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1 Einleitung 
 
1.1 Knorpelaufbau 
 
Skelettgewebe ist von der Embryonalentwicklung bis zum Tod mechanischen Einflüssen aus-

gesetzt. Besonders stark unterliegen die Gelenke einer mechanischen Belastung durch die 

Bewegung. Die Knochen werden durch eine wenige Millimeter dicke hyaline Knorpelschicht 

abgeschlossen, die maßgeblich die auf das Gelenk wirkenden mechanischen Kräfte absorbiert 

und eine gleitende Gelenkbewegung ermöglicht. Dies geschieht über einen hohen Anteil an 

Molekülen der extrazellulären Matrix (EZM), die etwa 20-40 % des Gesamtgewichts des Knor-

pels ausmachen. Davon bestehen 10-20 % aus Kollagen und 5-10 % aus Proteoglykanen 

(Mow und Huiskes 2005). Die einzig vorhandene Zellart, die Chondrozyten, macht nur 1-5 % 

der Knorpelmasse aus, während Wasser die restlichen 60-80 % ausmacht (Stockwell 1967). 

Kollagene dienen der Zugfestigkeit des Knorpels und bestimmen Härte und Steifigkeit des 

Knorpels. Somit beeinflussen sie seine biomechanischen Eigenschaften. Fibrilläre Kollagene 

setzen sich aus drei ineinander linksgedrehten α-Ketten zusammen, die gemeinsam eine 

rechtsgedrehte Tripelhelix formen. Die Aminosäuresequenz besteht aus der Abfolge Glycin-

X-Y, wobei X meistens Prolin und Y 4-Hydroxyprolin und 5-Hydroxylysin ist (Engel et al. 1977). 

Daher ist es möglich, mithilfe radioaktiver Isotopenmarkierung durch 3H-Prolin die Kollagen-

Neusynthese experimentell zu quantifizieren. 

Das Hauptkollagen in hyalinem Knorpel ist Kollagen Typ II, ein Homotrimer von α1(II)-Ketten, 

die durch das Gen COL2A1 exprimiert werden. Daneben bilden weitere knorpelspezifische 

Kollagene wie Kollagen Typ IX und Kollagen Typ XI gemeinsam mit Kollagen Typ II das fib-

rilläre Netzwerk. 

Kollagen Typ X (Genname COL10A1) hingegen befindet sich in der tiefen, hypertrophen und 

kalzifizierten Zone des artikulären Knorpels am Übergang zum subchondralen Knochen. Es 

handelt sich um ein Homotrimer bestehend aus α1(X) Ketten (Eyre 1991). 

Proteoglykane dienen der Druckstabilität des Knorpels. Proteoglykane sind hoch glykosy-

lierte Proteinmonomere, die aus einem Kernprotein mit einer oder mehreren kovalent gebun-

denen linearen Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten bestehen. Im Knorpel machen sie den 

zweitgrößten Anteil der Makromoleküle der EZM aus. Die GAG-Ketten können aus über hun-

dert sulfatierten Monosacchariden bestehen und bleiben durch ihre negative Ladung aufgrund 

der Ladungsabstoßung voneinander separiert (Sophia Fox et al. 2009). Durch den hohen Sul-

fatierungsgrad ist es möglich, die Neusynthese von Proteoglykanen experimentell mithilfe ra-

dioaktiver Isotopenmarkierung durch 35S-Sulfat (35SO4) zu quantifizieren. Das längste Proteo-

glykan, das gleichzeitig den größten Gewichtsanteil der im Knorpel vertretenen Proteoglykane 

ausmacht, ist Aggrekan (Genname ACAN). Aggrekan enthält mehr als 100 Chondroitinsulfat- 
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und Keratansulfatketten. Aggrekan befindet sich im interfibrillären Raum der EZM und dient 

vor allem dem osmotischen Widerstand bei Kompression des Knorpels. 

Ein weiteres Matrixprotein im Knorpel ist Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP), auch 

als Thrombospondin-5 bekannt. Dabei handelt es sich ein sekretiertes Glykoprotein, das über 

Disulfidbrücken ein Homopentamer bildet. COMP interagiert mit verschiedenen Knorpelmatrix-

proteinen und spielt somit eine wichtige Rolle im Matrixaufbau und der Matrixintegrität (Sophia 

Fox et al. 2009).  

Die spezielle Zusammensetzung der Knorpel-EZM bestimmt maßgeblich seine biomechani-

schen Eigenschaften. Störungen der EZM können die biomechanischen Eigenschaften des 

Knorpels beeinträchtigen. 

 

1.2 Knorpelentstehung 
 
Die Knorpelbildung ist eines der ersten morphogenetischen Ereignisse der Embryonalentwick-

lung. Als Stützgewebe besteht das embryonale Skelett dabei zunächst fast ausschließlich aus 

Knorpel, der über mineralisierten Knorpel als Übergangsform schließlich im Laufe der en-

chondralen Ossifikation durch Knochen ersetzt wird. Nach der Geburt befindet sich Knorpel 

zum einen noch als transienter Knorpel in den Wachstumsfugen nahe dem Ende der Röhren-

knochen, die das Längenwachstum der Knochen bis zum Ende der Pubertät gewährleisten 

und sich danach schließen. Zum anderen befindet sich stabiler hyaliner Knorpel auf den Ge-

lenkoberflächen, wo er einer reibungsarmen Bewegung der Knochen dient.  

Die Knorpelentstehung durchläuft eine Reihe strikt regulierter Prozesse, die von der Konden-

sation mesenchymaler Chondroprogenitorzellen über die Differenzierung zu Chondrozyten zur 

Musterbildung chondrogenen Gewebes und skelettaler Strukturen verläuft (DeLise et al. 

2000). Eine vereinfachte, schematische Übersicht der enchondralen Ossifikation ist in Abbil-

dung 1 dargestellt. 

 
Abbildung 1. Knorpel- und Knochenbildung. Schematische Übersicht über die Schritte der enchond-
ralen Ossifikation (modifiziert nach Rim et al. 2020). 
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Knorpel wird schrittweise durch die Differenzierung mesenchymaler Vorläuferzellen gebildet. 

Dabei kondensieren und proliferieren die Zellen zunächst (Fell 1925; Fell und Canti 1935; 

Searls et al. 1972; Thorogood und Hinchliffe 1975). Die Prächondrozyten im inneren Bereich 

der Zellkondensate beginnen den Mastertranskriptionsfaktor der Chondrogenese, Sex Deter-

mining Region y-box 9 (SOX9) zu exprimieren, was die Produktion der Knorpelmatrixproteine 

Kollagen Typ II und Aggrekan stimuliert (Bi et al. 1999; Lefebvre und Smits 2005). Aus ihnen 

gehen Chondroblasten hervor, die proliferieren und weiter zu Chondrozyten differenzieren, die 

neben dem knorpelspezifischen Kollagen Typ II (Kosher et al. 1986; Kravis und Upholt 1985) 

und Aggrekan (Palmoski und Goetinck 1972) auch weitere EZM-Moleküle produzieren (Hale 

et al. 1988; Stirpe und Goetinck 1989; Swiderski und Solursh 1992). Eingebettet in ihre EZM 

bekommen die Chondrozyten eine charakteristische runde Morphologie. Im artikulären Knor-

pel wird diese frühere chondrale Entwicklungsstufe beibehalten und eine Weiterbildung in 

Richtung Knochen unterbleibt. 

Der transiente Knorpel in den Wachstumsfugen hingegen schlägt anschließend eine enchond-

rale Entwicklung weiter zu hypertrophen Chondrozyten ein. Dabei reduzieren die Zellen die 

Expression von Kollagen Typ II und exprimieren Kollagen Typ X. Auch das Enzym Alkalische 

Phosphatase (ALP, Genname ALPL) wird angeschaltet, welches im Lauf der enchondralen 

Ossifikation anorganisches Pyrophosphat (PPi) zu Phosphat (Pi) hydrolysiert (Millan 2013; 

Rim et al. 2020). Kollagen Typ X bindet Kalzium, welches mit dem entstandenen Pi zu Hydro-

xyapatit reagiert und so das Gewebe mineralisiert. Die terminale Differenzierung von Chond-

rozyten erfolgt über die Transkriptionsfaktoren Runt Related Transcription Factor 2 und 3 

(RUNX2/3) und Myocyte Enhancer Factor 2C (MEF2C) (Arnold et al. 2007; Komori et al. 1997). 

Terminal differenzierte Chondrozyten sekretieren das Enzym Matrix Metalloproteinase 13 

(MMP13), wodurch die gebildete EZM remodelliert wird (Cawston und Wilson 2006). Nicht 

eindeutig entschlüsselt ist, ob hypertrophe Chondrozyten die Apoptose einleiten und durch 

migrierende Osteoblasten ersetzt werden (Vortkamp et al. 1996) oder ob sie eine Transdiffe-

renzierung zu Osteoblasten durchlaufen (Cancedda et al. 2000; Galotto et al. 1994). 

 

1.3 Funktion von artikulärem Knorpel 
 
Artikulärer Knorpel ist aufgrund der Gelenkbewegung einer Bandbreite an statischen und dy-

namischen mechanischen Belastungen mit Amplituden bis zu 10-20 MPa bei Aktivitäten wie 

dem Treppensteigen ausgesetzt. Der womöglich relevanteste physikalische Reiz im Knorpel 

ist Kompression. Sie resultiert aus dem Kontakt der Gelenkoberflächen bei der Bewegung. 

Verschiedene Studien konnten eine physiologische Spanne von ≤15-45 % Kompression be-

stimmen (Armstrong et al. 1979; Grodzinsky et al. 2000; Herberhold et al. 1999; Notzli und 

Clark 1997). Die Kompression von Knorpel ruft auch weitere physikalische Reize hervor. Hyd-

rostatischer Druck entsteht durch Kompression, wenn Flüssigkeit nicht entweichen kann. 

Durch eine hohe negative Ladungsdichte aufgrund der zahlreichen im Knorpel vorhandenen 
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sulfatierten Glykosaminoglykane werden freie Natriumionen im Knorpel gebunden und Wasser 

angezogen, so dass der Knorpel quillt. Durch Kompression findet eine Verdrängung des Was-

sers und der darin enthaltenen Natriumionen aus dem Knorpelgewebe statt, wodurch osmoti-

scher Stress entsteht. Des Weiteren ist Knorpel Scherkräften ausgesetzt, die durch einen 

Strom der Synovialflüssigkeit um den Knorpel entstehen (Grodzinsky et al. 2000). 

Physiologische mechanische Belastung von gesundem nativem Knorpel ist ein maßgeblicher 

Teil der Knorpelhomöostase. In verschiedenen Probandenstudien konnte gezeigt werden, 

dass physiologische mechanische Belastung essenziell für den Erhalt des artikulären Knorpels 

ist. Immobilisierungsstudien z.B. bei Hunden resultierten in einen Verlust von Proteoglykanen 

und einer dünneren Knorpelschicht (Palmoski und Brandt 1981; Palmoski et al. 1980). Bei 

gesunden Probanden zeigte sich ein schützender Effekt körperlicher Aktivität auf das Knorpel-

volumen (Foley et al. 2007; Racunica et al. 2007) und hatte eine gesteigerte Synthese von 

Proteoglykanen zur Folge (Kiviranta et al. 1987; Parkkinen et al. 1993). Außerdem übte regel-

mäßige physiologische Bewegung einen regenerativen Effekt auf bereits geschädigten Knor-

pel von Probanden aus (Fransen et al. 2015; Roos und Dahlberg 2005). Somit ist physiologi-

sche mechanische Belastung ein wichtiger Faktor in der Knorpelhomöostase.  

 

Die Funktion des artikulären Knorpels besteht darin, eine gleitende Gelenkbewegung zu er-

möglichen und mechanische Kräfte zu absorbieren, ihnen standzuhalten und auf sie zu rea-

gieren (Sanchez-Adams et al. 2014). Die Fähigkeit, mechanischen Kräften standzuhalten, wird 

allgemein als Mechanokompetenz bzw. mechanische Kompetenz des Knorpels bezeichnet 

(Eckstein et al. 2006; Gugjoo et al. 2016). Im weiteren Sinne umfasst die Mechanokompetenz 

des Knorpels mehr als seine rein physikalische Widerstandskraft gegenüber mechanischer 

Belastung und kann in drei wesentliche Aspekte aufgeteilt werden (Abbildung 2). Im Zuge der 

Mechanokopplung erfolgt eine Transmission der physikalischen Kräfte von der EZM zur 

Chondrozytenoberfläche, die vorwiegend von den physikalischen Eigenschaften der EZM ab-

hängt. Im Zuge der Mechanotransduktion werden die physikalischen Kräfte durch Mechano-

rezeptoren auf der Chondrozytenoberfläche wie Integrinen oder Ionenkanälen wahrgenom-

men und von den Zellen in intrazelluläre Antworten übersetzt. Falls erforderlich lösen die 

Chondrozyten eine Mechanoadaptierung des Gewebes aus, die vorwiegend durch eine Re-

modellierung der Knorpel-EZM erfolgt. Auf diese Weise passt sich der Knorpel der neuen me-

chanischen Umgebung an (Gilbert und Blain 2018). Die Mechanokompetenz hängt also nicht 

nur vom ersten, rein physikalischen Aspekt ab, sondern auch von der Mechanotransduktion 

und der Mechanoadaptierung. Eine erweiterte Betrachtung der Mechanokompetenz inklusive 

Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung ist von großer Bedeutung, da degenerative 

Knorpelpathologien wie Arthrose mit Defiziten der zellulären und molekularen Reaktion auf 

Belastung einhergehen (Krishnan und Grodzinsky 2018). Wir haben bereits anhand von in 

vitro generiertem Knorpelersatzgewebe aus Chondrozyten wichtige Parameter der Mechano-
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transduktion und Mechanoadaptierung auf zellulärer und molekularer Ebene entschlüsselt 

(Hecht et al. 2019; Praxenthaler et al. 2018; Scholtes et al. 2018). Ein noch besseres Ver-

ständnis der zugrundeliegenden Mechanismen ist jedoch weiterhin nötig, um geeignete The-

rapieoptionen zu entwickeln. 

Daher soll die Mechanokompetenz in dieser Arbeit nicht nur als Widerstandskraft gegenüber 

mechanischen Belastungen im Zuge der Mechanokopplung, sondern auch inklusive der As-

pekte Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung betrachtet werden. Um die Mechano-

transduktion und Mechanoadaptierung systematisch analysieren zu können, ist es von ent-

scheidender Bedeutung, dass die Mechanokopplung möglichst standardisiert wird. Im Folgen-

den wird näher auf die drei Aspekte der Mechanokompetenz eingegangen. 

 

 
Abbildung 2. Mechanokompetenz von Gelenkknorpel. Schematische Darstellung der Wirkung me-
chanischer Belastung auf Knorpelgewebe. Dargestellt sind die drei Schritte der Mechanokompetenz: 
Mechanokopplung, Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung (modifiziert nach Gilbert und Blain 
2018). 
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1.3.1 Mechanokopplung 
 
Bei mechanischer Belastung des Knorpels werden die mechanischen Reize über die Knorpel-

matrix zur Chondrozytenoberfläche weitergeleitet. Die Knorpelmatrix muss also nicht nur me-

chanischen Kräften standhalten, sondern auch eine adäquate Weiterleitung der Kräfte zu den 

Chondrozyten ermöglichen. Kompression, die auf die Knorpeloberfläche appliziert wird, führt 

zunächst zu einer Deformation der Knorpel-EZM, insbesondere auch der perizellulären Matrix 

in der unmittelbaren Chondrozytenumgebung. Es konnte gezeigt werden, dass Kompression 

auch zu einer Deformation der Chondrozyten selbst führt, was in einer Verformung der Zelle 

und des Nukleus resultiert. Dafür sind die Biomaterialeigenschaften der Knorpelmatrix, inklu-

sive ihre Zusammensetzung und Integrität, von entscheidender Bedeutung (Grodzinsky et al. 

2000). Der hohe Gehalt an Kollagenen dient dabei der Zugfestigkeit, während Proteoglykane 

die Druckstabilität gewährleisten. Somit sind die EZM-Zusammensetzung und der -gehalt, so-

wie die damit verbundene Härte und Steifigkeit des Knorpels wichtige Parameter für die Wei-

terleitung physikalischer Kräfte. Die Mechanokompetenz des Knorpels hinsichtlich der Mecha-

nokopplung wird vorwiegend anhand der biomechanischen Eigenschaften des Knorpels be-

stimmt (Albarran-Juarez et al. 2018; Falcon et al. 2021; Kleemann et al. 2007; Shen et al. 

2021; Stok et al. 2010). Dabei wird u.a. der Youngsche Modul, auch Elastizitätsmodul genannt, 

ermittelt, der den proportionalen Zusammenhang zwischen mechanischer Spannung und Deh-

nung bei der Verformung eines Festkörpers bei linear-elastischem Verhalten beschreibt. Er 

gibt somit Auskunft über die Steifigkeit des Knorpels. Eine alternative Messmethode zur Ana-

lyse der Knorpelhärte stellt die Very Low Rubber Hardness (VLRH) nach DIN ISO 48-3 (ersetzt 

DIN ISO 27588) dar. Diese Methode wurde ursprünglich zur Analyse weicher Materialien wie 

Silikon entwickelt. Dabei wird ein Kugelstempel mit einer Kontaktkraft von 8,3 mN für 5 s und 

einer nachfolgenden Testkraft von 100 mN für 30 s auf die Probe appliziert. Die Härte der 

Probe errechnet sich als VLRH-Einheiten aus der Eindringtiefe, die der Kugelstempel nach 

Ende der Testkraft erreicht. Bei einer anschließenden Entlastungsphase für 30 s werden zu-

dem die Rückverformungseigenschaften der Probe aufgezeichnet (Strobel und Herrmann 

2006). 

Reduzierte man die Kollagenintegrität und den -gehalt von bovinen Knorpelexplantaten mit 

Kollagenase, so ging dies unter physiologischer dynamischer Kompression mit einer Reduk-

tion des Youngschen Moduls einher und führte zu unzureichenden Biomaterialeigenschaften 

und somit zu einer unzureichenden Mechanokompetenz auf Gewebeebene (Park et al. 2008). 

Durch minderwertige biomechanische Eigenschaften kann der Knorpel mechanischer Belas-

tung nicht ausreichend standhalten und kann einen Verlust von Knorpelmatrixmolekülen durch 

die Belastung nicht ausgleichen, was langfristig zu einem Verlust der Knorpelintegrität und der 

Gelenkfunktion führen kann. Dies geht mit erheblichen Einschränkungen der Beweglichkeit 

und häufig mit Schmerzen einher und fördert degenerative Erkrankungen (Hunter und Bierma-

Zeinstra 2019). Ist die Mechanokopplung im Knorpel gewährleistet, werden mechanische 
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Reize zu den Chondrozyten weitergeleitet, woraufhin die Mechanotransduktion stattfinden 

kann. 

 

1.3.2 Mechanotransduktion 
 

1.3.2.1 Integrine 
 

Im Zuge der Mechanotransduktion werden mechanische Reize zunächst über mechanosensi-

tive Rezeptoren von den Zellen wahrgenommen (Gilbert und Blain 2018). Eine wichtige 

Gruppe mechanosensitiver Rezeptoren sind Integrine. Ihre Rolle als Mechanorezeptoren 

wurde bereits 1991 in einem Meinungsartikel von Donald Ingber vorgeschlagen (Ingber 1991) 

und von Wang et al. an Endothelzellen unter der Verwendung von Scherkräften belegt (Wang 

et al. 1993). Anhand von zyklischer Dehnung von humanen Chondrozyten (Wright et al. 1997) 

und dynamischer Kompression von bovinen Knorpelexplantaten (Lucchinetti et al. 2004) 

wurde die Mechanosensitivität der Integrine auch im Knorpelkontext bestätigt. Sie sind hete-

rodimere Transmembranproteine, die die EZM mit dem Zytoskelett der Zellen verbinden. Die 

24 bekannten Heterodimere bestehen aus Kombinationen von 18 Typ α und acht Typ β Un-

tereinheiten und können in fibronektinbindende (α3β1, α4β1, α5β1, αvβ1, αvβ3, αvβ5) und 

kollagenbindende (α1β1, α2β1, α10β1, α11β1) Heterodimere unterteilt werden (Loeser 2014). 

Aufgrund ihrer Funktion wird das Integrinexpressionsprofil der Zellumgebung angepasst (In-

side-Out Signaling) (Legate et al. 2009) und durch Wachstumsfaktoren und weitere externe 

Stimuli wie mechanische Reize moduliert. Die integrinvermittelte Signaltransduktion wird 

hauptsächlich durch die Focal Adhesion Kinase (FAK) übermittelt, die Mitogen-Activated Pro-

tein Kinase (MAPK)-Signalwege wie Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK)1/2 und p38 

aktiviert (Loeser 2014; Wright et al. 1997).  

 

1.3.2.2 MAPK-Signalwege 
 

Nachdem mechanische Reize von den Zellen über ihre mechanosensitiven Rezeptoren wahr-

genommen wurden, erfolgt die Transduktion der physikalischen Reize in chemische Signale 

durch die intrazelluläre Aktivierung von Signalkaskaden. Die MAPK-Signalwege gehören zu 

den prominentesten Mechanotransduktionswegen (Iqbal und Zaidi 2005; Jalali et al. 1998; 

MacKenna et al. 1998; Schmidt et al. 1998; Takahashi und Berk 1996; Yamazaki et al. 1995). 

Externe Signale werden dabei über eine Phosphorylierungskaskade durch mehrere MAPK 

transduziert, bis sie schließlich ERK1/2, p38 oder c-Jun N-Terminal Kinase (JNK) phosphory-

lieren.  

Die Mechanosensitivität von ERK1/2 im Knorpel wurde erstmals von Fanning et al. in bovinen 

Knorpelexplantaten nach statischer Kompression beschrieben (Fanning et al. 2001). Weitere 
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Studien konnten zeigen, dass statische (Fanning et al. 2003) oder dynamische (Fitzgerald et 

al. 2008) Kompression die Phosphorylierung von ERK1/2, p38 und der JNK Kinase 1 (SEK1) 

kompressionsgrößen-abhängig stimulierte. In Studien von Vincent et al. wurde die durch zyk-

lische Kompression (2 min) induzierte Phosphorylierung von ERK1/2 in porcinen Chondrozy-

ten und Knorpelexplantaten mit Fibroblast Growth Factor (FGF)-2 in Verbindung gebracht, 

welches an Perlecan in der perizellulären Matrix gebunden vorliegt und durch die Belastung 

freigesetzt werden soll (Vincent et al. 2004; Vincent et al. 2007). Da der ERK1/2-Signalweg 

mit der Regulation verschiedener zellulärer Prozesse einschließlich Proliferation, Dedifferen-

zierung (Yoon et al. 2002), Apoptose (Shakibaei et al. 2001) und der Biosynthese von Mat-

rixmolekülen (Hung et al. 2000; Watanabe et al. 2001) assoziiert ist, wird er als einer der rele-

vantesten Mechanotransduktionswege angesehen. Eine Phosphorylierung von ERK1/2 nach 

mechanischer Belastung kann somit als Indikator dafür dienen, dass eine Mechanotransduk-

tion erfolgte. 

 

1.3.2.3 Mechanosensitive Gene 
 

Als nächster wichtiger Schritt im Laufe der Mechanotransduktion erfolgt eine Regulation der 

Expression mechanosensitiver Gene. Als ein Immediate early gene, dessen Expression be-

reits unmittelbar nach erfolgter Belastung stimuliert ist, wurde das ERK1/2-assoziierte v-fos 

FBJ Murine OsteoSarcoma Viral Oncogene Homolog (c-Fos, human: FOS) anhand von Rat-

tenherzmuskelzellen unter Zugbelastung beschrieben (Komuro et al. 1990; Komuro et al. 

1991). Im Knorpel wurde die Mechanosensitivität von c-Fos nach dynamischer Scher- und 

Kompressionsbelastung von bovinen Knorpelexplantaten in Studien von Fitzgerald et al. be-

stätigt (Fitzgerald et al. 2008; Fitzgerald et al. 2004; Fitzgerald et al. 2006).  

Fitzgerald et al. zeigten ebenfalls eine erhöhte Expression des bekannten mechanosensitiven 

Gens Cyclooxygenase 2 (Cox2), auch bekannt als Prostaglandinsynthase 2 (Ptgs2, Pghs2) 

(Fitzgerald et al. 2008; Fitzgerald et al. 2004; Fitzgerald et al. 2006). Auch in einer Kompres-

sionsstudie mit murinen Knorpelexplantaten wurde eine belastungsinduzierte Stimulation der 

Cox2-Expression beobachtet (Gosset et al. 2006). Bereits 1997 wurde in murinen Osteoblas-

ten unter zyklischer Flüssigkeitsscherbelastung eine Stimulation der Cox2-Expression beo-

bachtet (Klein-Nulend et al. 1997), die in einer Folgestudie mit humanen Osteoblasten bestä-

tigt werden konnte (Joldersma et al. 2000). 

Die Expression von Mitgliedern der Nuclear Receptor 4A (NR4A)-Rezeptorfamilie kann durch 

vielfältige Reize und Stimulanzien induziert werden, u.a. durch mechanische Belastung 

(Pearen und Muscat 2010). So wurde eine Stimulation der Expression von NR4A2, auch be-

kannt als NURR1, in leukämischen Zelllinien unter Flüssigkeitsscherbelastung festgestellt 

(Bandoh et al. 1997). Auch in skelettalen Muskelbiopsien von jungen, männlichen Probanden 

nach 75 min exzessiver körperlicher Aktivität wurde eine erhöhte Genexpression von NR4A2 
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beobachtet (Mahoney et al. 2005). Für nativen Knorpel gibt es bis dato keine Berichte, dass 

NR4A2 durch Belastung induziert ist, jedoch wurde die Mechanosensitivität von NR4A2 von 

unserer Arbeitsgruppe anhand einer in vitro Studie mit humanem Knorpelersatzgewebe beo-

bachtet. Auch die Mechanosensitiviät des mit dem WNT-Signalweg assoziierten Gens Axin1 

Up-Regulated 1 (AXUD1) und des ERK-assoziierten Gens Dual Specificity Phosphatase 5 

(DUSP5) wurde bislang nur für unser Knorpelersatzgewebe beschrieben (Scholtes et al. 

2018). 

Für die mechanosensitive Expression von Liganden des Bone Morphogenetic Protein (BMP)-

Signalwegs, wie BMP2 oder BMP6, sind kontroverse Berichte in der Literatur zu finden. Bereits 

1999 wurde in Knochenfragmenten von Ratten in einem in vivo Experiment, in dem die Ratten 

einer graduellen Distraktion ab Tag 7 für 21 Tage (0,25 mm/12 h) nach Femur-Osteotomie 

ausgesetzt waren, beobachtet, dass die Expression von Bmp2, nicht aber Bmp6, durch den 

mechanischen Stress induziert war (Sato et al. 1999). Eine erhöhte Expression von BMP2 und 

BMP6 wurde anhand von zyklischer Dehnung (12 %, 0,07 Hz, 24 h) von humanen Desmo-

dontzellen (Wescott et al. 2007) beobachtet und für BMP2 mit einem anderen zyklischen Deh-

nungsprotokoll (3-10 %, 0,02 Hz, 6 h) bestätigt, was als Folge einer belastungsinduzierten 

Aktivierung des COX2-Signalwegs interpretiert wurde (Suzuki et al. 2014). In der murinen Os-

teoblastenlinie MC3T3-E1 unter zyklischer Dehnung (1 %, 1 Hz, 1 h mit Wiederholung nach 

1 h Pause) wurde eine mechanostimulierte Expression von Bmp2 und Bmp6 berichtet 

(Siddhivarn et al. 2007). Eine in vivo Studie mit einem Knochenheilungsmodell bei Ratten be-

richtete keine Regulation von Bmp2, aber eine Reduktion der Bmp6-Expression nach Anwen-

dung einer zyklischen Dehnungsbelastung (+35°/-25°, 1 Hz, 15 min/Tag, 5 Tage/Woche) ab 

Tag 10 nach erfolgter Operation für 1-4 Wochen (Palomares et al. 2009). Eine kompressions-

induzierte Expression von BMP2 und BMP6 wurde erstmals für humane Chondrozyten von 

unserer Arbeitsgruppe in Knorpelersatzgewebe gezeigt (Scholtes et al. 2018).  

Eine mechanosensitive Expression des wichtigen chondrogenen Transkriptionsfaktors Sox9 

konnte nach zyklischer Dehnung in vitro (12 %, 0,07 Hz, 24 h) von humanen Desmodontzellen 

(Wescott et al. 2007) und von zyklischer Dehnung (6 %, 0,25 Hz, 90 min pro Tag, 3 Tage) von 

Rattenchondrozyten (Perera et al. 2010), sowie in Vorläuferzellen aus Hühnerextremitätsknos-

pen unter hydrostatischem Druck (600 Pa, 0,05 Hz, 30 min) (Juhasz et al. 2014) beobachtet 

werden. In dynamischen Scher- und Kompressionsstudien mit bovinen Knorpelexplantaten 

wurde jedoch keine belastungsinduzierte Sox9-Expression berichtet (Fitzgerald et al. 2008; 

Fitzgerald et al. 2006), was andeutet, dass die Expression von Sox9 anscheinend nur unter 

bestimmten Bedingungen durch mechanische Belastung induziert wird.  

Um eine Mechanotransduktion zu charakterisieren, kann somit die belastungsinduzierte Sti-

mulation mechanosensitiver Gene herangezogen werden. 
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1.3.2.4 Micro-RNAs 
 

Auch epigenetische Regulationsmechanismen können durch mechanische Belastung stimu-

liert werden. Dazu gehört u.a. die Regulation der Expression von microRibonukleinsäuren 

(microRNAs, miRs). Dabei handelt es sich um nicht-codierende einzelsträngige RNA Mole-

küle. Sie haben eine Länge von ca. 19-25 Nukleotiden und binden an spezifische Sequenzen 

in der Ziel-RNA, wodurch sie die Expression des Zielgens posttranskriptional inhibieren kön-

nen. Dies geschieht entweder durch Abbau der Ziel-DNA oder durch Inhibition der Translation 

(Bartel 2004). Im Knorpel wurde eine erhöhte Expression von miR-365 nach mechanischer 

Belastung von Hühnerchondrozyten gezeigt (Guan et al. 2011). Eine erhöhte Expression von 

miR-221/-222 in gewichtstragenden Bereichen boviner Kondylen deutete eine mögliche Re-

gulation durch Belastung an, jedoch konnte keine direkte belastungsinduzierte Regulation von 

miR-221/-222 bestätigt werden (Dunn et al. 2009). Eine robuste Mechanoinduzierbarkeit von 

miR-221 wurde erstmals von unserer Arbeitsgruppe anhand von dynamischer Kompression 

von Knorpelersatzgewebe bewiesen und eine Mechanosensitivität von miR-6872-3p und miR-

6723-5p identifiziert (Hecht et al. 2019). 

Somit können auch epigenetische Regulationsmechanismen, wie eine Induktion mechanosen-

sitiver miRs, die Mechanotransduktion charakterisieren. 

 

1.3.3 Mechanoadaptierung 
 
Nach Transduktion mechanischer Reize ins Zellinnere integrieren die Chondrozyten alle er-

haltenen Signale und leiten, falls erforderlich, unter Anpassung ihres Stoffwechsels Verände-

rungen ein, um den artikulären Knorpel durch Remodellierung an eine neue mechanische Um-

gebung anzupassen. Ziel ist dabei das physiologische Gleichgewicht zwischen Anabolismus 

und Katabolismus auf die Gegebenheiten einzustellen (Gilbert und Blain 2018). Zum Erhalt 

der Knorpelhomöostase und um einen Verlust von EZM-Molekülen durch mechanische Belas-

tung zu kompensieren, synthetisieren Chondrozyten zum Beispiel neue EZM-Moleküle wie 

Proteoglykane und Kollagene (Grodzinsky et al. 2000). So konnte eine Studie an Hundeknor-

pelexplantaten zeigen, dass eine moderate Belastung von intermittierender Kompression 

(550 mN/mm2, 4 s gefolgt von 11 s Pause, 2 h) die GAG-Synthese um 34 % steigern konnte, 

während eine leichte, jedoch statistisch nicht signifikante Steigerung der Kollagensynthese um 

10 % beobachtet wurde (Palmoski und Brandt 1984). Eine Studie von Sah et al. mit bovinen 

Knorpelexplantaten zeigte, dass eine 23-stündige dynamische Kompressionsepisode von 1,1-

4,5 % bei 0,01 Hz die Kollagensynthese um 40 % und die GAG-Synthese um 30 % steigern 

konnte. Eine erhöhte Frequenz von 0,1-1 Hz und geringere Kompression von 0,7 % resultierte 

ebenfalls in einer Stimulation der Kollagen- und GAG-Synthese um 20-40 % (Sah et al. 1989). 

Eine Stimulation der GAG- und Kollagensynthese durch physiologische zyklische Kompres-

sion wurde in weiteren Studien mit mandibulären Knorpelexplantaten von Ratten (Copray et 
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al. 1985) und bovinen Knorpelexplantaten (Kim et al. 1994; Korver et al. 1992; Larsson et al. 

1991; Parkkinen et al. 1992) bestätigt. Die Anpassung der EZM-Synthese ist somit ein we-

sentlicher Teil der Mechanoadaptierung im Knorpel. Sie kann durch verschiedene anabole und 

katabole Signalwege reguliert werden, die im Folgenden näher beschrieben werden. 

 

1.3.3.1 Anabole Signalwege 
 

TGF-β- und BMP-Signalweg 

Zu den anabolen Signalwegen der EZM-Synthese zählen die Signalwege der Transforming 

Growth Factor (TGF)-β-Superfamilie, wobei TGF-β selbst von besonderer Bedeutung in der 

Belastungsantwort ist. Die TGF-β Superfamilie umfasst mehr als 30 Faktoren, einschließlich 

TGF-β1-3, Aktivine, BMPs und Growth/Differentiation Factors (GDFs). TGF-β1-3 werden als 

inaktive Homo- oder Heterodimere vom Latency-Associated Peptide (LAP) und Latent TGF-

beta Binding Protein (LTBP) gebunden. Etwa 200 ng/mL inaktives TGF-β befindet sich gebun-

den an die EZM in der Oberflächenzone des Knorpels (Albro et al. 2013). Die Synovialflüssig-

keit enthält ca. 10-40 % latentes TGF-β (Fava et al. 1989). Durch mechanische Belastung in 

Form von Scherkräften durch die Gelenkbewegung wird inaktives TGF-β aus der Synovialflüs-

sigkeit aktiviert (Albro et al. 2012). Eine Aktivierung von TGF-β erfordert eine Trennung von 

LAP, was durch enzymatischen Abbau von LAP oder durch konformationelle Änderungen der 

Tertiärstruktur von LAP erfolgen kann. Neben Scherkräften stellen auch weitere mechanische 

Kräfte wie Kompression einen wichtigen physiologischen Aktivator des EZM-gebundenen 

TGF-β dar.  

Die Faktoren der TGF-β Superfamilie sind durch eine gemeinsame Dimerstruktur charakteri-

siert. TGF-β hat neun konservierte Cysteinseitenketten, von denen acht miteinander Disulfid-

brücken ausbilden und einen für die TGF-β Superfamilie charakteristischen Cysteinknoten bil-

den. Der neunte Cysteinrest bildet eine Disulfidbrücke mit dem neunten Cysteinrest eines wei-

teren TGF-β-Moleküls aus, wodurch die Dimerstruktur entsteht (Daopin et al. 1992). Die Akti-

vierung des Signalwegs erfolgt über die Bildung von heteromeren Komplexen zwischen zwei 

Typen (Typ I und II) von Serin/Threonin-Proteinkinaserezeptoren. Es gibt sieben Typ I und fünf 

Typ II Rezeptoren (Thielen et al. 2019). Im kanonischen Signalweg bindet TGF-β an den TGF-

β-Rezeptor II (TGFBR)II, der mit dem TGFBRI, auch bekannt als Activin Receptor-Like Kinase 

(ALK)5, einen Heterodimer bildet, wodurch die Proteine SMA and Mothers Against Decapen-

taplegic (SMAD)2 und SMAD3 phosphoryliert werden und SMAD4 binden. Dieser Komplex 

transloziert in den Nukleus, bindet das SMAD Binding Element (SBE) und induziert als Tran-

skriptionsfaktor die Expression chondrogener Marker. Zusätzlich zeigt der TGF-β-Rezeptor 

eine gewisse Promiskuität, da TGF-β auch SMAD1/5/9 aktivieren kann, welches dem kanoni-

schen BMP-Signalweg zugeordnet wird (Thielen et al. 2019; Wu et al. 2016). 
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Die BMP Liganden dagegen binden den BMP-Rezeptor I (ALK3), der mit BMPRII, ALK2 oder 

ALK6 heterodimerisiert, wodurch SMAD1, 5 und 9 phosphoryliert werden. Diese bilden einen 

Komplex mit SMAD4 und binden im Nukleus das SBE BMP Responsive Element (BRE), 

wodurch die Expression von Molekülen der Knorpelmatrix induziert wird (Blaney Davidson et 

al. 2009).  

Der TGF-β- und der BMP-Signalweg sind von großer Bedeutung für die Knorpelmatrixsyn-

these, da sie den Mastertranskriptionsfaktor für die Expression von Kollagen Typ II und Ag-

grekan, SOX9, aktivieren (Dexheimer et al. 2016; Healy et al. 1999; Hellingman et al. 2011; 

Thielen et al. 2019). So könnten der TGF-β- und der BMP-Signalweg die Mechanoadaptierung 

in Chondrozyten positiv beeinflussen. 

 

1.3.3.2 Katabole Signalwege 
 

Wichtige katabole, mechanosensitive Signale, die bei der Analyse der Mechanoadaptierung in 

Betracht gezogen werden sollten, sind der Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of Ac-

tivated B-cells (NFκB)-Signalweg und Stickstoffmonooxid (NO), die in den folgenden Abschnit-

ten näher erläutert werden. 

 

NFκB-Signalweg 

Der NFκB-Signalweg ist von entscheidender Bedeutung für die Belastungsantwort. Er wird 

durch mechanische Reize (Choi et al. 2019; Marcu et al. 2010), aber auch durch pro-inflamm-

atorische Zytokine wie Interleukin (IL)-1β und Tumor Necrosis Factor (TNF)-α aktiviert 

(Knobloch et al. 2008; Lotz 2001). Eine Studie mit bovinen Endothelzellen berichtete die Bil-

dung von NFκB-DNA-Komplexen nach Flüssigkeitsscherbelastung (Lan et al. 1994). Eine nuk-

leare Translokation und DNA-Bindung des NFκB-Transkriptionsfaktors p65 wurde in Studien 

mit humanen Endothelzellen unter zyklischer Dehnung (10 %, 1 Hz, 24 h) (Du et al. 1995) oder 

unter gestörter laminarer Flüssigkeitsscherbelastung (Nagel et al. 1999), sowie mit koronaren 

glatten Muskelzellen unter zyklischer Dehnung (6-25 %, 1 Hz, 24 h) (Hishikawa et al. 1997) 

beobachtet. In Femurexplantaten von Ratten resultierte eine Kompression von 10-30 % in ei-

ner nuklearen Translokation von p65 (Nam et al. 2009) und humane Chondrozyten reagierten 

mit einer gesteigerten Phosphorylierung von p65 unter Scherbelastung (Wang et al. 2010). In 

Kaninchenchondrozyten führte zyklische Dehnung von 6 % bei 0,05 Hz für 15-90 min zu einer 

Inhibition der durch IL-1β induzierten nuklearen Translokation von p65, sowie der p65 Genex-

pression nach zyklischer Dehnung für 30-180 min. Zyklische Dehnung einer höheren Belas-

tungsgröße von 15 % löste diesen antagonistischen Effekt nicht aus und resultierte in einer 

nuklearen Translokation von p65 nach 30-180 min (Agarwal et al. 2004). Die Berichte in der 

Literatur weisen somit darauf hin, dass der NFκB-Signalweg je nach Belastung und Begleit-

umständen aktiviert oder inhibiert wird (Knobloch et al. 2008; Marcu et al. 2010). 
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NFκB-Aktivierung wird auch mit negativen Effekten auf die EZM-Produktion assoziiert (Marcu 

et al. 2010). So wurde gezeigt, dass eine Behandlung von humanen Chondrozyten in Mo-

nolayerkultur mit IL-1β in einer Reduktion des GAG- und Kollagengehalts resultierte (Bassleer 

et al. 1998). Auch eine Stimulation des NFκB-Signalwegs mit TNF-α führte in Rattenchondro-

zyten zu einer reduzierten Col2a1-Expression (Seguin und Bernier 2003). Des Weiteren wurde 

berichtet, dass NFκB den bedeutenden differenzierungsrelevanten Transkriptionsfaktor SOX9 

inhibieren kann, was in einer Reduktion wichtiger chondrogener Marker resultierte (Murakami 

et al. 2000; Sitcheran et al. 2003). Demnach kann eine Aktivierung des NFκB-Signalwegs anti-

chondrogene Wirkungen zur Folge haben, die sich auf die EZM-Synthese auswirken könnten. 

Unter Belastung korrelierte die NFκB-Aktivität ebenfalls mit anti-chondrogenen Effekten. In 

Chondrozyten, die hohen zyklischen Dehnungsbelastungen zwischen 25-50 % ausgesetzt wa-

ren, wurde parallel zu einer nuklearen Translokation von NFκB auch eine stimulierte Expres-

sion pro-inflammatorischer Aktivatoren wie COX2, TNF-α und IL-1β beobachtet. Interessan-

terweise ging die belastungsinduzierte NFκB-Aktivierung mit einer Reduktion der Expression 

von ACAN und COL2A1 einher (Anghelina et al. 2008). In Chondrozyten führte zyklische Deh-

nung von 10-15 % zu einer nuklearen Translokation von p65/p50, was mit einer Inhibition der 

Proteoglykanproduktion einherging. Interessanterweise wurde in der gleichen Studie berichtet, 

dass eine geringere zyklische Dehnung von 3-8 % eine IL-1β-induzierte nukleare Transloka-

tion von p65/p50 inhibieren kann, was von einer erhöhten Produktion von Matrixmolekülen 

begleitet war (Deschner et al. 2003). Somit könnte der NFκB-Signalweg die EZM-Synthese im 

Zuge der Mechanoadaptierung im Knorpel je nach Inflammationsstatus unterschiedlich beein-

flussen. 

Die NFκB-Transkriptionsfaktoren bilden Homo- oder Heterodimere in 15 verschiedenen Kom-

binationen bestehend aus den fünf Proteinen p65/RelA, RelB, c-Rel, p50/NFκB1 bzw. p105 

als inaktive Vorstufe von p50 und p52/NFκB2 bzw. p100 als inaktive Vorstufe von p52 aus. 

Durch ihre gemeinsame N-terminale Domäne mit Rel-Homologie können sie mit inhibitori-

schen Proteinen interagieren, zu aktiven Komplexen dimerisieren und in den Nukleus translo-

zieren. Strukturell besitzen p65, RelB und c-Rel eine Transaktivierungsdomäne, so dass 

Homo- und Heterodimerkombinationen zwischen p50 und p52 nicht als Transkriptionsaktiva-

toren agieren können. In inaktiver Form liegen die Dimere komplexiert mit inhibitorischen Mo-

lekülen (Nuclear Factor of Kappa Light Polypetide Gene Enhancer in B-cells Inhibitor (IκB)α, 

IκBβ, IκBε) im Cytoplasma vor. Durch Stimulation des NFκB-Signalwegs werden die IκB-Mo-

leküle durch IκB-Kinasen (IKKB) phosphoryliert, woraufhin sie ubiquitiniert und im Proteasom 

abgebaut werden. Die NFκB-Dimere translozieren anschließend in den Nukleus, wo sie an die 

Promotorregionen von Zytokinen, MMPs, COX2 und inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) 

binden und somit deren Transkription aktivieren können (Choi et al. 2019; Marcu et al. 2010; 

Mariani et al. 2014; Newton et al. 1997). Ein gängiger NFκB-Inhibitor ist Bay11-7082. Er inhi-

biert die Phosphorylierung von IκBα und somit die Dissoziation des inhibitorischen Komplexes, 
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so dass eine nukleare Translokation von NFκB verhindert wird (Lee et al. 2012). Bay11-7082 

kann also dazu dienen, die Rolle des NFκB-Signalwegs in der mechanischen Belastungsant-

wort zu entschlüsseln.  

Demzufolge stellt der NFκB-Signalweg einen wichtigen mechanosensitiven Signalweg dar, der 

die Produktion von Knorpelmatrixmolekülen inhibieren kann, und somit die Mechanoadaptie-

rung im Knorpel beeinflussen könnte. 

 

NO-Signal 

Ein weiteres wichtiges kataboles mechanosensitives aktives Molekül im Knorpel ist Stickstoff-

monoxid (NO). NO kann durch mechanische Reize induziert werden (Guilak et al. 2004). Be-

reits 1997 konnte eine Studie von Das et al. an bovinen Chondrozyten unter Flüssigkeitsscher-

belastung zeigen, dass eine steigende Belastungsdauer und -größe in einer steigenden NO-

Freisetzung resultierte (Das et al. 1997). Kaninchenchondrozyten unter steigender zyklischer 

Dehnungsbelastung (12-18 %, 0,05 Hz) reagierten ebenfalls mit einer steigenden NO-Freiset-

zung, während eine geringe Belastung von 4-8 % keinen Effekt auf die NO-Freisetzung hatte. 

Passend dazu wurde eine Induktion der Genexpression des NO-produzierenden Enzyms (i-

Nos) bei Dehnungsbelastungen von 10-18 % beobachtet (Agarwal et al. 2004). Auch in Kom-

pressionsstudien mit porcinen (Fermor et al. 2005; Fermor et al. 2001) und murinen (Gosset 

et al. 2006) Knorpelexplantaten konnte eine Stimulation der NO-Produktion beobachtet wer-

den. In humanen Chondrozyten wurde eine NO-Stimulation durch Scherbelastung beobachtet 

(Lee et al. 2003). Demzufolge kann die NO-Produktion durch mechanische Belastung aktiviert 

werden. 

Eine NO-Aktivierung ist überwiegend auch mit inhibierenden Effekten auf die EZM-Synthese 

assoziiert. Mittels Knorpelexplantaten von Kaninchen wurde gezeigt, dass NO eine Reduktion 

der Proteoglykansynthese vermitteln kann (Taskiran et al. 1994). Humane Chondrozyten aus 

Arthroseknorpel, die kontinuierlichem hydrostatischem Druck von 24 MPa für 3 h ausgesetzt 

wurden, reagierten mit einer Steigerung der NO-Produktion und einem simultanen Verlust von 

Proteoglykanen, während zyklischer hydrostatischer Druck geringer Belastungsgröße (1-

5 MPa, 0,25 Hz, 3 h) die NO-Produktion nicht signifikant beeinflusste, jedoch in einer Steige-

rung des GAG-Gehalts resultierte (Fioravanti et al. 2010). Eine Studie mit bovinen Chondro-

zyten unter Flüssigkeitsscherbelastung zeigte jedoch eine simultane Stimulation der NO-Pro-

duktion und der GAG-Synthese (Das et al. 1997). Somit ist nicht eindeutig geklärt, wie eine 

belastungsinduzierte NO-Produktion die GAG-Synthese in Chondrozyten beeinflusst. Den-

noch sollte NO als wichtiges mechanosensitives Molekül in Belastungsstudien analysiert wer-

den. 

Unter Belastung werden NO und Citrullin aus L-Arginin über das Zwischenprodukt Anhydro-

xyarginin produziert. Diese Reaktion wird von einer von drei Isoformen der Nitric Oxide Syn-

thase (NOS) katalysiert. In der Knorpeldegeneration ist die Expression von iNOS erhöht und 
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die damit verbundene erhöhte Produktion von NO kann zu einer Stimulation pro-inflammatori-

scher Zytokine und kataboler Prozesse durch Aktivierung von MMPs und des NFκB-Signal-

wegs führen (Abramson 2008; Guilak et al. 2004). Somit ist NO ein bedeutendes mechano-

sensitives Molekül und könnte die EZM-Synthese in Chondrozyten beeinträchtigen, was ne-

gative Folgen für die Mechanoadaptierung haben könnte. 

 

1.3.3.3 Signalwege mit anaboler und kataboler Wirkung 
 

COX2/Prostaglandin E2 (PGE2)-Signale 

Mechanosensitive Signalmoleküle, denen sowohl anabole als auch katabole Effekte zugespro-

chen werden, sind COX2 und PGE2. Eine Studie mit porcinen Knorpelexplantaten konnte eine 

PGE2-Freisetzung bei Kompressionsstärken zwischen 0,025 und 0,05 MPa nach 24-stündiger 

dynamischer Kompression mit einer Frequenz bei 0,5 Hz nachweisen (Fermor et al. 2005). 

Eine Mechanosensitivität von COX2 und PGE2 im Knorpel wurde auch mit murinen Knorpel-

explantaten nach dynamischer Kompression (1 MPa, 0,5 Hz) für 2-18 h beobachtet (Gosset 

et al. 2006).  

