uberlagerung anatomischer Details
mit Artefakten nicht méglich.

Auffallig war in der vorliegenden Arbeit der gleichgerichtete Verlust des eGFP- und
Resovist®-Nachweises. Obwohl Oshima et al. (2005, S. 212) GFP erfolgreich in einem
Rattenmodell auch nach 24 Wochen nachweisen konnten, sahen sie histologisch einen
deutlichen Signalverlust bis auf etwa 15-20%. Mak et al. (2016, S. 3-6) injizierten in ihrer
Studie eGFP-markierte MSC in das Kniegelenk von Mausen, in das sie in einem vorherigen
Eingriff umschriebene Knorpeldefekte gesetzt hatten. Bereits nach 4 Wochen liel sich
histologisch kein eGFP intraartikular nachweisen. Jedoch zeigten sich nach 2 Wochen in den

Defekt integrierte MSC mit kontinuierlichem Verlust der Expression von MSC spezifischen
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Markern. Dies wirde die Hypothese der Minderung der eGFP-Expression bei
fortschreitender Differenzierung unterstutzen.

De Windt et al. (2017, S. 260) konnten in einer klinischen Studie darlegen, dass nach einem
Jahr keine DNA mehr von allogenen MSC, welche zusammen mit autologen Chondronen
implantiert wurden, im Regenerat nachzuweisen war. Somit stellt sich die Frage, ob eine
parakrine Interaktion der  Stammzellen nicht  ausschlaggebend fur  die
Knorpeldefektregeneration war und daher Uber einen langeren Zeitraum kein Nachweis
implantierter Zellen gelang. Sofern dies der Fall ware, kénnte ein in vivo Nachweis mittels
MRT hilfreich sein, um einen moéglichen Untergang oder Migration der implantierten Zellen zu
verfolgen.

Da auch unmarkierte MSC mittels eGFP transduziert und anschlieend implantiert wurden
und auch bei diesen Zellen das eGFP-Signal im weiteren Verlauf nicht zu verfolgen war,
erscheint es wahrscheinlich, dass die Resovist®-Markierung keinen Unterschied im
Zellverbleib und der Integrationsfahigkeit hervorrief, wie auch durch Farrell et al. (2009, S.
966) und Henning et al. (2012, S. 207-8) gezeigt wurde.

4.1.2. Methodische Limitationen des Nachweises markierter

Zellen

Ein weiterer Ansatz fur den Signalverlust kann in der Methodik gesucht werden. Die hier
verwendete Fixierung in Methanol koénnte fur ein mogliches Auswaschen des
zytoplasmatisch vorliegenden eGFP und Resovist® mitverantwortlich gewesen sein.
Membranstrukturen kdnnten durch das Auswaschen von Lipiden gestért worden sein,
welches zum Verlust beider Stoffe gefiihrt haben kdnnte (Hobro & Smith, 2017, S. 38-40;
Schnell et al., 2012, S. 156). Kdme ein erniedrigter eGFP Gehalt im Zytoplasma durch eine
abnehmende Genexpression aufgrund der Differenzierung der Zellen hinzu (Oshima et al.,
2005, S. 211-2), kdnnte ein Auswaschen zum totalen Verlust des Signals gefihrt haben.
Ubereinstimmend mit dieser Theorie konnte bei histologischer Betrachtung der markierten
Zell-Fibrin-Implantate direkt nach der Herstellung praoperativ deutlich mehr positive Objekte
als in den postoperativen in vivo Praparaten identifiziert werden, jedoch immer noch deutlich
weniger positive Objekte als die Fluoreszenzmikroskopie praoperativ zeigte.

Eine Beschadigung des GFP durch reaktive Sauerstoffspezies, welche bei Eisenuberladung
entstehen kdnnen, zeigten Alnuami et al. (2008, S. 185-6), jedoch wurde bei diesem Versuch
der pH Wert fir Fixierung und Entkalkung innerhalb der beschriebenen Werten gehalten. Zu
dem haben van Buul et al. (2011, S. 4) bereits erfolgreich SPIO und eGFP zusammen
verwendet, welches eine Beschadigung durch das SPIO auszuschlieen scheint.

Bezlglich der Fixierung zeigte Schnell et al. (2012, S. 152), dass eGFP in der

immunhistochemischen Farbung nicht die Verteilung wiedergab, die vor Fixierung zu sehen
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war. Dies bestatigt die Studie von Hoetelmans et al. (2001, S. 347), welche bei
Methanolfixierung eine Schadigung intrazellularer Strukturen beschrieb. Auf dieses
Studiendesign ist jedoch der vorgeschlagene in situ eGFP Nachweis nicht anwendbar, da
das Gewebe zur Mikroskopie geschnitten werden muss. Auch ist bekannt, dass
Prozessvariablen, wie z.B. die Lange der Fixierung die Immunreaktivitit beeinflusst
(Hoetelmans et al., 2001, S. 347; Mainil-Varlet et al., 2010, S. 889). Ein Faktor, der bei der
hier vorliegenden Studie nicht beachtet werden konnte, da die Praparate fixiert und entkalkt
werden mussten. Auch wurde von der ICRS eine Entkalkung in 10%igem EDTA mit
0.1%igem Paraformaldehyd oder 0.5N Salzsaure empfohlen (Hoemann et al., 2011, S. 158).
In der vorliegenden Arbeit wurde gemals den Ublichen Protokollen des Labors
20%ige EDTA Losung verwendet. Dies minderte moglicherweise die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse mit weiteren Studien.

Ein stammzellenspezifischer Oberflachenmarker wie beispielsweise CD105, CD73 und
CD90 ware mdglicherweise fir die Lokalisation der MSC nach Integrierung des Implantats
von Vorteil (Dominici et al., 2006, S. 316). Durch die Anderung des Phanotypen im Verlauf
der Differenzierung wirde sich die Festlegung auf einen konstanten Marker aber als
schwierig gestalten (Augello & De Bari, 2010, S. 1228; Strioga et al., 2012, S. 2725). Da
allogene Stammzellen verwendet wurden, kdénnten die Regeneratszellen mit Teilen der
allogenen DNA verglichen werden, um somit das Entstehen des Regeneratgewebes aus den
implantierten Zellen zu beweisen oder gegenteilig eine Integration der implantierten MSC
auszuschlieBen wie es De Windt et al. (2017, S. 260-1) bereits in einer klinischen Studie
gelang. Hierzu wurden allogene MSC mit autologen Chondronen gemeinsam in einem
Fibringerist in Knorpeldefekte des Kniegelenks eingebracht und das Regenerat im
Anschluss auf allogene DNA Uberpruft.

In Hinblick hierauf ist der ausstehende Vergleich mit den in dieser Studie gewonnenen
MRT-Bildern von grof’em Interesse, da ein Fortbestehen des Signals Uber die 12. Woche
hinaus neue methodische Ansatze fir den ex vivo Nachweis wie zusatzliche Identifikation
Uber spezifische Marker oder DNA fordern wirde.

Erwahnenswert sind Versuche zur Etablierung einer Kolokalisation von eGFP und Resovist®
auf ein und demselben Objekttrager durch Kombination der histologischen und
immunhistochemischen Farbung. Dies gelang bei Adhdrenz an die verwendeten Protokolle
nicht. Modifikation wie beispielsweise Anderung des Fluoreszenzfarbstoffes zur Detektion flr
groflieren Kontrast oder Erhaltung der eGFP-Autofluoreszenz kdnnten diese moglich machen
und somit eine eindeutige Kolokalisation der Nachweise ermdglichen.

