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1  Einleitung 

1.1  Hyaliner Gelenkknorpel 

1.1.1  Vorkommen und allgemeine Eigenschaften 

Hyaliner Knorpel findet sich neben seinem Vorkommen in den Atemwegen (Nase, 

Larynx, Trachea und Bronchien) sowie an den Sternum- und Bogenabschnitten der 

Rippen vor allem als hyaliner Gelenkknorpel in den synovialen Gelenken. Während 

der Fetalentwicklung spielt er durch die Bildung eines transienten Knorpelskeletts im 

Rahmen der chondralen Ossifikation eine entscheidende Rolle. Er dient außerdem in 

den Epiphysenfugen dem Längenwachstum der Röhrenknochen [1,2]. 

Reifer Gelenkknorpel ist ein hypozelluläres, aneurales, alymphatisches und 

avaskuläres Bindegewebe. Es handelt sich um ein druckelastisches, zugfestes und 

zu reversibler Deformation fähiges Stützgewebe [3]. Der Gelenkknorpel ermöglicht 

durch seine spezifische Zusammensetzung, die Interaktion seiner Bestandteile sowie 

die strukturelle Organisation und Architektur ein nahezu reibungsfreies Gleiten 

artikulierender Gelenkflächen der Diarthrosen und die gleichmäßige Verteilung und 

Absorption auf ihn wirkender Kräfte. So ist eine schmerzfreie und uneingeschränkte 

Gelenkbewegung möglich [3,4]. 

1.1.2  Chondrogenese 

Das Skelettsystem entwickelt sich aus dem überwiegend aus dem mittleren Keimblatt 

(~ Mesoderm) entstehenden Mesenchym, einem embryonalen, avaskulären 

Bindegewebe. Das axiale Skelett mit Wirbelkörpern und Rippen geht aus dem 

Sklerotom der Somiten hervor, das Extremitätenskelett aus dem lateralen 

Plattenmesoderm [5]. Die Knochen der Extremitäten werden zunächst knorpelig 

angelegt und im Rahmen der enchondralen Ossifikation schrittweise durch Knochen 

ersetzt. Der Gelenkknorpel verbleibt als permanenter Überrest dieses hyalinen 

Knorpels, geht also aus dem Mesenchym der distalen Knochenenden hervor. Die 

Chondrogenese stellt somit einen frühen Schritt der Skelettentwicklung dar. 

Der Prozess der Chondrogenese beginnt mit der Rekrutierung, Migration und 

Proliferation embryonaler mesenchymaler Stammzellen und dem sog. „Commitment“ 

(Festlegung) zu mesenchymalen Chondroprogenitorzellen [6]. Ab der fünften 

Schwangerschaftswoche bilden sich in der Kondensationsphase Verdichtungen 

mesenchymaler Stammzellen, kondensierte Cluster hoher Zelldichte [7]. Der 

Kondensationsprozess der Zellen wirkt im Rahmen der Chondrogenese und damit 

auch der Formation enchondraler Skelettelemente wie eine Leitschiene [7]. In den 

kondensierten Chondrifikationszentren bilden die Zellen intensive 

intermesenchymale und epithelio-mesenchymale Zell-Zell-Kontakte aus [8,9]. Die 

hohe initiale Zelldichte scheint dabei Voraussetzung der Chondrogenese zu sein, 

wobei die Höhe der Zelldichte das Ausmaß der Chondrogenese bei In-vitro-
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Versuchen beeinflusst [10,11]. Ein entscheidender Wachstumsfaktor während der 

Kondensationspahse ist TGF-ß [6]. 

Die mesenchymalen Chondroprogenitorzellen differenzieren in proliferierende 

Chondroblasten und nehmen sphärische, rund-ovale Formen an [12]. Die Zellen 

sezernieren Matrixproteine und trennen sich so durch Akkumulation der 

entstehenden extrazellulären Matrix (EZM). Unter den knorpelspezifischen EZM-

Genen, die in diesem Differenzierungsprozess zunehmend exprimiert werden, ist 

auch das Kollagen-Typ-II-Gen (COL2A1). Die Zellen produzieren verstärkt Aggrekan, 

Link-Protein sowie die Kollagene vom Typ IX und XI [13]. Im weiteren Verlauf 

differenzieren die Zellen zu reifen Chondrozyten, die Proliferation kommt beim 

Übergang zu prähypertrophen Chondrozyten zum Stillstand. Die Zellen beginnen 

zunehmend mit der Expression des Kollagens Typ X und supprimieren nach und 

nach die Expression des Kollagens Typ II und des Aggrekans. 

In dieser späten Phase der Knorpeldifferenzierung kommt es zur Hypertrophierung 

der Zellen. Solche terminal differenzierten Chondrozyten findet man typischerweise 

in den Epiphysenfugen der langen Röhrenknochen und in der Zone des kalzifizierten 

Knorpels (Abb. 3). Sie weisen auf eine beginnende Verkalkung hin. Hypertrophierte 

Chondrozyten werden nach Apoptose durch Osteoblasten ersetzt oder können 

vereinzelt in diese transdifferenzieren [13,14]. Der Prozess der enchondralen 

Ossifikation zur Formation langer Röhrenknochen beinhaltet die terminale 

Differenzierung zu hypertrophen Chondrozyten, die Kalzifizierung der EZM, die 

Vaskularisation und Ossifikation. Der Prozess der (Prä-) Hypertrophierung geht dabei 

mit vermehrter Expression des Kollagen-Typ-X-Gens (COL10A1) einher. 

Regulatoren dieses Prozesses sind Indian Hedgehog (Ihh) und das Parathyroid-

hormone-related Peptide (PTHrP). 

In der Differenzierung der den Gelenkknorpel bildenden Chondrozyten endet der 

Differenzierungsprozess mit dem Abschluss des skelettalen Wachstums. Die 

metabolische Aktivität und die Matrixsynthese nehmen ab. Die Chondrozyten teilen 

sich in reifem, gesundem Gelenkknorpel nun nicht mehr [15]. Die kontinuierliche 

Aktivität der Chondrozyten dient nun dem Erhalt des Gewebes. Chondrozyten des 

reifen Gelenkknorpels außer denen der „Tide mark“ (1.1.4, Abb. 3) hypertrophieren 

nicht. Die Hypertrophierung wird verhindert, indem der erreichte 

Differenzierungsstatus durch verschiedene Faktoren wie den niedrigen O2-Gehalt, 

eine Reihe von Wachstumsfaktoren und ihre Inhibitoren sowie die mechanische 

Stimulation im Rahmen der Gelenkbewegung mit konsekutiver Mechanotransduktion 

stabilisiert wird [13,16,17]. 

Der gesamte Prozess der Chondrogenese wird durch die Wirkung von 

Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren sowie Proteasen 

gesteuert und modifiziert sowie durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen reguliert 

(Abb. 1). Mitglieder der TGF-ß-Superfamilie sind neben ihren Eigenschaften als 

multifunktionelle Regulatoren verschiedener Zellarten wie Osteoblasten, 

Chondroblasten, epithelialen oder neuralen Zellen im Rahmen des Zellwachstums, 

Differenzierung und Apoptose entscheidende Signalmoleküle im Zuge der 

Chondrogenese. Aktivierung des TGF-ß-Rezeptors führt zur Aktivierung 
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verschiedener intrazellulärer Signalkaskaden [7] . Die Balance zwischen TGF-ß- und 

FGF-Liganden und  ihren Rezeptoren reguliert die Proliferationsrate und den 

Differenzierungsprozess der Zellen [18]. Reife Chondrozyten exprimieren FGF-2, 

welches ein potentes Mitogen für Chondroyzten darstellt [19]. Auch IGF-1 spielt eine 

entscheidende Rolle (1.3.3.2), indem es insbesondere wie TGF-ß die Matrixsynthese 

steigert und deren Abbau hemmt [20,21]. IGF-1 wirkt wie FGF-2 mitogen. In der 

frühen Phase der Chondrogenese sind außerdem Glukokortikoide für die Induktion 

einer potenten Chondrogense essentiell, insbesondere, wenn die initiale Zelldichte 

der Progenitorzellen hoch genug ist, um die intrazellulären Steroidrezeptoren 

aufzuregulieren [22,23]. 

Zentrale Bedeutung in der Chondrogenese hat der Transkriptionsfaktor SOX9 (Sry-

related High Mobility Group Box 9), dessen Mutation zur Kampomelie führen kann 

[24]. SOX9 wird während der Embryogenese in zum Skelett reifenden Strukturen 

exprimiert, insbesondere in mesenchymalen Chondroprogenitorzellen im Zuge der 

Kondensationsphase sowie in Chondroblasten und Chondrozyten. Er aktiviert 

Promotorelemente knorpelspezifischer Zielgene wie den Genen von Kollagen Typ II 

(COL2A1), Aggrekan und Kollagen Typ XI bzw. wird mit Zielgenen wie dem des 

Kollagen Typ II koexprimiert. In hypertrophen Chondrozyten wird die Expression 

supprimiert [25-28]. 

 

Stufen der Chondrogenese          Differenzierungsfaktoren      Transkriptionsfaktoren             EZM-Marker 

 

Rekrutierung, Migration,         Kollagen I; 

Proliferation, Commitment,         Hyaluronan; 

Kondensation    TGF-ß; Wnt3a, 4a;   HoxA; HoxD;  Fibronectin; 

mesenchymaler Stammzellen  FGF-2, -4, -8, -10;   SOX9; Gli3  Kollagen IIa 

     Shh; BMP-2, -4, -7      

Chondroprogenitorzellen 

     IGF-1, FGF-2, FGFR2, SOX9;SOX5;SOX6  Kollagen IIa, b; 

     BMP-2, -4, -7, -14  Runx2   COMP;Aggrekan 

Proliferierende Chondroblasten 

     FGF18; FGFR3;  SOX9;SOX5;SOX6  Kollagen IIb, IX; 

     BMP-2, -7  Gli2; Gli3; Fra2/JunD COMP;Aggrekan 

Prähypertrophe Chondrozyten 

     PTHrP; Ihh/Ptc  Runx2 

 

Hypertrophe Chondrozyten         Kollagen X; 

     VEGF; Wnt14;  Runx2   MMP-13 

FGF-2, -18;  Osterix    

FGFR1; GDF5;     Kollagen I; 

Vaskularisation, Ossifikation  BMP-2, -6     Osteokalzin 

   

Abb. 1 Schematische Darstellung der chondrogenen Zelldifferenzierung im Rahmen der 

Entwicklung langer Röhrenknochen in vivo. Dargestellt sind die einzelnen 
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Differenzierungsschritte samt ausgewählter, beteiligter Differenzierungs- und 

Transkriptionsfaktoren sowie charakteristischer Marker der EZM. Modifiziert nach 

[6,29,30]. 

1.1.3  Zusammensetzung und Organisation 

Gelenkknorpel besteht wie alle Binde- und Stützgewebe aus Zellen und EZM, welche 

wiederum aus Grundsubstanz und Kollagenen sowie elastischen Fasern 

zusammengesetzt ist [1]. 

Die Zellen des Gelenkknorpels entsprechen circa 1–10 % des Gewebsvolumens 

[31,32]. Es lassen sich teilungsfähige Chondroblasten von postmitotischen 

Chondrozyten unterscheiden. Letztere sind die spezifischen Zellen reifen 

Knorpelgewebes, welche im adulten Gelenkknorpel nicht nur zum Erhalt des 

Gewebsvolumens die EZM synthetisieren, sezernieren und exakt geordnet 

organisieren, sondern auch deren Abbau durch Sekretion verschiedener 

Metalloproteinasen (und deren Inhibitoren) sowie Endozytose und lysosomale 

Degradation regulieren [33]. Reifer Gelenkknorpel entspricht in dieser Hinsicht einem 

dynamischen System, dessen Zellen auf Änderungen in der Zusammensetzung der 

EZM bedingt reagieren können, um deren Integrität zu bewahren [34]. Sich teilende 

Chondroblasten bilden Cluster postmitotischer Chondrozyten aus, isogene 

Zellgruppen, die als Chondrone bezeichnet werden [35]. Diese bilden gemeinsam mit 

der sie umgebenden extrazellulären Matrix die Territorien [36]. Die zwischen den 

Territorien gelegenen Matrixanteile werden Interterritorien genannt. 

Gelenkknorpel besteht zu circa 90-99% aus EZM, welche für die mechanischen 

Eigenschaften verantwortlich ist. Die Matrix wiederum besteht zu circa 80% aus 

Wasser und Ionen und zu 20% aus organischen Matrixmolekülen [37]. Letztere 

lassen sich aufteilen in Kollagene (circa 80%) und andere nicht-fibrilläre organische 

Matrixmoleküle (20%) wie Proteoglykane und andere Glykoproteine. 

Kollagene sind hauptsächlich (90%) vom Typ II, zu geringem Anteil (10%) auch von 

den Typen VI, IX, X und XI. Kollagen Typ II besteht aus drei identischen helikalen α-

Ketten und bildet den Hauptteil des Fasergerüsts [35]. Kollagen vom Typ X hat eine 

wichtige Aufgabe in der Mineralisation des Knorpels. Hypertrophe Chondrozyten 

exprimieren und sezernieren größere Mengen des Kollagens Typ X, das v.a. 

perizellulär deponiert wird [38]. Lediglich in Spuren sind die Kollagene vom Typ I, III, 

V und XIV nachweisbar [39]. 

Proteoglykane sind Glykoproteine, die aus einem fadenförmigen, zentralen 

Kernprotein (core protein) bestehen, an welches Seitenketten aus 

Glykosaminoglykanen angehängt sind. Diese Glykosaminoglykane sind lineare 

Polysaccharide aus repetitiven Disaccharideinheiten. Zu ihnen gehören 

Hyaluronsäure sowie Chondroitin-, Keratan- und Dermatansulfat [40]. Hyaluronsäure 

stellt das Gerüst der Grundsubstanz dar. Vor den kleinen Proteoglykanen wie 

Biglykan, Dekorin, Fibromodulin und Perlekan ist Aggrekan als großes Proteoglykan 

das häufigste. Es ist über seine G1-Domäne und das Bindeprotein (Link-Protein, 

Hyaluronectin) an fadenförmige Hyaluronsäuremoleküle gebunden [41-43]. Ein 



Einleitung  12 

Aggrekanmolekül besitzt ein filiformes Kernprotein, von welchem 

flaschenbürstenartig angeordnete Glykosaminoglykanseitenketten ausgehen (Abb. 

2). Es handelt sich u.a. wegen der Sulfatgruppen um Polyanionen, die die 

gegenseitige Abstoßung der Seitenketten bewirken und eine hohe Bindungskapazität 

für Wasser und hydratisierte Kationen ermöglichen. Die polyanionischen 

Eigenschaften bewirken ferner die Bindung kationischer Farbstoffe wie Alzianblau 

oder Toluidinblau bei histochemischen Färbungen [1]. Schließlich binden 

Proteoglykane die für Differenzierungsvorgänge wichtigen Wachstumsfaktoren wie 

TGF-β und FGF-2, eine Bindung, die die Affinität der Wachstumsfaktoren zu ihren 

Rezeptoren erhöht [44]. Andere Glykoproteine der Knorpelmatrix enthalten lediglich 

kurze Kohlenhydratseitenketten und spielen u.a. eine wichtige Rolle bei der 

Verankerung der Chondrozyten in der Matrix. Zu den häufigen Glykoproteinen 

gehören das zur Thrombospondin-Familie gehörende COMP, welches pentamere 

Komplexe bildet und beinahe ausschließlich im Knorpel exprimiert wird [45]. Es 

bindet Kollagene vom Typ I, II und IX sowie Matriline [45-47]. COMP katalysiert die 

frühe Kollagenfaserformation und bewerkstelligt die Interaktion der Fasern [48]. 

Allerdings führen hohe Relationen des COMP zu (Pro-)Kollagen, wie sie für Arthrose 

typisch sind, zu einer Sättigung der Bindungsstellen und somit zu beeinträchtigter 

Fibrillogenese sowie vermindertem Reparaturvermögen [45]. Neben seiner 

(katalytischen) Funktion während der frühen Fibrillogenese dient COMP in reifem 

Knorpel der Stabilisierung des Kollagennetzwerks. 

Die Interpendenz zwischen Chondrozyten und EZM ermöglicht durch Regulierung 

der metabolischen Aktivität der Zellen das Aufrechterhalten des Gewebes unter 

Umständen für das gesamte Leben. An der Chondrozytenoberfläche befindliche 

Proteine binden an Bestandteile der EZM wie Kollagen Typ II oder Hyaluronsäure 

[49-51]. Des Weiteren besitzen einige Chondrozyten kurze Zilien, die in die EZM 

ragen, denen die Registrierung mechanischer, elektrophysiologischer und 

physikochemischer Reize zugeschrieben wird [38,52-54]. Frequenz und Intensität 

der mechanischen Belastung beeinflusst entscheidend den Metabolismus. Sämtliche 

Interaktionen zwischen Zelle und EZM bestimmen so unter Einbeziehung der 

Zytokinwirkungen die metabolische Zellaktivität und damit auch den Matrixumsatz. 

 

Abb. 2 Schematische Darstellung der molekularen Zusammensetzung und der Interaktion der 

Bestandteile des Gelenkknorpels (Details, s. Text). Aus [45]. 
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1.1.4  Architektur und Funktion 

Hinter der makroskopisch homogen-festen, weiß-bläulich glänzenden Erscheinung 

des reifen Gelenkknorpels verbirgt sich mikroskopisch eine hochgradig geordnete, 

komplexe Architektur. Zum einen liegt in reifem Gelenkknorpel eine regionale 

Gliederung der die Chondrozyten umgebenden EZM vor (1.1.3), zum anderen zeigt 

sich lichtmikroskopisch im vertikalen Schnitt eine oberflächenparallele 

Zonengliederung von der Knorpeloberfläche bis zum subchondralen Knochen. 

Je nach Entfernung von den Zellen zeigt die EZM eine regionale Gliederung bzw. 

Organisation auf. Die unmittelbare perizelluläre, amorphe Umgebung, die bis zu 2 

µm dicke perizelluläre (lakunäre) Matrix, ist reich an Aggrekan und Dekorin, an 

Kollagen Typ VI und Hyaluronsäure [43,55]. Daran angrenzend befindet sich die 

territoriale (kapsuläre) Matrix, die durch ein dichtes, korbartiges Netzwerk 

quervernetzter Kollagenfasern von 10–20 nm Dicke gekennzeichnet ist und 

Chondrozyten bzw. Chondrone einfasst [56]. Diese beiden Matrixregionen dienen der 

Verbindung der Chondrozytenmembranen mit den Makromolekülen der EZM sowie 

dem Schutz der Zellen vor Schaden bei mechanischer Belastung und Deformierung 

des Gewebes. Des Weiteren vermitteln sie die mechanischen Signale für 

Chondrozyten im Rahmen der Gelenkbelastung [38]. Den größten Anteil der EZM 

stellt die interterritoriale Matrix dar, die den Großteil der Proteoglykane und 

Kollagenfasern enthält. Sie vermittelt die mechanischen Eigenschaften. 

In der Zonengliederung lassen sich Superfizial-, Transitional- und Radialzone sowie 

kalzifizierter Knorpel unterscheiden (Abb. 3), die durch Verteilung und Anordnung der 

Kollagenfasern voneinander unterschieden werden können [43,57]. Auch die 

Zusammensetzung und der Gehalt der restlichen EZM-Bestandteile sowie 

chondrozytäre Eigenschaften variieren in Abhängigkeit vom Abstand zur 

Knorpeloberfläche. Chondrozyten unterscheiden sich dabei in Form, Größe, 

metabolischer Aktivität und Anordnung in den verschiedenen Zonen [58-60]. 

Unterschiede in diesen Subpopulationen werden auf die verschiedenen 

mechanischen Beanspruchungen der Zonen zurückgeführt [57,61]. 

Die oberflächliche, dünne Superfizial- oder Tangentialzone ist gekennzeichnet durch 

einen zur Knorpeloberfläche tangentialen Verlauf der zahlreichen, dünnen Fasern mit 

der mechanischen Belastung entsprechender trajektorieller Ausrichtung. Die 

Superfizialzone besitzt die höchste Zugfestigkeit, um Scherkräften während der 

Gelenkbewegung standhalten zu können [62]. Die Konzentration an Kollagenfasern 

sowie Decorin und Biglykan ist hoch, die des Aggrekans niedrig [63]. Das dichte 

Faserwerk bedeutet eine gewisse Barriere für die Diffusion von Makromolekülen (z.B. 

Antikörper). Hierdurch wird der Gelenkknorpel vom Immunsystem in gewissem 

Ausmaß abgeschirmt [38]. Die Chondrozyten sind klein und spindelförmig-

abgeflacht. Sie verlaufen parallel zur Oberfläche und sind im Wesentlichen 

Zugkräften ausgesetzt. 

Die Transitional- oder Übergangszone zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an 

Matrixbestandteilen aus, insbesondere an Aggrekan. Daher sind die hier scheinbar 

zufällig angeordneten, sich teilweise kreuzenden, dicken Kollagenfasern weiter 

voneinander entfernt. Die Chondrozyten sind ovalärer Morphologie und schräg 
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angeordnet. Sie treten einzeln oder in Paaren auf. Verglichen mit der Superfizialzone 

sind die Zellen metabolisch aktiver. Im Vergleich zur tiefen Radialzone sind Zelldichte 

und Zellvolumen größer. 

In der tiefen Radialzone sind sowohl Kollagenfasern als auch Chondrozyten radial 

zur Knorpeloberfläche angeordnet. Die Zellkonzentration bezogen auf die 

extrazelluläre Matrix ist geringer als in der Transitionalzone. Die Chondrozyten sind 

rundlich konfiguriert und säulenartig angeordnet. Sie sind im Wesentlichen 

Druckkräften ausgesetzt. Kollagenfaserdurchmesser und Proteoglykankonzentration 

sind am größten, die Wasserkonzentration am geringsten. Die Kollagenfasern ziehen 

am Grund der tiefen Radialzone in die Grenzlinie (Tide mark), eine dünne basophile 

Linie zwischen tiefer Radialzone und Zone des kalzifizierten Knorpels. 

Die Kollagenfasern sind in der Zone des kalzifizierten Knorpels verankert, die von 

Hydroxyapatitkristallen durchzogen ist. Diese Zone stellt die Verbindung des 

Gelenkknorpels mit dem subchondralen Knochen dar. In ihr finden sich wie in der 

Epiphysenfuge hypertrophe Chondrozyten [38]. 

 

 

Abb. 3 Schematische (A) und histologische (B) Darstellung eines Vertikalschnitts durch den 

Gelenkknorpel. (A) Dargestellt sind die Zonen des Gelenkknorpels mit spezifischen 

Matrixregionen und und typischerweise exprimierten EZM-Molekülen (regionale und zonale 

Gliederung). Die Einsätze zeigen die Anordnung der Kollagenfasern. Modifiziert nach [43]. 

(B) Masson-Trichrom-Färbung eines Schnitts durch ein menschliches Fingergelenk (250x). 

1 Gelenkspalt; 2 Superfizialzone; 3 Transitionalzone; 4 Tiefe Radialzone; 5 Grenzlinie (Tide 

mark); 6 Zone des kalzifizierten Knorpels; 7 Subchondraler Lamellenknochen. Aus [2]. 

 

Zur Entstehung dieser Gliederung und Organisation gibt es verschiedene 

Vorstellungen, die genauen Mechanismen dieser strukturellen Transformation sind 

jedoch unbekannt (1.1.2). Reifer Gelenkknorpel ist gekennzeichnet durch die oben 

beschriebene, hochgradig strukturelle Anisotropie. Unreifer Knorpel zum Zeitpunkt 

der Geburt und während der frühen postnatalen Wachstumsperiode zeigt hingegen 

eine ungeordnete, isotrope Faseranordnung [35,64] (Abb. 4). Eine Hypothese zur 



Einleitung  15 

Anordnung dieser Isotropie im Laufe des Wachstums besagt, dass dieser Prozess 

nicht durch internes Gewebsremodeling, sondern durch Resorption und 

Neoformation von statten geht [65]. Dieser Prozess der postnatalen Reorganisation 

bedeutet, dass das Nachvollziehen der Chondrogenese in vitro allein nicht dazu 

führen kann, einen strukturell intakten Gelenkknorpel hoher Anisotropie generieren 

zu können [65]. 

Abb. 4 Schematischer Vergleich der lichtmikroskopischen Struktur unreifen (A) und reifen 

Gelenkknorpels (B) im Vertikalschnitt. Während des fetalen und frühen postnatalen Lebens 

sind Chondrozyten zufällig heterogen (isotrop) verteilt. Allerdings ist als Trend erkennbar, 

dass in der Nähe der Knorpeloberfläche gelegene Chondrozyten klein und abgeflacht 

erscheinen. Die Pfeile markieren die Kalzifizierungsgrenze (Tide mark). Nach [65]. 

 

Gelenkknorpel ist ein viskoelastisches Gewebe. Er ist bis zu einem gewissen Grade 

durch Druck-, Zug- und Biegungskräfte komprimier- und dehnbar [38]. Der 

Gelenkknorpel funktioniert dabei nach dem Prinzip eines Faser-verstärkten 

Werkstoffs. Die polyanionischen Eigenschaften der EZM-Makromoleküle (1.1.3) 

verursachen große repulsive Kräfte und einen hohen endosmotischen Druck durch 

eine hohe Kationenkonzentration, die mit einer hohen Gesamtkonzentration 

anorganischer Ionen wie Natrium und Kalzium in der Gewebsflüssigkeit einhergeht 

(Donnan-Effekt). Diese schwellenden Effekte werden durch das Kollagennetzwerk 

aufgefangen und erhöhen den Quelldruck weiterhin, indem Proteoglykane, 

insbesondere Aggrekan, auf einen Bruchteil (ca. 20 %) seines voll hydratisierten 

Volumens (free-swelling volume) komprimiert werden. Dies alles generiert die 

mechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels, durch welche punktförmiger 

mechanischer Stress auf den subchondralen Knochen verhindert wird [32,38,66]. 

Die Herstellung von Gelenkknorpel im Sinne des Tissue Engineering (1.3) erfordert 

daher insbesondere mit Blick auf die zu erreichenden mechanischen Eigenschaften 

nicht nur die Erzeugung korrekter Konzentrationen und Verhältnisse der richtigen 

Komponenten des Gewebes, sondern auch die Rekonstruktion der hochorganisierten 

Struktur [38]. 
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1.1.5  Ernährung und Stoffaustausch 

Ernährung und Elimination von Stoffwechselprodukten des Gelenkknorpels erfolgt 

durch Diffusion aus den bzw. in die subchondralen Kapillarplexus und aus der  bzw. 

in die Synovialflüssigkeit [32,56]. Die Knorpelmatrix stellt dabei hinsichtlich Größe, 

Ladung und anderen Eigenschaften wie molekularer Konfiguration eine 

Diffusionsbarriere dar [67]. Dies bedeutet für Chondrozyten einen Zustand relativer 

Hypoxie. In tieferen Schichten des Gelenkknorpels liegt der O2-Gehalt bei circa 1% 

[68]. Der Stoffwechsel ist aufgrund dieser hypoxischen Umgebungsbedingungen 

anaerob-glykolytisch [56]. Dieser Stoffwechselweg wird selbst bei aeroben 

Zellkulturbedingungen in vitro bevorzugt eingeschlagen [69]. Aufgrund der insgesamt 

niedrigen metabolischen Aktivität des Gewebes bei geringer Zelldichte wird 

Gelenkknorpel gemeinhin als bradytroph bezeichnet. Allerdings ist die glykolytische 

Rate der einzelnen Zelle des Gelenkknorpels derjenigen von Bindegewebszellen 

vaskularisierter Gewebe gleich, so dass Chondrozyten individuell betrachtet als 

metabolisch aktiv zu bezeichnen sind [38]. Gelenkknorpel ist circa 10 Millionen 

Zyklen Gelenkbelastung pro Jahr ausgesetzt [70]. Durch intermittierende 

Druckbelastung des Knorpels durch diese Gelenkbewegung wird die Konvektion der 

Nährstoffe einschließlich Wachstumsfaktoren durch das Gewebe entscheidend 

verbessert. Während der Gelenkbelastung und -entlastung erfolgt eine zyklische 

Redistribution der Gewebsflüssigkeit. Wird der Knorpel belastet, erfolgt in diesem 

Bereich das Auspressen der Gewebsflüssigkeit mit Erhöhung der Dichte negativer 

Ladungen und Steigerung des Quelldrucks. Bei Entlastung dieser Knorpelzone 

erfolgt daher rasch der Einstrom der Gewebsflüssigkeit und die Wiederherstellung 

der vorherigen Gewebskonfiguration. So können Immobilisation und verminderte 

Gelenkbelastung zur Überschreitung matrixsynthetischer durch matrixdegradierende 

Vorgänge führen [71]. 

1.1.6  Gelenkknorpeldefekte 

„Once destroyed, is not repaired“: Bereits 1743 stellt der Chirurg William Hunter fest, 

„ulzerierter Knorpel sei eine sehr schwere Erkrankung, welche eine Heilung mit 

größerer Schwierigkeit zulasse als ein kariöser Knochen und welcher – einmal 

zerstört – niemals gesunde“ [72]. Postnataler Gelenkknorpel besitzt kaum Fähigkeit 

zur spontanen Regeneration [73]. Die residenten Chondrozyten sind zu keinem 

suffizienten Reparaturprozess in der Lage und der Gelenkknorpel scheint keine 

ausreichenden Kapazitäten für die Rekrutierung vorhandener Progenitorzellen aus 

der Superfizialzone oder der Synovia zu besitzen [74-76]. So stellen 

Gelenkknorpelverletzungen meist einen irreversiblen Knorpeldefekt dar [77,78]. 

Insbesondere durch das Fehlen von Blutgefäßen unterscheidet sich die Reaktion des 

Gelenkknorpels auf eine Verletzung von der vaskularisierter Bindegewebe, wie 

beispielsweise durch die Migration inflammatorischer Zellen. Umschriebene 

Gelenkknorpeldefekte entstehen im Gegensatz zur primären chronisch progressiven 

Degeneration des Knorpels (Osteoarthrose) infolge eines Traumas, häufig im 
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Zusammenhang mit weiteren komplexen Binnenverletzungen, oder einer Nekrose 

(z.B. Osteochondrosis dissecans). Solche umschriebenen Defekte mehrerer mm² 

werden nicht durch Reparationsgewebe ersetzt, allerdings kann von bis in den 

subchondralen Knochen reichenden Läsionen faserknorpeliges, allerdings 

mechanisch minderwertiges Ersatzgewebe gebildet werden. Letzteres ist bei 

größeren Defekten außerdem ebenfalls dem Untergang geweiht [79]. Dies und der 

Verlust der strukturellen Integrität der Knorpeloberfläche erhöht signifikant das Risiko 

für die Entwicklung einer (sekundären) Osteoarthrose [80,81]. Beim älteren 

Menschen sinkt ferner das Regenerationspotential durch abnehmende 

chondrozytäre Kapazität zur Synthese von Proteoglykanen sowie ein verringertes 

Ansprechen auf mechanische Stimuli und Wachstumsfaktoren weiter ab [38]. 