In der Literatur sind mehrere Studien zu finden, die den PGE2-Signalweg mit einer Hemmung 

der GAG-Synthese assoziieren. So zeigte eine Studie von Attur et al. mit humanen Arthrose-

knorpelexplantaten, dass eine Behandlung mit 1 µM exogenem PGE2 für 6 Tage eine signifi-

kante Reduktion der GAG-Synthese verursachte (Attur et al. 2008). In Co-Kulturen von huma-

nem Arthroseknorpel mit Synovialmembranen führte eine Inhibition von COX2 zu einer redu-

zierten GAG-Freisetzung (Hardy et al. 2002). Andere Studien berichteten einen anabolen Ef-

fekt von PGE2. So beobachteten DiBattista et al., dass PGE2 bei humanen AC in Monolayer-

kultur die Kollagensynthese stimulieren kann (Di Battista et al. 1996). Eine Studie mit einer 

Rattenchondrozytenlinie beobachtete eine Steigerung der GAG-Synthese mit steigender exo-

gener PGE2-Konzentration (1-10 µM) (Lowe et al. 1996). Eine Steigerung der GAG-Ablage-

rung und der Col2a1-Genexpression nach Behandlung mit 1-10 µM PGE2 wurde in einer Stu-

die mit Rattenchondrozyten in Monolayerkultur gezeigt (Miyamoto et al. 2003). Eine Studie, 

die die Auswirkungen mechanischer Belastung anhand von Flüssigkeitsscherbelastung auf 

den Metabolismus boviner und humaner Chondrozyten untersuchte, zeigte eine belastungs-

induzierte PGE2-Freisetzung und eine simultane Stimulation der GAG-Synthese (Smith et al. 

1995). Demnach kann COX2/PGE2 je nach Versuchsaufbau die EZM-Synthese in Chondro-

zyten stimulieren oder reduzieren und könnte so die Mechanoadaptierung in Chondrozyten 

beeinflussen. 

PGE2 ist ein wichtiges Schlüsselmolekül in der Entzündungs- und Schmerzvermittlung. Es wird 

konstitutiv durch die Aktivität von COX1 produziert. Durch mechanische Reize oder pro-in-

flammatorische Zytokine wird die Expression von COX2 induziert, was zu einer erhöhten PGE2 

Produktion führt (Guilak et al. 2004; Park et al. 2006). PGE2 wird über zwei Schritte produziert. 
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Zunächst wird Arachidonsäure mithilfe des Enzyms COX2 zu Prostaglandin H2 (PGH2) kata-

lysiert, welches mittels PGE-Synthasen (PGES) zu PGE2 umgesetzt wird. PGE2 bindet an-

schließend einen von vier G-Protein-gekoppelten Prostaglandin E-Rezeptoren (EP1-4), 

wodurch abhängig vom gebundenen Rezeptor unterschiedliche nachgeordnete Signalkaska-

den aktiviert werden. So wird durch Bindung von PGE2 an EP2 vorwiegend der cycloAMP 

(cAMP)/Proteinkinase A (PKA)-Signalweg aktiviert, während eine Bindung an EP4 neben dem 

cAMP/PKA-Signalweg auch den Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Proteinkinase B (AKT)-Sig-

nalweg stimulieren kann und eine Bindung von PGE2 an EP1 in einer Stimulation des Kalzi-

umsignalwegs resultiert. Nicht-kanonisch kann PGE2 über EP2 und EP4 auch MAPK-Signal-

wege induzieren (Haversath et al. 2012).  

Somit ist der PGE2-Signalweg ein bedeutender mechanosensitiver Signalweg in Chondrozy-

ten, der die EZM-Synthese positiv oder negativ beeinflussen könnte und so einen Beitrag zur 

Mechanoadaptierung leisten könnte.  

 

Parathyroid Hormone-related Protein (PTHrP)/cAMP/PKA-Signalweg 

Ein weiterer mechanosensitiver Signalweg, dem sowohl anabole als auch katabole Effekte 

zugesprochen werden, ist der PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg. Verschiedene Studien haben ge-

zeigt, dass die Expression von PTHrP (Genname PTHLH) durch mechanische Belastung in-

duziert werden kann. So wurde eine Stimulation der Pthlh-Expression durch zyklische Deh-

nung von Chondrozyten in Monolayerkultur der Spezies Ratte von Tanaka et al. (7-12 %, 

0,5 Hz, 12 h) beobachtet (Tanaka et al. 2005) und von weiteren Studien bestätigt (Xu et al. 

2013). Auch mit bovinen Chondrozyten konnte eine Induktion der Pthlh-Expression durch zyk-

lische Dehnung gezeigt werden (16 %, 0,5 Hz, 12-48 h) (Wang et al. 2011). Nach statischem 

Druck von 100 kPa für 1-4 h wurde ebenfalls eine Induktion von Pthlh in mandibulären Chond-

rozyten von Kaninchen berichtet (Huang et al. 2015). Jedoch zeigten Rattenchondrozyten un-

ter zyklischer Dehnung (10 %, 1 Hz, 24 h) keine Induktion von Pthlh (Chu et al. 2017), während 

humane Chondrozyten bei sechsstündiger zyklischer Dehnung (0,5 Hz) bei 2000 µstrain mit 

einer Stimulation und bei 4000 µstrain mit einer Reduktion von PTHLH reagierten (Sun et al. 

2017). In in vivo Studien wurde eine Induktion von Pthlh in mandibulärem Knorpel nach er-

zwungener Mundöffnung bei Mäusen (Sobue et al. 2011) oder seitlicher Verschiebung des 

Unterkiefers bei Ratten (Ng et al. 2006; Yang et al. 2020) beobachtet. Des Weiteren ist eine 

Mechanoinduzierbarkeit des nachgeschalteten cAMP/PKA-Signalwegs bekannt (Iqbal und 

Zaidi 2005; Juhasz et al. 2014; Wadhwa et al. 2002). Ob PTHrP auch durch zyklische Kom-

pression von humanem Knorpelgewebe induziert wird, ist bislang unklar. 

PTHrP kann stimulierende oder inhibierende Wirkungen auf die Differenzierung von Chondro-

zyten und die EZM-Synthese haben. Aus der Embryonalentwicklung der Maus ist bekannt, 

dass PTHrP als parakriner Faktor die Proliferation von Chondrozyten antreibt und ihre Diffe-

renzierung verzögert (Minina et al. 2001). Eine Behandlung von ATDC5-Zellen mit 10 nM 
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hPTHrP(1-141) von Tag 4-12 resultierte in einer Inhibition der Kondensation der Zellen 

(Shukunami et al. 1996). Anhand eines PTHrP(-/-)-Knock-out-Mausmodells konnte gezeigt wer-

den, dass PTHrP in der Wachstumsfuge die Reifung von Chondrozyten hemmt (Vortkamp et 

al. 1996). Eine Stimulation von Chondrozyten aus Hühnerembryonen mit 100 nM PTHrP für 6 

Tage inhibierte die Reifung der Zellen begleitet von einer supprimierten Bmp6- und Col10a1-

Expression und ALP-Aktivität (Grimsrud et al. 1999). Jedoch wurde in murinen Rippenknor-

pelexplantaten von PTHrP(-/-)-Knock-out-Mäusen eine um 95-96 % reduzierte GAG-Synthese 

verglichen mit dem Niveau im Wildtyp bestimmt (Ogihara et al. 2001), was auf eine anabole 

Wirkung von PTHrP hindeutet. Somit könnte der PTHrP-Signalweg die EZM-Synthese im Zuge 

der Mechanoadaptierung beeinflussen. Bislang liegen jedoch keine Studien vor, die eine Me-

chanoinduktion von PTHrP mit einer Regulation der EZM-Synthese in Verbindung gebracht 

haben. 

Das PTHrP-Protein kommt in Isoformen verschiedener Länge vor (PTHrP(1-34), PTHrP(1-84), 

PTHrP(1-108) und PTHrP(1-141)) (Martin et al. 2021). Die ersten 36 Aminosäuren (-36 bis -1) 

der PTHrP-Sequenz bilden eine Leit-/Prä- und Pro-Sequenz, die für den intrazellulären Trans-

port zuständig ist und in mehreren Schritten bei der Prozessierung abgespalten wird. Die ers-

ten 13 Aminosäuren der N-terminalen Sequenz zeigen eine hohe Sequenzhomologie zum Pa-

rathormon (PTH) (Burtis 1992). Die Aminosäuren 14 bis 34 zeigen zwar keine Sequenzhomo-

logie, aber eine hohe Strukturähnlichkeit zu PTH, was die Bindung des gemeinsamen PTH-

Rezeptors (PTH1R) ermöglicht (Caulfield et al. 1990; Martin et al. 2021). PTH1R ist ein G-

Protein gekoppelter Rezeptor, der hauptsächlich über die Gs alpha-Untereinheit (Gαs) wirkt. 

Durch Bindung von PTHrP an PTH1R wird somit die Adenylylcyclase aktiviert, die Adeno-

sintriphosphat (ATP) zu cAMP umsetzt. Der Second Messenger cAMP ist ein kurzlebiges Mo-

lekül, das rasch durch Phosphodiesterasen abgebaut wird. Im nächsten Schritt aktiviert cAMP 

die PKA, die aus je zwei regulatorischen und zwei katalytischen Untereinheiten besteht. Die 

Bindung von cAMP an die regulatorischen Untereinheiten der PKA resultieren in einer Konfor-

mationsänderung, die zur Dissoziation der katalytischen Untereinheiten führt. Diese phospho-

rylieren anschließend nachgeschaltete Transkriptionsfaktoren, hauptsächlich cAMP Respon-

sive Element Binding Protein (CREB), die die Transkription von Zielgenen aktivieren 

(Kronenberg 2006; Martin et al. 2021).  

Um den Beitrag des PTHrP-Signalwegs in der Mechanoadaptierung zu untersuchen, können 

verschiedene Inhibitoren des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs verwendet werden. PTHrP-Ana-

loga mit gekürzter N-terminaler Sequenz (PTHrP(3-34), PTHrP(7-34)) dienen als kompetitive 

Antagonisten, da ihre Bindung an PTH1R keine vollständige Stimulation des Gαs-vermittelten 

Signalwegs auslöst (Burtis 1992). Downstream kann der Beitrag des PTHrP/cAMP/PKA-Sig-

nalwegs durch Inhibitoren der Adenylylcyclase, wie MDL-12,330A (Guellaen et al. 1977; 

Johnson et al. 2021; Johnson et al. 2018), und Inhibitoren der PKA, wie H89 (Lochner und 

Moolman 2006; Murray 2008), gehemmt werden. 
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Somit stellt auch der PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg einen wichtigen mechanosensitiven Sig-

nalweg in Chondrozyten dar, der die EZM-Synthese beeinflussen könnte und so einen Einfluss 

auf die Mechanoadaptierung haben könnte. 

 

Alles in allem umfasst die Mechanokompetenz von Knorpel somit drei wesentliche Aspekte. 

Neben dem rein physikalischen Aspekt der Mechanokopplung, die von den mechanischen 

Eigenschaften des Gewebes wie der Härte abhängt und die durch den GAG-Gehalt maßgeb-

lich bestimmt wird, sind die Mechanotransduktion und die Mechanoadaptierung von besonde-

rer Bedeutung für die biologische Mechanokompetenz von Knorpel. Die Mechanotransduktion 

wird vor allem durch Mechanorezeptoren wie Integrine, durch eine Aktivierung von Mechano-

transduktionswegen wie ERK1/2 und die Expression mechanosensitiver Gene und von 

microRNAs beeinflusst. Die Mechanoadaptierung umfasst Anpassungen des Zellmetabolis-

mus in Reaktion auf mechanische Belastung. Dabei ist die EZM-Synthese von besonderer 

Wichtigkeit und wird in dieser Arbeit daher als Hauptzielparameter der Mechanoadaptierung 

gesehen. Sie kann durch verschiedene mechanosensitive Signalwege beeinflusst werden, wie 

dem TGF-β, BMP-, NFκB-, NO-, PGE2- und PTHrP-Signalweg, deren Verbindung zur Mecha-

nokompetenz bislang kaum untersucht ist. Die Stabilität von Knorpel unter Belastung hängt 

somit wesentlich von einem komplexen Zusammenspiel aus Mechanokopplung, Mechano-

transduktion und Mechanoadaptierung ab. Welche Signale und Signalwege darin eingreifen, 

ist bisher unzulänglich verstanden. 

 

1.4 Knorpel Tissue Engineering 
 
Aufgrund der mangelnden Verfügbarkeit von artikulärem Knorpel, bedingt durch seine feh-

lende intrinsische Regenerationskapazität (Hunter 1743), wurde intensiv nach Methoden zur 

Herstellung von Knorpelersatzgewebe gesucht. Der Begriff des Tissue Engineerings (TE) 

wurde 1988 beim ersten offiziellen Tissue Engineering Meeting definiert als die Anwendung 

von Methoden der Lebens- und Ingenieurswissenschaften zum grundlegenden Verständnis 

der Struktur-Funktionsverhältnisse in normalen und pathologischen Geweben und zur Ent-

wicklung von biologischem Gewebe zum Ersatz, zum Erhalt oder zur Verbesserung der Ge-

webefunktion (Langer und Vacanti 1993; Nerem 1991). Das bedeutet, dass beim Tissue En-

gineering neues Gewebe außerhalb des Körpers in vitro gezüchtet wird. Dazu werden Zellen 

aus Biopsien isoliert, in vitro vervielfältigt und neues Gewebe in vitro generiert. Die Gewebe-

bildung kann durch den Einsatz von Biomaterialträgern und bioaktiver Faktoren wie Wachs-

tumsfaktoren unterstützt werden (Berthiaume et al. 2011; Kuo et al. 2006; Vinatier et al. 2009). 

Das mittels Tissue Engineering hergestellte Knorpelersatzgewebe kann um eine Knochener-

satzphase ergänzt werden, um den physiologischen Bedingungen im Gelenk möglichst nahe-

zukommen. Dabei werden für die osteogene Phase häufig bio-resorbierbare synthetische Kal-

ziumphosphate wie Hydroxyapatit oder β-Trikalziumphosphat (β-TCP) verwendet (Kamakura 



  Einleitung 

 19 

et al. 2002). Die bevorzugten Zellquellen für die in vitro Züchtung von Knorpelersatzgewebe 

mittels Tissue Engineering werden im Folgenden näher erläutert. 

 

1.4.1 Zellquellen im Knorpel Tissue Engineering 

 
1.4.1.1 Artikuläre Chondrozyten 
 
Für die Herstellung von Knorpelersatzgewebe im Labor mittels Tissue Engineering werden 

bevorzugt artikuläre Chondrozyten (AC) verwendet, da sie unter den geeigneten Kulturbedin-

gungen redifferenzieren und einen stabilen Chondrozytenphänotyp ausbilden (Johnstone et 

al. 2013). Expandierte AC werden dazu entweder in Hochdichtekultur, der sogenannten Pel-

letkultur (Giannoni et al. 2005; Johnstone et al. 1998) oder in Biomaterialträgern (Ballock und 

Reddi 1994; Benya und Shaffer 1982) kultiviert. Um den nativen Bedingungen des Gelenks im 

experimentellen Ansatz möglichst nahe zu kommen, wird in unserer Arbeitsgruppe seit Jahren 

ein Chondrozyten-besiedelter Kollagen I/III-Träger als Knorpelzone mit einem zellfreien Kno-

chenersatzmaterial aus β-TCP stellvertretend für den subchondralen Knochen kombiniert und 

daraus mittels Tissue Engineering eine osteochondrale Einheit hergestellt. Jedoch stellen die 

geringe Zellverfügbarkeit und die Setzung eines neuen Knorpeldefekts für die Isolation auto-

loger Chondrozyten ein erhebliches Problem für das Knorpel Tissue Engineering dar, so dass 

intensiv an der Verwendung alternativer Zellquellen wie z.B. nasale Chondrozyten (Acevedo 

Rua et al. 2021; Pelttari et al. 2017) oder mesenchymale Stromazellen (Johnstone et al. 2013; 

Johnstone et al. 1998; Pelttari et al. 2008; Pelttari et al. 2006; Richardson et al. 2016; Vinatier 

et al. 2009; Winter et al. 2003) für Knorpel TE Ansätze geforscht wird. 

 

1.4.1.2 Mesenchymale Stromazellen (MSC) 
 

Die Existenz von Knochenmarkstromazellen wurde zum ersten Mal durch eine Reihe von Stu-

dien von Friedenstein und Kollegen beschrieben. Dabei wurden plastikadhärente Zellen mit 

Fibroblasten-ähnlichem Phänotyp aus dem Knochenmark isoliert und ihr osteogenes in vivo 

Differenzierungspotenzial nachgewiesen (Owen und Friedenstein 1988). Der Begriff Mesen-

chymal Stem Cells (mesenchymale Stammzellen, MSC) wurde erstmalig von Arnold I. Caplan 

eingeführt (Caplan 1991). Seiner Definition nach sind MSC Vorläuferzellen mesenchymalen 

Ursprungs, aus denen alle mesodermalen Gewebearten, darunter Knorpel, Knochen, Muskel, 

Fettgewebe, die Dermis, Sehnen, Bänder oder Bindegewebszellen, die das Knochenmark-

stroma bilden, entstehen (Caplan 1991; Caplan und Bruder 2001). Am besten charakterisiert 

sind adulte mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark. Sie liegen an der äußeren 

Oberfläche der Sinusoide im Knochen vor, wo sie zur Stabilität der Blutgefäße beitragen. Ihr 

Transkriptom umfasst die Expression früher osteogener Marker und charakteristischer Gene 

für perivaskuläre Zellen (Bianco et al. 2013). Sie zeichnen sich durch ihre Multipotenz und ihre 
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Fähigkeit, sich selbst zu erneuern, aus (Pittenger et al. 1999). Nach Isolation können sie in 

vitro sogenannte Colony-Forming Unit Fibroblasts (CFU-F) bilden, deren Multipotenz und 

Selbsterneuerungspotenzial in vivo bestätigt werden konnte (Owen und Friedenstein 1988). 

Eine einzige Zelle kann in vivo die heterotope Knochenbildung oder die Ossikelbildung initiie-

ren, einschließlich eines Kompartiments von perivaskulären Stromazellen mit einem ähnlichen 

Phänotyp und Eigenschaften der ursprünglich explantierten Zelle (Sacchetti et al. 2007). Die-

ses in vivo Potenzial bezieht sich jedoch ausschließlich auf skelettales Gewebe und benötigt 

keine exogene Stimulation mit Wachstumsfaktoren, um das skelettale Transkriptionspro-

gramm zu induzieren. Somit können Knochen- und Knorpelgewebe, Adipozyten, Fibroblasten 

und das Hämatopoese-fördernde Stroma in vivo mittels geeigneter Transplantationsassays 

aus einer einzigen Zelle gebildet werden (Bianco et al. 2013; Bianco et al. 2008). Ein alterna-

tives Konzept beschreibt MSC als Vorläuferzellen aller nicht-epithelialen, nicht-hämatopoeti-

schen Gewebe aus dem Mesoderm (Caplan 1994) mit der Annahme, dass diese Vorläuferzel-

len nicht nur im Knochenmark, sondern in allen postnatalen Organen vorliegen (da Silva 

Meirelles et al. 2006). Jedoch wurde dieses Konzept bislang nicht zufriedenstellend experi-

mentell bewiesen, weshalb MSC ausschließlich als Vorläuferzellen skelettalen Gewebes an-

gesehen werden sollten (Bianco et al. 2013). Die Identität von mesenchymalen Stammzellen 

muss laut Bianco et al. durch passende in vivo Transplantationsexperimente und Einzelzellas-

says bestätigt werden, da die Bedingungen in vitro die natürliche Situation in vivo nicht aus-

reichend simulieren können (Bianco et al. 2013). Um sich von den fragwürdigen Stammzellei-

genschaften mesenchymaler Zellen aus dem Knochenmark zu distanzieren, wurde der Begriff 

Mesenchymal Stromal Cells (mesenchymale Stromazellen, ebenfalls abgekürzt mit MSC) vor-

geschlagen (Bianco et al. 2008).  

 

Charakterisierung von MSC in vitro 

Zur Charakterisierung mesenchymaler Stromazellen nach Isolation aus dem Knochenmark 

oder aus Fettgewebe werden standardmäßig drei in vitro Kriterien nach Dominici et al. über-

prüft. Dabei wird neben ihrer Plastikadhärenz auch das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit 

bestimmter Oberflächenmarker analysiert. Demnach sollten ³95 % der isolierten Zellpopula-

tion positiv auf die Oberflächenmarker (Cluster of Differentiation, CD) CD105 (Endoglin), CD90 

(Thy-1) und CD73 (Ekto 5‘ Nukleotidase) getestet werden und £2 % der Zellpopulation sollten 

die Oberflächenmarker CD34 und CD45 (Rezeptor-Typ Tyrosin-Proteinphosphatase C, 

PTPRC) besitzen. CD34 ist ein Oberflächenmarker für primitive hämatopoetische Vorläufer-

zellen und Endothelzellen, CD45 ist ein Pan-Leukozytenmarker. Das dritte Kriterium be-

schreibt die Differenzierbarkeit der MSC unter bestimmten in vitro Kulturbedingungen in die 

adipogene, osteogene und chondrogene Linie (Dominici et al. 2006). Auch wenn diese Krite-

rien als zu vage kritisiert werden (Bianco et al. 2013), können sie der Charakterisierung der 

isolierten Zellpopulationen dienen. Da MSC eine heterogene Zellpopulation darstellen, die u.a. 
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unterschiedliche Proliferationsraten und Oberflächenmarkerexpressionen umfasst, ist eine 

Charakterisierung der isolierten Zellen wichtig (Bianchi et al. 2003; Lee et al. 2010). Daher ist 

es beim Einsatz von humanen MSC aus Knochenmark in vitro stets erforderlich, die drei Kri-

terien nach Dominici et al. zu prüfen. 

 

Einsatz von MSC im Knorpel Tissue Engineering 

Aufgrund ihres hohen Proliferationspotenzials und ihrer minimal-invasiven Isolation stellen 

MSC auch eine interessante Zellquelle für Knorpel Tissue Engineering Ansätze dar (Dickhut 

et al. 2009; Kuo et al. 2006). Mithilfe chondrogener Differenzierungsprotokolle, die basierend 

auf einer Hochdichtekultur der MSC in sogenannten Pellets von Johnstone et al. etabliert 

(Johnstone et al. 1998) und seitdem in zahlreichen Studien eingesetzt wurden (Barry et al. 

2001; Sekiya et al. 2002; Winter et al. 2003) ist es möglich, knorpeliges Gewebe in vitro her-

zustellen. Dabei ist eine Stimulation mit exogenem TGF-β zwingend erforderlich, da der TGF-

β-Signalweg essenziell für die chondrogene Differenzierung ist. Wie AC exprimieren MSC-

basierte Chondrozyten dann typische chondrogene Marker wie COL2A1 und ACAN (Winter et 

al. 2003). Allerdings folgen MSC in vitro unter den derzeit verwendeten Differenzierungspro-

tokollen der enchondralen Linie und bilden somit mit fortschreitender Reifung einen hypertro-

phen Chondrozytenphänotyp aus (Dexheimer et al. 2012; Winter et al. 2003), wie er für tran-

sienten Knorpel der Wachstumsfuge bekannt ist (Kronenberg 2003). Aus MSC entstandene 

Chondrozyten exprimieren somit hypertrophe Marker wie COL10A1 und MEF2C, terminale 

Differenzierungsmarker wie die MMP13, sowie osteogene Marker wie die ALPL und Bone Si-

alo Protein (IBSP) (Barry et al. 2001; Dreher et al. 2020; Pelttari et al. 2006; Winter et al. 2003). 

Nach Implantation des Knorpelersatzgewebes in vivo, z.B. in subkutane Taschen immundefi-

zienter Mäuse, führt dies zu einer Mineralisierung des generierten Knorpelgewebes (Pelttari 

et al. 2006), was für die Therapie von Knorpeldefekten unerwünscht ist.  

Für die Verwendung von MSC in osteochondralen Tissue Engineering Ansätzen muss darauf 

geachtet werden, dass das verwendete Knochenersatzmaterial die EZM-Ablagerung in der 

Knorpelersatzphase nicht beeinträchtigt. So zeigten hohe extrazelluläre Kalziumkonzentratio-

nen einen supprimierenden Effekt auf die GAG- und Kollagen Typ II-Ablagerung MSC-basier-

ter Chondrozyten (Mellor et al. 2015; Sarem et al. 2018). Eine andere Studie zeigte jedoch 

eine erhöhte Knorpelbildung durch extrazelluläres Kalzium in Hühnerextremitätsknospen in in 

vitro Kultur (San Antonio und Tuan 1986). Demzufolge sollte im osteochondralen Tissue En-

gineering mit MSC stets der Einfluss des Knochenersatzmaterials auf die Ablagerung knorpel-

typischer EZM-Moleküle geprüft werden.  

 

Insgesamt kann sowohl mit AC als auch mit MSC Knorpelersatzgewebe hergestellt werden. 

Die Vorteile von AC umfassen die gute Redifferenzierbarkeit und den stabilen Chondrozyten-

phänotyp, während MSC aufgrund ihrer leichten Zugänglichkeit und hohen Proliferationsraten 
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bevorzugt werden. Bei der Wahl der Zellquelle für die Züchtung von Knorpelersatzgewebe 

mittels Tissue Engineering wurde bislang leider häufig außer Acht gelassen, wie die Zellen auf 

mechanische Belastung reagieren, und wie es um die Funktionalität des Knorpelersatzgewe-

bes bestellt ist. 

 

1.5 Funktionelles Knorpel Tissue Engineering 
 
Die Qualität von in vitro generiertem Knorpelersatzgewebe aus AC und MSC-basierten Chond-

rozyten wurde bislang fast ausschließlich anhand der Ablagerung der typischen Knorpel-

matrixmoleküle und der chondrogenen Differenzierung der Zellen bewertet. Ob die Zellen wäh-

rend ihrer Differenzierung auch die für native Gelenkchondrozyten typischen Mechanotrans-

duktions- und Mechanoadaptierungseigenschaften erwerben, die für ihre Funktion im Gelenk 

essenziell sind, ist zum derzeitigen Stand nicht bekannt.  

Das Funktionelle Tissue Engineering zielt darauf ab, die für die mechanische Gewebefunktion 

benötigten biomechanischen Parameter zu definieren und Ersatzgewebe mit den passenden 

anatomischen und mechanischen Eigenschaften zu entwickeln (Guilak et al. 2001). Um die 

mechanische Funktion von Knorpelersatzgewebe, das mittels Tissue Engineering hergestellt 

wurde, zu untersuchen, wurden zahlreiche Belastungsprotokolle mit unterschiedlichen 

Amplituden, Frequenzen, Belastungsdauern, Vorkulturzeiten und Nachkulturzeiten eingesetzt 

(Anderson und Johnstone 2017). Da Kompression die relevanteste physikalische Kraft für na-

tiven Knorpel ist (Grodzinsky et al. 2000), werden Kompressionsprotokolle bevorzugt zur Si-

mulation physiologischer Belastung bei Knorpelersatzgewebe eingesetzt. Kompressionspro-

tokolle können im confined oder unconfined Modus angewandt werden. Bei der confined com-

pression wird das Gewebe seitlich fixiert, so dass keine Deformation zu den Seiten erfolgen 

kann. Wird das Gewebe seitlich nicht begrenzt und somit unter Belastung eine Deformation 

zu den Seiten erlaubt, wird von unconfined compression gesprochen. Die unconfined com-

pression wird bei in vitro Studien bevorzugt verwendet, da sie eine ausreichende Nährstoffver-

sorgung des Knorpelersatzgewebes ermöglicht und die Situation in nativem Knorpel besser 

widerspiegelt (Delaine-Smith und Reilly 2011). Ein wichtiger Aspekt in Kompressionsstudien 

ist zudem, ob die Kompression statisch oder dynamisch appliziert wird. Statische Kompression 

führte dabei in verschiedenen Studien zu einem Abbau des Knorpelgewebes, während dyna-

mische Kompression, die die native Situation im Knorpel bei der Gelenkbewegung eher wider-

spiegelt, den Knorpelerhalt förderte (Anderson und Johnstone 2017; Grodzinsky et al. 2000). 

Bei der Wahl zwischen AC und MSC als Zellquelle für den Knorpelgewebeersatz sollte nicht 

länger außer Acht gelassen werden, wie die Zellen auf mechanische Belastung reagieren, 

damit die adaptive Funktion des Knorpels gewährleistet wird. Sowohl AC- als auch MSC-ba-

siertes Knorpelersatzgewebe wurde zwar bereits in zahlreichen Belastungsstudien auf seine 

mechanische Steifigkeit untersucht (Anderson und Johnstone 2017; Fahy et al. 2018). Dabei 

lag der Fokus vor allem auf der physikalischen Widerstandskraft des Knorpelersatzgewebes, 
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also auf der Mechanokopplung. Unsere Arbeitsgruppe hat damit begonnen, für AC-basiertes 

Knorpelersatzgewebe bereits wesentliche Aspekte der Mechanotransduktion und Mecha-

noadaptierung aufzuklären (Hecht et al. 2019; Praxenthaler et al. 2018; Scholtes et al. 2018). 

Für MSC-basierte Chondrozyten existieren jedoch noch bedeutende Wissenslücken, die für 

die Herstellung von funktionellem Knorpelersatzgewebe dringend geschlossen werden müs-

sen. 

 

1.5.1 Mechanische Belastung von AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 
1.5.1.1 Mechanokopplung in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 

Die Mechanokopplung wird maßgeblich durch den GAG-Gehalt und die damit verbundene 

Härte beeinflusst. So zeigten Vorarbeiten, dass eine steigende Gewebeausreifung und damit 

zunehmende Härte signifikant mit dem GAG-Gehalt von AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

korrelierte (Praxenthaler et al. 2018). Auch andere schlussfolgerten, dass eine Vorkulturdauer 

über mehrere Wochen für Belastungsstudien mit Knorpelersatzgewebe nötig sind (Jeon et al. 

2013). Eine ausreichend lange Vorkulturdauer ist somit wichtig, um den Chondrozyten eine 

adäquate Matrixablagerung zu ermöglichen. Um die Mechanotransduktion und Mechanoadap-

tierung in Knorpelersatzgewebe systematisch analysieren zu können, muss also darauf ge-

achtet werden, dass die Mechanokopplung in Vergleichsgruppen möglichst standardisiert wird 

und während der Belastung konstant gehalten wird. 

 

1.5.1.2 Mechanotransduktion in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 
ERK1/2 in AC 

Für die Mechanotransduktion wird, wie im nativen Knorpel, eine ERK1/2-Aktivierung als eine 

der relevantesten Mechanotransduktionskaskaden angesehen und sollte daher in Belastungs-

studien stets berücksichtigt werden (Iqbal und Zaidi 2005; Jalali et al. 1998; MacKenna et al. 

1998; Schmidt et al. 1998; Takahashi und Berk 1996; Yamazaki et al. 1995). Die Mechano-

sensitivität von ERK1/2 und p38 wurde bereits für verschiedene Belastungsprotokolle und 

Knorpelersatzgewebe mit murinen (Bougault et al. 2008; Bougault et al. 2009), bovinen (Li et 

al. 2003) und humanen Chondrozyten (Xie et al. 2021) berichtet. Die bisherigen Arbeiten un-

serer Gruppe zeigten für humanes AC-basiertes Knorpelersatzgewebe bereits eine konsis-

tente pERK1/2-Stimulation bei Verwendung verschiedener Belastungsprotokolle, sofern die 

Vorkulturdauer eine ausreichende Härte und GAG-Ablagerung ermöglichte (Hecht et al. 2019; 

Scholtes et al. 2018).  

 



Einleitung 

 24 

Mechanosensitive Gene in AC 

In Vorarbeiten charakterisierten wir für 35 Tage vorkultiviertes Knorpelersatzgewebe aus hu-

manen AC erstmals die globale Genexpression nach mechanischer Belastung (Scholtes et al. 

2018). Dabei wurde AC-basiertes Knorpelersatzgewebe einer dreistündigen dynamischen 

Kompressionsepisode ausgesetzt und mittels cDNA-Array analysiert. Es wurden 115 Gene 

identifiziert, deren Expression durch die Belastung reguliert war. Dabei waren 114 Gene sig-

nifikant hochreguliert, 48 davon höher als zweifach. Unter den über zweifach stimulierten Ge-

nen befanden sich die mit dem MAPK-Signalweg assoziierten Activator Protein-1 (AP-1) Tran-

skriptionsfaktoren FOS und FBJ Murine OsteoSarcoma Viral Oncogene Homolog B (FOSB), 

die als Immediate early Gene beschrieben sind (Scholtes et al. 2018). Somit konnte die in 

einer Studie von Bougault et al. mit murinen Chondrozyten in Agarose unter dynamischer 

Kompression (20-40 kPa, 0,5 Hz, 30 min) beschriebene Mechanosensitivität von Fos und 

FosB bestätigt werden (Bougault et al. 2012). Auch in humanen Desmodontzellen in einem 

Polylactid-co-Glycolid (PLGA)-Träger wurde nach 24 h unter statischer Kompression von 

25 g/cm2 eine gesteigerte FOS- und nach 72 h zusätzlich eine gesteigerte FOSB-Expression 

beobachtet (Li et al. 2013). Parallel zu FOS und FOSB wurden in der Studie von Scholtes et 

al. Antagonisten des MAPK Signalwegs, DUSP5/6, stimuliert. Damit sind diese Gene als gän-

gige mechanosensitive Gene anzusehen, auf deren Basis die Mechanotransduktion näher 

charakterisiert werden kann.  

Die Studie von Scholtes et al. zeigte zudem eine Steigerung der Genexpression weiterer Gene 

durch das verwendete Belastungsprotokoll. So wurde erstmalig auch eine Mechanoinduktion 

des WNT-assoziierten AXUD1, des dem Retinsäuresignalweg zugeordneten NR4A2 in Knor-

pelersatzgewebe und des als NFκB-Zielgen beschriebenen Gens COX2/PTGS2 in AC-basier-

tem Knorpelersatzgewebe beschrieben. Gleichzeitig wurde erstmals eine Mechanoinduktion 

von BMP2 und BMP6 in humanem AC-basiertem Knorpelersatzgewebe beobachtet (Scholtes 

et al. 2018). Eine bereits beschriebene Mechanosensitivität von SOX9 in humanen Chondro-

zyten unter dynamischer Kompression (10% zyklische Kompression + 10% Vorkompression, 

7 Tage) in einem Kollagen Typ I-Träger (Diao et al. 2017) wurde auch von Scholtes et al. in 

unserem Knorpelersatzgewebe beobachtet (Scholtes et al. 2018). In einer anderen Studie von 

Wong et al. mit bovinen Chondrozyten in Alginatgelen wurde jedoch keine Induktion der Sox9-

Expressionsspiegel nach hydrostatischem Druck oder zyklischer Dehnung berichtet (Wong et 

al. 2003). Somit können neben einzelnen gängigen nun auch weitere mechanosensitive Gene 

für eine nähere Charakterisierung der Mechanotransduktion herangezogen werden. 

 

Mechanosensitive microRNAs in AC 

Auch epigenetische Regulationsmechanismen können durch mechanische Belastung aktiviert 

werden. Eine Studie unserer Arbeitsgruppe bewies die zuvor in der Literatur nur vermutete 

Mechanosensitivität von miR-221 und identifizierte mithilfe einer microRNA-Array-Analyse 
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nach zyklischer Kompression von humanem AC-basiertem Knorpelersatzgewebe sieben wei-

tere miRs, die durch Belastung signifikant stimuliert wurden. Dabei zeigten miR-221, miR-

6872-3p und miR-6723-5p die robusteste Mechanosensitivität im Knorpelersatzgewebe 

(Hecht et al. 2019). Ob diese miRs als epigenetische Regulatoren einen Einfluss auf die Me-

chanotransduktion und Mechanoadaptierung in Knorpelersatzgewebe haben, wurde bis dato 

nicht entschlüsselt. Somit können auch Mechano-miRs für die quantitative Analyse der Me-

chanotransduktion untersucht werden. 

Insgesamt stehen somit für eine quantitative Beurteilung der Mechanotransduktion in in vitro 

generiertem Knorpelersatzgewebe neben der Aktivierung von ERK1/2 auch die Regulation der 

Expression gängiger und ergänzender mechanosensitiver Gene sowie von miRs zur Verfü-

gung. 

 

1.5.1.3 Mechanoadaptierung in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 

EZM-Synthese in AC 

Die Mechanoadaptierung von AC-basiertem Knorpelersatzgewebe wurde anfänglich in meh-

reren Studien mit tierischen Chondrozyten erforscht. Auf metabolischer Ebene zeigten schon 

1995 Buschmann et al. für bovine Chondrozyten in Agarose, dass 1 % zyklische Kompression 

und Frequenzen zwischen 0,0001 und 1 Hz für 10 h bei einer Vorkulturdauer von bis zu 42 

Tagen die Proteoglykan- und Kollagensynthese, ermittelt durch den Einbau von radioaktiv-

markiertem 35SO4 bzw. 3H-Prolin, steigern (Buschmann et al. 1995). In einer Studie von Lee 

und Bader mit bovinen Chondrozyten in Agaroseträgern, die nur 16 h vorkultiviert wurden, 

zeigte sich eine frequenzabhängige Regulation der GAG-Ablagerung, die bei 0,3 Hz reduziert 

und bei 1 Hz stimuliert war, und eine Reduktion der Kollagensynthese bei einer 48-stündigen 

Kompression mit einer Amplitude von 15 % und Frequenzen zwischen 0,1 und 3 Hz (Lee und 

Bader 1997). In Studien mit humanen Chondrozyten wurden je nach gewähltem Belastungs-

protokoll anabole (Jeon et al. 2012; Jeon et al. 2013; Nebelung et al. 2011), neutrale (Diao et 

al. 2017; Nebelung et al. 2012) oder katabole (Demarteau et al. 2003; Grogan et al. 2012) 

Effekte auf den Stoffwechsel und die EZM-Synthese beobachtet. Die vielfältigen Kombinati-

onsmöglichkeiten der unterschiedlichen Parameter der Belastungsprotokolle, bestehend aus 

Belastungsart, Amplitude, Frequenz und Dauer, erschweren einen Vergleich der Studien und 

verdeutlichen die Schwierigkeit, gezielt ein Belastungsprotokoll mit anabolem Effekt zu etab-

lieren, um den Knorpelaufbau fördern zu können. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wur-

den daher mehrere Belastungsprotokolle an AC-basiertem Knorpelersatzgewebe, das 21 oder 

35 Tage vorkultiviert wurde, getestet. Dabei wurde eine dreistündige zyklische Belastungsepi-

sode identifiziert, die auf 35 Tage vorkultiviertes AC-basiertes Knorpelersatzgewebe einen 

anabolen Effekt ausübte, gemessen an einer Stimulation der GAG-Synthese durch 35SO4-Ein-

bau über 24 h nach Belastungsende. Es wendete eine Amplitude von 25 % überlagert auf eine 
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Vorkompression von 10 % mit einer Frequenz von 1 Hz in zehnminütigen intermittierenden 

Intervallen zwischen Belastungs- und Ruhephase an (Scholtes et al. 2018). Dieses Belas-

tungsprotokoll simulierte die Belastung im humanen Kniegelenk bei dreistündigem Gehen in 

zehnminütigen Intervallen. Die sorgfältige Charakterisierung dieses Belastungsprotokolls 

zeigte, dass die Chondrozyten nach 3 Tagen Kultur in einem Kollagen Typ I/III Träger bei noch 

sehr geringer EZM-Ablagerung und niedriger Härte auf die Belastung mit einer gestörten GAG-

Synthese reagierten. Im Gegensatz dazu behielt 21 Tage vorkultiviertes Knorpelersatzgewebe 

nach Belastung die GAG-Synthese bei, während es nach 35 Tagen auf die Belastung mit einer 

Stimulation der GAG-Synthese reagierte. Als Schwellenwert wurde ein GAG-Gehalt von 

600 µg pro Probe ermittelt, ab dem durch diese spezielle Belastungsepisode in unserem Mo-

dell eine signifikante Stimulation der GAG-Synthese erfolgte. Basierend auf diesen Ergebnis-

sen wurde das Belastungsprotokoll für 21 bzw. 35 Tage vorkultiviertes AC-basiertes Knor-

pelersatzgewebe als physiologisch bewertet. Die Vorkulturdauer beeinflusste also maßgeblich 

die Reaktion der Chondrozyten auf die mechanische Belastung. Um mechanokompetentes 

Knorpelersatzgewebe in vitro herzustellen, in dem die Chondrozyten in der Lage sind, trotz 

mechanischer Belastung die EZM-Synthese aufrechtzuerhalten oder zu steigern, mussten 

also eine ausreichende GAG-Ablagerung und Härte gewährleistet sein. Somit hängt auch un-

ter in vitro Bedingungen eine Mechanokopplung maßgeblich von der Härte und dem GAG-

Gehalt des Knorpelersatzgewebes ab.  

Aufgrund ihrer wichtigen Rolle in der Knorpelhomöostase stellt die Beibehaltung oder Steige-

rung der EZM-Synthese unter oder nach Belastung ein wichtiges Kriterium für mechanokom-

petentes Knorpelersatzgewebe dar und sollte in Belastungsstudien stets analysiert werden. 

Bisherige Belastungsstudien mit humanem AC-basiertem Knorpelersatzgewebe untersuchten 

jedoch vorwiegend die EZM-Ablagerung nach mechanischer Belastung und nicht die EZM-

Synthese, so dass die molekularen Mechanismen der Mechanoadaptierung bislang nur an-

satzweise bekannt sind.  

 

Anabole und katabole Signalwege in AC 

Wie bereits in Abschnitt 1.3.3 beschrieben, beeinflussen verschiedene anabole und katabole 

Signalwege die EZM-Synthese, die als wichtigster Mechanoadaptierungsparameter angese-

hen werden kann. Aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe mit humanem AC-basiertem Knor-

pelersatzgewebe ist bekannt, dass sich weder die TGF-β- noch die BMP-Signalwegsaktivität 

auf Proteinebene durch die anabole Belastungsepisode an Tag 3, 21 und 35 änderte. Dage-

gen wurde SOX9 auf Proteinebene an Tag 21 und Tag 35 durch die Belastung stimuliert 

(Praxenthaler et al. 2018; Scholtes et al. 2018). Demzufolge könnte eine SOX9-Stimulation 

einen empfindlicheren Parameter zur Beurteilung der Mechanoadaptierung darstellen als die 

TGF-β- und BMP-Signalwegsaktivität. 
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Bislang wurden Signalwege, die eine katabole Wirkung haben und die EZM-Synthese inhibie-

ren oder einen Einfluss auf SOX9 haben könnten, von uns nicht in die Charakterisierung der 

Belastungsantwort von AC-basiertem Knorpelersatzgewebe einbezogen; eine Lücke, die drin-

gend geschlossen werden sollte. Neben den katabolen Signalwegen NFκB und NO gilt es 

auch COX2/PGE2 und den PTHrP-Signalweg zu analysieren, denen teils katabole und ana-

bole Wirkungen je nach Kontext zugesprochen werden.  

Ob physiologische Belastung in Abwesenheit pro-inflammatorischer Stimuli den NFκB-Signal-

weg in Knorpelersatzgewebe aktiviert, ist bislang unklar. Da der NFκB-Signalweg die EZM-

Synthese beeinträchtigen könnte, sollte er in die Charakterisierung der Mechanoadaptierung 

eingeschlossen werden. 

Die Mechanosensitivität von NO wurde bislang für humane Chondrozyten nur unter Scherbe-

lastung (Lee et al. 2003) und hydrostatischem Druck (24 MPa, 3 h) beobachtet (Fioravanti et 

al. 2010). Allerdings zeigten mehrere Studien ohne Anwendung von Belastung, dass NO die 

Synthese von Proteoglykanen in humanen Chondrozyten inhibieren kann (Hauselmann et al. 

1994; Studer et al. 1999), so dass eine belastungsinduzierte NO-Produktion die Mecha-

noadaptierung von Knorpelersatzgewebe beeinflussen könnte. 

Mit unserem AC-basierten Knorpelersatzgewebe wurde eine Mechanoinduktion von COX2 

bzw. PTGS2 nach 35 Tagen Vorkultur in Antwort auf die anabole Belastungsepisode beobach-

tet (Scholtes et al. 2018), jedoch wurde diese nicht näher untersucht. Daher ist nicht bekannt, 

ob sich diese Stimulation von COX2 auch in erhöhte PGE2-Spiegel übersetzte. Da der 

COX2/PGE2-Signalweg anabole oder katabole Wirkungen auf die EZM-Synthese haben 

könnte, sollte dieser bei der Analyse der Mechanoadaptierung betrachtet werden. 

Diverse Belastungsstudien konnten eine Mechanoinduktion von PTHLH in Chondrozyten ver-

schiedener Spezies durch zyklische Dehnung (Han et al. 2014; Sun et al. 2017; Tanaka et al. 

2005; Wang et al. 2011; Xu et al. 2013), Flüssigkeitsscherbelastung (Ogawa et al. 2014) oder 

statischem Druck (Huang et al. 2015) zeigen. Allerdings wurde eine Induktion des PTHrP-

Signalwegs durch zyklische Kompression in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe bislang noch 

nicht in der Literatur beschrieben. Da PTHrP ein bekannter Regulator der Differenzierung der 

Chondrozyten in der Wachstumsfuge ist (Kronenberg 2006), könnte eine belastungsinduzierte 

Stimulation von PTHrP die Mechanoadaptierung von Knorpelersatzgewebe beeinflussen. 

Somit wurde die Belastungsregulation relevanter anaboler Signalwege, wie dem TGF-β und 

BMP-Signalweg, in Chondrozyten bereits untersucht. Bedeutende Wissenslücken bestehen 

in der Belastungsregulation wichtiger kataboler Signalwege, wie dem NFκB-Signalweg und 

NO, sowie von COX2/PGE2- und dem PTHrP-Signalweg, und ihrem Einfluss auf die EZM-

Synthese. 
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1.5.2 Mechanische Belastung von MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

 

1.5.2.1 Mechanokopplung in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

 

Der Effekt mechanischer Belastung wurde auch für MSC-basierte Knorpel Tissue Engineering 

Ansätze in zahlreichen Studien untersucht (Fahy et al. 2018). Die meisten Studien verfolgten 

dabei das Ziel, durch Anwendung mechanischer Belastung die Supplementierung mit exoge-

nem TGF-β, welches für die chondrogene Differenzierung von MSC essenziell ist, zu ersetzen 

(Behrendt et al. 2020; Gardner et al. 2017; Monaco et al. 2021; Pelaez et al. 2009; Schatti et 

al. 2011; Schiavi et al. 2018). Dabei wurde eine leichte Steigerung der GAG-Produktion unter 

Belastung beobachtet, jedoch konnte kein Knorpelersatzgewebe mit einer homogenen, Prote-

oglykan-reichen Matrix ohne TGF-β aus MSC hergestellt werden. Andere Studien verfolgten 

das Ziel, die physikalische Mikroumgebung des Gelenks zu imitieren und durch wiederholte 

mechanische Belastungsepisoden die mechanische Stabilität des Knorpelersatzgewebes zu 

fördern (Bian et al. 2012; McDermott et al. 2021; Sawatjui et al. 2018). Da das Knorpelersatz-

gewebe nicht oder nur kurz vorkultiviert wurde und die Zellen erst im Zuge der Kultur EZM-

Moleküle ablagerten, wurde die Mechanokopplung in diesen Studien vorwiegend durch die 

verwendeten Trägermaterialien (Fibrin, methacrylierte Hyaluronsäure, Komposit aus Seiden-

fibroin mit Chondroitinsulfat, Gelatine und Hyaluronsäure) bestimmt. Von McDermott et al. 

wurde eine längere Vorkulturdauer von bis zu 6 Wochen gewählt (McDermott et al. 2021), um 

den Zellen eine Produktion und Ablagerung eigener knorpeltypischer EZM-Moleküle zu erlau-

ben, die die Mechanokopplung von nativem Knorpel maßgeblich beeinflussen (Grodzinsky et 

al. 2000). Dabei stieg der Equilibrium Modul und der dynamische Modul mit steigender Vor-

kulturdauer von bis zu 6 Wochen an (McDermott et al. 2021), womit, wie zu erwarten, der 

EZM-Gehalt die biomechanischen Eigenschaften auch für MSC-basiertes Knorpelersatzge-

webe nachhaltig beeinflusste und somit einen wichtigen Mechanokopplungsparameter dar-

stellt. Jedoch untersuchte keine dieser Studien, welche Mechanotransduktionsmechanismen 

durch die Belastung aktiviert werden. 

 

1.5.2.2 Mechanotransduktion in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

 

Die Frage, ob mechanische Belastung von MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe die gleichen 

Mechanismen der Mechanotransduktion aktiviert wie in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe, 

ist von großer Bedeutung für die Herstellung von funktionellem Knorpelersatzgewebe aus 

MSC. Eine Studie von Zhang et al. mit humanen MSC verfolgte das Ziel, die chondrogene 

Differenzierung durch Belastung zu fördern und den Beitrag des Integrin- und TGF-β/SMAD-

Signalwegs zu untersuchen. Dazu wurde nach einer dreiwöchigen Vorkultur ein dreiwöchiges 

dynamisches Kompressionsprotokolls (5 % Kompression, 1 Hz, 2 h täglich) verwendet (Zhang 
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et al. 2015). Dabei beobachteten sie eine belastungsinduzierte Reduktion von Integrin-β1, 

pFAK und pERK auf Proteinebene. Eine Studie von Pelaez et al. mit MSC-besiedelten Fibrin-

gelen in Expansionsmedium verfolgte das Ziel, die Rolle des ERK-Signalwegs in der chond-

rogenen Differenzierung zu analysieren. Es ergab sich eine belastungsinduzierte Stimulation 

der SOX9 und ACAN Expression (10 % Kompression überlagert auf 5 % Vorkompression, 

1 Hz, 6 h), die durch Inhibition von ERK1/2 antagonisiert werden konnte (Pelaez et al. 2012). 

Allerdings ist anhand der Studienlage nicht klar, ob ERK1/2 als bekannter Mechanotransduk-

tionsweg auch in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe ähnlich wie bei AC-basiertem Knor-

pelersatzgewebe durch mechanische Belastung aktiviert wird.  