Im Vergleich mit einigen neueren Studien (Delling et al., 2015, S. 2382; Mak et al., 2016, S.
11) wurden beim Studiendesign keine reinen Fibrinimplantate oder Leerdefekte als

Kontrollen mitverfolgt. Es wurde gesunder Knorpel eines kontralateralen Knies als Kontrolle

59



verwendet. Dies kann als methodische Schwache gesehen werden, da nicht nachgewiesen
werden konnte, inwieweit ein Kontrolldefekt abweichend im Sinne einer endogenen
Regeneration verheilt ware und welche Rolle MSC dabei gespielt haben kénnten. Jedoch gilt
zu beachten, dass der primare Endpunkt der Studie nicht die Therapieoptimierung oder
Erforschung des Einflusses der Stammzellen auf die Regeneration war, sondern es wurde
experimentell observant die Plausibilitat einer nicht-invasive Stammzellmarkierung bei

Knorpeldefekttherapien geprift.

4.2. Einfluss der Resovist®-Markierunqg auf die Knorpeldefekt-
heilung

Bereits in  Vorversuchen war kein differenzierungshemmender  Effekt  der

Resovist®-Markierung an Zellen in vitro sowie im Mausmodell in vivo gezeigt worden
(Henning et al., 2012, S. 198-208; Henning et al., 2009, S. 8; Salzmann et al., 2011, S. 5817-
8). Dies deckte sich mit dem wissenschaftlichen Konsensus (Jasmin et al., 2011, S. 6; Sun et
al., 2012, S. 318-9; Yang et al.,, 2011, S. 448). Auch in der vorliegenden Studie konnten
weder in der histologischen noch der mikrobiologischen Aufarbeitung signifikante
Unterschiede des entstandenen Regeneratgewebes zwischen den Resovist®-markierten und

unmarkierten Zellimplantaten beobachtet werden.

4.2.1. Histologische Beurteilung der Knorpeldefektheilung

Zu Beginn der exvivo Aufarbeitung erfolgte eine makroskopische Beurteilung des
Defektareals, welches mittels der semiquantitativen ICRS 1 Bewertung objektiviert wurde.
Die Praparate der 4. und 12. postoperativen Woche erzielten lediglich im Mittel Werte, die die
Regenerate als ,abnormalen” (4W) bzw. ,stark abnormalen‘ (12W) hyalinen Knorpel
klassifizierte. Dieser Befund hatte sich in der 24. Woche auf ,fast normalen® Knorpel
verbessert. Zeitlich gesehen korrelierte diese Beobachtung gut mit der Induktion der
Expressionsrate  der Differenzierungsmarker im  Vergleich mit unbehandeltem
Referenzknorpel, welche meist erst in der 24. Woche beobachtet wurde. Der im Median in
der 12. Woche schlechtere ICRS 1 Wert hatte mdglicherweise seinen Ursprung in dem meist
doppelt so grofRen Interquartilbereich der Ergebnisse im Vergleich zur 4. und 24. Woche.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede der ICRS 1 Bewertung zwischen
Resovist®-markierten und unmarkierten Proben festgestellt werden. Somit konnte die
Hypothese, dass die Resovist®-Markierung keinen Einfluss auf die Knorpelheilung hatte,
zumindest fur diese makroskopische Beurteilung bestatigt werden. Auch die signifikante
Verbesserung in der ICRS 1 Bewertung bis zur 24. Woche wies darauf hin, dass die
Markierung keinen negativen Einfluss auf die Defektheilung und das Regenerationspotential

zu nehmen schien.
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Die im Median etwas bessere Beurteilung der Proben in der 4. gegenlber der 12. Woche lag
in den Unterkategorien des ICRS 1 begriindet. Unter ,Grad der Defektheilung” wird die Tiefe
der Defektheilung, beginnend bei ,0% der Defekttiefe* bis auf ,gleiches Niveau mit dem
umliegenden Knorpel“, bewertet. Bei noch bestehender Fillung des Defektes mit dem
Implantat wird ein hoherer Wert als beispielsweise bei beginnender Regeneration mit
Implantatschrumpfung erzielt. Dies stellt eine Limitation der ICRS 1 Bewertung dar. Hierbei
ist zu beachten, dass die ICRS 1 Bewertung primar zur intraoperativen Beurteilung des
Knorpels bei Arthroskopien klinisch eingesetzt wird, es jedoch Ansatze gibt, diesen mit
MRT-Bildgebung zu korrelieren (Figueroa et al., 2007, S. 314; Goebel et al., 2012, S. 1052-3;
Itsubo et al., 2014, S. 1974-5; Kohyama et al., 2018, S. 6). Dies wirde eine explorative
Arthroskopie ersetzten, ein Ziel, welches an das nicht-invasive Tracking, wie hier untersucht,
anknupft. Daher wurde trotz der obengenannten Limitation die ICRS 1 Bewertung fir diesen
Versuch selektiert. Geldufige Alternativen in Tiermodellen wie ,O’Driscoll Score” (O'Driscoll et
al., 1988, S. 595-604) oder ,Pineda Scale“ (Pineda et al., 1992, S. 335-9) bendtigen zudem
Angaben zur mikroskopischen Zellmorphologie, welche fiir eine Ubertragung auf MRT-Bilder
ungeeignet ist.

In der Literatur wird fir (tier)experimentelle invivo Studien im Bereich der
Knorpelregeneration zudem die mikroskopische ICRS 2 Bewertung empfohlen (Hoemann et
al., 2011, S. 158; Rutgers et al., 2010, S. 18-9). Diese Bewertung zeichnet sich durch héhere
Reproduzierbarkeit aus (validiert in Mainil-Varlet et al., 2010, S. 889), bendtigt jedoch eine
invasive Probenentnahme bis zum subchondralen Knochen und mehrere histologische
Farbungen, vergleichbar mit den bereits genannten ,Pineda Scale* und ,,O’Driscoll Score*.
Sie kam in der vorliegenden Studie als Erganzung und Uberpriifung der Ergebnisse der
ICRS 1 Bewertung ebenfalls zum Einsatz.

In der vorliegenden Studie zeigte die ICRS 2 Bewertung, gleichfalls wie die ICRS 1
Bewertung, keine signifikanten Unterschiede zwischen den Resovist®-markierten und
unmarkierten Praparaten. Die mikroskopische ICRS 2 Bewertung fiel in der 4. postoperativen
Woche deutlich niedriger aus als die ICRS 1 Werte. Ein Grund hierfur lie3 sich
mdglicherweise in der Fehlannahme eines héheren ICRS 1 Wertes finden (s.o.), welche
durch die noch vorhandenen Implantatfillung des Defekts bedingt waren, die jedoch zu
diesem Zeitpunkt beziglich der Gewebequalitdt insuffizient waren. Die signifikante
Verbesserung der ICRS 2 Bewertung mit zunehmender in vivo Standzeit, ohne einen
signifikanten Unterschied zwischen Resovist®-markierten und unmarkierten Praparaten,
bestatigte eine durch die Resovist®-Markierung unbeeinflusste Defektregeneration. Die
Ergebnisse deckten sich mit &hnlichen Studien im Kaninchenmodell (Qi et al., 2014, S. 1427,
Yan & Yu, 2007, S. 181), die Uber den Verlauf von 6 zu 12 Wochen hin eine deutliche

Besserung der Knorpelqualitdt des Regenerats mit unmarkierten Stammzellen erzielten.
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Weitere Studien wie Tay et al. (2012, S. 86) zeigten 24 Wochen nach allogener MSC
Implantation im Kaninchenmodell eine Besserung der Regenerateigenschaften, jedoch ohne
Vergleiche mit vorherigen Zeitpunkten.