Aktuelle Schätzungen zur Prävalenz fokaler Knorpeldefekte liegen zwischen 5 % und 

11 % für jüngere und bei bis zu 60 % für ältere Patienten [82-84].  Auch wenn die 

Latenzzeit zwischen Gelenkstrauma und Entstehung der sekundären Arthrose 

interindividuell schwankt, wird nicht selten früher oder später die Implantation einer 

Endoprothese erforderlich. Um diesen Eingriff bei jungem Patientengut zu 

verhindern, ist die biologische, autologe Regeneration des Knorpeldefekts ein 

neuartiger Ansatz und eine wertvolle Option, um dem oft jungen Alter und dem 

hohen Anspruch an Mobilität der Patienten gerecht werden zu können. 

1.2  Humane mesenchymale Stammzellen 

1.2.1  Eigenschaften 

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) sind dem Mesoderm entstammende 

multipotente Stammzellen, d.h. Zellen, die in bestimmte, nicht jedoch alle Zellen bzw. 

Gewebe differenzieren können. Bei diesen Zellen handelt es sich um eine 

heterogene Population stromaler Stammzellen, die die Eigenschaften der 

Selbsterneuerung, Multipotenz und Differenzierungsfähigkeit in Zellen mesodermaler 

Gewebe (Knochen, Fett, Knorpel, Muskel, Sehnen und Bänder) sowie andere 

embryonale Entwicklungslinien, darunter hepatogene, neurogene und epitheliale 

Differenzierungskaskaden aufweisen [85-87]. Neuere Forschunsgergebnisse zeigen 

ferner neben diesen Differenzierungseigenschaften immunmodulatorisches, 

antiinflammatorisches und trophisches Potential [88-90]. Analog zum Konzept der 

Hämatopoese des Knochenmarks wurden im Laufe des vergangenen Jahrhunderts 

Hypothesen entwickelt, dass die mesenchymalen Zellenarten des Knochenmarks 

aus einer Stammzelle hervorgegangen seien, was von Caplan als Mesengenese 

bezeichnet wurde [91]. HMSC konnten im adulten Organismus in annähernd allen 

postnatalen Organen nachgewiesen werden [92-94], u.a. im Knochenmark, in 

peripherem und Nabelschnurblut, in Muskel- und Fettgewebe, Knochen samt Periost, 

Gelenkknorpel, Sehnen und Bändern, Synovialflüssigkeit und Haut. HMSC aus 

verschiedenen Organen zeigen interessanterweise bei gleichen Kulturbedingungen 

in vitro deutliche Unterschiede im Expansions- und Differenzierungspotential [95]. Im 
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Allgemeinen erfolgt ihre Isolierung aus dem Knochenmark, seltener aus dem 

Fettgewebe oder der Nabelschnur bzw. dem Nabelschnurblut [85,93,96]. HMSC 

besitzen eine hohe Proliferationskapazität und können so in vitro über viele 

Kultivierungspassagen auf ein Vielfaches expandiert werden, ohne ihr 

Differenzierungspotential zu verlieren, was als hohes Selbsterneuerungspotential 

oder Plastizität bezeichnet wird [97]. 

HMSC besitzen keinen spezifischen Oberflächenmarker, der verlässlich für ihre 

Isolierung, Aufreinigung und Identifizierung verwendet werden könnte. Einen 

Überblick über die Kombination positiver, negativer und variabler Oberflächenmarker 

humaner mesenchymaler Stammzellen gibt Tab.1. 

 

Oberflächenantigen 

positiv 

Oberflächenantigen 

negativ 

Oberflächenantigen 

variabel 

Stro-1 CD11 CD10 

ICAM-1 CD14 CD90 

MHCI CD18 Flk-1 

CD13 CD31 

 

CD29 CD34 

CD44 CD40 

CD71 CD45 

CD73 CD56 

CD105 CD80 

CD106 CD86 

CD120 CD117 

CD124 CD133 

CD146 MHCII 

CD166 
 

CD271 

Tab. 1  Auf hMSC während der Isolierung regelmäßig identifizierte, nicht identifizierte und variabel 
identifizierte Oberflächenantigene [98,99]. 

 

Gold-Standard zum Nachweis des Stammzellcharakters der hMSC bleibt die 

osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierung in vitro [85], welche in der 

vorliegenden Arbeit durchzuführen war. 

In vitro kultivierte hMSC adhärieren auf Plastikoberflächen, was bis heute unter 

spezifischen Medienbedingungen als entscheidender Selektionsfaktor bei der 

Isolierung genutzt wird [85,96]. Sie bilden dabei Fibroblasten-artige Kolonien aus. 

HMSC lassen sich unter geeigneten Bedingungen in vitro osteogen, adipogen und 

chondrogen [85] sowie tenogen [100,101] und myogen [102,103] differenzieren. 
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1.2.2  Differenzierung in vitro 

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten osteogenen und adipogenen 

Differenzierungen finden in vitro in Monolayer-Kultur statt. Die chondrogene 

Differenzierung in vitro als Gegenstand der Arbeit ist im Abschnitt 1.3.3.2 en detail 

dargestellt. 

Die methodischen Details der In-vitro-Osteogenese sind im Abschnitt 2.2.1.4.3 

beschrieben. Der Nachweis ihrer erfolgreiche Durchführung kann zum einen durch 

den histochemischen Kalknachweis innerhalb der extrazellulären Matrix mit der von-

Kossa-Färbung, zum anderen durch Nachweis der Expression osteoblastärer Marker 

wie Kollagen Typ I, Bone Sialoprotein (BSP), alkalische Phosphatase, Osteopontin, 

Osteonektin und Osteokalzin geführt werden [104]. 

Standard im Nachweis adipogen differenzierter hMSC, wie in Abschnitt 2.2.1.4.4 

beschrieben, ist die Öl-Rot-Färbung, in der histochemisch intrazelluläre 

Lipidvakuolen zur Darstellung kommen. Marker der adipogenen Differenzierung sind 

die Expression des Adipogene Regulator Peroxisome Proliferator-activated Receptor 

γ (PPAR-γ), der die Osteogenese supprimiert, sowie Leptin [105,106]. 

1.3  Tissue Engineering humanen Gelenkknorpels 

1.3.1  Grundlagen 

Tissue Engineering ist die interdisziplinäre Anwendung der Prinzipien und Methoden 

der Ingenieur- und Lebenswissenschaften zur Entwicklung biologischen Ersatzes, 

welcher der Erneuerung, Bewahrung oder Verbesserung der Gewebsfunktion dient 

[107,108]. Eine Vision und gleichzeitig biomedizinische Herausforderung ist es, 

„Ersatzteile“ aus körpereigenem Material herzustellen, wobei ein entscheidendes 

Feld dieser Forschungsarbeit in der In-vitro-Generierung menschlicher Gewebe und 

Organe zur Implantation in den Körper darstellt [109]. Tissue Engineering fußt auf 

drei entscheidenden Elementen (tissue engineering triad), (1) isolierten Zellen oder 

Geweben, die ggf. nach einem Differenzierungsprozess in der Lage sind, den 

spezifischen Phänotyp des Gewebes aufrecht zu erhalten oder zu generieren 

(„seeds“), (2) Substanzen, die diese Zellen stabilisieren und in reife Gewebe 

differenzieren (Wachstumsfaktoren, Zytokine, Hormone; „fertilizer“) sowie (3) 

Leitschienen (Scaffolds) oder Matrices für eine drei-dimensionale Umgebung der 

Zellen („soil“) [110]. Diese müssen nicht in Kombination oder simultan eingesetzt 

werden [111]. 

Ziel ist, das Gewebe strukturell und funktionell zu rekonstruieren, wobei ein Ansatz 

zum Erreichen dieses Ziels um die zentrale Hypothese entwickelt wurde, dass dieser 

Prozess und das Verständnis desselben die Rekapitulation entscheidender 

Vorgänge embryonaler Entwicklung beinhaltet [112,113]. Neuere Ansätze stellen 

dabei Stammzell-basierte Versuche im Sinne einer In-vitro-Modulation der 

Chondrogenese zur Wiederherstellung reifer menschlicher Gewebe dar. Die zentrale 
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Idee des Tissue Engineerings von Knorpel sieht vor, dem Patienten Zellen zu 

entnehmen (Chondrozyten, Stammzellen, Fibroblasten), diese in vitro zu 

expandieren und ggf. unter Verwendung von Leitschienen oder ohne solche 

chondrogen zu differenzieren und anschließend das hergestellte Konstrukt in den 

Knorpeldefekt zu implantieren. Dabei ist derzeit Gegenstand klinischer Forschung, in 

welchem Differenzierungsstadium und in welcher Form Vorläuferzellen implantiert 

werden sollten, als Stammzellen oder ausdifferenzierte Zellen, als Suspension, 

leitschienenfreies Gewebe oder auf einer Leitschiene (Scaffold). Angestrebt wird die 

Herstellung für zellbasierte Therapiestrategien geeigneter Transplantate zur klinisch 

eingesetzten Gelenkknorpelregeneration. 

1.3.2  Zellbasierte Therapiestrategien zur Gelenkknorpelregeneration 

Zellbasierte Therapiestrategien wurden Ende der 1980er Jahre mit der Anwendung 

der autologen Chondrozyten-Transplantation (ACT) eingeführt im Sinne einer drei-

stufigen Prozedur [114]. Dem Patienten werden aus gesunden Gelenkanteilen 

Knorpelbiopsien entnommen (1), in vitro anschließend Chondrozyten isoliert sowie 

expandiert (2) und hierauf als Zellsuspension in einem zweiten operativen 

Gelenkeingriff mit nachfolgender Deckung mit einem Periostlappen in den 

debridierten Knorpeldefekt injiziert (3). Indiziert ist die ACT bei umschriebenen 

Knorpeldefekten ab einer Fläche von vier cm² oder bei kleineren Defekten als 

Zweitlienientherapie, wenn Methoden der Markstimulation (Mikrofrakturierung) 

erschöpft sind [115]. 

Probleme ergeben sich in der Donormorbidität im Rahmen der Biopsieentnahme, der 

geringen Zellzahl aufgrund der Hypozellularität reifen Gelenkknorpels, der 

Dedifferenzierung der isolierten Chondrozyten im Zuge der In-vitro-Expansion sowie 

der Bildung von minderwertigem Knorpelgewebe im Defekt. 

Um diese Probleme zu lösen und die Qualität des Neoknorpels zu verbessern, 

wurden durch intensive Forschungsarbeit neue Techniken und Methoden mit neuen 

Biomaterialien und Leitschienen entwickelt. Bei der ACT der zweiten Generation wird 

statt der Periostlappendeckung eine Kollagenmatrix wie etwa die Kollagen-Typ I/III-

Membran Chondro-Gide™ (Geistlich Biomaterials, Wolhausen, Schweiz) verwendet, 

was die chirurgische Morbidität und die Komplikationsrate für periostale Hypertrophie 

reduzierte [116,117]. Weitere wissenschaftliche Fortschritte führten zur Entwicklung 

der matrixgestützten ACT (MACT) der dritten Generation (von einigen Autoren auch 

als zweite Generation bezeichnet), bei der Biomaterialien als Leitschienen verwendet 

werden. Dieser Ansatz hat die Besiedelung dreidimensionaler Leitschienen mit 

isolierten, autologen Chondrozyten nach deren Expansion in Monolayer-Kultur oder 

unmittelbar nach Isolation zum Ziel. Das gewonnene Konstrukt wird der Größe des 

Knorpeldefekts angepasst und ohne Abdeckung implantiert. Hierfür stehen 

verschiedene Leitschienen auf Kollagen-, Hyaluron- und Polylaktin- bzw. 

Polyglaktinbasis zur Besiedelung zur Verfügung [116]. Die Ansätze und Ideen der 

ACT der vierten (respektive dritten) Generation beinhalten chondroinduktive 

Leitschienen, In-vitro-Kulturbedingungen mit mechanischen Stimuli sowie innovative 
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Ansätze unter Verwendung von hMSC, Chondrozyten nach Gen-Transfer oder die 

Applikation rekombinanter oder autolog aufbereiteter Wachstumsfaktoren [116]. Die 

Sicherheit solcher innovativer Anwendungen muss im weiteren Verlauf geprüft 

werden [118]. 

Randomisierte Studien und Metaanalysen zur ACT zeigen insgesamt „gute“ bis 

„exzellente“ funktionelle Ergebnisse im Kniegelenk bei allerdings insgesamt 

insuffizienter Evidenz aufgrund der vorliegenden Studienqualität [81,115,119,120]. 

Für andere Gelenke wie Sprung-, Schulter-, Ellenbogen- oder Hüftgelenk existieren 

lediglich kleinere nicht-randomisierte Studien mit wenig Aussagekraft [115,121]. 

1.3.3  Zellquellen für zellbasierte Therapiestrategien 

Die Produktion eines in vitro hergestellten Knorpelregenerats erfordert die 

Gewinnung und den Einsatz von Zellen, die ggf. nach einem Differenzierungsprozess 

in der Lage sind, den spezifischen Phänotyp des Gewebes aufrecht zu erhalten oder 

zu generieren. Die Auswahl geeigneter Zellen ist überaus entscheidend für die 

Generierung eines Neoknorpels, dessen Eigenschaften denen hyalinen 

Gelenkknorpels am nächsten kommen sollen [111]. Die ideale Zelle ist einfach und 

sicher autolog bei geringer Donormorbidität zu isolieren, ist zu starker Expansion 

fähig und kann kultiviert bzw. differenziert werden, um knorpel-spezifische Proteine 

stabil zu sezernieren und sezerniert zu stabilisieren. Für Gelenkknorpel sind hierfür 

Chondrozyten, Fibroblasten, Stammzellen und genetisch modifizierte Zellen auf ihr 

chondrogenes Potential untersucht worden [111]. Gegenstand der vorliegenden 

Arbeit ist die Untersuchung des chondrogenen Potentials primärer humaner 

Chondrozyten und humaner mesenchymaler Stammzellen des Knochenmarks. 

1.3.3.1  Primäre humane Chondrozyten 

Eine Möglichkeit, chondrogene Gewebskonstrukte in vitro zu generieren, ist die 

Verwendung primärer humaner Chondrozyten (phC) als primäre, native Zellen. 

Hierzu stehen verschiedene Methoden zur Isolierung aus Knorpelbiopsaten zur 

Verfügung [78]. Entscheidend für die Verwendung von phC zur Generierung 

geeigneten Neoknorpels ist es, unter bzw. trotz Generierung hoher Zellzahlen deren 

native, differenzierte Charakteristiken zu bewahren oder wiederzuerlangen [111]. 

Monolayer-Expansion isolierter phC in vitro verursacht allerdings durch den Verlust 

der dreidimensionalen Einbettung in der EZM innerhalb weniger Passagen Einbußen 

des chondrogenen Phänotyps und damit die Dedifferenzierung der Chondrozyten 

[122], die mit Seneszenz der Zellen, vermehrter Expression unspezifischer 

Matrixproteine wie Kollagen Typ I, veränderter Expression weiterer Kollagene, 

Integrine, Wachstumsfaktoren und Matrixmodulatoren sowie Aktivierung von 

Signalproteinen wie SHC und Erk 1/2 einhergeht [111,123-126]. Diese bereits ab der 

ersten Passage festzustellende Dedifferenzierung in Monolayer-Kultur lässt sich 

durch Verwendung geeigneter Substrate, die Applikation von Wachstumsfaktoren 
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oder die Ko-Kultivierung passagierter mit primären Chondrozyten vermindern [127-

130]. In vitro sind in Monolayer-Kultur dedifferenzierte Chondrozyten in frühen 

Passagen in der Lage, unter geeigneten Kulturbedingungen zu redifferenzieren 

[131,132], ein Prozess, der durch Applikation geeigneter Wachstumsfaktoren wie 

IGF-1, FGF-2 und TGF-ß verstärkt werden kann [133,134]. Auch nach Anfertigen von 

Pelletkulturen (1.3.3.2, Abb. 5) durch Sedimentieren der phC konnte die Bildung 

einer kartilaginären Matrix nachgewiesen werden [135]. Weitere Methoden zur 

Redifferenzierung sind neben der Anwendung anderer dreidimensionaler, 

leitschienenfreier Kulturformen (1.3.5) der Einsatz geeigneter Leitschienen 

(Scaffolds, 1.3.4), Bioreaktoren oder ein verminderter O2-Gehalt der an die Kultur 

angrenzenden Atmosphäre [136]. Der Einsatz passagierter Chondrozyten führt 

allerdings insgesamt zu biochemisch und mechanisch eingeschränkter 

Gewebsqualität [137]. 

Entscheidende klinische Nachteile und Limitationen der klinischen Verwendung der 

reifen, primären Gewebeszellen sind also neben der Invasivität der 

Knorpelgewinnung (Donormorbidität im zukünftigen Therapiegebiet, 

eingriffsspezifische Risiken) die mangelnde Verfügbarkeit ausreichender Zellzahlen 

aus den Knorpelbiopsaten aufgrund der kartilaginären Hypozellularität, die eine 

Expansion in vitro erforderlich macht und so mit Dedifferenzierung der Zellen 

einhergeht. Des Weiteren besteht die Gefahr, dass sich sowohl aus Knorpel aus 

vorgeschädigten Gelenken als auch aus Gelenkknorpel älterer Patienten isolierte 

Zellen bereits in einem morbiden Zustand befinden, so dass die Generierung von 

Neoknorpel unmöglich werden kann [111,126]. Alternativ könnten zur Regeneration 

von Gelenkknorpel Chondrozyten des Ohrknorpels [138] oder des Nasenseptums 

[139] herangezogen werden, um die gelenksseitige Morbidität zu reduzieren. 

1.3.3.2  Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) und deren chondrogene 

Differenzierung in vitro 

Ein innovativer Ansatz zur Lösung dieser Nachteile und Probleme stellt die 

Verwendung einer alternativen Zellquelle dar, die der natürlichen Progenitorzellen 

(1.2). Sie bieten als adulte pluripotente Stammzellen die Vorteile einer hohen 

Proliferationskapazität, der Möglichkeit der Differenzierung in vitro sowie der 

geringen ethischen Problematik im Gegensatz zur Anwendung embryonaler 

Stammzellen. Viele Antigene wie CD34, CD38, CD45, CD80, CD40 und CD40L 

sowie HLA-DR (MHC-II), die in immunologische Signaltransduktionen eingebunden 

sind, werden nicht exprimiert, was eine allogene Transplantation möglich erscheinen 

lässt [140-143]. Im einzelnen sind hMSC bereits klinisch zur Anwendung gekommen 

[144,145]. 

Der wesentliche Ansatz der Verwendung mesenchymaler Stammzellen zur 

Generierung chondrogener Gewebskonstrukte basiert auf der chondrogenen In-vitro-

Differenzierung. Die zentrale Idee hierbei ist die dreidimensionale Aggregation der 

Zellen im Sinne einer Nachahmung der Kondensationsphase der Chondrogenese 

unter Applikation chondroinduktiver Wachstumsfaktoren. 
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Das Standard-Modell für diese chondrogene Differenzierung in vitro stellt das System 

der Pelletkultur dar [146,147]. Durch Sedimentation aggregierte hMSC werden unter 

Ausbildung intensiver Zell-Zell-Kontakte unter Zugabe geeigneter 

Wachstumsfaktoren und Medienzusätzen chondrogen differenziert (Abb. 5). 

 

Abb. 5 Pelletkultur: Etwa 2,5 x 10
5
 Zellen werden in Suspension in einem konisch 

zulaufenden 15-ml-Zentrifugenröhrchen (16,5 mm x 1200 mm) aus Polypropylene 
zentrifugiert. Nach 24–48 Stunden formt sich ein frei flottierendes Zellpellet. 

 

Als chondroinduktive Wachstumsfaktoren kommen Isoformen der TGF-ß-

Superfamilie (v.a. TGF-ß1–3 und BMP-2, -6, -9, Growth and Differentiation Factor 5 

(GDF-5), Aktivin), IGF-1 und FGF-2 zum Einsatz. TGF-ß hat während der In-vivo-

Chondrogenese (1.1.2) entscheidende Funktion bei der chondrogenen Induktion 

während der Kondensationsphase [9]. TGF-ß-Isoformen zeigen auch in vitro starke 

chondrogene Eigenschaften, unabhängig von Kultursystem und Leitschiene, wobei 

TGF-ß3 in vitro die höchste Potenz aufweist [148]. IGF-1 wirkt ebenfalls anabol und 

steigert die Proliferation sowie Matrixproduktion in Kombination mit TGF-ß [149,150]. 

FGF-2 zeichnet sich durch seine Mitogenität aus, steigert so die Zellproliferation und 

erhöht das chondrogene Potential im Rahmen der Monolayer-Expansion [151]. Auch 

die Kombination von Wachstumsfaktoren samt deren Zyklisierung beeinflusst das 

Differenzierungsverhalten [149,152]. Die adenovirale Transfektion mit Isoformen des 

TGF-ß oder des BMP sowie des GDF-5 induziert ebenfalls die chondrogene 

Differenzierung [98,111,153]. Als weitere Zytokine bzw. Hormone sind Aktivin, 

Osteogenic protein-1. Prolaktin, Interleukin-1ß, Cyr61, HB-GAM und das 

Wachstumshormon zu nennen [154].  TGF-ß und BMP induzieren Smad-regulierte 

und MAPK-gesteuerte (p38, JNK, ERK) intrazelluläre Signalkaskaden [155]. Letztere 

stimuliert den essentiellen Transkriptionsfaktor SOX9 (1.1.2). 

Neben diesen Wachstumsfaktoren haben sich andere lösliche Faktoren wie 

Chondroitinsulfat, Hyaluronsäure, Insulin, Prostaglandin E2, Schilddrüsenhormon, 

Askorbinsäure und Steroide (Dexamethason) sowie mechanische Stimulation 

(hydrostatischer Druck, dynamische Kompression, Bioreaktoren), Hypoxie 

[68,156,157] und elektromagnetische Felder als chondroinduktiv erwiesen 

[111,154,158-161]. Als positive Expressionsmarker chondrogen differenzierter hMSC 
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gelten die Gene des Kollagens Typ II und IX, Aggrekans, Biglykans, Decorins und 

COMPs sowie die Transkriptionsfaktoren SOX9 und Scleraxis [98,111]. 

1.3.4  Leitschienen (Scaffolds) 

Zahlreiche Leitschienen verschiedenen Materials kamen im Laufe der letzten Jahre 

im Bereich des Knorpel-Tissue-Engineerings zur Anwendung. Allgemeine 

Anforderungen an das Leitschienenmaterial sind strukturelle und mechanische 

Stabilität, Biokompatibilität und Nicht-Toxizität, das Begünstigen von Zellproliferation, 

Differenzierung und Matrixsynthese, die Gewährleistung der Diffusion von 

Nährstoffen und Stoffwechselprodukten, geeignete Größe, adäquate 

Knorpeladhäsion und -integration im Zuge der Implantation sowie die geordnete und 

kontrollierte Degradation der Leitschiene [111,162,163]. Leitschienen stellen für 

Zellen eine dreidimensionale Umgebung zur Verfügung, die zum Erhalt oder 

Erreichen eines chondrogenen Differenzierungsstatus erforderlich ist. 

Als Leitschienen wurden natürliche und synthetische polymere Hydrogele, 

Schwämme und Netze verwendet. Natürliche Polymere sind Alginat, Agarose, Fibrin, 

Hyaluronsäure, Kollagen, Gelatine, Chitosan, Chondroitinsulfat und Zellulose 

[111,164]. Mit ihnen können Zellen oft über Rezeptoren interagieren und so 

Zellfunktionen reguliert werden [111]. Dies könnte allerdings Immunreaktionen 

provozieren. Für Alginat wurde beispielsweise eine Erhöhung der 

Lymphozytenaktivität und die Induktion gegen Alginat gerichteter Antikörper 

beschrieben [165,166]. Weitere Probleme sind mechanische Instabilität aufgrund 

variabler Degradation durch Empfängerenzyme sowie Schrumpfung in vivo [111]. Zu 

geringe Degradation kann zur Verminderung der EZM-Produktion führen, während 

zu rascher Abbau der Leitschiene strukturelle Instabilität und Formverlust zur Folge 

haben kann [111,167]. Unter synthetischen Polymeren wurden Poly-α-Hydroxy-Ester, 

Polyethylenglykol/-oxid, Poly(NiPAAm), Polypropylenfumarat, Polyvinyl und 

Polyurethan verwendet [111,164]. Sie zeigen allerdings Nachteile durch Fehlen einer 

Zell-Leitschienen-Interaktion, die zu Problemen bei der Adhäsion der Zellen und 

damit der Zelldistribution, der Steuerung der Zellfunktionen, der kontrollierten 

Degradation der Matrix und deren Remodeling führen kann. Im Zuge der 

Degradation kann es zur Freisetzung saurer Abfallprodukte kommen, die wiederum 

inflammatorische Reaktionen verursachen können [162]. Auch hier kann die EZM-

Produktion inhibiert sein. Weitere Nachteile sowohl natürlicher als auch synthetischer 

Leitschienen sind die potentielle Zytotoxizität, Fremdkörperreaktionen, 

ungleichmäßige Zellverteilung, Chondrolyse, inkomplette Integration und die 

Schwierigkeit, unregelmäßige Knorpeldefekte mit präfabrizierten Leitschienen zu 

versorgen sowie zuletzt der hohe Aufwand der Fabrikation und die damit 

verbundenen Kosten [111,164,166]. Bezüglich der Probleme der Zelldistribution kann 

eine zonale Zellverteilung nur duch aufwendige Verfahren wie Photopolymerisation 

multipler Schichten erreicht werden [168]. 

Auch wenn es zahlreiche vielversprechende Ansätze der Verwendung von 

Leitschienen zur Regeneration von Gelenkknorpel gibt, konnten bisher keine 
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zuverlässig stabilen Langzeitergebnisse erreicht werden [169]. Ein Lösungsansatz 

stellt dabei die Generierung leitschienenfreien Neoknorpels dar. 

1.3.5  Leitschienenfreie Ansätze 

Leitschienenfreie Ansätze zur Herstellung kartilaginöser Gewebskonstrukte stellen 

einen möglichen Lösungsansatz der Probleme der Verwendung von Leitschienen dar 

[169-172]. Anforderungen an ein neues, ideales leitschienenfreies Kultursystem sind, 

dass es die In-vivo-Bedingungen der initialen Schritte der Chondrogenese zur 

Verfügung zu stellen im Stande ist. Diese Bedingungen erlauben im Zuge einer 

effektiven Chondrogenese im Idealfall die Synthese und Aggregation der EZM. Zu 

diesen Voraussetzungen gehören die in 1.1.2 dargestellte hohe initiale Zelldichte 

während der Kondensationsphase unter Ausbildung intensiver Zell-Zell-Kontakte, die 

Zell-Matrix-Adhäsion, die parakrine Wirkung von Wachstumsfaktoren, hypoxische 

Bedingungen und die Nutrition per diffusionem bei adäquater Medium-Zell-Ratio 

[166,173]. Insbesondere hohe initiale Zelldichten führen bei der chondrogenen 

Differenzierung in anderen In-vitro-Modellen zu vermehrter Matrix-Produktion 

[174,175]. Eine verstärkte Chondrogenese kann ferner durch Verwendung einer 

elastischen Zellunterlage erreicht werden und wird durch das Ausmaß der 

Matrixsteifigkeit und Zelladhäsion reguliert [176,177]. Hierdurch könnten sich Vorteile 

einer Membran-basierten Kultur gegenüber flottierenden Kulturen wie der Pelletkultur 

ergeben [172,178]. 

1.3.6  Leitschienenfreie Membrankultur 

Diese Anforderungen könnten durch eine leitschienenfreie Membrankultur erfüllt 

werden. Bereits in den 1950er Jahren waren sog. „Organoid-Kulturen“ entwickelt 

worden, um kleinere Gewebsstücke von 1–2 mm³ Größe in vitro kultivieren zu 

können [179,180] (Abb. 6). Das Prinzip beinhaltete die Kultivierung von Gewebe an 

der Oberfläche flüssigen Nährmediums, also am Luft-Medium-Interface, um 

ausreichend Kontakt mit der vorherrschenden Gasphase herzustellen. Das 

Kulturmodell diente Untersuchungen der Zelldifferenzierung parenchymatöser 

Organe und deren Störungen im Sinne eines Teratogenese-Modells [173]. Über die 

Jahre hinweg wurde es modifiziert und für die Kultivierung von embryonalen Zellen 

der Maus, Fibroblasten, Chondrozyten und Tenozyten in einem Petrischalenmodell 

vereinfacht [132,181,182] (Abb. 6). In Monolayer-Kultur dedifferenzierte 

Chondrozyten konnten in dieser modifizierten Kulturform redifferenziert werden, so 

dass sich eine potentielle Chondrogenität erahnen lässt [132]. 

Die Kultur bietet die Möglichkeit eines leitschienenfreien Ansatzes für eine effektive 

Chondrogenese in vitro, da sie die entscheidenden Bedingungen hierfür, eine hohe 

initiale Zelldichte für ein dreidimensionalen Zellverbund, Ernährung durch Diffusion 

und eine adäquate initiale Pelletgröße auf einem Filter aufweist [172,183]. Die Wahl 

des Zelluloseazetats als Material dieser elastischen Zellunterlage bedeutet ferner 



Einleitung  26 

eine niedrige Gasdurchlässigkeit für O2, was eine der Chondrogenese zuträglichen 

niedrigen O2-Gehalt insbesondere an der Basis der Membrankultur zur Folge hat 

[184]. Weitere potentiell chondroinduktive Eigenschaften sind in 4.3 diskutiert. 

   

Abb. 6 Diffusionskulturen: (A) Von Trowell entwickelte Organoidkultur. (B) In der vorliegenden 

Arbeit nach (A) modifizierte Membrankultur. Hierbei wurden etwa 10
6
 Zellen auf eine 

Zelluloseazetatmembran pipettiert, welche sich auf einem Stahlbrückchen platziert in einer 

mit Medium gefüllten Petrischale im Bereich der Grenzfläche zwischen Medium und 

Atmosphäre befindet (Luft-Medium-Interface). Die Zellen formen ein Zellpellet, welches per 

diffusionem ernährt wird. 

1.4  Aufgabenstellung 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das chondrogene Potential primärer humaner 

Chondrozyten (phC) und humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSC) des 

Knochenmarks in einer leitschienenfreien Membrankultur und einer Pelletkultur zu 

prüfen, um Voraussetzungen für die Herstellung in vitro generierten Neoknorpels für 

die Implantation im Rahmen zellbasierter Therapiestrategien fokaler Knorpeldefekte 

zu verbessern. Im Zuge dieser Untersuchungen stellten sich folgende Aufgaben: 

 

1. Die Isolierung primärer humaner Chondrozyten aus adultem Gelenkknorpel 

war zu etablieren. 

2. Zum Beweis der Multipotenz der verwendeten hMSC waren diese in vitro 

osteogen, adipogen und chondrogen zu differenzieren. 

3. Die leitschienenfreie Membrankultur war zu etablieren. 

4. In der leitschienenfreien Membrankultur waren phC zu kultivieren und hMSC 

chondrogen zu differenzieren. 

5. In der Pelletkultur waren als Kontrolle im Sinne des Goldstandards pHC zu 

kultivieren und hMSC chondrogen zu differenzieren. 

6. Im Zuge der chondrogenen Differenzierung waren verschiedene 

Kombinationen der zur Differenzierung der hMSC verwendeten 

Wachstumsfaktoren zu untersuchen. 
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2  Material und Methoden 

Alle experimentellen Arbeiten wurden im Labor für Biomechanik und Experimentelle 

Orthopädie der Orthopädischen Klinik und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-

Universität München durchgeführt. 