Auch die belastungsinduzierte Expression mechanosensitiver Gene wurde in humanem MSC-

basiertem Knorpelgewebe bislang unzureichend untersucht. Lediglich die Mechanosensitivität 

von c-Fos wurde in MSC aus Kaninchen in Agarose unter dynamischer Kompression berichtet 

(Huang et al. 2005). Eine Stimulation der SOX9-Expression erfolgte nach dynamischer Belas-

tung von humanen MSC (Cochis et al. 2017) und Kaninchen MSC (Huang et al. 2005). Somit 

ist für die Stimulation gängiger und ergänzender mechanosensitiver Gene in MSC-basierten 

Chondrozyten wenig bekannt. Da sie wichtige Parameter zur Charakterisierung einer erfolgten 

Mechanotransduktion darstellen, sollten sie auch für MSC-basierte Chondrozyten analysiert 

werden. 

Zum aktuellen Stand existiert in der Literatur keine Studie, die mechanosensitive miRs nach 

dynamischer Kompression von humanem MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe analysiert 

hat. Da epigenetische Regulationsmechanismen wie miRs jedoch einen Einfluss auf die Me-

chanokompetenz von Knorpelersatzgewebe ausüben könnten, sollten sie in mechanischen 

Belastungsstudien mit MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe untersucht werden. 

 

Somit ist bezüglich wichtiger Mechanotransduktionsparameter wie der ERK1/2-Aktivierung, 

der Stimulation von mechanosensitiven Gene sowie von Mechano-miRs durch mechanische 

Belastung für MSC weit weniger bekannt als für AC. Für den funktionellen Knorpelersatz unter 

Verwendung MSC-basierter Chondrozyten muss sichergestellt werden, dass eine Mechano-

transduktion in Antwort auf Belastung erfolgt, damit das hergestellte Knorpelersatzgewebe die 

Funktion von nativem Knorpel erfüllen kann. 

 

1.5.2.3 Mechanoadaptierung in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

 

EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten 

Ob in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe durch mechanische Belastung die gleichen Me-

chanismen der Mechanoadaptierung aktiviert werden wie in AC-basiertem Knorpelersatzge-

webe, ist bislang nicht bekannt. Einige Studien konnten eine belastungsinduzierte Steigerung 

der Ablagerung von EZM-Molekülen in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe beobachten 
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(Sawatjui et al. 2018; Steinmetz et al. 2015; Zhang et al. 2015), jedoch wurde in keiner Studie 

die EZM-Neusynthese ermittelt oder ein direkter Vergleich mit AC-basiertem Knorpelersatzge-

webe durchgeführt. Somit bleibt die unmittelbare Regulation des Zellmetabolismus durch me-

chanische Belastung, sowie mögliche Unterschiede zu AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

für MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe unklar.  

 

Anabole und katabole Signalwege in MSC-basierten Chondrozyten 

Auch der Einfluss anaboler und kataboler Signalwege wurde bis dato kaum adressiert. Für 

den BMP-Signalweg wurde ein inhibierender Effekt mechanischer Belastung beschrieben, 

während es widersprüchliche Berichte zur belastungsinduzierten Regulation des TGF-β-Sig-

nalwegs gibt (Aisenbrey und Bryant 2019; Zhang et al. 2015). Ob mechanische Belastung den 

TGF-β- und BMP-Signalweg in MSC-basierten Chondrozyten reguliert und ob dies einen Ein-

fluss auf die EZM-Synthese und somit auf die Mechanoadaptierung hat, gilt es noch heraus-

zufinden. 
Weiter ist eine Mechanoinduktion des NFκB-Signalwegs und von PGE2 in humanen MSC-

basierten Chondrozyten nicht untersucht. Aufgrund der katabolen und anti-chondrogenen Wir-

kung des NFκB-Signalwegs könnte dieser die Mechanoadaptierung von MSC-basiertem Knor-

pelersatzgewebe beeinflussen. PGE2 kann die GAG-Produktion MSC-basierter Chondrozyten 

fördern (Biddulph et al. 1991; Biddulph et al. 2000; Capehart und Biddulph 1991; Gay und 

Kosher 1984; Kosher und Walker 1983; Pountos et al. 2021) und könnte so einen Einfluss auf 

die Mechanoadaptierung haben. Eine belastungsinduzierte Produktion von NO wurde zwar 

bereits für MSC-basierte Chondrozyten berichtet (Gardner et al. 2016), jedoch ist unbekannt, 

ob Unterschiede zu AC vorliegen. Um Einflussfaktoren auf die Mechanoadaptierung von AC- 

und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe zu identifizieren, sollte die NO-Produktion in beiden 

Knorpelersatzgeweben näher untersucht werden. 

Obwohl die Mechanosensitivität des PTHrP-Signalwegs für AC bereits bekannt ist, gibt es bis 

dato keine Studie, die eine belastungsinduzierte Stimulation der PTHLH-Expression in huma-

nen MSC-basierten Chondrozyten beschreibt. Durch verschiedene Studien ist allerdings be-

kannt, dass der PTHrP-Signalweg einen entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung 

MSC-basierter Chondrozyten hat. Eine konstante PTHrP(1-34) Administration ab 0,4 bis 1 nM 

während der Chondrogenese humaner MSC in klassischer Pelletkultur resultierte in einem 

Differenzierungsstopp (Fischer et al. 2014; Mueller et al. 2013; Weiss et al. 2010). Interessan-

terweise hängt der Effekt von PTHrP(1-34) auf die Differenzierung von MSC von der Art der 

Administration ab, da eine intermittierende PTHrP(1-34)-Stimulation von 10 ng/mL (2,5 nM) 

für 6 h dreimal die Woche die EZM Ablagerung förderte (Fischer et al. 2014). Eine Optimierung 

der PTHrP(1-34)-Pulsdauer auf 2,6 h oder 6 h täglich konnte die Proteoglykanablagerung 

nochmals steigern und die Expression der hypertrophen bzw. osteogenen Marker Indian 

Hedgehog (IHH), MEF2C und IBSP sowie die ALP-Aktivität reduzieren (Fischer et al. 2016). 
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Da der PTHrP-Signalweg die Differenzierung MSC-basierter Chondrozyten also je nach Kul-

turbedingungen fördern oder arretieren kann, könnte eine belastungsinduzierte PTHLH-Ex-

pression die EZM-Synthese und so die Mechanoadaptierung in gegensätzliche Richtungen 

lenken und dazu den Zellphänotyp beeinflussen. 

 

Zellphänotyp von MSC-basierten Chondrozyten 

Ein wichtiger Unterschied zwischen AC- und MSC-basierten Chondrozyten, ist der hypertro-

phe Chondrozytenphänotyp, der bei der in vitro Kultur von MSC unter chondrogenen Bedin-

gungen auftritt. Dieser sollte bei der Charakterisierung der Mechanokompetenz von MSC-ba-

siertem Knorpelersatzgewebe nicht außer Acht gelassen werden. Da mechanische Reize ei-

nen wichtigen Faktor in der Knorpelentwicklung in vivo darstellen, verfolgten zahlreiche Stu-

dien das Ziel, die Knorpelneogenese MSC-basierter Chondrozyten mithilfe von wiederholter 

mechanischer Belastung zu steigern und gleichzeitig die Hypertrophie zu reduzieren, mit un-

terschiedlichem Erfolg je nach Kulturbedingungen und Belastungsprotokoll wie im Übersichts-

artikel von Fahy et al. dargestellt (Fahy et al. 2018). Ob mechanische Belastung bereits nach 

einer einmaligen Belastungsepisode einen Effekt auf den hypertrophen Phänotyp MSC-ba-

sierter Chondrozyten hat, ist unklar. Somit kommt für MSC-basierte Chondrozyten mit der 

Analyse des Zellphänotyps ein weiterer Untersuchungsparameter hinzu, der für nativen Knor-

pel und AC-basiertes Knorpelersatzgewebe nicht relevant ist, aber wegen seines Bezugs zu 

Arthroseknorpel näher untersucht werden sollte. 

 

Da ein Vergleich der Belastungsantwort von MSC-basierten Chondrozyten und AC in der Li-

teratur bislang nicht im Fokus war, gibt es bis dato keine Belege, dass aus MSC hergestellte 

Chondrozyten vergleichbar auf mechanische Belastung reagieren können wie native AC. Eine 

ausreichende Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung von MSC-basierten Chondro-

zyten ist jedoch für die Funktion des mit ihrer Hilfe generierten Knorpelersatzgewebes und 

damit seine Reaktion auf mechanische Belastung essenziell. Aufgrund der Bedeutung der Me-

chanotransduktion und Mechanoadaptierung für die Homöostase in einem Gelenk, für das 

eine MSC-basierte Knorpelregeneration in Frage kommt, sollten diese Wissensdefizite drin-

gend geschlossen werden. 

 

1.6 Knorpelschäden und -degeneration 
 
Knorpelgewebe besitzt eine geringe intrinsische Regenerationskapazität bedingt durch feh-

lende Blut- und Lymphgefäße sowie Nerven. Knorpelschäden, die u.a. durch mechanische 

Über- oder Fehlbelastung, Trauma oder genetische Prädisposition entstehen können, werden 

daher kaum regeneriert. Bei spontaner intrinsischer Knorpelreparatur bildet sich vorwiegend 

Faserknorpel, der durch einen hohen Anteil an Kollagen Typ I Fasern charakterisiert ist. Ver-

glichen mit hyalinem Knorpel hat er minderwertige biomechanische Eigenschaften, so dass er 
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weniger stabil ist und langfristig die Gelenkfunktion nicht aufrechterhalten kann. Umschriebene 

Knorpelläsionen in gewichtstragenden Bereichen, z.B. im Kniegelenk, werden daher chirur-

gisch behandelt, um den Patient*innen eine Schmerzlinderung zu ermöglichen, die Knorpel-

funktion aufrechtzuerhalten und die Entwicklung degenerativer Erkrankungen zu verzögern. 

Dazu wurden zellbasierte Therapien etabliert, um eine Regeneration des Knorpels mit mög-

lichst nativen biomechanischen Eigenschaften zu erzielen (Erggelet und Vavken 2016; Khan 

et al. 2008). 

 

1.6.1 Knorpeldefekte und zellbasierte Knorpeltherapien 
 
1.6.1.1 Autologe Chondrozytenimplantation 
 
Die Autologe Chondrozytenimplantation (ACI) nutzt AC, die aus makroskopisch intaktem Knor-

pelgewebe einer wenig gewichtstragenden Stelle desselben Gelenks der Patient*in isoliert 

werden. Sie wird vor allem bei jüngeren Patient*innen empfohlen und bei fokalen Defekten 

>2 cm2 eingesetzt. In einem ersten operativen Eingriff werden die AC isoliert, in vitro expan-

diert und in einem weiteren Eingriff in den fokalen Defekt implantiert. Allerdings haben AC ein 

geringes Proliferationspotenzial, so dass nur eine limitierte Zellzahl in vitro generiert werden 

kann. Durch die Isolation aus intaktem Knorpelgewebe wird ein neuer Defekt gesetzt, der wie-

derum nicht intrinsisch regeneriert werden kann. Die ACI erfordert somit einen zweistufigen 

Prozess, eine offene Arthrotomie und ist mit hohen Kosten und einer hohen Rate an Revisio-

nen verbunden (Richter et al. 2016). Die expandierten Chondrozyten werden standardmäßig 

in einen Matrixträger, zumeist Kollagen Typ I bzw. I/III oder Hyaluronsäure-basierte Träger, 

gesiedelt (Matrix-associated Autologous Chondrocyte Implantation/Transplantation, MACI/T) 

und mit Fibrinkleber im Defekt fixiert (Schuette et al. 2017; Steinwachs 2009). Allerdings bildet 

sich auch bei dieser Methode häufig Faserknorpel, so dass die mechanische Funktion nicht 

adäquat erfüllt werden kann (Bentley et al. 2003; Khan et al. 2008).  

 

1.6.1.2 Mikrofrakturierung 
 

Eine weitere zellbasierte Therapieoption zur Füllung fokaler Defekte ist die Mikrofrakturierung, 

bei der zunächst ein Debridement durchgeführt und der kalzifizierte Knorpel entfernt wird. 

Dann werden kleine Löcher (Mikrofrakturen) ca. 4 mm tief im Abstand von etwa 3-4 mm in den 

subchondralen Knochen gebohrt, so dass das Knochenmark austritt. Im Knochenmark vor-

handene primitive Vorläuferzellen können dann im Defekt neues Reparaturgewebe aufbauen. 

Des Weiteren zeigen MSC parakrine anti-inflammatorische und immunmodulatorische Eigen-

schaften (Harrell et al. 2019). Die Mikrofakturierung zeichnet sich durch ihre minimalinvasive 

Technik, relativ geringe Kosten und eine geringe operative Morbidität aus (Steadman et al. 

1997). Sie kann zwar eine Verbesserung der Symptome hervorrufen, allerdings kann die 



  Einleitung 

 33 

Beständigkeit des vorwiegend aus Faserknorpel bestehenden Reparaturgewebes einge-

schränkt sein, was langfristig zu einem Versagen des Reparaturknorpels führen kann (Erggelet 

und Vavken 2016; Kreuz et al. 2006; Richter et al. 2016).  

Die derzeit angewandten zellbasierten Methoden zur Knorpeldefektfüllung bessern häufig die 

Beschwerden der Patient*innen. Weil sie keinen stabilen hyalinen Knorpel regenerieren kön-

nen, der den auf das Gelenk wirkenden mechanischen Kräften langfristig standhalten kann, 

wird eine nachfolgende flächige Knorpeldegeneration bzw. Arthrose allerdings oft nur aufge-

schoben und nicht dauerhaft verhindert. Welche Rolle dabei die Mechanokompetenz der Zel-

len spielt, wurde noch nicht entschlüsselt. Auch ist nicht bekannt, inwiefern sich die Mechano-

kompetenz von AC- und MSC-basiertem Knorpel unterscheidet.  

 

1.6.2 Osteoarthrose 
 

Bei Über- und Fehlbelastung kann es zu einem Ungleichgewicht zwischen anabolen und kata-

bolen Prozessen im Knorpel kommen, was schließlich zu degenerativen Erkrankungen führen 

kann (Guilak 2011; Litwic et al. 2013; Musumeci et al. 2015; Visser et al. 2015). Die häufigste 

degenerative Gelenkerkrankung ist Osteoarthrose (OA). In Deutschland waren laut einer Stu-

die des Robert Koch Instituts zwischen 2019 und 2020 39,7 % der Frauen und 23,2 % der 

Männer zwischen 65 und 79 Jahren und sogar 47,3 % der Frauen und 31,6 % der Männer 

über 80 Jahren von OA betroffen (Heidemann et al. 2021). Frühe OA zeichnet sich durch eine 

erhöhte Knorpelmatrixsyntheserate aus, um dem Verlust der Knorpelmatrixmoleküle entge-

genzuwirken. In der späten OA sinkt die EZM Syntheserate, katabole Prozesse überwiegen 

und die Chondrozyten zeigen vermehrt einen hypertrophen Phänotyp, der durch die Expres-

sion hypertropher Marker wie COL10A1 und IHH charakterisiert ist (Lorenz und Richter 2006). 

Des Weiteren erfolgt häufig eine Mineralisierung des Knorpels unter Bildung von Kalziumpho-

sphatkristallen, die mit der Expression hypertropher Marker korrelieren und die Funktionalität 

des Knorpels zusätzlich einschränken (Carlson et al. 2017; Stücker et al. 2021). 

Die Knorpeldegeneration ist durch die erhöhte Expression Matrix-abbauender Enzyme wie 

MMPs und Aggrekanasen (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs; 

ADAMTS) und eine reduzierte Expression von Tissue Inhibitor of Proteinase (TIMP), Inhibito-

ren der Matrix-abbauenden Proteinasen, charakterisiert. Gefördert wird die Expression der 

degradierenden Enzyme durch pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1, -17 und -18, sowie 

TNF-α (Anghelina et al. 2008; Lorenz und Richter 2006; Takahata et al. 2021). Diese pro-

inflammatorischen Zytokine induzieren die Expression kataboler Mediatoren wie die iNOS, die 

NO produziert, sowie die Expression von MMP1, MMP3, MMP9 und MMP13. Zudem wird die 

Expression des Enzyms COX2, welches an der Produktion von PGE2 beteiligt ist, stimuliert. 

Gleichzeitig wird die Produktion von Proteoglykanen inhibiert. Pro-inflammatorische Zytokine 

aktivieren den NFκB-Signalweg, der wiederum in einer Feedbackschleife die Expression pro-
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inflammatorischer Zytokine und matrixabbauender Enzyme fördert (Choi et al. 2019; Marcu et 

al. 2010). Hyperphysiologische Belastung ist ein Hauptrisikofaktor für die Entstehung von OA. 

Sie fördert die oben genannten inflammatorischen Prozesse und aktiviert den NFκB-Signal-

weg, wodurch der Knorpelkatabolismus in der OA verstärkt wird (Anghelina et al. 2008; 

Jorgensen et al. 2017). Aufgrund der Degeneration der Knorpelmatrix ändern sich die biome-

chanischen Eigenschaften des Gewebes bei OA, so dass die Widerstandskraft gegenüber 

mechanischer Belastung sinkt und auch die Mechanokompetenz des OA-Knorpels beeinträch-

tigt ist und schließlich die Knorpel- und Gelenkfunktion nicht aufrechterhalten werden kann 

(Krishnan und Grodzinsky 2018). 

 

1.6.2.1 Therapieoptionen bei OA 
 
Neben der Behandlung von Knorpeldefekten werden verschiedene Therapieoptionen zur Be-

handlung von OA empfohlen. Diese reichen von physiotherapeutischer Behandlung über den 

Einsatz verschiedener pharmakologischer Wirkstoffe wie Acetaminophen, Duloxetin, verschie-

dener nicht-steroidaler anti-inflammatorischer Wirkstoffe (Non-Steroidal Anti-Inflammatory 

Drugs, NSAIDs) zu intra-artikulär angewandten Corticosteroiden (Jang et al. 2021). Bei fort-

geschrittener OA sind (Teil)endoprothesen oft nicht vermeidbar. Eine Endoprothese kann die 

Gelenkfunktion zunächst für mehrere Jahre bis Jahrzehnte aufrechterhalten, jedoch besteht 

eine hohe Revisionswahrscheinlichkeit aufgrund von Infektionen oder mechanischer Locke-

rung der Prothesen (Delanois et al. 2017). Daher ist das allgemeine Ziel der Prävention und 

Behandlung von Knorpeldefekten und OA, den nativen Knorpel möglichst zu erhalten bzw. zu 

regenerieren und den Gelenkersatz zu verhindern. Um die Gelenkfunktion beizubehalten ist 

es wichtig, dass die Therapieansätze dem Knorpel ermöglichen, den mechanischen Kräften 

standzuhalten und mit einer Synthese von EZM-Molekülen auf die Belastung zu reagieren, um 

verlorene EZM-Moleküle zu ersetzen. Die aktuellen regenerativen Therapieoptionen sind je-

doch bislang nicht in der Lage, die biomechanischen Eigenschaften des Knorpels aufzubauen. 

Daher wird ein tieferes Wissen über die Einflussfaktoren auf die Mechanokompetenz des Knor-

pels benötigt, um vorhandene Therapieoptionen zu verbessern oder neue Therapien zu etab-

lieren. 
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1.7 Zielsetzung 
 

Klinische Methoden zur Knorpelreparatur können zum derzeitigen Stand keinen hyalinen 

Knorpel regenerieren und resultieren vorwiegend in der Bildung von Faserknorpel. Die biome-

chanischen Eigenschaften dieses Ersatzgewebes sind denen des hyalinen Knorpels unterle-

gen und können den physiologischen mechanischen Belastungen im Gelenk oft nicht stand-

halten. Gelenkprothesen zeigen zwar eine hohe mechanische Widerstandskraft, bieten jedoch 

keine Anpassungen an die physikalischen Bedingungen, die sich z.B. beim Altern ändern kön-

nen. Vitales Knorpelersatzgewebe hingegen hat diese Anpassungsmöglichkeiten, es muss je-

doch sichergestellt werden, dass das Regenerationsgewebe eine knorpeltypische Mechano-

kompetenz erwirbt, um die Knorpelhomöostase gewährleisten zu können. Das heißt, die Me-

chanokopplung im Gewebe, die Mechanotransduktion der Reize ins Zellinnere und ihre Über-

setzung in intrazelluläre Signale, sowie die Mechanoadaptierung sollten denen von nativem 

Knorpelgewebe entsprechen. Die Qualität von Knorpelersatzgewebe wird derzeit vorwiegend 

auf Gewebeebene anhand der Ablagerung knorpeltypischer EZM-Moleküle und auf Zellebene 

anhand der Expression chondrogener Marker bewertet, nicht aber anhand seiner Mechano-

kompetenz und somit seiner biologischen Funktionalität. Ob mesenchymale Vorläuferzellen 

wie MSC, die bei der Mikrofrakturierung oder bei Knorpel TE Ansätzen zum Einsatz kommen, 

im Laufe ihrer Ausreifung zu Chondrozyten dem Ersatzgewebe dieselbe knorpeltypische Me-

chanokompetenz verleihen können wie AC, ist derzeit ebenfalls unklar. 

Ziel dieser Studie ist es, funktionale Aspekte von Knorpelersatzgewebe in den Mittelpunkt zu 

stellen und die Mechanokompetenz von MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe mit der von 

AC-basiertem Knorpelersatzgewebe zu vergleichen. Dabei kann insbesondere ein besseres 

Verständnis der Mechanotransduktion und der für die Mechanoadaptierung der Zellen rele-

vanten Signalwege in MSC- und AC-basierten Knorpelreparaturstrategien dazu dienen, phar-

makologische Behandlungen zu erwägen und TE Ansätze zu verbessern. 

Ansatz dieser Arbeit war es, die rein physikalisch bedingte, durch GAG-Ablagerung und Härte 

determinierte Mechanokopplung von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe konstant 

zu halten, um eine vergleichende Analyse von Mechanotransduktion und Mechanoadaptie-

rung unter einem für AC physiologischen Belastungsprotokoll zu ermöglichen. Die Mechano-

transduktion wurde anhand der Integrinexpression, der Aktivierung des Mechanotransdukti-

onswegs pERK1/2 und der Expression mechanosensitiver Gene und miRs untersucht. Die 

Mechanoadaptierung wurde anhand der Anpassungen der EZM-Synthese, anaboler und kata-

boler Signalkaskaden, sowie für MSC-basierte Chondrozyten über mögliche Veränderungen 

des Zellphänotyps beurteilt.
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2 Materialien 
 
2.1 Chemikalien und Reagenzien 
 

Alle verwendeten Feinchemikalien wurden, sofern nicht gesondert aufgeführt, mit dem Reinheitsgrad 
p.A. von den Firmen Sigma-Aldrich, Merck und Carl Roth bezogen. 
 

Bezeichnung       Hersteller 
ABsolute QPCR SYBR Green Mix, 2x   Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Aceton       Carl Roth (Karlsruhe) 
Alizarin rot S      Chroma (Münster) 
Ammoniumpersulfat (APS, (NH4)2S2O8)   Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Aquatex       Merck (Darmstadt) 
Ascorbinsäure-2-phosphat    Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
β-Glycerophosphat     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
β-Mercaptoethanol      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Borsäure      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Bouin’s Lösung      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Bovines Serum Albumin (BSA)     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Bradford Reagenz     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Bromphenolblau      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Chloroform       Carl Roth (Karlsruhe) 
Chondroitin-6-sulfat     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Complete Mini Tabletten (Protease Inhibitor)  Roche Applied Science (Basel, CH) 
Coomassie Brilliant Blue     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Dexamethason       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)   Merck (Darmstadt) 
1,9-Dimethylmethylenblau (DMMB)   Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
DNA Loading Dye 6x     Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Life Technologies (Carlsbad, USA) 
Essigsäure      Carl Roth (Karlsruhe) 
Ethanol       Carl Roth (Karlsruhe) 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)   Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Certistain Fast Green FCF     Merck (Darmstadt) 
Fetal Bovine Serum (FBS)     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Ficoll Paque Plus     Cytiva (Schweden) 
Gelatine       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (100ng/µL)  Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Glycerin       Carl Roth (Karlsruhe) 
Glycin       Carl Roth (Karlsruhe) 
Hämalaun nach Mayer (sauer)     Chroma (Münster) 
ImmPact Vector Red Substrate Kit   Vector Laboratories (USA) 
Indomethacin      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Isobutylmethylxanthin (IBMX)    Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Isopropanol      Carl Roth (Karlsruhe) 
Kalziumchlorid (CaCl2)     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Kaliumchlorid (KCl)     Merck (Darmstadt) 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)   AppliChem (Darmstadt) 
Lithium Chlorid (LiCl)     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Lumi-Light Western Blotting Substrate    Roche Applied Science (Basel, CH) 
Magermilchpulver     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Methanol      Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumchlorid (NaCl)     Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Fluka/Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Natrium-Pyruvat      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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Natrium-Selenit      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Natronlauge (NaOH)     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Neo-Mount      Merck (Darmstadt) 
Non-essential amino acids    Gibco/Life Technologies 
Oligo(dT) 16 Primer      Eurofins Genomics (Ebersberg) 
Ölrot Orange (Ölrot O)     Chroma (Münster) 
Paraffin Paraplast X-Tra®    Leica Biosystems (Nussloch) 
Paraformaldehyd (PFA)     Merck (Darmstadt) 
Pefabloc®      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Penicillin/Streptomycin [100 U/ml]    Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad) 
peqGOLD TriFast      PeqLab/VWR (Erlangen) 
peqGreen DNA/RNA Farbstoff    PeqLab/VWR (Erlangen) 
PhosphoSafeTM Extraktionsreagenz   Merck (Darmstadt) 
Ponceau Rot S      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Precision Plus Protein StandardsTM Dual Color  Bio-Rad (Hercules, USA) 
Primer       Eurofins MWG Operon (Huntsville, USA) 
L-Prolin        Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
RestoreTM PLUS Stripping Solution   Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
RNaseOutTM Ribonuclease Inhibitor, 40 U/µL  Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Roti® Histol      Carl Roth (Karlsruhe) 
Rotiphorese® 30 Acrylamid    Carl Roth (Karlsruhe) 
Safranin Orange (Safranin O, Saf. O)    Chroma (Münster) 
Salzsäure (HCl)      Carl Roth (Karlsruhe) 
Tetramethylethylenediamine (TEMED)    Bio-Rad (Herules, USA) 
Tisseel (Fibrinogen, Thrombin)    Baxter (Unterschleißheim) 
Transferrin human     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Trifast       VWR (Erlangen) 
Tris Base      Merck (Darmstadt) 
Tris-HCl       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Trizol       ambion/Life Technologies (Carlsbad) 
Trypanblau (0,4%)     Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Trypsin/EDTA       Biochrom/Merck (Darmstadt) 
Türksche Lösung     Merck (Darmstadt) 
Tween® 20       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
UltraPure destilliertes Wasser    Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad) 
WesternBright Chemilumineszenz Substrat  Advansta (Menlo Park, USA) 
 

2.2 Radioaktive Isotope  
 

Bezeichnung       Hersteller 
[3H]-Prolin       Hartmann Analytics (Braunschweig) 
[35S]-Sulfat       Hartmann Analytics (Braunschweig) 
 

2.3 Wachstumsfaktoren und Enzyme 
 

Bezeichnung       Hersteller 
BMP6 rekombinant human    R&D Systems (Minneapolis, USA) 
FGF-2 rekombinant human    Active Bioscience (Hamburg) 
Hyaluronidase aus Rindertestes 750-3.000 U/mg  Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Insulin glARGine 100 U/mL    Sanofi-Aventis (Frankfurt am Main) 
IL1-β rekombinant human    Promokine (Heidelberg) 
ITS+ Premix      Corning Life Sciences (New York, USA) 
Kollagenase B aus C. histolyticum >0,15 U/mg  Roche Applied Science (Basel, CH) 
Omniscript Reverse Transkriptase   Qiagen (Hilden) 
Pronase       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Proteinase K rekombinant >600 U/mL   Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
RNaseOUTTM >80.000 U/mg    Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad) 
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TaqMan®Universal PCR Master Mix   Applied Biosystems (Carlsbad, USA) 
TGF-β1 rekombinant human  Peprotech (Hamburg), Miltenyi Biotech (Bergisch 

Gladbach), Biomol (Hamburg) 
10x Trypsin/EDTA      Merck (Darmstadt) 
 

2.4 Agonisten und Inhibitoren 
 

Bezeichnung       Hersteller 
Bay11-7082      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Dibutyryl-caMP       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Forskolin      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
H89       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
IBMX       Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
LDN212854      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
MDL-12,330A      Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
PTHrP(1-34)      Bachem (Schweiz) 
PTHrP(7-34)      Bachem (Schweiz) 
 

2.5 Antikörper 
 

2.5.1 Durchflusszytometrie 
 

Bezeichnung       Hersteller 
Anti-human CD34-Phycoerythrin (PE) aus Maus  BD Pharmingen (Heidelberg) 
Anti-human CD45-Fluoresceinisothiocyanat  

(FITC) aus Maus    Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
Anti-human CD73-PE aus Maus    BD Pharmingen (Heidelberg) 
Anti-human CD90-FITC aus Maus   BD Pharmingen (Heidelberg) 
Anti-human CD105-PE aus Maus    Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
 

2.5.2 Histologie  
 

Bezeichnung       Hersteller 
Anti-human Kollagen Typ II (II-4CII) aus  

Maus, monoklonal, Cat. 8631712   MP Biomedicals (Santa Ana, USA) 
BrightVision Poly-AP-Anti Ms/Rb/Ra aus 

Ziege, Cat. DPVO55AP     Immunologic, Duiven (NL) 
 

2.5.3 Western Blot  
 

Bezeichnung       Hersteller 
Anti-human SOX9 aus Kaninchen, polyklonal,  

Cat. Ab5535, 1:2000     Merck (Darmstadt) 
Anti-human Phospho-ERK (E-4) aus Maus,  

monoklonal, Cat. SC-7383, 1:200   Santa Cruz Biotech. (Dallas, USA) 
Anti-human p44/42 MAPK (ERK1/2) aus  

Kaninchen, polyklonal, Cat. 9102, 1:1000  Cell Signaling (Danvers, USA) 
Anti-human β-Aktin (AC-15) aus Maus,  

monoklonal, Cat. GTX26276, 1:10000  GeneTex (Irvine, USA) 
Anti-human Phospho-SMAD1/5/9 aus  

Kaninchen, monoklonal, Cat. 13820,1:250  Cell Signaling (Danvers, USA) 
Anti-human SMAD1 aus Kaninchen,  

monoklonal, Cat. Ab33902, 1:250   abcam (Berlin) 
Anti-human SMAD5 aus Kaninchen,  

monoklonal, Cat. Ab40771, 1:500   abcam (Berlin) 
Anti-human pSMAD2 aus Kaninchen,  

monoklonal, Cat. 3108, 1:250   Cell Signaling (Danvers, USA) 
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Anti-human SMAD2/3 aus Kaninchen,  
monoklonal, Cat. 8685, 1:250   Cell Signaling (Danvers, USA) 

Anti-human BSPII (IBSP, LFMb-24) aus Maus,  
monoklonal, Cat. Sc-73634, 1:500  Santa Cruz Biotech. (Dallas, USA) 

Anti-human cRel aus Ziege, polyklonal,  
Cat. PA5-47370, 1:400    Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Anti-human p65 (aktiv, 12H11) aus Maus,  
monoklonal, Cat. MAB3026, 1:500  Merck (Darmstadt) 

Anti-human p65 (D14E12) aus Kaninchen,  
monoklonal, Cat. 8242, 1:1000   Cell Signaling (Danvers, USA) 

Anti-human p105/p50 (E381) aus Kaninchen,  
monoklonal, Cat. Ab32360, 1:1000  abcam (Berlin) 

Anti-Kaninchen HRP aus Ziege, polyklonal,  
Cat. 111-035-046, 1:10000 Jackson ImmunoRes. (West Grove, USA) 

Anti-Maus HRP aus Ziege, polyklonal,  
Cat. 115-035-071, 1:5000 Jackson ImmunoRes. (West Grove, USA) 

Anti-Ziege HRP aus Rind, polyklonal, 
Cat. 805-035-180, 1:5000   Jackson ImmunoRes. (West Grove, USA) 

 

2.6 Kits 
 

Bezeichnung       Hersteller 
cAMP Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  

(ELISA) Kit     Enzo Life Sciences (Lörrach) 
Dynabeads mRNA Purification Kit Invitrogen/Life Technol. (Carlsbad, USA) 
miRNeasy Mini Kit     Qiagen (Hilden) 
Omniscript RT Kit (Desoxyribonukleosidtriphos- 

phate (dNTP) Mix 5 mM, RT Puffer 10x)  Qiagen (Hilden) 
PGE2 ELISA Kit      Enzo Life Sciences (Lörrach) 
Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit    Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit   Applied Biosystems/Life Technologies 

(Carlsbad, USA) 
Zymoclean™ GEL DNA Recovery Kit    Zymo Research (Irvine, USA) 
 

2.7 Verbrauchsmaterialien 
 

Bezeichnung       Hersteller 
Adhäsions-Objektträger SuperFrost Ultra PlusTM   Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
β-Trikalziumphosphat (β-TCP) 70% Porosität,  

4x4x11 mm      RMS Foundation (Bettlach, CH) 
Biopsie-Stanzen 4 mm rund    Stiefel (Brentford, UK) 
Borosilikatglasträger VitraPOR-Spezial-Filter- 

platte Por.2, 36 % Porosität, 4x4x6 mm  ROBU Glasfilter-Geräte GmbH (Hattert) 
Einfrierbehälter       Nalgene (Waltham, USA) 
Einmalskalpelle       Feather (Osaka, JP) 
Einweg-Pipetten 2ml, 5ml, 10ml, 25ml    Becton Dickinson (Heidelberg) 
Filterpapier Whatman 3mm     GE Healthcare (Chalfont St Giles, USA) 
Flachbodenplatte 24-, 48- und 96-well   Greiner Bio One (Kremsmünster, AT) 
Flachbodenplatte 96-well schwarz    Greiner Bio One (Kremsmünster, AT) 
Kryoröhrchen      Simport (Saint-Mathieu-de-Beloeil, CA) 
Laborhandschuhe      Peha-Soft Hartmann (Heidenheim) 
LightCycler 8-Tube Streifen    Roche Applied Science (Basel, CH) 
LightCycler 96-Well Platte      Roche Applied Science (Basel, CH) 
Mikrotomklingen A35, N35     Feather (Osaka, JP) 
Nitrocellulose Membran Amersham Hybond ECL  GE Healthcare (Chalfont St Giles, USA) 
Nylonsieb (40 µm)      BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
Optimaix (dreidimensionaler) 3D Kollagenschwamm  Matricel (Herzogenrath) 
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Parafilm M  Pechiney Plastic Pack. (Chicago, USA) 
Pipettenspitzen       Greiner bio-one (Frickenhausen) 
Pipettenspitzen, RNase-frei    Eppendorf (Hamburg) 
Polytronröhrchen     Greiner bio-one (Kremsmünster, AT) 
Präparatebox (Mediumschalen für Bioreaktor)   Reichelt Chemietechnik (Heidelberg) 
Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml    Greiner bio-one (Frickenhausen) 
Reaktionsgefäße 15 ml, 50 ml     Becton Dickinson (Heidelberg) 
Reaktionsgefäße, RNase-frei (0,5 ml, 1 ml, 2 ml)  Eppendorf (Hamburg) 
Skalpell       Feather (Osaka, JP) 
Steritop ExpressTM Plus (0,22 µm)    Merck (Darmstadt) 
Szintillationsröhrchen     neolab (Heidelberg) 
Wälzlager KWEM9-G2/A_V1 und Schiene   Schaeffler (Herzogenaurach) 
Zellkulturflaschen Cellstar T25, T75, T175   Nunc (Wiesbaden) 
 

2.8 PCR-Primer 
 

Gen-
name Forward Sequenz 5’ – 3’ Reverse Sequenz 5’ – 3’ T 

[°C] 
ACAN GCACATGCCTTCTGCTT GGAACCACTTGGGTCACG 58 
ALPL CACCAACGTGGCTAAGAATG ATCTCCAGCCTGGTCTCCTC 58 
AXUD1 TGGCTGTACTCTGGGTATGG GGTAGGGCTGTAGGAAGCTC 60 
BMP2 ACGAGGTCCTGAGCGAGTTC GAAGCTCTGCTGAGGTGATAA 58 
BMP6 ATTACAACAGCAGTGAATTGA TTCATGTGTGCGTTGAGTG 58 
CHSY1 GTCTGGTCTTATGAGATGCAGCAG ATCTTGCGGCTCAGCATGTA 60 
COL2A1 TGGCCTGAGACAGCATGAC AGTGTTGGGAGCCAGATTGT 58 
COL10A1 TTTACGCTGAACGATACCAAA TTGCTCTCCTCTTACTGCTAT 58 
COMP CACTGACCTAGACGGCTTC ATCAAAGTCGTCCTGGCACA 58 
COX2 TTCAAATGAGATTGTGGAAAAATTGCT AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT 58 
CPSF6 AAGATTGCCTTCATGGAATTGAG TCGTGATCTACTATGGTCCCTCTCT 58 
DUSP5 CTCCCACTTTCAAGAAGCAA GGCAGGATCTCAGATTCGTA 60 
FOS TCCAGTGCCAACTTCATTCC GCTGCAGCCATCTTATTCCT 60 
FOSB CCAGGGAAATGTTTCAGGCT GAAGAGATGAGGGTGGGTTG 60 
HNRPH1 GATGTAGCAAGGAAGAAATTGTTCAG CACCGGCAATGTTATCCCAT 58 
IBSP CAGGGCAGTAGTGACTCATCC TCGATTCTTCATTGTTTTCTCCT 59 
IHH CGACCGCAATAAGTATGGAC GGTGAGCGGGTGTGAGTG 60 
ITGA10 TCTCTAGAAACCTCCACCTGG CTGGAAGGAGGGCTGAGATGATGA 61 
ITGA11 ACAGGGATGTGTTCAAGAGTCA GGATGTTGATGAGGAAGTGCT 58 
ITGA5 AGATGCCCTACCGAATCCTG AGATGAGTAGACCTAGGAGCAG 60 
MEF2C GTATGGCAATCCCCGAAACT ATCGTATTCTTGCTGCCTGG 58 
NR4A2 GGGCTGCAAAGGCTTCTTTA TGTGCGAACCACTTCTTTGA 60 
PTHR1 GGTGAGGTGGTGGCTGT AGCATGAAGGACAGGAAC 58 
PTHLH CGGTGTTCCTGCTGAGCTA TGCGATCAGATGGTGAAGGA 58 
SOX9 GTACCCGCACTTGCACAAC TCGCTCTCGTTCAGAAGTCTC 60 

 

2.9 TaqMan® MicroRNA Assays  
 

Assay Name Sequenz MiRBase 
U6 snRNA GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGAACG 

ATACAGAGAAGATTAGCATGGCCCCTGCGCAAGGATGA 
CACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTT   

hsa-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC 0000278 

hsa-miR-6723-5p AUAGUCCGAGUAACGUCGGGGC 0025855 

hsa-miR-6872-3p CCCAUGCCUCCUGCCGCGGUC 0027645 
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2.10 Puffer und Lösungen 
 

Alle einfach konzentrierten Gebrauchslösungen wurden durch eine entsprechende Verdünnung der 
konzentrierten Stammlösungen mit Reinstwasser hergestellt. 
 

2.10.1 Allgemeine Puffer 
 

Phosphate-Buffered Saline (PBS) (10x) 
1,37 M NaCl, 26,8 mM KCl, 101,4 mM Na2HPO4, 17,6 mM KH2PO4. 1x PBS pH 7,4 wurde durch Ver-
dünnen der Stammlösung mit Reinstwasser im Verhältnis 1:10 hergestellt, für 1x PBS pH 5,5 wurde 
außerdem HCl 32 % zugesetzt.   
 

Tris-Buffered Saline (TBS) (10x) 
250 mM Tris-HCl, 1,45 M NaCl, 27 mM KCl. pH 7,6 wurde mit HCl 32 % eingestellt. Die einfach kon-
zentrierte Gebrauchslösung wurde durch Verdünnung der Stammlösung mit Aqua dest. im Verhältnis 
1:10 hergestellt und der pH-Wert mit HCl 32 % auf pH 7,5 eingestellt. TBS-T Bestehend aus 1x TBS pH 
7,5 mit 0,05 % (v/v) Tween 20.   
 

Tris-HCl 
Alle Tris-HCl Lösungen wurden durch Ansetzen einer Tris Base-Lösung in der gewünschten Molarität 
und anschließender Einstellung des geforderten pH-Wertes mit HCl 32 % oder 1 M HCl hergestellt.   
 

2.10.2 Zellkultur 
 

Trypsin-EDTA-Lösung     Protease Inhibitor-Lösung 
10x Trypsin-EDTA 1:10 in Reinstwasser  1 Complete Mini Tablette in 1,5 ml PBS 

sterilfiltriert, bei -20°C gelagert 
2.10.3 Histologische Analysen 
 

2.10.3.1 Fixierlösung 

Bouin’s Lösung (gebrauchsfertige Lösung) 
Enthält gesättigte Pikrinsäure, Formaldehyd und Essigsäure 
 

2.10.3.2 Färbelösungen 
 

Ölrot O-Lösung      Alizarin Rot S-Lösung 
0,5 % Gebrauchslösung wurde durch Verdünnung mit   5 g/L Alizarin Rot S in Aqua dest. 
destilliertem Wasser (Aqua dest.) aus einer Stamm- 
lösung aus 5 % (w/v) Ölrot O in 99 % Isopropanol erstellt. 
 

Safranin O-Lösung      Fast Green-Lösung 
Safranin O 0,2 % (w/v) in Essigsäure 1 % (v/v) in Aqua dest. Fast Green 0,04 % (w/v) in Essigsäure 
        0,2 % (v/v) in Aqua dest.  
 

2.10.3.3 Lösungen für Immunhistochemie 
 

PBS pH 5,5       Blockierungslösung 
137 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 10,14 mM Na2HPO4,   BSA 5 % (w/v) in PBS   
1,76 mM KH2PO4 pH 5,5 in Reinstwasser   
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2.11 Molekularbiologische Analysen 
 

2.11.1 Agarose Gelelektrophorese 
 

TAE-Puffer (50x)      Agarosegel (1,5 %) 
242 g/l TrisBase, 57,1 g/l Eisessig, 50 mM EDTA, pH 8   Agarose 1,5 % (w/v), peqGreen 3 µL 

pro 100 ml in TAE-Puffer 
 

2.11.2 mRNA-Isolation aus Pellets 
 

Waschpuffer B 
0,15 M LiCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl in RNase-freiem Wasser, pH 7,5 
 

2x Bindungspuffer 
1 M LiCl, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl in RNase-freiem Wasser, pH 7,5 
 

2.12 Biochemische Analysen 
 

2.12.1 Glykosaminoglykanmessung 
 

TE-Puffer     DMMB-Färbelösung für Knorpelersatzgewebe 
10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA,   3,04 g/l Glycin, 2,38 g/l NaCl, 20 mg/l DMMB, pH 3 in  
pH 8 in Aqua dest.    Aqua dest., im Dunkeln lagern, ca. 3 Monate haltbar 
 

Proteinase K-Puffer 
50 mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2 in Aqua dest., pH 8 
 

2.12.2 SDS-PAGE  
 

Sammelgel (5 %)     Trenngel (10 %) 
16,4 % (v/v) Rotiphorese 30, 150 mM TrisHCl   33 % (v/v) Rotiphorese 30, 374 mM TrisHCl  
pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,08 % (w/v) Ammoni-  pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) Ammoni-
umpersulfat, 0,08 % (v/v) TEMED in Aqua dest.   umpersulfat, 0,04 % (v/v) TEMED in Aqua dest. 
 

Lämmli-Puffer (4x)     SDS-Laufpuffer (10x) 
249 mM TrisHCl pH 6,8, 33,2 % (w/v) Glycerin,   248 mM TrisBase, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v)  
8 % (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau   SDS in Aqua dest., 1x Laufpuffer bis zu 2x ver- 
in Aqua dest. Vor Gebrauch 1:10 mit β-Mercap-  wendbar   
toethanol verdünnt eingesetzt  
 

2.12.3 Western Blot 
 

Transferpuffer für Wet Blot    10x TBE-Puffer für Semi-Dry Blot 
0,125 % (w/v) SDS, 25 % (v/v) Methanol,  10,8 % (w/v) Tris, 5,5 % (w/v) Borsäure, 2 %  
239,8 mM Glycin, 31,4 mM TrisBase in Aqua dest.,  (v/v) 0,5 M EDTA (pH 8) in Aqua dest. Für  
auf 4°C gekühlt verwendet, bis zu 2x verwendbar   Semi-Dry Blot 1:10 mit Aqua dest. verdünnt 
 

TBS-T       Blockierungslösung/Milch 
0,1 % (v/v) Tween20 in TBS      Magermilchpulver 5 % (w/v) in TBS-T  
 

Coomassie-Färbelösung    Coomassie-Entfärbelösung  
0,25 % (w/v) Coomassie Brilliantblau, 50 % (v/v)  25 % (v/v) Methanol, 7,5 % (v/v) Essigsäure 
Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure in Aqua dest.  in Aqua dest.   
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2.13 Zellkulturmedien 
 

Anlösen von Wachstumsfaktoren, Agonisten und Antagonisten 
5 µg TGF-β1 wurden in 100 µL 10 mM Zitronensäure, pH 3,0, gelöst, und anschließend mit 400 µL PBS 
auf eine Endkonzentration von 10 µg/ml verdünnt. 50 µg FGF-2 wurden in 500 µL 1 % BSA in PBS 
gelöst und mit Aqua dest. auf eine Endkonzentration von 10 µg/mL verdünnt. Kollagenase B und Hyal-
uronidase wurden in PBS aufgenommen. BMP6 wurde in PBS mit 4 mM HCl und 0,1 % BSA gelöst und 
auf eine Endkonzentration von 100 ng/µL gebracht. LDN212854 wurde als 1 mg/mL Stammlösung in 
DMSO verwendet. IL-1β wurde in 1 % BSA in PBS als 10 µg/mL Stammlösung angelöst. Stammlösun-
gen von 100 mM Bay11-7082, 1 M IBMX, 10 mM Forskolin, 10 mM H89 und 100 mM MDL-12,330A 
wurden durch Lösen in DMSO erstellt. 10 µg/mL PTHrP(1-34), 0,1 M dbcAMP und 1 mM PTHrP(7-34) 
wurden durch Lösen in Aqua dest. hergestellt. Alle Enzyme, Wachstumsfaktoren, Agonisten und Anta-
gonisten wurden nach dem Lösen aliquotiert und bei - 20°C oder -80°C gelagert. 
 

Expansionsmedium für Chondrozyten 
DMEM Basismedium mit Glukose (1,5 g/l), L- Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/l) (Life 
Technologies (Carlsbad, USA), Art. 31885), 10 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin  
 

Expansionsmedium für MSC (ES-Medium) 
DMEM Basismedium mit Glukose (4,5 g/L), L-Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/l) (Life 
Technologies (Carlsbad, USA), Art. 41966), 12,5 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin, 2 mM 
L-Glutamin, Non-essential amino acids, 50 µM 2-Mercaptoethanol. Der Mediumzusatz 4 ng/mL FGF-2 
wurde vor Gebrauch frisch hinzugegeben und das Medium anschließend nicht länger als sieben Tage 
verwendet (Lagerung bei 4°C). 
 

Chondrogenes Induktionsmedium 
DMEM Basismedium mit Glukose (4,5 g/l), L- Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/l) (Life 
Technologies (Carlsbad, USA), Art. 41966), 5 µg/ml Transferrin, 5 ng/ml Natriumselenit, 1,25 mg/ml 
BSA, 0,1 µM Dexamethason, 0,17 mM Ascorbinsäure-2-phosphat, zusätzlich 1 mM Natriumpyruvat 
(Endkonzentration 2 mM), 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin, 0,35 mM L-Prolin, 10 ng/ml TGF-β, 5 µg/ml 
Insulin. Medienzusätze TGF-β und Insulin wurden vor Gebrauch frisch zugegeben und das Medium 
anschließend nicht länger als sieben Tage verwendet (Lagerung bei 4°C). Für MSC wurden Insulin, 
Transferrin, Natriumselenit und BSA durch ITS+ Premix ersetzt. 
 

Adipogenes Induktionsmedium 
DMEM Basismedium mit Glukose (4,5 g/L), L-Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/l) (Life 
Technologies (Carlsbad, USA), Art. 41966), 10% FBS (Sigma), 1 µM Dexamethason (Sigma), 0,2 mM 
Indomethacin, 0,5 mM 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, Sigma), 1 % Penicillin/Streptomycin 
Insulin wurde vor Gebrauch frisch zugegeben und das Medium anschließend nicht länger als sieben 
Tage verwendet. 
 