Einzelne Unterkategorien der ICRS 2 Bewertung sind hervorzuheben. Die Unterkategorie
.Entziindung“ zeigte in der ICRS 2 Bewertung einen grofRen Interquartilsabstand in der
4. Woche postoperativ. Das Auftreten einer Entzindung wurde bei Vorhandensein von
Lymphozyten oder Plasmazellen als negativ bewertet und erzielte niedrige Werte auf der
visuellen Analogskala. Ein Zusammenhang mit einer schlechten Defektfillung, einer
Korrelation mit der Gesamtbeurteilung oder der Expression von IL-18 und TNF-a, konnte
nicht bestatigt werden. Bereits bei der Erstellung des Bewertungsschemas durch Mainil-
Varlet et al. (2010, S. 884) gestaltete sich die Bewertung in der Kategorie ,Entzindung® als
schwierig und konnte statistisch nicht ausgewertet werden. Trotzdem wurde die Kategorie
»=Entzindung“ hinzugeflgt, da man von einem Informationsgewinn ausging vor allem fur
Studien, welche Tissue Engineering anhand von Gerusten und/oder allogene/xenogenen
Zellen untersuchten (Mainil-Varlet et al., 2010, S. 885). Das Vorhandensein der Leukozyten
ist durch die allogene Herkunft der Zellen sowie das operative Trauma nicht Uberraschend,
moglicherweise wurden die in der 4. Woche vorhandenen Leukozyten durch den
immunomodulierenden Effekt der MSC umverteilt oder gehemmt (Gao et al., 2016, S. 2;
Weiss & Dahlke, 2019, S. 5). Dies kénnte ihr Fehlen in der 12. und 24. Woche erklaren. Auch
ist eine aktive Rolle der Leukozyten an der Rekrutierung weiterer Immunzellen und
Wandlung der pro-inflammatorischen zu einer pro-regenerativen Antwort denkbar (Armiento
et al., 2018, S. 8). In der 12. und 24. Woche war zudem mehr Regeneratgewebe entstanden,
dessen mikroskopisch dichtere Matrix eine Leukozytenmigration behindert haben konnte
(Smith et al., 2015, S. 3-4).

Die Unterkategorie ,Chondrozyten Cluster® zeigte in der 24. Woche eine grof3e Streuung,
welche sich im hohen Interquartilsabstand wiederspiegelte. Es ist fir die isolierte
Betrachtung der Knorpelregeneration ohne Entzindungsgeschehen nicht eindeutig geklart,
ob diese Zellansammlungen als negativ zu werten sind. In osteoarthritischem Knorpel sind
Zellhaufungen (Cluster) oft auch als Zeichen erhdhter mitotischer Aktivitdt zu finden und
kénnen als Hinweise flr Degenerationsprozesse bewertet werden (Price et al., 2002, S. 60).
In der Literatur ist man sich bislang noch uneins, inwiefern ein Auftreten von ,,Chondrozyten
Cluster” im Regeneratsgewebe als negativ zu bewerten ist, da bei einer Regeneration
mitotische Aktivitat im Rahmen der Zellvermehrung zu erwarten ist (Mainil-Varlet et al., 2001,
S. S11). Trotzdem wurden sie als negativen Marker in die ICRS 2 Bewertung aufgenommen
(Mainil-Varlet et al., 2010, S. 884).

Im Gegensatz hierzu ist bei starker ,Matrixfarbung“ in der Safaranin O Farbung, einer

weiteren Unterkategorie, von einer besseren Gesamtbeurteilung auszugehen. Eine starkere
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Farbung wird mit einem hoheren Proteoglykangehalt assoziiert, welcher in hyalinem Knorpel
vorliegt. Signifikante Unterschiede traten in der vorliegenden Arbeit nur im Vergleich der 4.
Woche mit der 12. und 24. Woche auf. Im Median war jedoch trotzdem eine deutliche
Zunahme der erzielten Werte zwischen den langeren in vivo Standzeiten von 12 und 24
Wochen zu sehen. Dies stimmte mit einer Vermehrung der proteoglykanhaltigen Matrix und
somit fortschreitende Chondrogenese im Regenerat Uberein. Auch hier war eine grofe
Streuung in den Praparaten der 24. Woche zu sehen. Zugrunde liegen kénnte nach
anfanglich schneller Steigerung eine zu diesem Zeitpunkt, noch nicht abgeschlossene
Matrixproduktion durch das bradytrophe Knorpelgewebe da die Unterkategorie
.Matrixfarbung® trotzdem positiv mit der Gesamtbeurteilung korrelierte. Ein Verlust der
proteoglykanhaltigen Matrix in manchen Praparaten nach langerer in vivo Standzeit scheint
daher eher unwahrscheinlich.

Beim Betrachten der Eigenschaften, welche fir eine vorangehende Differenzierung des
Gewebes sprachen, fanden sich weitere Hinweise auf eine mit zunehmender in vivo
Standzeit fortschreitende Chondrogenese. Die Unterkategorien ,Gewebemorphologie®,
~Oberflachenarchitektur®, »Chondrozyten Cluster” sowie »Subchondrale
Knochenabnormalitaten“ verbesserten sich signifikant im Verlauf der Wochen, der
signifikante Unterschied setzte erst spater im Vergleich der 4. und 12. Woche zur 24. Woche
ein. Dies war anhand der in der 24. Woche besser geflllten eher differenzierten
Defektregeneraten zu erwarten. Fur die ,Entziindung® besserte sich die Bewertung friher
signifikant, dies kénnte auf abklingendes operatives Trauma zurlickzufiihren sein (s.0.). Auch
war die frihere, signifikante Verbesserung der Bewertung fir die Unterkategorien
.Zellmorphologie” eher zu Beginn des Regenerationsprozesses zu erwarten, da es zu
vermehrter mitotischer Teilung kommen konnte. Dies deckte sich auch mit den
molekularbiologischen Ergebnissen der Differenzierungsmarker, die ebenfalls einen

signifikanten Anstieg bei langerer in vivo Standzeit zeigten.

4.2.2. Molekularbiologische Beurteilung der
Knorpeldefektheilung

Durch das begrenzte Potential zur Eigenregeneration des Knorpeldefekts ist die Entwicklung
von differenzierten und belastungsféahigen Regeneraten imperativ (Alford & Cole, 2005a, S.
295-8; Bedi et al., 2010, S. 999-1006; Gomoll et al., 2010a, S. 2487). Bestenfalls kommt es
nach einer Stammzellimplantation zur chondrogenen Differenzierung der implantierten Zellen
und Entwicklung eines Regeneratgewebes mit hyalin-dhnlichen Eigenschaften. Ein Endpunkt
dieser Studie war die Priifung des Einflusses der Resovist®-Markierung auf die implantierten
Zellen hinsichtlich des Regenerationspotentials. Daher wurde zusatzlich zu den

histologischen Analysen die Knorpelregenerierung und Zelldifferenzierung durch
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Expressionsanalyse genspezifischer mRNA-Transkripte verfolgt und somit ein Effekt der
Resovist®-Markierung teilweise ausgeschlossen. Betrachtet wurden neben
Differenzierungsmarker auch Dedifferenzierungs- sowie Entziindungsmarker, welche in den
folgenden Abschnitten detaillierter beschrieben werden (s. 4.2.2.1, 4.2.2.2, 4.2.2.3). Fur
letztere konnte weder zwischen den invivo Standzeiten noch im Vergleich zu
Resovist®-unmarkierten Zellen ein signifikanter Anstieg der Expression von IL-1B oder TNF-a
nachgewiesen werden. Kollagen X zeigte, als einziger molekularbiologischer Marker,
zwischen Resovist®-markierten und unmarkierten Zellen einen signifikanten Unterschied im
Ausmal} der Reduktion der Expressionsrate gegenlber unbehandeltem Referenzknorpel.
Aufgrund der kleinen Subgruppen war die Entdeckungswahrscheinlichkeit zu gering
einzuschatzen und somit konnte im Post-hoc Vergleich keine signifikante Aussage zwischen
den verschiedenen in vivo Standzeiten gemacht werden.