2.1  Material 

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders ausgezeichnet, im Reinheitsgrad "zur 

Analyse" verwendet. Lösungen wurden, sofern nicht anders ausgezeichnet, mit 

deionisiertem Wasser hergestellt und bei Bedarf autoklaviert oder steril filtriert. 

2.1.1  Laborgeräte 

Analysewaage Sartorius, D 

Autoklav H+P Labortechnik, D 

Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) Binder, D 

Edelstahlbrücken-Matritze, Aluminium Eigenherstellung 

Elektrische Pipettierhilfe, accu-jet pro Brand, D 

Elektrophoresekammer Horizon 11.14 Whatman, D 

Elektrophoresenetzgerät PS 304 Whatman, D 

Fluoreszenz-Mikroplatten-Lesegerät FLUOStar Optima BMG Labtech, USA 

Gefrierschrank - 80 °C Herafreeze Heraeus, D 

Gefrierschränke - 20 °C 
Bosch, D 
Liebherr, CH 

Heizblock Thermomixer Compact Eppendorf, D 

Kamerasystem Axio Cam MRc 5 Zeiss, D 

Kryo-Thermogefäß Thermo Scientific, D 

Kryotom CM 3050 Leica, D 

Kryotommesser Jung, D 

Kühlschränke + 4 °C Liebherr, CH 

Laborschüttler MTS4 IKA Labortechnik, D 

Light Cycler
®
 2.0 Roche Diagnostics, D 

Magnetrührer Variomag Monotherm H+P Labortechnik, D 

Mehrkanalpipette 20–200 µl Brand, D 

Mikro-Dismembrator S Sartorius, D 

Mikroskop Objektträger Axioskop 40 Zeiss, D 

Mikroskop Zellkultur Axiovert 40 CFL Zeiss, D 
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Molekulares Bildgerät Fluor-S™ MultiImager Bio-Rad Laboratories, D 

Neubauer Zählkammer Karl Hecht Assistent, D 

pH-Meter HI 122 Hanna Instruments, D 

Photometer RNA/DNA Calc. Gene Quant II Bio-Rad Laboratories, D 

Pipettierhilfe elektrisch, accu-jetR pro Brand, D 

Pipettierhilfe Pipetman Neo, 0,2–2 µl, 1–10 µl, 2–20 µl, 
20–100 µl, 50–200 µl, 100–1000 µl 

Gilson, USA 

Reinraumwerkbank, HeraSafe Heraeus, D 

Stickstofftank Cryotherm, D 

Thermo-Cycler DNAEngine Bio-Rad Laboratories, D 

Tischzentrifuge 5417R Eppendorf, D 

Wärme- und Heizplatte Medax, D 

Wasserbad Heraeus, D 

Zentrifuge DNA/RNA-Arbeitsplatz 5417R Eppendorf, D 

Zentrifuge Zellkultur Multifuge 1 L-R Heraeus, D 

Zentrifugenadapter Light Cycler
®
 Roche Diagnostics, D 

Trockenschrank Memmert, D 

2.1.2  Allgemeine Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Reagenzien 

Abdecktücher, steril, Secu-Drape Sengewald, D 

Aceton Merck, D 

Alu-Laborfolie, weich, glatt, 0,030 x 300 mm, 0,013 x 
300 mm 

Schubert & Weiss, Omnilab, D 

Ameisensäure Merck, D 

Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen, D 

Bacillol AF Bode Chemie, D 

Bechergläser Schott Duran, D 

Chloroform Sigma-Aldrich, D 

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat AppliChem, D 

Einwegpinzetten, steril, 12,5 cm, anatomische Form Heinz Herenz Medizinalbedarf, D 

Einwegsskalpelle, steril, Größe 11, 15 Feather Safety Razor, J 

Eppendorf-Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarstedt, D 

Erlenmeyer Kolben Schott Duran, D 

Essigsäure 100 % VWR, D 

Ethanol 40 %, 70 %, 96 %, 100 % je in aqua dest. 
Apotheke der Universität München, 
Campus Innenstadt, D 
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Ethanol absolut zur Synthese Merck VWR, D 

Flüssiger Stickstoff Air Liquide, D 

Formaldehyd Lsg. 4 % Fischar, D 

Formalin Merck, D 

Gesichtsmasken Mölnlycke Health Care, SE 

Gigasept R AF Schülke & Mayr, D 

Isopropanol 
Apotheke der Universität München, 
Campus Innenstadt, D 

Laborhandschuhe puderfrei, Größe L Lohman & Rauscher, AT 

Magnesiumchlorid Honeywell Specialty Chemicals Seelze, D 

Natriumacetat Merck, D 

Natriumchlorid Merck, D 

Natriumformiat Merck, D 

Natriumhydroxid Merck, D 

Natriumtetraborat Sigma-Aldrich, D 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, USA 

Phosphat-gepufferte Salzlösung, pH 7,4 
Apotheke der Universität München, 
Campus Innenstadt, D 

Pinzetten Carl Roth, D 

Pipettenspitzen 5 µl, 10 µl, 100 µl, 1000 µl   Gilson, USA 

Pyrogallussäure Merck, D 

Salzsäure Merck, D 

Scheren Carl Roth, D 

Silbernitrat Merck, D 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck, D 

Wägepapier 10 x 13 cm Neolab, D 

Xylol Merck, D 

Zitronensäure Merck, D 

Untersuchungshandschuhe Nitril, puderfrei Semper, D 

2.1.3  Zellkultur 

Amphotericin B Lsg. 250 µg/ml Sigma-Aldrich, D 

L-Askorbat Sigma-Aldrich, D 

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma-Aldrich, D 

Dexamethason 64,5 mg/g Sigma-Aldrich, D 

DMEM Biochrom, D 
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DMEM/Ham’s F12 Biochrom, D 

DMSO Merck, D 

Endoproteinase K aus Engyodontium album Sigma-Aldrich, D 

FBS (Fetales Kälberserum) PAA Laboratories, AT 

Glycerol-2-phosphat-Dinatriumsalz Sigma-Aldrich, D 

IBMX Sigma-Aldrich, D 

Imidazol Fluka, CH 

Indomethacin Sigma-Aldrich, D 

Insulin 10 mg/ml Sigma-Aldrich, D 

ITS+ Premix 1000 mg/l Insulin, 550 mg/l Transferrin, 
500 µg/l Selen, 50 mg/ml BSA, 470 µg/ml Linolsäure   

Sigma-Aldrich, D 

Kollagenase Iα1 Sigma-Aldrich, D 

Kryoröhrchen 1,8 ml SI Nunc, DK 

L-Askorbat-2-phosphat Sigma-Aldrich, D 

L-Glutamin Biochrom, D 

L-Prolin Sigma-Aldrich, D 

MEM-Aminosäuren Biochrom, D 

Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, D 

Oberflächenspray Mycoplasma-Off Minerva-Biolabs, D 

PBS-Puffer Zellkultur, pH 7,4 Biochrom, D 

Penicillin/Streptomycin 10000 IU/ml / 10000 µg/ml Biochrom, D 

Petrischalen, steril, Nunclon™ Polystyrene 8,8 cm², 
56,7 cm² 

Nunc, DK 

Pronase aus Streptomyces griseus Roche, D 

Rekombinanter FGF-2 PeproTech, D 

Rekombinanter IGF-1 PeproTech, D 

Rekombinanter TGF-ß3 R&D Systems, USA 

Serumpipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml Costar Corning, USA 

ß-Glycerophosphat Sigma-Aldrich, D 

Edelstahlnetz 1.4401 (V4A) Maschenweite 0,63 mm, 
Drahtdicke 0,22 mm 

Drahtweberei Gräfenthal, D 

Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S: 0,2 µm, Zelluloseazetat Whatman Schleicher & Schuell, D 

Trypanblau 0,4 % Gibco Invitrogen, D 

Trypsin/EDTA Lsg. 10x, 0,5 %; 0,2 % Biochrom, D 

Zellfilter 100 µm steril BD Biosciences, B 

Zellkulturflaschen Nunclon™ Polystyrene 6-well, 25 
cm², 80 cm², 175 cm², 500 cm² 

Nunc, DK 

Zelluloseazetat-Filter 0,2 µm, Sartorius, D 
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Zentrifugenröhrchen 15 ml TPP, CH 

Zentrifugenröhrchen 50 ml Beckton Dickson Labware, F 

Zusatz Wasserbad Aqua stabil Julabo Labortechnik, D 

αMEM Biochrom, D 

2.1.4  Histologie und Immunhistologie 

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) Sigma-Aldrich, D 

Aquatex Merck, D 

Biopsie-Blockformen Cryomold 10 mm x 10 mm x 5 
mm 

Sakura Finetec Europe, NL 

Chondroitinase ABC aus Proteus vulgaris Sigma-Aldrich, D 

Deckgläser  Menzel, D 

DPX Sigma-Aldrich, D 

Fast Green Waldeck, D 

Eukitt O. Kindler, D 

Faltenfilter qualitativ 185 mm Roth, D 

Wasserstoffperoxid 30 % Merck, D 

Kernechtrot Sigma-Aldrich, D 

Objektträger SuperFrost Plus Menzel, D 

Ölrot O-0265 Sigma-Aldrich, D 

Peroxidase Substrat Kit DAB SK-4100 Vector Laboratories, USA 

Safranin-T Fluka, CH 

Sucrose >99,5 % Merck, D 

Tissue-Tek Sakura Finetec Europe, NL 

Toluidinblau 1B481 Waldeck, D 

Tween 20 Merck, D 

Vectasin ABC Kit Vector Laboratories, USA 

Normalserum der Ziege Vector Laboratories, USA 

Sekundärantikörper biotinyliert, Anti-Maus aus der 

Ziege 
Vector Laboratories, USA 

May-Grünwald-Lösung Roth, D 

Saure Hämalaunlösung (nach P. Mayer) Romeis § 648 
Apotheke der Universität München, 
Campus Innenstadt, D 

 

Primärantikörper 

Monoklonal IgG 2a, Kollagen Typ II CIIC1, Maus 
Developmental Studies Hybdridoma Bank, 
University of Iowa, USA 



Material und Methoden  32 

Monoklonal IgG 1, Kollagen Typ I, Maus Sigma-Aldrich, D 

2.1.5  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, D 

6x Loading Dye Lsg. Fermentas, D 

Agarose Invitrogen, D 

DNA-Leiter GeneRuler 100 bp  Fermentas, D 

dNTP Set Fermentas, D 

Ethidiumbromid Lsg. 10 mg/ml BioRad Laboratories, D 

Light Cycler
®
 FastStart DNA MasterPLUS Roche Diagnostics, D 

Light Cycler
®
 Kapillaren 20 µl Roche Diagnostics, D 

Light Cycler
®
 Primer Set Search LC, D 

RNase Inaktivierungsspray Ambion, D 

RNase-freie Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf, D 

RNase-freie Pipettenspitzen Kisker, D 

RNase-freies Aqua destillata Ambion, D 

Kit für Reverse Transkription qualitative PCR  Promega, USA 

Set für Reverse Transkription quantitative PCR 
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit 

Roche Applied Sciences, D 

Set für RNA-Isolierung Gewebskonstrukte und 
Fettgewebe RNeasy Lipid Tissue Mini Kit 

Quiagen, D 

Set für RNA-Isolierung Monolayer RNeasy Mini Kit Quiagen, D 

SYBR Green I Roche Diagnostics, D 

TAE Puffer 10 x Invitrogen, D 

Taq Polymerase mit Puffer Fermentas, D 

PCR-Reaktionsgefäße Kisker, D 

RNase-Free DNase Set  Quiagen, D 

 

Primer der qualitativen PCR 

Sämtliche Primer für die qualitative PCR wurden bei Metabion, Planegg-Martinsried, 

Deutschland, erworben. 

 

Humanes Gen Primersequenz Referenz Amplifikat Annealing 

COL1-α2-F 

COL1-α2-R 

5‘-CTGGACCCAAAGGCCCCACT-3‘ 

5‘-CCTTGCCTCCAGGTATGCCA-3‘ 
Humane Genombank 480 bp 

65 °C 
60° C 

Osteokalzin-F 

Osteokalzin-R 

5‘-ATGAGAGCCCTCACACTCCTC-3‘ 

5‘-CGTAGAAGCGCCGATAGGC-3‘ 
[185] 292 bp 

63 °C 
62 °C 

Leptin-F 5‘-ATGCATTGGGAACCCTGTGC-3‘ [185] 500 bp 
55 °C 
70 °C 
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Leptin-R 5‘-GCACCCAGGGCTGAGGTCCA-3‘ 

PPARγ2-F 

PPARγ2-R 

5‘-CTCCTATTGACCCAGAAAGC-3‘ 

5‘-GTAGAGCTGAGTCTTCTCAG-3‘ 
[185] 347 bp 

58 °C 
58 °C 

GAPDH-F 

GAPDH-R 

5‘-CACTGACACGTTGGCAGTGG-3‘ 

5‘-CATGGAGAAGGCTGGGGCTC-3‘ 
[185] 416 bp 

63 °C 
65 °C 

Tab. 2  Untersuchte humane Gene, Sequenzen und Kennzahlen der für die konventionelle PCR 
verwendeten Primer. 

 

Primer der quantitativen PCR 

Sämtliche Primer für die quantitative PCR wurden bei Search LC, Heidelberg, 

Deutschland, erworben. Bei Search LC sind keine Informationen über die Primer-

Sequenzen zu beziehen. 

 

Humanes Gen LOT 

Cyclophilin B 281107 

Kollagen Typ II α1 280807 

Kollagen Typ X α1 280207 

Aggrekan 140408 

COMP 251006 

SOX9 130207 

2.1.6  Assay zur Quantifizierung der Glykosaminoglykane 

96-Well Fluoreszenz-Mikroplatten UV-Star, F-Boden, µ-
clear 

Greiner Bio-one, D 

Proteinase K aus Engyodontium album Sigma-Aldrich, D 

Chondroitin-6-sulfat-Na-Salz aus Hai-Knorpel Sigma-Aldrich, D 

1,9-Dimethyl-Methylen-Blau Sigma-Aldrich, D 

DNA aus Kalbsthymus Sigma-Aldrich, D 

Hoechst Fluoreszenzfarbstoff 33258 Sigma-Aldrich, D 

Ameisensäure 98-100 % reinst DAC Merck VWR, D 

Natriumformiat zur Analyse ACS Merck VWR, D 

QuantiFluo DNA Assay Kit Bioassay Systems, USA 

2.1.7  Software 

Adobe Photoshop CS 

Adobe Reader, V 9 

AxioVision, Rel. 4.5 
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Cycler Software, V 3.5 

Optima Software, V2.20 

IrfanView, V 2.47 

Mircrosoft Office Professional 2010 

Photo Brush, V 4.1 

Prism, V 3.0 

Reference Manager, V 11 

Roche Molecular Biochemicals Light Cycler Software, V 3.5 

Zoner Draw, V 4 

Cinema 4D, V 11.5 

Multianalyst, V 1.1 

2.2  Methoden 

2.2.1  Zellkultur 

2.2.1.1  Allgemeine Zellkultivierung 

Räumliche und apparative Voraussetzungen für Zell- und Gewebekultur sowie 

Steriltechniken entsprachen hohen labortechnischen Standards [184]. Arbeiten der 

Zell- und Gewebekultur wurden unter einer Reinraumwerkbank durchgeführt. 

Kulturmedien und deren Zusätze wurden kurz vor Verwendung im Wasserbad auf 37 

°C erwärmt. Die Inkubation der Zellen und Gewebe erfolgte im Brutschrank bei 37 °C 

und 5% CO2-Atmosphäre in Raumluft sowie 95% Luftfeuchtigkeit. Zellsuspensionen 

wurden, soweit nicht anders ausgezeichnet, bei 450 g und Raumtemperatur für 5 min 

zentrifugiert. 

 

Reinigung und Sterilisation 

Zur Herstellung reiner und steriler Bedingungen für Arbeiten der Zellkultur wurden 

folgende Anwendungen durchgeführt: Nicht-hitzeempfindliche Geräte und Materialien 

wurden im Autoklaven bei 120 °C feuchter Hitze für 20 min und bei 0,3 bar 

Überdruck sterilisiert. Der Brutschrank wurde durch ein präinstalliertes 

Sterilisationsprogramm Heißluft-sterilisiert (4 h bei 200 °C). Das Wasserbad wurde 

zur Desinfektion mit dem Wasserbad-Schutzmittel „Aqua stabil“ versetzt. 

Arbeitsoberflächen und Einweghandschuhe wurden vor Aufnahme der Arbeit mit 

Ethanol (70%) und in regelmäßigen Abständen mit „Mycoplasma-Off“ behandelt. Zur 

Zellkultur verwendete hitzeempfindliche Flüssigkeiten wurden über Sterilfilter 0,2 µm 

Porengröße steril filtriert. 
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Lichtmikroskopie 

Zur Kontrolle während der Zellexpansion und -differenzierung in Monolayer wurden 

die Zellkulturflaschen im inversen Lichtmikroskop evaluiert und dies elektronisch 

fotodokumentiert. 

 

Medienherstellung 

Die Herstellung gebrauchsfertiger Zellkulturmedien erfolgte nach Standard [184]. 

Basalmedium und Medienzusätze wurden im Wasserbad bei 37 °C erwärmt und 

anschließend die Medienzusätze und Teillösungen unter der Sterilwerkbank in die 

Mediengrundlösung pipettiert. Nicht steril hergestellte Lösungen wurden zuvor steril 

filtriert (s. 2.2.1.1.1). 

 

Auftauen der Zellen 

In flüssigem Stickstoff oder bei -80 °C gelagerte Kryoröhrchen kryokonservierter 

Zellen wurden für wenige Sekunden unter der Reinraumwerkbank geöffnet und 

anschließend in das Wasserbad (37 °C) verbracht. Unmittelbar nach Verflüssigung 

des Inhalts wurden die Zellen in 5 ml entsprechenden Kulturmediums aufgenommen. 

Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert, in frischem Kulturmedium nach 

Verwerfen des Überstands vorsichtig resuspendiert und gezählt. 

 

Zählen der Zellen 

Die Ermittlung der Zellzahl einer Zellsuspension im Rahmen der Aussaat, 

Passagierung oder Überführung in ein dreidimensionales Kultursystem erfolgte nach 

Entnahme eines Aliquots und dessen Anfärbung mit Trypanblau im Rahmen des 

Trypanblau-Ausschlusstests zur Viabilitätstestung [184]. Hierzu wurde der 

Suspension ein Aliquot von 10 µl entnommen und mit 10 µl Trypanblau 0,4% in 

einem Reaktionsgefäß vermischt (1:1). Geschädigte oder tote Zellen nahmen 

aufgrund der fehlenden Integrität der Zellmembran den Farbstoff in ihr Zytosol auf 

und wirkten dunkel, während lebende Zellen durch das hochmolekulare, nicht-

membrangängige Trypanblau nicht angefärbt wurden und anschließend im 

Phasenmikroskop hell erschienen [184]. Die angefärbte Zellsuspension wurde in eine 

Neubauer-Zählkammer pipettiert, welche aus neun Quadraten à 1 mm² Fläche und 

0,1 mm Tiefe und damit à 0,1 µl Volumen bestand. Zur Zellzahlbestimmung wurden 

in der Zählkammer die in den Quadraten erscheinenden Zellen gezählt. Die 

Zellkonzentration der Zellsuspension, aus dem das Aliquot entnommen worden war, 

wurde nach folgender Formel berechnet: 

 
      

            
 

               

                     
                        

 

Die Viabilität der Zellsuspension wurde nach folgender Formel berechnet: 
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Aussaat und Kultivierung in Monolayer 

Alle Zellen wurden nach Isolierung oder Auftauen aus der Kryokonservierung in 

Monolayer-Kulturflaschen unter Zugabe des jeweiligen Kulturmediums expandiert, 

um eine für die folgenden Versuche ausreichende Zellzahl zu generieren. Sämtliche 

Monolayer-Kultivierungen wurden in Kulturflaschen auf Nunclon™-Flächen 

vorgenommen. Im Rahmen des jeweiligen Versuchsansatz, der Zellart und der 

Passage erfolgte dies in Abhängigkeit verschiedener Gesamtzellzahlen und 

Zelldichten in Monolayer-Zellkulturflaschen unterschiedlicher Kulturfläche nach 

Empfehlungen des Herstellers (Kulturfläche 25 cm², 80 cm², 500 cm²). Dabei wurde, 

soweit nicht anders angegeben, das vom Hersteller empfohlene Volumen 

Nährmedium verwendet. Nach Zählen der Zellen wurden diese mit einer Dichte von 2 

x 10³ / cm² ausgesät, soweit nicht anders angegeben. Das Kulturmedium wurde am 

fünften Tag nach Aussaat bei mikroskopisch gesichertem Anwachsen der Zellen 

sowie ansonsten dreimal wöchentlich gewechselt. Dabei wurde das Medium 

vorsichtig abgesaugt, bei 500 cm² Kulturflaschen in spezieller Technik abgegossen, 

eine Spülung mit PBS-Lösung vorgenommen und anschließend die entsprechende 

Menge frischen Kulturmediums hinzugefügt. Das Alter der Zellen wurde nach dem 

Passagieren in Passagen angegeben. 

 

Passagieren der Zellen 

Sämtliche Zellen in Monolayer wurden bei einer Konfluenz von etwa 60% bis 80% 

durch Applikation einer Trypsinlösung abgelöst und entweder in der nächsthöheren 

Passage in Monolayer kultiviert und somit gesplittet oder in Monolayer differenziert 

bzw. in dreidimensionale Kultursysteme überführt. Hierzu wurde zunächst das 

Medium samt den in ihm gelösten Schwebstoffe abgesaugt, die Zellen mehrfach mit 

PBS-Lösung gewaschen und so Mediumreste entfernt, um eine Inaktivierung der 

zuzugebenden Trypsinlösung zu verhindern. Anschließend wurden zum Ablösen der 

Zellen diese mit einfach konzentrierter Trypsin-EDTA-Lösung 0,05% / 0,02% in PBS 

inkubiert, wobei die Kulturfläche der Zellkulturflaschen vollständig mit Lösung 

bedeckt wurde. Diese Inkubation wurde für fünf Minuten im Brutschrank 

vorgenommen und anschließend das Ablösen der Zellen mikroskopisch kontrolliert. 

Durch Zugabe des serumhaltigen Kulturmediums wurde die Trypsinaktivität 

weitgehend gestoppt und die erhaltene Zellsuspension daraufhin zentrifugiert. 

Anschließend wurden die Zellen in frischem Kulturmedium vorsichtig resuspendiert 

und gezählt. 

 

Kryokonservierung der Zellen 

Zum Einfrieren der Zellen zur Kryokonservierung in flüssigem Stickstoff bei -196 °C 

(Langzeitkryokonservierung) oder bei -80 °C (Kurzzeitkryokonservierung) wurden die 

Zellen trypsiniert, nach dem Stoppen der Reaktion durch Kulturmedium zentrifugiert 

und in Einfriermedium sorgfältig resuspendiert. Dabei wurden die Zellkonzentrationen 

zwischen 105 und 2 x 106 / ml gewählt und das Gesamtvolumen auf 1,5 ml im 

Kryoröhrchen angesetzt. Die Zusammensetzung der jeweiligen Einfriermedien ist 
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Tab. 2 zu entnehmen. Die Zellsuspension wurde zügig bei -80 °C eingefroren und 

ggf. am nächsten Tag  zur Lagerung in flüssigem Stickstoff überführt. 

 

Zellen Kulturmedium [%] FCS [%] DMSO [%] 

hMSC hMSC-Kulturmedium 85 5 10 

phC phC-Kulturmedium 70 20 10 

Tab. 3  Zusammensetzung der Einfriermedien für hMSC und phC. 

2.2.1.2  Dreidimensionale Kultursysteme 

Die Kultivierung der phC und chondrogene Differenzierung der hMSC erfolgte in den 

dreidimensionalen Kultursystemen, der Pellet- und der Membrankultur. Der 

Mediumwechsel erfolgte ebenfalls in beiden Kultursystemen dreimal wöchentlich. 

2.2.1.2.1  Pelletkultur 

Die Pelletkultur wurde nach einem nach Brian Johnstone et al. (1998) modifizierten 

Protokoll durchgeführt (s. 1.3.3.2, Abb.3). Nach dem Trypsinieren, Zentrifugieren, 

Resuspendieren in jeweiligem Kulturmedium und Zählen der Zellen wurden 2,5 x 105 

Zellen in Suspension in ein Zentrifugenröhrchen (15 ml, Polypropylene) überführt und 

anschließend zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstands wurde das Zellpellet in 1 

ml Differenzierungsmedium vorsichtig resuspendiert und bei 150 g und 

Raumtemperatur für 5 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde die 

Verschlusskappe gelockert, um den Gasaustausch im Brutschrank zu ermöglichen 

und die Zentrifugenröhrchen in einem entsprechenden Ständer in den Brutschrank 

verbracht, in dem sie für mindestens 48 h nicht bewegt wurden. Nach 24–48 h 

formten sich frei flottierende Zellpellets in den Zentrifugenröhrchen. 

2.2.1.2.2  Membrankultur 

Zur Anfertigung der Membrankultur waren zunächst die erforderlichen Bestandteile 

herzustellen. Zur Eigenherstellung der erforderlichen Drahtbrückchen wurde 

zunächst aus Aluminium eine Matritze hergestellt, mit der Brückchen einer 

Auflagefläche von 20 mm Länge und 4 mm Höhe bei 35 mm Gesamtlänge aus 

Edelstahlnetz (Edelstahl 1.4401 (V4A)) mit einer Maschenweite von 0,63 mm und 

einer Drahtdicke von 0,22 mm gefertigt wurden. Die Brückchen wurden anschließend 

auf eine Breite von 15 mm zurechtgeschnitten. Als weitere Bestandteile wurden 

Zelluloseazetatfilter mit einer Porengröße von 0,2 µm, einer Wasserflussrate von 24 

ml/min (DIN 58355), einer Adsorption von < 10 μg/cm² für BSA und einer Dicke von 

120 µm (DIN 53105) verwendet. Diese wurden auf ca. 20 mm x 8 mm zugeschnitten, 

wobei je eine breite Seite angeschrägt abgeschnitten wurde, was der Markierung der 

jeweils rauen Oberfläche eines Filterfähnchens diente. Zeigte die Spitze des 
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Filterfähnchens nach rechts oben, so zeigte die raue Seite des Filters nach oben, auf 

welcher die Zellsuspension aufzubringen war. 

Zum Ansetzen der Membrankultur wurde zunächst unter sterilen Bedingungen je ein 

Stahlbrückchen in eine Petrischale transferiert und anschließend mit 1,8 ml bis 2,2 ml 

Differenzierungsmedium übergossen, so dass sich der Pegel des Mediums exakt auf 

der Höhe der Auflagefläche des Stahlbrückchens befand. Anschließend wurde ein 

Filterfähnchen mit der rauen Seite nach oben gerichtet auf das Stahlbrückchen 

aufgebracht, wobei darauf zu achten war, dass sich unterhalb des Filters keine die 

Diffusion beeinträchtigenden Luftblasen befanden. Die Petrischale wurde 

geschlossen zum Trocknen für 30 min im Brutschrank inkubiert. Nach dem 

anschließenden Trypsinieren, Zentrifugieren, Resuspendieren in jeweiligem 

Kulturmedium und Zählen der Zellen wurden diese in einem Zentrifugenröhrchen (15 

ml, Polypropylene) gepoolt und anschließend zentrifugiert. Nach Verwerfen des 

Überstands wurde das Zellpellet vorsichtig in 8 ml Differenzierungsmedium 

resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstands wurde das 

Medium so vollständig wie möglich abpipettiert und das Zellpellet erneut für 1 min bei 

450 g zentrifugiert. Nach exaktem Abpipettieren des geringen Überstandes wurde 

nun mit einer schräg abgeschnittenen Pipettenspitze und einer Pipette 4 µl Zellpellet 

entsprechend 1 x 106 Zellen auf das Filterfähnchen pipettiert. Abschließend wurde 

die Membrankultur in den Brutschrank verbracht. 

2.2.1.3  Primäre humane Chondrozyten (phC) 

2.2.1.3.1  Zellgewinnung 

Primäre humane Chondrozyten (phC) wurden aus humanem hyalinen Gelenkknorpel 

der Kondylen des Kniegelenks verstorbener kaukasischer Spender im Alter zwischen 

22 und 46 Jahren innerhalb 12 h nach Eintritt des Todes im Institut für Rechtsmedizin 

der Ludwig-Maximilians-Universität München gewonnen [183]. Ein entsprechender 

Ethikantrag des Instituts für Rechtsmedizin liegt vor. Die Isolierung erfolgte nach der 

von Shakibaei beschriebenen Methode [186] in modifizierter Technik. Bei allen 

Spendern war das Vorliegen negativer serologischer Untersuchungen bezüglich HIV 

und Hepatitis B und C Voraussetzung für die Annahme als Spender. Nach steriler 

Entnahme von Knorpelschuppen von etwa 3 x 3 cm wurden diese in 

Transportmedium (DMEM + 150 IU/ml Penicillin / 150 µg/ml Streptomycin + 0,75 

µg/ml Amphotericin B) aufgenommen und bis zum Eintreffen der serologischen 

Befunde bei 4 °C zwischengelagert. Anschließend wurden die Knorpelschuppen in 

Petrischalen überführt und mit Waschmedium (DMEM/Ham’s F12 + 50 IU/ml 

Penicillin / 50 µg/ml Streptomycin + 0,25 µg/ml Amphotericin B) mehrfach gespült. 

Anschließend erfolgte in der Petrischale in Waschmedium die Zerkleinerung der 

Knorpelschuppen auf möglichst kleine Stücke (circa 2 mm) mit dem Einwegskalpell. 

Anschließend erfolgte die zweifache Spülung mit PBS-Lösung. Die Knorpelstücke 

wurden hierauf für 60 min mit 0,5 % Pronase in Waschmedium und anschließend 
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nach zweifachem Spülen mit PBS-Lösung in 0,1 % Kollagenase Iα1 für 240 min in 

Waschmedium im Brutschrank inkubiert. Der Überstand wurde alsdann mehrfach 

über ein Zellsieb der Porengröße 100 µm pipettiert, um kleinere Knorpelstücke zu 

entfernen. Die gewonnene Zellsuspension wurde zentrifugiert, der Überstand 

verworfen, das Zellpellet vorsichtig in Kulturmedium resuspendiert und die Zellen 

gezählt. Anschließend wurden sie in einer Dichte von 2 x 10³/cm² in Passage 0 in 

Monolayer-Kulturflaschen ausgesät. 

 

Abb. 7 Knorpelstücke von ca. 2 mm Länge und Breite in Waschmedium wurden unter sterilen 

Kautelen aus Knorpelschuppen mittels Skalpell gefertigt und anschließend in Pronase und 

Kollagenase inkubiert (s. 2.2.1.3.1). 

2.2.1.3.2  Kulturmedien 

 

Kulturmedium in Monolayer 

Die Zusammensetzung des Mediums für die Monolayer-Kultivierung von phC ist in 

Tab. 3 zusammengestellt. 