Osteogenes Induktionsmedium 
DMEM Basismedium mit Glukose (4,5 g/L), L- Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/l) (Life 
Technologies (Carlsbad, USA), Art. 41966), 10% FBS (Sigma), 0.1 µM Dexamethason (Sigma), 0,17 
mM Ascorbinsäure-2-phosphat (A2P, Sigma), 10 mM β-Glycerophosphat, 1 % Penicillin/Streptomycin  
 

Einfriermedium 
40 % (v/v) Expansionsmedium, 50 % (v/v) FBS, 10 % (v/v) DMSO  
 

2.14 Geräte 
 

Bezeichnung      Hersteller 
Agarosegel-Belichtungskammer    PEQLAB/VWR (Erlangen) 
Agarosegelelektrophorese Kammer   Bio-Rad (Hercules, USA) 
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Brutschrank BB5060 (Bioreaktor)    Heraeus (Hanau) 
Digi Test II          Bareiss (Oberdischingen) 
DNA/RNA UV Cleaner Hood       Kisker Biotech (Steinfurt) 
Edelstahlkugeln 5 mm für Proteinisolierung   Retsch (Haan) 
Gießstationen für SDS-Gele       Bio-Rad (Hercules, USA) 
Heizplatte für Paraffinschnitte     Medax(Neumünster) 
LightCycler 96         Roche Applied Science (Basel, CH)  
Mikroskop Axioplan2 Imaging + AxioCam HRC   Zeiss (Oberkochen) 
Motion Controller FMC 400 (Bioreaktor)   Steinmeyer Mechantronik (Dresden) 
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer   Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Neubauer-Zählkammer       Karl Hecht (Sondheim vor der Rhön) 
Omega FLUOstar Luminometer    BMG LABTECH GmbH (Ortenberg) 
pH Meter PB-11, pH Elektrode PY-P11    Sartorius (Göttingen) 
Polytron PT MR2100         Kinematika (Luzern, CH) 
Schlittenmikrotom Jung Histoslide 2000R   Leica (Wetzlar) 
Schwingmühle MM 400        Retsch (Haan) 
Schwingspule VM5050-250 (Bioreaktor)   Geeplus (Beckenham, UK) 
SDS-PAGE Mini Protean II       Bio-Rad (Hercules, USA) 
SDS-PAGE Short und Spacer-Platten 1,5 mm   Bio-Rad (Hercules, USA) 
Sensor Feinprüf 1300        Mahr (Göttingen) 
Sunrise Magellan Mikroplattenleser      Tecan (Männedorf, CH) 
Wallac MicroBeta-Zähler     PerkinElmer Life Sciences (Waltham, USA) 
Wallac 1420 Victor2 Mikroplattenleser    PerkinElmer Life Sciences (Waltham, USA) 
Wärmeofen für Knorpelverdau Hybrid 2000   H. Saur (Reutlingen) 
Western Blot Belichtungskammer Fusion-SL 3500-WL  PEQLAB/VWR (Erlangen) 
Western Blot Mini Trans-Blott Cell     Bio-Rad (Hercules, USA) 
Zentrifuge Rotina 420      Hettich (Tuttlingen) 
Zentrifuge Universal 320     Hettich (Tuttlingen) 
Zellkulturbank HeraSafe    Heraeus Instruments 
 

2.15 Software 
 

Bezeichnung      Hersteller 
AxioVision Rel 4.6.3.0      Zeiss (Oberkochen) 
Bio-1D        Vilber Lourmat (Eberhardzell) 
BioCapt 11.02       Vilber Lourmat (Eberhardzell) 
EndnoteTM X9      Clarivate (Philadelphia, USA) 
Fusion Molecular Imaging     Vilber Lourmar (Eberhardzell) 
GalilTools 1.6.4.550         Galil (Rocklin, USA) 
GraphPad Prism 5     GraphPad Software, Inc. (La Jolla, USA) 
Hardtest V2.0       Bareiss (Oberdischingen) 
LightCycler® 96 Software     Roche Applied Science (Basel, Schweiz) 
MACQuantify Version 2.11.1746.19438   Miltenyi Biotec 
Magellan 6.6       Tecan (Männedorf, Schweiz) 
MS Office       Microsoft (Redmont, USA) 
ND-1000 V3.8.1      Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Omega Control      BMG LABTECH GmbH (Ortenberg) 
Photoshop 7.0.1      Adobe Systems (San José, USA) 
SPSS Statistics 25      IBM (Armonk, USA) 
Wallac 1420 Manager  PerkinElmer Life Sciences (Waltham, USA) 
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3 Methoden 
 

3.1 Rechtliche und ethische Aspekte der Studie  
 

Die vorliegende zellbiologische Studie wurde in Übereinstimmung mit der Deklaration von Hel-

sinki in der aktuellen Fassung durchgeführt. Vor Studienbeginn wurden die Teilnehmenden 

mündlich und schriftlich über Wesen und Tragweite der geplanten Untersuchung und über 

möglichen Nutzen und eventuelle Risiken für ihre Gesundheit aufgeklärt. Die Teilnahme der 

Patient*innen erfolgte freiwillig und bedurfte der schriftlichen Zustimmung mit dem Recht, je-

derzeit unter Vernichtung des Probenmaterials und bereits gewonnener Daten von der Studie 

zurücktreten zu können. Vorschriften der ärztlichen Schweigepflicht und des Datenschutzes 

wurden im Rahmen der Studie eingehalten. Das Studienkonzept wurde von der Ethikkommis-

sion der Medizinischen Fakultät der Universität Heidelberg begutachtet und bewilligt (Nummer 

S-028/2014 und S-609/2019).  
 

3.2 Gewebeisolation, Zellgewinnung und Expansion 
 

3.2.1 Gelatinebeschichtung von Zellkulturflaschen 
 

Zur Expansion von MSC wurden die Zellkulturflaschen zuvor mit einer 0,1 % Gelatinelösung 

in PBS beschichtet. Dazu wurde die Gelatine steril abgewogen und in sterilem PBS für zwei 

min in der Mikrowelle aufgekocht. Nach kurzem Abkühlen der Gelatinelösung auf etwa 60°C 

wurde der Flaschenboden von T75 oder T175 Zellkulturflaschen mithilfe einer sterilen Stabpi-

pette mit 5-10 mL Gelatinelösung benetzt und bei 37°C, 6 % CO2 für 30 min bis max. 14 Tage 

aufbewahrt. 
 

3.2.2 MSC Isolation aus Knochenmarkaspiraten 
 

MSC wurden nach Zustimmung der Ethikkommission der Universität Heidelberg und der Spen-

der*innen aus Knochenmarkaspiraten von 47 Patient*innen isoliert, bei denen eine Hüftendo-

prothese eingesetzt wurde. Das Alter der Patient*innen lag zwischen 24 und 92 Jahren mit 

einem Durchschnittsalter von 62 ± 17 Jahren (28 weiblich, 19 männlich). 

Das Knochenmarkaspirat wurde zunächst von der Entnahmespritze in ein 50 mL Reaktions-

gefäß überführt und zweimal mit 30 mL sterilem PBS und anschließender Zentrifugation 

(10 min, 650 x g) gewaschen. Anschließend wurde eine Dichte-Gradienten-Zentrifugation mit-

tels Ficoll Paque Plus durchgeführt. Bei der Dichte-Gradienten-Zentrifugation werden die ver-

schiedenen Zelltypen anhand ihrer Dichte aufgetrennt; die kernlosen Erythrozyten aggregieren 

am Boden des Reaktionsgefäßes, in der darüber liegenden Phase befinden sich hauptsächlich 

Granulozyten, während MSC sich in der mononukleären Phase in der Interphase zwischen 

Ficoll Paque Plus und PBS anreichern und einen sichtbaren Zellring bilden. Das Knochenmark 

wurde dazu in 15-20 mL sterilem PBS aufgenommen und vorsichtig auf 15 mL Ficoll Paque 
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Plus geschichtet und 35 min bei 1460 x g unter Deaktivierung der Bremsfunktion zentrifugiert. 

Der Zellring wurde mithilfe einer 10 mL Stabpipette abgenommen und dreimal mit PBS gewa-

schen und bei absteigender Rotationszahl (650, 450, 290 x g) für je 10 min zentrifugiert. Mit-

hilfe einer Neubauerzählkammer wurde die Zahl der isolierten Zellen unter Verwendung von 

Türkscher Lösung im Verhältnis 1:5 bis 1:50 gezählt. Die Türksche Lösung verursacht eine 

Lyse der in der Zellsuspension noch vorhandenen Erythrozyten. Es wurden 125.000-150.000 

Zellen pro Quadratzentimeter in gelatinisierte Zellkulturflaschen mit ES-Medium ausgesiedelt. 

Nach einem Tag wurden nicht adhärente hämatopoetische Zellen durch einmaliges Spülen 

der Flaschen mit PBS entfernt. Die adhärenten Zellen bildeten sogenannte „Spots“, die nach 

Erreichen von ca. 70-80 % Konfluenz mithilfe von Trypsin/EDTA vom Flaschenboden abgelöst 

und im Folgenden mit einer Dichte von 5000 Zellen/cm2 ausgelegt wurden. Ab Passage 1 

zeigten die Zellen eine homogene Verteilung. Nach maximal drei Passagen wurden sie für die 

jeweiligen Versuche eingesetzt. 
 

3.2.3 Native Knorpelbiopsien und Isolierung humaner Chondrozyten 
 

OA-Knorpelproben wurden aus makroskopisch intakten knorpeligen Bereichen von Knorpel- 

und Knochenresektaten von Patient*innen, bei denen eine Knieendoprothese-Operation 

durchgeführt wurde, gewonnen.  

Zum Vergleich der Härte zwischen nativem Knorpel und dem in vitro generierten Knorpeler-

satzgewebe wurden zylinderförmige Vollschicht-Knorpelbiopsien mit einem Durchmesser von 

4 mm mittels Biopsiestanze aus makroskopisch gesunden Knorpelarealen von osteochondra-

len Bruchstücken herausgelöst und einer Härtemessung unterzogen (siehe Kapitel 3.6). 

Die Isolation humaner primärer Chondrozyten erfolgte nach Zustimmung der Ethikkommission 

der Universität Heidelberg und der Spender aus makroskopisch intaktem Knorpel des Tibia-

plateaus und der Femurkondylen von insgesamt 19 OA-Patient*innen, die eine Knieendopro-

these erhielten. Das Alter der Patient*innen lag zwischen 49 und 87 Jahren mit einem Durch-

schnittsalter von 68 ± 11 Jahren (15 weiblich, 4 männlich).  

Mithilfe eines Skalpells wurde hyaliner Knorpel unter Zurücklassen der kalzifizierten Bereiche 

vorsichtig vom subchondralen Knochen getrennt und zerkleinert. Dabei blieb der Knorpel per-

manent mit sterilem PBS benetzt. Die Gesamtmenge des abgetragenen Knorpels wurde ge-

wogen und in einem Verdauansatz (10 mL/g Knorpel) bestehend aus 1,5 mg/ml Kollagenase 

B und 100 µg/ml Hyaluronidase in Chondrozyten-Expansionsmedium in einem 50 ml Reakti-

onsgefäß aufgenommen. Der Verdauansatz wurde über Nacht für 16-20 h bei 37°C unter per-

manenter Rotation inkubiert. Anschließend wurden die Chondrozyten durch Filtrieren (40 µm 

Nylonsieb) vom unverdauten Gewebe separiert und die Zellen aus dem Filtrat bei 300 x g 

10 min pelletiert. Das Zellpellet wurde mit 20 ml PBS gewaschen und 10 µL der Zellsuspension 

wurden mit 0,4 % Trypanblau gemischt, um die Lebendzellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zähl-

kammer zu ermitteln. Die Zellen wurden nach erneuter Zentrifugation in 25 ml Chondrozyten-
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Expansionsmedium in einer Dichte von 5700 Zellen pro cm2 in T175 Zellkulturflaschen ausge-

legt und bei 37°C und 6 % CO2 kultiviert. Nach 2-3 Tagen wurden Zelltrümmer und Gewebe-

rückstände durch Waschen mit PBS entfernt. Bei etwa 70-80 % Konfluenz wurden die Zellen 

passagiert (Kapitel 3.2.4) und nach Passage 2 für die Versuchsreihen verwendet. Das Medium 

wurde zweimal pro Woche gewechselt. 
 

3.2.4 Passagieren von Zellen 
 

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 70-80 % erreicht hatten, wurden sie durch enzymatische 

Aufspaltung ihrer Adhäsionsmoleküle vom Untergrund gelöst. Dazu wurde das Expansions-

mediums zunächst entfernt, der Zellrasen zweimal mit sterilem PBS gespült und für 5-10 min 

bei 37°C und 6 % CO2 mit Trypsin-EDTA (2 mL für T75, 4 mL für T175) behandelt. Die Trypsin-

reaktion wurde durch Zugabe des gleichen Volumens an Expansionsmedium gestoppt und die 

Zellsuspension in einem 50 mL Reaktionsgefäß bei 300 x g für 10 min zentrifugiert. Das Zell-

pellet wurde in PBS aufgenommen und die Lebendzellzahl wurde mittels Neubauer-Zählkam-

mer und 0,4 % Trypanblau-Lösung ermittelt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen 

entweder in Expansionsmedium in Zellkulturflaschen ausgelegt oder für Versuchsreihen in 

chondrogener 3D-Kultur eingesetzt. 
 

3.2.5 Kryokonservierung von Zellen 
 

Chondrozyten wurden nach Passage 0-1, MSC nach Passage 1-2 eingefroren. Hierzu wurden 

die Zellen, nachdem sie mittels Trypsin-EDTA-Lösung vom Zellkulturflaschenboden gelöst 

(Kapitel 3.2.4) wurden, in sterilem PBS gewaschen und unter Zuhilfenahme einer Neubauer-

kammer gezählt. Die Zellen wurden anschließend in einer 4°C kalten Einfriermedium (Kapitel 

2.12) in ein Kryoröhrchen überführt und in einem Isopropanol-gefüllten Gefrierbehälter über 

Nacht bei -80°C gelagert. Zur Langzeitlagerung wurden die Kryoröhrchen am nächsten Tag in 

flüssigen Stickstoff überführt.   
 

3.2.6 Auftauen von Zellen 
 

Zum Auftauen der Zellen nach der Lagerung in flüssigem Stickstoff wurden die Kryoröhrchen 

in ein 37°C warmes Wasserbad überführt und die aufgetaute Zellsuspension sofort im Verhält-

nis 1:10 in Expansionsmedium in einem 50 mL Reaktionsgefäß aufgenommen. Nach Zentri-

fugation bei 300 x g für 10 min wurde das Zellpellet in 10 ml Expansionsmedium resuspendiert 

und die Lebendzellzahl mittels Neubauerzählkammer bestimmt. Humane Chondrozyten oder 

humane MSC wurden in T175 Zellkulturflaschen ausgelegt und in 25 ml des jeweiligen Expan-

sionsmediums expandiert.  
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3.2.7 Durchflusszytometrie 
 

Mithilfe der Durchflusszytometrie können physikalische und chemische Eigenschaften von 

Zellpopulationen analysiert werden. Zellsuspensionen werden dabei in das Durchflusszytome-

ter injiziert und so fokussiert, dass zeitgleich nur eine einzige Zelle durch einen Laserstrahl 

geleitet wird. Die Lichtstreuung gibt Merkmale der Zellen wieder. Des Weiteren können Ober-

flächenproteine auf Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikörpern nachgewiesen 

werden. Um Oberflächenantigene der Zellen mittels Durchflusszytometrie zu analysieren, wur-

den die Zellen trypsiniert und 2 x 105 Zellen in 200 µL PBS und 4 % FBS aufgenommen. Die 

Zellsuspension wurde mit anti-CD105, anti-CD73, anti-CD90, anti-CD34 oder anti-CD45 in 

1:40 Verdünnung für 30 min bei 4°C inkubiert und nach zweimaligem Waschen in PBS + 4 % 

FBS bei 200 x g im MACSQuant Durchflusszytometer analysiert. Die Ergebnisse wurden mit-

hilfe der Software MACSQuantify Version 2.11.1746.19438 (Miltenyi Biotec) analysiert. 
 

3.2.8 Differenzierung von MSC in die adipogene und osteogene Linie 
 

MSC besitzen das Potenzial, in die adipogene, osteogene und chondrogene Linie zu differen-

zieren. Dies kann in vitro durch die Wahl bestimmter Wachstumsfaktoren und Medienkompo-

nenten erreicht werden. Dazu wurden die Zellen nach Passage 3 mit je 3,5 x 105 Zellen pro 

Well in 24-Well-Platten gesiedelt und mit adipogenem Medium bzw. osteogenem Medium kul-

tiviert. Das Medium wurde zweimal wöchentlich gewechselt und die Zellen nach 1, 7, 14 und 

21 Tagen fixiert. Dazu wurde das Medium zunächst abgenommen und der Zellrasen mit PBS 

gewaschen. Anschließend wurde der Zellrasen der adipogen-differenzierten Zellen mit 4 % 

PFA und der osteogen-differenzierten Zellen mit eiskaltem 70 % Ethanol fixiert und die Platten 

bis zur Färbung bei 4°C gelagert. 
 

3.2.9 Chondrogene Differenzierung von MSC in Pelletkultur 
 

Die chondrogene Differenzierung von MSC wurde in einem 3D Pelletansatz durchgeführt. 

Dazu wurden MSC der Passage 3 mit je 0,5 x 106 Zellen in 500 µL chondrogenem Medium 

mit ITS+ Premix und 10 ng/mL TGF-β in 1,5 mL Reaktionsgefäße überführt und bei 37°C, 6 % 

CO2 bis zu 42 Tage kultiviert. Unter diesen Bedingungen aggregierten die Zellen bereits nach 

einem Tag. Ggf. vorhandene Satellitenpellets wurden beim Mediumswechsel entfernt. Zur 

Ernte wurden die Pellets mit PBS gewaschen und für histologische Analysen mit 4 % PFA 

fixiert. Für die RNA-Isolation wurden die Pellets nach dem Waschschritt in flüssigem Stickstoff 

gefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. 
  



  Methoden 

 49 

3.3 Herstellung von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 

3.3.1 Zellbesiedlung von Kollagenträgern 
 

Für die Herstellung von Knorpelersatzgewebe wurden expandierte humane AC bzw. humane 

MSC in sogenannte Optimaixträger besiedelt. Die Träger bestehen aus porcinen Kollagen Typ 

I und III Fasern, die parallel ausgerichtet sind. Diese dienen als Gerüst zur Einlagerung sek-

retierter Matrixmoleküle. In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits eine mit der Zeit zuneh-

mende Ablagerung von Proteoglykanen und Kollagenen in Optimaixträgern für porcine (Krase 

et al. 2014) und humane Chondrozyten (Praxenthaler et al. 2018; Scholtes et al. 2018) nach-

gewiesen werden. Die Besiedlung mit Chondrozyten erfolgte nach Passage 2, die Besiedlung 

mit MSC wurde nach Passage 3 durchgeführt. Dafür wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA vom 

Flaschenboden gelöst, in Expansionsmedium aufgenommen und mithilfe der Neubauerkam-

mer gezählt. Je 0,5 x 106 Zellen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäßen bei 300 x g für 5 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde bis auf 20 µL verworfen und die Zellen im verbleibenden 

Volumen resuspendiert. Anschließen wurden 10 µL der Zellsuspension in eine Vertiefung einer 

24-Well-Platte für Suspensionszellen in einem Tropfen vorgelegt und ein zylinderförmiger Op-

timaix-Kollagenträger (Ø 4 mm x 1,5 mm) darauf platziert. Die restlichen 10 µL der Zellsus-

pension wurden dann auf die Oberseite des Trägers pipettiert. Um eine erfolgreiche Adhäsion 

der Zellen am Trägermaterial zu gewährleisten, wurden die besiedelten Träger für 2 Stunden 

bei 37°C und 6 % CO2 inkubiert. Nach 40 min wurden die Träger mit einer Pinzette gewendet, 

um eine gleichmäßige Anlagerung der Zellen zu begünstigen. Die zellbesiedelten Optimaixträ-

ger wurden nach 2 Stunden mit 1,5 ml TGF-β-haltigem chondrogenem Medium für 2 Tage bei 

37°C und 6 % CO2 kultiviert, bevor sie mit dem subchondralen Knochenersatzmaterial β-TCP 

oder Borosilikatglas kombiniert wurden. 
 

3.3.2 Herstellung von osteochondralem Ersatzgewebe mittels Tissue Engineering 
 

An Tag zwei der chondrogenen Induktion wurden die zellbesiedelten Optimaixträger mit einem 

β-TCP- (RMS Foundation, Bettlach, CH) oder Borosilikatglasblock (ROBU Glasfilter-Geräte 

GmbH, Hattert) verbunden, um zweiphasiges, osteochondrales Ersatzgewebe herzustellen, 

damit die mechanische Belastung des Knorpelgewebes wie im Körper auf einem harten Un-

tergrund erfolgen konnte. Dazu wurden die Blöcke kurzzeitig in Expansionsmedium inkubiert. 

Fibrinogen und Thrombin wurden im Verhältnis 1:15 bzw. 1:50 mit sterilem PBS verdünnt und 

anschließend wurden 6 µL Fibrinogen mit 3 µL Protease Inhibitor Cocktail zur Hemmung fibri-

nolytischer Enzyme in einem 1,5 mL Reaktionsgefäß kombiniert. Die Zugabe von 6 µL ver-

dünntem Thrombin startete die Polymerisationsreaktion. Daher wurden 6 µL des Fibrino-

gen/Thrombin-Gemischs zügig auf die kurze Seite des β-TCP- oder Borsosilikatglasblocks pi-

pettiert und ein zellbesiedelter Optimaixträger mittig darauf platziert. Bis zur vollständigen Po-

lymerisation des Fibrins wurden die Proben für 20 min bei 37°C und 6 % CO2 in einer 24-Well 

Platte für Suspensionszellen inkubiert. Anschließend wurden die Proben in 1,5 ml 
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chondrogenem Medium pro Probe bis zum Start der mechanischen Belastung bei 37°C und 

6 % CO2 kultiviert.  

 

3.4 Mechanische Stimulation der Knorpelersatzgewebe im Bioreaktor  
 

Um die Reaktion MSC-basierter Chondrozyten und AC auf mechanische Belastung zu unter-

suchen, wurden die hergestellten Knorpelersatzgewebe nach insgesamt 21 oder 35 Tagen 

Vorkultivierung unter chondrogenen Bedingungen in einen spezialangefertigten Bioreaktor 

(Weiss et al. 2011) überführt (Abbildung 3). Dabei konnten bis max. sechs Proben parallel 

belastet werden. Zunächst wurden die Proben in einer Sterilwerkbank in eine feste Halterung 

fixiert. Zur Kompression der Proben wurde je ein Stempel pro Probe in eine bewegliche Hal-

terung fixiert, die mithilfe einer Kugelumlaufeinheit entlang der Schiene bewegt werden konnte. 

Die beiden Halterungen wurden zum Einbau in den Bioreaktor schließlich so auf der Schiene 

fixiert, dass Stempel und Proben keinen Kontakt hatten. Der Abstand wurde so gewählt, dass 

eine Verschiebung der beweglichen Halterung zu einer Vorkompression der Probe von 10 % 

führte. Im Bioreaktor wurde die Apparatur an der beweglichen Halterung mit mobilen Stabvor-

richtung verschraubt, die über das Programm Galil-Tools gesteuert wurde (Abbildung 3B). Die 

Fixierung der festen und beweglichen Halterung wurde gelöst und die Proben wurden über 

Nacht für 16-20 h vor Belastungsstart im Bioreaktor inkubiert. Dabei befanden sich je drei 

Proben in Mediumsschalen mit 10 ml chondrogenem Medium, für Inhibitionsexperimente 

wurde je eine Probe in 1,2 mL chondrogenem Medium inkubiert. Bis zur Ernte der Knorpeler-

satzgewebe nach Ende der Belastungsepisode erfolgte kein weiterer Mediumswechsel. Für 

die mechanische Kompression wurde ein dreistündiges Belastungsprotokoll verwendet (Abbil-

dung 3A), das in früheren Studien mit AC-basiertem Knorpelersatzgewebe an Tag 35 etabliert 

wurde und zu einer gesteigerten GAG-Synthese der Chondrozyten führte, so dass es als phy-

siologisches Belastungsprotokoll bewertet wurde (Scholtes et al. 2018). Die Einstellungen wur-

den auf die Höhe der Proben angepasst, um eine akkurate Kompression von insgesamt 35 % 

der Probenhöhe (25 % zyklische Kompression plus 10 % Vorkompression) im sogenannten 

‚unconfined‘ Modus, der eine seitliche Verformung der Proben erlaubte, gewährleisten zu kön-

nen (Abbildung 3C, D). AC-basiertes Knorpelersatzgewebe hatte eine durchschnittliche Höhe 

von 1,68 mm, während MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe eine durchschnittliche Höhe von 

1,32 mm hatte. Daher waren unterschiedliche Wege für die Belastung nötig und die AC-ba-

sierten Proben wurden mit dem Programm „OSZI42“ belastet, während die MSC-basierten 

Proben mit dem Programm „OSZId21“ belastet wurden. Die AC- und MSC-spezifischen Be-

lastungsprotokolle sind im Anhang hinterlegt. Dabei erfolgten über drei Stunden alternierend 

10-minütige statische Episoden mit 10 % Kompression sowie 10-minütige zyklische Kompres-

sionsepisoden mit zusätzlichen 25 % Kompression sinusförming mit einer Frequenz von 1 Hz. 

Sofern nicht anders angegeben wurden die Proben direkt nach Ende der dreistündigen Belas-

tung für die nachfolgenden Analysen geerntet. Im Falle einer zeitversetzten Ernte wurde der 
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Stempelhalter um 1 mm von der Probe weg verschoben, so dass eine Nachkultivierung ohne 

Kompression unter denselben Bedingungen möglich war. Kontrollproben wurden in einem 

baugleichen Halter im selben Bioreaktor ohne Kompression kultiviert. 

 
Abbildung 3. Mechanische Belastung im Bioreaktor. (A) Schematische Darstellung des dreistündi-
gen zyklischen Kompressionsprotokolls. (B) Proben-Stempel-Einheit eingebaut in den Bioreaktor. Die 
Mediumschälchen sind über den vertikalen Tisch positionierbar. (C) Vergrößerte Aufnahme der Proben-
Stempel-Einheit im Bioreaktor. (D) Kompression des Knorpelersatzgewebes in der statischen Aus-
gangsphase von 10 % Vorkompression (oben) und die überlagerte Kompression von zusätzlichen 25 
% (unten). 

 

3.5 Histologische Analysen 
 

3.5.1 Ölrot O Färbung 
 

Ölrot O ist ein fettlöslicher Diazofarbstoff, der neutrale Triglyceride und Lipide anfärbt. Wäh-

rend der adipogenen Differenzierung von MSC lagern die Zellen Lipide in intrazellulären Va-

kuolen ab, die durch Ölrot O orange gefärbt werden können. Adipogen-differenzierte MSC 

wurden mit PBS gewaschen und in 4 % PFA für 30 min bei 4°C fixiert. Anschließend wurden 

die Zellen in Aqua dest. gewaschen, 5 min in 60 % Isopropanol inkubiert und 15 min in Ölrot 

O Lösung gefärbt. Nach erneutem Waschen in 60 % Isopropanol für 5 min wurde Aqua dest. 

hinzugegeben und die Färbung mikroskopisch analysiert. 
 

3.5.2 Alizarin Rot S Färbung 
 

Alizarin Rot S ist ein Anthraquinonderivat, das mit Kalziumionen komplexiert. Bei der osteoge-

nen Differenzierung von MSC werden Kalziumionen in die EZM eingelagert, die mit Alizarin 

Rot S einen roten Niederschlag bilden. Osteogen-differenzierte MSC wurden mit PBS gewa-

schen, mittels 70 % eiskalten Ethanol für 20 min bei 4°C fixiert und mit Aqua dest. gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen mit 0,5 % Alizarin Rot S Lösung für 10 min gefärbt und fünfmal 

mit Aqua dest. gewaschen und mikroskopisch analysiert. 
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3.5.3 Fixierung von Knorpelersatzgewebe 
 

Pellets wurden für 2 h in 4 % PFA aufgenommen, 2x kurz in PBS gewaschen und einer auf-

steigenden Isopropanolreihe von 70/96/100 % und Aceton für je 2 h unterzogen, in Paraffin 

bei 65°C für 2 h inkubiert und in Blockgefäßen mit frischem flüssigem Paraffin eingebettet. 

Vor der Fixierung von Knorpelersatzgewebe wurden entweder die Enden des β-TCP mithilfe 

eines Skalpells auf ca. 2-4 mm ihrer Länge verkürzt oder die Glasträger komplett vom Knor-

pelersatzgewebe getrennt. Anschließend erfolgte eine partielle Entkalkung für 2 Tage in 1 ml 

Bouin’s Lösung bei 4°C zum Fixieren der Proben. Nach viermaligem Waschen in Aqua dest. 

wurden die Proben mithilfe einer Isopropanol-Reihe von je 1 ml 70/96/100 % bei 4°C entwäs-

sert. Die Proben wurden über Nacht bis maximal 3 Tage in 70 % und 100 % Isopropanol und 

8 h in 96 % Isopropanol inkubiert. Nach der Entwässerung erfolgte eine dreistündige Inkuba-

tion in 1 ml Aceton bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Proben für mindestens vier 

Stunden in flüssigem Paraffin bei 65°C inkubiert und in Blockgefäßen mit frischem flüssigem 

Paraffin eingebettet. 
 

3.5.4 Anfertigen histologischer Schnitte 
 

In Paraffin eingebettete Proben wurden zunächst auf ca. 4°C gekühlt, bevor an einem Schlit-

tenmikrotom 5 µm dünne Schnitte angefertigt wurden. Sobald das Knorpelersatzgewebe und 

das β-TCP in einer Tiefe von ca. 400-500 µm freigelegt waren, wurden acht Schnitte kurz auf 

einem 38°C warmen Wasserbad gestreckt und jeweils zwei Schnitte auf einen Objektträger 

aufgezogen. Die Schnitte wurden auf eine auf 36°C temperierte Heizplatte überführt und nach 

mindestens einer Stunde für mindestens 24 h bei 42°C getrocknet. 
 

3.5.5 Entparaffinierung, Rehydrierung und Dehydrierung von Schnitten 
 

Vor einer histologischen Färbung wurden die Schnitte im organischen Lösungsmittel Rotihistol 

für 4 x 5 min vom Paraffin befreit. Zur Anfertigung wässriger Färbungen erfolgte eine Rehy-

drierung der Schnitte in einer absteigenden Isopropanol-Reihe (100 %, 90 %, 70 %, 50 %) für 

jeweils 5 min. Zur vollständigen Rehydrierung wurden die Schnitte 5 min in Aqua dest. inku-

biert. Danach konnte die Färbung erfolgen. Nach einer immunhistochemischen Färbung wur-

den die Schnitte mit Aquatex und einem Deckglas eingedeckt. Nach einer Färbung in wässri-

gen Lösungen wurden die Schnitte kurz in Isopropanol (96 %, 2x 100 %) für 10-30 s teilent-

wässert und 4 x 5 min in Rotihistol inkubiert, bevor sie mit Neo-Mount und einem Deckglas 

eingedeckt wurden. 
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3.5.6 Safranin O-Färbung 
 

Mithilfe des kationischen Farbstoffs Safranin O werden Polyanionen wie sulfatierte GAGs des 

Knorpels rot-orange angefärbt. Als Gegenfärbung dient Fast Green, so dass Safranin O-un-

gefärbtes Gewebe grün dargestellt wird. Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgte 

die Färbung der histologischen Schnitte in 0,2 % Safranin O-Lösung für 20 min. Anschließend 

wurden die Schnitte dreimal kurz in Aqua dest. gewaschen und mittels 0,04 % Fast Green-

Lösung für 20 s gegengefärbt. Nach erneutem Waschen in Aqua dest. erfolgte die Dehydrie-

rung und das Eindecken der Schnitte wie in Kapitel 3.5.5 beschrieben. 
 

3.5.7 Immunhistochemische Detektion von Kollagen Typ II 
 

Kollagen Typ II wurde durch eine immunhistochemische Färbung nachgewiesen. Der an spe-

zifischen Epitopen gebundene Primärantikörper wurde durch einen Sekundärantikörper ge-

bunden, der mit konjugierter ALP die Kollagene durch Farbniederschlag des umgesetzten 

ALP-Substrats sichtbar macht. Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der histologi-

schen Schnitte wurden sie 2 min in PBS äquilibriert und in eine feuchte Kammer überführt. Sie 

wurden mit 4 mg/ml Hyaluronidase in PBS pH 5,5 bedeckt und bei 37°C für 15 min verdaut. 

Anschließend wurden die Schnitte 3 x 2 min in PBS gewaschen (und mit 1 mg/ml Pronase in 

PBS für 30 min bei 37°C weiter verdaut. Nach erneutem Waschen wurden unspezifische Bin-

destellen für 30 min mit 5 % BSA in PBS bei Raumtemperatur blockiert. Anschließend erfolgte 

die Inkubation mit dem anti-Kollagen Typ II Antikörper (1:1000 in 1 % BSA/PBS) über Nacht 

bei 4°C. Die Negativkontrolle verblieb ohne den Primärantikörper in 1 % BSA/PBS. Ungebun-

dener Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen für je 5 min mit 1x TBS entfernt und der 

ALP-gekoppelte Sekundärantikörper (Bright Vision) für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, 

bevor erneute Waschschritte erfolgten. Durch Hinzufügen der ImmPact Vector Red-Substrat-

lösung wurde die spezifische Bindung des Antikörperkomplexes an die entsprechenden Anti-

gene durch Farbniederschlag roter Areale nach bis zu 12 min Inkubation bei Raumtemperatur 

im Dunkeln visualisiert. Die Färbung wurde durch Waschen in 1x TBS gestoppt. Eine Färbung 

der Zellkerne erfolgte durch 4-minütige Inkubation der Schnitte in Hämalaun nach Mayer. An-

schließend wurden die Schnitte 2x in Leitungswasser gespült und 15 min in Leitungswasser 

gebläut. 
 

3.6 Härtemessung 
 

Die Härte der Knorpelersatzgewebe wurde mithilfe der Digi Test II Einheit ermittelt. Dabei han-

delt es sich um einen Indentationstest mit Härteskala sehr niedriger Gummihärte (Very Low 

Rubber Hardness, VLRH) nach DIN ISO 48-3 (ehemals DIN ISO 27588) (Strobel und 

Herrmann 2006). Die Härte der Proben ergibt sich aus der Eindringtiefe, die ein Kugelstempel 

mit 2,5 mm Durchmesser nach einer 5-sekündigen niedrigen Anfangskraft (8,3 mN) innerhalb 

einer 30-sekündigen hohen Gesamtkraft (100 mN) zurücklegt wie folgt 
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!"#$ = 100 − 0,1* 
 

Je kürzer die Strecke, die innerhalb von 30 s bei konstanter Gesamtkraft vom Kugelstempel 

zurückgelegt wird, desto härter ist die Probe. Nach der 30-sekündigen Indentation folgt eine 

30-sekündige Relaxationsphase mit entspanntem Stempel ohne Krafteintrag. Die Digi Test II 

Einheit misst dabei die Rückverschiebung des Stempels, die durch die Ausdehnung der Probe 

erfolgt, und erlaubt so Rückschlüsse auf die Rückverformungseigenschaften der Proben. Die 

Proben wurden von der Knochenersatzphase mittels Skalpells getrennt und die Knorpelersatz-

gewebeproben oder Knorpelbiopsien vor der Messung in PBS gewaschen und anschließend 

auf den Messtisch positioniert. Bei der Messung positionierte sich der Stempel so, dass er 

Kontakt zu den Proben hatte und die Härtewerte wurden während der Indentations- und der 

Entspannungsphase aufgezeichnet. Der Härtewert am letzten Indentationszeitpunkt, entspre-

chend dem 300. Aufzeichnungswert, wurde zur Auswertung der Probenhärte verwendet.  
 

3.7 Isotopen-Einbau zur Messung der GAG- und Kollagen-Neusynthese 
 

Aufgrund ihrer zahlreichen Sulfatierungen kann die Neusynthese von GAG nach mechani-

scher Belastung durch den Einbau von radioaktiv markiertem Sulfat (35SO4) gemessen werden. 

Kollagene sind ein weiterer Hauptbestandteil der Knorpelmatrix und durch ihren hohen Anteil 

an Prolin bzw. Hydroxyprolin kann die Neusynthese von Kollagen mithilfe des Einbaus von 

Tritium-markiertem L-Prolin (3H-Prolin) gemessen werden. Die Knorpelproben wurden direkt 

nach Ende der Belastungsepisode mithilfe eines Skalpells von der Knochenersatzphase ge-

trennt und in eine 48-Well-Platte für Suspensionskultur auf einem Siebgewebe platziert. 

Chondrogenes Medium (500 µL pro Probe) wurde mit 4 µCi (0,148 MBq) 35SO4 bzw. 5 µCi 

(0,185 MBq) 3H-Prolin versetzt und die Proben im Medium für 24 h bei 37°C und 6 % CO2 

inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium verworfen und die Proben fünfmal für 20 min mit 

1 mM Na2SO4 bzw. 1 mM L-Prolin in PBS unter Bewegung gewaschen, um die ungebundenen 

radioaktiven Stoffe zu entfernen, bevor die Proben in 1 mL TE-Puffer mit 0,5 mg/mL Proteinase 

K über Nacht bei 65°C und 800 rounds per minute (rpm) in einem Thermoschüttler lysiert wur-

den. Zu 2 mL Szintillationsflüssigkeit wurden 25 µL des Verdaus gegeben und der Einbau der 

radioaktiven Isotope im Mikrobeta-Zähler als counts per minute (cpm) detektiert. Die Normie-

rung der Werte erfolgte auf den DNA-Gehalt der jeweiligen Proben. 

Ein Vergleich dieser Methode mit einer Fällung radioaktiv markierter GAGs zur Ermittlung der 

GAG-Synthese wurde in der Arbeitsgruppe durchgeführt und es ergab sich, dass keine GAG 

Präzipitation notwendig ist, um relative Unterschiede in der GAG-Synthese feststellen zu kön-

nen. 
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3.8 Biochemische Analysen 
 

3.8.1 Glykosaminoglykan-Messung in Knorpelersatzgewebe 
 

Die Bestimmung des Glykosaminoglykangehalts in Knorpelersatzgewebe erfolgte durch den 

1,9-Dimethylmethylenblau (DMMB) Assay (Farndale et al. 1986). Der Assay basiert auf der 

metachromatischen Färbung der GAGs durch den Farbstoff DMMB. Zur quantitativen Bestim-

mung des GAG-Gehalts wurden die mit Proteinase K verdauten Proben nach der radioaktiven 

Markierung verwendet (Kapitel 3.7). Je 20 µL des Verdaus wurden im Verhältnis 1:20 mit TE-

Puffer verdünnt und davon 30 µL in eine 96-Well-Flachbodenplatte vorgelegt. Eine Standard-

konzentrationsreihe von 7,8 µg/mL bis 500 µg/mL wurde aus einer 10 mg/mL Chondroitin-6-

Sulfat-Stammlösung schrittweise durch 1:2 Verdünnungen in TE-Puffer hergestellt und eben-

falls je 30 µL vorgelegt. Als Blank diente dasselbe Volumen TE-Puffer. Zu den Proben, dem 

Standard und dem Blank wurden je 200 µL DMMB-Färbelösung zugegeben und die Absorp-

tion bei 530 nm im Wallac 1420 Victor2 gemessen. Die ermittelten Werte wurden auf den DNA-

Gehalt der Proben normalisiert. 
 

3.8.2 DNA-Messung in Knorpelersatzgewebe 
 

Der DNA-Gehalt wurde anhand des Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kits bestimmt. Durch 

Bindung des Farbstoffs Fluorescein an die DNA wird ein grünes Fluoreszenzsignal emittiert. 

Der DNA-Gehalt wurde zur Normalisierung der GAG- und Kollagensynthese, sowie für den 

Gesamt-GAG-Gehalt verwendet. Zunächst wurden die mit Proteinase K verdauten Proben im 

Verhältnis 1:50 mit TE-Puffer verdünnt und eine Standardkonzentrationsreihe aus einer 

100 µg/mL λ-DNA-Stocklösung in Verdünnungsschritten von 1:2 in TE-Puffer (1 µg/mL bis 

15,625 ng/mL) erstellt. In eine schwarze 96-Well-Flachbodenplatte wurden 20 µL Probe und 

Standard zu 80 µL vorgelegtem TE-Puffer pipettiert. Als Blank diente das gleiche Gesamtvo-

lumen TE-Puffer. Die Pico Green Färbelösung wurde 1:200 in TE-Puffer verdünnt und je 

100 µL zu Blank, Standard und Proben hinzugefügt. Nach einer 5-minütigen Inkubation im 

Dunkeln wurde die Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 485 nm und einer Emis-

sionswellenlänge von 535 nm im Wallac 1420 Victor2 gemesssen. 
 

3.8.3 Herstellung von Proteinlysaten 
 

Zur Herstellung von Ganzzelllysaten wurde das Knorpelersatzgewebe zunächst mithilfe eines 

Skalpells von der Knochenersatzphase getrennt und in vorgekühlte 2 mL ‚Safe-Lock‘-Reakti-

onsgefäße überführt. Die Proben wurden in einem Lysepuffer bestehend aus 150 µL Phos-

phosafe, der den enzymatischen Abbau der Phosphatgruppen der Proteine inhibiert, und 

1,5 µL Pefabloc, einem Serin-Protease Inhibitor, aufgenommen und in einer Schwingmühle 

mit je einer eisgekühlten Metallkugel mechanisch für 2 x 2 min bei 30 Hz aufgeschlossen. Die 

Ganzzelllysate wurden anschließend bei 13.000 x g für 20 min bei 4°C zentrifugiert und die 
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Überstände in einem neuen Reaktionsgefäß bei -80°C gelagert. Für die sofortige Verwendung 

der Lysate für Western Blot Analysen wurde die Konzentration der Proteine bestimmt (3.8.4) 

und die Proben mit 4x Lämmli-Puffer versetzt und bei 95°C und 550 rpm für 5 min aufgekocht 

(3.8.5). 
 

3.8.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
 

Damit einheitliche Proteinmengen mittels Western Blot analysiert werden können, wurde die 

Proteinkonzentration der Ganzzelllysate mithilfe des Bradford Assays quantifiziert. Dabei bin-

det der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillantblau an saure und unpolare Seitenketten 

von Proteinen und bildet mit ihnen Komplexe, wodurch sich das Absorptionsmaximum des 

Farbstoffs von 470 auf 595 nm verschiebt. 

Die Ganzzelllysate wurden 1:10 mit Aqua dest. verdünnt und eine Standardreihe aus BSA 

(1 mg/mL) erstellt. Jeweils 10 µL vom Blank (Aqua dest.), Probe und Standard wurde in eine 

96-Well-Flachbodenplatte pipettiert und 200 µL Bradford-Reagenz hinzugefügt. Die Absorpti-

onsmessung erfolgte im Photometer Magellan Tecan bei 595 nm. Durch die definierten Pro-

teinkonzentrationen des Standards konnte die Proteinkonzentration der Proben berechnet 

werden. 
 

3.8.5 SDS-PAGE 
 

Die Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) wird dazu ver-

wendet, um Proteine basierend auf ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Das anionische 

Tensid (Detergenz) Natriumdodecylsulfat (SDS) überlagert dabei die Eigenladung der Prote-

ine durch negative Ladungen und die denaturierten Proteine bewegen sich im elektrischen 

Feld, abhängig von ihrer Molekülgröße mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch ein Poly-

acrylamidgel. 25-30 µg Protein pro Probe wurde mit dem entsprechenden Volumen an 4x 

Lämmli-Puffer versetzt und die Denaturierung der Proteine erfolgte für 5 min bei 95°C und 

550 rpm. Als Größenmarker wurden 5 µL des Precision Plus Protein Standards Dual Color 

von BIORAD eingesetzt. Für die Auftrennung wurde ein 10 %-iges Trenngel (+5 %-iges Sam-

melgel) mit 1x SDS-Laufpuffer verwendet. Bei einer Spannung von 80 V wurden die Proteine 

zunächst im Sammelgel konzentriert und anschließend bei 120 V getrennt. Kurz bevor die 

Lauffront das Ende des Gels erreichte, wurde die PAGE gestoppt. Das Sammelgel wurde ab-

getrennt und verworfen und das Trenngel würde für die Western Blot Analyse verwendet (Ka-

pitel 3.8.6).  
 

3.8.6 Western Blot 
 

Die Proteine wurden von dem SDS-Gel mittels Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran 

überführt. Durch die Verwendung spezifischer Primärantikörper und markierter Sekundäranti-

körper mit Meerettichperoxidase (HRP) wurden bestimmte Proteine auf der Membran 
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nachgewiesen. Der Nachweis über die HRP erfolgt über ein Chemilumineszenz-Signal, das 

ein Substrat bei Oxidation durch HRP emittiert. 

Der Proteintransfer vom SDS-Gel auf eine Amersham Hybond ECL Nitrozellulosemembran 

wurde entweder in der Wet-Blot-Apparatur (Mini Trans-Blott Cell, Bio-Rad) bei 100 V für 1 h 

im Transferpuffer oder mittels der Semi-Dry-Methode für 10 min bei 1,3 A (bis 25 V) mit 1x 

TBE-Puffer in der Turboblot-Apparatur (Bio-Rad) durchgeführt. Die Membran wurde im An-

schluss 10 min in Ponceau S Färbelösung gefärbt und durch Schwenken in Aqua dest. wurden 

die übertragenen Proteinbanden sichtbar. Zur Detektion mehrere Proteine unterschiedlicher 

Größe auf der Membran wurde entlang des Standards bei 50 kDa geschnitten. Nach 5 min 

Waschen in TBS-T erfolgte ein Blockierungsschritt der unspezifischen Bindestellen auf der 

Membran in 5 % Milch in TBS-T für 1h bei Raumtemperatur. Zur Kontrolle, ob der Transfer der 

Proteine erfolgreich war, wurde das Gel 5 min in einer Coomassie-Lösung gefärbt und an-

schließend in einer Entfärbelösung entfärbt, um verbliebene Proteine im Gel nachzuweisen. 

Die Inkubation der Membran mit den jeweiligen Primärantikörpern (siehe unten) erfolgte bei 

4°C über Nacht (β-Aktin: 1 h bei Raumtemperatur; SOX9 und ERK1/2: 2 h bei Raumtempera-

tur), gefolgt von 3 x 5 min Waschen in TBS-T. Anschließend wurde die Membran mit dem 

Sekundärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und vor der Detektion erneut für 3 x 

5 min in TBS-T gewaschen. Zur Detektion wurde ein HRP-Substrat, dessen Komponenten 1:1 

gemischt wurden, gleichmäßig auf der Membran verteilt. In einer Belichtungskammer erfolgte 

die Detektion des Signals, und Bilder von Lumineszenz- und Markerbanden wurden mithilfe 

von Photoshop übereinandergelegt.  
 

3.9 ELISA 
 

3.9.1 PGE2-ELISA 
 

Die Messung des freigesetzten PGE2 erfolgte mittels ELISA-Messung (Enzo Life Sciences) 

des konditionierten Mediums der Knorpelersatzgewebe nach den Angaben des Herstellers. 

Dabei handelt es sich um einen kompetitiven Immunassay, in dem ein ALP-konjugiertes PGE2 

mit dem in den Proben vorhandenen PGE2 um die Bindung eines monoklonalen Antikörpers 

konkurriert. Das konditionierte Medium wurde auf Eis aufgetaut und für 5 min bei 13.000 x g 

zentrifugiert, um Verunreinigungen durch Zelldebris zu entfernen. Eine Standardreihe von 

2500-39,1 pg/mL wurde aus einer PGE2-Lösung (50.000 pg/mL) durch Verdünnung in Assay 

Puffer hergestellt. Anschließend wurden je 100 µL Probe, Standard und Blank in die Wells 

einer mit IgG-beschichteten Platte pipettiert und je 50 µL des PGE2-ALP-Konjugats sowie des 

Antikörpers hinzugefügt und die Platte mit einer Folie abgedeckt. Nach 2-stündiger Inkubation 

bei Raumtemperatur auf einem Plattenschüttler bei ca. 500 rpm wurde die Platte dreimal mit 

Waschpuffer gewaschen und nach dem letzten Waschschritt durch Klopfen auf Papiertücher 

vollständig vom Waschpuffer befreit. Sofort wurden 200 µL para-Nitrophenylphosphat (pNpp)-

Substratlösung in die Wells pipettiert und die Platte für 45 min bei Raumtemperatur ohne 
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Schütteln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzufügen von 50 µL Stopp-Lösung angehal-

ten, bevor die Detektion am Omega-Plattenlesegerät bei 405 nm und einer Korrekturwellen-

länge von 580 nm erfolgte. Die gemessene Optische Dichte (OD) ist invers-proportional zur 

PGE2-Konzentration in den Proben. 
 