Im Verlauf der 24 Wochen zeichnete sich eine signifikante Steigerung der Expressionsraten
aller Differenzierungsmarker ab. Die vorliegenden Daten ergaben die Tendenz, dass flr
einige Genen die Expressionssteigerung in den unmarkierten Proben der 12. Woche deutlich
ausgepragter war und somit von einem friiheren Anstieg ihrer genspezifischen Expression
ausgegangen werden konnte. Dies zeigte sich fur COMP, Kollagen Il, Kollagen X und TNF-a.
Die Unterschiede zu den Resovist®-markierten Proben waren jedoch nicht signifikant. Hier
stiegen die Expressionsraten erst zwischen der 12. und 24. Woche merklich an, somit war
der Anstieg in den Resovist®-markierten Proben tendenziell verzogert. Ein Einfluss der
Markierung auf die Expressionsraten im zeitlichen Verlauf war aber nicht signifikant
nachzuweisen, jedoch aufgrund der Tendenzen auch nicht komplett auszuschliel3en.

Die Steigerung der Expressionsrate mit zunehmender in vivo Standzeit deckt sich mit den
histologischen Ergebnissen, die ebenfalls mit dem Zeitverlauf eine Verbesserung der
Gewebemerkmale hin zu einem vorwiegend hyalin-dhnlichen Regeneratgewebe ohne
hypertrophierende Zellen zeigten. Diese Erkenntnisse Uber die Gelenkknorpel-ahnliche
Zellqualitat sind zwar vielversprechend, jedoch zeigte Pestka et al. (2011, S. 784-5), dass es
keinen direkten Zusammenhang der Zellqualitadt und des klinischen Outcomes in Patienten
gab.

Die zentrale Hypothese, dass eine Markierung mit Resovist® keinen Einfluss auf die
chondrogenen Differenzierung der implantierten Stammzellen hat, scheint jedoch hiermit

bestatigt werden zu kénnen.

4.2.2.1. Differenzierungsmarker

Mesenchymale Stammzellen sind nicht mehr aus dem Bereich des Tissue Engineering und
der regenerativen Therapien wegzudenken. l|hre starkste Eigenschaft ist hierbei ihre
Multipotenz sich in verschiedene Zelllinien zu differenzieren (Watt & Huck, 2013, S. 467). Im

Falle der Knorpelregeneration ist eine Differenzierung zu einem chondrogenen Phanotypen
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gewunscht. Chondrozyten produzieren die sie umgebende Extrazellularmatrix (EZM), welche
grundlegend fir die Biomechanik des Gelenkknorpels ist. Aggrecan und Kollagen Typ I
bilden einen groflen Anteil der EZM, daher eignen sie sich hervorragend als Marker der
chondrogenen Differenzierung (Alford & Cole, 2005a, S. 296; Fox et al., 2009, S. 463;
Marlovits et al., 2004, S. 285-6). Kollagen Il bildet ein fibrillares Netzwerk, typisch flr
hyalinen Gelenkknorpel, welches mitunter die Formhaltung bei Zug-, Scher-, Druck- und
Drehbelastung bedingt (Fox et al., 2009, S. 463). Es hat zudem inhibitorische Effekte auf
Chondrozyten und verhindert tGber Bindung an Integrin-31 und Hemmung von BMP-SMAD1
eine Hypertrophie und eine folgende Apoptose, wie sie beispielsweise bei Osteoarthritis
beobachtet wird (Lian et al., 2019, S. 11-2; Shakibaei et al.,, 1997, S. 119). Aggrecan, ein
strukturelles Proteoglykan, bietet fur die Formhaltung und Belastbarkeit die viskoelastische
Grundlage. Es bindet Wassermolekile und verhindert bis zu einem gewissen Grad eine
Umverteilung dieser, um Belastungen abzudampfen (Kiani et al., 2002, S. 20). Zudem
verhindert Aggrecan den Abbau des Kollagen-Fibrillen-Netzwerks (Li et al., 2018, S. 7). In
der 4. Woche postoperativ wurde bei den implantieten MSC im Gegensatz zu
unbehandeltem Referenzknorpel eine Herunterregulation von Aggrecan und Kollagen Il
gemessen. Eine mdgliche Erklarung ist, dass zu diesem (frihen) Zeitpunkt eine
ausreichende Differenzierung der Zellen noch nicht stattgefunden hatte und daher auch eine
noch zu geringe Menge an EZM zu erwarten war. Dies deckte sich mit der geringen
Matrixfarbung in den Praparaten der 4. Woche in der Safranin O Farbung. Die weitere
Entwicklung der Aggrecan-Expressionsraten hin zur Anndherung an die Expression in
unbehandeltem Referenzknorpel mit zunehmender invivo Standzeit entsprach der
Erwartung, wenn nach der 24. Woche hyalin-ahnlicher Knorpel vorlage. Die initiale Reduktion
der Aggrecan-Expression ist bereits von Salzmann et al. (2011, S. 5814) anhand MACT im
Kaninchenmodell und parallel in vitro beobachtet worden. Jedoch beschrieb Salzmann et al.
nach 12 Wochen eine Induktion der Kollagen lI-Expressionsrate in  den
Chondrozytenimplantaten. Diese konnte in dieser Studie im Vergleich zu unbehandeltem
Referenzknorpel nur in den unmarkierten Proben der 12. Woche (R-12W) beobachtet
werden. Hierbei fiel eine groRe Streuung der Expressionsraten des Kollagen Il auf, mit einer
Kongregation jeweils der Halfte der Werte um das Maximum, sowie die Halfte der Werte um
das Minimum. Diese Verteilung war in keinem weiteren molekularbiologischen Marker wieder
aufgetreten. Eine Erklarung flr die nur zum Teil erhéhten Werte in der 12. Woche kdnnten
die regulatorischen Effekte des Kollagen Il auf die Chondrogenese sein. Wie oben
beschrieben kann Kollagen Il Gber Signalwege eine Hypertrophie und folgende Apoptose
verhindern (Lian et al., 2019, S. 11-2; Shakibaei et al., 1997, S. 119). Méglicherweise erfolgte
die Erhdhung der Kollagen ll-Expression, um einen solchen Umbau zu verhindern. Eine

weitere Erklarung kénnte eine verstarkte mechanische Belastung des Knorpels in diesen
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Versuchstieren gewesen sein, welche reaktiv zur Erhéhung der Expression des Kollagen I
fuhrten. Jedoch zeigten sie hinsichtlich des Gewichts, des Verhaltens und des wdchentlichen
Monitoring keine Auffalligkeiten und auch mikroskopisch konnten fir die drei extrem erhéhten
Werte keine korrelierende Auffalligkeit gefunden werden.