 

Medium(zusätze) Konzentration im Medium 

DMEM/Ham’s F12 1:1 

Fetales Kälberserum 10 % 

MEM-Aminosäuren 1 % 

L-Glutamin 1 % 

Penicillin 50 IU/ml 

Streptomycin 50 µg/ml 

Amphotericin B 0,25 µg/ml 

Tab. 4  Zusammensetzung des Kulturmediums für phC in Monolayer. 
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Kulturmedium in dreidimensionalen Kultursystemen 

Die Zusammensetzung des Mediums für die Kultivierung von phC in 

dreidimensionalen Kultursystemen ist in Tab. 4 zusammengestellt. Die Kultivierung 

erfolgte unter serumfreien Bedingungen, um das chondrogene Potenzial effektiver zu 

erhalten [187]. 

 

Medium(zusätze) Konzentration im Medium 

DMEM high glucose 

Insulin 10 mg/l 

Transferrin 5,5 mg/l 

Selen 5 µg/l 

Bovines Serum Albumin 0,5 mg/ml 

Linolsäure 4,7 µg/ml 

Dexamethason 0,1 µM 

L-Askorbat-2-Phosphat 0,2 mM 

L-Prolin 0,35 mM 

Penicillin 30 IU/ml 

Streptomycin 30 µg/ml 

Tab. 5  Zusammensetzung des Kulturmediums für phC in dreidimensionalen Kultursystemen. 

2.2.1.3.3  Kultivierung in dreidimensionalen Kultursystemen 

PhC wurden in Monolayer von der Isolierung bis zur 6. Passage kultiviert und 

während jedes Passagierens sowohl in die nächsthöhere Passage in Monolayer 

ausgesät als auch jeweils in Pellet- und Membrankultur überführt. In den 

dreidimensionalen Kulturen wurden phC für je 7 und 21 Tagen kultiviert. Am Ende 

jeder Monolayer-Kultivierung erfolgte die Entnahme eines repräsentativen Aliquots 

zur Isolierung der RNA. Am Ende der Kultivierung in dreidimensionalen 

Kultursystemen erfolgt die Aufbereitung der Zellkonstrukte für die histochemischen 

und immunhistochemischen Färbungen, die Polymerase-Kettenreaktion und den 

Assay zur Quantifizierung der Glykosaminoglykane. 

2.2.1.4  Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) 

2.2.1.4.1  Zellgewinnung 

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden von der Firma Lonza, USA, 

bezogen. Die Zellen wurden von einem 19jährigen Schwarzen und einem 25jährigen 

Kaukasier gespendet. Vortestungen durch Lonza ergaben negative serologische 

Befunde für HIV, Hepatitis B und C. Unter den verwendeten Zellen wurden 90 % 

positiv für CD105, CD166, CD29 und CD44 sowie < 10 % positiv für CD14, CD34 

und CD45 getestet. 
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2.2.1.4.2  Kultivierung in Monolayer 

Die Kultivierung in Monolayer erfolgte für hMSC, welche für die chondrogene 

Differenzierung vorgesehen waren, in der Passage unmittelbar vor Überführung in 

die dreidimensionalen Kultursysteme unter Zugabe von rhFGF-2, um das 

chondrogene Potential und die Telomerlänge der Zellen zu erhöhen [151,188]. 

HMSC wurden in der 3. Passage in einer Dichte von 2 x 10³/cm² ausgesät [188]. Die 

Passagierung wurde zwischen 60 % und 80 % Konfluenz frühzeitig vorgenommen, 

um eine Spontandifferenzierung der Zellen zu verhindern. Die Zusammensetzung 

des Kultivierungsmediums für hMSC ist Tab. 6 zu entnehmen. 

 

Medium(zusätze) Konzentration im Medium 

αMEM 

Fetales Kälberserum 10 % 

rhFGF-2 5 ng/ml (nur vor chondrogener Differenzierung) 

Penicillin 50 IU/ml 

Streptomycin 50 µg/ml 

Tab. 6  Zusammensetzung des Kultivierungsmediums für hMSC. 

2.2.1.4.3  Osteogene Differenzierung in Monolayer 

Die osteogene Differenzierung wurde nach dem Protokoll von Neelam Jaiswal und 

Kollegen [189] durchgeführt. HMSC der 6. Passage des kaukasischen Spenders 

wurden verwendet. 

 

Osteogenes Differenzierungsmedium 

Die Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums ist Tab. 6 zu 

entnehmen. 

 

Medium(zusätze) Konzentration im Medium 

DMEM high glucose 

Fetales Kälberserum 10 % 

Dexamethason 100 nM 

β-Glycerophosphat 10 mM 

L-Askorbat-2-Phosphat 50 µM 

Penicillin 40 IU/ml 

Streptomycin 40 µg/ml 

Tab. 7  Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums. 

 

Versuchsansatz und Differenzierungsprotokoll 

Nach dem Trypsinieren, Zentrifugieren und Resuspendieren in Kulturmedium für 

hMSC wurden die Zellen gezählt und anschließend in einer Dichte von 5 x 10³/cm² in 

6-well-Kulturplatten unter Verwendung des Kultivierungsmediums für hMSC ohne 

rhFGF-2 (s. Tab. 5) gleichmäßig ausgesät. Die Differenzierung begann am zweiten 
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Tag nach Aussaat der Zellen bei 70 % Konfluenz durch Anwendung des osteogenen 

Differenzierungsmediums (s. Tab. 6) und wurde 21 Tage durchgeführt. Der 

Mediumwechsel erfolgte zweimal wöchentlich. Die Kultivierung der Kontrollgruppe 

erfolgte gleich, außer dass als Nährmedium ein Kontrollmedium (DMEM high glucose 

+ 40 IU/ml Penicillin + 40 µg/ml Streptomycin) verwendet wurde. Nach 21 Tagen 

Differenzierung wurden die Zellen in den 6-well-Platten histochemisch angefärbt oder 

der RNA-Isolierung für die Polymerase-Kettenreaktion zugeführt. 

2.2.1.4.4  Adipogene Differenzierung in Monolayer 

Die adipogene Differenzierung wurde nach Mark Pittenger und Kollegen [85,190] 

durchgeführt. HMSC der 6. Passage des kaukasischen Spenders wurden verwendet. 

 

Adipogene Differenzierungsmedien 

Zur adipogenen Differenzierung wurde ein Induktions- und ein Erhaltungsmedium 

verwendet, deren Zusammensetzung Tab. 7 zu entnehmen ist. 

 

Medium(zusätze) 
Konzentration im 

Induktionsmedium 

Konzentration im 

Erhaltungsmedium 

DMEM high glucose 

Fetales Kälberserum 10 % 10 % 

3-Isobutyl-1-methylxanthin 1mM Nicht enthalten 

Dexamethason 1 µM Nicht enthalten 

Indomethacin 0,2 mM Nicht enthalten 

Insulin 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml 

Penicillin 40 IU/ml 40 IU/ml 

Streptomycin 40 µg/ml 40 µg/ml 

Tab. 8  Zusammensetzung der adipogenen Differenzierungsmedien. 

 

Versuchsansatz und Differenzierungsprotokoll 

Nach dem Trypsinieren, Zentrifugieren und Resuspendieren in Kulturmedium für 

hMSC wurden die Zellen gezählt und anschließend in einer Dichte von 10 x 10³/cm² 

in 6-well-Kulturplatten unter Verwendung des Kultivierungsmediums für hMSC ohne 

rhFGF-2 (s. Tab. 5) gleichmäßig ausgesät. Die Differenzierung begann am dritten 

Tag nach Aussaat der Zellen bei nahezu 100 % Konfluenz durch Anwendung des 

adipogenen Induktionsmediums (s. Tab. 7). Insgesamt wurde die adipogene 

Differenzierung 21 Tage durchgeführt. Der Mediumwechsel erfolgte zweimal 

wöchentlich, wobei jeweils vier Tage Induktionsmedium und jeweils drei Tage 

Erhaltungsmedium appliziert wurde. Die Kultivierung der Kontrollgruppe erfolgte auf 

gleiche Weise, außer dass als Nährmedium ein einheitliches Kontrollmedium (DMEM 

high glucose + 40 IU/ml Penicillin + 40 µg/ml Streptomycin) verwendet wurde. Nach 
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21 Tagen Differenzierung wurden die Zellen in den 6-well-Platten histochemisch 

angefärbt oder der RNA-Isolierung für die Polymerase-Kettenreaktion zugeführt. 

2.2.1.4.5  Chondrogene Differenzierung in dreidimensionalen Kultursystemen 

Die chondrogene Differenzierung wurde nach einer Methode in Anlehnung an Brian 

Johnstone und Kollegen (1998) durchgeführt. HMSC der 5. Passage des schwarzen 

Spenders wurden verwendet. 

 

Chondrogenes Differenzierungsmedium und Wachstumsfaktoren 

Das Differenzierungsmedium für die chondrogene Differenzierung der hMSC in 

Pellet- und Membrankultur entsprach dem Kultivierungsmedium für phC in 

dreidimensionalen Kultursystemen (Tab. 5), wobei ersterem die in 2.2.1.4.5.2 

aufgeführte Kombinationen aus Wachstumsfaktoren hinzugefügt wurden. 

Verwendete Wachstumsfaktoren waren rhTGF-ß3, rhIGF-1 und rhFGF-2. Diese 

wurden bei jedem Wechsel des Mediums diesem frisch zugeführt. 

 

Versuchsansatz und Differenzierungsprotokoll 

Die chondrogene Differenzierung der hMSC wurde ausschließlich in den 

dreidimensionalen Kultursystemen Pellet- und Membrankultur durchgeführt. Nach 

dem Trypsinieren, Zentrifugieren und Resuspendieren in Kulturmedium für hMSC 

wurden die Zellen gezählt und anschließend wie in 2.2.1.2.1 und 2.2.1.2.2 

beschrieben in die dreidimensionalen Kultursysteme unter Applikation des 

Differenzierungsmediums für die chondrogene Differenzierung unter Zugabe 

verschiedener Kombinationen aus Wachstumsfaktoren überführt. Aus diesen 

Kombinationen ergaben sich sowohl für Pellet- als auch Membrankultur je vier 

Differenzierungsgruppen: 

1. 10 ng/ml rhTGF-ß3 + 100 ng/ml rhIGF-1    (G1) 

2. 10 ng/ml rhTGF-ß3 + 5 ng/ml rhFGF-2     (G2) 

3. 10 ng/ml rhTGF-ß3        (G3) 

4. Kein Zusatz von Wachstumsfaktoren (Kontrollgruppe)  (G4) 

Der Mediumwechsel erfolgte dreimal wöchentlich. Die Differenzierung wurde für 21 

Tage durchgeführt. Anschließend wurden die entstandenen Gewebskonstrukte für 

histochemische und immunhistochemische Untersuchungen, die Polymerase-

Kettenreaktion und den Assay zur Quantifizierung der Glykosaminoglykane 

weiterverarbeitet. 

2.2.2  Histologie und Immunhistologie 

2.2.2.1  Einbettung der Gewebskonstrukte aus dreidimensionalen Kultursystemen 

Gewebskonstrukte aus der Pelletkultur wurden nach Absaugen des Mediums 

mehrfach mit PBS-Lösung gespült, anschließend vorsichtig in PBS-Lösung unter 
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Verwendung einer abgeschnittenen Pipettenspitze (10³ µl) in Biopsie-Blockformen 

(Cryomold-Formen) pipettiert und hier nochmals vorsichtig mit PBS-Lösung gespült. 

Das Vorgehen bei Gewebskonstrukten aus der Membrankultur verlief analog, wobei 

diese samt Zelluloseazetatmebran mit einer Einwegpinzette in die Cryomoldformen 

überführt wurden. 

Nach Inkubation der Gewebskonstrukte in PBS-Lösung mit 5% Sucrose für 30 min 

bei + 4 °C wurde diese sorgfältig abpipettiert und die Cryomoldformen mit Tissue-Tek 

gefüllt. Diese wurden hiernach in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 

2.2.2.2  Anfertigung und Fixierung der Schnittpräparate 

Von den in Tissue Tek gefrorenen Gewebskonstrukten aus der chondrogenen 

Differenzierung wurden im Gefriermikrotom 10 µm dicke Kryo-Schnitt-Präparate 

angefertigt und auf Objektträger aufgebracht. Die Gefrierschnitte wurden für 60 min 

bei Raumtemperatur luftgetrocknet, anschließend mit gekühltem Aceton fixiert und 

ggf. nach Verpackung in Alu-Laborfolie bei - 20 °C gelagert. Vor Beginn der 

Färbungen wurden die Kryoschnitte bei Raumtemperatur 15 min aufgetaut und 

anschließend rehydriert. 

2.2.2.3  Histologie und Histochemie 

 

Von-Kossa-Färbung 

Zellen nach osteogener Differenzierung und deren Kontrollgruppe wurden mit der 

Von-Kossa-Färbung bezüglich der intra- und extrazellulären Mineralisation evaluiert. 

Durch das applizierte Silbernitrat kommt es zu einer Präzipitationsreaktion mit 

Phosphat in azidischer Umgebung, was auf die Mineralisation und die Deposition von 

Kalksalzen hinweist [191]. Es kommt zu einer dunkelgrauen bis tiefschwarzen 

Anfärbung der mineralisierten Areale, das Zytoplasma hingegen nimmt eine rötlich-

pinke und die Zellkerne eine bläulich-grünliche Färbung an. 

Alle Schritte der Färbung erfolgten bei Raumtemperatur. Die Von-Kossa-Färbung 

wurde in den 6-well-Kulturplatten durchgeführt, in denen die Differenzierung 

durchgeführt worden war. Nach Verwerfen des Mediums wurden die Zellen zweifach 

mit PBS-Lösung gespült und anschließend in der 6-well-Platte für 15 min mit 

Methanol fixiert. Die Zellen wurden dann mit Aqua dest. für 20 min inkubiert und für 5 

min mit Silbernitratlösung 5 % in den Kühlschrank verbracht. Hierauf wurde eine 

zweifache Inkubation mit Aqua dest. für 3 min durchgeführt. Dem schloss sich die 

Anwendung von Pyrogallussäure 1 % für 5 min, wiederum eine Spülung mit Aqua 

dest. für 3 min und eine Natriumhydroxidfixierung (5 %) für 5 min an. Nach 

zweimaligem Spülen mit Aqua dest. wurden die Zellkerne für 10 min mit May-

Grünwald-Lösung angefärbt und anschließend wurde wiederum mit Aqua dest. 

gespült. Hierauf wurden die Zellen mikroskopiert und elektronische Fotoaufnahmen 

angefertigt (3.2.1). 
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Öl-Rot-Färbung 

Zellen nach erfolgter adipogener Differenzierung und deren Kontrollgruppe wurden 

mit der Öl-Rot-Färbung bezüglich der Bildung intrazellulärer Lipidvakuolen evaluiert. 

Alle Schritte der Färbung, falls nicht anders angegeben, erfolgten bei 

Raumtemperatur. Die Öl-Rot-Färbung wurde in den 6-well-Kulturplatten durchgeführt, 

in denen die Differenzierung durchgeführt worden war.  Nach Verwerfen des 

Mediums wurden die Zellen zweifach mit PBS-Lösung gespült und anschließend in 

der 6-well-Platte mit vorgekühlter Formaldehyd-Lösung 4 % 2 min bei - 20 °C fixiert. 

Anschließend erfolgte eine Spülung mit gekühltem Ethanol 50 % und die Inkubation 

der Zellen mit Öl-Rot-Lösung 0,2 % in 60 % Isopropanol für 20 min. Es folgte die 

erneute Applikation von Ethanol 50 % und eine Spülung mit Aqua dest. Danach 

wurden die Zellen mikroskopiert und elektronische Fotoaufnahmen angefertigt. 

 

Toluidinblau-Färbung 

Zur Darstellung der Proteoglykane wurden die Gewebskonstrukte aus 

dreidimensionalen Diffusionskulturen mit Toluidinblau angefärbt. Bei Anfärbung der 

sauren Glykosaminoglykane mit den enthaltenen Thiazinfarbstoffen erfolgt ein 

metachromatischer Farbeffekt mit violetter Darstellung. 

Alle Schritte der Färbung erfolgten bei Raumtemperatur. Die Toluidinblau-Lösung 

wurde vor Gebrauch zweifach filtriert. Die Kryoschnitte wurden 5 min in Aqua dest. 

rehydriert, dann für 3 min in Toluidinblau 1 % in 1 % Natriumtetraboratlösung 

verbracht und anschließend 120 min in raumtemperiertem Leitungswasser gespült. 

Anschließend erfolgte die Spülung mit Aqua dest. und die unmittelbare Eindeckung 

mit DPX. Als Positivkontrolle wurde ein Kryoschnitt eines humanen 

Gelenkknorpelpräparats gefärbt. Schließlich wurden die Schnitte mikroskopiert und 

elektronische Fotoaufnahmen angefertigt (s. 3.2.2). 

 

Safranin-O-Färbung 

Ebenfalls zur Darstellung der Proteoglykane wurden die Gewebskonstrukte aus 

dreidimensionalen Diffusionskulturen mit Safranin-O angefärbt [192]. Die Intensität 

der Safranin-O-Färbung korreliert dabei sehr gut mit dem Glykosaminoglykangehalt 

[193], die Färbeintensität verhält sich sogar direkt proportional zum Nassgewicht der 

Glykosaminoglykanfraktion von Neoknorpel [194]. 

Alle Schritte der Färbung erfolgten bei Raumtemperatur. Die Safranin-O-Lösung 

wurde vor Gebrauch zweifach filtriert. Die Kryoschnitte wurden 5 min in Aqua dest. 

rehydriert und dann 10 min mit Safranin-O 0,2 % in 1 % Essigsäure gefärbt. Nach 

dem Spülen mit Aqua dest. erfolgte 10 s die Färbung mit Fast Green 0,04 % in 0,2 % 

Essigsäure. Dem folgte die Spülung in Aqua dest., die Anwendung von Ethanol 100 

%, die zweifache Anwendung von Xylol 100 % und die Eindeckung mit Eukitt. Als 

Positivkontrolle wurde ebenfalls ein Kryoschnitt eines humanen 

Gelenkknorpelpräparats gefärbt. Schließlich wurden die Schnitte mikroskopiert und 

elektronische Fotoaufnahmen angefertigt. 
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Neben der qualitativen Beschreibung der Safranin-O-gefärbten Kryoschnittpräparate 

wurden diese von zwei unabhängigen, verblindeten Personen nach dem „Bern 

Score“ ausgewertet, einem standardisierten visuellen histologischen 

Einstufungssystem für in vitro generierten Neoknorpel [195]. In diesen Staging-Score 

gehen drei qualitative Kategorien ein (Tab. 9). 

 

Score Kategorie (A) Kategorie (B) Kategorie (C) 

0 Keine Färbung Hohe Zelldichte ohne Matrix Kondensiert, nekrotisch, pyknotisch 

1 Schwache Färbung dürftiger Matrix 
Hohe Zelldichte mit geringer Matrix 

(Zellabstand < 1 Zelldurchmesser) 
Spindelig, fibrös 

2 Mäßige, gleichmäßige Färbung 
Mäßige Zelldichte mit Matrix     

(Zellabstand ≈ 1 Zelldurchmesser) 

Gemischt spindelig, fibrös und 

abgerundet chondrogen 

3 Gleichmäßige, kräftige Färbung 
Niedrige Zelldichte, ausgiebig Matrix 

(Zellabstand > 1 Zelldurchmesser) 

Hauptsächlich abgerundet 

chondrogen 

Tab. 9  Bern Score: Evaluation mit Safranin-O / Fast Green gefärbten in vitro generierten 
Neoknorpels. Kategorien: (A) Uniformität und Intensität der Safranin-O-Färbung bei 
100facher Vergrößerung im Lichtmikroskop (B) Entfernung der Zellen voneinander / Umfang 
der EZM bei 200facher Vergrößerung im Lichtmikroskop (C) Zellmorphologie bei 400facher 
Vergrößerung im Lichtmikroskop. Nach [195]. 

2.2.2.4  Immunhistologie 

2.2.2.4.1  Primärantikörper 

Als Primärantikörper wurden jeweils monoklonale in der Maus gegen humanes 

Kollagen vom Typ I und Typ II hergestellte Antikörper vom Typ IgG verwendet (s. 

2.1.4). 

2.2.2.4.2  Durchführung 

Die Färbeschritte erfolgten, soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur. 

Nach Rehydrierung der Kryoschnitte in 0,1 % Tween 20 in PBS-Lösung (PBT) für 15 

min erfolgte im Trockenschrank bei 37 °C für 30 min die Blockierung der Aktivität der 

endogenen Gewebsperoxidase durch Zugabe von Wasserstoffperoxid 30 % in 

Methanol in die Rehydrierungslösung entsprechend 0,3 % Wasserstoffperoxidgehalt. 

Anschließend wurden die Kryoschnitte für 5 min in PBT gegeben und dann in 

Chondroitinase 0,25 U/ml in 0,1 M Tris-Puffer pH 7,0 für 15 min (Gewebskonstrukte 

aus dreidimensionalen Kultursystemen) bzw. 30 min (humaner Gelenkknorpel) bei 37 

°C im Trockenschrank inkubiert. An diesen Schritt schloss sich die Blockierung 

unspezifischer Bindungsstellen mit Ziegenserum 5 % in PBS-Lösung mit 3 % BSA für 

60 min an. Die Schnitte wurde daraufhin mit den Primärantikörpern über Nacht bei + 

4 °C inkubiert. Der Primärantikörper gegen Kollagen Typ II wurde dabei in PBS-

Lösung 1:6 verdünnt. Als Negativkontrolle wurden Schnitte mit PBS-Lösung ohne 
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Primärantikörper inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die dreifache Spülung 

für jeweils 5 min mit PBT. Anschließend wurden die Schnitte 60 min mit dem 

biotinylierten Anti-Maus-Sekundärantikörper aus der Ziege in einer Verdünnung von 

1:200 in PBS inkubiert. Dem schloss sich wiederum die dreifache Spülung für jeweils 

5 min mit PBT an. Es folgte die Anwendung des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes 

(ABC-Komplex) für 30 min und die dreifache Spülung mit PBT für jeweils 5 min. 

Danach wurde 10 min die Detektionssubstanz 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) 

angewendet. AEC war zuvor in Dunkelheit auf dem Schüttler in DMSO gelöst 

worden. Anschließend war diese Lösung in Natriumacetat-Puffer pH 5,5 filtriert 

worden. Kurz vor Beginn der Detektion war Wasserstoffperoxid hinzugegeben 

worden. Die Detektion wurde dann mit Leitungswasser gestoppt. Anschließend 

erfolgte eine Gegenfärbung der Schnitte für 120 s mit saurer Hämalaunlösung (nach 

P. Mayer) und die Bläuung in Leitungswasser für 10 min. Hierauf wurden die Schnitte 

mit Aquatex fixiert und für 24 h im Dunkeln getrocknet. Zuletzt wurden die Schnitte 

mikroskopiert und elektronische Fotoaufnahmen angefertigt. 

2.2.3  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

2.2.3.1  Isolierung und Quantifizierung der RNA aus Zellen (Monolayer) 

Aus Zellen nach osteogener und adipogener Differenzierung sowie aus in Monolayer 

kultivierten phC am Ende jeder Passage wurde die gesamte RNA mit Hilfe des 

RNeasy Mini Kits für die RNA-Isolierung aus 10–107 Zellen isoliert und anschließend 

quantifiziert. Die Isolierung erfolgt hierbei durch selektive Bindung der Gesamt-RNA 

mit einer Nukleotidlänge > 200 an eine in einer Mini-Spin-Säule angebrachten Silika-

Membran. 

Zunächst wurden die Zellen nach Verwerfen des Mediums zweifach mit PBS gespült 

und mittels Trypsin abgelöst (s. 2.2.1.1.7). Nach Stoppen der Reaktion mit dem 

jeweiligen Medium wurde die Zellsuspension zentrifugiert, der Überstand verworfen, 

die Zellen in Medium resuspendiert und gezählt. Anschließend wurden sie erneut 

zentrifugiert und der Überstand wiederum verworfen. Nach erneuter Zentrifugation 

wurden die Zellen dann in PBS-Lösung resuspendiert und zentrifugiert. Nach 

Verwerfen des Überstands wurden die Zellen bei Zellzahlen bis 5 x 106 in 350 µl bei 

Zellzahlen zwischen 5 x 106 und 107 in 700 µl 2-Mercaptoethanol enthaltenden RLT-

Lysis-Puffer aus dem o.g. Kit sorgfältig und vorsichtig resuspendiert. 

Dieses Lysat wurde mit Ethanol 70% im Volumenverhältnis 1:1 in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß pipettiert, um eine spätere selektive Bindung der Gesamt-RNA an 

die Silika-Membran zu gewährleisten. Anschließend wurde die Suspension auf die 

Silika-Membran der Mini-Spin-Säule pipettiert und diese in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß eingesetzt. Letzteres wurde anschließend in der Tischzentrifuge bei 

8000 g 20 s zentrifugiert und der Durchfluss aus dem Eppendorf-Reaktionsgefäß 

verworfen. Hierauf wurden 350 µl des im Kit enthaltenen RW1-Puffers auf die Mini-

spin-Säule pipettiert, diese erneut bei 8000 g 20 s zentrifugiert und der Durchfluss 
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verworfen. Für einen enzymatischen, säulenseitigen DNA-Verdau wurden 

anschließend 80 µl der aus 10 µl DNAse Stammlösung und 70 µl RDD-Puffer aus 

dem RNase-Free DNase Set bestehenden DNAse-Lösung auf die Mini-Spin-Säule 

gebracht und bei Raumtemperatur 15 min inkubiert. Hierauf wurden erneut 350 µl 

RW1-Puffer auf die Mini-spin-Säule pipettiert, diese bei 8000 g 20 s zentrifugiert und 

der Durchfluss verworfen. Dann wurden 500 µl des im Kit enthaltenen RPE-Puffers 

auf die Mini-spin-Säule pipettiert, diese bei 8000 g 20 s zentrifugiert und der 

Durchfluss wiederum verworfen. Anschließend wurden erneut 500 µl RPE-Puffer 

aufpipettiert und die Mini-spin-Säule zweifach bei 8000 g 2 min zentrifugiert und der 

Durchfluss jeweils entfernt. Zuletzt wurde die Mini-spin-Säule in einem sauberen 

RNAse-freien Eppendorf-Reaktionsgefäß platziert und nach Aufpipettieren von 30 µl 

RNAse-freien Wassers die Gesamt-RNA durch Zentrifugation (8000 g, 1 min) eluiert. 

Das gewonnene RNA-Eluat wurde unmittelbar auf Eis gelagert. Die Konzentration 

und der Reinheitsgrad wurden spektralphotometrisch bestimmt. Hierzu wurde nach 

Entnahme eines Aliquotvolumens der RNA-Lösung eine Verdünnung (1:25) 

angefertigt und deren Absorption bei 260 nm Wellenlänge bestimmt. Daraus wurde 

die Konzentration der Gesamt-RNA-Lösung errechnet. Der Reinheitsgrad wurde 

anhand der Ratio aus Absorption bei 260 nm und 280 nm Wellenlänge (A260/A280) 

insbesondere hinsichtlich Kontaminationen mit Proteinen abgeschätzt. Es wurde nur 

RNA mit einer Ratio (A260/A280) zwischen 1,7 und 2,1 verwendet. Die Lagerung der 

RNA erfolgte bei -80 °C. 

2.2.3.2  Isolierung und Quantifizierung der RNA aus dreidimensionalen 

Kultursystemen 

Gewebskonstrukte aus der Pelletkultur wurden nach Absaugen des Mediums 

mehrfach mit PBS-Lösung gespült, anschließend vorsichtig in PBS-Lösung unter 

Verwendung einer abgeschnittenen Pipettenspitze (10³ µl) in RNAse freie Eppendorf-

Reaktionsgefäße pipettiert und hier nochmals vorsichtig mit PBS-Lösung gespült. 

Anschließend wurde die verbliebene PBS-Lösung möglichst vollständig abpipettiert. 

Das Vorgehen bei Gewebskonstrukten aus der Membrankultur verlief analog, wobei 

diese zuvor mit einem sterilen Skalpell scharf von der Zelluloseazetatmembran 

abgetrennt wurden. Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach Lysis der Proben 

auf Phenolbasis mittels RNeasy Lipid Tissue Kit nach demselben wie in 2.2.3.1 

beschriebenem Prinzip der Silika-Membran-Bindung. Zuvor wurden die 

Gewebskonstrukte aus beiden Kultursystemen allerdings in einem 

Mikrodismembrator S pulverisiert. Hierzu wurden diese zunächst in flüssigem 

Stickstoff in Kryoröhrchen tiefgefroren. Ebenso wurden sterile Edelstahlkugeln mit 

einem dem Innendurchmesser des Querschnitts der Kryoröhrchen identischen 

Durchmesser gekühlt. In ein solches jeweils eine Kultur enthaltendes Kryoröhrchen 

wurde jeweils eine Edelstahlkugel transferiert, das Kryoröhrchen erneut in flüssigen 

Stickstoff gegeben und anschließend in ein ebenfalls mit flüssigem Stickstoff 

vorgekühltes Teflongefäß in einer Einspannvorrichtung des Mikrodismembrators S 

eingebracht. In diesem wurde das Kryoröhrchen in einer einen Kreisbogen 
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nachvollziehenden Bewegung repetitiv geschüttelt (3000 rpm, 1 min), so dass die in 

dem Kryoröhrchen vorhandene Kugel das Gewebskonstrukt pulverisierte. Nach 

steriler Entfernung der Edelstahlkugel mittels Stabmagneten wurde das entstandene 

Pulver in 750 µl Phenol-haltiger Qiazol-Reagenz aufgenommen. Zu diesem Lysat 

wurden 200 µl Chloroform hinzugegeben, die entstandene Lösung pipettierend 

homogenisiert, anschließend für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und zuletzt bei 

4 °C 15 min bei 12 x 103 g zentrifugiert, wodurch sich drei Phasen auftrennten. Eine 

obere wässrige, die Gesamt-RNA enthaltende Phase, eine weißliche Interphase und 

eine untere rötliche, organische Phase. Die obere farblose Phase wurde vorsichtig in 

ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß pipettiert und hier mit einem Volumenverhältnis 

von 1:1 mit Ethanol 70% gemischt. Das weitere Vorgehen entsprach nach 

Aufpipettieren dieser Suspension auf die Silika-Membran der Mini-Spin-Säule den in 

2.2.3.1 beschriebenen Versuchsschritten. 

2.2.3.3  Reverse Transkription  

 

Reverse Transkription der RNA für die qualitative PCR 

Die reverse Transkription der Gesamt-RNA in für die qualitative PCR zu 

verarbeitende cDNA erfolgte mittels Reverse-Transkriptase Kit der Firma Promega. 

Hierzu wurde die Gesamt-RNA 10 min bei 70 °C erhitzt und währenddessen der 

Mastermix-Ansatz hergestellt und stets auf Eis gelagert. Hierzu wurden pro Reaktion 

(einfacher Ansatz) 4 µl 25mM MgCl2, 2 µl 10x RT-Puffer, 2µl dNTP-Lösung, 0,5 µl 

RNase-Inhibitor, 0,6 µl Reverse Transkriptase und 0,5 µl Random Primer pipettiert. 

Zu den 10,4 µl Mastermix pro Reaktion wurde jeweils das 1,0 µg Gesamt-RNA 

enthaltende Volumen in ein PCR-Reaktionsgefäß pipettiert und die entstandene 

Lösung auf ein Gesamtvolumen von 20,0 µl mit RNase-freiem Wasser aufgefüllt. 

Anschließend wurde die Probe im Thermocycler für 10 min auf 25 °C, hiernach für 60 

min auf 42 °C und zuletzt für 5 min auf 95 °C erhitzt. Die Proben wurden hierauf 5 

min auf Eis gestellt und bei -20 °C gelagert. 