3.9.2 cAMP ELISA 
 

Die Messung der intrazellulären cAMP-Konzentration erfolgte mittels ELISA-Messung (Enzo 

Life Sciences) aus Ganzzelllysaten der Knorpelersatzgewebe nach den Angaben des Herstel-

lers. Bei dem ELISA handelt es sich um einen kompetitiven Immunassay, in dem ein ALP-

konjugiertes cAMP mit dem in den Proben vorhandenen cAMP um die Bindung eines mono-

klonalen Antikörpers konkurriert. Um eine Messung der cAMP-Konzentration zu ermöglichen, 

mussten die Versuchsreihen unter Zugabe von 1 mM IBMX 30 min vor Versuchsbeginn erfol-

gen, ein Phosphodiesteraseinhibitor, der den raschen Abbau von cAMP verhindert. Die Pro-

ben wurden auf Eis aufgetaut und anschließend in je einem 2 mL ‚Safe-Lock‘-Reaktionsgefäß 

in 0,1 M HCl aus dem Kit chemisch und unter Verwendung der Schwingmühle mit einer eis-

gekühlten Metallkugel mechanisch aufgeschlossen. Anschließend wurden die Proben für 

15 min bei 13.000 x g und 4°C zentrifugiert und die Überstände in frische Reaktionsgefäße 

überführt. Eine Standardreihe von 20-0,078 pmol/mL wurde aus einer cAMP-Lösung 

(2.000pmol/mL) durch Verdünnung in 0,1 M HCl hergestellt. Anschließend wurden die Wells 

mit 50 µL einer Neutralisationslösung vorbehandelt und je 100 µL Probe, Standard und Blank 

in die Wells einer mit IgG-beschichteten Platte pipettiert und je 50 µL des cAMP-ALP-Konju-

gats sowie des Antikörpers hinzugefügt und die Platte mit einer Folie abgedeckt. Nach 2-stün-

diger Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Plattenschüttler bei ca. 500 rpm wurden die 

Vertiefungen dreimal mit Waschpuffer gewaschen und nach dem letzten Waschschritt durch 

Klopfen auf Papiertücher vollständig vom Waschpuffer befreit. Sofort wurden 200 µL pNpp-

Substratlösung in die Wells pipettiert und die Platte für 1-2 h bei 37°C nach Herstellerangaben 

ohne Schütteln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzufügen von 50 µL Stopp-Lösung an-

gehalten, bevor die Detektion am Omega-Plattenlesegerät bei 405 nm erfolgte. 
 

3.10 Molekularbiologische Analysen 
 

3.10.1 Gesamt-RNA Isolation 
 

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgt mithilfe einer einphasigen Phenol- Guanidinisothiocya-

nat-Lösung (TriFast/Trizol), die die Zellen lysiert, Proteine denaturiert und gleichzeitig die RNA 

stabilisiert. Proteine und DNA sammeln sich mit Chloroform in der organischen Phenol-Chlo-

roform-Phase und an der Phasengrenze, während die RNA in der wässrigen Phase bleibt. 

Das β-TCP wurde auf ca. 2 mm seiner Länge mithilfe eines Skalpells verkürzt und die Proben 

wurden in 1 mL Trifast/Trizol in ein Polytronröhrchen überführt. Um die Zelllyse bei der hohen 
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Matrixablagerung zu ermöglichen, wurden die Proben mechanisch mittels Polytron zerkleinert. 

Die Reinigung des Polytronmessers erfolgte vor jeder Probe nacheinander mit je 1 mL 0,5 M 

NaOH, RNAse-freiem Aqua dest. und TriFast/Trizol. Die Lysate wurden in neue 1,5 mL Reak-

tionsgefäße überführt und mindestens 2 Stunden bei -80°C gefroren. Anschließend wurden 

sie aufgetaut und 10 min auf Raumtemperatur temperiert. Es erfolgte die Zugabe von 200 µL 

Chloroform und die Proben wurden für 30 s gevortext und erneut für 10 min bei Raumtempe-

ratur inkubiert. Zur Phasentrennung wurden die Proben 5 min bei 13.000 x g zentrifugiert und 

die wässrige Phase mit der enthaltenen RNA in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt. 

Die Präzipitation der RNA erfolgte durch Zugabe von 500 µL Isopropanol und Vortexen der 

Proben für 30s und anschließender Inkubation für 15 min auf Eis. Nach erneuter Zentrifugation 

für 15 min bei 13.000 x g und 4°C wurde das Isopropanol verworfen und das Präzipitat zweimal 

mit 1 mL eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Ethanolreste wurden vollstän-

dig durch Verdampfen entfernt und die Gesamt-RNA wurde in 35 µL 10 mM Tris-HCl resus-

pendiert. 
 

3.10.2 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsäuren 
 

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde 1 µL Gesamt-RNA durch UV-Lichtabsorption 

bei 260 nm (UV260) am NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer gemessen. Die Reinheit der 

Probe wurde anhand des Verhältnis UV260/UV280 nm bestimmt. Proteine und Phenole haben 

ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. So deutete eine 260/280 Ratio zwischen 1,8 und 2,0 

auf eine ausreichend reine nukleinsäurehaltige Probe hin. 
 

3.10.3 Reinigung der Gesamt-RNA aus Knorpelersatzgewebe für mRNA Analysen 
 

Da MSC unter chondrogenen Bedingungen eine Proteoglykan-reiche Matrix ablagern, die die 

RNA-Isolation kontaminieren kann, musste die Gesamt-RNA zur quantitativen Analyse des 

Transkriptoms gereinigt werden. Dazu wurde für Knorpelersatzgewebe das Zymoclean Gel 

DNA Recovery Kit verwendet, indem 4 µg Gesamt-RNA in 1,5 mL Reaktionsgefäße überführt 

und auf ein Gesamtvolumen auf 60 µL mit RNAse-freiem Wasser aufgefüllt wurden. Anschlie-

ßend wurde das dreifache Volumen Agarose Dissolving Buffer (ADB) hinzugefügt und die Pro-

ben in Zymo-Spin Säulen 1 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Es erfolgten zwei Waschschritte 

mit je 200 µL Waschpuffer unter 1 min Zentrifugation bei 13.000 x g und 4°C. Nach dem letzten 

Waschschritt wurden die Proben 1 min trocken zentrifugiert, um Ethanolreste zu entfernen. 

Die Elution der RNA erfolgte in 15 µL RNAse-freiem Wasser nach 10-minütiger Inkubation bei 

Raumtemperatur, bevor das Eluat durch 1-minütiges Zentrifugieren bei 13.000 x g in neue 

1,5 mL Reaktionsgefäße aufgefangen wurde. Auf Eis wurde die RNA-Konzentration (Kapitel 

3.10.2) bestimmt und die Proben wurden bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
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3.10.4 mRNA-Isolation aus Pellets 
 

Da MSC unter chondrogenen Bedingungen eine Proteoglykan-reiche Matrix ablagern, die die 

RNA-Isolation kontaminieren kann, wurde die mRNA aus den Gesamt-RNA-Isolaten von Pel-

lets extrahiert. Dazu wurden Oligo(dT)-gekoppelte magnetische Kugeln (Dynabeads, Life 

Technologies) verwendet, an denen die Poly-A-mRNA binden kann. Eine 1:5 Verdünnung von 

20 µL Gesamt-RNA in RNase-freiem Wasser wurde mit 100 µL Dynabeads und 2x Bindungs-

puffer durch Pipettieren vermischt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurden die mRNA-gebundenen Kugeln an der inneren Wand der Reaktionsgefäße gesam-

melt, in dem sie für 5 min in einer magnetischen Halterung platziert wurden. Der Überstand 

wurde verworfen und die mRNA-gebundenen Kugeln wurden in Waschpuffer B gewaschen 

und in 15 µL 10 mM Tris-HCl aufgenommen. Die Elution der mRNA erfolgte durch Inkubation 

bei 80°C für 2 min in einem Thermoschüttler und die direkte Platzierung in die magnetische 

Halterung. Dadurch wurden die Kugeln erneut an der inneren Wand der Reaktionsgefäße ge-

sammelt, so dass die mRNA-haltige Lösung von den Kugeln getrennt in ein neues Reaktions-

gefäß auf Eis überführt werden konnte. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 
 

3.10.5 Reverse Transkription von mRNA 
 

Zur Herstellung eines DNA-Templates für die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde mRNA 

in stabilere complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Dies erfolgte mithilfe der Reversen 

Transkriptase (RT), einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase. Dazu wurden 500 ng gereinigte 

Gesamt-RNA auf 9 µL Gesamtvolumen mit RNAse-freiem Wasser aufgefüllt. Nach Zugabe 

von 1 µL Oligo(dT)-Primer (0,5 µg/mL) erfolgte eine Denaturierung für 10 min bei 70°C. Nach 

kurzer Inkubation auf Eis wurde ein Mastermix aus 2 µL RT-Puffer, 1 µL RNaseOUT, 1 µL 

dNTPs (5 mM), 1 µL Omniscript RT (4 Units) und 5 µL Wasser pro Probe hinzugefügt. Dieser 

Ansatz wurde für 60 min bei 37°C inkubiert und anschließend wurde die reverse Transkription 

durch Hitze bei 93°C für 5 min beendet. Die Proben wurden 1:5 oder 1:10 mit RNAse-freiem 

Wasser verdünnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.  
 

3.10.6 Reverse Transkription von miR 
 

Da eine Bindung von Oligo(dT)-Primern oder sonstigen sequenzspezifischen Primern an die 

meist nur 19-25 Basenpaar langen miR-Moleküle nicht möglich ist, werden bei der Transkrip-

tion von miR sogenannte Stem-loop RT-Primer eingesetzt. Diese Primer haben am 5‘-Ende 

die komplementäre Basensequenz der spezifischen miR, und bilden am 3‘-Ende eine Stamm-

schleifenstruktur aus. Auf diese Weise wurden die miR mithilfe der MultiScribeTM Reversen 

Transkriptase (Applied Biosystems) verlängert und in cDNA transkribiert (Chen et al. 2005). 

Der Reaktionsansatz und die Reaktionsbedingungen wurden nach Herstellerangaben durch-

geführt. MiR Analysen aus Knorpelersatzgewebe erfolgten aus der Gesamt-RNA. 
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Reaktionsansatz:       Reaktionsbedingungen: 
1,50 µL   10x RT-Puffer       30 min  16°C 
0,19 µL  RNAse Inhibitor      30 min  42°C 
0,15 µL  100 mM dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)    5 min  85°C 
1,00 µL  MultiScribeTM Reversen Transkriptase (50 U/µL)    ∞    4°C 
3,00 µL  5x TaqMan® MicroRNA RT-Primer 
5,00 µL   10 ng Gesamt-RNA 
Ad 15 µL  RNase-freies Wasser 
 

3.10.7 Quantitative Real-Time PCR 
 

Die quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) basiert auf einer DNA Rep-

likation mit zusätzlicher Messung der relativen Zunahme an DNA-Molekülen nach jedem Amp-

lifikationsschritt in Echtzeit. Mithilfe einer DNA-Polymerase, sequenzspezifischen Primern und 

dNTPs kann eine DNA-Matrize durch iterative Denaturierungs- (Aufbrechen des Doppelstran-

ges), Annealings- (Anlagern von spezifischen Primern) und Elongationszyklen (durch dNTPs 

und DNA- Polymerase) vervielfältigt werden. Die Quantifizierung erfolgt mithilfe eines interka-

lierenden Farbstoffs (hier SYBR® Green I oder FAM), der sich während der Amplifikation an 

doppelsträngige DNA anlagert. Nach jedem Zyklus wird der Farbstoff angeregt und die Inten-

sität des Emissionslichts wird vom Gerät detektiert. Wenn erstmalig signifikant Hintergrundsig-

nale überschritten werden, wird dieser Wert als Cycle Threshold (CT-Wert) bezeichnet. Er dient 

als relative Ausgangsmenge in der Probe. Anschließend wurde eine Schmelzkurvenanalyse 

durchgeführt. Die Spezifität des Amplifikats kann bestimmt werden, indem die dsDNA durch 

kontinuierlichen Temperaturanstieg getrennt wird und das emittierende Licht reduziert wird. 

Abhängig vom G/C-Gehalt des Produkts und dem abnehmenden Fluoreszenzsignals ergibt 

sich so für jedes Produkt eine spezifische Schmelzkurve. Mit der qRT-PCR wurden sowohl 

cDNA Proben aus aufgereinigter Gesamt-RNA als auch miR Proben analysiert. 
 

Reaktionsansatz und -bedingungen für cDNA Proben: 
 

Reaktionsansatz:       Reaktionsbedingungen: 
12,5 µL   SYBR® Green Mix     900 s  95°C 
  0,5 µL  Primer sense        15 s  95°C 
  0,5 µL  Primer antisense       20 s  58-61°C 
  2,0 µL  cDNA (1:5 verdünnt)       30 s  72°C 
  9,5 µL  RNAse-freies Wasser       30 s  95°C 
           30 s  55°C 
         200 s  0,2°C/s 
      Schmelzkurvenanalyse   30 s  95°C 
 

PCR-Reaktionsansatz und Bedingungen für cDNA generiert aus Gesamt-RNA für miR-Analy-

sen: 
 

Reaktionsansatz:       Reaktionsbedingungen: 
10,0 µL   2x TaqMan® Universal PCR Master Mix   10 min  95°C 
  1,0 µL  TaqMan® MicroRNA Assay    15 s  94°C 
  1,5 µL  cDNA (10 ng)      60 s  60°C 
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  7,5 µL  RNAse-freies Wasser      
 

3.10.8 Auswertung der qRT-PCR 
 

Die Auswertung der qRT-PCRs wurde mithilfe der relativen Quantifizierung der Genexpression 

einzelner Proben durchgeführt. Die CT-Werte wurden auf interne, konstant exprimierte Refe-

renzgene bezogen, die nicht durch mechanische Belastung reguliert waren. Für mRNA Ana-

lysen wurden die Referenzgene CPSF6 und HNRPH1 verwendet. Für miR Analysen wurde 

snRNA U6 als Referenz herangezogen. Die Berechnung erfolgte durch die Subtraktion des 

CT-Wertes der Probe von dem Mittelwert der CT-Werte der Referenzgene (ΔCT) und die Diffe-

renz ΔCT unter der Annahme einer PCR-Effizienz von E=1,8 nach Herstellerempfehlung kor-

rigiert. Die prozentuale Angabe der relativen Genexpression ergab sich wie folgt: 
 

#+,. .+/+012+3345/ = 	1,8(∆#!) ∗ 100	%	 
 

3.10.9 Agarose-Gelelektrophorese 
 

PCR-Amplifikate wurden mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt 

und visualisiert. Ein Agarosegel besteht aus langen Agarosepolymeren, die beim Aufkochen 

in 1x TAE-Puffer gelöst und bei Abkühlung ein quervernetztes Gel mit definierten Porengrößen 

bilden. Je höher der Prozentsatz an Agarose, umso stärker sind die Quervernetzungen im Gel. 

Eine 1,5 % Agarose-Lösung wurde durch Aufkochen der Agarose in TAE-Puffer hergestellt, 

bis auf ca. 60°C abgekühlt und vor dem Gießen mit 4,5 µL des interkalierenden Farbstoffes 

PeqGreen versetzt. Der Farbstoff fluoresziert unter UV-Bestrahlung, so dass die DNA-Ampli-

fikate sichtbar werden. 12,5 µL PCR-Produkt in 6x Ladepuffer bzw. 5 µL Längenstandard (Ge-

neRulerTM 100 bp DNA Ladder) wurden in die Taschen des Gels geladen und die negativ 

geladenen DNA-Fragmente wanderten bei 120 V für 35 min in Richtung Anode, wobei sie ihrer 

Größe nach aufgetrennt wurden. Die Bandenmuster wurden unter UV-Licht fotografisch doku-

mentiert und zur Auswertung der qRT-PCR herangezogen. 
 

3.11 Statistik 
 

Statistische Analysen erfolgten mit der Software SPSS 25.0. 

Jedes Knorpelersatzgewebe wurde als unabhängiges, biologisches Replikat angesehen. Un-

terschiede zwischen AC und MSC-basierten Chondrozyten, sowie Unterschiede zwischen be-

lasteter Gruppe und unbelasteter Kontrollgruppe wurden mittels T-Test analysiert. Bei hoher 

Varianz innerhalb einer Gruppe wurde der Rangsummen-basierte Mann-Whitney-U (MWU)-

Test verwendet. P£0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet. Korrelationskoeffizienten 

wurden nach Pearson berechnet. 

Zur Visualisierung der Ergebnisse wurden die Daten als Balkendiagramm mit dem Mittelwert 

und Standardabweichung dargestellt.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Etablierung von Knorpelersatzgewebe aus MSC 

4.1.1 Charakterisierung von MSC aus Knochenmarkaspiraten 
 
MSC wurden nach Zustimmung der Ethikkommission der Universität Heidelberg und der Spen-

der*innen aus Knochenmarkaspiraten von 47 Patient*innen isoliert, bei denen eine Hüftendop-

rothese eingesetzt wurde. Das Alter der Patient*innen lag zwischen 24 und 92 Jahren mit 

einem Durchschnittsalter von 62 ± 17 Jahren (28 weiblich, 19 männlich). 

Um exemplarisch für die ersten Spenderproben zu bestätigen, dass es sich bei den mittels 

Ficoll-Gradientenzentrifugation aus dem Knochenmark isolierten Zellen um MSC handelt, wur-

den die Zellen auf drei etablierte Kriterien zur Charakterisierung von MSC nach Dominici et al. 

(2006) untersucht. Dabei wurden die Zellen zunächst auf ihre Plastikadhärenz geprüft (Abbil-

dung 4). Die adhärenten Zellen bildeten bereits einen Tag nach der Aussaat sogenannte 

„Spots“ am Boden der Zellkulturflaschen und wuchsen nach weiterer Expansion bis P3 als 

homogener Zellrasen. Somit konnte die Plastikadhärenz der isolierten Zellen bestätigt werden. 

 

 
Abbildung 4. Plastikadhärenz und Morphologie isolierter MSC-Populationen aus Knochenmar-
kaspiraten. MSC wurden mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation aus Knochenmarkaspiraten isoliert 
und nach wiederholten Waschschritten mit PBS in Zellkulturflaschen überführt und in 12,5 % serumhal-
tigem ES-Medium + 4 ng/mL FGF-2 bei 37°C und 6 % CO2 kultiviert. 24 h nach Aussaat wurden nicht-
adhärente Zellen durch einmaliges Spülen mit PBS entfernt und die Zellen in frischem ES-Medium ex-
pandiert. Dargestellt sind Hellfeldmikroskopaufnahmen von adhärenten MSC repräsentativer Spender-
populationen in exemplarischen Bereichen der Zellkulturflaschen. Links: P0, Tag 1 nach Aussaat in 
Zellkulturflaschen nach Entfernung nicht-adhärenter Zellen. Ein „Spot“ ist erkennbar. Rechts: P3, vor 
Versuchsansatz. Im Zuge der Expansionskultur proliferierten die Zellen und bildeten einen homogenen 
Zellrasen aus. Nach dreimaligem Passagieren bei 70-80 % Konfluenz wurden die Zellen nach Erreichen 
von 70-80 % Konfluenz in P3 für die Versuchsreihen verwendet (n=3). Maßstabsbalken 200 µm.  

 

Zur Bestätigung des zweiten Kriteriums nach Dominici et al. (2006) wurde das Oberflächen-

markerprofil der Zellen überprüft. Die isolierten Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten 

Antikörpern (PE oder FITC) markiert und der Anteil der Zellen mit einem positiven Fluores-

zenzsignal mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 5). Wie erwartet wurden im Mittel 

bei über 95 % der Zellen die Oberflächenantigene CD105, CD73 und CD90 nachgewiesen, 

während weniger als 2 % der Zellen CD34 und CD45 exprimierten. Somit konnte die MSC-

typische Oberflächenmarkersignatur nach Dominici et al (2006) bestätigt werden. 
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Abbildung 5. Oberflächenmarkerprofil expandierter MSC. MSC wurden nach P3 mit fluoreszenzge-
koppelten Antikörpern für MSC-typische (CD105, CD73, CD90) und hämatopoetische Oberflächenanti-
gene (CD34, CD45) markiert. Nach Entfernen ungebundener Antikörper wurde das Fluoreszenzsignal 
der Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die dargestellten repräsentativen Histogramme einer 
Spenderpopulation (n=2) zeigen die Zellzahl in Abhängigkeit der Fluoreszenzintensität der immun-mar-
kierten Zellen (grüne Kurve) und der ungefärbten Kontrollzellen (orange Kurve). Dargestellt sind die 
jeweiligen Histogramme für die fünf untersuchten Oberflächenantigene und die nicht-markierte Nega-
tivkontrolle einer repräsentativen Spenderpopulation und die Mittelwerte der prozentualen Anteile der 
fluoreszenzmarkierten Zellen von zwei Spenderpopulationen (rot). 

 

Um das dritte Kriterium nach Dominici et al. (2006), die Multidifferenzierungskompetenz der 

MSC, zu bestätigen, wurden die MSC nach P3 in die adipogene, osteogene und chondrogene 

Linie differenziert. Die Differenzierung in die adipogene und osteogene Linie fand in Monolay-

erkultur statt. Für die chondrogene Linie wurden die Zellen nach P3 in chondrogenem Indukti-

onsmedium mit 10 ng/mL TGF-b1 aufgenommen, in dem sie spontan kondensierten und Zel-

laggregate (sogenannte „Pellets“) bildeten. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen 

mittels Ölrot O-Färbung als Nachweis für die Differenzierung in die adipogene Linie, mittels 

Alizarinrot S-Färbung als Nachweis für die osteogene Linie und mittels Safranin O-Färbung 

von Mikrotomschnitten für die chondrogene Linie analysiert. Bereits nach einem Tag der adi-

pogenen (Abbildung 6A) und osteogenen Differenzierung (Abbildung 6B) im Monolayer wiesen 

die Zellen eine unterschiedliche Morphologie auf, wobei sie unter adipogenen Bedingungen 

eine kachelförmige Morphologie mit geringerem Zell-Zell-Kontakt zu den Nachbarzellen zeig-

ten, während sie unter osteogenen Bedingungen eher langgezogen und dicht beieinander 

wuchsen. Ab Tag 7 unter adipogenen Bedingungen zeigten die Zellen eine zunehmende An-

zahl der durch Ölrot O rot gefärbten Lipidtröpfchen, die als Marker für die adiogene Differen-

zierung dienen. An Tag 21 wurde schließlich eine starke Ölrot O-Färbung errreicht (Abbildung 

6A). Unter osteogenen Bedingungen zeigte sich an Tag 14 eine heterogene rote Färbung des 



  Ergebnisse 

 65 

durch Alizarinrot S gefärbten abgelagerten Kalziums, das als Marker für die osteogene Diffe-

renzierung dient. An Tag 21 wurde eine starke homogene Färbung erreicht (Abbildung 6B). 

Somit konnte die erfolgreiche Differenzierung in die adipogene und osteogene Linie bestätigt 

werden. 

Die chondrogen differenzierten Pellets zeigten an Tag 21 noch keine homogene GAG-Abla-

gerung nach Safranin O-Färbung histologischer Mikrotomschnitte (Abbildung 6C). Vor allem 

am äußeren Rand der Pellets war keine Färbung erkennbar. Es ist naheliegend, dass die von 

den chondrogen differenzierten Zellen produzierten Proteoglykane am Rand der Pellets durch 

das Pipettieren des Mediums in das Zellkulturmedium ausgespült wurden. An Tag 42 zeigten 

die Pellets eine deutlich intensivere und homogenere Safranin O-Färbung. Die immunhisto-

chemische Färbung von Kollagen Typ II war bereits an Tag 21 intensiv und homogen bis zum 

äußeren Rand der Pellets und blieb bis Tag 42 unverändert. Demzufolge konnte auch die 

erfolgreiche Differenzierung in die chondrogene Linie bestätigt werden. 

Somit waren alle drei Kriterien nach Dominici et al (2006) für die aus dem Knochenmark iso-

lierten MSC erfüllt und es handelte es sich bei den isolierten Zellpopulationen um typische 

MSC. 

 

 
Abbildung 6. Drei-Linien-Differenzierung von MSC in die adipogene, osteogene und chondro-
gene Linie. MSC wurden nach P3 mithilfe spezieller Differenzierungsmedien für bis zu 21 Tage in Mo-
nolayerkultur in die adipogene oder osteogene Linie differenziert oder für bis zu 42 Tagen in Pelletkultur 
unter 10 ng/mL TGF-β in die chondrogene Linie differenziert. (A) Mikroskopaufnahmen der Ölrot O-
Färbung der adipogen-differenzierten Zellen einer repräsentativen Spenderpopulation (n=3) im Zeitver-
lauf. Eine Färbung der in den Zellen eingelagerten Lipidtröpfchen war ab Tag 7 erkennbar. (B) Mikro-
skopaufnahmen der Alizarin Rot S-Färbung der osteogen-differenzierten Zellen im Zeitverlauf einer re-
präsentativen Spenderpopulation (n=3). Eine Färbung von abgelagertem Kalzium war ab Tag 14 
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erkennbar. (C) Mikroskopaufnahmen der Safranin O-Färbung (Saf. O) und Kollagen Typ II-Immunhis-
tochemie (Koll II) histologischer Schnitte von chondrogen-differenzierten MSC in Pelletkultur zur Dar-
stellung der abgelagerten sulfatierten GAG und von Kollagen Typ II nach 21 und 42 Tagen einer reprä-
sentativen Spenderpopulation (n=3-4). Maßstabsbalken 200 µm. 

 

4.1.2 Wahl einer geeigneten Knochenersatzphase für MSC-basiertes Knorpelersatz-
gewebe 
 
Unsere Vorarbeiten mit AC nutzten β-TCP als avitales Knochenersatzmaterial und stabilen 

Untergrund für das vitale AC-basierte Knorpelersatzgewebe, um eine osteochondrale Einheit 

zu bilden. Da die GAG-Ablagerung in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe durch die Anwe-

senheit von Kalzium im resorbierbaren β-TCP beeinträchtigt sein könnte, sollte geprüft wer-

den, ob ein neutraler Träger für die Herstellung von MSC-basiertem Ersatzgewebe erforderlich 

ist, um eine ungestörte GAG-Ablagerung zu gewährleisten. Daher wurden MSC-besiedelte 

Träger an Tag 2 der Differenzierung entweder mit einem β-TCP-Block (70 % Porosität) oder 

einem inerten Borosilikatglasträger (36 % Porosität) kombiniert und für 21 Tage kultiviert. Die 

Auswirkung der Knochenersatzphase auf die GAG-Ablagerung wurden histologisch mittels 

Safranin O-Färbung untersucht (Abbildung 7). 

 

 
Abbildung 7. Einfluss des Knochenersatzmaterials auf die GAG-Ablagerung in MSC-basiertem 
Knorpelersatzgewebe. MSC wurden nach P3 zur Herstellung von Knorpelersatzgewebe in einen Kol-
lagen I/III-Träger gesiedelt und unter chondrogenen Bedingungen mit 10 ng/mL TGF-β kultiviert. An Tag 
2 wurden die zellbesiedelten Träger entweder mit einem zellfreien β-TCP-Block (linke Spalte) oder ei-
nem zellfreien Borosilikatglasblock (rechte Spalte) als Knochenersatzphase mittels Fibrinkleber kombi-
niert und für weitere 21 Tage unter gleichen Bedingungen kultiviert. Dargestellt sind Mikroskopaufnah-
men der Safranin O-Färbung histologischer Schnitte des Knorpelersatzgewebes zur Visualisierung der 
in das Gewebe abgelagerten sulfatierten GAG an Tag 23 von zwei Spenderpopulationen (n=2). Die 
Knochenersatzphase war am unteren Rand der dargestellten Proben mit dem Knorpelersatzgewebe 
über den Fibrinkleber verbunden und wurde für die histologische Analyse mithilfe eines Skalpells ent-
fernt. Während die Kombination mit β-TCP eine homogene Verteilung der produzierten GAG im Kol-
lagen I/III-Träger erlaubte, beschränkte sich die GAG-Ablagerung in Kombination mit Borosilikatglas auf 
den äußeren Rand der Kollagen I/III-Träger. Maßstabsbalken 200 µm. 
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Während die β-TCP-Knochenersatzphase eine homogene GAG-Ablagerung im gesamten 

Kollagenträger erlaubte, erfolgte die GAG-Ablagerung in Verbindung mit dem Borosilikatglas-

träger vorwiegend am Rand der Kollagenträger. Daher war der β-TCP-Block für die Ablage-

rung von Knorpelmatrixmolekülen von MSC-basierten Chondrozyten sogar günstiger und 

konnte als Knochenersatzphase gewählt werden.  

 

4.2 Charakterisierung von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 
Für eine dem nativen Knorpel annähernde Mechanokopplung in Knorpelersatzgewebe sind 

ein ausreichender GAG-Gehalt und die damit verbundene Härte von entscheidender Bedeu-

tung. In Vorarbeiten erreichte AC-basiertes Knorpelersatzgewebe einen hohen GAG-Gehalt 

und eine Härte von bis zu 94 % nativen Knorpels nach 21 und 35 Tagen in Kultur, wodurch 

eine sehr gute Mechanokopplung ermöglicht wurde und ein Erhalt bzw. eine Steigerung der 

GAG-Synthese nach Belastung etabliert werden konnte (Praxenthaler et al. 2018). Um eine 

gleichartige Mechanokopplung in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe wie in AC-basiertem 

Knorpelersatzgewebe zu ermöglichen, sollte über die Kulturbedingungen ein vergleichbarer 

GAG-Gehalt und eine möglichst gleiche Härte installiert werden. Dazu musste AC-basiertes 

Knorpelersatzgewebe erzeugt werden. 

 
AC wurden nach Zustimmung der Ethikkommission der Universität Heidelberg und der Spen-

der*innen aus makroskopisch intaktem Knorpel des Tibiaplateaus und der Femurkondylen von 

insgesamt 19 OA-Patient*innen, die eine Knieendoprothese erhielten, isoliert. Das Alter der 

Patient*innen lag zwischen 56 und 87 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 68 ± 11 Jahren 

(15 weiblich, 4 männlich).  

Um zu prüfen, ob auch MSC-basierte Knorpelersatzproben Werte für GAG-Gehalt und Härte 

wie AC-basiertes Knorpelersatzgewebe nach Ablagerung von Knorpelmatrixmolekülen über 

21 bzw. 35 Tage erreichen, wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe nach 3, 21 und 35 

Tagen unter chondrogenen Bedingungen mittels histologischer, biochemischer sowie moleku-

larbiologischer Methoden analysiert. Die Safranin O-Färbung zur qualitativen Darstellung sul-

fatierter Proteoglykane und der immunhistochemische Kollagen II-Nachweis zeigten, wie er-

wartet, an Tag 3 noch keine Knorpelmatrixablagerung (Abbildung 8). Erst im Laufe der weite-

ren Kultivierungszeit lagerten AC (Abbildung 8A) und MSC-basierte Chondrozyten (Abbildung 

8B) spenderabhängig sowohl GAG, als auch Kollagen Typ II ab. Für AC und MSC ergab sich 

eine hohe Spendervariabilität, so dass in 3 von 7 AC- und 10 von 24 MSC-Spenderpopulatio-

nen an Tag 21 bereits eine deutliche Safranin O- und Kollagen II-Färbung erkennbar war, 

während diese in den restlichen Spenderpopulationen relativ schwach oder heterogen war. An 

Tag 35 war die Spendervariabilität weit weniger ausgeprägt und 3 von 4 AC-Spenderpopula-

tionen und 7 von 10 MSC-Spenderpopulationen zeigten eine homogene Ablagerung von GAG 

und Kollagen II über das gesamte Gewebe. 
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Abbildung 8. EZM-Ablagerung in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe im Zeitverlauf. 
AC wurden nach P2 und MSC nach P3 in Kollagen I/III-Träger gesiedelt, an Tag 2 mit β-TCP kombiniert 
und unter gleichen Bedingungen für bis zu 35 Tage in chondrogenem Medium kultiviert. (A) Mikroskop-
aufnahmen von der Safranin O- und der immunhistochemische Kollagen II-Färbung (Einschub) histolo-
gischer Schnitte von AC-basiertem Knorpelersatzgewebe an Tag 3, 21 und 35. Es sind je eine reprä-
sentative Spenderpopulation für eine homogene EZM-Ablagerung (bezeichnet als Spender 1, 3/7 Spen-
derpopulationen zeigten eine vergleichbare Färbung an Tag 21 und 3/4 an Tag 35) und einer repräsen-
tativen Spenderpopulation für eine heterogene EZM-Ablagerung an Tag 21, die an Tag 35 ebenfalls 
eine homogene Verteilung zeigte (bezeichnet als Spender 2, 4/7 Spenderpopulationen zeigten eine 
vergleichbare Färbung an Tag 21). (B) Mikroskopaufnahmen der Safranin O- und der immunhistoche-
mische Kollagen II-Färbung (Einschub) histologischer Schnitte von MSC-basiertem Knorpelersatzge-
webe an Tag 3, 21 und 35. Es sind je eine repräsentative Spenderpopulation für eine homogene EZM-
Ablagerung (bezeichnet als Spender 1, 10/24 Spenderpopulationen zeigten eine vergleichbare Färbung 
an Tag 21 und 7/10 an Tag 35) und einer repräsentativen Spenderpopulation für eine heterogene EZM-
Ablagerung an Tag 21, die an Tag 35 ebenfalls eine homogene Verteilung zeigte (bezeichnet als Spen-
der 2, 14/24 Spenderpopulationen zeigten eine vergleichbare Färbung an Tag 21 und 3/10 an Tag 35). 
Maßstabsbalken 100 µm. 

 

Die Quantifizierung des GAG- und GAG/DNA-Gehalts bestätigte die zunehmende GAG-Abla-

gerung im Zeitverlauf in beiden Knorpelersatzgeweben, die an Tag 21 bei 59,07 ± 14,39 µg/µg 

für AC und 34,29 ± 11,64 µg/µg für MSC erreichte. An Tag 35 wurden 61,44 ± 28,20 µg/µg für 

AC und 88,53 ± 18,50 µg/µg für MSC gemessen (Abbildung 9A+B). Ein aus Vorarbeiten mit 

AC-basiertem Knorpelersatzgewebe bekannter Schwellenwert für eine belastungsinduzierte 

Steigerung der GAG-Synthese von 600 µg GAG/Probe wurde an Tag 35 in 2 von 4 AC- und 7 

von 10 MSC-Spenderpopulationen erreicht. Interessanterweise blieb der DNA-Gehalt im 

MSC-basierten Knorpelersatzgewebe im Laufe der Differenzierung auf dem gleichen Niveau, 

während ein signifikanter Anstieg des DNA-Gehalts im AC-basierten Knorpelersatzgewebe auf 

das 1,9-fache an Tag 21 versus Tag 3 und das 2,3-fache an Tag 35 versus Tag 3 ermittelt 

wurde (Abbildung 9C). An Tag 21 und 35 zeigten AC und MSC einen vergleichbaren DNA-

Gehalt. 
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Abbildung 9. Quantitative Bestimmung des GAG-, und DNA-Gehalts sowie der Härte von AC- 
und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe im Zeitverlauf. AC und MSC wurden in Kollagen I/III-
Träger gesiedelt, an Tag 2 mit β-TCP kombiniert und für bis zu 35 Tage in chondrogenem Medium 
kultiviert. (A) Der GAG-Gehalt von AC- (gestrichelte Linie, n=3-4, Mittelwerte + Standardabweichung) 
und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe (durchgezogene Linie, n=7-10, Mittelwerte + Standardab-
weichung) wurde an Tag 3, 21 und 35 in Proteinase K-verdauten Proben quantitativ mittels DMMB-
Assay bestimmt. (B) Zur Bestimmung des GAG/DNA-Gehalt von AC- und MSC-basiertem Knorpeler-
satzgewebe wurde der in Proteinase K-verdauten Proben quantifizierte GAG-Gehalt auf den DNA-Ge-
halt der Proben, der mittels Pico Green Assay quantifiziert wurde, bestimmt. (C) DNA-Gehalt in AC- und 
MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe ermittelt durch Pico Green Assay in Proteinase K-verdauten Pro-
ben. (D) Die Härte von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe (n=3-8) wurde durch Indentation 
mittels Very Low Rubber Hardness (VLRH) bestimmt. Die gepunktete Linie stellt die Härte von humanen 
nativen OA-Knorpelstanzen (n=2, Mittelwert) dar. (A-D) *P<0,05, **P<0,01, P<0,001 T-Test Tag 21 bzw. 
Tag 35 vs. Tag 3. #P<0,05 T-Test AC vs. MSC zum gleichen Zeitpunkt, mit Bonferroni-Korrektur. E) 
Pearson Korrelation zwischen Härte (VLRH) und GAG/DNA-Gehalt von AC- und MSC-basierten Knor-
pelersatzgewebe an Tag 21 und 35 (dargestellt als schwarze Kreise, n=27 Proben). Die Pearson Kor-
relation (dargestellt als Linie, Pearson Koeffizient ρ=0,598) zeigt eine positive, signifikante (P=0,001) 
Korrelation zwischen Härte und GAG/DNA-Gehalt der Proben. 

 

Wie schon für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe aus Vorarbeiten bekannt, nahm auch die 

Härte von MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe im Laufe der Differenzierung signifikant zu 

und zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied zu AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

(Abbildung 9D). An Tag 21 wurde eine Härte entsprechend 77 % des Wertes nativer Knorpel-

stanzen für AC- und 75 % für MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe ermittelt. An Tag 35 betrug 

die mittlere Härte von AC-basiertem Knorpelersatzgewebe 89 % und die mittlere Härte von 

MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 84 % von nativem Knorpel. Wie erwartet korrelierte die 

Härte von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe signifikant mit dem GAG/DNA-Ge-

halt der Proben mit einem Pearson Koeffizient von 0,598 (P=0,001), so dass ein steigender 

GAG/DNA-Gehalt mit einer steigenden Härte des Knorpelersatzgewebes einherging (Abbil-

dung 9E).  

Somit erlaubten die gewählten Kulturbedingungen auch für die MSC-Gruppe das Erreichen 

von nahezu gleicher Härte und gleichem GAG-Gehalt wie AC-basiertes Knorpelersatzgewebe. 

Damit wurden die zwei wichtigsten Bedingungen für eine möglichst gleichartige Mechanokopp-

lung in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe durch die gewählte Kulturführung er-

füllt. 
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Um die erfolgreiche Differenzierung beider Zelltypen im Knorpelersatzgewebe auch auf mole-

kularer Ebene zu bestätigen, wurden Knorpelmatrix-assoziierte Marker mittels qRT-PCR un-

tersucht (Abbildung 10). Die ACAN-Expression verblieb bei AC im Zeitverlauf auf dem gleichen 

Niveau, während sie bei MSC von Tag 3 bis 35 signifikant anstieg. Dabei war die ACAN-Ex-

pression an Tag 3 in MSC signifikant niedriger als in AC. Dieser Unterschied lässt sich dadurch 

erklären, dass es sich bei AC bereits um Chondrozyten handelt und MSC sich erst noch unter 

chondrogenen Bedingungen in die chondrogene Linie differenzieren müssen (Abbildung 10A). 

Die COL2A1-Expression stieg im Zeitverlauf sowohl bei AC als auch bei MSC signifikant an. 

Wie bei ACAN war die COL2A1-Expression in MSC an Tag 3 signifikant niedriger als in AC. 

Interessanterweise erreichten MSC an Tag 35 eine signifikant höhere COL2A1-Expression als 

AC (Abbildung 10B). Die Expression der Chondroitinsulfatsynthase (CHSY1) blieb im Zeitver-

lauf konstant und zeigte ähnliche Expressionsspiegel in beiden Zelltypen (Abbildung 10C). Die 

Expression von COMP, einem pentamerischen Glykoprotein, das mit verschiedenen Kompo-

nenten der EZM interagiert und zu deren Integrität beiträgt, stieg im Zeitverlauf in MSC an, 

während sie in AC auf einem hohen Niveau verblieb. Bemerkenswerterweise war COMP an 

Tag 3 im Trend (P=0,052) und an Tag 21 und 35 in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe sig-

nifikant höher exprimiert als in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe (Abbildung 10D). Dies 

könnte auf eine potenziell unterschiedliche EZM-Zusammensetzung in AC- und MSC-basier-

tem Knorpel hinweisen.  

Insgesamt ermöglichten die gewählten Kulturbedingungen eine erfolgreiche (Re)differenzie-

rung beider Zelltypen auch auf molekularer Ebene. 

 

 
Abbildung 10. Relative Genexpression knorpeliger Differenzierungsmarker in AC- und MSC-ba-
sierten Chondrozyten im Zeitverlauf. AC und MSC wurden nach Expansion in Kollagen I/III-Träger 
gesiedelt, an Tag 2 mit β-TCP kombiniert und für bis zu 35 Tage in chondrogenem Medium kultiviert. 
Die Genexpression von (A) ACAN, (B) COL2A1, (C) CHSY1 und (D) COMP wurde in AC und MSC-
basierten Chondrozyten mittels qRT-PCR untersucht. Als Referenzgene wurden CPSF6 und HNRPH1 
verwendet. AC-Daten sind als gestrichelte Linie (n=3-4), MSC-Daten als durchgezogene Linie (n=4-8) 
dargestellt (Mittelwerte + Standardabweichung). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 T-Test Tag 21 bzw. Tag 
35 vs. Tag 3; #P<0,05, ##P<0,01, ###P<0,001 T-Test AC vs. MSC zum gleichen Zeitpunkt mit Bonfer-
roni-Korrektur. 
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Somit konnte gezeigt werden, dass die gewählten Kulturbedingungen in AC- und MSC-basier-

tem Knorpelersatzgewebe über eine etwa gleich starke GAG-Ablagerung dieselbe Härte auf-

bauten und eine erfolgreiche (Re)differenzierung der Zellen bedingten. Daher sollte mit den 

gewählten Kulturbedingungen eine möglichst vergleichbare Mechanokopplung in beiden Knor-

pelersatzgeweben erreicht worden sein. 

 

4.2.1 Mechanokopplung während der gewählten Belastungsepisode 
 

Eine konstante Mechanokopplung vom Beginn bis zum Ende der Belastung ist eine wichtige 

Voraussetzung für die Gewährleistung der Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung im 

Knorpelersatzgewebe. Für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe war gezeigt worden, dass die 

einmalig angewandte dreistündige Belastungsepisode zu keiner messbaren Änderung des 

GAG/DNA-Gehalts und der Härte führte (Scholtes et al. 2018). Ein Verlust von Knorpel-

matrixmolekülen während der Belastung könnte die Mechanokopplung im MSC-basierten 

Knorpelersatzgewebe beeinträchtigen. Um sicherzustellen, dass es auch für MSC-basiertes 

Knorpelersatzgewebe nicht zu einem schnellen Härteabfall während der dreistündigen Belas-

tung kommt, wurden der GAG/DNA-Gehalt und die Härte nach erfolgter Belastung im Ver-

gleich zu den nicht-belasteten Kontrollen analysiert. Als Kontrollgruppe wurde AC-basiertes 

Knorpelersatzgewebe verwendet. Da AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe an Tag 3 

noch keine EZM-Ablagerung im Träger aufwies, wurden nur die Zeitpunkte Tag 21 und Tag 

35 untersucht. 

 

 
Abbildung 11. Einfluss der Belastung auf GAG/DNA-Gehalt und Härte von AC- und MSC-basier-
tem Knorpelersatzgewebe an Tag 21 und Tag 35. AC und MSC wurden in Kollagen I/III-Träger ge-
siedelt, an Tag 2 mit β-TCP kombiniert und für bis zu 35 Tage in chondrogenem Medium kultiviert und 
an Tag 21 oder an Tag 35 mit dem dreistündigen zyklischen Kompressionsprotokoll belastet. (A) Der 
relative (rel.) GAG/DNA-Gehalt in Proteinkinase K verdauten Proben wurde mittels DMMB und Pico 
Green Assay von belastetem und nicht-belastetem AC- (weiße Balken, n=3, Mittelwerte + Standardab-
weichung) und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe (graue Balken, n=7-10, Mittelwerte + Standardab-
weichung) an Tag 21 und Tag 35 bestimmt. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation 
wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte Linie) und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. (B) Die 
relative (rel.) Härte belasteter Proben und nicht-belasteter Kontrollen von AC- und MSC-basiertem Knor-
pelersatzgewebe ermittelt durch Very Low Rubber Hardness (VLRH)-Indentationsmessung an Tag 21 
und Tag 35 (n=4). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Es wurden keine signifikanten 
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Unterschiede zwischen belasteten und nicht-belasteten Proben, sowie zwischen AC- und MSC-basier-
tem Knorpelersatzgewebe gefunden (T-Test). 

 

Bezüglich GAG/DNA-Gehalt wurde weder bei AC-, noch bei MSC-basiertem Knorpelersatzge-

webe ein signifikanter Unterschied zwischen den unbelasteten Kontrollen und belasteten Pro-

ben an Tag 21 und Tag 35 beobachtet (Abbildung 11A). Passend zum GAG/DNA-Gehalt wies 

auch die Härte keinen signifikanten Unterschied zwischen den belasteten Proben und den 

unbelasteten Kontrollen von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe auf (Abbildung 

11B). 

Somit führte die einmalige Anwendung des dreistündigen physiologischen Belastungsproto-

kolls nicht zu einem messbar unterschiedlichen Härteabfall zwischen beiden Gruppen wäh-

rend der Belastung. Damit war es zulässig davon auszugehen, dass die Mechanokopplung in 

beiden Knorpelersatzgeweben vom Beginn bis zum Ende jeder Versuchsreihe konstant ge-

halten werden konnte, was eine wichtige Voraussetzung für einen standardisierten Vergleich 

von Mechanotransduktions- und Mechanoadaptierungsmechanismen beider Knorpelersatz-

gewebe darstellt. 

 

4.3 Mechanotransduktion in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 

Um adäquat auf mechanische Reize reagieren zu können, müssen diese im Zuge der Mecha-

notransduktion von den Zellen erkannt und in intrazelluläre Signale übersetzt werden. Da er-

mittelt werden sollte, ob AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe Unterschiede in der 

Mechanotransduktion aufweisen, wurden die bereits in Abbildung 2 dargestellten wichtigen 

Parameter für eine Beurteilung der Mechanotransduktion im Knorpelersatzgewebe beider Zell-

quellen vergleichend analysiert. Dies umfasste die Expression mechanosensitiver Rezeptoren 

wie Integrine, die Aktivierung des Mechanotransduktionswegs ERK1/2 sowie die Regulation 

mechanosensitiver Gene und microRNAs. 

 

4.3.1 Die Regulation der Integrinexpression nach mechanischer Belastung von AC- 
und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 
Da Unterschiede in der Expression wichtiger Mechano-Rezeptoren wie Integrine die Erken-

nung mechanischer Reize beeinflussen können, wurde die Expression der wichtigsten Integrin 

α5, α10 und α11-Ketten in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe an Tag 35 sowohl 

ohne als auch mit mechanischer Belastung untersucht. 
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Abbildung 12. Integrinexpression in AC- und MSC-basierten Chondrozyten an Tag 35. AC- und 
MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 35 Tage in chondrogenem Medium kultiviert und an 
Tag 35 mit dem dreistündigen zyklischen Kompressionsprotokoll belastet. (A) Die Genexpression von 
ITGA5, ITGA10 und ITGA11 wurde in nicht-belasteten Kontrollen (schraffierte Balken) mittels qRT-PCR 
analysiert. Als Referenzgene dienten CPSF6 und HNRPH1. #P<0,05, T-Test AC vs. MSC-basierte 
Chondrozyten. (B) Die Genexpression von ITGA5, ITGA10 und ITGA11 wurde in belasteten Proben 
und nicht-belasteten Kontrollen mittels qRT-PCR analysiert. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spen-
derpopulation wurden auf 1 gesetzt und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. Dargestellt 
sind die Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05, MWU belastet vs. Kontrolle, n=4. 

 

Im Vergleich der basalen Expressionsspiegel zwischen AC- und MSC-basierten Chondrozyten 

zeigte sich eine signifikant höhere ITGA11-Expression (2,5-fach) in AC (Abbildung 12A). Trotz 

niedrigerer mittlerer Spiegel von ITGA5 und ITGA10 in MSC wurden keine signifikanten Un-

terschiede erreicht.  

In AC-basiertem Knorpelersatzgewebe hatten wir bereits beobachtet, dass die gewählte phy-

siologische Belastungsepisode an Tag 35 zu einer Stimulation der ITGA5-Expression und ei-

ner Reduktion der ITGA11-Expression führte, während die knorpeltypische ITGA10-Expres-

sion durch die Belastung nicht beeinflusst war (Hecht 2020). In der hier vorgelegten Arbeit 

konnte die signifikante Stimulation der ITGA5- und die Reduktion der ITGA11-Expression in 

AC durch Belastung bestätigt werden (Abbildung 12B). MSC-basierte Chondrozyten reagier-

ten ebenfalls mit einer signifikanten Stimulation von ITGA5 und einer Reduktion von ITGA11 

auf die Belastung. Interessanterweise zeigten MSC-basierte Chondrozyten, anders als AC, 

eine signifikante Reduktion der ITGA10-Expression nach Belastung. Die ITGA10- und 

ITGA11-Rezeptoren enthalten Bindestellen für Kollagen Typ II, so dass eine geringere 

ITGA11-Expression in MSC-basierten Chondrozyten und eine belastungsinduzierte Reduktion 

von ITGA10 auf eine reduzierte Wahrnehmung mechanischer Reize durch MSC-basierte 

Chondrozyten hinweisen könnte, sollten sich solche Unterschiede auch auf Proteinebene er-

geben. Daher wurde als nächstes geprüft, ob die geringere Integrinexpression in MSC-
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basierten Chondrozyten auch mit einer reduzierten Aktivierung des wichtigen, Integrin-assozi-

ierten Mechanotransduktionswegs pERK1/2 einherging.  