Es bleibt festzuhalten, dass trotzdem der Unterschied in der Expressionsrate fiir Kollagen Il
zwischen den Resovist®-Gruppen R-12W und R+12W nicht signifikant verschieden war. Es
kann von einer Tendenz zur friher beginnenden Steigerung der Kollagen lI-Expression in
den unmarkierten Proben gesprochen werden. Dies steht im Einklang mit der Hypothese,
dass die Anderung der Expressionsrate nicht signifikant durch die Resovist®-Markierung
beeinflusst wird. Yang et al. (2011, S. 448) bestatigten ebenfalls diese Hypothese fir
Kollagen lund Il in vitro, indem sie humane MSC mit verschiedenen Ferucabotran-
Konzentrationen inkubierten und nach 3 woéchiger Kultivierung keinen Einfluss der
Markierung auf die Kollagen |- oder Il-Expression feststellen konnten. Auch Saha et al.
(2013, S. 464-5) zeigten in ihrer in vitro Studie nach 7 Tagen fur die Expressionsraten von
Aggrecan, Kollagen Il und Sox9 keine Unterschiede zwischen KM-markierten und
unmarkierten Zellen. Die Studie wurde mit humanen BMSC sowie neonatalen und adulten
Chondrozyten durchgeflihrt. Es kam in der Studie jedoch insgesamt zu einem anfanglichen
Abfall der Sox9- und Kollagen II-Expression am Tag 2, weitere Messungen nach 7 und 14
Tagen waren unauffallig, eine Messung nach 4 Wochen wie in der vorliegenden Studie fand
nicht statt. Daher steht die in der vorliegenden Studie beobachtete Erhéhung der
Expressionsrate von Kollagen Il nicht im kompletten Wiederspruch zu den Ergebnissen von
Saha et al. (2013, S. 465), wenn man von einer Steigerung nach den ersten 14 Tagen
ausgeht oder oben genannten invivo Faktoren wie die Proliferationsregulation oder
mechanische Belastung bedenkt.

Es kann zudem von einer vermehrten Bildung der EZM im Rahmen der Defektheilung vor
allem bei fortgeschrittener in vivo Standzeit ausgegangen werden, da in der vorliegenden
Studie fur Kollagen Il und Aggrecan zwischen den Proben der 4. und der 24. Woche eine
signifikante Steigerung der Expressionsrate beobachtet wurde. Vergleicht man diese
molekularbiologischen Erkenntnisse mit den histologischen Ergebnissen, so bestatigten sich
diese in der Safranin O sowie Kollagen Il Farbung, welche insbesondere in der 24. Woche in
einer deutlich intensiveren Anfarbung der EZM resultierten. In den molekularbiologischen
Ergebnissen zeigten beide Marker zudem eine Induktion gegenuber unbehandeltem
Referenzknorpel. Dies ware durch die noch weiterhin ablaufende Regeneration erklarbar, da
die Heilung des Defektes auch in der 24. Woche postoperativ noch nicht abgeschlossen ist.
Eine weitere Erklarung fir die Steigerung der Expressionsrate von Kollagen Il und Aggrecan

ware eine Hypertrophie der Zellen im ehemaligen Defekt, fir welche sich jedoch histologisch
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keine Anhaltspunkte zeigten. Molekularbiologisch ergab sich hierzu kein schlissiges Bild
(s.4.2.2.2).

Ein weiterer Bestandteil der artikularen EZM, das Cartilage Oligomeric Matrix Protein
(COMP), wurde ebenfalls als Differenzierungsmarker herangezogen. Es ist zudem in
Ligamenten, Sehnen, Blutgefallen und weiteren Knorpeln zu finden (Haleem-Smith et al.,
2012, S. 2; Mdiller et al, 1998, S. 233-4). COMP ist katalytisch bei der
Kollagenfibrillenbildung (Halasz et al., 2007, S. 3117) und somit fur die biomechanischen
Eigenschaften ebenfalls von entscheidender Bedeutung. Auch wird eine Rolle als friher
Marker bei Knorpelschaden sowie Prognosefaktor bei Knorpeldegeneration intensiv
untersucht (Hoch et al., 2011, S. 1403; Tseng et al., 2009, S. 39; Verma & Dalal, 2013, S.
1005). Daneben fiihrt eine Uberexpression von COMP wahrend der chondrogenen
Differenzierung durch erhdhte Matrixorganisation zu einem vermehrten Vorhandensein von
Aggrecan und Kollagen Il (Haleem-Smith et al., 2012, S. 5-6).

Eine Induktion der Expression, wie auch bei Kollagen Il und Aggrecan, wurde in der
24. Woche beobachtet, entsprechend dem Grad der Defektheilung mit vorwiegend hyalinem
Knorpel. Jedoch kam es tendenziell spater als bei Kollagen Il und Aggrecan zum Anstieg der
Expression, mit signifikant niedrigeren Expressionsraten in der 4. und 12. Woche im
Vergleich zur 24. Woche. Dies entsprach den Ergebnissen von Sox9, einem
Transkriptionsfaktor fir COMP (Liu et al., 2007, S. 3908).

Sox9, durch ein Sex determining region Y-type high mobility group box containing (Sry-type
HMG box, Sox)-Gen kodiert, ist einer der wichtigsten Transkriptionsfaktor in der
Chondrogenese. Uber die im Sox9-Protein enthaltene HMG-Box erfolgt eine Bindung von
Sox9 an die DNA, welche eine Anderung der Gene hervorrufen, die der Transkription
nachfolgen. Sox9 spielt in der Embryogenese und Entstehung des Skeletts eine grol3e Rolle
(Jo et al., 2014, S. 152-7; Lefebvre & Dvir-Ginzberg, 2017, S. 2; Zhao et al., 1997, S. 378-
80). Eine hohe Expression wurde in der Reifung von Chondroprogenitorzellen zu
Chondroblasten sowie in proliferierenden Chondrozyten nachgewiesen (Bi et al., 1999, S.
87-8; Lefebvre & Dvir-Ginzberg, 2017, S. 4-6). Eine Inhibition der Expression wurde in
hypertrophierenden Chondrozyten vor der Inhibition der Kollagen Il-Expression beobachtet,
jedoch im Rahmen der embryonalen Chondrogenese und nicht wie vorliegend bei der
Differenzierung von MSC (Zhao et al., 1997, S. 382).

Entgegen der Erwartung, dass Sox9 &hnliche Annaherung der Expressionsrate an
unbehandelten Referenzknorpel zeigen wirde, erreichte in der vorliegenden Arbeit die
Sox9-Expression im Gegensatz zu den anderen Differenzierungsmarkern im Mittel in der
24. Woche nur knapp 20% der Expression des unbehandelten Referenzknorpels. Dies
entsprach auch nicht den Ergebnissen von Cao et al. (2011, S. 3913-9), die ergaben, dass

Sox9-transduzierte MSC im Kaninchenmodell bessere Defektheilung erbringen. In der Studie
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von Salzmann et al. (2011, S. 5815) wurden im \Vergleich zu in vitro
autologen-Chondrozyten-Implantaten in in vivo-Knorpelregeneraten im Kaninchenmodell
ebenfalls niedrigere Expressionsraten von Sox9 gemessen, Ubereinstimmend mit den hier
vorliegenden in vivo Ergebnissen der Stammzellimplantate. Wie Lefebvre und Dvir-Ginzberg
(2017, S. 5,12-3) aufzeigen, ist die genaue Rolle in postnatalen in vivo Modellen nicht
eindeutig geklart, unter anderem auch nicht, ob Sox9 wirklich essentiell in der
Knorpelregenerierung ist. Somit war eine Schlussfolgerung aus den Ergebnissen unter
Berucksichtigung des aktuellen Wissenstands nicht eindeutig zu ziehen.

Bei den Differenzierungsmarkern konnte fir COMP und Kollagen Il tendenziell ein friherer
und intensiverer Anstieg der Expressionsrate in den unmarkierten Proben bereits in der
12. Woche gesehen werden. In den Resovist®-markierten Gruppe war jedoch auch bereits in
der 12. Woche ein geringerer Anstieg gesehen worden. Weniger stark ausgepragt war dies
auch fir die Aggrecan-Expressionsraten der Fall, die in vivo Standzeit fiel hier weniger ins
Gewicht als die intensivere Steigerung der unmarkierten Proben, die sich jedoch nur
tendenziell und nicht signifikant zu den Resovist®-markierten Proben unterschied. Sox9
zeigte den Anstieg unabhangig der Markierung erst in der 24. Woche. Es bleibt festzuhalten,
dass fur keinen der Differenzierungsmarker ein signifikanter Unterschied zwischen
Resovist®-markierten und unmarkierten Proben nachgewiesen wurde.