 

Reverse Transkription der RNA für die quantitative Real-Time-PCR (Light-Cycler®) 

Die reverse Transkription der Gesamt-RNA in für die quantitative Real-Time-PCR 

(Light-Cycler®) zu verarbeitende cDNA erfolgte mittels Transcriptor High Fidelity 

cDNA Synthesis Kit der Firma Roche. Auch hierbei wurden alle Schritte auf Eis 

durchgeführt. Wie in 2.2.3.3 beschrieben wurde wiederum das 1 µg Gesamt-RNA 

enthaltende Volumen mit RNase-freiem Wasser auf 9,4 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. 

Anschließend wurden pro Reaktion 2 µl Random-Primer hinzugefügt und die PCR-

Reaktionsgefäße im Thermocycler 10 min auf 65 °C erhitzt und anschließend auf 4 

°C abgekühlt. Währenddessen wurde der Mastermix-Ansatz hergestellt. Hierbei 

wurden pro Reaktion (einfacher Ansatz) 4 µl 5x RT-Puffer, 2 µl dNTP-Lösung, 1,0 µl 

DTT, 0,5 µl Protector RNase-Inhibitor und 1,1 µl Reverse Transkriptase pipettiert. Zu 

den 8,6 µl Mastermix pro Reaktion wurden 9,4 µl Gesamt-RNA in ein PCR-

Reaktionsgefäß gegeben. Es folgte die Erhitzung im Thermocycler für 30 min auf 50 
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°C und für 5 min auf 85 °C. Die Proben wurden hierauf 5 min auf Eis gestellt und bei 

-20 °C gelagert. 

2.2.3.4  RT-PCR (Reverse-Transkriptase-PCR) 

Mit Hilfe der qualitativen RT-PCR wurde eine Genexpressionsanalyse der osteogen 

und adipogen differenzierten hMSC durchgeführt. Die hierbei verwendeten Primer 

sind 2.1.5 zu entnehmen. Zunächst wurde der Mastermix-Ansatz auf Eis vorbereitet, 

dessen Zusammensetzung Tab. 9 zu entnehmen ist. 

 

Mastermix-Komponente Volumen pro Reaktion (einfacher Ansatz) 

Primer sense 10 mM 0,5 µl 

Primer antisense 10 mM 0,5 µl 

PCR-Puffer 10x 2 µl 

dNTP 25 mM 0,2 µl 

MgCl2 25 mM 1 µl 

Taq-Polymerase 0,1 µl 

RNase-freies Wasser 14,7 µl 

cDNA (neg. Kontrolle: RNase-freies Wasser) 1 µl 

Tab. 10  Komponenten des Mastermix-Ansatzes der qualitativen PCR. 

 

Als endogene Kontrolle wurde die Expression des Haushaltsgens GAPDH evaluiert, 

als Negativkontrolle wurde dem Ansatz statt 1 µl cDNA 1 µl RNase-freies Wasser 

hinzugefügt. Eingesetzte Primer, deren Sequenzen, Amplifikatlänge und verwendete 

Annealing-Temperaturen sind in 2.1.5 enthalten. Als tatsächliche Annealing-

Temperatur wurde der Mittelwert der eingesetzten Primer verwendet. Die einzelnen 

Schritte der Amplifikation erfolgten im Thermocycler und sind Tab. 10 zu entnehmen. 

 

Vorgang Dauer Temperatur [°C] Zyklen 

Denaturierung 3 min 95 1 

Amplifikation 30 s 95 

35  45 s [siehe Text] 

 1 min 72 

Endpolymerisation 10 min 72 1 

Ende „Forever“ 4  

Tab. 11  Amplifikationsschritte der qualitativen PCR (Thermocycler). 

 

Die Proben wurden anschließend auf Eis gelagert. Während der PCR war zur 

elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate ein Agarose-Gel (2%) gegossen 
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worden. Hierzu wurden zunächst 90 ml Aqua dest. mit 10 ml TAE-Puffer (10x) in 

einem Erlenmyer-Kolben gemischt und diesem 2,0 g Agarose hinzugefügt. Nach 

Erhitzen in der Mikrowelle und nach Abkühlen auf ca. 40 °C wurden 2 µl 

Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml) unter ständigem Rühren hinzupipettiert. Nach 

Eingießen in die Elektrophorese-Kammer erfolgte für 30 min die Polymerisation des 

Gels. 

Anschließend wurden die Amplifikate der PCR mit 3 µl Ladepuffer (6x) versetzt und 

12 µl dieser Lösung in die Taschen des Gels pipettiert. Dies erfolgte analog mit 5 µl 

einer Nukleotidleiter (100 bp) in die flankierenden Geltaschen. Anschließend wurden 

die Amplifikate und Nukleotidleiter durch Anlegen einer Spannung von 75 V bei einer 

Stromstärke von 66 mA für 90 min aufgetrennt und mit dem molekularen Imager 

Fluor-S MultImager dargestellt sowie fotodokumentiert. 

2.2.3.5  QRT-PCR (Quantitative Real-Time-PCR, Light-Cycler®) 

Die semiquantitative Erfassung der Genexpression molekularer Marker der 

Chondrogenese mittels qRT-PCR (Light-Cycler®) erfolgte aus in Monolayer 

kultivierten Chondrozyten und aus den Gewebskonstrukten aus den 

dreidimensionalen Kultursystemen. Dem Prinzip liegt die unspezifische DNA-

Doppelstrang-Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green I zu Grunde. Die 

verwendeten Primer der Zielgene finden sich in 2.1.5. Die jeweiligen Primerkits 

enthielten die jeweiligen Primerpaare in MgCl2-Lösung, die Standard-Stabilisatoren, 

die Standardlösungen mit definierter Kopienzahl/µl Standard-cDNA sowie eine 

Positiv-Kontrolle. 1,0 µl der in den in 2.2.3.4 beschriebenen Schritten generierten 

cDNA wurde zunächst 1:10 mit RNase-freiem Aqua dest. verdünnt und in 

LightCycler®-Glaskapillaren pipettiert. Diesem Volumen wurden jeweils 10,0 µl des in 

Tab. 11 dargestellten Mastermix-Ansatzes hinzugefügt und die Kapillaren nach 

Einbringen in einen Zentrifugenadapter bei 2000 rpm für 10 s bei 4 °C zentrifugiert. 

Die Kapillaren wurden anschließend nach Einsetzen in den LightCycler®-Rotor in den 

LightCycler® verbracht und die Reaktion gestartet. 

 

Mastermix-Komponente Volumen pro Reaktion (einfacher Ansatz) 

Primerlösung (sense und antisense) 2 µl 

FastStart DNA Master SYBR Green I 

(DNA-Polymerase, Reaktions-Puffer, MgCl2, dNTP und 

SYBR Green I dye) 

2 µl 

RNase-freies Wasser 6 µl 

Tab. 12  Komponenten des Mastermix-Ansatzes der qRT-PCR. 

 

Der fluoreszierende DNA-Interkalator Sybr Green I diente der Real-Time-Detektion 

während der exponentiellen Amplifikation der spezifischen DNA-Stränge. Als 

Berechnungsgrundlage der Effizienz eines jeden Laufes dienten je Primerpaar drei 

Standardverdünnungen (100–10-2), welche jeweils im Duplikat angesetzt wurden. Um 
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die Vergleichbarkeit einzelner Experimente sicherzustellen wurde ein 

Effizienzunterschied von bis zu 0,05 akzeptiert. Als endogene Kontrolle im Sinne 

eines internen Standards jeder Probe wurde die Expression des konstant 

exprimierten Haushaltsgens Cyclophilin B evaluiert, als Negativkontrolle wurde dem 

Ansatz wiederum statt 10 µl cDNA 10 µl RNase-freies Wasser hinzugefügt. Die 

einzelnen Schritte der Amplifikation erfolgten im LightCycler® 2.0 und sind Tab. 12 zu 

entnehmen. 

 

Vorgang Dauer Temperatur [°C] Zyklen 

Denaturierung 10 min 95 1 

Amplifikation 

10 s 95 

35 10 s 68 

16 s 72 

Tab. 13  Amplifikationsschritte der quantitativen PCR (LightCycler
®
 2.0). 

 

Nach erfolgter Amplifikation wurde eine Schmelzkurvenanalyse durch Erhitzen von 

58 °C bis 95 °C zum Nachweis der Spezifität der Amplifikate anhand 

Fragmentlängenbestimmung durchgeführt. Die relative Quantifizierung der 

Expression spezifischer Zielgene erfolgte als Quotient aus den Crossing points der 

zu untersuchenden Zielgene und jeweils des Cyclophilin B. Der Crossing point ist der 

(Cp-)Wert, der denjenigen Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz signifikant 

über die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Der Cp-Wert wurde anhand der Fit-Point-

Methode ermittelt. Nach Festlegung einer Noise-band wurde hierbei die 

Fluoreszenzsteigung während der exponentiellen Amplifikationsphase durch 

Punktanalyse ermittelt. Die hierbei erhaltenen Crossing points verhielten sich 

umgekehrt proportional zur logarithmischen Anzahl der Produktkopien. 

2.2.4  Assay zur Quantifizierung der Glykosaminoglykane 

Zur Quantifizierung des Glykosaminoglykangehalts der Gewebskontrukte aus 

dreidimensionalen Kultursystemen wurde ein DMMB-Bindungsassay etabliert 

[196,197]. Diesem liegt als Prinzip die Änderung des Absorptionsspektrums des 1,9-

Dimethylmethylenblau (DMMB) bei dessen Bindung an sulfatierte 

Glykosaminoglykane zugrunde [196,198]. 

2.2.4.1  Quantifizierung des DNA-Gehalts aus dreidimensionalen Kultursystemen 

Zur Normalisierung des in jeder Probe ermittelten Glykosaminoglykangehalts wurde 

zunächst die DNA-Konzentration mit dem QuantiFluo DNA Assay Kit 

fluoreszenzspektrometrisch ermittelt [197]. Der Methode liegt die spezifische Bindung 

des Farbstoffs Hoechst 33258 an Doppelstrang-DNA zu Grunde, wobei sich die 
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Fluoreszenzintensität bei λem = 460 nm direkt proportional zur DNA-Konzentration 

verhält. 

Hierfür wurden jeweils zwei Zellpellets bzw. eine leitschienenfreie Membrankultur 

nach dreifachem Spülen mit PBS-Lösung in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführt und hier erneut mit PBS-Lösung gewaschen. Die Zellkonstrukte wurden 

darauf in einer 10 µg/ml Proteinase-K, 30 mM Tris (pH 7,8), 50 mM NaCl und 10mM 

MgCl2 enthaltenden Lösung für 16 Stunden bei 65 °C inkubiert und dann durch 

repetitives Einfrieren bei -80 °C und auftauen lysiert. Die Zelllysate wurden in einer 

Verdünnungsreihe mit TE-Puffer (10 mM Tris, 1mM Na2EDTA, pH 7,4) versetzt. Sie 

wurden anschließend in einer 96-well-UV-Platte nach Zugabe der Hoechst Dye 

33258 enthaltenden Lösung gegen eine ebenfalls aus einer Verdünnungsreihe 

ermittelten, dreifach pipettierten Standardkurve (DNA vom Kalbsthymus) im FluoStar 

Optima fluoreszenzspektrometrisch gemessen (λexc = 355 nm, λem = 460 nm). Die 

Messung erfolgte zehnfach. Die Konzentration jeder Probe wurde anhand der 

Standardkurve (0 – 2000 ng/ml) durch das Programm Optima Software 2.20 

errechnet. 

2.2.4.2  Quantifizierung des Glykosaminoglykangehalts aus dreidimensionalen 

Kulturen 

Auch hierfür wurden wie in 2.2.4.1 beschrieben mit Proteinase-K behandelte 

Zelllysate mit jeweils 40 µl Gesamtvolumen in eine Verdünnungsreihe gebracht (1:2 

– 1:32) und mit 250 µl einer 1,9-Dimethylmethylenblau-Farbstoff-Lösung (pH 3,5) 

versetzt. Für letztere wurden zunächst 2,0 g Natriumformiat in 993 ml Aqua dest. 

aufgelöst und 2,0 ml Ameisensäure 98—100 % hinzugefügt. Dieser Lösung wurden 

16 mg 1,9-Dimethylmethylenblau in 5,0 ml Ethanol 100% gelöst hinzugefügt und die 

Lösung schließlich auf einen pH von 3,5 einstellend auf 1000 ml aufgefüllt. 

Anschließend wurde die Absorption gegen eine ebenfalls aus einer 

Verdünnungsreihe ermittelten, dreifach pipettierte Standardkurve (Chondoitin-6-

Sulfat vom Haiknorpel) bei λabs = 595 nm photometrisch gemessen. Die Messung 

erfolgte ebenfalls zehnfach. In analoger Weise wurde die Konzentration jeder Probe 

anhand der Standardkurve (0 – 75 µg/ml) durch das Programm Optima Software 

2.10 errechnet. 

2.2.4.3  Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Prism 3.0 verwendet. Alle 

Experimente wurden, soweit nicht anders angegeben, mindestens doppelt 

durchgeführt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabweichung 

angegeben. Als Signifikanzniveau wurde 0,05 festgelegt. Für die in 3.1 angewandten 

statistischen Tests wurde der Student’s T-Test, für die in 3.3 angewandten der Mann-

Whitney-U-Test angewandt. 
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3  Ergebnisse 

3.1  Kultivierung humaner Chondrozyten 

3.1.1  Kultivierung in Monolayer 

Nach Aussaat der phC in Monolayer-Kultur zeigten diese in den ersten zwei 

Passagen (P0, P1) eine runde bis polygonale Morphologie (Abb. 8, (A) und (B)). 

Auffallend war in diesen Passagen die deutliche Kohäsionsneigung unter Ausbildung 

einzelner Zellgruppen mit jeweils zwei bis fünf phC. Im Laufe der weiteren 

Kultivierung (P3) formten die Zellen spindelförmige Ausläufer und verteilten sich 

regelmäßig auf der Oberfläche der Kulturflaschen ohne Ausbildung einzelner 

Zellgruppen (Abb. 8, (C) und (D)). Sie zeigten ab der dritten Passage ein mit 

zunehmender Kultivierung festzustellendes fibroblastenähnliches Wachstumsmuster 

bei abnehmender Chondrozyten-typischer Morphologie (P5; Abb. 8, (E) und (F)). 

Die relative Quantifizierung des Kollagen Typ II (COL2A1-mRNA/Cyclophyllin-B-

mRNA) ergab unmittelbar nach Isolierung (P0) 38,0 und nahm nach Aussaat in die 

Monolayer-Kultur bis zum Ende der ersten (1,0 x 10-4) und zweiten Passage ab (1,1 x 

10-6) (Abb. 11). Am Ende der dritten Passage sowie in allen höheren Passagen war 

mittels qRT-PCR keine Expression des Kollagens Typ II (COL2A1-mRNA) mehr 

nachweisbar (Abb. 11). 
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Abb. 8 Kultivierung von phC in Monolayer-Kultur. In (A) und (B) sind lichtmikroskopische 

Aufnahmen der Zellen nach Adhäsion zwei Tage nach Isolierung aus humanem 

Gelenkknorpel abgebildet (P0). Die Chondrozyten liegen in Gruppen aus zwei bis fünf 

Zellen unter Ausbildung intensiver und dichter Zell-Zell-Kontakte zusammen und sind rund-

chondroblastär konfiguriert. In P3 verlieren die Zellen allmählich die engen Zellkontakte und 

werden zunehmend spindelförmiger ((C) und (D)). Zellen in P5 weisen eine dedifferenzierte, 

mesenchymal-fibroblastäre, schlank-spindelförmige Phänotypie bei weitem Zellabstand auf 

((E) und (F)). Insgesamt ist so im Laufe der sukzessiven Zellpassagierung eine 

phänotypische, fibroblastäre Dedifferenzierung festzustellen. Balken = 100 µm. 
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3.1.2  Kultivierung in dreidimensionalen Kultursystemen 

3.1.2.1  Makroskopische Erscheinung 

Nach sieben Tagen Kultivierung der phC in der Membrankultur bildeten diese eine 

flexible, scheibenförmige Struktur mit apikalem Dom mit einem Durchmesser von ca. 

4 x 10³ µm und einer Höhe von ca. 1,5 x 10² µm aus, nachdem sie am Ende der 

ersten Passage aus der Monolayer-Kultur überführt worden waren (Abb. 9, (A)). Aus 

am Ende fortgeschrittener Passagen (ab P5) überführte phC bildeten 

Membrankulturen kleineren Durchmessers (ca. 2–3 x 10³ µm), jedoch leicht 

zunehmender Höhe aus (ca.  2,5 x 10² µm). 

Als Pelletkulturen kultivierte phC formten nach sieben Tagen glatte, spheroide 

Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 10³ µm, bis zur fünften Passage  

unabhängig davon, aus welcher Passage der Monolayer-Kultivierung die Zellen in 

die Pelletkultur überführt wurden. Ab der fünften Passage  bildeten sich kleinere, 

instabilere Pellets aus, die sich teilweise während der Kultivierung auflösten. 

Membran- und Pelletkulturen zeigten nach 21 Tagen Kultivierung  ähnliche 

makromorphologische Resultate bei insgesamt jedoch deutlich geringeren 

Gesamtgrößen. 

 

Abb. 9 Makroskopische Erscheinung der Membrankultur (A) und Pelletkultur (B) im Rahmen der 

Kultivierung von phC. (A) Die sich auf dem Zelluloseazetatfilter ausgebilde knorpelige-

Scheibe wieß nach Überführung von phC aus Monolayer-Kulturen früher Passagen (s. Text) 

einen Durchmesser von 4–5 mm auf. Die Stahlbrücke samt Filter und Gewebe ist zur 

Veranschaulichung aus der Petrischale entfernt. (B) Bei den Pelletkulturen formten sich 

kleine, frei im Konus des Zentrifugenröhrchens flottierende Zellpellets eines Durchmessers 

von ca. 10³ µm [199]. Balken = ~ 5 mm. 

3.1.2.2  Histologie und Immunhistologie 

Nach sieben Tagen Kultivierung zeigten am Ende der ersten Passage in die 

Membrankultur überführte phC eine hohe Zelldichte bei rund-ovaler Zellmorphologie 

(Abb. 10; (MK), (P1)). Die Membrankulturen wiesen histologisch bei bis zu 400-
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facher Vergrößerung allseits eine glatt-begrenzte Oberfläche auf. Besonders 

regelmäßig und eben zeigte sich die der Zelluloseazetatmembran zugewandte 

Auflagefläche. Die Membrankulturen in P1 wiesen eine positive Toluidinblau- und 

Safranin-O-Färbung in allen Anteilen der Kultur auf (Abb. 10; (MK), (P1), (TOL), 

(SAF)). Membrankulturen, die aus am Ende der fünften Monolayer-Passage 

überführten phC entstanden (Abb. 10; (MK), (P5)), wiesen eine geringere Zelldichte 

und Zellen mit spindelförmig-fibroblastenartiger Struktur auf. Die EZM erschien dabei 

eher retikulär und locker bei schwächerer Toluidinblau- und Safranin-O-Färbung 

(Abb. 10 (MK), (P5), (TOL), (SAF)). Während in Membrankulturen aus P1 (Abb. 10; 

(MK), (P1), (COL)) und P2 (Daten nicht gezeigt) um viele Zellen immunhistochemisch 

eine Expression von Kollagen Typ II nachgewiesen werden konnte, war ein 

immunhistologischer Nachweis von Kollagen Typ II in Membrankulturen ab P3, so 

auch in P5, nicht mehr möglich (Abb. 10; (MK), (P5), (COL)). 

Pelletkulturen wiesen nach sieben Tagen Kultivierung in den jeweiligen Passagen 

ähnliche Resultate wie die Membrankulturen auf. In den niedrigen Passagen (P1–P3) 

war eine hohe Zelldichte mit runden Zellen und kräftiger Toluidinblau- und Safranin-

O-Färbung sowie positivem immunhistologischem Signal für Kollagen Typ II 

festzustellen (Abb. 10; (PK), (P1)). Bis P5 nahm in Analogie zu den Membrankulturen 

die Färbung mit Toluidinblau und Safranin-O ab (Abb. 10; (PK), (P5), (TOL), (SAF)). 

Wie bei den Membrankulturen war der Nachweis einer Kollagen-Typ-II-Expression 

immunhistologisch ab P3, so auch wiederum in P5, nicht mehr zu führen (Abb. 10; 

(PK), (P5), (COL)). 

Insgesamt erschienen sowohl Zelldichte als auch histologische sowie 

immunhistologische Färbungen in P1 bei den Pelletkulturen schwächer im Vergleich 

zu denen der Membrankulturen derselben Passage. 

Nach 21 Tagen Kultivierung zeigten beide Kultursysteme kein 

immunhistochemisches Signal für Kollagen Typ II. Die Färbungen mit Toluidin-Blau 

und Safranin-O waren bei zellarmen, retikulären Gewebsstrukturen in sämtlichen 

Passagen insgesamt wesentlich schwächer als nach sieben Tagen Kultivierung. 
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Abb. 10 Histologische und immunhistologische Evaluation der der Kultivierung der phC in 

Membrankulturen (MK) und Pelletkulturen (PK) mittels Toluidinblau (TOL), Safranin-O (SAF) 

Kollagen Typ II (COL). Dargestellt sind phC, welche am Ende der ersten (P1) und fünften 

(P5) Passage in Monolayer-Kultur in die dreidimensionalen Kultursysteme überführt wurden 

[199]. 

3.1.2.3  Relative Quantifizierung der Kollagen-Typ-II-Expression 

Im Vergleich zur Expression des Kollagen Typ II der phC in Monolayer am Ende 

derjenigen Passage, aus der die Zellen in die dreidimensionalen Kultursysteme 

überführt wurden, wiesen sowohl Membrankulturen als auch Pelletkulturen nach 7 

Tagen Kultivierung von P1 bis P3 eine signifikant höhere Expression auf (p < 0,05) 

(Abb. 11). Membrankulturen zeigten in P1 eine signifikant höhere (p < 0,05), in P2 

und P3 eine nicht-signifikant geringere Kollagen-Typ-II-Expression als Pelletkulturen. 

In P3 war im Gegensatz zu den Zellen in Monolayer, in denen keine Kollagen-Typ-II-

Expression mehr nachweisbar war, in den aus diesen Zellen generierten 

dreidimensionalen Kultursystemen wieder eine Expression von Kollagen Typ II 

nachzuweisen. Hingegen konnte ab P4 weder in Monolayer-Kulturen noch in 

dreidimensionalen Kultursystemen eine Kollagen-Typ-II-Expression nachgewiesen 

werden.Nach 21 Tagen Kultivierung zeigten Membrankulturen in keiner Passage 

eine Kollagen-Typ-II Expression, Pelletkulturen lediglich in P1 (5,0 x 10-4 COL2A1-

mRNA/Cyclophyllin-B-mRNA). 
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Abb. 11 Relative Quantifizierung mittels qRT-PCR der Expression des Kollagens Typ II 
(COL2A1) in phC aus Monolayer- (weiß), Pellet- (grau) und Membrankulturen 
(schwarz) in den Passagen 1 bis 4 (P1–P4). Die relative Quantifizierung des Kollagens 
Typ II ergab unmittelbar nach Isolierung (P0) eine Ratio COL2A1-mRNA/Cyclophyllin-
B-mRNA von 38,0. Die Kultivierung in dreidimensionalen Kultursystemen erfolgte für 
sieben Tage. Die relative Expression ist als mRNA-Quotient aus Kollagen Typ II und 
Cyclophyllin B (COL2A1-mRNA/Cyclophyllin-B-mRNA) dargestellt [199]. 

3.2  Osteogene und adipogene Differenzierung humaner 
mesenchymaler Stammzellen 

3.2.1  Osteogene Differenzierung 

Nach 21 Tagen osteogener Differenzierung war in sämtlichen differenzierten 

Kulturen eine positive von-Kossa-Färbung festzustellen (Abb. 12, (A), (B)), während 

bei nicht-differenzierten hMSC (Kontrollen) kein Nachweis einer Phosphatablagerung 

erbracht wurde (negative von-Kossa-Färbung; Abb. 12, (C)). Die Ergebnisse der RT-

PCR zeigen den Nachweis einer Expression von Kollagen Typ I (COL1A2; Abb. 12; 

(D), (COL)) und Osteopontin (Abb. 12; (D), (OP)). Bei nachgewiesener Expression 

des Haushaltsgens GAPDH in beiden Gruppen (Abb. 12; (D), (GAPDH)) war in der 

Kontrollgruppe keine Expression des Kollagens Typ I und Osteopontins 

nachzuweisen (Abb. 12, (D), (COL), (OP)). 
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Abb. 12 Osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen (Osteogen) in 

Monolayer-Kultur. Positive Von-Kossa-Färbung ((A), Balken = 400 µm, (B), Balken = 

100 µm) und Expression (D) von Kollagen Typ I (COL1A2, 480 bp, (COL)) sowie 

Osteopontin (480 bp, (OP)). In den Negativkontrollen (hMSC; dreiwöchige Kultivierung 

von hMSC in Monolayer-Kultur) waren weder in der Von-Kossa-Färbung (C) 

Kalzifizierungen detektierbar noch war eine Expression von Kollagen Typ I oder 

Osteopontin nachweisbar (D). In sämtlichen Proben (osteogene Differenzierung, 

Negativkontrolle) wurde eine Expression des Referenzgens GAPDH (416 bp) 

nachgewiesen (D). 

3.2.2  Adipogene Differenzierung 

Während der adipogenen Differenzierung der hMSC bildeten sich nach ca. 10 Tagen 

lichtmikroskopisch deutlich erkennbare, intrazelluläre Fettvakuolen aus. Nach 21 

Tagen Differenzierung zeigten differenzierte Zellen im Gegensatz zur Kontrollgruppe 

(nicht-differenzierte hMSC; Abb. 13, (C)) eine positive Öl-Rot-Färbung und damit aus 

Neutralfetten bestehende intrazelluläre Vakuolen (Abb. 13, (A), (B)). Gemeinsam mit 

einer Positivkontrolle (humanes subkutanes Fettgewebe) war bei adipogen 

differenzierten hMSC eine Expression von Leptin und PPAR-γ festzustellen (Abb. 13, 

(D)). Bei Expressionsnachweis des Haushaltsgens GAPDH in sämtlichen Proben 
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zeigte sich in der Negativkontrolle  keine Expression von Leptin und PPAR-γ (Abb. 

13, (D)). 

 

Abb. 13 Adipogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen (Adipogen) in 

Monolayer-Kultur. Nachweis von Fettvakuolen in der Öl-Rot-Färbung ((A), Balken = 

400 µm, (B), Balken = 60 µm) und Expression von Leptin (500 bp, (D) sowie PPAR-γ 

(347 bp, (D)). Expressionsnachweis von Leptin und PPAR-γ in einer Positivkontrolle 

(humanes subkutanes Fettgewebe). In den Negativkontrollen (hMSC; dreiwöchige 

Kultivierung von hMSC in Monolayer-Kultur) waren weder in der Öl-Rot-Färbung (C) 

die Bildung von Fettvakuolen detektierbar noch eine Expression von Leptin oder 

PPAR-γ (D) nachweisbar. Expression von GAPDH (416 bp) in sämtlichen Proben (D). 
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3.3  Chondrogene Differenzierung humaner mesenchymaler 
Stammzellen in dreidimensionalen Kultursystemen 

3.3.1  Kultivierung in Monolayer 

Für die chondrogen Differenzierung wurden hMSC zunächst wie in 2.2.1 beschrieben 

kultiviert. Dabei erfolgte die lichtmikroskopische Kontrolle und Fotodokumentation 

(Abb. 14). 

 

 

Abb. 14 Kultivierung der hMSC in Monolayer. (A) und (B) zeigen hMSC in P4 ohne Zusatz von 
FGF-2. Die Zellen sind spindelförmig konfiguriert und gleichmäßig verteilt adhärent in 
der Zellkulturflasche verteilt. (C) und (D) zeigen hMSC in P5 unter Zugabe von 5 ng/ml 
FGF-2 vor Überführung in die dreidimensionalen Kultursysteme. Die Zellen sind 
kleiner mit kürzeren Ausläufern und konfluieren rascher als ohne Zugabe von FGF-2. 
Balken = 100 µm. 
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3.3.2  Makroskopische Erscheinung 

3.3.2.1  Membrankulturen 

Nach 21 Tagen Differenzierung formten sich ähnlich wie in 3.1.2.1 beschrieben 

hemisphärische Kulturen mit apikaler Kuppe, welche in den Gruppen, in denen 

Wachstumsfaktoren hinzugefügt worden waren (G1–G3), einen Durchmesser von ca. 

7 x 10³ µm bei einer Auflagefläche von ca. 40 mm² erreichten. Unter Zugabe von 

TGF-ß3 in Kombination mit IGF-1 (G1) oder FGF-2 (G2) erreichten die 

Membrankulturen eine Höhe von ca. 2 x 10³ µm, während sie unter alleiniger Zugabe 

von TGF-ß3 (G3) bis 3 x 10³ µm Höhe erreichen konnten. Membrankulturen der 

Kontrollgruppe (G4) wiesen nach 21 Tagen einen signifikant geringeren 

Durchmesser von ca. 2,0 x 10³ µm und eine signifikant geringere Höhe von ca. 5 x 

10² µm auf (p < 0,05). Membrankulturen der Gruppen G1–G3 zeigten allseits glatte, 

ebene Oberflächen bei oberflächenmorphologisch und palpatorisch (elastisch-

biegsam) hyalinknorpel-typischem Erscheinungsbild. Sie ließen sich problemlos mit 

chirurgischen und anatomischen Pinzetten gängiger Größen fassen. In der 

Kontrollgruppe (G4) erwiesen sich die Membrankulturen als nicht-elastisch und nicht-

biegsam.  

Sie wiesen eine zähvisköse Konsistenz auf. Sämtliche Membrankulturen (G1–G4) 

ließen sich problemlos mit dem Skalpell von der Zelluloseazetatmembran ablösen 

bzw. mit der Pinzette abheben ohne die makroskopisch glatte Auflagefläche der 

Kulturen zu beschädigen. 

 

 

Abb. 15 Makroskopische Erscheinung der Membrankulturen nach chondrogener 
Differenzierung unter Zugabe von (A) TGF-ß3+IGF-1 (G1), (B) TGF-ß3+FGF-2 (G2), 
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(C) TGF-ß3 (G3) und (D) ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren (G4, Kontrolle). Balken 
= ~ 5 mm. 

3.3.2.2  Pelletkulturen 

Pelletkulturen der Gruppen G1–G3 formten nach 21 Tagen kugelig-sphäroide, 

elastisch verformbare Körper mit einem Durchmesser von ca. 1,5–2,0 x 10³ µm. 

Pellets der Kontrollgruppe (G4) bildeten ebenfalls Sphäroide aus, jedoch signifikant 

geringeren Durchmessers (3–5 x 10² µm; p < 0,05). 

Abb. 16 Makroskopische Erscheinung der Pelletkulturen nach chondrogener Differenzierung unter 

Zugabe von (A) TGF-ß3+IGF-1 (G1), (B) TGF-ß3+FGF-2 (G2), (C) TGF-ß3 (G3) und (D) 

ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren (G4, Kontrolle). Balken = ~ 5 mm. 