 

4.3.2 Die Aktivierung von pERK1/2 in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
durch mechanische Belastung  
 

Da Integrine Mechanotransduktoren sind und den bekannten mechanosensitiven Signalweg 

pERK1/2 aktivieren, wurde der Einfluss der physiologischen Belastung auf die pERK1/2-Spie-

gel in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe verglichen. Dazu wurden belastete Pro-

ben und unbelastete Kontrollen unmittelbar nach Belastungsende in flüssigen Stickstoff ver-

bracht und Ganzzelllysate mittels Western Blot auf die Phosphorylierung von ERK1/2 unter-

sucht.  

 

 
Abbildung 13. Belastungsinduzierte pERK1/2-Aktivierung in AC- und MSC-basierten Chondrozy-
ten an Tag 21 und 35. (A) Die pERK1/2-Spiegel wurden in Ganzzelllysaten von AC und MSC-basierten 
Chondrozyten in belasteten und nicht-belasteten Proben mittels Western Blot ermittelt. Gezeigt sind die 
pERK1/2-Spiegel je einer repräsentativen Spenderpopulation für AC und MSC (n=3-4). Als Ladekon-
trollen dienten das Gesamtprotein von ERK1/2 sowie β-Aktin. (B) Densitometrische Analyse der mittels 
Western Blot visualisierten pERK1/2-Proteinbanden im Verhältnis zu β-Aktin der nicht belasteten Kon-
trollen (schraffierte Balken) und belasteten Proben (schwarze Balken) AC- und MSC-basierter Chond-
rozyten. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3-4 Spenderpopulationen. 
*P≤0,05, Mann-Whitney-U-Test belastete Proben vs. nicht-belastete Kontrollen. 

 

An Tag 21 und 35 wurde pERK1/2 in allen vier untersuchten AC-Spenderpopulationen durch 

die Belastung stimuliert (Abbildung 13A). Wie AC reagierten auch MSC-basierte Chondrozyten 

an Tag 21 und Tag 35 auf die Belastung mit einer Stimulation von pERK1/2 in allen drei un-

tersuchten Spenderpopulationen. Die semiquantitative densitometrische Analyse der Western 

Blot Signale bestätigte eine signifikante belastungsinduzierte Steigerung der pERK1/2-Spiegel 

normalisiert auf β-Aktin an Tag 21 und Tag 35 in AC und MSC-basierten Chondrozyten (Ab-

bildung 13B). Alles in allem resultierte die mechanische Belastung an Tag 21 und Tag 35 in 

AC und MSC-basierten Chondrozyten in einer gleichartigen Aktivierung des bekannten pERK-

Mechanotransduktionsweg, obwohl Unterschiede in der Integrin Genexpression beobachtet 

wurden. 
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4.3.3 Die belastungsinduzierte Expression mechanosensitiver Gene in AC- und MSC-
basiertem Knorpelersatzgewebe  
 
Um zu prüfen, ob es im Zuge der Mechanotransduktion auch zu einer gleichartigen Regulation 

mechanosensitiver Gene in beiden Gruppen kam, wurde die Expression jener mechanosensi-

tiven Gene untersucht, die in Vorarbeiten mit AC-basiertem Knorpelersatzgewebe an Tag 35 

als signifikant reguliert erkannt worden waren. 

 

 
Abbildung 14. Regulation der mechanosensitiven Genexpression in AC- und MSC-basierten 
Chondrozyten durch Belastung. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde in chondroge-
nem Medium kultiviert und an (A) Tag 21 (n=5-8) oder (B) Tag 35 (n=4-6) mit der dreistündigen zykli-
schen Kompressionsepisode belastet und die Expression bekannter mechanosensitiver Gene mittels 
qRT-PCR in nicht-belasteten Kontrollen (schraffierte Balken) und belasteten Proben (schwarze Balken) 
analysiert. Als Referenzgene dienten CPSF6 und HNRPH1. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 T-Test belastete Proben vs. nicht-belastete Kontrollen. 

 

Die untersuchten mechanosensitiven Gene umfassten die mit dem MAPK-Signalweg-assozi-

ierten Gene DUSP5, FOS und FOSB, das dem Retinsäuresignalweg zugeordnete Gen 

NR4A2, das dem WNT-Signalweg zugehörige AXUD1, das NFκB-Zielgen COX2 und die BMP-

Liganden BMP2 und BMP6. Des Weiteren wurde der Transkriptionsfaktor SOX9, der maßgeb-

lich die Expression von Knorpelmatrixmolekülen aktiviert, analysiert. An Tag 21 ergab sich für 

AC, wie bereits in früheren Studien beschrieben, eine signifikante Steigerung der Expression 

der gewählten mechanosensitiven Gene (Abbildung 14A). MSC-basierte Chondrozyten rea-

gierten ebenfalls mit einer signifikanten belastungsinduzierten Steigerung der Expression der 
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meisten mechanosensitiven Gene (Abbildung 14B). Anders als in AC jedoch, wo alle fünf un-

tersuchten Spenderpopulationen an Tag 21 mit einer Stimulation der SOX9-Expression auf 

die Belastung reagierten, wurde in MSC-basierten Chondrozyten keine signifikante Stimulation 

der SOX9-Expression erhalten aufgrund einer inkonsistenten Regulation in verschiedenen 

Spenderpopulationen. Fünf von acht MSC-Spendern reagierten dabei mit einer Stimulation 

der SOX9-Expression an Tag 21, während drei von acht mit einer Reduktion von SOX9 rea-

gierten (Daten nicht gezeigt). Auch an Tag 35 zeigte AC- und MSC-basiertes Knorpelersatz-

gewebe ein ähnliches belastungsinduziertes Expressionsprofil der mechanosensitiven Gene. 

Aufgrund einer geringeren Spenderzahl (n=4-6) als an Tag 21 (n=5-8) wurden allerdings we-

niger Gene statistisch signifikant reguliert. Auch an Tag 35 war die SOX9-Expression wie an 

Tag 21 in allen untersuchten AC-Spenderpopulationen (n=4) durch die Belastung induziert, 

während nur vier von sechs MSC-Spenderpopulationen mit einer Stimulation der SOX9-Ex-

pression auf die Belastung reagierten. In einem von sechs MSC-Spenderpopulationen war die 

SOX9-Expression durch die Belastung reduziert und in einer Spenderpopulation nicht regu-

liert.  

Somit induzierte die Belastung eine ähnliche Regulation der untersuchten mechanosensitiven 

Gene in AC und MSC-basierten Chondrozyten, so dass sich auch hier eine gleichartige Me-

chanotransduktion zeigte. Einen wichtigen Unterschied zu AC stellte jedoch eine uneinheitli-

che belastungsabhängige SOX9-Expression in MSC-basierten Chondrozyten dar, die auf 

mögliche Unterschiede für die Produktion von Knorpelmatrixmolekülen hinweisen könnte. 

 

Interessanterweise deuteten die Genexpressionsspiegel unbelasteter Proben an Tag 21 und 

Tag 35 allerdings darauf hin, dass MSC-basierte Chondrozyten eine stärkere Basalexpression 

von COX2, BMP2 und SOX9 verglichen mit AC haben könnten. Um dies zu prüfen, wurde ein 

statistischer Vergleich der basalen Expressionsspiegel dieser drei Gene in unbelasteten Kon-

trollen von AC versus MSC-basierten Chondrozyten durchgeführt (Abbildung 15). 
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Abbildung 15. Vergleich der Expression mechanosensitiver Gene zwischen AC und MSC-basier-
ten Chondrozyten. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde in chondrogenem Medium 
kultiviert, an Tag 21 oder Tag 35 mit der dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet und 
die Expressionsspiegel von COX2, BMP2 und SOX9 der nicht-belasteten Kontrollen (schraffierte Bal-
ken) und belasteten Proben (schwarze Balken) mittels qRT-PCR analysiert. (A) Die basalen Expressi-
onsspiegel der unbelasteten Kontrollen, sowie der belasteten Proben wurden in AC versus MSC-ba-
sierten Chondrozyten an Tag 21 (AC n=5, MSC n=8) und (B) an Tag 35 (n=4-6) verglichen. Als Refe-
renzgene dienten CPSF6 und HNRPH1. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung. 
#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 T-Test AC vs. MSC. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 T-Test belastete 
Proben vs. nicht-belastete Kontrollen mit Bonferroni-Korrektur. 

 

Tatsächlich zeigten unbelastete MSC-basierte Chondrozyten an Tag 21 signifikant höhere ab-

solute Spiegel der COX2 mRNA bezogen auf die Referenzgene als unbelastete AC (12-fach, 

P=0,004, Abbildung 15A). Auch BMP2 war in MSC-basierten Chondrozyten verglichen mit AC 

in der Kontrollgruppe (8-fach, P=0,000002) signifikant höher exprimiert. Für SOX9 ergaben 

sich keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen AC und MSC-basierten Chondro-

zyten aufgrund einer hohen Varianz in der MSC-Gruppe (Abbildung 15A). An Tag 35 (Abbil-

dung 15B) war die COX2-Expression in den unbelasteten Kontrollen zwischen AC und MSC-

basierten Chondrozyten nicht signifikant unterschiedlich, bedingt durch eine hohe Varianz in 

der MSC-Gruppe. MSC-basierte Chondrozyten zeigten an Tag 35 ähnlich wie an Tag 21 eine 

7-fach höhere (P=0,002) BMP2-Expression in den unbelasteten Kontrollen verglichen mit AC. 

Wie an Tag 21 war die SOX9-Expression in AC- und MSC-basierten Chondrozyten an Tag 35 

nicht signifikant unterschiedlich. 

Die signifikant höheren Expressionsspiegel von COX2 und BMP2 in MSC-basierten Chondro-

zyten verglichen mit AC an Tag 21 wurden auch in den belasteten Proben beibehalten. Dabei 

war die COX2-Expression in den belasteten Proben an Tag 21 um das 5-fache (P=0,008, 

Abbildung 15A) und an Tag 35 um das 4-fache (P=0,003, Abbildung 15B) höher in MSC-ba-

sierten Chondrozyten als in AC. Auch die höhere BMP2-Expression in MSC vs. AC wurde in 
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der Belastungsgruppe an beiden Zeitpunkten beibehalten (3-fach, Tag 21 P=0,00009; Tag 35 

P=0,011). Wie auch für die unbelasteten Proben zeigte sich kein signifikanter Unterschied der 

SOX9-Expression in den belasteten Proben von AC und MSC-basierten Chondrozyten. 

Somit zeigten MSC-basierte Chondrozyten zwar keine Unterschiede in der Aktivierung der 

bekannten mechanosensitiven Gene durch Belastung, wiesen aber höhere Hintergrundspie-

gel der Expression von BMP2 und COX2 auf, die auf mögliche Unterschiede in der Aktivität 

der mit ihnen assoziierten Signalwege hindeuten könnten. 

 

4.3.4 Die Mechanoregulation von microRNAs in AC- und MSC-basiertem Knorpeler-
satzgewebe 
 

Da miRs als epigenetische Regulatoren möglicherweise einen Einfluss auf die Mechanotrans-

duktion und die nachfolgende Mechanoadaptierung haben könnten, sollte geprüft werden, ob 

in MSC-basierten Chondrozyten ein unterschiedliches belastungsinduziertes miR-Expressi-

onsprofil zu AC vorlag. Dazu wurden jeweils unbelastete Kontrollen und belastete Proben an 

Tag 35 Bedingungen mittels qRT-PCR auf die Regulation von drei ausgewählten miRs unter-

sucht. 

 

 
Abbildung 16. Regulation der Mechano-miR-Expression in AC- und MSC-basierten Chondrozy-
ten durch Belastung an Tag 35. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 35 Tage 
vorkultiviert und anschließend mit der dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet. Die Ge-
samt-RNA aus den belasteten Proben und nicht-belasteten Kontrollen wurde isoliert, spezifisch jede 
miR transkribiert und anschließend via qRT-PCR analysiert. Als Referenz wurde snRNU6 verwendet. 
Die relative miR-Expression ist dargestellt als Mittelwerte + Standardabweichung belasteter Proben von 
AC (weiße Balken, n=10) und MSC-basierter Chondrozyten (graue Balken, n=3). Die nicht-belasteten 
Kontrollen jeder Spenderpopulation wurden auf 1 (gestrichelte Linie) gesetzt und die zugehörige belas-
tete Probe darauf bezogen. *P<0,05 T-Test belastete Proben vs. nicht belastete Kontrollen. 

 

Wie aus Vorarbeiten bekannt war (Hecht et al. 2019), resultierte die Belastung von AC-basier-

tem Knorpelersatzgewebe in einer signifikanten Stimulation der Expression von miR-221 und 

miR-6872-3p, während sie für miR-6723-5p aufgrund einer hohen Spendervariabilität nur im 

Trend erhöht war (Abbildung 16). Ähnlich wie bei AC war miR-221 auch in MSC-basiertem 
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Knorpelersatzgewebe signifikant durch die Belastung an Tag 35 erhöht, während sich für miR-

6723-5p und miR-6872-3p aufgrund einer hohen Spendervariabilität nur ein Trend zu einer 

belastungsinduzierten Stimulation ergab.  

Somit wiesen AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe ein sehr ähnliches belastungsin-

duziertes Expressionsprofil der untersuchten mechano-miRs auf. 

 

Alles in allem zeigten MSC-basierte Chondrozyten wenige Unterschiede in der Integrinexpres-

sion zu AC, eine gleichartige pERK1/2-Aktivierung und reagierten, vor einem Hintergrund hö-

herer Expressionsspiegel von BMP2 und COX2, mit einer ähnlichen Regulation mechanosen-

sitiver Gene und miRs. Lediglich SOX9 war in MSC-basierten Chondrozyten variabler reguliert 

oder unbeeinflusst im Vergleich zu AC. Somit antworteten MSC mit einer ähnlichen Regulation 

der wichtigsten Mechanotransduktionsparameter wie AC. 

 

4.4 Mechanoadaptierung in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 

Wie bereits in Abbildung 2 dargestellt, können Chondrozyten nach erfolgter Mechanotrans-

duktion, falls erforderlich, im Zuge der Mechanoadaptierung ihren Zellmetabolismus und ihren 

Zellphänotyp an die neuen mechanischen Bedingungen anpassen. Für AC hatten wir bereits 

gezeigt, dass sie auf das gewählte physiologische Belastungsprotokoll mit einem Erhalt bzw. 

einer Steigerung der Synthese von EZM-Molekülen reagieren. Diese wird durch den Beitrag 

verschiedener anaboler und kataboler Signalwege reguliert. Daher sollte der Einfluss mecha-

nischer Belastung auf die Aktivität wichtiger Signalwege und die EZM-Synthese in AC- und 

MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe untersucht werden.  

 

4.4.1 Einfluss physiologischer Belastung auf die EZM-Synthese in AC- und MSC-ba-
siertem Knorpelersatzgewebe 
 

Ein Erhalt bzw. eine Steigerung der EZM-Synthese nach Belastung ist wichtig, um die Knor-

pelhomöostase aufrechtzuerhalten und das Gewebe an die neuen physikalischen Bedingun-

gen anzupassen. Somit stellt die EZM-Synthese einen sehr wichtigen Bestandteil der Mecha-

noadaptierung von Knorpelgewebe dar, der hier als Hauptzielkriterium gewählt wurde. Um den 

Einfluss physiologischer Belastung auf den Zellmetabolismus anhand der EZM-Synthese in 

AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe zu untersuchen, wurde die GAG- und Kol-

lagenneusynthese mittels radioaktivem Isotopeneinbau über 24 h nach Belastungsende an 

Tag 21 und Tag 35 untersucht und auf den DNA-Gehalt der Proben normalisiert. In parallelen 

Proben wurde die belastungsinduzierte Expression der chondrogenen Markergene ACAN und 

COL2A1 analysiert (Abbildung 17). Wie aus Vorarbeiten bekannt (Praxenthaler et al. 2018), 

reagierten AC auch in dieser Arbeit auf die physiologische Belastungsepisode mit einer Bei-

behaltung der GAG/DNA-Synthese an Tag 21 und einer Stimulation der GAG/DNA-Synthese 
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an Tag 35, während die Kollagensynthese durch die Belastung nicht reguliert war (Abbildung 

17A). Interessanterweise führte dieselbe Belastungsepisode in MSC-basierten Chondrozyten 

zu einer signifikanten Reduktion der GAG-Synthese um 41 ± 17 % (P=0.00001) an Tag 21 und 

um 27 ± 20 % (P=0.003) an Tag 35 (Abbildung 17B). Die Kollagensynthese war in MSC-ba-

sierten Chondrozyten an Tag 21 signifikant und an Tag 35 im Trend inhibiert. Ein Vergleich 

der basalen GAG-Syntheseraten zwischen AC und MSC-basierten Chondrozyten ergab weder 

einen signifikanten Unterschied an Tag 21 (Mittelwert AC: 24856 ± 12950 cpm/µg DNA, MSC: 

30979 ± 12714 cpm/µg DNA, P=0,34, Daten nicht gezeigt), noch an Tag 35 (AC: 27641 ± 

22980 cpm/µg DNA, MSC: 29799 ± 10152 cpm/µg DNA, P=0,81). Auch die basalen Kollagen-

syntheseraten unterschieden sich weder an Tag 21 (AC: 42637 ± 11151 cpm/µg DNA, MSC: 

35316 ± 5621 cpm/µg DNA, P=0,30) noch an Tag 35 (AC: 42180 ± 7752 cpm/µg DNA, MSC: 

37177 ± 8009 cpm/µg DNA, P=0,37) signifikant zwischen beiden Knorpelersatzgeweben. In 

AC wurde auf Genexpressionsebene keine signifikante belastungsinduzierte Regulation der 

ACAN- und COL2A1-Expression an Tag 21 und Tag 35 beobachtet (Abbildung 17C). MSC-

basierte Chondrozyten reagierten auf die Belastung allerdings mit einer signifikanten Reduk-

tion der ACAN-Expression an Tag 21 und der COL2A1-Expression an Tag 21 und 35 (Abbil-

dung 17D). 

 

 
Abbildung 17. GAG- und Kollagensynthese in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
nach Belastung. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 21 oder 35 Tage vorkultiviert 
und anschließend mit der dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet. Die GAG- und Kol-
lagensynthese (A) AC und (B) MSC-basierter Chondrozyten wurde an Tag 21 (weiße Balken) und Tag 
35 (graue Balken) durch Isotopeneinbau von 35SO4 bzw. 3H-Prolin über 24 h nach Belastung in belaste-
ten Proben und nicht-belasteten Kontrollen ermittelt und auf den mittels Pico Green Assay quantifizier-
ten DNA-Gehalt der Proben normalisiert. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation wur-
den auf 1 (gestrichelte Linie) gesetzt und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. (C) Die 
ACAN- und COL2A1-Expression in AC und (D) in MSC-basierten Chondrozyten wurde mittels qRT-
PCR in belasteten Proben und in nicht-belasteten Kontrollen quantifiziert. Die nicht-belasteten Kontrol-
len jeder Spenderpopulation wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte Linie) und die zugehörige belastete 
Probe darauf bezogen. Als Referenzgene dienten CPSF6 und HNRPH1. *P<0,05, **P<0,01, 
***P<0,001, T-Test belastete Proben vs. nicht-belastete Kontrolle (n=3-10). 

Also störte die dreistündige Belastung die EZM-Synthese MSC-basierter Chondrozyten, wäh-

rend sie in AC aufrechterhalten oder sogar gesteigert wurde. Somit zeigte MSC-basiertes 
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Knorpelersatzgewebe trotz gleicher Härtewerte, nur geringer Unterschiede in Mechano-trans-

duktionsparametern und ähnlicher basaler EZM-Syntheseraten im Vergleich zu AC-basiertem 

Knorpelersatzgewebe Defizite in der Aufrechterhaltung der EZM-Synthese. Um die zugrunde-

liegenden molekularen Einflussfaktoren für diese unerwünschte Reaktion zu entschlüsseln, 

wurde nachfolgend die Regulation der anabolen TGF-β- und BMP-Signalwege nach Belastung 

untersucht. 

 

4.4.2 Einfluss physiologischer Belastung auf die Aktivität anaboler Signalwege in AC- 
und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
 
Es war bereits bekannt, dass sich in AC die belastungsinduzierte Stimulation von BMP2 und 

BMP6 nicht auf die pSMAD1/5/9-Spiegel überträgt. Auch die pSMAD2/3-Spiegel waren durch 

die Belastung nicht reguliert worden. Die Mechanoinduktion von SOX9 war dagegen auch auf 

der Proteinebene sichtbar (Scholtes et al. 2018). Um zu prüfen, ob auch in MSC-basierten 

Chondrozyten trotz Mechanoinduktion von BMP2 und BMP6 keine Regulation der 

pSMAD1/5/9- und pSMAD2/3-Spiegel erfolgte, und ob sich die variable SOX9-Regulation auf 

Genexpressionsebene auch die Proteinebene übertrug, wurden unbelastete Kontrollen und 

belastete Proben von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe an Tag 21 und Tag 35 

mittels Western Blot analysiert.  

 

 
Abbildung 18. Proteinspiegel von pSMAD1/5/9, pSMAD2/3 und SOX9 in AC- und MSC-basierten 
Chondrozyten nach Belastung an Tag 21 und 35. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe 
wurde für 21 oder 35 Tage vorkultiviert und anschließend mit der dreistündigen zyklischen Kompressi-
onsepisode belastet. Die Proteinspiegel von (A) pSMAD1/5/9 und SMAD1/5/9, (B) pSMAD2/3 und 
SMAD2/3 und (C) SOX9 wurden in Ganzzelllysaten unbelasteter Kontrollen und belasteter Proben mit-
tels Western Blot analysiert. β-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind je eine repräsentative AC- 
und MSC-Spenderpopulation (n=3-4). (D) Densitometrische Analyse der Western Blot Banden von 
SOX9 bezogen auf β-Aktin in unbelasteten Kontrollen (schraffierte Balken) und belasteten Proben 
(schwarze Balken) AC- und MSC-basierter Chondrozyten an Tag 21 und Tag 35 (AC n=3, MSC n=4). 
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Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05, Mann-Whitney-U-Test belastete Pro-
ben vs. unbelastete Kontrollen. 

 

Wie erwartet waren die pSMAD1/5/9-Spiegel an Tag 21 und Tag 35 in den drei untersuchten 

AC-Spenderpopulationen nicht durch die Belastung reguliert (Abbildung 18A). Wie AC wiesen 

auch MSC-basierte Chondrozyten trotz BMP2- und BMP6-Stimulation keine belastungsindu-

zierte Steigerung der pSMAD1/5/9-Spiegel auf. Auch der TGF-β-Signalweg, ermittelt anhand 

der pSMAD2/3-Spiegel (Abbildung 18B), zeigte keine belastungsinduzierte Aktivierung in AC 

und MSC-basierten Chondrozyten an Tag 21 und Tag 35 an. Da der wichtige chondrogene 

Transkriptionsfaktor SOX9 auf Genexpressionsebene in AC, aber nicht in MSC-basierten 

Chondrozyten signifikant durch die Belastung stimuliert war (Abbildung 14), wurden auch auf 

Proteinebene Unterschiede zwischen AC- und MSC-basierten Chondrozyten erwartet (Abbil-

dung 18C). In der Tat ergab sich für AC an Tag 21 und 35 eine konsistente Stimulation der 

SOX9-Proteinspiegel durch Belastung (drei von drei Spenderpopulationen), während MSC-

basierte Chondrozyten keine konsistente Regulation der SOX9-Proteinspiegel an Tag 21 zeig-

ten. Zwei von vier MSC-Spenderpopulationen steigerten an Tag 21 SOX9 nach Belastung, 

während eine Spenderpopulation die SOX9-Spiegel reduzierte und eine Population keine 

SOX9-Regulation durch die Belastung zeigte. An Tag 35 reagierten dann drei von vier MSC-

Spenderpopulationen mit einer SOX9-Stimulation. Anhand einer densitometrischen Analyse 

der erhaltenen Western Blot Signale konnte eine signifikante belastungsinduzierte Steigerung 

der SOX9-Spiegel in AC sowohl an Tag 21 als auch an Tag 35 semiquantitativ bestätigt wer-

den (Abbildung 18D). Für MSC-basierte Chondrozyten übertrug sich die inkonsistente Regu-

lation der SOX9-Genexpression auch auf die Proteinebene.  

Somit hatte die physiologische Belastung zwar keinen unmittelbaren Einfluss auf die Aktivität 

der anabolen TGF-β- und BMP-Signalwege, jedoch wurde der wichtige chondrogene Tran-

skriptionsfaktor SOX9 in AC stimuliert, während sich keine konsistente SOX9-Regulation in 

MSC-basierten Chondrozyten ergab. 

 

Da in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe, anders als in AC-basiertem Knorpelersatzge-

webe, SOX9 weniger stimuliert wurde und die EZM-Synthese nach Belastung reduziert war, 

sollten die zugrundeliegenden molekularen Einflussfaktoren für diese unterwünschten Reakti-

onen entschlüsselt werden. Dazu galt es, den Einfluss verschiedener anaboler und kataboler 

Signalwege zu analysieren. Ein wichtiger anaboler Signalweg, der die EZM-Synthese fördern 

kann, ist der BMP-Signalweg, der im nächsten Schritt untersucht wurde.  
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4.4.3 Der Einfluss des anabolen BMP-Signalwegs auf die EZM-Syntheserate von AC 
und MSC-basierten Chondrozyten 
 

Die EZM-Synthese kann neben dem pro-chondrogenen TGF-β-Signalweg, der durch die Kul-

turbedingungen nachhaltig stimuliert wurde, auch durch weitere anabole Signalwege wie dem 

BMP-Signalweg gefördert werden. Wir wissen aus Vorarbeiten, dass der BMP-Signalweg ne-

ben dem TGF-β-Signalweg essenziell für die Ablagerung von Knorpelmatrix in vitro ist (Dex-

heimer et al. 2016). Zwar wurde die pSMAD1/5/9-Phosphorylierung durch die Belastung nicht 

erkennbar reguliert (Abbildung 18), dennoch könnte der BMP-Signalweg eine Rolle für die 

EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten und AC spielen. Daher sollte geprüft werden, 

ob eine exogene Stimulation mit BMP6 die Defizite in der EZM-Synthese in MSC-basierten 

Chondrozyten nach Belastung reduzieren und möglicherweise sogar einen AC-typischen Er-

halt der EZM-Synthese etablieren kann. Ferner sollte geprüft werden, ob der BMP-Signalweg 

einen Beitrag zur Aufrechterhaltung der EZM-Synthese nach Belastung in AC leistet also eine 

Inhibition des BMP-Signalwegs dazu führen würde, dass AC wie MSC-basierte Chondrozyten 

mit einer Reduktion der GAG-Synthese auf die Belastung reagieren. 

Zunächst wurde für MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe an Tag 21 eine Stimulation mit 

100 ng/mL rekombinantem humanem BMP6 ab 1 h vor Belastungsbeginn, während der Be-

lastung und des Isotopeneinbaus, durchgeführt.  

 

 
Abbildung 19. Einfluss des BMP-Signalwegs auf die belastungsinduzierte EZM-Synthese in AC- 
und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde 21 
Tage lang vorkultiviert und anschließend mit der dreistündigen zyklischen Belastungsepisode belastet. 
(A) Belastungsinduzierte GAG-Synthese und Kollagensynthese in MSC-basiertem Knorpelersatzge-
webe unter Verwendung von rekombinantem BMP6 (100 ng/mL) ab 1 h vor Belastungsstart, während 
der Belastung und während des 24-stündigen 35SO4- bzw. 3H-Prolineinbaus verglichen mit Standardbe-
dingungen (n=3 Spenderpopulationen). Die GAG- und Kollagensynthese wurde in belasteten Proben 
(Kompr.) und nicht-belasteten Kontrollen (Ktrl) bestimmt und auf den DNA-Gehalt, ermittelt durch Pico 
Green Assay, normalisiert. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation wurden auf 1 ge-
setzt und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. (B) Belastungsinduzierte GAG-Synthese in 
AC-basiertem Knorpelersatzgewebe unter Inhibition des BMP-Signalwegs mittels 500 nM LDN212854 
(LDN21) ab 21 h vor Belastungsstart, während der Belastung und während des 24-stündigen 35SO4-
Einbaus verglichen mit der DMSO-Kontrolle (n=4 Spenderpopulationen). Die GAG- Synthese wurde in 
belasteten Proben und nicht-belasteten Kontrollen bestimmt und auf den DNA-Gehalt, ermittelt durch 
Pico Green Assay, normalisiert. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation wurden auf 1 
gesetzt und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. * P<0.05, T-Test belastete Proben vs. 
unbelastete Kontrollen. 
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Alle drei untersuchten MSC-Spenderpopulationen reagierten mit einer Reduktion der 

GAG/DNA- und Kollagen/DNA-Synthese auf die Belastung im Kontrollmedium (Abbildung 

19A). Auch in Anwesenheit von BMP6 war die GAG- und Kollagensynthese in allen drei un-

tersuchten Spenderpopulationen reduziert. Somit konnte die BMP6-Stimulation weder die be-

lastungsinduzierte Reduktion der GAG/DNA- noch die der Kollagen/DNA-Synthese abmildern. 

Weil die BMP6-Stimulation keine AC-typische Aufrechterhaltung der EZM-Synthese in MSC-

basierten Chondrozyten etablieren konnte, scheinen Defizite im BMP-Signalwege keine Rolle 

in der Verringerung der EZM-Synthese nach Belastung zu spielen.  

Um zu prüfen, ob eine Inhibition des BMP-Signalwegs die GAG-Synthese unter Belastung 

reduzieren und somit eine MSC-typische Belastungsreaktion in AC-basierten Chondrozyten 

installieren kann, wurde ein Inhibitionsexperiment durchgeführt, bei dem AC-basiertes Knor-

pelersatzgewebe ab 21 h vor Belastungsbeginn an Tag 21 mit dem BMP-Inhibitor LDN212854 

(LDN21, 500 nM) behandelt wurde. In der DMSO-Gruppe zeigten dabei zwei Spenderpopula-

tionen eine leichte belastungsinduzierte Erhöhung der GAG-Synthese, während zwei Spen-

derpopulationen mit einer Reduktion der GAG-Synthese reagierten (Abbildung 19B). Unter 

BMP-Inhibition mittels LDN21 reagierten ebenfalls zwei von vier Spenderpopulationen mit ei-

ner leichten Steigerung der GAG-Synthese unter Belastung, während die restlichen zwei 

Spenderpopulationen die GAG-Synthese reduzierten.  

Somit hatte die BMP-Inhibition keinen Einfluss auf die belastungsinduzierte GAG-Synthese in 

AC-basiertem Knorpelersatzgewebe und konnte keine MSC-typische belastungsinduzierte 

Reduktion der GAG-Synthese installieren. Folglich war der BMP-Signalweg kein limitierender 

Faktor für die EZM-Syntheseleistung der Zellen nach Belastung.  

 

4.4.4 Untersuchung der Rolle kataboler Signalwege in AC und MSC-basierten Chond-
rozyten 
 
Verschiedene katabole Signalwege können die Knorpelhomöostase beeinträchtigen und die 

EZM-Synthese stören. Da der anabole BMP-Signalweg keinen Beitrag zur unterschiedlichen 

Reaktion von AC und MSC-basierten Chondrozyten auf mechanische Belastung bezüglich der 

EZM-Synthese leistete, sollten als nächstes untersucht werden, ob verschiedene katabole Sig-

nalwege verstärkt in MSC-basierten Chondrozyten aktiviert sind und ob sie einen Beitrag zur 

reduzierten EZM-Synthese und zur variablen Regulation von SOX9 nach Belastung leisten. In 

den folgenden Abschnitten wurden der NFκB-Signalweg und NO näher untersucht. 
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4.4.4.1 Rolle des NFκB-Signalwegs für die EZM-Synthese in MSC-basierten Chond-
rozyten 
 
Vergleich der NFκB-Spiegel zwischen AC- und MSC-basierten Chondrozyten 

Um zu prüfen, ob unterschiedliche Aktivitäten des katabolen NFκB-Signalwegs in AC vs. MSC-

basierten Chondrozyten vorlagen, die möglicherweise einen Einfluss auf die EZM-Synthese 

der Zellen haben könnten, wurden zunächst die Proteinspiegel der NFκB-Transkriptionsfakto-

ren p65, p50, p105 und cRel in AC- und MSC-basierten Chondrozyten in unbelasteten Kon-

trollen und belasteten Proben verglichen (Abbildung 20). Gemäß Western Blot Analyse hatte 

die Belastung in AC- und MSC-basierten Chondrozyten keinen Einfluss auf die p50, p105 und 

cRel-Spiegel. In MSC-basierten Chondrozyten war eine leichte Reduktion von aktivem p65 

durch die Belastung erkennbar. Es konnte kein konsistenter Unterschied zwischen AC- und 

MSC-basierten Chondrozyten bezüglich der aktiven p65-, p50-, p105- und cRel-Spiegel in 

Ganzzelllysaten ermittelt werden. Allerdings wird die NFκB-Aktivität häufig anhand der 

Translokation in den Nukleus analysiert. 

 

 
Abbildung 20. NFκB-Spiegel AC- und MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung an Tag 21. 
AC und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 21 Tage vorkultiviert und anschließend mit der 
dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet. Die Spiegel von p50/p105, cRel und aktivem 
p65 wurden in Ganzzelllysaten von belasteten Proben und nicht-belasteten Kontrollen in 2 AC-Spen-
derpopulationen (AC1-2) und 3 MSC-Spenderpopulationen (MSC1-3) mittels Western Blot analysiert. 
PK: Positivkontrolle (PMA-stimulierte (1 h, 0,1 µM) 143B Zelllysate). β-Aktin diente als Ladekontrolle. 

 

Eine vergleichende Analyse von NFκB in der Kernfraktion vs. der zytosolischen Fraktion 

könnte somit Erkenntnisse über die NFκB-Aktivität in AC und MSC-basierten Chondrozyten 

liefern. Somit lassen sich mit der gewählten Methode keine vollständigen Aussagen über die 

NFκB-Aktivität in AC und MSC-basierten Chondrozyten treffen. Durch eine gezielte Manipula-

tion des NFκB-Signalwegs durch Agonisten und Antagonisten lässt sich dennoch untersuchen, 

ob der NFκB-Signalweg einen Beitrag zur reduzierten EZM-Synthese in MSC-basierten 

Chondrozyten nach Belastung leistet. 
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Effekt des NFκB-Agonisten IL-1β auf die EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten 

Um zu überprüfen, ob eine hohe NFκB-Aktivität mit einer niedrigen EZM-Synthese einhergeht, 

wurde eine Stimulation des NFκB-Signalwegs durch den bekannten NFκB-Agonisten IL-1β 

durchgeführt. Dazu wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe für 3 h mit 10 ng/mL IL-1β 

anstelle der Belastung behandelt und der Effekt auf die GAG- und Kollagensynthese verglei-

chend mit der Belastungsgruppe analysiert. Da PGE2 als ein nachgeschalteter Mediator des 

NFκB-Signalwegs beschrieben ist, wurde die PGE2-Freisetzung nach der dreistündigen Be-

lastung bzw. der dreistündigen Stimulation mit IL-1β im konditionierten Medium von MSC-ba-

siertem Knorpelersatzgewebe an Tag 21 ermittelt. 

 

 
Abbildung 21. EZM-Synthese und PGE2-Spiegel nach IL1-β-Stimulation in MSC-basiertem Knor-
pelersatzgewebe. Nach 21 Tagen Vorkultur wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe entweder mit 
dem dreistündigen Kompressionsprotokoll belastet oder für 3 h mit 10 ng/mL IL1-β stimuliert. (A) Die 
GAG-Synthese (GAG) wurde durch 35SO4-Einbau und die Kollagensynthese (Koll.) durch 3H-Prolinein-
bau über 24 h nach erfolgter Belastung bzw. Stimulation mit 10 ng/mL IL1-β in belasteten (Kompr., 
schwarze Balken), behandelten (IL1-β, weiße Balken), sowie nicht-belasteten, nicht-behandelten Kon-
trollen (Ktrl) quantifiziert und auf den DNA-Gehalt der Proben, ermittelt durch Pico Green Assay, nor-
malisiert. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte 
Linie) und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. (B) Die PGE2-Konzentration wurde im kon-
ditionierten Medium (20 h) nicht-belasteter Kontrollen, belasteter Proben sowie im konditionierten Me-
dium von mit 10 ng/mL IL1-β behandelten Proben mittels ELISA quantifiziert. *P<0,05 T-Test, n=3-4. 

 

MSC-basierte Chondrozyten reagierten auf die dreistündige Belastung mit einer signifikanten 

Reduktion der GAG- und Kollagensynthese (Abbildung 21A). Eine dreistündige Inkubation von 

IL-1β senkte die GAG-Synthese im Trend (Abbildung 21A) und inhibierte die Kollagensynthese 

signifikant. Interessanterweise war die PGE2-Konzentration in der belasteten und in der mit IL-

1β behandelten Gruppe signifikant erhöht (Abbildung 21B). Somit simulierte der bekannte 

NFκB-Agonist IL1-β die belastungsinduzierte Reduktion der Kollagensynthese in MSC-basier-

ten Chondrozyten und die Freisetzung des NFκB-Mediators PGE2. Diese Daten könnten auf 

einen potenziellen Beitrag des NFκB-Signalwegs zur reduzierten EZM-Synthese in MSC-ba-

sierten Chondrozyten nach Belastung hindeuten, der im nächsten Schritt genauer untersucht 

wurde. 
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Effekt einer NFκB-Inhibition auf die belastungsinduzierte EZM-Synthese, SOX9-Spiegel und 

mechanosensitive Gene in MSC-basierten Chondrozyten 

Um zu prüfen, ob NFκB-Signalweg an der reduzierten EZM-Synthese in MSC-basierten 

Chondrozyten nach Belastung beteiligt ist, wurde ein Inhibitionsexperiment mit dem gängigen 

NFκB-Inhibitor Bay11-7082 (Bay11) durchgeführt. Dazu wurde MSC-basiertes Knorpelersatz-

gewebe mit 0,75 µM Bay11 oder DMSO behandelt und an Tag 21 der dreistündigen Belas-

tungsepisode unterzogen. Die Inhibition erfolgte ab 45 h vor Belastungsbeginn, während der 

Belastung und während des 24-stündigen Isotopeneinbaus. Nach Belastungsende wurden die 

EZM-Synthese, sowie die p65- und SOX9-Spiegel analysiert. 

 

 
Abbildung 22. Einfluss der NFκB-Inhibition auf die EZM-Synthese, p65 und SOX9-Proteinspiegel 
in MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung. MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 
21 Tage vorkultiviert und ab 45 h vor Belastungsbeginn, während der Belastung und während des Iso-
topeneinbaus mit 0,75 µM Bay11-7082 (Bay11) bzw. DMSO behandelt und an Tag 21 mit dem drei-
stündigen zyklischen Kompressionsprotokoll belastet. (A) Die GAG-Synthese wurde durch 35SO4-Ein-
bau und (B) die Kollagensynthese (Koll. Synthese) wurde durch 3H-Prolineinbau über 24 h nach Belas-
tungsende in mit DMSO oder Bay11-behandelten MSC-basierten Chondrozyten quantifiziert und auf 
den DNA-Gehalt der Proben normalisiert. Dargestellt sind die counts per minute (cpm)/DNA der unbe-
lasteten Kontrollen (schraffiert) und der belasteten Proben (schwarz) (n=4). (C) Die aktiven p65-Pro-
teinspiegel und Proteinspiegel des Gesamtproteins und (D) die SOX9-Proteinspiegel wurden in Ganz-
zelllysaten von mit DMSO- und Bay11 behandelten Belastungsproben und nicht-belasteten Kontrollen 
mittels Western Blot analysiert (n=3). β-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. 

 

MSC-basierte Chondrozyten reagierten mit einer signifikanten Reduktion der GAG-Synthese 

in der DMSO-Gruppe (um 31 ± 12 %, P=0,037, Abbildung 22A). Die basale Syntheseleistung 

war unter NFκB-Inhibition mit Bay11 nicht verändert. Nach Belastung jedoch war die GAG-

Synthese unter NFκB-Inhibition auf dem gleichen Niveau wie in den unbelasteten Kontrollen 

und es zeigte sich keine signifikante Reduktion der GAG-Synthese mehr. Auch die Kollagen-

synthese war in der DMSO-Gruppe signifikant durch die Belastung reduziert (Abbildung 22B). 

Ähnlich wie für die GAG-Synthese beobachtet, veränderte die NFκB-Inhibition die basale 
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Kollagensynthese in unbelasteten Kontrollen nicht. Nach Belastung wurde die Kollagensyn-

these unter NFκB-Inhibition jedoch anders als in der DMSO-Gruppe nicht mehr signifikant re-

duziert. Somit sanken die GAG- und Kollagensynthese in MSC-basierten Chondrozyten unter 

NFκB-Inhibition nicht mehr signifikant. 

Die Western Blot Analyse zeigte in keiner der drei untersuchten Spenderpopulationen eine 

maßgebliche Änderung der Proteinspiegel von aktivem p65 durch Bay11 (Abbildung 22C). Wie 

bereits erwähnt könnte dies daran liegen, dass Ganzzelllysate analysiert wurden und nicht die 

Translokation von aktivem p65 in den Nukleus. Somit lässt sich anhand der p65-Spiegel keine 

Aussage über die NFκB-Aktivität treffen. Da dem NFκB-Signalweg eine inhibierende Wirkung 

auf SOX9 zugesprochen wird, wurden die SOX9-Spiegel unter NFκB-Inhibition vergleichend 

mit den DMSO-Kontrollen in MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung und in unbelaste-

ten Kontrollen ermittelt. Interessanterweise resultierte die NFκB-Inhibition durch Bay11 in einer 

deutlichen Steigerung der SOX9-Proteinspiegel in den unbelasteten Kontrollen in zwei von 

drei MSC-Spenderpopulationen, während eine Spenderpopulation keinen Effekt von Bay11 

auf die basalen SOX9-Spiegel zeigte (Abbildung 22D). Die Belastung führte zu einer Stimula-

tion der SOX9-Spiegel in der DMSO-Gruppe in allen drei Spenderpopulationen, während sich 

unter Bay11 eine inkonsistente Regulation der SOX9-Spiegel ergab. Dabei zeigten zwei von 

drei Spenderpopulationen eine Stimulation von SOX9 nach Belastung unter Bay 11, während 

eine Spenderpopulation mit einer Reduktion von SOX9 auf die Belastung reagierte.  

Somit wurden negative Effekte auf die EZM-Synthese durch Belastung in MSC-basierten 

Chondrozyten unter NFκB-Inhibition deutlich abgemildert. Die robuste AC-typische Stimulation 

von SOX9 durch Belastung wurde jedoch nicht installiert. Also leistete der NFκB-Signalweg 

einen relevanten negativen Beitrag zur EZM-Synthese von MSC-basierten Chondrozyten un-

ter Belastung, jedoch wurde eine Regulation von SOX9 wie in AC nicht installiert. 

 

In der Literatur wurden unter anderem die mechanosensitiven Gene FOS, COX2 und BMP2 

als Zielgene des NFκB-Signalwegs beschrieben. Um zu prüfen, ob der NFκB-Signalweg nicht 

nur an der EZM-Synthese beteiligt ist, die in dieser Arbeit das Hauptzielkriterium der Mecha-

noadaptierung darstellt, sondern womöglich auch die Expression mechanosensitiver Gene be-

einflussen kann, die ein wichtiger Aspekt der Mechanotransduktion sind, wurde die belas-

tungsinduzierte Expression ausgewählter mechanosensitiver Gene in MSC-basierten Chond-

rozyten unter NFκB-Inhibition durch 0,75 µM Bay11-7082 im Vergleich zur DMSO-Gruppe mit-

tels qRT-PCR analysiert. Gleichzeitig wurde geprüft, ob die durch NFκB-Inhibition abge-

schwächte Senkung der GAG- und Kollagensynthese auch mit einer Elimination der belas-

tungsinduzierten Reduktion der ACAN- und COL2A1-Expression einherging. 
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Abbildung 23. Einfluss der NFκB-Inhibition auf die Expression mechanosensitiver Gene und 
chondrogener Marker in MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung. Nach 21 Tagen Vorkultur 
wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe 45 h vor Belastungsbeginn mit 0,75 µM Bay11-7082 oder 
DMSO vorbehandelt und mit der dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet. Die Genex-
pression der mechanosensitive Gene (A) FOS, (B) FOSB, (C) COX2, (D) BMP2, (E) BMP6 und (F) 
SOX9 und der chondrogenen Marker (G) ACAN und (H) COL2A1 wurde in nicht-belasteten Kontrollen 
(schraffierte Balken) und belasteten Proben (schwarze Balken) mittels qRT-PCR ermittelt. CPSF6 und 
HNRPH1 wurden als Referenzgene verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung 
von drei Spenderpopulationen (n=3). *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001 T-Test belastet vs. Kontrolle. 

 

Unter NFκB-Inhibition durch Bay11 zeigten MSC-basierte Chondrozyten dieselben basalen 

Expressionsspiegel der gewählten mechanosensitiven Gene FOS, FOSB, COX2, BMP2, 

BMP6 und SOX9 (Abbildung 23A-F), sowie der chondrogenen Marker ACAN und COL2A1 

(Abbildung 23G, H). Auch nach Belastung war die Expression der analysierten mechanosen-

sitiven Gene zwischen der Bay11 und der DMSO-Gruppe nicht unterschiedlich und das belas-

tungsinduzierte Expressionsprofil beider Gruppen war ähnlich (Abbildung 23A-F). Auch für 

ACAN und COL2A1 wurden nach Belastung unter Bay11 dieselben Expressionsspiegel wie in 

der DMSO-Gruppe beobachtet (Abbildung 23G, H).  

Somit ist der NFκB-Signalweg nicht Teil der belastungsinduzierten Stimulation der untersuch-

ten mechanosensitiven Gene.  

Zusammenfassend simulierte eine Stimulation mit dem NFκB-Agonisten IL-1β die belastungs-

induzierte Reduktion der Kollagensynthese und eine Inhibition des NFκB-Signalwegs erlaubte 

es den MSC-basierten Chondrozyten, die EZM-Synthese nach mechanischer Belastung an 

Tag 21 beizubehalten. Obwohl die Inhibition die aktiven p65-Spiegel nicht reduzierte, wurden 

die SOX9-Spiegel unter NFκB-Inhibition erhöht. Allerdings war die SOX9-Regulation nach 



Ergebnisse 

 90 

Belastung auch unter NFκB-Inhibition variabel und es zeigte sich kein Effekt auf die Regulation 

mechanosensitiver Gene. Somit war der NFκB-Signalweg maßgeblich an der belastungsindu-

zierten Reduktion der EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten beteiligt, jedoch nicht 

an der Regulation von SOX9 und der mechanosensitiven Gene. 

 

4.4.4.2 Vergleich der NO-Freisetzung aus AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzge-
webe 
 
NO ist ein bekanntes mechanosensitives aktives Molekül, das katabole Effekte im Knorpel 

auslösen kann. Da MSC-basierte Chondrozyten anders als AC mit einer katabolen Antwort 

auf mechanische Belastung bezüglich der EZM-Synthese reagierten, sollte geprüft werden, ob 

höhere Spiegel von NO in MSC-basierten Chondrozyten versus AC vorlagen. Daher wurde 

die Nitritkonzentration als stabiles Endprodukt des hochreaktiven NO im konditionierten Me-

dium belasteter und nicht-belasteter Proben von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzge-

webe mittels Griess-Reaktion an Tag 21 untersucht.  

 

 
Abbildung 24. Nitritkonzentration im konditionierten Medium von AC und MSC-basiertem Knor-
pelersatzgewebe nach Belastung. AC- und MSC-basierten Knorpelersatzgewebe wurde nach 21 Ta-
gen Vorkultur mit der dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet. Die Nitritkonzentrationen 
als stabiles Endprodukt des produzierten NO wurde mittels Griess Reaktion im konditionierten Medium 
(20 h) nicht-belasteter Kontrollen (schraffierte Balken) und belasteter Proben (schwarze Balken) quan-
tifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von 6 AC- und 9 MSC-Spenderpopula-
tionen (n=6-9). *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001 T-Test belastet vs. Kontrolle; ns P>0.05, T-Test AC vs. 
MSC.  

 

Die Nitritkonzentration im konditionierten Medium von AC- versus MSC-basiertem Knorpeler-

satzgewebe zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den nicht-belasteten Kontrollen 

(Abbildung 24). Auch nach Belastung ergab sich kein signifikanter Unterschied der Nitritkon-

zentration zwischen den beiden Gruppen und beide reagierten auf die Belastung mit einer 

signifikanten Steigerung der Nitritkonzentration, wobei diese für AC nach Bonferroni-Korrektur 

für multiple statistische Vergleiche nur noch im Trend erhöht war.  

Somit bestand kein signifikanter Unterschied in der NO-Freisetzung aus AC- und MSC-basier-

ten Chondrozyten. Daher lag kein Hinweis auf einen möglichen Beitrag von NO an der 
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belastungsinduzierten Reduktion der EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten vor, 

weshalb NO nicht weiter untersucht wurde. 