Beide zeigten eine Steigerung in der Expressionsrate fir alle Differenzierungsmarker mit
zunehmender in vivo Standzeit. Dies steht in Ubereinstimmung mit den histologischen
Ergebnissen, welche eine positive Entwicklung der Gewebemerkmale im Zeitverlauf hin zu

einem hyalin-ahnlichen Regenerat unabhangig der Resovist®-Markierung zeigten.

4.2.2.2. Dedifferenzierungsmarker

Ziel des Tissue Engineerings bei Knorpeldefekten ist nicht nur die Induktion einer
Chondrogenese, sondern auch der Erhalt eines stabilen Zellphanotypen, der dem des
Gelenkknorpels gleicht. Die zweidimensionale Kultur der MSC flhrt haufig zu
Dedifferenzierungsprozessen, welche die Zellqualitat und das chondrogene Potential deutlich
mindern (Farrell et al., 2014, S. 2179; Pelttari et al., 2006, S. 3263). Farrell et al. (2014, S.
2179-82) zeigte dies anhand eines invifro Versuchs, bei dem Uber 112 Tage ein
Agarosekonstrukt mit humanen Chondrozyten und bovinen MSC kultiviert wurden. Bereits
nach 56 Tagen wurde ein verandertes Wachstum des MSC-Chondrozyten-Konstrukts mit
deutlicher Reduzierung des Glykosaminoglykangehalts sowie der mechanischen
Eigenschaften beobachtet. Die Arbeitsgruppe um Pelttari et al. (2006, S. 3259-63) ging einen
Schritt weiter und implantierte fur 3-7 Wochen kultivierte und zu Chondrozyten-induzierte
humane MSC (hMSC) im Mausmodell, als Kontrolle dienten implantierte humane

Chondrozyten. Es wurden bereits nach 1-2 Tagen erhdhte Marker fir Zellhypertrophie
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nachgewiesen. Nach 6 Wochen wurde eine Dedifferenzierung der hMSC mit Auftreten von
fibrésen, hyalinen und hypertrophen Knorpelmarkern beobachtet.

Das Expressionsmuster verandert sich bei der Dedifferenzierung zu dem von hypertrophen
Chondrozyten hin, wie bei der enchondralen Ossifikation zu beobachten (Gelse et al., 2012,
S. 165; Lian et al., 2019, S. 1; Marquass et al., 2011, S. 1409; Nejadnik et al., 2010, S. 1115;
Niemeyer et al., 2008, S. 2096). Bereits 1977 konnte Von Der Mark et al. (1977, S. 531)
zeigen, dass der Verlust des hyalinen Phanotypen in Chondrozyten einen Wechsel von
Kollagen ll-Produktion zu Kollagen Typ | bewirkt. Kollagen | ist ein ubiquitares Strukturprotein
des straffen Bindegewebes, mit groRen Anteilen in Knochen, fibrosem Knorpel, Sehnen,
Hornhaut und der Haut. Es zahlt zu den fibrillaren Kollagenen, die zu 96% in einer
Tripel-Helix-Struktur vorliegen (Ricard-Blum, 2011, S. 1). Neben strukturellen Aufgaben
nimmt Kollagen |, ebenso wie Kollagen Il, Einfluss auf vorhandene Chondrozyten und kann
eine Veranderung der EZM bewirken, hin zu einem fibrokartilagindren Phanotypen mit
hypertrophierenden Zellen (Armiento et al., 2018, S. 3; Chen et al.,, 2005, S. 450-2;
Schneevoigt et al., 2017, S. 49). Induzierte Stammzellen, welche zu Chondrozyten
differenzieren, zeigen ein biphasisches Muster der EZM-Produktion. Es beginnt mit einem
hohen Kollagen I-Gehalt, gefolgt von einem Reifeprozess, in der die EZM knorpelahnlicher
wird und einen ansteigenden Kollagen II- und Aggrecangehalt aufweist (Sorrell et al., 2018,
S. 1765). Dies ahnelt dem Grundprinzip der Wundheilung, bei dem zuerst Narbengewebe
entsteht, welches sich mit der Zeit durch Reifung an das Ursprungsgewebe anpasst und
bestenfalls remodelliert.

Entsprechend kann moglicherweise die von Beginn an zu beobachtende Induktion der
Kollagen I-Expressionsrate, welche sich im Verlauf bis zur 24. Woche signifikant steigerte,
gewertet werden. Trotz der hohen Kollagen I-Expressionsrate in der 24. Woche wurde hier
weiterhin eine Induktion des Kollagen Il beobachtet. Daher kann von einem Verlust des
hyalinen Phanotypen, der durch einen Verlust der Kollagen Il-Expression zu Gunsten von
Kollagen | gekennzeichnet ist, nicht ausgegangen werden. Die parallele Induktion kdnnte
zum einen den beginnenden Reifeprozess der EZM wiederspiegeln, wie von Sorrell et al.
(2018, S. 1765) beschrieben. Jedoch ist auch mit der zunehmenden Defektflllung und
Verbesserung in den histologischen Ergebnissen mit einer generellen Zunahme von
Chondrozyten im Defektbereich in der 24. Woche zu rechnen. Zudem kénnte der langsame
Katabolismus der Chondrozyten eine Rolle spielen und der Zeitpunkt der
Phanotypenveranderung mit Verlust der Kollagen IlI-Expression zu Gunsten von Kollagen | in
der 24. Woche noch nicht erreicht sein (Gelse et al.,, 2012, S. 168-9). Histologisch und
makroskopisch konnte keine Zell-Hypertrophie nachgewiesen werden, somit ist nicht davon
auszugehen, dass die massiv induzierte Kollagen |-Expression allein der Dedifferenzierung

im Regenerat zuzuschreiben ist. Eine mdgliche Erklarung ist die Induktion der
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Kollagen I-Expression bereits bei der in vitro Stammzellexpansion aufgrund des Plastiks der
Zellkulturgefale wie durch Armiento et al. (2018, S. 5) beschrieben und die Persistenz dieser
in vivo ohne pathologischem Korrelat.

Gelse et al. (2012, S. 165-9) hat die Hypothese aufgestellt, dass bei der Knorpelregeneration
ein transienter Chondrozyten-Phanotyp entsteht, der weder dem hyalinen noch fibrésen Typ
zuzuordnen ist. Dieser Phanotyp exprimiert hyalin-ahnliche Matrix und zeigt nur einen
geringen Anstieg von Kollagen Typ X. Kollagen X kommt in gesundem Knorpel nur in der
territorialen Matrix der kalzifizierenden Knorpelzone oder hypertrophem Knorpel typisch bei
osteoarthritischer Veranderung vor (Armiento et al., 2018, S. 2; Gelse et al., 2012, S. 169;
Lian et al.,, 2019, S. 1). In der vorliegenden Studie wurde eine Herunterregulation von
Kollagen X beobachtet, entgegen des zu erwartenden Anstieges, wenn eine
Dedifferenzierung mit Hypertrophie vorgelegen hatte.