3.3.3  Histologie und Immunhistologie 

3.3.3.1  Membrankulturen 

Sämtliche mit Wachstumsfaktoren behandelten Membrankulturen (G1–G3) zeigten 

eine bis zur 400-fachen Vergrößerung eine lichtmikroskopisch glatte Oberfläche, 

insbesondere an der ehemaligen Auflagefläche auf der Zelluloseazetatmembran. 

Sowohl in den histologischen (Toluidinblau und Safranin-O, Abb. 17) als auch in den 

immunhistochemischen Färbungen für Kollagen Typ II (Abb. 18) fiel bei G1–G3 eine 

ausgeprägte zonale Verteilung der Membrankulturen auf. Hierbei war ein basaler, an 

die der Zelluloseazetatmembran zugewandten Fläche angrenzender chondrogen 

differenzierter Abschnitt mit kräftiger Färbung für Proteoglykane und starkem 

immunhistochemischem Signal für Kollagen Typ II festzustellen. Diese chondrogene 

Zone wies in mit TGF-ß3 ± IGF-1 behandelten Gruppen (G1, G3) eine Höhe von ca. 

7,0 x 10² µm auf und begann unmittelbar basal in dem der Zelluloseazetatmembran 

aufliegenden Kulturabschnitt. Hingegen begann die chondrogene Zone in den mit 

TGF-ß3 und FGF-2 behandelten Membrankulturen (G2) bei gleicher Gesamthöhe der 

Kultur erst mit einem Abstand von ca. 2,0 –7,0 x 10² µm von der basalen 

Auflagefläche und war so von einer Safranin-O-negativen und Kollagen-Typ-II-
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schwächeren Schicht von der Auflagefläche auf der Zelluloseazetatmembran 

getrennt. Bezüglich Uniformität und Intensität der Proteoglykanfärbungen in den 

chondrogen differenzierten Kulturabschnitten waren die Gewebskonstrukte G2 und 

G3 den Membrankulturen G1 überlegen, bezüglich der imponierenden EZM wiesen 

die lediglich mit TGF-ß3 differenzierten Kulturen (G3) mit einem hohen Zellabstand 

die höchste Qualität auf. Schließlich zeigten die Membrankulturen G2 und G3 eine 

hyalinem Knorpel nahe kommende, chondroblastäre Zellmorphologie. Sämtliche 

Membrankulturen der Gruppen G1–3 zeigten oberhalb (apikal) und jeweils lateral 

(ca. 1,5 x 10² µm breiter Saum) dieser chondrogen differenzierten Zone keine 

Färbung mit Safranin-O  und Kollagen-Typ-II (Abb. 17, 18 und 22). Membrankulturen 

der Gruppe G4 (Kontrolle) ließen sich weder mit Toluidinblau und Safranin-O 

anfärben, noch zeigten sie ein Signal für Kollagen Typ II. 

Abb. 17 Histologische Färbungen der chondrogen differenzierten Membrankulturen mit Toluidinblau 

(TOL) und Safranin-O (SAF). Die Membrankulturen sind dabei um 180° gedreht, d.h. der 

der Zelluloseazetatmembran aufliegende Abschnitt ist nun apikal dargestellt und beinhaltet 

in den Gruppen G1 –G3 den effektiv chondrogen differenzierten Kulturabschnitt mit einer 



Ergebnisse  66 

kräftigen metachromatischen Färbung mit Toluidinblau und einer starken Anfärbung durch 

Safranin-O. Auffallend ist eine nicht-metachromatische und Safranin-O-negative Schicht der 

Kulturen unter Kombination von TGF-ß3 und FGF-2 (G2) in unmittelbar der 

Zelluloseazetatmembran aufliegenden, also hier apikalen Kulturschichten. Die mit Safranin-

O angefärbten Membrankulturen wurden ferner nach dem Bern-Score ausgewertet (Tab. 

14), wobei die lediglich mit TGF-ß3 differenzierte Kultur (G3) den höchsten Punktwert erhielt 

[178]. 

 

 

Abb. 18 Immunhistologische Färbungen der chondrogen differenzierten Membrankulturen mit 
Antikörpern gegen Kollagen Typ II (COL II) und Kollagen Typ I (COL I). Analog zu 
Abb. 17 sind die Kulturen um 180° gedreht. Es zeigt sich wiederum in den 
Membrankulturen G1–G3 in der niedrigen Vergrößerung eine effektiv chondrogen 
differenzierte Schicht mit kräftiger Kollagen-Typ-II-Färbung, die unmittelbar an die 
Auflagefläche der Zelluloseazetatmembran anliegt (jetzt apikal) und je nach Kultur eine 
Höhe von 7,0 x 10² µm erreichte. War bei Kontrollgruppe (G4) kein Signal für Kollagen 
Typ II festzustellen, so ließen sich sämtliche Membrankulturen samt Kontrollgruppe 
(G1–G4) mit einem Antikörper für Kollagen Typ I anfärben, wobei die Färbung in den 
lediglich mit TGF-ß3 behandelten Kulturen (G3) deutlich schwächer erfolgte als in den 
anderen (G1, G2, G4) Gruppen [178]. 
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Schließlich zeigten sämtliche Membrankulturen einschließlich der Kontrollgruppe 

(G1–4) eine gleichmäßig positive Anfärbung mit dem Antikörper für Kollagen Typ I 

(Abb. 18). Hierbei war bei den lediglich mit TGF-ß3 differenzierten Membrankulturen 

(G3) die schwächste Färbung festzustellen. 

3.3.3.2  Pelletkulturen 

Positive Toluidinblau-, Safranin-O- und Kollagen-Typ-II-Färbungen fanden sich in 

den zentralen Anteilen  aller mit Wachstumsfaktoren behandelten Pelletkulturen (G1–

3). Die Anwendung von Kombinationen aus Wachstumsfaktoren (G1, G2) ergaben 

leicht schwächere Färbungen für Safranin-O und Kollagen Typ II mit einem breiteren 

undifferenzierten Saum um das zentrale chondrogene Zentrum. Die 

Toluidinblaufärbung war in den Kulturen G1 und G3 am kräftigsten metachromatisch, 

schwächer in G2. Insgesamt jedoch zeigten sämtliche mit Wachstumsfaktoren 

behandelte Kulturen eine kräftige Proteoglykananreicherung mit hohem EZM-Anteil 

und weitem Zellabstand. Letzterer war in den mit lediglich TGF-ß3 differenzierten 

Kulturen am deutlichsten ausgeprägt (G3). Bei allen Pelletkulturen außer der 

Kontrollgruppe (G4) zeigte sich außerdem eine ausgeprägte chondroblastäre 

Zellmorphologie. Der breiteste undifferenzierte Mantel war bei den mit TGF-ß3 und 

FGF-2 behandelten Pelletkulturen (G2) auszumachen (bis 1,5 x 10² µm). In der 

Kontrollgruppe (G4) zeigte sich neben der oben bereits erwähnten reduzierten Größe 

der Pellets keine positive Färbung für Toluidinblau, Safranin-O und Kollagen Typ II. 

In allen Versuchsgruppen (G1–G4) der Pelletkulturen war eine uniform-positive 

Färbung mit Kollagen Typ I festzustellen, welche in den mit TGF-ß3 ± FGF-2 

behandelten Kulturen (G2, G3) am schwächsten ausgeprägt erschien. 
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Abb. 19 Pelletkulturen nach histologischer Anfärbung mit Toluidinblau (TOL) und Safranin-O 
(SAF) sowie immunhistochemischer Färbung mit Antikörpern gegen Kollagen Typ II 
(COL II) und Kollagen Typ I (COL I). Sämtliche mit Wachstumsfaktoren behandelten 
Pelletkulturen färbten sich zentral kräftig für Proteoglykane und Kollagen Typ II an. 
Neben den in G1–G3 festzustellenden undifferenzierten Säumen, welche in G2 am 
breitesten ausgeprägt waren, zeigte sich in sämtlichen Pelletkulturen samt 
Kontrollgruppe (G1–G4) eine uniforme Anfärbung für Kollagen Typ I, in G2 und G3 am 
schwächsten ausgeprägt. Die mit Safranin-O angefärbten Pellets wurden ferner nach 
dem Bern-Score ausgewertet, wobei die lediglich mit TGF-ß3 differenzierte Kultur (G3) 
den höchsten Punktwert erhielt [178]. 

3.3.3.3  Histologisches Grading nach dem Bern-Score 

Tab. 14 bietet einen Überblick über die Ergebnisse der Auswertung der mit Safranin-

O gefärbten Membran- und Pelletkulturen der Gruppen G1 –G4 nach dem visuellen 

histologischen Grading System (Bern-Score). 
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Wachstumsfaktoren 
Kategorie 

(A) 

Kategorie 

(B) 

Kategorie 

(C) 

Total 

G1 

TGF-ß3 + IGF-1 

Membrankultur 2 2 2 6 

Pelletkultur 3 2 2 7 

G2 

TGF-ß3 + FGF-2 

Membrankultur 3 2 3 8 

Pelletkultur 3 2 2 7 

G3 

TGF-ß3 

Membrankultur 3 3 3 9 

Pelletkultur 3 3 2 8 

G4 

Ø Wachstumsfaktor 

Membrankultur 0 2 1 3 

Pelletkultur 0 2 1 3 

Tab. 14  Ergebnisse der Auswertungen nach dem Bern-Score in den drei Kategorien Uniformität und 
Intensität der Safranin-O-Färbung (A), Entfernung der Zellen voneinander / Umfang der 
EZM (B) sowie Zellmorphologie (C). Die höchsten Punktwerte erhielten sowohl bei den 
Membran- als auch bei den Pelletkulturen die nur mit TGF-ß3 behandelten Kulturen (G3) mit 
Punktwerten von 9 bzw. 8. 

3.3.4  Expression kartilaginärer Marker 

In sämtlichen differenzierten (G1–G3) Membran- und Pelletkulturen fanden sich im 

Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (G4) eine signifikant höhere Expression von 

Kollagen Typ II, Aggrekan, COMP und SOX9 als Indikatoren einer erfolgreichen 

chondrogenen Differenzierung, aber auch eine Expression von Kollagen Typ I und X. 

Relative Expressionen von Aggrekan, COMP und Kollagen Typ II fanden sich in 

sätmlichen differenzierten Pelletkulturen signifikant höher als in den analog 

behandelten jeweiligen Gruppen (G1–3) der Membrankulturen. Die höchste relative 

Expression an Aggrekan und COMP fand sich bei den Membrankulturen in der mit 

TGF-ß3 und IGF-1 behandelten Gruppe (G1) mit signifikanter Erhöhung im Vergleich 

zu den Gruppen G2 und G3. Bei den Pelletkulturen hingegen wies die Kombination 

aus TGF-ß3 und FGF-2 (G2) die höchste Aggrekan- und COMP-Expression auf. Die 

Anwendung von Wachstumsfaktorkombinationen (G1, G2) resultierte in beiden 

Kultursystemen in einer signifikant höheren Expression des Kollagens Typ II als in 

den jeweils nur mit TGF-ß3 (G3) behandelten Kulturen. 

Die niedrigste Expression des Kollagens Typ X war in den Membrankulturen 

festzustellen, welche lediglich mit TGF-ß3 differenziert worden waren (G3). Diese und 

mit TGF-ß3 und IGF-1 behandelte Membrankulturen (G1) wiesen eine im Vergleich 

zu mit TGF-ß3 und FGF-2 differenzierten Membrankulturen (G2) und allen 

differenzierten Pelletkulturen (G1–G3) eine signifikant niedrigere Kollagen-Typ-X-

Expression auf. Die Kombination aus TGF-ß3 und FGF-2 hatte eine höhere Kollagen-

Typ-X-Expression in Membrankulturen (G2) zur Folge als bei sämtlichen 

differenzierten Pelletkulturen (G1–G3). Die Kombination aus TGF-ß3 und FGF-2 (G2) 

zeigte in Pelletkulturen eine signifikant erhöhte SOX9-Expression, in 

Membrankulturen hingegen fand sich die höchste Expression bei den mit TGF-ß3 

behandelten Kulturen (G3). Von den Kontrollgruppen abgesehen  wiesen mit TGF-ß3 

differenzierte Membrankulturen die niedrigsten Kollagen-Typ-I-Expressionen auf, 

ungeachtet dessen, ob TGF-ß3 mit IGF-1 (G1, G3) kombiniert worden war. Bei den 
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Pelletkulturen zeigte sich ebenfalls in den mit FGF-2 behandelten Pellets (G2) im 

Vergleich zu den ohne FGF-2 differenzierten Kulturen (G1, G2) eine wenn auch nicht 

signifikante höhere Expression des Kollagens Typ I. 

Neben einer geringen Kollagen-Typ-I-Expression in der Kontrollgruppe der 

Pelletkulturen (G4) zeigten diese keine Expression chondrogener Marker. Die 

Kontrollen der Membrankulturen (G4) hingegen wiesen ohne Zugabe von 

Wachstumsfaktoren eine wenn auch im Vergleich zu den differenzierten 

Membrankulturen (G1–G3) signifikant geringere Expression der kartilaginären Marker 

(außer SOX9) samt Kollagen Typ I und X auf. 

 

 

Abb. 20 Ergebnisse der qRT-PCR der Membran- und Pelletkulturen nach erfolgter 
chondrogener Differenzierung. Die relative Expression ist als mRNA-Quotient aus 
Zielgen und Cyclophyllin B (Zielgen-mRNA/Cyclophyllin-B-mRNA) dargestellt [178]. 

3.3.5  Glykosaminoglykangehalt 

Der relative Gehalt der Glykosaminoglykane in dreidimensionalen Kultursystemen ist 

in Abb. 21 dargestellt (GAG/DNA [µg/µg]). Die zuvor ermittelten Standardkurven 

ergaben bei der Berechnung des Korrelationskoeffizienten ein Bestimmtheitsmaß 

(R²) von 0,999 für den GAG-Gehalt und von 0,998 für den DNA-Gehalt. Sowohl bei 
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den Membrankulturen als auch bei den Pelletkulturen zeigte sich in allen 

differenzierten Kulturen (G1–G3) im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (G4) ein 

signifikant höherer GAG/DNA-Gehalt (p < 0,05). In mit TGF-ß3 und IGF-1 

behandelten Kultursystemen (G1) war der GAG-DNA-Gehalt in den 

Membrankulturen signifikant höher als in den Pelletkulturen (p < 0,05). Der Vergleich 

der Gruppen G2 (TGF-ß3 + FGF-2) und G3 (TGF-ß3) verhielt sich umgekehrt mit 

höheren GAG/DNA-Werten in den Pellet-Kulturen (p < 0,05). Beim Vergleich der 

Auswirkung der verschiedenen Kombinationen an Wachstumsfaktoren innerhalb der 

Kultursysteme fanden sich in den jeweiligen Gruppen (G1–G3) in beiden 

Kultursystemen ähnliche GAG/DNA-Werte jeweils mit dem höchsten GAG-Gehalt in 

Membran- und Pelletkulturen unter ausschließlicher TGF-ß3-Applikation (G3). 

 

Abb. 21 Relativer Gehalt an Glykosaminoglykanen bezogen auf den Gesamt-DNA-Gehalt in 
Membran- und Pelletkulturen im DMMB-Bindungsassay [178]. 
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4  Diskussion 

4.1  Chondrogenes Potential humaner Chondrozyten in 
dreidimensionalen Kultursystemen 

4.1.1  Isolierung primärer humaner Chondrozyten aus adultem Gelenkknorpel 

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunächst, eine effektive und 

schonende Isolierung der pHC aus humanem Gelenkknorpel zu etablieren [78,186]. 

Dies konnte anhand der sukzessiven, effektiven Kultivierung der Zellen mit dem 

Nachweis eines chondrogenen Phänotyps in frühen Passagen und angesichts der 

Expression von Kollagen Typ II gezeigt werden (Abb. 8 und Abb. 11). Auch die 

erfolgreiche Generierung von Neoknorpel aus isolierten phC (s.u.) mittels 

dreidimensionalen Kultursystemen lässt gerade angesichts auch älterer 

Gelenkknorpelspender auf eine erfolgreiche Isolierung chondrogener Zellen 

schließen [111,126]. 

4.1.2  Dedifferenzierung primärer humaner Chondrozyten in Monolayer-Kultur 

Im Rahmen der seriellen Passagierung in Monolayer-Kultur kam es von P0 bis P3 zu 

einem sukzessiven Verlust der Kollagen- Typ-II-Expression und einem Verlust des 

chondrogenen Phänotyps in der Zellkultur (Abb. 8 und Abb. 11). Die isolierten 

Chondrozyten dedifferenzierten ergo innerhalb von vier Passagen (P0–P3) in 

Monolayer-Kultur, ein in der Literatur bekannter und durch den Verlust der 

dreidimensionalen Gewebseinbettung (Zell-Zell-, Zell-Matrix-Interaktion) verursachter 

Effekt [122,123,132]. 

4.1.3  Kultivierungs- und Redifferenzierungskapazität dreidimensionaler 

Kultursysteme 

Nach Etablierung beider leitschienenfreier dreidimensionaler Kultursysteme war 

deren Eignung für die Kultivierung von phC zu evaluieren und deren chondrogenes 

Potenzial zunächst im Hinblick auf phC zu vergleichen. Dies erfolgte aus einer 

seriellen Passagierung der phC in Monolayer-Kultur mit sukzessiver Überführung der 

Zellen in die dreidimensionalen Kultursysteme (P1–P5). Hierbei war zunächst 

festzustellen, dass sowohl die Passage der Zellen (P0–P5), als auch das 

Kulturmodell und die Dauer der Kultivierung in den dreidimensionalen 

Kultursystemen (7d vs. 21d) wesentlichen Einfluss auf die Qualität des 

synthetisierten chondrogenen Gewebes ausübten. 

Chondrozytenkulturen, die am Ende von P1 in die Membrankultur überführt worden 

waren, zeigten nach 7 Tagen Kultivierung scheibenförmige Strukturen mit zentralem 

Dom, eine histologisch glatte Oberfläche insbesondere an der zur 
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Zelluloseazetatmembranseite zugewandten Auflagefläche und eine homogene 

Gewebsstruktur. Das Kulturvolumen der Membran- und Pelletkulturen nahm mit 

zunehmender Passage sukzessive ab, was durch die abnehmende Fähigkeit der 

dedifferenzierenden Zellen zur Produktion extrazellulärer Matrix erklärt werden kann. 

Ferner lösten sich Pellets ab P5 teilweise vollständig auf. Exemplarisch in Abb. 10 

dargestellt, zeigten die aus phC früher Passagen (P1) der Monolayer-Kultivierung 

generierten Membran- und Pelletkulturen eine effektive Generierung von 

Proteoglykan-haltigen und Kollagen-Typ-II-exprimierenden Knorpelkonstrukten. In 

den folgenden Passagen nahm analog zur Dedifferenzierung der phC in Monolayer-

Kultur die Färbung für Proteoglykane bei insgesamt lockerer Gewebsstruktur und 

zunehmender Spindelförmigkeit der Zellen im Gewebsverbund mit Verlust des 

chondrogenen Phänotyps ab. Analog dazu nahm die Expression des Kollagens Typ 

II sowohl immunhistologisch als auch in der qRT-PCR in beiden dreidimensionalen 

Kultursystemen allmählich ab und war ab P4 nicht mehr nachweisbar. 

Die am Ende von P1 und P2 in die dreidimensionalen Kultursysteme überführten 

Zellen zeigten höhere Expressionen des Kollagens Typ II als in der jeweils 

vorangegangenen Monolayer-Kultivierung (Abb. 11). In P3 war außerdem sowohl in 

den Membran- als auch in den Pelletkulturen eine Kollagen-Typ-II-Expression 

nachzuweisen, die in der vorangegangenen Monolayer-Kultivierung nicht zu zeigen 

war. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass sich die von P0 bis P3 

dedifferenzierenden phC nach Überführung in die jeweiligen dreidimensionalen 

Kultursysteme chondrogen redifferenzieren ließen. In P3 führte die Überführung in 

einen dreidimensionalen Zellverband sogar zur erneuten Expression von Kollagen 

Typ II. Diese Redifferenzierungskapazität ist für die Membrankultur in aus 

Alginatkulturen emigrierten phC und für andere Kulturformen hoher Zelldichte bereits 

gezeigt worden [132,200]. Interessanterweise konnte neben der 

Redifferenzierungskapazität der Pelletkultur in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 

Kulturform einen Einfluss auf die Qualität der Redifferenzierung nimmt. In P1 zeigte 

sich bezüglich der Kollagen-Typ-II-Expression für die Membrankultur ein signifikanter 

Vorteil gegenüber der Pelletkultur, während sich dies in P2 und P3 mit einer 

signifikant höheren Expression in den redifferenzierten Pelletkulturen umgekehrt 

verhielt (Abb. 11). Diese Tatsache lässt vermuten, dass phC in ihrem frühen 

Redifferenzierungsprozess, also auf einer hohen Stufe chondrogener Differenzierung 

und in dieser niedrigen Passage von einer Kultivierung in der Membrankultur 

profitieren. Dies unterstützen auch die qualitativ besseren histologischen und 

immunhistochemischen Ergebnisse der frühen Passagen der Membrankultur im 

Vergleich zur Pelletkultur (Abb. 10, (P1)). Das Redifferenzierungspotential der 

Pelletkultur bot hingegen in den höheren Passagen Vorteile in Hinblick auf Histologie 

und Immunhistologie (Abb. 10, (P5)). In beiden dreidimensionalen Kultursystemen 

war diese Redifferenzierungskapazität allerdings durch die sukzessive Passagierung 

der phC in Monolayer-Kultur limitiert, so dass ab der vierten Passage in Monolayer-

Kultur dedifferenzierte phC nicht redifferenziert werden konnten. Ergebnisse von 

Schulze-Tanzil und Mitarbeitern zeigten eine Redifferenzierungskapazität bis in die 

vierte Passage bei neun Kultivierungstagen im dreidimensionalen Verbund [132]. Die 
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Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass phC in Membran- und 

Pelletkulturen nach 21 Tagen unabhängig von der Passage kein Kollagen Typ II bei 

im Vergleich zur 7-tägigen Kultivierung jeweils geringerer Kulturgröße exprimieren. 

Dies könnte bei Membrankulturen auf den längeren Kontakt der Kultur mit der 

umgebenden Atmosphäre und damit den für eine effektive Chondrogenese zu hohen 

O2-Gehalt zurückgeführt werden [69,136]. Die 21-tägige Kultivierung von phC in 

beiden dreidimensionalen Kultursystemen scheint die Dedifferenzierungs-

mechanismen nicht inhibieren zu können. Es ist daraus auf eine enge zeitliche 

Begrenzung der Kultivierung und Redifferenzierbarkeit von phC in Membran- und 

Pelletkulturen zu schließen, was insbesondere bei der potentiellen klinischen 

Anwendung der wesentlich größeren Membrankulturen zu beachten ist (4.3). 

4.2  Chondrogenes Potential humaner mesenchymaler Stammzellen 
in dreidimensionalen Kultursystemen 

4.2.1  Nachweis der Stammzellplastizität 

Zunächst wurde der mesenchymale Stammzellcharakter der verwendeten hMSC 

durch eine erfolgreiche chondrogene, osteogene und adipogene Differenzierung der 

hMSC in vitro nachgewiesen. Der Nachweis einer erfolgreichen Durchführung dieser 

mesengenen Differenzierungsreihe stellt den Goldstandard des Nachweises der 

mesenchymalen Stammzellplastizität dar [85,201,202]. Neben dieser 

Differenzierungsreihe weisen außerdem die Plastikadhärenz der Zellen in der 

Zellkulturflasche und die Expression spezifischer Oberflächenmarker (Tab. 1) auf 

den Stammzellcharakter hin [85,96]. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe konnte nach 

21 Tagen osteogener Differenzierung der Kalzifizierungsnachweis mittels positiver 

Von-Kossa-Färbung erbracht werden (Abb. 12). Die Expression des Kollagens Typ I 

und des Hydroxylapatit-bindenden Proteins Osteopontin unterstützen die Annahme 

einer erfolgreichen osteogenen Differenzierung in den mit Differenzierungsmedium 

behandelten hMSC (Abb.12). Zur osteogenen Differenzierung wurden dem 

Kulturmedium zusätzlich Glukokortikoide hinzugefügt, da sie in der postnatalen 

Knochenentwicklung eine entscheidende Rolle in der Knochenformation aus 

mesenchymalen Stammzellen spielen [189,203,204]. Die erfolgte adipogene 

Differenzierung wurde durch Nachweis von Neutralfetten intrazellulärer Fettvakuolen 

mittels Öl-Rot-Färbung und Nachweis der Überexpression des Leptins und des 

adipozyten-spezifischen Transkriptionsfaktors PPAR-γ nachgewiesen (Abb. 13) 

[85,190]. In Zusammenschau der erfolgreichen osteogenen und adipogenen mit 

einer effektiven chondrogenen Differenzierung (s.u.) wurde der Nachweis der 

mesenchymalen Stammzellplastizität der verwendeten hMSC geführt. 
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4.2.2  Präinkubation mit FGF-2 

HMSC der vierten Passage vor Überführung in Membran- und Pelletkulturen wurden 

mit 5 ng/ml FGF-2 behandelt, um deren Proliferation in Monolayer-Kultur in der 

vierten Passage und das chondrogene Potential im Rahmen der Differenzierung in 

dreidimensionalen Kultursystemen zu erhöhen [151]. Dabei zeigten hMSC in P5 in 

Monolayer-Kultur (Abb. 14, (C) und (D)) bei hoher Proliferationsrate die in der 

Literatur bekannte reduzierte Zellgröße mit kürzeren Ausläufern [205]. Ferner ist von 

einem weiteren in der Literatur bekannten Effekt einer Präinkubation mit FGF-2 im 

Rahmen der hMSC-Expansion auszugehen, der allerdings aufgrund einer fehlenden 

Kontrollgruppe in der vorliegenden Arbeit nicht beurteilt werden kann: Solche mit 

FGF-2 vorbehandelte hMSC generieren chondrogene Pellets, die eine Verringerung 

des bekannten peripheren, nicht differenzierten Randsaums aufweisen [151]. 

4.2.3  Einfluss des dreidimensionalen Kultursystems 

In sämtlichen dreidimensionalen Kultursystemen, deren Differenzierungsmedium 

Wachstumsfaktoren der chondrogenen Differenzierung hinzugefügt worden waren, 

ließ sich eine erfolgreiche Chondrogenese nachweisen. Zum einen erfolgte dies 

durch histologischen bzw. immunhistochemischen Nachweis von Proteoglykanen 

bzw. Kollagen Typ II (Abb. 17, 18 und 19), zum anderen durch Nachweis der 

Expression positiver Marker der Chondrogenese wie SOX9, Aggrekan, COMP sowie 

Kollagen Typ II (Abb. 20) mittels qRT-PCR [6,98,111]. Auch anhand eines 

Absorptions- und Fluoreszenzassays wurde die Anreicherung sämtlicher 

differenzierter Kultursysteme (G1–G3) mit Proteoglykanen  nachgewiesen (Abb. 21) 

[196-198]. 

Damit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass unter Zugabe adäquater 

Wachstumsfaktoren in Membrankulturen kultivierte hMSC zur erfolgreichen 

chondrogenen In-vitro-Differenzierung in der Lage sind. Die entstandenen 

Gewebskonstrukte ausgehend von 1 x 106 Zellen ergaben nach 21 Tagen 

Differenzierung flexible scheibenartige Konstrukte mit einer runden, histologisch 

glatten Basis von durchschnittlich 40 mm² (Abb. 15, (A), (B), (C)). Das Volumen eines 

Kegels als idealisierte geometrische Form der Membrankultur würde bei den 

durchschnittlich erreichten Ausmaßen der differenzierten Membrankulturen G1, G2 

und G3 (Radius, extrapolierte Höhe) ein Volumen von ca. 40 mm³ (4,0 x 1010 µm³) 

betragen. Differenzierte Membrankulturen (G1–G3) waren histologisch und 

immunhistochemisch reich an Kollagen Typ II sowie Proteoglykanen und damit 

extrazellulärer Matrix. 

Die Pelletkultur ausgehend von 2,5 x 105 Zellen als Goldstandard und etablierter 

Assay zur Evaluation der Chondrogenese in vitro beispielsweise im Hinblick auf die 

Auswirkung von Wachstumsfaktoren wurde in der vorliegenden Arbeit als 

Referenzmodell verwendet [146,147]. Die Zellzahl in Pelletkulturen in der 

vorliegenden Arbeit auf 1 x 106 Zellen zur besseren Vergleichbarkeit mit der 

Membrankultur zu erhöhen, wurde aufgrund vorliegender Studien vorworfen, die 
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zeigen, dass Pelletsysteme ausgehend von mehr als ca. 5 x 105 Zellen einen 

erheblichen Abfall der Kollagen-Typ-II-Expression in zentralen Kulturanteilen zeigen 

[172,206]. So wurden, um bestmögliche Vergleichsbedingungen zu erzielen, 

Pelletkulturen mit 2,5 x 105 Zellen angesetzt [178,207]. Auch die chondrogen 

differenzierten Pellets wiesen eine an Proteoglykanen und Kollagen Typ II reiche 

EZM auf. Chondrogen differenzierte Pellets (Abb. 16, (A), (B), (C)) wiesen unter der 

idealisierten Annahme der geometrischen Form einer Kugel mit einem Volumen von 

etwa 4 mm³ (4,0 x 109 µm³) ca. 10 % des Volumens der differenzierten 

Membrankulturen auf. 

Die relative Expression von Aggrekan, COMP und Kollagen Typ II (qRT-PCR) zeigte 

sich in sämtlichen differenzierten Pelletkulturen signifikant höher als in den analog 

behandelten Membrankulturen (Abb. 20). Dies bestätigte der DMMB-Bindungsassay 

für die Gruppen G2 und G3 (Abb. 21). Mit Blick auf die effektiv chondrogen 

differenzierten Anteile in Pellet- und Membrankulturen lässt sich dieses Ergebnis 

damit erklären, dass in den Membrankulturen (G1–G3) der Anteil histologisch und 

immunhistochemisch effektiv chondrogen differenzierten Gewebes geringer als in 

den Pelletkulturen ist (Abb. 17 und 18). Angesichts der höheren Anteile nicht-

differenzierten Gewebes der Membrankulturen (G1–G3), welches wie das 

differenzierte Gewebe Haushaltsgene exprimiert (qRT-PCR) bzw. zum Gesamt-DNA-

Gehalt der Kultur beiträgt (DMMB-Bindungsassay), ist die relativ niedrigerere 

Expression chondrogener Marker bzw. der relativ niedrigere Gehalt an GAG zu 

erklären. Es ist also die Schlussfolgerung zu ziehen, dass der chondrogen 

differenzierte Anteil der Membrankulturen (G1–G3) nicht unbedingt weniger Kollagen 

Typ II oder Proteoglykane enthält wie es die Ergebnisse der qRT-PCR suggerieren. 