 

4.4.5 Untersuchung des Einflusses mechanischer Belastung auf Signale mit anaboler 
und kataboler Wirkung 
 

4.4.5.1 Vergleich der PGE2-Freisetzung aus AC- und MSC-basiertem Knorpelersatz-
gewebe 
 
Ein mechanosensitiver Signalweg, dem je nach Zelltyp und Kulturbedingungen anabole, neut-

rale oder katabole Wirkungen zugesprochen werden, ist der COX2/PGE2-Signalweg. Da nur 

MSC-basierte Chondrozyten mit einer katabolen Antwort auf mechanische Belastung bezüg-

lich der EZM-Synthese reagierten, während AC diese an Tag 21 beibehielten, sollte geprüft 

werden, ob höhere PGE2-Spiegel in MSC-basierten Chondrozyten vs. AC vorlagen. Dazu 

wurde die PGE2-Konzentration im konditionierten Medium von nicht-belasteten Kontrollen und 

belasteten Proben von AC- und MSC-basierten Chondrozyten mittels ELISA verglichen. 

 

 
Abbildung 25. PGE2-Konzentration im konditionierten Medium von AC- und MSC-basiertem 
Knorpelersatzgewebe nach Belastung. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 21 
Tage vorkultiviert und einer dreistündigen Belastungsepisode unterzogen. Die PGE2-Konzentration 
wurde im konditionierten Medium (20 h) unbelasteter Kontrollen (schraffierte Balken) und belasteter 
Proben (schwarze Balken) mittels ELISA quantifiziert. Die PGE2-Konzentrationen sind als Mittelwerte + 
Standardabweichung von 6 AC- und 9 MSC-Spenderpopulationen dargestellt (n=6-9). Um die sehr ho-
hen Unterschiede zwischen AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe in einer Grafik besser visu-
alisieren zu können, wurde die PGE2-Konzentration als log2 dargestellt. *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001 
T-Test belastete Proben vs. Kontrolle. ###P<0,001, T-Test AC- vs. MSC-basiertes Knorpelersatzge-
webe.  

 

Passend zu der beobachteten belastungsinduzierten Stimulation der Expression von COX2 

(Abbildung 15) ein Protein, das an der Synthese von PGE2 beteiligt ist, zeigte sich auch eine 

signifikante Steigerung der PGE2-Konzentration im konditionierten Medium von AC- und MSC-

basiertem Knorpelersatzgewebe an Tag 21 nach Belastung (Abbildung 25). Passend zum hö-

heren basalen Expressionsspiegel von COX2 in MSC-basierten Chondrozyten versus AC an 

Tag 21 (Abbildung 15) war auch PGE2 im konditionierten Medium von MSC-basiertem 
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Knorpelersatzgewebe signifikant höher (138-fach, Mittelwert) (Abbildung 25). Da sich die ba-

sale EZM-Syntheseleistung zwischen AC und MSC-basierten Chondrozyten aber nicht unter-

schied (Abschnitt 4.4.1), gab es keine Hinweise darauf, dass PGE2 die EZM-Synthese sub-

stanziell beeinflusste. Daher wurde ein Einfluss von PGE2 auf die EZM-Synthese nicht weiter-

führend untersucht. 

Da in der Literatur solch gravierende PGE2-Konzentrationsunterschiede zwischen AC und 

MSC-basierten Chondrozyten unter gleichen Bedingungen bislang nicht beschrieben waren, 

stellte sich die Frage, ob diese möglicherweise durch eine unterschiedliche Empfindlichkeit 

der Zellen auf den hier verwendeten Kollagen I/III-Träger und das β-TCP-Knochenersatzma-

terial bedingt sein könnten. Um einen Effekt der Trägermaterialien auszuschließen, wurde ge-

prüft, ob AC und MSC-basierte Chondrozyten auch in der trägerlosen Pelletkultur in vitro un-

terschiedliche PGE2-Spiegel aufweisen. Dazu wurde die PGE2-Konzentration im konditionier-

ten Medium von AC und MSC-basierten Chondrozyten in Pelletkultur an Tag 7, 14, 21, 28 und 

35 quantifiziert (Abbildung 26).  
 

 

Abbildung 26. PGE2-Konzentration im konditionierten Medium von AC und MSC in Pelletkultur 
im Zeitverlauf. AC und MSC wurden als Pellets für bis zu 35 Tage kultiviert und die PGE2-Konzentra-
tion im konditionierten Medium (2 Tage) von AC (gestrichelte Linie) und MSC-basierten Chondrozyten 
(durchgezogene Linie) an Tag 7, 14, 21, 28 und 35 mittels ELISA quantifiziert. Dargestellt sind die Mit-
telwerte + Standardabweichung von je 6 Spenderpopulationen. ##P<0,01, Mann-Whitney-U-Test AC 
vs. MSC, n=6. 

 

Auch in Pelletkultur wurden signifikant höhere PGE2-Konzentrationen im konditionierten Me-

dium von MSC-basierten Chondrozyten verglichen mit AC ab Tag 14 beobachtet. Da MSC-

basierte Chondrozyten ebenso wie AC in der Lage sind, gleiche Mengen von GAG und Kol-

lagen Typ II unter chondrogenen Bedingungen abzulagern, stellt dies einen wichtigen Hinweis 

darauf dar, dass PGE2 die Stärke der EZM-Produktion nicht maßgeblich bestimmt. Somit sind 

erhöhte PGE2-Spiegel ein MSC-typisches Charakteristikum, das nicht durch den verwendeten 

Kollagen I/III-Träger und β-TCP bedingt war. Demzufolge sollten eher andere Signalwege die 

Reduktion der EZM-Synthese nach Belastung in MSC-basierten Chondrozyten bedingen. 

 



  Ergebnisse 

 93 

4.4.5.2 Der Beitrag des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs zur EZM-Synthese von MSC-
basierten Chondrozyten 
 

Eine Stimulation des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs kann je nach Anwendungsprotokoll pro-

chondrogene (Fischer et al. 2014) oder anti-chondrogene (Fischer et al. 2014; Mueller et al. 

2013; Weiss et al. 2010) Effekte auf die Differenzierung von MSC in vitro haben kann. Daher 

sollte die Rolle des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs in MSC-basierten Chondrozyten vs. AC 

näher zu untersucht, seine Stimulierbarkeit durch Belastung geprüft und ein möglicher Beitrag 

zur belastungsinduzierten Reduktion der EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten ent-

schlüsselt werden. 

 

Vergleich der PTHLH-Expression in AC vs. MSC-basierten Chondrozyten  

Um zu prüfen, ob AC und MSC-basierte Chondrozyten in Knorpelersatzgewebe Unterschiede 

in der basalen PTHLH-Expression aufweisen und ob PTHLH durch die Belastung reguliert 

wird, wurden die PTHLH-Expressionsspiegel in belasteten Proben und nicht-belasteten Kon-

trollen von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe mittels qRT-PCR analysiert. 

 

 
Abbildung 27. PTHLH-Expression in AC- und MSC-basierten Chondrozyten an Tag 21 nach Be-
lastung. AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde 21 Tage vorkultiviert und anschließend 
mit der dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet. Die PTHLH-Expression in nicht belas-
teten Kontrollen (schraffierte Balken) und belasteten Proben (schwarze Balken) wurde mittels qRT-PCR 
analysiert. Als Referenzgene wurden CPSF6 und HNRPH1 verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte 
+ Standardabweichung von n=5 AC- und n=7 MSC-Spenderpopulationen. *P≤0,05, T-Test belastet vs. 
Kontrolle. 

 

AC und MSC-basierte Chondrozyten zeigten an Tag 21 die gleichen basalen PTHLH-Expres-

sionsspiegel (Abbildung 27). Die dreistündige Belastung stimulierte die Expression von 

PTHLH signifikant in AC um das 5,6-fache und in MSC-basierten Chondrozyten um das 14,5-

fache. Nach Belastung zeigten sich im Trend 2,7-fach höhere PTHLH-Expressionsspiegel in 

MSC-basierten Chondrozyten im Vergleich zu AC (P=0,059). Aufgrund einer hohen Varianz in 

den belasteten Proben der MSC-Gruppe wurden jedoch keine statistisch signifikanten Unter-

schiede zur belasteten AC-Gruppe erreicht.  
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Da PTHrP die Differenzierung je nach Anwendung fördern oder inhibieren kann, könnte die 

belastungsinduzierte PTHLH-Expression auf einen möglichen Einfluss von PTHrP auf die 

EZM-Synthese nach Belastung hindeuten, sollte sich die belastungsinduzierte Stimulation von 

PTHrP auch auf Proteinebene ergeben. In unserer Arbeitsgruppe wurden verschiedene Me-

thoden zur (semi)quantitativen Analyse von PTHrP auf Proteinebene intensiv getestet. Weder 

mittels Western Blot Analyse, noch mittels PTHrP-ELISA oder Radioimmunassay konnte 

PTHrP auf Proteinebene in Knorpelersatzgewebe oder konditioniertem Medium detektiert wer-

den. Da der PTHrP-Signalweg vorwiegend über die nachgeschaltete cAMP/PKA-Aktivierung 

verläuft, kann die cAMP-Konzentration nach Belastung einen Hinweis darauf geben, ob der 

PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg durch die Belastung stimuliert wurde. Um herauszufinden, ob 

eine belastungsinduzierte Stimulation der PTHLH-Expression mit einer Steigerung des 

PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs einhergeht, wurde im nächsten Schritt die cAMP-Konzentra-

tion in MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung untersucht.  

 

Analyse der belastungsinduzierten cAMP-Spiegel in MSC-basierten Chondrozyten  

Um eine belastungsinduzierte Stimulation des Second Messengers cAMP in MSC-basierten 

Chondrozyten an Tag 21 erstmalig zu prüfen, wurde die Endkonzentration von cAMP nach 

Ende der Belastung mittels ELISA in Ganzzelllysaten bestimmt. Als Positivkontrollen wurden 

Lysate von MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe verwendet, welches für 3 h mit 10 ng/mL 

PTHrP(1-34) oder 10 µM Forskolin, einem Aktivator der Adenylylcyclase, stimuliert wurde.  

 

  
Abbildung 28. cAMP Konzentration in MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung oder 
PTHrP(1-34) Stimulation an Tag 21. MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 21 Tage vorkul-
tiviert und anschließend entweder mit dem dreistündigen zyklischen Kompressionsprotokoll belastet 
oder für 3 h mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) stimuliert. Die cAMP-Konzentration wurde in Ganzzelllysaten 
unbelasteter Kontrollen, belasteter Proben und nach dreistündiger Stimulation mit PTHrP(1-34) mittels 
ELISA analysiert. Eine Stimulation mit 10 µM Forskolin wurde als Positivkontrolle verwendet. Dargestellt 
sind die Mittelwerte + Standardabweichung von 4-5 MSC-Spenderpopulationen. *P<0,05, T-Test belas-
tete oder behandelte Proben vs. unbelastete, unbehandelte Kontrolle, n=4-5. 
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In der Tat stimulierte die Belastung die cAMP-Produktion im Mittel um das Neunfache, ein 

Effekt, der statistisch signifikant war (P=0,011, Abbildung 28). Auch die Stimulation mit 

10 ng/mL PTHrP(1-34) führte zu einer signifikanten Stimulation der cAMP-Konzentration 

(P=0,032). Für die Forskolin-Gruppe ergab sich jedoch aufgrund einer hohen Variabilität bei 

niedriger Fallzahl (n=4) nur im Trend eine Stimulation der cAMP-Konzentration (P=0,062). Also 

steigerte die Belastung nicht nur die PTHLH-Expression, sondern auch die cAMP-Produktion 

in MSC-basierten Chondrozyten an Tag 21. Somit konnte für MSC-basiertes Knorpelersatz-

gewebe erstmals eine Aktivierung des cAMP/PKA-Signalwegs nach zyklischer Kompression 

gezeigt werden. Da PTHrP die Differenzierung und somit die EZM-Synthese von MSC-basier-

ten Chondrozyten bei konstanter Anwendung inhibieren und unter gepulster Anwendung sti-

mulieren kann, wurde im nächsten Schritt untersucht, ob eine einmalige dreistündige Stimula-

tion mit PTHrP(1-34) auch einen Einfluss auf die EZM-Synthese in MSC-basierten Chondro-

zyten hat. 

 

Einfluss einer Stimulation mit PTHrP(1-34) auf die EZM-Synthese und mechanosensitive 

Gene in MSC-basierten Chondrozyten  

Um zu prüfen, ob der PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg die EZM-Synthese in MSC-basierten 

Chondrozyten nach einmaliger dreistündiger Anwendung regulieren kann, wurden die Proben 

an Tag 21 für 3 h mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) stimuliert. Parallel mitgeführte Proben blieben 

unbehandelt (Kontrolle) oder wurden in Abwesenheit von PTHrP(1-34) belastet. Da eine ein-

malige dreistündige Stimulation mit PTHrP(1-34) und keine gepulste Anwendung erfolgte, 

wurde erwartet, dass der Effekt von PTHrP(1-34) dem einer konstanten Applikation entsprach. 

Demnach wurde eine Reduktion der EZM-Synthese durch die dreistündige Stimulation mit 

PTHrP(1-34) erwartet. 

 

 
Abbildung 29. Einfluss der PTHrP(1-34)-Stimulation auf die EZM-Synthese in MSC-basiertem 
Knorpelersatzgewebe. (A) GAG- und (B) Kollagensynthese in MSC-basierten Chondrozyten an Tag 
21 nach Belastung (Kompr.) oder dreistündiger Stimulation mit 10 ng/mL PTHrP(1-34). Die GAG-Syn-
these wurde mittels 35SO4-Isotopeneinbaus und die Kollagensynthese mittels 3H-Prolineibaus über 24 
h nach Belastung bzw. Behandlung in Kontrollen, belasteten Proben oder mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) 
behandelten Proben quantifiziert und auf den DNA-Gehalt, ermittelt durch Pico Green Assay, normali-
siert. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte Linie) 
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und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. *P<0,05, T-Test Belastung bzw. Behandlung vs. 
Kontrolle, n=3-4 Spenderpopulationen. 

 

In der Tat führte die dreistündige Stimulation mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) (um 21 ± 8 %, 

P=0,022), ähnlich wie mechanische Belastung (um 22 ± 7 %, P=0,002, n=4), zu einer signifi-

kanten Inhibition der GAG-Synthese (Abbildung 29A). Auch die Kollagensynthese wurde so-

wohl durch mechanische Belastung (um 21 ± 7 %, P=0,002, n=3) als auch durch die PTHrP(1-

34)-Behandlung signifikant reduziert (um 29 ± 24 %, P=0,044, Abbildung 29B). 

Somit senkte eine Stimulation mit 10 ng/mL exogenem PTHrP(1-34) für 3 Stunden die GAG- 

und Kollagensynthese um ein ähnliches Ausmaß wie die Belastungsepisode, was auf einen 

potenziellen Beitrag des PTHrP-Signalwegs an der belastungsinduzierten Reduktion der EZM-

Synthese hindeuten könnte. 

 

Um zu prüfen, ob erhöhte exogene PTHrP(1-34)-Spiegel in MSC-basierten Chondrozyten 

nicht nur die EZM-Synthese als Hauptzielkriterium der Mechanoadaptierung, sondern mög-

licherweise auch die mechanoregulierte Gene als wichtige Mechanotransduktionsparameter 

imitieren könnten, wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe an Tag 21 entweder für 3 Stun-

den belastet oder mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) behandelt und vergleichend mit nicht-behandel-

ten, nicht-belasteten Kontrollen mittels qRT-PCR analysiert. Des Weiteren wurde eine Gruppe 

mit 1 mM des synthetischen cAMP-Analogs dbcAMP für drei Stunden ohne Belastung mitge-

führt, um zu prüfen, ob eine erhöhte Konzentration dieses nachgeschalteten Mediators diesel-

ben Effekte wie PTHrP(1-34) auf die Expression der mechanosensitiven Gene hat. 

 

 
Abbildung 30. Einfluss von PTHrP(1-34) oder dbcAMP auf die Expression mechanosensitiver 
Gene in MSC-basierten Chondrozyten. MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 21 Tage vor-
kultiviert und anschließend dem dreistündigen Belastungsprotokoll unterzogen oder für 3 h mit 10 ng/mL 
PTHrP(1-34) oder 1 mM dbcAMP behandelt. Die Genexpression mechanosensitiver Gene in nicht-be-
lasteten Kontrollen, belasteten Proben (Kompr.) sowie mit PTHrP(1-34) oder dbcAMP stimulierten Pro-
ben wurde mittels qRT-PCR analysiert. Die nicht-belasteten, nicht-behandelten Kontrollen jeder Spen-
derpopulation wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte Linie) und die zugehörige belastete Probe darauf be-
zogen. Als Referenzgene dienten CPSF6 und HNRPH1. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardab-
weichung, N=4-8. *P<0,05 MWU belastete bzw. behandelte Proben vs. Nicht-belastete, nicht-behan-
delte Kontrollen. 
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Die Stimulation des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs mittels 10 ng/mL PTHrP(1-34) oder 1 mM 

dbcAMP führte, ähnlich wie die Belastung, zu einer signifikanten Induktion der Expression der 

mechanosensitiven Gene FOS und BMP6. Anders als bei der Belastung erfolgte keine Regu-

lation der mechanosensitiven Gene FOSB und BMP2 durch die Behandlung mit PTHrP(1-34) 

oder dbcAMP, während SOX9 bei keiner Behandlungs- bzw. Belastungsgruppe reguliert war.  

Somit löste die Stimulation des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs eine Induktion von FOS und 

BMP6 aus, nicht aber die weiterer mechanosensitiver Gene. Dies weist darauf hin, dass der 

PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg ein Teil der Mechanotransduktion MSC-basierter Chondrozyten 

sein könnte. 

 

Um einen kausalen Beitrag des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs an der reduzierten EZM-Syn-

these in MSC-basierten Chondrozyten zu überprüfen, wurde nachfolgend eine Inhibition des 

PTH-Rezeptors durchgeführt. 

 

Einfluss einer Inhibition des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs auf die EZM-Synthese in MSC-

basierten Chondrozyten  

Die durch PTHrP(1-34) imitierte Senkung der GAG-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten 

deutet an, dass der PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg einen Beitrag zur Reduktion der GAG-Syn-

these durch Belastung leisten könnte. Um dies zu überprüfen wurde eine Versuchsreihe mit 

verschiedenen Inhibitoren des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs durchgeführt. Dazu wurde 

MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe an Tag 21 zunächst mit dem gängigen PTH-Rezeptor-

Inhibitor PTHrP(7-34) in einer Konzentration von 1 µM eine Stunde vor, während der Belas-

tung und während des Isotopeneinbaus behandelt und die GAG-Synthese pro DNA über 24 h 

nach Belastungsende analysiert.  

 

 
Abbildung 31. GAG-Synthese unter PTHrP-Inhibition mit PTHrP(7-34) in MSC-basiertem Knor-
pelersatzgewebe an Tag 21. MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 21 Tage vorkultiviert und 
anschließend mit dem dreistündigen zyklischen Kompressionsprotokoll bei 1 µM PTHrP(7-34) oder im 
Kontrollmedium belastet. Die PTHrP(7-34)-Inkubation erfolgte eine Stunde vor Belastungsbeginn, wäh-
rend der Belastung und während des Isotopeneinbaus. Dargestellt ist der relative 35S-Einbau 
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normalisiert auf den DNA-Gehalt der Proben ermittelt durch Pico Green Assay. Die nicht-belasteten 
Kontrollen jeder Spenderpopulation wurden auf 1 gesetzt (weißer Kreis, n=3) und die zugehörige be-
lastete Probe darauf bezogen.   

 

Anders als erwartet reagierte eine von drei Spenderpopulationen im Kontrollmedium nicht mit 

einer typischen belastungsinduzierten Reduktion der GAG-Synthese, die bei den anderen 

zwei Spenderpopulationen beobachtet wurde. Die typische belastungsinduzierte Inhibition der 

GAG-Synthese konnte jedoch in zwei von drei Spenderpopulationen durch die Inhibition des 

PTHrP-Signalwegs eliminiert werden (Abbildung 31). Da aber aus Vorarbeiten bekannt ist, 

dass PTHrP(7-34) oftmals keine zufriedenstellende Inhibition des PTHrP-Signalwegs ermög-

licht, wurden im Folgenden weitere alternative Inhibitoren des cAMP/PKA-Signalwegs getes-

tet, um einen Beitrag des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs an der belastungsinduzierten Reduk-

tion der GAG-Synthese zu prüfen. 

 

Um den Einfluss des cAMP/PKA-Signalwegs auf die belastungsinduzierte EZM-Synthese in 

MSC-basierten Chondrozyten näher zu untersuchen, wurde als Alternative zu PTHrP(7-34) 

der gängige PKA-Inhibitor H89 getestet. Um zu prüfen, ob H89 ein geeigneter Inhibitor für die 

Analyse PTHrP-vermittelter Effekte ist, wurde ein Pilotexperiment mit 10 µM und 20 µM H89 

durchgeführt (n=2). Dabei wurde untersucht, ob H89 einer Inhibition der Expression des aus 

der Wachstumsfuge bekannten PTHrP-Zielgens IHH durch PTHrP(1-34) entgegenwirken 

kann. MSC in Pelletkultur wurden dazu an Tag 14 mit 10 µM oder 20 µM H89 für 1 h vorbe-

handelt und anschließend für weitere 3 h mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) stimuliert. Die Proben 

wurden mittels qRT-PCR analysiert. Beide verwendeten Konzentrationen von H89 zeigten in 

Kombination mit PTHrP(1-34) die gleiche Reduktion der IHH-Expression wie PTHrP(1-34) al-

leine (Abbildung 32). Folglich konnten die gewählten H89-Konzentration die PTHrP(1-34)-ver-

mittelte Inhibition der IHH-Expression nicht abmildern und H89 wurde in den getesteten Kon-

zentrationen als ungeeigneter Inhibitor für die Verwendung in Belastungsexperimenten bewer-

tet. 
 

 
Abbildung 32. Austestung der H89-Wirkung in MSC-Pelllets an Tag 14. MSC wurden 14 Tage in 
Pelletkultur kultiviert und anschließend für 1 h mit 10 µM oder 20 µM H89 vorbehandelt und mit 10 ng/mL 
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PTHrP(1-34) für weitere 3 h stimuliert. Die Genexpression von IHH wurde mittels qRT-PCR in unbehan-
delten Kontrollen, in mit H89 behandelten (10, 20 µM), in mit PTHrP(1-34) behandelten und in mit H89 
und PTHrP(1-34) behandelten Proben analysiert. Die nicht-behandelten Kontrollen jeder Spenderpopu-
lation wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte Linie) und die zugehörigen behandelten Proben darauf bezo-
gen. Als Referenzgene wurden CPSF6 und HNRPH1 verwendet (n=2). 

 

Eine Erhöhung der H89-Konzentration auf 100 µM in einem Pilotversuch mit MSC-basiertem 

Knorpelersatzgewebe an Tag 21, wobei H89 2 h vor Belastungsbeginn angewandt wurde, 

veränderte die Expression der gewählten Referenzgene, so dass eine toxische Wirkung von 

H89 in der gewählten Konzentration nicht ausgeschlossen werden konnte (n=1, Daten nicht 

gezeigt). Somit war H89 unter den verwendeten Bedingungen kein geeigneter Inhibitor für den 

cAMP/PKA-Signalweg in MSC-basierten Chondrozyten. 

 

Ein weiterer Inhibitor, der den cAMP/PKA-Signalweg an anderer Stelle inhibiert, ist MDL-

12,330A (MDL), ein gängiger Adenylylcyclase-Inhibitor. MDL bindet die Adenylylcyclase und 

inhibiert somit die Produktion von cAMP. In einer ersten Konzentrationsaustestung wurde 

MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe von zwei Spenderpopulationen an Tag 21 zunächst für 

30 min mit 1 mM IBMX, einem Phosphodiesterase-Inhibitor zur Stabilisation von cAMP, sowie 

mit verschiedenen Konzentrationen zwischen 1 und 50 µM MDL behandelt. Anschließend 

wurde eine Gruppe mit 10 µM Forskolin und eine Gruppe mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) für weitere 

3 h co-stimuliert, um zu prüfen, ob MDL-12,330A effektiv einer Aktivierung der Adenylylcyclase 

entgegenwirken kann.  

 

 
Abbildung 33. cAMP-Konzentration unter Adenylylcyclaseinhibition in MSC-basiertem Knor-
pelersatzgewebe. Nach einer Vorkultur von 21 Tagen wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe für 
3 h mit steigenden MDL-12,330A (MDL)-Konzentrationen nach vorheriger 30-minütiger Inkubation mit 
10 ng/mL PTHrP(1-34) oder 10 µM Forskolin zusammen mit 1 mM IBMX. Die cAMP-Konzentration 
wurde in Ganzzelllysaten mittels ELISA analysiert (n=2).  
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Es ergab sich eine konzentrationsabhängige Reduktion der Forskolin- und der PTHrP(1-34)-

induzierten cAMP-Stimulation, die für Forskolin den stärksten Effekt bei 10 µM MDL aufwies 

(Abbildung 33). Eine Steigerung auf 50 µM MDL zeigte keine weitere Reduktion der cAMP-

Konzentration. Die stärkste Senkung der PTHrP(1-34)-induzierten cAMP-Konzentration wurde 

mit 20 µM MDL erreicht. Dabei war die PTHrP(1-34)-induzierte cAMP-Konzentration um 62 % 

von 102,9 ± 27,6 auf 35,3 ± 4,0 pmol/mL cAMP reduziert. Eine Erhöhung der Konzentration 

auf 50 µM MDL-12,330A zeigte keine weitere Reduktion der cAMP-Konzentration. Da die 

stärkste Reduktion der PTHrP(1-34)-induzierten cAMP-Konzentration mit 20 µM MDL-12,330A 

erreicht wurde, wurde diese Konzentration für die Adenylylcyclase-Inhibition unter Belastung 

von MSC-basierten Chondrozyten an Tag 21 verwendet. 

 

  
Abbildung 34. Einfluss der Adenylylcyclaseinhibition auf die belastungsinduzierte GAG-Syn-
these und cAMP-Konzentration in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe. Nach 21-tägiger Vorkul-
tur wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe 30 min vor Belastungsbeginn mit 20 µM MDL-12,330A 
(MDL) bzw. DMSO vorinkubiert und einer dreistündigen Belastungsepisode unterzogen. (A) Die GAG-
Synthese unter DMSO oder MDL in unbelasteten Kontrollen (weiße Kreise) und belasteten Proben 
(schwarze Kreise) wurde über 24 h nach Belastung mittels 35SO4-Einbaus quantifiziert und auf den DNA-
Gehalt der Proben normalisiert. Dargestellt sind die Einzelwerte von 3 Spenderpopulationen. (B) cAMP-
Konzentration in Kontrollen (schraffiert) und belasteten Proben (schwarz) in mit MDL-12,330A oder 
DMSO behandelten Proben. Die cAMP-Konzentration wurde in Ganzzelllysaten mittels ELISA quantifi-
ziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05, **P<0,01 T-Test Belastung vs. 
Kontrolle, n=3. 

 

Um zu prüfen, ob die belastungsinduzierte Reduktion der GAG-Synthese durch Inhibition der 

Adenylylcyclase eliminiert werden kann, wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe an Tag 

21 30 min vor Belastungsbeginn, während der Belastung und während des Isotopeneinbaus 

mit 20 µM MDL bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Alle drei untersuchten Spenderpopulati-

onen der DMSO-Gruppe reagierten auf die Belastung mit einer signifikanten Reduktion der 

GAG-Synthese, die im Mittel um 23 ± 12 % (P=0,027) verringert war (Abbildung 34A). Im Ge-

gensatz dazu führte die Belastung nur noch in einer von drei Spenderpopulationen der MDL-

Gruppe zu einer Inhibition der GAG-Synthese, während in zwei Spenderpopulationen kein Ab-

fall der GAG-Synthese mehr ausgelöst wurde. Somit ging die signifikante Regulation der GAG-
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Synthese durch Belastung verloren. Um zu prüfen, ob die Inhibition mit 20 µM MDL einer Ak-

tivierung der Adenylylcyclase durch die Belastung entgegenwirken konnte, wurde die cAMP-

Konzentration unter MDL sowie in nicht behandelten Proben nach Belastung und in unbelas-

teten Kontrollen quantifiziert. Die cAMP-Konzentration wurde aufgrund der niedrigen Fallzahl 

bei hoher Streuung in dieser Versuchsreihe nicht signifikant durch die Belastung erhöht (Ab-

bildung 34B). Unter Adenylylcyclase-Inhibition mittels MDL zeigte sich eine gleichartige, sta-

tistisch signifikante Stimulation der cAMP-Konzentration nach Belastung. Die biologische Ak-

tivität des Inhibitors wurde zuvor geprüft und konnte eine PTHrP(1-34)-induzierte cAMP-Kon-

zentration bis auf etwa 35 pmol/mL absenken (Abbildung 33). Eine Erhöhung der Konzentra-

tion von MDL konnte dabei die cAMP-Konzentration nicht weiter reduzieren und auch die ba-

sale cAMP-Konzentration wurde nicht maßgeblich durch steigende MDL-Konzentrationen ver-

ringert. Dies könnte darauf hinweisen, dass der verwendete cAMP-ELISA nicht sensitiv genug 

war, um den Effekt von MDL bei geringen cAMP-Konzentrationen, wie sie auch nach Belas-

tung beobachtet wurden, zu detektieren. Eine weitere Möglichkeit ist, dass MDL die ohnehin 

schon niedrigen cAMP-Konzentrationen bis ca. 40 pmol/mL nicht weiter verringern konnte. 

 

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass AC und MSC-basierte Chondrozyten bei gleichen 

basalen PTHLH-Expressionsspiegeln mit einer Stimulation der PTHLH-Expression auf die Be-

lastung reagierten. MSC-basierte Chondrozyten zeigten dabei im Trend höhere PTHLH-Spie-

gel nach Belastung als AC. Passend zur Stimulation der PTHLH-Expression löste die Belas-

tung in MSC-basierten Chondrozyten eine erhöhte Konzentration des nachgeschalteten Me-

diators cAMP aus. Eine Stimulation mit exogenem PTHrP(1-34) stimulierte die cAMP-Kon-

zentration und reduzierte die GAG- und Kollagensynthese um ein ähnliches Ausmaß wie die 

Belastung. Der PTH-Rezeptor Antagonist PTHrP(7-34) sowie der PKA-Inhibitor H89 waren für 

die Versuchsreihen nicht geeignet, jedoch erlaubte eine Inhibition der Adenylylcyclase im 

Trend eine Aufrechterhaltung der GAG-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten nach Be-

lastung an Tag 21.  

Insgesamt konnte somit ein Beitrag des cAMP/PKA-Signalwegs an der belastungsinduzierten 

Reduktion der GAG-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten belegt werden. In weiterfüh-

renden Studien sollte jedoch die Fallzahl erhöht werden, um die Aussagekraft eines solchen 

Ergebnisses zu steigern. 

 

Alles in allem leisteten somit der NFκB- und der PTHrP-Signalweg einen Beitrag zur Reduktion 

der EZM-Synthese nach Belastung in MSC-basierten Chondrozyten an Tag 21, während der 

BMP-Signalweg eine geringe Relevanz für die EZM-Syntheseleistung hatte. Weil eine ähnli-

che NO-Regulation und deutlich höhere Basalspiegel von PGE2 in MSC-basierten Chondro-

zyten nicht mit der basalen EZM-Synthese korrelierten, waren NO und PGE2 keine 
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vielversprechenden Kandidaten zur Erklärung der differenziellen Belastungskompetenz von 

AC versus MSC-basierten Chondrozyten. 

 

4.5 Einfluss mechanischer Belastung auf den Zellphänotyp 
 
Mechanische Belastung kann sowohl einen Einfluss auf die Differenzierung als auch auf den 

hypertrophen Zellphänotyp haben. Wie in Kapitel 1.5.2.3 dargelegt, wurden in der Literatur 

pro-chondrogene und anti-chondrogene, sowie pro-hypertrophe und anti-hypertrophe Effekte 

von Belastung beschrieben. Aufgrund seiner Relevanz in degenerativen Knorpelerkrankungen 

wie OA sollte untersucht werden, ob bereits eine einmalige dreistündige Belastungsepisode 

einen Einfluss auf den Zellphänotyp von MSC-basierten Chondrozyten hat. Da im vorange-

gangenen Abschnitt eine Stimulation des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs nach Belastung be-

obachtet wurde und weil aus der Literatur bekannt ist, dass der PTHrP-Signalweg die Diffe-

renzierung und den hypertrophen Phänotyp MSC-basierter Chondrozyten regulieren kann, 

könnten belastungsinduzierte Effekte auf den Zellphänotyp möglicherweise durch den PTHrP-

Signalweg bedingt sein. In der Literatur inhibierte eine konstante PTHrP(1-34)-Administration 

die Differenzierung von MSC in vitro, was auch eine Reduktion hypertropher Marker zur Folge 

hatte (siehe Kapitel 1.5.2.3). Im Gegensatz dazu wirkte eine intermittierende PTHrP(1-34)-

Stimulation spezifisch anti-hypertroph. Da die Belastung die chondrogenen Marker COL2A1 

und ACAN reduzierte (siehe Abschnitt 4.4.1), wurde erwartet, dass die einmalige dreistündige 

Belastungsepisode ähnlich wie eine konstante Gabe von PTHrP(1-34) keinen spezifischen 

anti-hypertrophen Effekt auf den Zellphänotyp MSC-basierter Chondrozyten ausübt, sondern 

eine Folge der inhibierten Differenzierung ist.  

 

4.5.1 Expression hypertropher und osteogener Marker in AC und MSC-basierten 
Chondrozyten 
 

Um zunächst zu prüfen, ob MSC-basierte Chondrozyten auch im Kollagen I/III-Träger einen 

für die in vitro Chondrogenese typischen hypertrophen Phänotyp ausbilden, wurde die Expres-

sion verschiedener hypertropher und osteogener Marker, sowie des PTH-Rezeptorliganden 

PTHLH in MSC-basierten Chondrozyten mittels qRT-PCR analysiert. Als Kontrolle für einen 

nicht-hypertrophen Phänotyp dienten AC, die unter gleichen Bedingungen kultiviert und mittels 

qRT-PCR analysiert wurden. Sie sollten hypertrophe und osteogene Marker gar nicht oder an 

der Nachweisgrenze exprimieren. 
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Abbildung 35. Expression hypertropher und osteogener Marker in AC- vs. MSC-basierten Chond-
rozyten im Zeitverlauf. AC- (gestrichtelte Linie) und MSC (durchgezogene Linie) -basiertes Knorpeler-
satzgewebe wurde für 3, 21 oder 35 Tage kultiviert und anschließend wurde die Genexpression von (A) 
COL10A1, (B) MEF2C, (C) IHH, (D) PTH1R, (E) ALPL, (F) IBSP und (G) dem PTH-Rezeptorliganden 
PTHLH nach 3, 21 und 35 Tagen in Kultur mittels qRT-PCR analysiert. Als Referenzgene wurden 
CPSF6 und HNRPH1 verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05 T-
Test vs. Tag 3, #P<0,05, T-Test AC vs. MSC zum gleichen Zeitpunkt, mit Bonferroni-Korrektur (n=3-8). 

 

MSC-basierte Chondrozyten zeigten eine signifikant höhere Expression der hypertrophen 

Marker COL10A1 (Abbildung 35A), MEF2C (Abbildung 35B), IHH (Abbildung 35C) und PTH1R 

(Abbildung 35D), sowie der osteogenen Marker ALPL (Abbildung 35E) und IBSP (Abbildung 

35F) an Tag 35 verglichen mit Tag 3. Die Expression aller oben genannter Marker verblieb im 

Laufe der Redifferenzierung von AC auf einem niedrigen Niveau. Die Expression des PTH-

Rezeptorliganden PTHLH (Abbildung 35G) verblieb in beiden Zelltypen im Zeitverlauf auf ei-

nem ähnlichen Niveau. Verglichen mit der AC-Gruppe war die Expression von MEF2C in MSC-

basierten Chondrozyten zu allen untersuchten Zeitpunkten signifikant höher. Des Weiteren 

wurde eine signifikant stärkere Expression von IBSP an Tag 21 und 35 (Abbildung 35F), sowie 

von ALPL (Abbildung 35E) und IHH (Abbildung 35C) an Tag 35 der Differenzierung in der 

MSC-Gruppe verglichen mit der AC-Gruppe ermittelt. Außerdem zeigte sich eine höhere Ex-

pression von PTHLH an Tag 35 in AC versus MSC-basierten Chondrozyten (P=0,038, Signi-

fikanz durch Bonferroni-Korrektur verloren, Abbildung 35G). 

 

Somit konnte gezeigt werden, dass MSC-basierte Chondrozyten unter den verwendeten Dif-

ferenzierungsbedingungen hypertrophe und osteogene Marker im Zeitverlauf hochregulierten, 

während AC über die gesamte Kulturdauer niedrige Expressionsspiegel dieser Marker 
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beibehielten. Aufgrund einer hohen Varianz in den MSC-Spenderpopulationen an Tag 21 

wurde nicht für alle untersuchten Marker ein signifikanter Unterschied zu AC erhalten. Die 

PTHLH-Expression war bis auf Tag 35, wo AC höhere Expressionsspiegel aufwiesen, ähnlich 

in beiden Gruppen, so dass die basale PTHLH-Expression, wie auch in Abschnitt 4.4.5.2 ge-

zeigt, nicht auf Unterschiede im PTHrP-Signalweg zwischen AC und MSC-basierten Chond-

rozyten an Tag 21 hindeutete. Nichtsdestotrotz wies der typische Anstieg der Expression hy-

pertropher und osteogener Marker darauf hin, dass MSC, wie erwartet, der enchondralen Dif-

ferenzierung folgten und einen hypertrophen Zellphänotyp ausbildeten, während AC chondral 

redifferenzierten.  

 

4.5.2 Einfluss der Belastung auf die Expression hypertropher und osteogener Marker 
in MSC-basierten Chondrozyten 
 

Um zu prüfen, ob die dreistündige Belastungsepisode die Expression der hypertrophen und 

osteogenen Marker beeinflussen kann, wurden belastete Proben und nicht-belastete Kontrol-

len von MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe nach 21 oder 35 Tagen Vorkultur mittels qRT-

PCR analysiert. Dazu wurde zunächst die relative Genexpression hypertropher und osteoge-

ner Marker nach Belastung ermittelt (Abbildung 36). Um bewerten zu können, ob belastungs-

induzierte Effekte auf die untersuchten hypertrophen und osteogenen Gene lediglich eine 

Folge der inhibierten Differenzierung sind, wurde anschließend eine Normalisierung auf die 

COL2A1-Expression vorgenommen (Abbildung 37). 

 

 
Abbildung 36. Regulation hypertropher und osteogener Marker in MSC-basierten Chondrozyten 
durch Belastung. MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe wurde für 21 oder 35 Tage vorkultiviert und 
anschließend mit einer dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belastet. Die Genexpression 
belasteter Proben und nicht-belasteter Kontrollen für (A) COL10A1, (B) MEF2C, (C) IHH, (D) PTH1R, 
(E) ALPL, (F) IBSP und (G) des PTH-Rezeptorliganden PTHLH wurde mittels qRT-PCR analysiert. Die 
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nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte Linie) und die 
zugehörige belastete Probe darauf bezogen. Als Referenzgene wurden CPSF6 und HNRPH1 verwen-
det. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05 T-Test belastete Proben vs. nicht 
belastete Kontrollen (n=6-8). 

 

Die Expression von COL10A1 wurde durch die Belastung an Tag 21 signifikant um 44 ± 20 % 

(P=0,008) und an Tag 35 um 46 ± 31 % reduziert (Abbildung 36A). MEF2C wies an Tag 21 

eine signifikante Reduktion um 46 ± 18 % (P=0,008) auf, während der Unterschied an Tag 35 

keine Signifikanz erreichte (Abbildung 36B). Die Expression des hypertrophen Markers IHH 

wurde durch die Belastung an Tag 21 und 35 signifikant inhibiert (Tag 21 um 45 ± 17 %, 

P=0,008; Tag 35: um 46 ± 32 %, P=0,048, Abbildung 36C). PTH1R wurde durch die Belastung 

an Tag 21 signifikant inhibiert (um 71 ± 10 %, P=0,000014), nicht aber an Tag 35 (Abbildung 

36D). Die Genexpression von ALPL wurde durch die Belastung an Tag 21 und Tag 35 der 

Differenzierung signifikant reduziert (Tag 21 um 41 ± 34 %, P=0,017; Tag 35: um 40 ± 22 %, 

P=0,009, Abbildung 36E). Der osteogene Marker IBSP wurde durch die Belastung an Tag 21 

signifikant um 31 ± 25 % (P=0,029) reduziert und zeigte eine Tendenz zur Reduktion an Tag 

35 um 38 ± 32 % (P=0,224), die aufgrund eines Ausreißers nicht signifikant wurde (Abbildung 

36F). Die Belastung stimulierte die Expression des PTH-Rezeptorliganden PTHLH signifikant 

an Tag 21 und 35 (Abbildung 36G). 

 

Insgesamt konnte die dreistündige Belastungsepisode die Genexpression hypertropher und 

osteogener Marker in MSC-basierten Chondrozyten reduzieren, während die PTHLH-Expres-

sion stimuliert war. Ob die Regulation dieser Gene durch die Belastung nur durch eine redu-

zierte Differenzierung bedingt war, von der auch diese Differenzierungsmarker betroffen sind, 

oder einen spezifisch anti-hypertrophen Effekt der Belastung darstellte, wurde im nächsten 

Schritt anhand einer Normalisierung der Expressionsspiegel auf COL2A1 untersucht. 

 

4.5.3 Normalisierung der Expression hypertropher und osteogener Marker auf 
COL2A1 
 

Wurde die belastungsinduzierte Expression von COL10A1, MEF2C, IHH, PTH1R, ALPL, 

IBSP, sowie PTHLH auf die Expression von COL2A1 normalisiert (Abbildung 37), ergab sich 

einzig für PTH1R (Abbildung 37D) eine signifikante belastungsinduzierte Reduktion an Tag 

21, sowie eine signifikante Stimulation seines Liganden PTHLH an Tag 21 und 35 (Abbildung 

37G).  
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Abbildung 37. Expression hypertropher und osteogener Marker nach Belastung nach Normali-
sierung auf COL2A1 in MSC-basierten Chondrozyten. Nach 21 oder 35 Tagen Vorkultur wurde 
MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe mit einer dreistündigen zyklischen Kompressionsepisode belas-
tet. Die Genexpression belasteter Proben und nicht-belasteter Kontrollen für (A) COL10A1, (B) MEF2C, 
(C) IHH, (D) PTH1R, (E) ALPL, (F) IBSP und (G) PTHLH wurde mittels qRT-PCR analysiert und auf die 
Expressionsspiegel von COL2A1 normalisiert. Die nicht-belasteten Kontrollen jeder Spenderpopulation 
wurden auf 1 gesetzt (gestrichelte Linie) und die zugehörige belastete Probe darauf bezogen. Als Re-
ferenzgene wurden CPSF6 und HNRPH1 verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabwei-
chung. *P<0,05 T-Test belastete Proben vs. nicht belastete Kontrollen (n=6-8). 

 

Folglich ging die in Abbildung 36 gezeigte Reduktion von COL10A1, MEF2C, ALPL und IBSP 

nicht über die parallele Reduktion von COL2A1 hinaus, so dass ihr Absenken als Folge der 

reduzierten Differenzierung interpretiert werden muss und nicht als spezifische Veränderung 

des Zellphänotyps. PTHLH wurde jedoch unabhängig von COL2A1 durch die Belastung sti-

muliert, was eine mögliche Rolle von PTHrP in der Regulation von Zellphänotypmarkern durch 

die Belastung andeuten könnte. 

 

4.5.5 Einfluss einer PTHrP-Stimulation auf die Expression hypertropher und osteoge-
ner Marker  
 

Sollte eine belastungsinduzierte PTHrP-Stimulation kausal mit der Regulation von Zellphäno-

typmarkern verbunden sein, sollte auch eine Aktivierung des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs 

anstelle von Belastung die Expression hypertropher und osteogener Marker entsprechend re-

gulieren. Um dies zu prüfen, wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe an Tag 21 für 3 h 

mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) oder 1 mM dbcAMP stimuliert, während parallele Proben belastet 

wurden. Nachfolgend wurde die Genexpression mittels qRT-PCR vergleichend mit der unbe-

handelten, unbelasteten Kontrollgruppe analysiert. 
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Abbildung 38. Regulation der Expression hypertropher und osteogener Marker sowie von 
COL2A1 durch PTHrP(1-34) oder dbcAMP in MSC-basierten Chondrozyten. Nach 21 Tagen Vor-
kultur wurde MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe dem dreistündigen Belastungsprotokoll unterzogen 
oder für 3 h mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) oder 1 mM dbcAMP behandelt. Die Genexpression hypertropher 
und osteogener Marker wurde in nicht-belasteten Kontrollen (Ktrl), belasteten Proben (Kompr.) sowie in 
mit PTHrP(1-34) oder dbcAMP stimulierten Proben mittels qRT-PCR analysiert und auf die nicht-belas-
tete, nicht-behandelte Kontrolle normalisiert. Als Referenzgene dienten CPSF6 und HNRPH1. Darge-
stellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung, N=4-9. *P<0,05 MWU belastete bzw. behandelte Pro-
ben vs. Nicht-belastete, nicht-behandelte Kontrollen. 

 
Eine Stimulation mit 10 ng/mL PTHrP(1-34) bzw. 1 mM dbcAMP für 3 h führte, anders als die 

Belastung, nicht zu einer signifikanten Reduktion der hypertrophen Marker COL10A1 und 

PTH1R und der osteogenen Marker IBSP und ALPL (Abbildung 38). Eine Behandlung mit 

PTHrP(1-34) führte zu einer Reduktion der IHH-Expression im Trend, die aufgrund einer ge-

ringen Fallzahl nicht statistisch signifikant war. Interessanterweise reduzierten alle drei Be-

handlungsgruppen die Expression von MEF2C, was darauf hindeutet, dass die belastungsab-

hängig reduzierte Expression von MEF2C durch eine belastungsinduzierte Stimulation des 

PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg bedingt sein könnte. COL2A1 war weder durch PTHrP(1-34), 

noch durch dbcAMP signifikant reguliert. 

Somit konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung des PTHrP/cAMP-Signalwegs allein nur 

die Expression des hypertrophen Markers MEF2C inhibiert, so dass der PTHrP-Signalweg 

nicht nur die Expression der mechanosensitiven Gene FOS und BMP6 (Abbildung 30) stimu-

liert, sondern auch die Expression des wichtigen pro-hypertrophen Transkriptionsfaktors 

MEF2C inhibiert. 

Demzufolge hatte der PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg zwar nur einen selektiven Einfluss auf 

MEF2C-Expressionsspiegel, ein kausaler Zusammenhang zwischen belastungsinduzierter 
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PTHrP-Stimulation und einer möglichen Regulation des Zellphänotyps bedarf jedoch weiterer 

Analyse.  

 

Zusammenfassend zeigten MSC-basierte Chondrozyten mit steigender Vorkulturdauer einen 

hypertrophen Zellphänotyp. Die dreistündige Belastung resultierte einhergehend mit einer In-

hibition der Differenzierung in einer Reduktion bekannter hypertropher und osteogener Marker, 

so dass keine spezifische anti-hypertrophe, sondern eine anti-chondrogene Wirkung der Be-

lastung auftrat. Zwar wurde PTHLH spezifisch durch die Belastung stimuliert, allerdings wies 

eine Stimulation des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs durch PTHrP(1-34) und dbcAMP darauf 

hin, dass die Inhibition der Differenzierung durch die Belastung nicht allein als Folge einer 

PTHrP-Stimulation auftreten kann und andere Signalwege in die anti-chondrogenen Effekte 

der Belastung involviert sein müssen.
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5 Diskussion 
 
Bedingt durch den demographischen Wandel wird die Bevölkerung immer älter. Eine älter wer-

dende Gesellschaft geht allerdings mit einer steigenden Inzidenz degenerativer Erkrankungen 

wie Arthrose einher (Vina und Kwoh 2018). Da der betroffene Gelenkknorpel eine geringe 

intrinsische Regenerationskapazität hat, wurden verschiedene Therapieoptionen zur Knorpel-

reparatur etabliert. Mittels Tissue Engineering kann Knorpelersatzgewebe in vitro aus AC und 

MSC, die zu Chondrozyten heranreifen können, hergestellt werden. Um eine Knorpelfunktion 

wie bei nativem Gewebe zu ermöglichen, ist es von entscheidender Bedeutung, dass das 

Knorpelersatzgewebe eine adäquate Mechanokompetenz aufweist. Das bedeutet, dass die 

Aspekte der Mechanokopplung, Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung gewährleis-

tet sein müssen. Zwar wurden bereits Fortschritte in der Entschlüsselung der Mechanismen 

dieser Aspekte für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe gemacht, für MSC-basiertes Knorpeler-

satzgewebe ist bislang jedoch wenig bekannt. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit unter-

sucht werden, ob MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe die gleiche Mechanokompetenz ent-

wickelt wie AC-basiertes Knorpelersatzgewebe. Dazu wurde AC- und MSC-basiertes Knor-

pelersatzgewebe mittels Tissue Engineering gezüchtet und, bei standardisierter Mechano-

kopplung, die Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung beider Gewebe in Reaktion auf 

eine dreistündige Belastungsepisode vergleichend analysiert. Die Mechanokopplung konnte 

anhand des GAG-Gehalts und der Härte des Ersatzgewebes standardisiert werden. AC und 

MSC-basierte Chondrozyten reagierten auf eine einmalige zyklische Kompressionsepisode, 

die die Belastung von dreistündigem Gehen in 10 min Intervallen im Kniegelenk simulierte, mit 

einer gleichartigen Stimulation verschiedener Mechanotransduktionsparameter. Allerdings 

zeigten AC und MSC-basierte Chondrozyten eine unterschiedliche Mechanoadaptierung ba-

sierend auf einer belastungsinduzierten Reduktion der GAG- und Kollagensynthese in MSC-

basierte Chondrozyten und einer variablen SOX9-Regulation, während die EZM-Synthese in 

AC an Tag 21 aufrechterhalten und an Tag 35 gesteigert wurde und SOX9 konsistenter stimu-

liert wurde. Der anabole BMP-Signalweg hatte keine entscheidende Rolle in dieser differenzi-

ellen Regulation, während katabole Einflüsse des NFκB-Signalwegs einen Beitrag zur inhibier-

ten EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung leisteten. Durch Inhibition 

von NFκB zeigten sich erhöhte SOX9-Spiegel, jedoch konnte keine konsistente Stimulation 

durch die Belastung installiert werden. NO und PGE2 wurden durch die Belastung in beiden 

Knorpelersatzgeweben stimuliert, jedoch wurde ein maßgeblicher Beitrag an der differenziel-

len EZM-Synthese als unwahrscheinlich bewertet und daher nicht weiter untersucht. Die Be-

lastung stimulierte die PTHLH-Expression in beiden Zelltypen und der PTHrP/cAMP/PKA-Sig-

nalweg deutete einen Beitrag zur belastungsinduzierten Reduktion der EZM-Synthese in 

MSC-basierten Chondrozyten an. Der hypertrophe Zellphänotyp MSC-basierter Chondrozyten 
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wurde durch die Belastung reduziert, jedoch als Folge anti-chondrogener Effekte, die nicht 

allein durch den PTHrP-Signalweg bedingt waren. 