Tendenziell stieg in den unmarkierten Proben der 12. Woche die Expressionsrate von
Kollagen X friiher als in den Resovist®-markierten Proben an, der Unterschied in den
Expressionsrate war jedoch nicht signifikant. Dies gleicht den Ergebnissen der
Differenzierungsmarker Kollagen 1l, COMP und Aggrecan, die eine tendenzielle Verzégerung
der Expressionssteigerung in den Resovist®-markierten Proben zeigten. Betrachtete man
jedoch fiir Kollagen X alle in vivo Standzeiten nur nach der Variablen ,Resovist®-Markierung*
aufgeteilt, so zeigte sich hier als einziger molekularbiologischer Marker, ein signifikanter
Unterschied zwischen den Markierungsgruppen. Der signifikante Unterschied lie® sich nicht
im Subgruppenvergleich wiederfinden. Die Entdeckungswahrscheinlichkeit war aufgrund der
Probenzahl zu gering, eine gréRerer Probenanzahl ware zur weiteren Klarung hierflr
notwendig gewesen. Auch stieg die Expressionsrate in der Resovist®-markierten Gruppe an,
deutlicher jedoch erst zwischen der 12. und 24. Woche. Ein Trend zur verzdgerten
Steigerung durch die Markierung ist also sichtbar, im Hinblick auf den
Dedifferenzierungsmarker jedoch nicht negativ zu bewerten.

Zu beachten ist auch, dass die Resovist®-markierten sowie unmarkierten Proben eine
geringere Expressionsrate im Vergleich mit unbehandelten Referenzknorpel zeigten. Damit
kénnte von einer glnstigeren Umgebung fir die Knorpelregeneration unabhangig der
Markierung ausgegangen werden, beispielsweise durch Modifikation des Zellmilieus oder

anti-inflammatorische Wirkung durch die implantierten Stammzellen.

4.2.2.3. Entziindungsmarker
Beim vorliegenden Studiendesign war aufgrund der invasiven Knorpeldefektsetzung mit
einer intraartikularen Entzindungsreaktion zu rechnen und somit die Evaluierung geeigneter
Entzindungsmarker erfolgt.
TNF-a und IL-1B8, die im Gelenk vorherrschende Entziindungsmediatoren, sind fur
Chondrozyten katabole Stimuli (Ousema et al., 2012, S. 8; Wehling et al., 2009, S. 802).
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Zwar sind das Gleichgewicht aus Neusynthese und Katabolismus essenziell fir den Erhalt
einer gesunden Knorpelmatrix, jedoch wird bei degenerativen Gelenkerkrankungen ein
Anstieg der Entziindungsmediatoren mit einhergehender Induktion des katabolen Abbaus
beobachtet (Ousema et al., 2012, S. 2; Umlauf et al., 2010, S. 4199; Van Buul et al., 2012, S.
1186-7).

IL-1B8 und TNF-a regen zum einen die EZM-abbauende Enzymbildung an (Dai et al., 2012, S.
9), zum anderen induzieren sie den Transkriptionsfaktor NF-kB und hemmen so die
Sox9- und in Folge auch die Aggrecan- und Kollagen ll-Expression (Wehling et al., 2009, S.
802). Des Weiteren zeigte Wehling et al. (2009, S. 809) in Aggregatkulturen eine Hemmung
chondrogener Differenzierung humaner MSC durch die Entziindungsmediatoren. Die
Entzindungsmediatoren sind nicht nur synergistisch in ihrer Wirkungsweise, auch ihre
Expression ist gekoppelt. Kobayashi et al. (2005, S. 134) zeigte an humanen Chondrozyten
in vitro, dass IL-13 Blockade auch zu TNF-a Suppression und umgekehrt flhrt.

Sauerschnig et al. (2019, S. 1550-2) untersuchten autologe Chondrozytenimplantate mit
verschiedenen Passagezahlen, Aussaatdichten und Membranstandzeiten in vitro und in vivo
im Kaninchenmodell hinsichtlich kataboler und inflammatorischer Marker. Sie sahen in vivo
bereits wahrend des 12-wdchigen Verlaufs eine statistisch signifikante Reduktion der
IL-1B3-Expression, welche sich im vorliegenden Versuch mit einer Reduktion der
Expressionsrate in allen Gruppen im Vergleich mit unbehandeltem Referenzknorpel
bestatigte. Jedoch zeigte sich auch tendenziell in den Resovist®-markierten Proben zwischen
der 12. und 24. Woche eine Steigerung der Expressionsrate, die trotzdem weiterhin unter der
des unbehandelten Referenzknorpels lag. Auffallend war, dass die unmarkierten Proben eher
eine weitere Reduktion zwischen der 4. und 24. Woche zeigten, bei einer grofen Streuung in
den unmarkierten Proben der 4. Woche ist dies mdglicherweise auf die zum Teil leeren
Defekte zu diesem Zeitpunkt zurickzufihren. Eine Veranderung in den
immunmodulatorischen Eigenschaften oder dem Entziindungsgeschehen durch die
markierten MSC ist nicht auszuschlieBen. Auch hier waren eine Entnahme und
Untersuchung der Synovialflissigkeit vor Explantation, wie bereits in 4.1.1 erwahnt,
erganzend interessant.

Auch ein Anstieg des TNF-a im Vergleich zu unbehandeltem Knorpel konnte nicht
beobachtet werden; zu erkennen war jedoch eine andauernde Reduktion der
TNF-a-Expressionsrate. Lediglich zwischen der 12. und 24. Woche stieg in den unmarkierten
Proben die Expressionsrate tendenziell an, blieb aber weiterhin weit unter der des
unbehandelten Referenzknorpels. Dies ist Uberraschend, da gemaly den Ergebnissen von
IL-1B eher eine Reduktion im unmarkierten Knorpel zu erwarten war. Hier ware eine erneute
Untersuchung der Proben hilfreich, um die Unterschiede zu bestatigen und die Streuung der

Ergebnisse zu minimieren. Festzuhalten ist jedoch, dass es tendenziell Unterschiede
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zwischen den Resovist®-markierten und unmarkierten Proben gab, tibergreifend jedoch die
Expressionsrate der Entzindungsmarker in den Proben immer weit unter der des
unbehandelten Referenzknorpels blieb und somit von einem fir die Knorpelregeneration
gunstigen Milieu ausgegangen werden konnte.

Die genauen Mechanismen hinter dieser bei allen Proben vorliegenden Reduktion der
Expressionsraten sind noch nicht vollstandig geklart. Da bei der Mikroskopie fur die ICRS 2
Bewertung ebenfalls wenig Entzindungsgeschehen berichtet wurde, koénnte die
entnommene Probe wenig Entzindungszellen enthalten. Moglich ware eine lokale
Immunmodulation durch MSC, welche schon mehrfach Gegenstand von Studien gewesen ist
(Gao et al., 2016, S. 2-3; Weiss & Dahlke, 2019, S. 2-3). Beispielsweise berichten lyer und
Rojas (2008, S. 574-5) in ihrer Ubersichtsarbeit von einer Reduktion des TNF-a in
dendritischen Zellen durch BMSC nebst weiteren immunmodulatorischen Effekte vor allem
auf Lymphozyten durch l6sliche Effektormolekile. Van Buul et al. (2012, S. 1191) zeigten
durch Kultivierung humaner Knorpelexplantate in MSC-konditioniertem Medium vorteilhafte
Wirkung der exprimierten MSC-Faktoren auf die antiinflammatorische Genexpression
einschliel3lich einer Reduktion der IL-1B3-Expression. Ein friher Anstieg durch das operative
Trauma ist denkbar, jedoch ware eine Zuordnung des Anstiegs auf das Trauma, einer
beginnenden Degeneration oder einer Inflammation im Regenerat nicht eindeutig moglich.
Fur die Entzindungsmarker zeigte sich kein signifikanter Einfluss der Resovist®-Markierung,
jedoch war anhand der kontraren Ergebnisse von TNF-a und IL-1( ein tendenzieller Einfluss
nicht  auszuschlieBen. Die  Vergleichsweise @ hdhere  Expressionsrate  beider
Entziindungsmediatoren im unbehandelten Referenzknorpel sind mit dem zur Homoéostase
notigen Katabolismus vereinbar (Fan et al., 2007, S. 945). Bei der Regeneration hingegen
fuhrt der anabole Knorpelaufbau, dies ist mit einer Reduktion beider Marker, wie vorliegend,

Ubereinstimmend.