Vielmehr ist der relative Unterschied in der Expression chondrogener Marker bzw. im 

GAG-Gehalt auf die Normierung  auf das Haushaltsgen bzw. den DNA-Gehalt der 

gesamten Kultur zurückzuführen. Wie bereits erwähnt zeigen Pelletsysteme 

ausgehend von mehr als ca. 5 x 105 Zellen eine deutlich reduzierte Kollagen-Typ-II-

Expression in zentralen Kulturanteilen. Es ist daher davon auszugehen, dass es in 

Pelletkulturen ausgehend von 1 x 106 Zellen ähnlich wie bei Membrankulturen zur 

Ausbildung nicht-differenzierter Kulturanteile und damit zu einer deutlich 

verminderten relativen Expression chondrogener Marker gekommen wäre. Insofern 

werden in der vorliegenden Arbeit den Ergebnissen der chondrogenen 

Differenzierung in Membrankulturen hohe Maßstäbe in Form von effektiv und 

annähernd komplett differenzierten, kleineren Pelletkulturen angelegt. Auch das 

Verhältnis von applizierten Wachstumsfaktoren zur initial eingesetzten Zellzahl spielt 

hierbei eine Rolle [206]. Betrug das Verhältnis des im Differenzierungsmedium 

enthaltenen TGF-ß3 in den Pelletkulturen ca. 4,0 x 10-5  ng/ml/Zelle, so waren es bei 

entsprechend größerer Diffusionsstrecke in den Membrankulturen lediglich 10-5 

ng/ml/Zelle. Dies könnte die Notwendigkeit höherer Konzentrationen von 

Wachstumsfaktoren der TGF-ß-Superfamilie deutlich machen, durch welche 

effektivere Differenzierungen möglich sind [208,209]. Angesichts der hohen Kosten 

rekombinanter Wachstumsfaktoren stellt dies allerdings ein erhebliches 

Effizienzproblem gerade auch im Hinblick auf eine klinische Anwendung dar. Ein 
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Lösungsansatz diesbezüglich wäre die Verwendung autologer, aufbereiteter 

Wachstumsfaktoren [210]. Histologisch und immunhistochemisch deutete nichts auf 

einen größeren qualitativen Unterschied zwischen den differenzierten Anteilen beider 

Kultursysteme hin. Dies wird durch die Ergebnisse des Bern-Scores bestätigt (Tab. 

14). Dieser zeigt für die jeweiligen Wachstumsfaktoren bzw. deren Kombinationen 

maximale Abweichungen eines Score-Werts zwischen Membran- vs. Pelletkulturen 

von 1 (G1: 6 vs. 7; G2: 8 vs. 7; G3: 9 vs. 8). Hier lässt sich zusammenfassend sagen, 

dass bezüglich der Qualität der EZM abgebildet durch den Bern-Score innerhalb der 

differenzierten Kulturabschnitte kein wesentlicher Unterschied festzustellen war. Es 

zeigte sich die Tendenz dazu, dass in den mit TGF-ß3+FGF-2 (G2) und mit TGF-ß3 

(G3) behandelten Gruppen die höchsten Bern-Score-Werte bei den 

Membrankulturen zu erheben waren und hier auf die beste in dieser Arbeit 

erhobenen chondrogenen Qualität hinwiesen. 

In der lediglich mit TGF-ß3 behandelten Membrankultur kam es im Vergleich zu 

sämtlichen Pelletkulturen ferner zu einer signifikanten Reduktion der Expression des 

Kollagens Typ X. Diese Reduktion konnte, wenn auch nicht signifikant, für andere 

leitschienenfreie Diffusionskulturen (Transwell-Modell) gezeigt werden [172]. Die 

Reduktion in Membrankulturen war im Vergleich zu dieser Studie in der vorliegenden 

Arbeit deutlich effektiver. Dies erlaubt den Schluss, dass das Kulturmodell die 

chondrozytäre Hypertrophie reduziert und damit ein höheres chondrogenes Potential 

diesbezüglich aufweist als Pelletkulturen und von anderen Arbeitsgruppen getestete 

leitschienenfreie Kulturmodelle [172]. 

4.2.4  Einfluss der Wachstumsfaktorkombinationen 

Im Hinblick auf die Auswirkung der Applikation von Kombinationen aus 

Wachstumsfaktoren (G1 (TGF-ß3+IGF-1); G2 (TGF-ß3+FGF-2)) auf die Expression 

des Kollagens Typ II in der Pelletkultur konnten in der vorliegenden Arbeit die 

Resultate anderer Autoren zunächst bestätigt werden [149,150,205]. Diesbezüglich 

zeigte sich unter kombinierter Gabe von TGF-ß3 sowohl mit IGF-1 (G1) als auch mit 

FGF-2 in beiden dreidimensionalen Kultursystemen gegenüber der alleinigen Gabe 

des TGF-ß3 (G3) in der qRT-PCR eine signifikant höhere Kollagen-Typ-II-Expression. 

Mit Blick auf die Expression von Aggrekan und COMP konnte unter den 

Pelletkulturen die Kombination aus TGF-ß3 und FGF-2 (G2) bessere Ergebnisse 

erzielen, als die Kombination mit IGF-1 (G1) oder die alleinige TGFß3-Gabe (G3). 

Der in der Literatur bekannte additive Effekt der Kombination aus TGF-ß3 und IGF-1 

nicht nur in Hinblick auf die Kollagen-Typ-II-Expression, sondern auch auf die 

Akkumulation von Proteoglykanen und die vermehrte  Expression anderer 

chondrogener Marker konnte zum ersten mal für die Differenzierung in 

Membrankulturen gezeigt werden. Sowohl bei der Expression des Aggrekans und 

des COMP, als auch des Kollagens Typ II fanden sich in diesen Membrankulturen 

der Gruppe G1 die höchsten Werte im Vergleich zu den Gruppen G2 und G3 der 

Membrankulturen. Dies bestätigt die derzeitige Datenlage zur Kombination von 

Wachstumsfaktoren der TGF-ß-Superfamilie mit IGF-1, die einen im Bezug auf die 
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Akkumulation der EZM, insbesondere der Proteoglykane wie Aggrekan, einen 

synergistischen Effekt beschreibt [149,150,205]. Dabei binden und regulieren 

Proteine der Zelloberfläche und solche der EZM (Proteoglykane) die Wirkung des 

IGF-1 [205], so dass die Art und Qualität des konstruierten bzw. sich 

differenzierenden Neoknorpels in vitro und damit die Kulturform auf die IGF-1-

Wirkung Einfluss zu nehmen scheint. Dies könnte die besondere synergistische 

Wirkung der Wachstumsfaktorkombination TGF-ß3 und IGF-1 (G1) auf die Qualität 

der generierten Membrankulturen (Steigerung der Expression chondrogener Marker)  

und den Unterschied in der Wirkung derselben Wachstumsfaktorkombination auf die 

Pelletkulturen erklären. Diese Beobachtung wird unterstützt durch den signifikant 

höheren GAG-Gehalt in den Membrankulturen der Gruppe G1 im Vergleich zu den 

Pelletkulturen derselben Gruppe im DMMB-Bindungsassay (Abb. 21). Bezüglich der 

lichtmikroskopischen Qualität in der Safranin-O-Färbung (Abb. 17) erzielte allerdings 

die lediglich mit TGF-ß3 differenzierte Membrankultur (G3) den höchsten Punktwert 

(9) unter den Membrankulturen im Bern-Score (Tab. 14). Mit einem Punktwert von 8 

lag die gleich behandelte Pelletkultur (G3) unter den Pelletkulturen am höchsten und 

wies damit qualitativ lichtmikroskopisch die beste Qualität auf. Mit Blick auf den Bern-

Score ist ferner festzustellen, dass die verschiedenen Wachstumsfaktor-

kombinationen bei den Membrankulturen (G1: 6; G2: 8; G3: 9) zu größeren 

Unterschieden führten, als bei den Pelletkulturen (G1: 7; G2: 7; G3: 8) mit einer 

maximalen Punktwertabweichung von 3 bei den Membrankulturen und 1 bei den 

Pelletkulturen. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen der qRT-PCR wider: Bei 

den unterschiedlich differenzierten Pelletkulturen (G1–3) zeigten sich insgesamt 

geringere Schwankungen in der Expression von Aggrekan und COMP mit der 

höchsten Expression bei der Applikation von TGF-ß3 und FGF-2 (G2). Diese Gruppe 

erzielte bei den Pelletkulturen ferner die höchste Expression des Kollagens Typ II 

und des Transkriptionsfaktors SOX9. Allerdings zeigten die histologischen und 

immunhistochemischen Schnitte reproduzierbar einen verbreiterten nicht-

differenzierten Mantel um die zentralen chondrogenen Kulturabschnitte (Abb. 19, 

G2), der auf ein spezifisches peripheres Differenzierungsdefizit hinweisen könnte. 

Auch wenn die niedrigste Expression des Kollagens Typ X gemessen werden 

konnte, so zeigten Pelletkulturen dieser Gruppe dennoch die höchste Kollagen-Typ-I-

Expression (Abb. 20). 

Mittels qRT-PCR war in allen differenzierterten Kulturen (G1–3), sowohl Membran- 

als auch Pelletkultur, eine Expression des Kollagens Typ X als Marker 

chondrozytärer Hypertrophie zu bemerken. Diese im Hinblick auf die In-vivo-

Chondrogenese „überschießende“ Differenzierung ist typisch für die In-Vitro-

Differenzierung mesenchymaler Stammzellen mittels rekombinanter 

Wachstumsfaktoren und in sämtlichen Studien, die die Expression des Kollagens 

Typ X untersuchen, festzustellen. Die Hypertrophierung ist damit ein Hauptproblem 

der Generierung von Neoknorpel in vitro [172,206,211]. In vivo wird erst der späte 

Schritt der chondrozytären Hypertrophie im Rahmen der Chondrogenese von einer 

Expression des Kollagens Typ X begleitet (Abb. 1). Sie tritt damit signifikant später 

auf als die Expression des Kollagens Typ II. Im Gegensatz dazu wird bei in vitro mit 
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TGF-ß3 aus hMSC generiertem Neoknorpel das Gen des Kollagens Typ X in der 

gleichen Phase der chondrogenen Differenzierung exprimiert wie das des Kollagens 

Typ II [172]. Ein Ziel der weiteren Forschungstätigkeit in diesem Gebiet ist es, zu 

verhindern, dass die Zellen bzw. der Gewebsverband in seinem Lauf durch die 

Chondrogenese vor dem Eintritt in die Hypertrophierung stabilisiert werden kann. 

Das Ziel in vitro generierten Neoknorpels muss sein, neben seiner Chondrogenität 

das Gewebe zwischen Dedifferenzierung und Überdifferenzierung bzw. 

Hypertrophierung zu stabilisieren [212]. Dies wurde beispielsweise durch die Zugabe 

von PTHRP (Parathyroid hormone-related peptide) in das Differenzierungsmedium 

erfolgreich in Agriff genommen [213]. Auch eine Ko-Kultivierung mit phC während der 

chondrogenen Differenzierung kann zu einer Reduktion der Hypertrophie und damit 

einer Kollagen-Typ-X-Überexpression führen [214]. In Membrankulturen ist eine Ko-

Kultivierung von hMSC und phC prinzipiell möglich und bereits erfolgreich 

durchgeführt worden [215]. Hier ergeben sich weitere Möglichkeiten, durch Ko-

Kultivierung differenzierter und undifferenzierter chondrogener Zellen eine effektive 

und stabile chondrogene Differenzierung zu erreichen. In lediglich mit TGF-ß3 

differenzierten Membrankulturen (G3) konnte in der vorliegenden Arbeit eine 

signifikante Reduktion der Kollagen-Typ-X-Expression im Vergleich zu den mit 

Wachstumsfaktorkombinationen (G1, G2) differenzierten Membrankulturen und 

sämtlichen Pelletkulturen, also auch der analog behandelten Pelltkultur (G3), 

nachgewiesen werden. Innerhalb der Pelletkulturen fand sich diese Reduktion der 

Expression in der Gruppe G3 hingegen nicht. Dies könnte als Hinweis auf die 

Fähigkeit speziell der Membrankultur zur deutlichen Reduzierung der 

Hypertrophierung des generierten Neoknorpels und damit dessen Stabilisierung in 

gerade dem gewünschten chondrogenen Stadium gedeutet werden, insbesondere 

unter der alleinigen Zugabe von TGF-ß3 im Differenzierungsmedium. TGF-ß spielt in 

der Chondrogenese gemeinsam mit einigen BMP-Proteinen (TGF-Superfamilie) eine 

zentrale Rolle. Von den Isoformen TGF-ß2 und TGF-ß3 konnte gegenüber der 

Isoform TGF-ß1 gezeigt werden, dass eine effektivere In-Vitro-Chondrogenese 

mesenchymaler Stammzellen induziert wird [148], so dass die rekombinante Isoform 

TGF-ß3 in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Ferner ist gezeigt worden, dass 

TGF-ß3 effektiv die Expression von Kollagen Typ X in Chondrozyten explantierten 

Glenkknorpels zu supprimieren in der Lage ist, was die vorliegenden Ergebnisse der 

Kollagen-Typ-X-Expression in der Membrankultur unterstützt. 

Ein auch für diese Stabilisierung des chondrogenen Phänotyps essenzieller 

Transkriptionsfaktor ist SOX9 (Abb. 1). Die Reduktion der Kollagen-Typ-X-

Expression der nur mit TGF-ß3 behandelten Membrankulturen (G3) ging mit einer 

erhöhten SOX9-Expression einher. Es ist bekannt, dass die Expression des SOX9-

Gens die Expression von Kollagen Typ X supprimiert und so eine zelluläre 

Hypertrophie verhindert [216]. Eine signifikant erhöhte SOX9-Expression fand sich in 

der Pelletkultur in den mit TGF-ß3 und FGF-2 behandelten Kulturen (G2). SOX9 

reguliert im positiven Sinn die Genexpression des Kollagens Typ II und der 

Proteoglykane. Diesbezüglich fand sich bei den Membrankulturen der Gruppe G3 der 

höchste Punkt-Wert (9) im Bern-Score (Tab. 14), wobei diese Gruppe die höchste 
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SOX9-Expression unter den Membrankulturen aufwies (Abb. 19). Dies impliziert 

wiederum eine effektive Chondrogenese gemeinsam mit reduzierter Hypertrophie in 

dieser Gruppe der Membrankulturen. Die Ergebnisse der SOX9- und Kollagen-Typ-

X-Expression der lediglich mit TGF-ß3 behandelten Membrankulturen (Abb. 20) 

könnten das beste Bern-Score-Ergebnis dieser Gruppe unter allen Membrankulturen 

trotz der im Vergleich zu den Wachstumsfaktorkombinationsgruppen (G2, G3) 

reduzierten Expression von Aggrekan, COMP und Kollagen Typ II erklären (Abb. 15 

und 20). Ferner exprimierten sämtliche Membrankulturen (insbesondere G1 und G3) 

weniger Kollagen Typ I als die jeweiligen Pelletkulturen, obwohl geringere Anteile der 

Membrankulturen effektiv chondrogen differenziert waren (4.2.3). Kollagen Typ I 

weist als charakteristisches Kollagen des Faserknorpels auf einen sowohl 

biochemisch als auch mechanisch im Bezug auf hyalinen Gelenkknorpel 

minderwertigen Knorpel hin [111]. Diese Ergebnisse unterstützen weiterhin die 

Hypothese, dass die Expression unspezifischer Gewebsmarker in der Membrankultur 

supprimiert wird und unterstreicht in diesem Sinne die potentielle Chondrogenität der 

Kultur. Sie weisen wiederum daraufhin, dass diese Chondrogenität durch die 

alleinige Applikation des TGF-ß3 als Wachstumsfaktor (G3) bestmöglich genutzt 

werden kann. Andere Arbeitsgruppen prüfen diesbezüglich die Auswirkungen der 

sequentiellen Applikation verschiedener Wachstumsfaktoren im Sinne eines 

Mehrschritt-Differenzierungsprotokolls auf die Expression kartilaginärer Marker [217]. 

Pelletkulturen hingegen zeigten die besten Ergebnisse, wenn sie mit TGF-ß3 und 

FGF-2 in Kombination (G2) differenziert wurden. Hier fand sich neben einem hohen 

Wert im Bern-Score (7) unter den Pelletkulturen die höchste Expression für 

Aggrekan, COMP, Kollagen Typ II und SOX9 sowie die niedrigste Expression an 

Kollagen Typ X. Allerdings zeigten solche Pellets einen nicht-differenzierten 

Randsaum größeren Ausmaßes (bis 1,5 x 10² µm) und die höchste Expression des 

Kollagens Typ I. 

Interessanterweise fand sich in der Kontrollgruppe der Membrankultur (G4) eine – 

wenn auch geringe – Expression von Aggrekan, COMP, Kollagen Typ I, II und X. 

Eine SOX9-Expression war nicht detektierbar. Histologisch und immunhistochemisch 

waren keine chondrogen differenzierten Areale abgrenzbar. Es kann aber 

angenommen werden, dass geringe Anteile der Membrankultur der Kontrollgruppe 

spontan chondrogen differenziert sind. Dies könnte durch die Präinkubation mit FGF-

2 gebahnt worden sein. Allerdings weist die Tatsache, dass ebenfalls mit FGF-2 

präinkubierte hMSC der Kontrollgruppe der Pelletkultur keine Expression 

chondrogener Marker aufwiesen (lediglich eine Expression des unspezifischen 

Kollagens Typ I), daraufhin, dass der Unterschied zwischen der Expression der 

chondrogenen Marker auf die Kulturform zurückgeführt werden kann. Die 

Chondrogenität der Membrankultur könnte hier zur spontanen chondrogenen 

Differenzierung von hMSC ohne Zugabe rekombinanter Wachstumsfaktoren geführt 

haben. Durch welche potentiell chondrogenen Faktoren sich in die Membrankultur im 

Speziellen auszeichnet, wird im folgenden Abschnitt 4.3 erörtert. 
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4.3  Chondrogenität der Membrankultur 

Es konnte zunächst bestätigt werden, dass Membrankulturen sowohl zur Kultivierung 

als auch zur Redifferenzierung humaner Chondrozyten geeignet sind [132]. Zum 

ersten Mal konnte ferner gezeigt werden, dass die Membrankultur für eine 

erfolgreiche chondrogene Differenzierung von hMSC in vitro geeignet ist und als 

entsprechendes Modell verwendet werden kann. Interessanterweise exprimierten 

Membrankulturen der Kontrollgruppe (G4), die keinen Wachstumsfaktoren 

ausgesetzt waren, im Gegensatz zu den Pelletkulturen der Kontrollgruppe Aggrekan, 

COMP sowie Kollagen Typ I, II und X. Bei der Aggrekan- und COMP-Expression der 

Kontrollgruppe der Membrankulturen (Abb. 20) lagen die relativen Werte im Bereich 

von in der Literatur beschriebenen mit TGF-ß3 differenzierten Pelletkulturen [172]. 

Hier war es also zu einer spontanen wachstumsfaktorunabhängigen chondrogenen 

Differenzierung der hMSC in Membrankulturen gekommen, die auf ein besonderes 

chondrogenes Potential dieser Kulturform hinweist. 

4.3.1  Dreidimensionalität, hohe initiale Zelldichte und Mikromilieu 

Unter den chondrogen wirkenden Faktoren wäre zunächst die Dreidimensionalität 

der Kultur zu nennen, die einen Zellverband ermöglicht, der durch die Ausbildung 

zahlreicher Zell-Zell und Zell-Matrix-Kontakte gekennzeichnet ist. Eine hohe initiale 

Zelldichte simuliert die Kondensationsphase der frühen In-vivo-Chondrogenese und 

führt in vitro zu vermehrter Matrix-Produktion [7,132,174,175]. Hierbei spielen für die 

Initiation der Differenzierung die Ausbildung von Gap-Junctions sowie auto- und 

parakrine Faktoren (Zytokine, Chemokine) eine entscheidende Rolle [7,9,173]. Die 

Membrankultur kann hierbei ein chondrogenese Milieu schaffen, das unter alleiniger 

Gabe von TGF-ß3 am effektivsten zur Chondrogenese geeignet zu sein scheint 

(4.2.4). Die Entstehung dieses chondrogenen Mikromilieus wird entscheidend durch 

das Fehlen einer Verdünnung solcher chondrogener Faktoren durch Kulturmedium 

wie etwa in Monolayer-Kultur oder in anderen, insbesondere flottierenden 

Kulturformen wie der Pelletkultur begünstigt [22,172,173]. Leitschienenfreie Kulturen 

mit hoher Zelldichte („High-density-Kulturen“), worunter auch die Pelletkultur 

subsumiert werden kann, haben bereits in verschiedensten Ausführungen gute 

Ergebnisse im Bereich der Chondrogenese mesenchymaler Stammzellen in vitro 

gezeigt [132,146,172,200,218]. Auch für humane Chondrozyten ist eine effektive 

Proliferation ohne den für die Monolayer-Kultivierung typischen Verlust des 

chondrogenen Phänotyps in dreidimensionaler Umgebung beschrieben [122,219]. 

Dies wurde für die Pelletkultur [135,220] wie für die Membrankultur bereits gezeigt 

[132]. So ist die Membrankultur in der Lage die In-vivo-Bedingungen der initialen 

Schritte der Chondrogenese für kultivierte, insbesondere aber für chondrogen 

differenzierende Zellen zur Verfügung zu stellen. 
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4.3.2  Zelluloseazetatmembran und Ernährung durch Diffusion 

Zu den spezifischen Eigenschaften der Membrankultur, Einfluss auf die 

Chondrogenese nehmen zu können, gehört auch das unterliegende Substrat in Form 

der Zelluloseazetatmembran [22,173,178]. Bei den Membrankulturen wurde ein ca. 1 

x 106 Zellen enthaltendes Pellet auf die auf dem Stahlbrückchen liegenden 

Zelluloseazetatmembran pipettiert, so dass es zum unmittelbaren Kontakt der 

untersten Zellschicht des Pellets und damit des späteren Neoknorpels mit der 0,2 µm 

weiten Membran kommt (Abb. 6 und 15). Die Ergebnisse der Membrankulturen, in 

denen hMSC chondrogen differenziert wurden, zeigen dabei eine lichtmikroskopisch 

glatte und intakte Oberfläche an der zur Zelluloseazetatmembran gelegenen Seite. In 

diesem Bereich bildete sich auch die effektiv chondrogen differenzierte Zone bzw. 

der chondrogene Anteil der Membrankulturen aus (Abb. 17 und 18). Dies könnte zum 

einen durch die Diffusionsstrecke von Medium und den darin enthaltenen 

chondrogenen Faktoren liegen, die in den an die Membran angrenzenden 

Abschnitten in besonders hoher Konzentration vorgelegen haben dürften, zum 

anderen könnte die Zelluloseazetatmembran selbst bzw. die die Auflage auf dieser 

chondroinduktiv wirken. Von Substraten als unterliegendem Sockel bzw. 

Zellunterlage für Chondrozyten konnte gezeigt werden, dass sie in der Lage sind, die 

Chondrogenese in vitro zu verbessern [129]. Des Weiteren spielt neben der 

Zusammensetzung der EZM ebenfalls die Elastizität der Zellunterlage eine 

entscheidende Rolle für die Differenzierungseigenschaften mesenchymaler 

Stammzellen [176]. Durch Matrixsteifigkeit und der an der Membran stattfindenden 

Zelladhäsion kann ferner eine Regulierung der Chondrogenese erfolgen [6,177]. 

Interessanterweise können Art und Ausmaß der Zelladhäsion dabei auf die 

Expression des Kollagens Typ X Einfluss nehmen. Diese zeigte sich im Vergleich zur 

analog behandelten Pelletkultur in mit TGF-ß3 (G3) differenzierten Membrankulturen 

signifikant erniedrigt (Abb. 21). Adhäsionsmechanismen und Matrixsteifigkeit könnten 

hierzu beigetragen haben. Ein weiterer Vorteil der Auflage der Kultur auf der 

Zelluloseazetatmembran ist die nach der einfachen und problemlosen Entfernung 

entstehende, histologisch glatte Oberfläche an der Basis der Kultur. Diese könnte für 

den In-vivo-Einsatz um 180° gedreht werden (Abb. 17, 18 und 22), wodurch eine 

zum Gelenkspalt weisende, artefizielle Facies articularis geschaffen werden könnte 

(Abb. 22). Für auf Zelluloseazetatmembranen transferierte Zellen konnte im Rahmen 

der im Bereich der Ophthalmologie angewandten Impressionszytologie trotz 

Nachweises einer festen Haftung der Zellen am Filter elektronenmikroskopisch 

gezeigt werden, dass durch den Transfer bzw. das Ablösen der Zellen von der 

Membran eine Zellruptur nicht zu erwarten ist [221]. Dies lässt sich auf die 

Membrankultur übertragen. So ist davon auszugehen, dass die glatte Oberfläche der 

Membrankulturen nicht nur wesentlich der festen Auflage des Gewebes auf der 

Zelluloseazetatmembran zu verdanken ist, sondern dass das Ablösen der 

Membrankultur von der Filtermembran am Ende der In-vitro-Kultivierung von intakten 

Zell- und Gewebsstrukturen in diesem basalen, chondrogenen Bereich begleitet ist. 

Dies bestätigte sich histologisch (Abb. 17, 18 und 22) bei bis zu 400-facher 

Vergrößerung im Lichtmiksorkop. Ob die Oberfläche der Membrankulturen auch 
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elektronenmikroskopisch glatt und intakt ist, konnte aufgrund des knappen 

Probenmaterials nicht spezifisch untersucht werden. Die Generierung von 

Neoknorpel auf chondroinduktiven Substraten stellt so einen potentiellen Vorteil 

gegenüber der Zelldistribution in einer Leitschiene und einen weiteren Vorteil 

gegenüber in flüssigem Medium flottierenden Kulturen wie der Pelletkultur dar. 

Der zweite der Membran zuzurechnende Vorteil ist die Nutrition der Kultur per 

diffusionem, welche nicht nur die In-vivo-Bedingungen unreifen und reifen Knorpels 

nachahmt [32,56], sondern auch für ein adäquates Zell-Medium-Verhältnis sorgt, das 

für eine effektive Chondrogenese in vitro erforderlich ist [166,173]. Dabei wurde die 

maximale Diffusionsstrecke von 3 mm durch die Höhe der sowohl bei der 

Kultivierung von phC als auch der Differenzierung von hMSC generierten 

Membrankulturen (maximal je ca. 3 x 10³ µm) nicht überschritten, so dass das 

Diffusionsprinzip als natürlicher Faktor für die Membrankultur nicht nur als geeignet 

bezeichnet werden kann, sondern auch als chondrogen. 

Analog zu dem nicht-differenzierten Mantel um Pelletkulturen, die mit TGF-ß3 und 

FGF-2 differenziert wurden (G2), bildeten die Membrankulturen derselben Gruppe 

eine Proteoglykan-negative sowie Kollagen-Typ-II-schwächere Schicht mit einem 

Abstand von ca. 2,0 –7,0 x 10² µm von der basalen Auflagefläche aus (Abb. 17 und 

18, G2). Die Ursache dieses Effekts bei zusätzlich mit FGF-2 behandelten 

Membrankulturen bleibt Spekulation. Möglich wären Diffusionsphänomene im Bezug 

auf das Protein FGF-2, Eigenschaften der Zelluloseazetatmembran (Ladung, 

Adsorption) oder Bindungsphänomene der Matrix in äußeren Kulturbereichen. Diese 

möglichen Phänomene legen ebenfalls die Empfehlung nahe, TGF-ß3 nicht mit FGF-

2 bei der Differenzierung von hMSC in Membrankulturen einzusetzen. 

4.3.3  O2-Gehalt und Kontakt zur Atmosphäre 

Ursprünglich war das Nutritionsprinzip der Membrankultur („Organoidkultur“) für die 

Kultivierung fetaler Gewebe und Organe genutzt worden [173,180], um Fragen der 

Entwicklung und Teratogenese durch In-vitro-Studien beantworten zu können. Dabei 

aufgetretene, zentrale Nekrosen wurden hypoxischen Bedingungen (niedriger O2-

Gehalt) im Zentrum des untersuchten Embryonalgewebes zugeschrieben [180]. Die 

hypoxischen Bedingungen in zentralen Anteilen der Membrankultur als weiteres 

spezifisches, chondrogenes Charakteristikum sind im Wesentlichen verursacht durch 

die niedrige Sauerstofflöslichkeit [178]. Die Zelluloseazetatmembran als Zell- bzw. 

Gewebsunterlage ist ferner gekennzeichnet durch eine niedrige Gasdurchlässigkeit 

für O2 [184]. Die im Zentrum der Membrankulturen herrschenden hypoxischen 

Bedingungen sind hingegen für eine effektive In-vitro-Chondrogenese förderlich, da 

für sie analog zu den In-vivo-Bedingungen nachgewiesen wurde, die Chondrogense 

zu begünstigen [68,156,157,222]. Auch in reifem Gelenkknorpel beträgt der O2-

Gehalt lediglich 2–6 %  [223]. Es ist davon auszugehen, dass  die zentralen 

hypoxischen Bedingungen der Membrankultur die Chondrogenese in der 

vorliegenden Arbeit verbessert haben. Hypoxische Expansion von hMSC fördert 

ebenfalls die chondrogene Differenzierung in vitro [224]. Die Eigenschaften 
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mesenchymaler Stammzellen und ihrer „Nische“ („microenvironment“) werden ferner 

sowohl in vivo als auch in vitro entscheidend durch den O2-Gehalt beeinflusst, in vitro 

insbesondere in dreidimensionaler Umgebung. Dabei sind die Umweltbedingungen 

im Knochenmark mit einem O2-Gehalt von 2 % ebenfalls als hypoxisch zu 

bezeichnen [225]. Sauerstoff fungiert in diesem Sinne als Signalmolekül und so als 

entscheidender Faktor der Stammzellregulierung [225]. 

Daraus und aus der Tatsache, dass in den meisten Embryonen der Säugetiere und 

damit im Rahmen der Chondrogenese der O2-Gehalt im Bereich von 2–8 % liegt, ist 

zu schließen, dass die die Membrankulturen umgebenden 21 % O2-Gehalt prinzipiell 

als unphysiologisch anzusehen sind [225]. Ein Problem der Membrankultur, das mit 

dieser Tatsache in Verbindung gebracht wird, stellt die Kultivierung an der Grenze 

Atmosphäre zu Medium sowie der Kontakt von äußeren (apikalen und lateralen) 

Anteilen mit Atmosphäre dar. Hiermit könnten die wesentlich schlechteren 

Ergebnisse der 21-tägigen Kultivierung von phC in Membrankulturen gegenüber der 

7-tägigen begründet werden (3.1.2). Auch die Tatsache, dass gerade die 

lateroapikalen Anteile der mit Wachstumsfaktoren behandelten Membrankulturen aus 

hMSC (Abb. 17 und 18), welche während der 21-tägigen Differenzierung Kontakt zur 

Atmosphäre hatten, nicht effektiv chondrogen differenziert waren, könnte durch die 

Inhibition der Chondrogenese durch den hohen angrenzenden, unphysiologischen 

O2-Gehalt von 21 % erklärt werden. Imitiert also das Zentrum der Membrankultur die 

begünstigenden hypoxischen Bedingungen der In-vivo-Chondrogenese und bietet 

dabei auch für hMSC chondroinduktive Bedingungen, so steht diesem ein äußerer 

oxygenierter latero-apikaler Gewebsmantel gegenüber, dessen Bedingungen 

(Oxygenierung, Diffusionsstrecke) der Chondrogenese weniger förderlich sind 

[156,157]. Der Verlust chondrogener Phänotypie bzw. die mangelnde chondrogene 

Differenzierung in den lateroapikalen Anteilen der Membrankulturen könnte ferner 

durch die erhöhte Diffusionsstrecke und die aufgrund der hemispährischen 

Kulturform herrschenden Zugkräfte erklärt werden. Letztere würden im Gegensatz zu 

Diffusionsstrecke und O2-Toxizität auch den (histologisch und immunhistochemisch) 

fehlenden bzw. schwächeren Nachweis von Proteoglykanen und Kollagen Typ II in 

einem nicht-differenzierten Saum in Membran- und Pelletkulturen erklären. Dieser 

nahm mikroskopisch in den mit TGF-ß3 und FGF (G2) behandelten Membrankulturen 

(basal) und Pelletkulturen (peripherer Saum) deutlich breitere Ausmaße an als in den 

ohne FGF-2 differenzierten Kulturen (G1, G3). Würde also die O2-Toxizität die 

ausbleibende Differenzierung in den an die Atmosphäre angrenzenden Kulturanteilen 

erklären, so könnte die basoapikale Diffusionsstrecke die Diffusionskapazität der 

Wachstumsfaktoren überschreiten und so die basoapikale-zonale Distribution 

differenzierter bzw. nicht-differenzierter Kulturanteile erklären. Einige Arbeitsgruppen 

konnten bei der Differenzierung mesenchymaler Stammzellen unter 5%igem O2-

Gehalt der Atmosphäre eine verbesserte chondrogenen Phänotyp und eine erhöhte 

Expression kartilaginärer Marker nachweisen [226]. Andere Autoren erreichten 

hingegen durch diese Maßnahme  in leitschienenfreien Diffusionskulturen (Transwell-

Modell) keine weitere Effektivierung der Chondrogenese [172]. Hier scheint die 

Eignung jeder individuellen Kulturform bezüglich erniedrigten O2-Gehalts auf den 
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Prüfstand zu müssen. Weitere Studien zur Membrankultur könnten klären, inwieweit 

ein reduzierter O2-Gehalt (5%) der angrenzenden Atmosphäre die Qualität des 

Neoknorpels verbessert, inwieweit die ineffektive bzw. reduzierte chondrogene 

Differenzierzung der lateroapikalen Gewebsanteile der Membrankultur verhindert 

werden kann und wie groß der Anteil der Diffusionsproblematik insbesondere in 

Hinsicht auf die Wirkung von Wachstumsfaktoren wäre. 

Die Ergebnisse der 21-tägigen Kultivierung von phC in Membrankultur legen den 

Schluss nahe, dass diese Kulturform für eine Langzeitkultivierung von phC, 

insbesondere mit 21 % O2-Gehalt der Atmosphäre, weniger geeignet ist. Eine Folge 

der eingeschränkten Langzeitkultivierung wäre in diesem Falle, dass ein 

Gelenkknorpeldefekt gedeckt werden sollte, sobald eine oder mehrere der 

gezüchteten Kulturen das Volumen des Defekts auszufüllen im Stande wären [199]. 

Gegenüber einer 7-tägigen Kultivierung von primären Chondrozyten ist zur 

suffizienten chondrogenen Differenzierung mesenchymaler Stammzellen aufgrund 

der Stimulationsbedürftigkeit durch Wachstumsfaktoren ein Zeitraum von 21 Tagen 

Standard. Hier wäre es interessant, welche Ergebnisse eine 14-tägige und eine 28-

tägige Differenzierung erbrächten. 

4.3.4  Leitschienenfreie Kultivierung und Differenzierung 

Vorteile einer leitschienenfreien Kultivierung und Differenzierung chondrogener 

Zellen zur Generierung von Neoknorpel bestehen neben den reduzierten Kosten und 

der Herstellung der teilweise aufwendig zu fabrizierenden Leitschienen im 

besonderen im Vermeiden der mit Leitschienen bzw. Scaffolds verbundenen 

Nachteile, Probleme und Risiken. Leitschienen sind in der Lage, durch 

dreidimensionale Kulturbedingungen, Zell-Matrix-Interaktion und die Applikation 

chondrogener Faktoren Vorteile zu bieten. Diesen stehen Nachteile (1.3.4) wie 

inhomogene Zellverteilung in der Leitschiene, Inhibierung der EZM-Deposition, 

Beeinflussung der Zellfunktion über Interaktionen zwischen Zelle und Leitschiene, 

Toxizität (Biokompatibilität), Fremdkörperreaktionen, Immunogenität, Infektiosität, 

mechanische Instabilität, Schrumpfung und enzymatische Degradation mit 

intrakartilaginärem Anfall von Abfallprodukten, inkomplette Integration in den 

Knorpeldefekt mit potentiell insuffizienter Verbindung des generierten Neoknorpels 

mit dem nativen Knorpel und Chondrolyse entgegen [111,165,166,172,227]. Zwar 

können mit Wachstumsfaktoren beschichtetete Leitschienen zu einer Steigerung des 

chondrogenen Potentials der generierten Konstrukte beitragen, was in 

leitschienenfreien Modellen unmöglich ist, allerdings sind auch hier mit der 

Beschichtung potentielle Nachteile und in vivo unerwünschte Transplantatwirkungen 

verbunden. Beispielsweise liegen mit TGF-ß3 beschichtete Leitschienen mit ihren 

Dosen im Bereich von 50 bis 250 ng [155]. Höhere Dosen können dabei mit 

Pannusformation, Knorpelerosion, Synovitis und Gelenkergüssen assoziiert sein 

[155]. Insbesondere Fremdkörperreaktionen zu verhindern, ist ein Hauptziel des 

Einsatzes leitschienenfreier Knorpelkonstrukte [228]. Die Verwendung von Membran-

basierten Diffusionskulturen zur leitschienenfreien Kultivierung und Differenzierung 
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chondrogener Zellen in vitro stellt einen effektiven Lösungsansatz dar [172,229]. Die 

Nutzung der Membrankultur zur Gewinnung chondrogener Konstrukte sowohl aus 

Chondrozyten wie auch aus Stammzellen ist, wie es in der vorliegenden Arbeit 

gezeigt werden konnte, möglich. Membrankulturen könnten dabei gerade angesichts 

ihrer Größe eine Alternative zur Verwendung von Leitschienen, welche ja auch 

aufgrund ihres Ausmaßes zur Deckung von Knorpeldefekten geeignet sind, 

darstellen, um implantierbaren Neoknorpel zu generieren und damit auch klinisch 

einsatzfähig zu sein (4.3.5). 

4.3.5  Größe und Möglichkeit der Implantation 

Auch wenn das Pelletkulturmodell eine effektive Chondrogenese zu gewährleisten in 

der Lage ist, wie in dieser Arbeit gezeigt, so ergeben sich dennoch Probleme. Unter 

diesen sind ihre Größe von ca. 2–3 mm maximalen Durchmessers, ihre 

geometrische Form, welche einer optimalen Rekonstruktion einer ebenen, glatten 

Gelenkfläche entgegensteht sowie die schwierige Einnaht- bzw. Implantationstechnik 

einzelner Pellets zu nennen. Nichts desto trotz findet die Implantation von derartig in 

vitro generierten Zellpellets bereits zugelassene klinische Anwendung 

(Chondrosphere®, Co.Don AG, Teltow, D), auch wenn die hierfür benötigten 

Zellzahlen sehr hoch sind, um fokale Gelenkknorpeldefekte üblicher Größe decken 

zu können [230]. 

Die weitere Erprobung größerer leitschienenfreier Gewebskonstrukte wie der 

Membrankultur mit glatter, intakter Oberfläche könnte verbesserte Ergebnisse in der 

klinischen Anwendung zeigen. Unter diesem Gesichtspunkt könnten die 

leitschienenfreien, geometrisch günstigeren, nämlich scheibenförmigen, größeren 

Membrankulturen mit glatter Oberfläche bezüglich der Implantation und damit einer 

klinischen Anwendung gegenüber Pelletkulturen mit ihrer Limitation in Größe und 

Form als Standardmodell von Vorteil sein. Bei einer Auflagefläche von ca. 40 mm² 

(3.3.2.1) könnten aus 107 hMSC generierte Membrankulturen Knorpeldefekte von ca. 

4 cm² (4 x 10² mm²) Fläche decken. Eine mögliche Implantationstechnik wäre nach 

Entfernung der Kultur von der Zelluloseazetatmembran und Wenden um 180° (Abb. 

17, 18 und 22) die Einnaht bzw. das Einkleben in Analogie zur matrix-gestützten ACT 

(MACI) in den debridierten Gelenkdefekt. Würden Gewebskonstrukte aus 

Membrankulturen den In-vitro-Ergebnissen ähnliche In-vivo-Resultate ergeben, 

wären sie als leitschienenfreie Konstrukte aufgrund ihres guten chondrogenen 

Potentials und der aus ihnen generierten großen Gewebskonstrukte eine 

interessante Alternative zu etablierten Verfahren wie der MACI. Zunächst wären 

weitere Studien erforderlich, um die Vitalität der in vitro generierten 

Gewebskonstrukte aus der Membrankultur in vivo zu prüfen und die Frage zu klären, 

ob sowohl phC als auch chondrogen differenzierte hMSC in vivo ihr chondrogenes 

Potenzial aufrechterhalten können. Des Weiteren wäre zu zeigen, ob die erfolgreiche 

Deckung eines Gelenkknorpeldefekts in vivo durch die Implantation durch 

Membrankulturen generierten Neoknorpels in Abhängigkeit der verwendeten Zellart 

ein im Vergleich zum spontanen Verlauf bzw. alternativen etablierten Verfahren 
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besssere histologische, (bio)mechanische, histologische und klinische Ergebnisse 

zeigen würde. Ein diesbezüglich interessanter Aspekt wäre die Art und das Ausmaß 

eines in vivo stattfindenden Remodellings der implantierten Konstrukte. In 

aufwendigen Studien wurde versucht, die zonale Gliederung des Gelenkknorpels 

(Abb. 3) beispielsweise mittels Photopolymerisation mehrlagiger Leitschienen in vitro 

zu rekonstruieren [168,230]. Aber auch diese aufwendigen Ansätze dienen letztlich 

lediglich der optimalen Vorbereitung eines in vivo nach Implantation stattfindenden 

Remodellings durch physiologische Reize wie Ernährung, parakrine und 

mechanische Stimulation. Nur hierdurch kann die finale Organisation und Struktur 

des regenerierten Gewebes erreicht werden [230]. Die entscheidende Frage ist, ob 

der chondrogene Status der Membrankulturen nach 7-tägiger Kultivierung von phC 

bzw. 21-tägiger chondrogener Differenzierung von hMSC angesichts der effektiven 

und effizienten Herstellung chondrogener Phänotypie eine ausreichende 

Ausgangsqualität für ein suffizientes In-vivo-Remodelling aufweist. 

 

 

Abb. 22 Möglicher klinischer Einsatz chondrogener Membrankulturen am Beispiel chondrogen 

differenzierter hMSC. Die in der Petrischale ((A) und (B)) generierte Kultur (*) lässt sich 

technisch einfach mittels Pinzette an ihrem basalen Außenrand (Pfeile, (C)) von der 

Zelluloseazetatmembran abheben (C). Um 180° rotiert (D), wie bereits in Abb. 17 und 18 

dargestellt, könnten Membrankulturen, die glatte und chondrogen differenzierte Schicht zum 

Gelenkspalt weisend (apikal), in Knorpeldefekte implantiert werden [178]. 
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4.4  Wertigkeit humaner mesenchymaler Stammzellen zur 
Regeneration des Gelenkknorpels 

 

Die Regeneration des Gelenkknorpels wird gerade angesichts der steigenden 

Prävalenz fokaler Gelenkknorpeldefekte eine zunehmende klinische 

Herausforderung wachsender auch sozioökonomischer Bedeutung sein [111]. Die 

Entdeckung adulter Stammzellen als regenerative Populationen und ihrer Präsenz in 

entwickelten Organen hat zu einem wachsenden Interesse an der Nutzung dieser 

Zellen für regenerative und immunmodulatorisch-therapeutische Anwendungen 

geführt [99]. Adäquate Quelle der derzeit vielversprechendsten regenerativen Zellen, 

multipotenten Stammzellen, scheint das Knochenmark [231]. Dass das 

Knochenmark zur Regeneration von Knochen und Knorpel fähige Zellen wichtiger 

Proliferationskapazität enthält, war bereits in den späten 1960er Jahren gezeigt 

worden [232]. Zellbasierte Therapiestrategien zur Deckung begrenzter 

Gelenkknorpeldefekte stellen vielversprechende klinische Ansätze dar, sind aber in 

entscheidendem Maße von der Qualität der verwendeten Zellen abhängig. Neben 

innovativen Ansätzen wie Gentherapie oder der Anwendung sowohl geeigneter 

Leitschienen als auch vielversprechender leitschienenfreier Gewebskulturmodelle 

steht die kritische Auswahl einer geeigneten Zellart und deren Quelle im Vordergrund 

[111,230]. Chondrozyten als reife Zellen des zu ersetzenden Gelenkknorpels weisen 

in dieser Hinsicht einige Nachteile auf. Zum einen dedifferenzieren isolierte phC in 

vitro rasch und proliferieren, ohne knorpel-spezifisch synthetisch aktiv zu sein 

[122,233]. Aus den im Rahmen der ACT gewonnenen Biopsaten lässt sich aufgrund 

der niedrigen Zelldichte des Gelenkknorpels nur eine begrenzte Zellzahl isolieren, 

was letztlich jene degenerierende Zellproliferation in vitro zur Generierung 

ausreichender Zellzahlen erforderlich macht. Hinzu kommt ein vorangehender 

Gelenkeingriff im Rahmen einer Arthroskopie, in welchem die Knorpelbiopsate zur 

Zellisolierung erst gewonnen werden müssen. Neben den allgemeinen Risiken des 

operativen Eingriffs kann der verursachte Entnahmedefekt wiederum klinische 

Beschwerden bereiten. Insgesamt ist ferner bei der Verwendung aus adultem 

Gelenkknorpel eines geschädigten Gelenks isolierter und in Monolayer-Kultur 

passagierter Chondrozyten von der Generierung eines minderwertigen Neoknorpels 

auszugehen [111,126,137]. Nach Reimplantation im Rahmen der ACT wird derzeit 

davon ausgegangen, dass eingesetzte Chondrozyten redifferenzieren und 

„hyalinartige“ Knorpelmatrix bilden können. Bei klinisch zufriedenstellenden 

Ergebnissen der ACT ist diese allerdings anderen Verfahren zur Füllung bzw. 

Deckung von begrenzten Gelenkknorpeldefekten nicht eindeutig überlegen 

[119,234,235]. Allerdings wird angenommen, dass im Gegensatz zu anderen 

Therapieansätzen (osteochondrale Grafts, Mikrofrakturierung) die Qualität des 

„hyalinartigen“ Knorpelgewebes bei der ACT höherwertig zu sein scheint und 

hierdurch bessere Langzeitergebnisse zu erwarten sein könnten [81]. Dies ließe 

gemeinsam mit den in 4.3.5 dargestellten Überlegungen zum Remodelling des 

Neoknorpels in vivo den Schluss zu, die Verbesserung der kartilaginären Qualität 
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des implantierten Gewebes könnte zu höherwertigem finalem Gewebe führen und 

damit ein verbessertes klinisches Outcome bedeuten. 

Trotz der in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Redifferenzierungskapazität sowohl 

der Membran- als auch der Pelletkultur bei der Kultivierung von dedifferenzierten 

phC zeigte sich diese Problematik in der erreichten Gewebsqualität insbesondere im 

Vergleich mit den chondrogen differenzierten Kulturabschnitten derselben 

dreidimensionalen Kultursysteme, welche aus hMSC gewonnen wurden (Abb. 10 vs. 

Abb. 17, 18 und 19). Im Vergleich der aus phC und hMSC generierten 

Membrankulturen wiesen die aus hMSC generierten Konstrukte qualitativ deutlich 

höherwertige histologische und immunhistochemische Eigenschaften auf. Auch die 

signifikante Überexpression chondrogener Marker ließ bei den aus hMSC 

chondrogen differenzierten Geweben auf eine effektive Chondrogenese schließen. 

Allerdings gestaltet sich letztlich ein Vergleich aufgrund der Unterschiede zwischen 

Spendern der phC und hMSC schwierig (Alter, Entnahmebedingungen). Die aus 

hMSC generierten Gewebskonstrukte zeichneten sich ferner durch ihre Größe aus, 

indem  sich aus hMSC prinzipiell implantierbare, leitschienenfreie Gewebskonstrukte 

generieren ließen (4.3.5). 

Für adäquate autologe Gewebstransplantate wird insbesondere zunächst eine hohe 

(initiale) Zellzahl spezifisch und stabil differenzierter bzw. zu differenzierender Zellen 

benötigt. HMSC eignen sich aufgrund ihrer hohen Proliferationsrate und ihrer 

Multipotenz hierfür als mögliche Regeneratquelle [236,237]. Neben der besseren 

Gewebsqualität des generierten Neoknorpels wiesen hinsichtlich der 

Proliferationskapazität im Rahmen der Monolayer-Kultivierung hMSC auch in dieser 

Arbeit eine klare Überlegenheit gegenüber phC auf. HMSC können aus dem 

Beckenkamm via Biopsie gewonnen werden, alternativ eignen sich auch aus dem 

Fettgewebe isolierte mesenchymale Stammzellen, gleichwohl letztere ein geringeres 

chondrogenes Potential aufweisen bzw. anderen Differenzierungsprotokollen 

bedürfen [238-240]. Derartige Eingriffe sind allerdings insgesamt risikoärmer als eine 

Arthroskopie und könnten zur Anwendung von „All-in-one“-Prozeduren führen [210]. 

HMSC bieten als innovative Kandidaten für eine Zelltherapie die Vorteile einer 

einfachen Gewinnung zum autologen Einsatz (Knochemarkaspiration), die 

Möglichkeit der kurzzeitigen In-vitro-Expansion ohne Verlust des 

Stammzellcharakters (Selbsterneuerung) zur Gewinnung für den klinischen Einsatz 

geeigneter Zellzahlen, die Möglichkeit der Zellaufbewahrung mit nur minimalem 

Verlusten für eine autologe, zeitgerechte klinische Anwendung am Patienten („point-

of-care delivery“), niedrige Immunogenität und die Tatsache, dass bis dato klinische 

Studien mit dem Einsatz autologer und allogener mesenchymaler Stammzellen keine 

unerwünschten Wirkungen der Zellen selbst aufzeigen konnten [99,241-246]. Zuletzt 

liegen praktisch keine ethischen Bedenken bei der Verwendung adulter pluripotenter 

Stammzellen im Gegensatz zur Anwendung embryonalen Stammzellen vor. 

Die Transplantation von hMSC wurde von der FDA (US Food and Drug 

Administration) als sicher eingestuft, auch wenn langfristige, potentielle 

unerwünschte Wirkungen anhand der vorliegenden Studien nicht ausgeschlossen 

werden können. Zu diesen zählen die potentielle Maldifferenzierung oder Induktion 
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malignen Wachstums, sowie die Immunsuppression über immunmodulatorische 

Effekte [99]. Aufgrund ihrer hohen chondrogenen Qualität und weitgehender 

ethischer Unbedenklichkeit spielen aus dem Knochenmark stammende hMSC eine 

herausragende Rolle. Trotz der leichten Zugänglichkeit muss stets bedacht werden, 

dass es sich bei einer Knochenmarkaspiration um einen invasiven Eingriff mit 

potentiellen Risiken handelt und die gewonnen Menge an hMSC mit ca. 1–10 von 

105–106 nukleären Zellen begrenzt ist [247]. Weiterhin gilt es zu bedenken, dass mit 

Zunahme des Patientenalters mit abnehmender Differenzierungskapazität und damit 

möglichen Einschränkungen im therapeutischen Potential zu rechnen ist [248]. Diese 

Alterseffekte scheinen sich allerdings nicht signifikant auf das chondrogene Potential 

auszuwirken, da unter adäquaten Differenzierungsbedingungen in vitro eine effektive 

Chondrogenese mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark älterer 

Patienten möglich und erfolgreich ist [149]. 

Ferner sind weitere Stimuli zur chondrogenen Differenzierung mesenchymaler 

Stammzellen in Erprobung und bieten ein weites Feld der Erprobung zur 

Generierung noch besseren auch leitschienenfreien Neoknorpels aus hMSC. Im 

Zentrum dieser Forschungsarbeit stehen insbesondere mechanische der In-vivo-

Situation angepasste Reize. Hierunter fallen hydrostatischer Druck, dynamische 

Kompression und die Anwendung von Bioreaktoren, welche bei adäquater 

Anwendung zu vermehrter Proteoglykanproduktion,  erhöhter Kollagen-Typ-II-

Expression und besseren mechanischen Eigenschaften der generierten 

Knorpelkonstrukte führen [137,154,158-160,231,249,250]. In der vorliegenden Arbeit 

werden bei den Membrankulturen unter mechanischen Gesichtspunkten das 

Elastizitätsmodul des unterliegenden Substrats und die Eigenelastizität der 

Zelluloseazetatmembran (4.3.2) als chondrogen wirkende Faktoren bewertet 

[178,207]. Eine weitere Möglichkeit der Steigerung einer In-vitro-Chondrogenese 

besteht in der Applikation elektromagnetischer Felder. Für Pelletkulturen konnte in 

vitro eine erhöhte Kollagen-Typ-II-Expression sowie eine erniedrigte Kollagen-Typ-X-

Expression im Sinne einer effektiveren und stabileren Chondrogenese festgestellt 

werden [161]. 

Die Erprobung des Einsatzes mesenchymaler Stammzellen zur Knorpelregeneration 

wird von wachsender Relevanz werden, da diese Zellquelle zur Generierung von 

autologem Neoknorpel sich auch in der vorliegenden Studie als geeignet und effektiv 

erwiesen hat. Gerade für die Membrankultur sind daher tierexperimentelle In-vivo-

Studien erforderlich, die die Eignung mesenchymaler Stammzellen in diesem Modell 

erproben. Denn nicht nur das Differenzierungspotential, sondern auch trophische, 

anti-inflammatorische und immunmodulatorische Effekte, welche in signifikantem 

Ausmaß in lokalem Umfeld in vivo das regenerative Potential des residenten 

endogenen Knorpelgewebes anregen und erhöhen können, können zum hohen 

Stellenwert mesenchmaler Stammzellen in vivo beitragen [93]. Die 

vielversprechenden Möglichkeiten mesenchymaler Stammzellen zum Wohle des 

Patienten nutzen zu können, wird auch in Zukunft den engagierten Einsatz der 

Wissenschaft fordern. 

  



Zusammenfassung    91 

 

5  Zusammenfassung 

Aufgrund des niedrigen Regenerationspotentials hyalinen Gelenkknorpels bergen 

dessen Defekte das hohe Risiko einer sekundären Arthrose. Bei der autologen 

Chondrozytentransplantation (ACT) werden bei fokalen Knorpeldefekten 

neokartilaginäre Implantate im Sinne des Tissue Engineering verwendet. Zur 

Generierung dieser Konstrukte in vitro werden Leitschienen („scaffolds“) eingesetzt, 

die Nachteile wie Toxizität oder Immunogenität aufweisen. Einen Lösungsansatz 

dieser Problematik stellt die Generierung leitschienenfreien Neoknorpels in vitro dar. 

In der vorliegenden Arbeit wurden primäre humane Chondrozyten (phC) und humane 

mesenchymale Stammzellen (hMSC) in leitschienenfreien Kultursystemen kultiviert 

bzw. chondrogen differenziert. Das chondrogene Potential einer neuartigen 

leitschienenfreien Kulturform, der Membrankultur, wurde mit dem der etablierten 

Pelletkultur verglichen. Dabei wurde der Einfluss verschiedener 

Wachstumsfaktorkombinationen analysiert. 

In Membran- und Pelletkulturen überführte phC und hMSC wurden kultiviert bzw. 

chondrogen differenziert. Hierfür wurden phC sequenziell am Ende der Monolayer-

Passagen P1–P5 in Membran- und Pelletkulturen überführt. Nach Überprüfung der 

mesenchymalen Stammzellplastizität mittels osteogener und adipogener 

Differenzierung wurden für die In-vitro-Chondrogenese der hMSC in Membran- und 

Pelletkulturen verschiedene Wachstumsfaktorkombinationen (TGF-ß3+IGF-1, TGF-

ß3+FGF-2, TGF-ß3) appliziert. Die Auswertung der generierten Membran- und 

Pelletkulturen erfolgte histologisch (Toluidinblau-, Safranin-O-Färbung), 

immunhistochemisch (Kollagen Typ I und II) sowie mittels qRT-PCR (Kollagen Typ I, 

II und X, Aggrekan, COMP, SOX9) und anhand eines Glykosaminoglykanassays. 

Bei Kultivierung der phC zeigte sich bei der Membrankultur anhand der 

histologischen, immunhistochemischen und quantitativen Expressionsanalysen im 

Vergleich zur Pelletkultur eine höhere Chondrogenität. Bis zur zweiten Passage 

bildeten phC insbesondere in Membrankulturen eine proteoglykan- und Kollagen-

Typ-II-reiche Matrix. Im Verlauf der Monolayer-Kultivierung dedifferenzierten die phC 

sukzessive und exprimierten ab der dritten Passage kein Kollagen Typ II. Nach 

Transfer in Membran- und Pelletkulturen redifferenzierten phC bis zur zweiten 

Passage. Auch der komplette Expressionsverlust für Kollagen Typ II in der dritten 

Passage in Monolayer-Kultur konnte durch den Transfer in Membran- und 

Pelletkulturen rückgängig gemacht werden. 

HMSC nach 21-tägiger chondrogener Differenzierung in Membran- und 

Pelletkulturen zeigten eine proteoglykanreiche extrazelluläre Matrix und positive 

immunhistochemische Färbungen für Kollagen Typ II sowie die Expression 

chondrogener Marker wie Aggrekan, COMP, Kollagen Typ II und SOX9, aber auch 

Kollagen Typ I und X. Die Expression von Aggrekan, COMP und Kollagen Typ II war 

in sämtlichen Pelletkulturen höher als in den analogen Membrankulturen. In den mit 

TGF-ß3+IGF-1 behandelten Membrankulturen zeigte sich die höchste Aggrekan- und 

COMP-Expression, bei den Pelletkulturen hingegen bei den mit TGF-ß3+ FGF-2 

differenzierten Kulturen. Die Anwendung von Wachstumsfaktorkombinationen (TGF-

ß3+IGF-1 oder TGF-ß3+ FGF-2) resultierte in beiden Kultursystemen in einer 



Zusammenfassung    92 

 

signifikant höheren Expression des Kollagens Typ II als in den jeweils nur mit TGF-ß3 

behandelten Kulturen. Unter den Pelletkulturen zeigten die mit TGF-ß3+ FGF-2 

differenzierten Pellets die höchste Expression der chondrogenen Marker (Aggrekan, 

COMP, Kollagen Typ II, SOX9) und die niedrigste Kollagen-Typ-X-Expression. Die 

alleinige Applikation von TGF-ß3 führte in den Membrankulturen zum qualitativ 

besten histologischen Ergebnis sowie zur höchsten SOX9- und niedrigsten Kollagen-

Typ-X-Expression gegenüber den mit Wachstumsfaktorkombinationen behandelten 

Membrankulturen. Sämtliche mit chondrogenen Wachstumsfaktoren behandelten 

Membrankulturen wiesen Anteile auf, die geringer oder nicht chondrogen differenziert 

waren. Diese befanden sich im Kontaktbereich der Kultur zur Atmosphäre, d.h. am 

lateralen Rand sowie in den apikalen Abschnitten. 

Membran- und Pelletkulturen zeigten eine erfolgreiche chondrogene Differenzierung 

und Zonen histologisch, immunhistochemisch und molekularbiologisch hochwertigen 

Neoknorpels. Die im Vergleich zu den Pelletkulturen niedrigere relative Expression 

chondrogener Marker lässt sich durch den geringeren chondrogen differenzierten 

Anteil der Membrankulturen erklären. Die chondrogen differenzierten Zonen beider 

Kultursysteme waren jedoch qualitativ vergleichbar hochwertig. Bei den 

Pelletkulturen wurden durch die Applikation von TGF-ß3+FGF-2 die besten 

chondrogenen Ergebnisse erzielt. Die sehr guten Ergebnisse der lediglich mit TGF-ß3 

differenzierten Membrankulturen samt signifikant reduzierter Kollagen-Typ-X-

Expression machen deutlich, dass die Zugabe weiterer Wachstumsfaktoren zur 

Differenzierung mit TGF-ß3 in der Membrankultur nicht empfehlenswert ist. 

Die Ergbnisse der Kultivierung von phC sowie Differenzierung von hMSC in der 

neuartigen Membrankultur weisen auf das hohe chondrogene Potential dieser 

Kulturform hin. Sie zeichnet sich durch eine hohe initiale Zelldichte, die Ernährung 

durch Diffusion, das unterliegende Substrat (Zelluloseazetatmembran) mit dessen 

Eigenelastizität, den reduzierten zentralen O2-Gehalt und letztlich eine adäquate 

Größe aus. Die Membrankultur ermöglicht somit die effektive Generierung 

ausreichend großen kartilaginären Gewebes und eröffnet die Möglichkeit der 

Implantation in Gelenkknorpeldefekte. Für die Verwendung sowohl mesenchymaler 

Stammzellen als auch primärer Chondrozyten stellt daher die leitschienenfreie 

Membrankultur ein für den klinischen Einsatz geeignetes Kultursystem hoher 

Chondrogenität dar.  
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AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol 

AT Österreich 

ATP Adenosintrisphosphat 

B Belgien 

BMP Bone Morphogenetic Protein 

Bp Basenpaare 

bp Basenpaare 

BSA Bovine Serum Albumin 

BSA Bovines Serum Albumin 

CH Schweiz 

COMP Cartilage Oligomeric Protein 

D Deutschland 

DIN Deutsches Institut für Normung e. V. 

DK Dänemark 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 

DTT 1,4-Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraacetat, als Natriumsalz 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ERK 1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1/2 

EZM Extrazelluläre Matrix 

F Frankreich 

FACS Fluorescence activated cell sorting 

FBS Fetales Kälberserum 

GAG Glykosaminoglykane 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GDF Wachstums- und Differenzierungsfaktor 

h Stunde 

HB-GAM Heparin-bindendes Wachstum-assoziiertes Molekül 

HIV Humanes Immundefizienz-Virus 

hMSC Humane mesenchymale Stammzellen 

hnRNA Heteronukleäre Ribonukleinsäure 

IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin 

IGF Insulin-like Growth Factor 

Ihh Indian Hedgehog 

IU Internationale Einheit 
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J Japan 

JNK c-Junc-n-terminale Kinase 

LOT Chargennummer 

Lsg Lösung 

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase 

min Minute(n) 

mRNA Messenger-Ribonukleinsäure 

N-Cadherin Neurales Cadherin 

N-CAM Neurales Zell-Adhäsionsmolekül 

NL Niederlande 

P Passage 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

PBT 0,1 % Tween 20 in PBS-Lösung 

phC Primäre humane Chondrozyten 

PPAR-γ Peroxisome proliferator-activated receptor-γ 

PTHrP Parathyroid-hormone-related Peptide 

qRT-PCR Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Umdrehungen pro Minute 

RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 

s Sekunde(n) 

SE Schweden 

SHC Src homology collagen 

Shh Sonic Hedgehog 

Shh Sonic Hedgehog 

SOX Sry-related High Mobility Group Box 

TAE Tris-Acetat- Ethylendiamintetraacetat 

TGF-ß Transforming Growth Factor Beta 

U Units 

U Einheit 

USA Vereinigte Staaten von Amerika 

αMEM Minimum Essential Medium Alpha 
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