4.3. Ausblick

Mit dieser Arbeit konnte invivo weitestgehend kein signifikanter Einfluss einer
Resovist®-Markierung auf die Differenzierung implantierter Stammzellen gezeigt werden.
Gemeinsam mit den entsprechenden Vorversuchen betrachtet, ist Resovist® zum
in vivo-Tracking implantierter Zellen flr wenige Wochen geeignet (Berninger et al., 2019, S.
2-8; Berninger et al., 2013a, S. 1-8; Berninger et al., 2013b, S. 1-6; Boddington et al., 2011,
S. 3-9; Henning et al., 2008, S. 1-2; Henning et al., 2012, S. 197-209; Henning et al., 2009,
S. 165-73; Sauerschnig et al., 2019, S. 1545-61). Der sichere Nachweis mit den hier
angewendeten Methoden gelingt 4 Wochen nach Implantation uneingeschrankt und ist somit
fur die kritische Phase der Implantatintegrierung und somit der frilhen Knorpelregeneration
bedeutend. Fur die weitere Verfolgung jedoch sind mdéglicherweise weitere Marker, andere

Detektionsmethoden oder andere Kontrastmittel besser geeignet. Wie bereits in 4.1.2
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beschrieben kdmen hierflr ein stammzellenspezifischer Oberflachenmarker oder Detektion
allogener DNA im Regenerat in Frage. Die noch ausstehende Bewertung des
MRT-Nachweises und der anschlielende Vergleich mit den hier prasentierten Ergebnissen
kénnten diesen Ansatz des Cell Trackings weiter bestatigen. Flr weitere Fragestellungen im
Bereich des Tissue Engineering mit MSC, bedeuten die Erkenntnisse dieser Arbeit, dass es
moglich ist, ohne Verlust ihres Regenerationspotentials, implantierte mit KM-markierte
Stammzellen Uber einen Zeitraum von bis zu 12 Wochen nachzuverfolgen und so mégliche
Faktoren zur Verbesserung der Integration und des Regenerationspotentials im Hinblick auf

optimierte Therapiestrategien zu finden.

73



74



5. Zusammenfassung

Die Implantation von MSC zur Geweberegeneration ist bereits ein etablierter Bestandteil des
Tissue Engineerings und der regenerativen Knorpeltherapie (De Windt et al., 2017, S. 261;
Lee & Wang, 2017, S. 76-88; Robey, 2011, S. 426; Strioga et al., 2012, S. 2729). Welche
unmittelbare Rolle die implantierten Zellen beim Regenerationsprozess in vivo einnehmen,
ist nicht abschlieRend geklart. Aus diesem Grund ist eine direkte Verfolgung der implantierten
Zellen invivo ohne den Regenerationsprozess dabei negativ zu beeinflussen von
entscheidender Bedeutung. In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer Stammzellmarkierung
mit dem MRT-Eisenkontrastmittel Resovist® auf die Knorpeldefektregeneration untersucht
sowie der histologische Nachweis der Markierung erbracht. In 36 Kaninchenfemora wurden
allogene mesenchymale Stammzellen in Fibrin-Zell-Implantaten in standardisierte
Knorpeldefekte eingebracht. Die Stammzellen waren mit eGFP fur den histologischen
Nachweis (n=36) sowie in der Halfte der Falle mit Resovist® markiert (n=18). Nach jeweils
der 4.,12.und 24. Woche wurden die Kaninchen sakrifiziert (jeweils n=12) und
Gewebeproben aus den Knorpeldefektbereichen histologisch sowie molekularbiologisch
untersucht.

Der direkte histologische Nachweis des eGFPs und des Resovist® mittels
immunhistochemischer bzw. Berliner Blau Farbung gelang nach der 4. Woche
uneingeschrankt, nach der 12. Woche nur in langsam heilenden Defekten. Es konnte
makroskopisch und mikroskopisch bei der Bewertung nach ICRS Kriterien kein signifikanter
Einfluss der Kontrastmittel-Markierung auf die Knorpelregeneration im Defekt nachgewiesen
werden. Dies bestatigten auch die molekularbiologischen Analysen verschiedener
Genexpressionsraten von typischen Differenzierungs-, Dedifferenzierungs-, sowie
Entzindungsmarkern mittels PCR. Somit konnte kein nachteiliger Effekt der Markierung auf
die Knorpelregeneration mithilfe implantierter Stammzellen nachgewiesen werden.

Anhand dieser kumulativen Ergebnisse kann in Zukunft die Resovist®-Markierung als in vivo
Stammzellenmonitoring angewendet werden. Dies erweitert die Mdoglichkeiten des
nicht-invasive Therapiemonitoring nach Stammzellimplantation.

Eine Schwache der Studie ist die fehlende Leerkontrolle ohne Implantat sowie geringe
Entdeckungswahrscheinlichkeit vor allem in den Subgruppen aufgrund kleiner

Stichprobenzahlen.
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7. ‘Anhang
7.1.

Therapiemonitoring

Titel: "Kontrastmittelges tiitzte zellulare Mag netres onanztomographie (MRT) zum Therapie-

monitoring bei Knorpelersatztherapien am Kaninchenmodell, Az 55.2.1.43-2532-105-11
Projektleter: OA Dr. med Stephan Vogt

Cratum;
IIntersucher:

Tiernummer

Punkte

Gewicht (g)

Allgemeinbefinden

Wach/aufmerksam

Angstlich/nervis

Reduziert

Apathisch

Futteraufnah me

Ja

Werdndert

Mein

Was seraufnahme

Ja

Verandert

Mein

Spezielle
Abbruchkriterien
(jeweils 20 Punkte)

Gelenksinfe ktion
Tiefe Nahtdehiszenz
Fraktur
Kérpergewicht-15
%

Kotabsatz

Ja

Verandert

Mein

Harnabsatz

Ja

Verandert

Mein

Haarkleid

Gepflegtizauber

Fellpflege. aber unsauber

keine Fellpflege/unsauber

Schleimhaut

Rosa

Blassrosa

Weild

Ausfluss

Mein

(NaselAuge)

Mittel

Hochgradig

Atemgerausch

Mein

Ja (leicht)

Ja (mittel)

Atemtyp

Mormal

Abnormal

Lahmheit

Mein

Ja (leicht)

Ja (mitte )

Ja (schwer)

L) o P e PR [ ) P ] ] I e ] L) ) ) O] ) ] ) P e ] P (] f L ] P e ] O] ) ) D) L] P e

0 Punkte

ohne besonderen Befund, o.b.B

1-10 Punkte  weiter beobachten. Ursachen abklaren und beheben

11-19 Punkte weiter beobachten, Ursachen abklaren und beheben, je nach Diagnose Euthanasie
20 Punkte Euthanasie

99 Punkte Gesamtpunktezahl
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7.2. Aufsteigende Alkoholreihe

Histologische Immunhistochemische
Farbungen Farbungen

destilliertes Wasser |spllen spulen

Ethanol 60% 1x 5 min 1x 1,5 min

Ethanol 80% 1x 5 min 1x 1,5 min

Ethanol 90% 1x 5 min 1x 1,5 min

Ethanol 96% 1x 5 min 1x 1,5 min

Ethanol 100% 2x 5 min 2x 5 min
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