 

5.1 Beurteilung der Qualität des hergestellten Knorpelersatzgewebes 

 
5.1.1 Einfluss der Knochenersatzphase auf die GAG-Ablagerung von MSC-basiertem 
Knorpelersatzgewebe 
 

Da natives, humanes Knorpelgewebe aufgrund seiner geringen intrinsischen Regenerations-

kapazität praktisch nicht verfügbar ist, wurden für die vorliegende Arbeit mithilfe des Tissue 

Engineerings Knorpelersatzgewebe in vitro, bestehend aus einer zellbesiedelten Kollagen Typ 

I/III-Trägerphase mit humanen AC oder MSC, hergestellt und zur Bildung einer osteochondra-

len Einheit mit einer unbesiedelten Knochenersatzphase aus β-TCP kombiniert.  

Das hier verwendete AC-basierte Knorpelersatzgewebe wurde bereits in Vorarbeiten unserer 

Arbeitsgruppe etabliert und in Kompressionsstudien charakterisiert (Hecht et al. 2019; 

Praxenthaler et al. 2018; Scholtes et al. 2018). Da hohe extrazelluläre Kalziumkonzentrationen 

im Zellkulturmedium bzw. hohe lokale Kalziumkonzentrationen in Kalzium-haltigen Knochen-

ersatzmaterialien in verschiedenen Studien mit MSC zu einer reduzierten GAG- und Kollagen 

Typ II-Ablagerung führten (Mellor et al. 2015; Sarem et al. 2018), wurde in dieser Studie zu-

nächst geprüft, ob β-TCP als Knochenersatzmaterial einen Einfluss auf die GAG-Ablagerung 

von MSC-basierten Chondrozyten hat. Ein direkter Vergleich mit einem inerten Borosilikatglas-

träger als Knochenersatzmaterial zeigte jedoch, dass die β-TCP-Knochenersatzphase die 

GAG-Ablagerung von MSC-basierten Chondrozyten in der Knorpelersatzphase sogar förderte. 

Die qualitative histologische Auswertung deutete allerdings an, dass Defizite in der GAG-Ab-

lagerung in Knorpelersatzgewebe mit Borosilikat als Knochenersatzmaterial besonders in der 

unmittelbaren Umgebung der Knochenersatzphase auftraten. Hierfür kommen mehrere Erklä-

rungsmöglichkeiten in Frage. Einmal könnte dies durch die deutlich unterschiedliche Porosität 

der Träger (β-TCP 70 %, Borosilikatglas 36 %) bedingt sein, was zu starken Unterschieden in 

der Mediumsversorgung von der Knochenersatzphase her führen könnte. Ein weiterer Grund 

für die unterschiedliche GAG-Ablagerung könnte die Topografie der Knochenersatzphase dar-

stellen, da mesenchymale Zellen schon auf kleine Unterschiede der Steifigkeit (Olivares-

Navarrete et al. 2017), Oberflächenbeschaffenheit, -chemie und Kristallinität der Träger rea-

gieren. Diese Oberflächenparameter beeinflussen die Adhäsion der Zellen und können die 

Linienentscheidung mesenchymaler Zellen und den Zellmetabolismus sowie die Synthese von 

GAG und Kollagenen regulieren (Boyan et al. 1996). Die Oberflächenparameter der beiden 

Träger wurden in dieser Arbeit nicht verglichen, jedoch könnten die beiden Träger bedingt 

durch ihre unterschiedliche Porosität auch unterschiedliche Oberflächenparameter aufweisen. 
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Möglicherweise könnte auch die Anwesenheit von Kalzium im β-TCP-Block eine Rolle in der 

erhöhten GAG-Ablagerung gespielt haben. Ob die Kalziumkonzentration im Medium oder im 

Knorpelersatzgewebe durch die Verwendung von β-TCP als Knochenersatzmaterial erhöht 

war, wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht geprüft. Die Daten belegten, dass die be-

reits in Vorarbeiten etablierte Kombination aus Kollagen I/III-Träger für die Herstellung der 

Knorpelersatzphase und β-TCP als Knochenersatzphase auch für die Züchtung von MSC-

basiertem Knorpelersatzgewebe geeignet war und nach 21 und 35 Tagen Vorkultur eine ho-

mogene GAG-Ablagerung vorlag. Dies ermöglichte eine vergleichende Analyse der Ablage-

rung von Matrixmolekülen in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe nach unter-

schiedlichen Vorkulturdauern. 

 

5.1.2 Evaluierung der Qualität von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

 

Unter den gleichen chondrogenen Bedingungen sollten AC und MSC (re)differenzieren und 

EZM-Moleküle in den Träger ablagern. Dies wurde anhand von histologischen und quantitati-

ven Analysen nach 3, 21 und 35 Tagen untersucht. Der Kollagen Typ I/III-Träger ermöglichte 

den Zellen eine charakteristische runde Morphologie und imitierte aufgrund der parallelen An-

ordnung der Kollagenfasern die Struktur von nativem Knorpel. Die Knochenersatzphase aus 

β-TCP, die den subchondralen Knochen imitieren sollte, ermöglichte ein Einwachsen der Zel-

len, so dass eine gute Integration der Knorpel- mit der Knochenphase erlangt werden konnte. 

Dies ist klinisch für die Behandlung von osteochondralen Defekten interessant, da so die Ge-

fahr eines mechanischen Versagens des Implantats verringert werden könnte (Boushell et al. 

2017).  

Wie in den Vorarbeiten (Praxenthaler et al. 2018) wurde auch in dieser Arbeit AC-basiertes 

Knorpelersatzgewebe mit einem hohen GAG-Gehalt und einer Härte, die hier 89 % nativer 

Knorpelstanzen erreichte, hergestellt. Die gewählte Kombination des Kollagen I/III-Trägerma-

terials mit dem Knochenersatzmaterial β-TCP ermöglichte auch den MSC unter den gleichen 

chondrogenen Kulturbedingungen eine qualitativ vergleichbare GAG- und Kollagen Typ II-Ab-

lagerung an Tag 21 und Tag 35 wie AC, sowie quantitativ einen ähnlichen GAG/DNA-Gehalt 

und die gleiche Härte, die sich der Härte von nativem Knorpel im Laufe der Differenzierung 

annäherte. Interessanterweise zeigten AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe einen 

unterschiedlichen Verlauf des DNA-Gehalts über die Kulturdauer. So starteten AC mit einem 

geringeren DNA-Gehalt an Tag 3 der Kultur als MSC, obwohl sie in der gleichen Zellzahl wie 

MSC in den Kollagen I/III-Träger gesiedelt wurden. Im Lauf der Kulturdauer nahm der DNA-

Gehalt in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe stetig zu und erreichte an Tag 21 die gleichen 

Werte wie MSC, während der DNA-Gehalt in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe über die 

Kulturdauer konstant blieb. In früheren Studien unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die 

Überführung von MSC von der Expansion in eine Hochdichte-Pelletkultur ohne Träger unter 
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chondrogenen Bedingungen zu einem signifikanten DNA-Einbruch führte, der im Laufe der 

Kultur auf diesem niedrigen Niveau verblieb (Buchert et al. 2019; Dexheimer et al. 2012; 

Fischer et al. 2018). Bemerkenswerterweise wurde dieser typische Zellverlust nicht bei der 

hier verwendeten Kultur der MSC im Kollagen I/III-Träger beobachtet, so dass die Wahl des 

Kollagen I/III-Trägers günstig für den Zellerhalt zu sein schien. Der an Tag 3 signifikant nied-

rigere DNA-Gehalt in AC- vs. MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe wies darauf hin, dass AC 

mit einem initialen Zellverlust auf die chondrogenen Bedingungen reagierten oder dass weni-

ger Zellen an den Träger adhärierten. Möglicherweise reagierten AC empfindlicher auf die 

Besiedlung als MSC und der Stress der chondrogenen Induktion könnte zu einem Verlust einer 

Teilpopulation der AC geführt haben.  

In der Studie von Fischer et al. in Pelletkultur wurde gezeigt, dass die Proliferation der Zellen 

zunächst von Tag 0 bis Tag 3 sank und anschließend im Lauf der Chondrogenese wieder 

anstieg. Die Diskrepanz zwischen niedrigem DNA-Gehalt bei steigender Proliferation wies auf 

eine Balance zwischen Proliferation und Zelltod hin (Fischer et al. 2018). Der in der vorliegen-

den Arbeit beobachtete konstante DNA-Gehalt in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 

könnte also auf eine günstigere Balance zwischen Zelltod und Proliferation hinweisen. Der 

steigende DNA-Gehalt in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe im Lauf der Kultur kann nur 

durch Proliferation erklärt werden. Für die hier gestellte Aufgabe war die Aufklärung der Ursa-

chen für den konstanten DNA-Gehalt in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe und den stei-

genden DNA-Gehalt in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe jedoch nicht relevant.  

Alles in allem konnte Knorpelersatzgewebe aus MSC etabliert werden, welches unter den glei-

chen Kulturbedingungen den gleichen GAG-Gehalt und eine ähnliche, knorpeltypische Härte 

wie AC-basiertes Knorpelersatzgewebe aufbaute. 

 

5.2 Wahl der Belastungsbedingungen  

 

Der EZM-Gehalt und die mit ihm verbundene Härte sind entscheidende Faktoren für die Me-

chanokompetenz von Knorpelgewebe und bestimmen maßgeblich die Mechanokopplung 

(Grodzinsky et al. 2000). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die belas-

tungsinduzierte GAG-Synthese von AC im Knorpelersatzgewebe von der GAG-Ablagerung 

abhing, so dass an Tag 21 ein Erhalt der GAG-Synthese und an Tag 35 eine Steigerung der 

GAG-Synthese beobachtet werden konnte. Somit beeinflusste das Ausmaß der Mechano-

kopplung auch die Mechanoadaptierung der Chondrozyten. Dabei wurde ein Schwellenwert 

von 600 µg GAG pro Probe ermittelt, ab dem eine Steigerung der GAG-Synthese beobachtet 

werden konnte (Praxenthaler et al. 2018). Basierend auf dem Erhalt bzw. der Steigerung der 

GAG-Synthese wurde die verwendete dreistündige zyklische Belastungsepisode als physiolo-

gisches Belastungsprotokoll für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe bewertet.  
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Eine homogene, reichliche EZM-Ablagerung wurde bislang nur in wenigen Kompressionsstu-

dien mit humanen AC und MSC abgewartet, bevor Belastung appliziert wurde (Bian et al. 

2012; McDermott et al. 2021). Dies liegt zum einen daran, dass Trägermaterialien wie Alginat 

die Ablagerung von EZM-Molekülen auf die perizelluläre Matrix begrenzen können (Schiavi et 

al. 2018). Zum anderen verfolgten einige Studien das Ziel, eine exogene Administration von 

TGF-β während der Kulturführung durch mechanische Belastung zu verringern oder zu erset-

zen, so dass häufig eine geringe oder heterogene EZM-Ablagerung akzeptiert wurde (Cochis 

et al. 2017; Monaco et al. 2021; Pelaez et al. 2012; Schatti et al. 2011; Schiavi et al. 2018). 

TGF-β ist für die chondrogene Differenzierung von MSC jedoch essenziell. Vor allem liegt 

TGF-β in nativem Knorpel in der EZM-gebunden vor und wird durch mechanische Belastung 

freigesetzt und aktiviert (Albro et al. 2012). Außerdem befindet sich TGF-β in der Synovialflüs-

sigkeit, aus der es ebenfalls durch Scherbelastung freigesetzt und aktiviert werden kann und 

so den Chondrozyten zur Verfügung steht (Fava et al. 1989). Somit entspricht eine Kultur, in 

der mechanische Belastung TGF-β ersetzen soll, nicht den physiologischen Bedingungen von 

nativem Knorpel. Andere Studien verfolgten das Ziel, durch wiederholte Belastungsepisoden 

während der Kultur unter chondrogenen Bedingungen die Differenzierung zu fördern und die 

physikalische Mikroumgebung von nativem Knorpel zu imitieren (Bian et al. 2012; McDermott 

et al. 2021; Sawatjui et al. 2018). Es wurde berichtet, dass wiederholte mechanische Belastung 

die GAG-Ablagerung steigern könnte, jedoch wurde in einigen Studien vorwiegend eine er-

höhte GAG-Konzentration im konditionierten Medium beobachtet, so dass von den Zellen pro-

duzierte GAGs nicht ausreichend im Träger zurückgehalten werden konnten und durch die 

Belastung ausgespült wurden (Cochis et al. 2017; Li et al. 2009; Schatti et al. 2011). Auch für 

das von uns etablierte Knorpelersatzgewebe basierend auf AC wurde durch wiederholte täg-

liche Belastungsepisoden von Tag 21 bis Tag 35 ein Verlust von GAG ausgelöst (Scholtes et 

al. 2018). Eine einmalige Anwendung des physiologischen Belastungsprotokolls hatte jedoch 

keinen messbaren Einfluss auf den GAG-Gehalt und die Härte, was in der vorliegenden Arbeit 

für AC- und MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe bestätigt werden konnte. Das in der vorlie-

genden Arbeit hergestellte Knorpelersatzgewebe zeigte eine Steigerung des GAG-Gehalts 

rein durch die Kultur unter chondrogenen Bedingungen, so dass der Versuch, eine Steigerung 

der GAG-Produktion durch wiederholte Belastungsepisoden zu ermöglichen, als nicht notwen-

dig angesehen wurde. Außerdem schien die Gefahr eines Verlusts von EZM-Molekülen durch 

wiederholte Belastung aufgrund der Vorarbeiten von Scholtes et al. als zu riskant (Scholtes et 

al. 2018). Da diese Arbeit zudem nicht das Ziel verfolgte, eine Verbesserung der Differenzie-

rung von MSC durch mechanische Belastung zu erreichen, sondern die Mechanokompetenz 

von MSC- mit AC-basiertem Knorpelersatzgewebe zu vergleichen und bei gleicher Mechano-

kopplung die zugrundeliegenden molekulare Mechanismen der Mechanotransduktion und Me-

chanoadaptierung zu entschlüsseln, wurde also keine Langzeitbelastung, sondern eine 
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einmalige Belastungsepisode gewählt, die zuvor für das verwendete AC-basierte Knorpeler-

satzgewebe als physiologisch identifiziert wurde.  

Der gleiche GAG/DNA-Gehalt und die gleiche Härte in Knorpelersatzgewebe beider Zelltypen 

ermöglichte so auch eine möglichst vergleichbare Mechanokopplung, die eine vergleichende 

Untersuchung der Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung erlaubte. Die hier vorlie-

genden Daten zeigen damit, dass das hergestellte Knorpelersatzgewebe sowohl für AC als 

auch für MSC ein relevantes Knorpelmodell darstellt, das versucht, die Situation im Gelenk 

möglichst gut abzubilden. 

 

5.3 Evaluierung von Mechanokopplungsparametern in Knorpelersatzgewebe 
 

Wie in Abschnitt 5.2 erläutert, wiesen AC und MSC-basierte Knorpelersatzgewebe einen ähn-

lichen GAG-Gehalt und die gleiche Härte auf, die unter der dreistündigen Belastungsepisode 

konstant gehalten wurden und somit eine einheitliche Mechanokopplung über den Belastungs-

zeitraum gewährleisteten. Somit lag zwar kein Unterschied im GAG-Gehalt zwischen AC- und 

MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe vor, jedoch könnte möglicherweise eine unterschiedli-

che Matrixkomposition vorliegen, die einen Einfluss auf die Mechanokopplung bis hin zur Me-

chanoadaptierung haben könnte. Zwar waren die charakteristischen chondrogenen Marker 

ACAN und COL2A1, die auf Proteinebene im hyalinen Knorpel auch die höchsten Anteile der 

EZM-Moleküle ausmachen (Eyre 1991; Sophia Fox et al. 2009), an Tag 21 auf Genexpressi-

onsebene nicht unterschiedlich zwischen AC und MSC-basierten Chondrozyten exprimiert und 

COL2A1 an Tag 35 sogar signifikant höher in MSC-basierten Chondrozyten als in AC, jedoch 

zeigte sich eine signifikant höhere Expression des Matrixproteins COMP in AC über die ge-

samte Kulturdauer bis Tag 35. COMP wurde eine Rolle in der Kollagensekretion zugesprochen 

(Schulz et al. 2016) und kann mit Kollagen Typ II (Briggs und Chapman 2002; Budde et al. 

2005) und Aggrekan (Chen et al. 2007) interagieren. In Studien mit Pferdesehnen wurde ge-

zeigt, dass der COMP-Gehalt mit der Widerstandskraft gegenüber Zugbelastung und der Stei-

figkeit der Sehnen in jungen Pferden (2 Jahre + 2 Monate) korrelierte. Dies deutet an, dass 

COMP an der Widerstandskraft gegenüber mechanischer Belastung beteiligt sein könnte 

(Smith et al. 2002). Durch Bindung an Kollagenfibrillen könnte COMP zu einer strukturellen 

Verstärkung der EZM führen (Sodersten et al. 2005). Ein Vergleich von gesundem vs. OA-

Knorpel, der eine reduzierte Widerstandskraft gegenüber gesundem Knorpel hatte, zeigte eine 

homogene Verteilung von COMP im gesunden Knorpel, während COMP auf die Oberflächen-

zone im OA-Knorpel begrenzt war (Acharya et al. 2014). Dies unterstützt die These, dass 

COMP an der Matrixintegrität und Widerstandskraft des Knorpels gegenüber mechanischer 

Belastung beteiligt sein könnte. Außerdem wurde in Bindungs- und Reporterassays in vitro 

gezeigt, dass COMP Liganden der TGF-β-Superfamilie wie BMP2 und TGF-β1 binden und 

deren Bioaktivität erhöhen kann (Haudenschild et al. 2011; Ishida et al. 2013). Die höhere 
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Expression von COMP in AC vs. MSC-basierten Chondrozyten könnte somit auch mit einer 

höheren Resistenz des Gewebes gegenüber mechanischem Stress einhergehen und eine hö-

here Bioaktivität von TGF-β in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe ermöglichen, was die 

EZM-Synthese unter Belastung beeinflussen könnte. Um dies zu bestätigen, gilt es in künfti-

gen Studien, die COMP-Proteinspiegel in AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe zu 

vergleichen und in dieser Arbeit gewisse Unterschiede in der Mechanokopplung zwischen bei-

den Knorpelersatzgeweben nicht aus den Augen zu verlieren. 

 

5.4 Evaluierung von Mechanotransduktionsparametern in Knorpelersatzge-
webe 
 

Um die Mechanotransduktion in AC- und MSC-basierten Chondrozyten nach Anwendung des 

dreistündigen Belastungsprotokolls zu vergleichen, wurden wichtige quantitative Mechano-

transduktionsparameter herangezogen. Für AC- und MSC-basierte Chondrozyten ergab sich 

dabei kein Unterschied in der Aktivierung von pERK1/2 und auch die Expression mechano-

sensitiver Gene und miRs war ähnlich stark in beiden Zelltypen stimuliert. Die wenigen Unter-

schiede, die zwischen AC und MSC-basierten Chondrozyten beobachtet wurden, umfassten 

die Integrinexpression und die Regulation von SOX9. 

In der Literatur wurde bereits eine belastungsinduzierte pERK1/2-Aktivierung in AC-basiertem 

Knorpelersatzgewebe mit Zellen unterschiedlicher Spezies berichtet (Bougault et al. 2012; 

Fitzgerald et al. 2008; Hecht et al. 2019; Scholtes et al. 2018; Xie et al. 2021), so dass die hier 

beobachtete pERK1/2-Aktivierung durch die dreistündige Belastungsepisode für AC im Ein-

klang mit der Literatur steht. Die in dieser Arbeit für MSC-basierte Chondrozyten beobachtete 

pERK1/2-Aktivierung steht jedoch im Widerspruch zu einer Studie von Zhang et al., die eine 

Reduktion von pERK1/2 durch mechanische Belastung berichteten (Zhang et al. 2015). Auf-

grund der unterschiedlichen Kulturbedingungen und Belastungsprotokolle ist deren Studie je-

doch nicht direkt mit der vorliegenden Arbeit vergleichbar. Da AC und MSC-basierte Chond-

rozyten gleichermaßen mit einer ERK1/2-Stimulation auf die Belastung reagierten, kann davon 

ausgegangen werden, dass eine vergleichbare Mechanotransduktion in den MAPK-Signalweg 

in beiden Gruppen erfolgte. 

Integrine, die als Mechanorezeptoren physikalische Reize wahrnehmen, wurden in der vorlie-

genden Arbeit anhand der Genexpressionsspiegel vergleichend in AC und MSC-basierten 

Chondrozyten untersucht. Dabei wurde eine höhere basale ITGA11-Expression in AC vs. 

MSC-basierten Chondrozyten und eine Reduktion der ITGA10-Expression nach Belastung 

ausschließlich in MSC-basierten Chondrozyten beobachtet. Integrin	 α10 stellt in adulten 

Chondrozyten das wichtigste Kollagen Typ II-bindende Integrin dar (Camper et al. 1998) und 

auch Integrin α11 bindet Kollagene (Loeser 2014). Eine geringere Expression der α11-Integrin-

kette und eine belastungsinduzierte Reduktion der α10-Integrinkette in MSC-basierten 
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Chondrozyten könnte auf eine reduzierte Wahrnehmung mechanischer Reize hindeuten. Weil 

Integrin-Kollagen-Verbindungen mit einem erhöhten Widerstand der Knorpelmatrix gegen 

Zugkräfte assoziiert sind (Roca-Cusachs et al. 2012), die hier nicht weiter analysiert wurden, 

könnten reduzierte Spiegel kollagenbindender Integrine auf einen Schutzmechanismus hin-

weisen, der die Zellen vor hyperphysiologischen mechanischen Kräften schützt. Jedoch zeigte 

sich sowohl in AC als auch in MSC-basierten Chondrozyten eine pERK1/2-Aktivierung nach 

Belastung, die einer Integrin α10-Aktivierung nachgeschaltet ist (Loeser 2014). Demzufolge 

spiegelten sich die Unterschiede in der ITGA10- und -11-Expression nicht in der Aktivierung 

eines wichtigen nachgeordneten Mediators der Integrin-vermittelten Signalübertragung wider. 

Eine Analyse der Integrinexpression auf der Proteinebene sowie weiterer nachgeordneter Me-

diatoren der Integrin-vermittelten Signalübertragung, wie der FAK oder der PKC, könnte wei-

tere Schlüsse über mögliche Unterschiede in der Integrin-vermittelten Signalübertragung zu-

lassen.  

In Vorarbeiten wurde bereits für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe an Tag 35 eine Mecha-

noinduktion der gängigen mechanosensitiven Gene FOS und FOSB sowie der weiteren me-

chanosensitiven Gene DUSP5, AXUD1, NR4A2, COX2/PTGS2, BMP2, BMP6 und SOX9 be-

schrieben (Scholtes et al. 2018). Somit steht die hier für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe 

nach 21 und 35 Tagen Vorkultur beobachtete Stimulation dieser Gene durch die Belastungs-

episode im Einklang mit unseren Vorarbeiten und mit den Berichten anderer (Bougault et al. 

2012; Diao et al. 2017; Li et al. 2013). Bis auf SOX9 reagierten MSC-basierte Chondrozyten 

mit einer ähnlichen Belastungsinduktion dieser mechanosensitiven Gene. Erstmals wurde in 

dieser Arbeit eine Mechanoinduktion von FOS, FOSB, DUSP5, AXUD1, NR4A2, 

COX2/PTGS2, BMP2 und BMP6 in humanem MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe berich-

tet. SOX9 reagierte jedoch variabel und widerspricht somit Studien mit humanen MSC (Cochis 

et al. 2017) und Kaninchen MSC (Huang et al. 2005), die eine belastungsinduzierte Stimulation 

von SOX9 zeigten. Da SOX9 als ein Masterregulator der chondrogenen Differenzierung an-

gesehen wird, wies eine variable SOX9-Induktion auf Defizite in der EZM-Synthese hin, die 

als Hauptparameter der Mechanoadaptierung in Abschnitt 5.5 diskutiert wird.  

Die mechanosensitiven microRNAs miR-221, miR-6723-5p und miR-6872-3p wurden durch 

die Belastung gleichermaßen in AC und MSC-basierten Chondrozyten stimuliert und waren 

somit im Einklang mit unseren Vorarbeiten mit AC-basiertem Knorpelersatzgewebe (Hecht et 

al. 2019). Die Mechanoinduktion dieser miRs wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig für 

humane MSC-basierte Chondrozyten beschrieben und sind ein weiteres Argument für die Ähn-

lichkeit von Mechanotransduktionsmechanismen in beiden Knorpelersatzgeweben. 
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5.5 Evaluierung von Mechanoadaptierungsparametern in Knorpelersatzgewebe 
 

In der vorliegenden Arbeit reagierten AC und MSC-basierte Chondrozyten trotz gleichem 

GAG-Gehalt und vergleichbarer Härte mit einer unterschiedlichen Regulation der EZM-Syn-

these. Während AC, wie erwartet, an Tag 21 mit einem Erhalt und an Tag 35 mit einer Steige-

rung der GAG-Synthese bei einem Erhalt der Kollagensynthese auf die Belastung reagierten, 

antworteten MSC-basierte Chondrozyten mit einer signifikanten Reduktion der GAG-Synthese 

an beiden Zeitpunkten und der Kollagensynthese an Tag 21, obwohl der in Vorarbeiten mit 

AC-basiertem Knorpelersatzgewebe bestimmte Schwellenwert für eine belastungsinduzierte 

Steigerung der GAG-Synthese von 600 µg GAG/Probe in 7 von 10 MSC-Proben erreicht 

wurde. Somit schien der GAG-Gehalt in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe, anders als in 

AC-basiertem Knorpelersatzgewebe, nicht der kritische Faktor für die Regulation der belas-

tungsinduzierten EZM-Synthese zu sein. Möglich ist jedoch auch, dass MSC, die erst durch 

die Kulturbedingungen zu Chondrozyten heranreifen, einen höheren GAG-Gehalt als AC be-

nötigen würden, um wie AC mit einem Erhalt oder einer Steigerung der GAG-Synthese auf die 

Belastungsepisode reagieren zu können. 

In Vorarbeiten mit AC-basiertem Knorpelersatzgewebe zeigte sich eine Stimulation der SOX9-

Expression bei dem auch in dieser Arbeit verwendeten physiologischen Belastungsprotokoll 

bei gleichzeitiger Stimulation der GAG-Synthese an Tag 35 (Hecht et al. 2019; Scholtes et al. 

2018). Auch an Tag 21 wurde eine Stimulation von SOX9 beobachtet, jedoch ging dies nicht 

mit einer Regulation der GAG-Synthese einher (Praxenthaler et al. 2018). Eine Reduktion der 

SOX9-Expression erfolgte in AC-basiertem Knorpelersatzgewebe an Tag 21 unter Verwen-

dung eines hyperphysiologischen katabolen Belastungsprotokolls, was mit einer Reduktion 

der GAG-Synthese einherging (Hecht et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit wurde eine vari-

able Stimulation der SOX9-Expression auf mRNA- und Proteinebene in MSC-basierten 

Chondrozyten in Antwort auf das für AC anabole Belastungsprotokoll beobachtet, die im Mit-

telwert keine Regulation durch die Belastung zeigte. Gleichzeitig trat eine reduzierte GAG-

Synthese nach Belastung auf. SOX9 wird durch den TGF-β- und BMP-Signalweg stimuliert 

(Dexheimer et al. 2016; Healy et al. 1999; Hellingman et al. 2011; Thielen et al. 2019) und 

kann durch den NFkB-Signalweg inhibiert werden (Murakami et al. 2000; Sitcheran et al. 

2003). In der Tat stimulierte eine NFkB-Inhibition die basalen SOX9-Proteinspiegel in MSC-

basierten Chondrozyten, eine robuste Stimulation von SOX9 unter Belastung wurde jedoch 

nicht installiert. Somit bleibt offen, welche Signalwege an der variablen SOX9-Regulation nach 

Belastung von MSC-basierten Chondrozyten beteiligt sind. 
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5.5.1 Einfluss von anabolen Signalwegen auf die EZM-Synthese 

 

In dieser Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob anabole Signalwege als Mecha-

noadaptierungsparameter in AC und MSC-basierten Chondrozyten gleichermaßen durch die 

Belastung reguliert wurden. Als Kandidaten wurden der TGF-β- und BMP-Signalweg gewählt, 

die im Knorpel maßgeblich an der Produktion von Matrixmolekülen beteiligt sind. Wie aus Vor-

arbeiten bekannt war, wurde weder eine Stimulation der pSMAD2-Spiegel noch der 

pSMAD1/5-Spiegel durch die gewählte Belastungsepisode beobachtet, obwohl die GAG-Syn-

these in AC an Tag 35 und die BMP2- und BMP6-Expression signifikant stimuliert waren. Auch 

MSC-basierte Chondrozyten reagierten hier auf die Belastung nicht mit einer Regulation der 

pSMAD2- und pSMAD1/5-Spiegel, obwohl auch hier BMP2 und BMP6 durch die Belastung 

stimuliert waren. In der Literatur finden sich widersprüchliche Ergebnisse zur belastungsindu-

zierten Regulation von pSMAD2/3 in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe. Eine Studie be-

stätigt, dass pSMAD2/3 nicht durch mechanische Belastung reguliert ist (Aisenbrey und Bryant 

2019), jedoch wurde auch ein supprimierender Effekt der Belastung auf pSMAD2/3 beobachtet 

(Zhang et al. 2015). Da jedoch unterschiedliche Belastungsprotokolle und Kulturbedingungen 

verwendet wurden, sind die beschriebenen Effekte der Belastung nicht direkt mit der vorlie-

genden Arbeit vergleichbar. In der Literatur wurde eine Inhibition von pSMAD1/5/9 beschrie-

ben (Aisenbrey und Bryant 2019; Zhang et al. 2015), was im Widerspruch zu der ausbleiben-

den Regulation von pSMAD1/5/9 in der vorliegenden Arbeit steht. Auch hier lassen sich diese 

Studien mit der vorliegenden Arbeit nicht direkt vergleichen, da unterschiedliche Kulturbedin-

gungen und Belastungsprotokolle verwendet wurden.  

Dass pSMAD2 in dieser Arbeit nicht durch die Belastung reguliert war, könnte daran liegen, 

dass dieses bereits durch die kontinuierliche Kultur in TGF-β-haltigem Medium so stark stimu-

liert wurde, dass selbst unter einer zusätzlichen BMP-Expression keine zusätzliche Stimulation 

sichtbar war. Dass pSMAD1/5/9 in der vorliegenden Arbeit nicht durch die Belastung reguliert 

war, kann durch verschiedene Faktoren bedingt sein. Zwar induzierte die Belastung die Ex-

pression der beiden Liganden BMP2 und BMP6, jedoch könnte die hohe TGF-β-Konzentration 

im Medium BMP-induzierte Effekte maskieren (Aisenbrey und Bryant 2016; Aisenbrey und 

Bryant 2019; Steinmetz und Bryant 2012). Des Weiteren wurde nicht untersucht, ob sich die 

erhöhte BMP2- und BMP6-Expression innerhalb der dreistündigen Belastung erfolgreich auf 

Proteinebene übersetzt hat und eine Sekretion der Liganden für eine autokrine Rezeptorsti-

mulation stattgefunden hat. Um Defizite in der EZM-Synthese MSC-basierter Chondrozyten 

nach Belastung abzumildern, wurde jedoch die BMP6-Konzentration im Medium durch Zugabe 

von rekombinantem humanem BMP6 erhöht. Eine Inhibition des BMP-Signalwegs sollte des-

sen Beitrag in der Aufrechterhaltung der EZM-Syntheseleistung von AC entschlüsseln. In 

früheren Studien unserer Gruppe wurde gezeigt, dass die GAG-Ablagerung in MSC-Pellets 

unter Beteiligung des BMP-Signalwegs erfolgte (Dexheimer et al. 2016) und dass eine 
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Stimulation von Pellets mit MSC aus Fettgewebe mit BMP6 in einer gesteigerten GAG-Abla-

gerung resultierte (Hennig et al. 2007). Weder reagierten MSC-basierte Chondrozyten auf die 

gesteigerte BMP6-Konzentration mit einer Steigerung der EZM-Synthese, noch wurde eine 

Inhibition der GAG-Synthese in AC erzielt, so dass der BMP-Signalweg keine kritische Rolle 

in der EZM-Syntheseleistung nach Belastung spielte. Dies könnte durch die hohe TGF-β-Ver-

fügbarkeit im chondrogenen Medium bedingt sein, da eine hohe Aktivität des TGF-β-Signal-

wegs mögliche Effekte des BMP-Signalwegs maskieren könnte.  

Demzufolge hatten die beiden wichtigen anabolen Signalwege TGF-β und BMP keinen kriti-

schen Einfluss auf die belastungsinduzierte Regulation der EZM-Synthese, dem Hauptzielpa-

rameter der Mechanoadaptierung in dieser Arbeit. Da katabole Signalwege die Mechanoadap-

tierung beeinflussen könnten, wurden ausgewählte katabole Signalwege und aktive Moleküle 

näher untersucht. 

 

5.5.2 Einfluss von katabolen Signalwegen auf die EZM-Synthese 

 

5.5.2.1 Einfluss von NFκB auf die EZM-Synthese 
 

Da NFκB mit katabolen Effekten auf Knorpelgewebe assoziiert ist (Marcu et al. 2010), wurde 

in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob unterschiedliche NFκB-Spiegel in AC versus MSC-

basierten Chondrozyten vorlagen und ob NFκB durch mechanische Belastung aktiviert wurde. 

Es konnten jedoch weder unterschiedliche NFκB-Spiegel, noch eine Mechanoinduktion von 

p65 in AC und MSC-basierten Chondrozyten beobachtet werden. Dies könnte daran liegen, 

dass die gewählte Analyse der NFκB-Spiegel mittels Western Blot nicht die optimale Methode 

für eine Detektion von NFκB darstellte. In anderen Studien wurde vielmehr eine Translokation 

von NFκB-Transkriptionsfaktoren in den Nukleus evaluiert. Wir wählten für die Detektion mit-

tels Western Blot einen p65-Antikörper, mit dem spezifisch aktives p65 detektiert werden 

sollte, um den NFκB-Nachweis mittels Western Blot zu ermöglichen. Jedoch war es technisch 

schwierig, einen zufriedenstellenden p65-Nachweis mittels Western Blot zu erhalten. Eine ver-

gleichende Analyse der aktiven p65-Spiegel in der zytosolischen vs. der Kernphase könnte 

zukünftig einen besseren p65-Nachweis ermöglichen, sofern der verwendete Kollagen I/III-

Träger eine Isolation der Kernphase erlaubt. Eine Belastungsinduktion von NFκB wurde bis-

lang nur in wenigen Studien mit Knorpelersatzgewebe untersucht. So zeigte sich eine leichte 

Erhöhung der phosphorylierten IκBα-Spiegel nach 15-30 min dynamischer Kompression (30 

%) von C3H10T1/2-Zellen in einem poly(ε-Caprolacton)-Träger (Nam et al. 2009). Eine nukle-

are Translokation von NFκB wurde nur bei paralleler Stimulation mit IL1-β für bovine Chond-

rozyten in Agaroseträgern, die einer geringen Belastung von 0-15% Kompression ausgesetzt 

wurden, berichtet (Akanji et al. 2010). Somit bleibt zwar auch unter Einbezug der vorliegenden 

Daten offen, ob p65 durch mechanische Belastung in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe 
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stimuliert werden kann, jedoch weist die gesteigerte belastungsinduzierte EZM-Synthese unter 

NFκB-Inhibition darauf hin, dass der NFκB-Signalweg durch mechanische Belastung induziert 

wurde. 

Da NFκB mit katabolen Effekten assoziiert ist (Marcu et al. 2010), sollte der Einfluss von NFκB 

auf die EZM-Synthese mithilfe einer NFκB-Inhibition untersucht werden. Eine Inhibition mittels 

Bay11-7082, einem gängigen NFκB-Inhibitor, an Tag 21 konnte die belastungsinduzierte Re-

duktion der GAG- und Kollagensynthese abmildern und bewies somit einen inhibierenden Ein-

fluss von NFκB auf die belastungsinduzierte EZM-Synthese in MSC-basierten Chondrozyten. 

Zwar wurde in der Literatur schon eine Korrelation zwischen der Mechanoinduktion von NFκB 

und der Reduktion des EZM-Gehalts oder der Expression chondrogener Marker in Chondro-

zyten beschrieben (Anghelina et al. 2008; Deschner et al. 2003), ein kausaler Zusammenhang 

wurde bislang jedoch noch nicht gezeigt. Demzufolge wurde in dieser Arbeit erstmals ein Bei-

trag des NFκB-Signalwegs zur Mechanoadaptierung von MSC-basierten Chondrozyten be-

richtet, was einen wichtigen Schritt zur Entschlüsselung der Mechanismen der Mechanoadap-

tierung in Knorpelersatzgewebe darstellt. Eine gezielte Inhibition von NFκB könnte dazu die-

nen, Tissue Engineering Ansätze zur Herstellung von funktionellem Knorpelersatzgewebe ba-

sierend auf MSC zu verbessern. 

Um herauszufinden, durch welchen Mechanismus die Reduktion der EZM-Synthese unter 

NFκB-Inhibition abgemildert wurde, wurden die Proteinspiegel des wichtigen chondrogenen 

Transkriptionsfaktors SOX9 analysiert. Durch die NFκB-Inhibition wurden die basalen Spiegel 

von SOX9 auf Proteinebene in zwei der drei untersuchten Spenderpopulationen erhöht, was 

möglicherweise einen positiven Effekt auf die belastungsinduzierte EZM-Synthese haben 

könnte. Jedoch zeigten sich keine signifikant höheren basalen EZM-Syntheseraten unter 

NFκB-Inhibition. Außerdem waren die SOX9-Spiegel nach Belastung variabel reguliert, so 

dass keine AC-typische belastungsinduzierte SOX9-Stimulation erreicht wurde. Zwar ist ein 

inhibierender Effekt von NFκB auf SOX9 in der Literatur bekannt (Murakami et al. 2000; 

Sitcheran et al. 2003), jedoch konnte dieser in der vorliegenden Studie nicht eindeutig anhand 

der hier verwendeten Fallzahl bestätigt werden. Ferner wurde auch kein Unterschied der me-

chanosensitiven Gene und chondrogenen Marker unter NFκB-Inhibition beobachtet. Dass die 

NFκB-Zielgene FOS (Li et al. 2004), COX2 (Ackerman et al. 2008; Kaltschmidt et al. 2002; 

Yamamoto et al. 1995) und BMP2 (Feng et al. 2003; Fukui et al. 2006) nicht durch die NFκB-

Inhibition beeinflusst wurden, könnte auch bedeuten, dass der verwendete NFκB-Inhibitor 

Bay11-7082 keine hochpotente Inhibition des NFκB-Signalwegs erlaubte, was jedoch der Mil-

derung der belastungsinduzierten Reduktion der EZM-Synthese und der gesteigerten SOX9-

Proteinspiegel in zwei von drei Spenderpopulationen widerspricht. Naheliegend ist, dass die 

mechanosensitiven Gene unter Belastung durch den Beitrag weiterer Signalwege ergänzend 

stimuliert wurden. Da die NFκB-Inhibition auf Genexpressionsebene im Gegensatz zur Pro-

teinebene nicht zu einer Steigerung der basalen SOX9-Spiegel führte, deutet dies an, dass 
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der NFκB-Signalweg SOX9 nicht auf transkriptionaler, sondern auf der posttranskriptionalen 

Ebene inhibiert. Auch die abgemilderte Senkung der Kollagensynthese bei unveränderter be-

lastungsinduzierter Reduktion der COL2A1-Expression unter NFκB-Inhibition weist darauf hin, 

dass der NFκB-Signalweg die Kollagensynthese nicht auf der Transkriptionsebene inhibiert 

und dass andere Signalwege an der gesenkten COL2A1-Expression durch Belastung beteiligt 

sein müssen. Zukünftig gilt es, den exakten Mechanismus, wie NFκB die EZM-Synthese 

hemmt, zu entschlüsseln. 

 

5.5.2.2 Einfluss von NO auf die EZM-Synthese 
 

Die dreistündige Belastungsepisode stimulierte die NO-Produktion in AC- und MSC-basiertem 

Knorpelersatzgewebe. Eine belastungsinduzierte Produktion von NO wurde bereits für MSC-

basiertes Knorpelersatzgewebe berichtet. So zeigte eine Studie von Gardner et al., dass MSC 

in einem Fibrinträger nach kombinierter dynamischer Scher- (±25°, 1 Hz) und Kompressions-

belastung (10 % + 10 % Vorkompression, 1 Hz, 1 h/Tag, Tag 2-7) mit einer signifikanten NO-

Produktion an Tag 2, 4, 6 und 8 reagierten (Gardner et al. 2016). Zwar wurde NO in der Lite-

ratur vorwiegend als kataboler Signalweg beschrieben, allerdings zeigte sich eine belastungs-

induzierte Stimulation von NO sowohl in AC, die nach Belastung an Tag 21 die GAG-Synthese 

aufrechterhielten, als auch in MSC-basierten Chondrozyten, die mit einer Reduktion der GAG-

Synthese reagierten. Eine Studie von Taskiran et al. zeigte, dass eine IL1-vermittelte Reduk-

tion der GAG-Synthese in Kaninchenknorpelexplantaten durch Inhibition von NO abgemildert 

werden konnte (Taskiran et al. 1994). Da mechanische Belastung und IL1 wahrscheinlich nicht 

die gleichen Wirkmechanismen haben und weil ein anderes System verwendet wurde, lässt 

sich die vorliegende Arbeit nicht mit der Studie von Taskiran et al. vergleichen. In der Literatur 

finden sich widersprüchliche Ergebnisse zu der Frage, ob eine belastungsinduzierte NO-Sti-

mulation mit einer Steigerung (Das et al. 1997) oder einem Verlust von GAG (Fioravanti et al. 

2010) korreliert. Basierend auf den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit scheint eine Sti-

mulation von NO durch Belastung ein generelles Merkmal der Mechanoantwort von AC und 

MSC-basierten Chondrozyten zu sein, das nicht in direkter Regulation zur GAG-Synthese 

steht.  

 

5.5.3 Einfluss von Signalwegen mit anaboler und kataboler Wirkung auf die EZM-

Synthese 

 

5.5.3.1 Einfluss von COX2/PGE2 auf die EZM-Synthese 
 

Im Rahmen der Analyse der Expression mechanosensitiver Gene in AC und MSC-basierten 

Chondrozyten fiel auf, dass beide mit einer Stimulation der COX2-Expression reagierten und 
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auch die PGE2-Konzentration im konditionierten Medium beider Zelltypen signifikant durch die 

Belastung erhöht wurde. Somit wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals eine Mechanoinduk-

tion von COX2/PGE2 in MSC-basierten Chondrozyten berichtet. Ein Vergleich der basalen Ex-

pressionsspiegel der mechanosensitiven Gene zwischen AC und MSC-basierten Chondrozy-

ten zeigte eine signifikant höhere basale BMP2- und COX2-Expression in MSC-basierten 

Chondrozyten, während für SOX9 keine signifikanten Unterschiede erhalten wurden. Während 

der Arthroseentstehung ist die BMP2-Expression im Knorpel erhöht und kann die Expression 

von Aggrekanasen induzieren, was einen remodellierenden Effekt auf die Knorpelmatrix aus-

übt (Blaney Davidson et al. 2007). COX2 wird ebenfalls in Arthroseknorpel vermehrt exprimiert 

und der COX2/PGE2-Signalweg ist mit katabolen Vorgängen im Arthroseknorpel, insbeson-

dere mit der Degradation der Knorpelmatrix, assoziiert. Die Literatur zu PGE2 liefert jedoch 

widersprüchliche Ergebnisse bezüglich der Relevanz von PGE2 in der Knorpelmatrixsynthese 

(Guilak et al. 2004). In frühen Studien konnte gezeigt werden, dass PGE2 die Chondrogenese 

mesenchymaler Kulturen von Hühner-Extremitätsknospen förderte (Biddulph et al. 1991; 

Biddulph et al. 2000; Capehart und Biddulph 1991; Gay und Kosher 1984; Kosher und Walker 

1983). Eine in vitro Studie mit klassischer MSC-Pelletkultur zeigte, dass PGE2 zur GAG-Abla-

gerung beitrug (Pountos et al. 2021).  

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass BMP2 und PGE2 sich gegenseitig stimulieren 

(Haversath et al. 2012; Li et al. 2014; Nakagawa et al. 2007). BMP2 und PGE2 können nach-

geordnet die gleichen Signalwege, nämlich den cAMP/PKA- und MAPK-Signalweg, aktivieren 

(Haversath et al. 2012). Die erhöhte BMP2 und COX2-Expression in MSC-basierten Chond-

rozyten könnte demnach auf erhöhte katabole Vorgänge durch Beteiligung des cAMP/PKA-

Signalwegs hindeuten, der auch als wichtiger nachgeordneter Mediator des PTHrP-Signal-

wegs bekannt ist. Ein Vergleich der PGE2-Spiegel wies deutlich höhere Konzentrationen in 

MSC-basierten Chondrozyten vs. AC nach und bestätigte somit, dass sich die höhere COX2-

Expression in MSC-basierten Chondrozyten auch auf eine höhere PGE2-Produktion über-

setzte. Jedoch wurde kein Unterschied in der basalen EZM-Synthese zwischen AC und MSC-

basierten Chondrozyten beobachtet, was einen generellen katabolen Effekt von PGE2 nicht 

bekräftigen konnte. Vielmehr wurde eine hohe PGE2-Konzentration als ein generelles Charak-

teristikum der Kultur von MSC unter chondrogenen Bedingungen bewertet, da auch im Verlauf 

der Pelletkultur ab Tag 14 deutlich höhere PGE2-Spiegel im Vergleich zu AC unter den glei-

chen Kulturbedingungen beobachtet wurden. Andere Studien zeigten unterschiedliche PGE2-

Spiegel zwischen AC, die in einem Träger kultiviert wurden und MSC in Pelletkultur (Pountos 

et al. 2011; Pountos et al. 2021), so dass die vorliegende Arbeit die erste ist, die diesen Un-

terschied zwischen AC und MSC-basierten Chondrozyten unter den gleichen Kulturbedingun-

gen beschreibt. Wodurch die höheren PGE2-Spiegel in MSC-basierten Chondrozyten bedingt 

sind, gilt es zukünftig herauszufinden. Möglicherweise könnte die Hypertrophie MSC-basierter 

Chondrozyten, die sich ab Tag 14 bereits in Form von signifikant höheren Expressionsspiegeln 
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hypertropher Marker wie COL10A1 im Vergleich zu AC abzeichnet (Pelttari et al. 2006), eine 

Rolle spielen. 

 

5.5.3.2 Einfluss von PTHrP/cAMP/PKA auf die EZM-Synthese 
 

Eine Stimulation des PKA-Signalwegs durch Belastung wurde im Rahmen einer näheren Be-

trachtung des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs untersucht. Die dreistündige Belastungsepisode 

induzierte die Expression von PTHLH in AC- und MSC-basierten Chondrozyten. Erstmalig 

konnte die belastungsinduzierte Stimulation von PTHLH in humanen MSC-basierten Chond-

rozyten beobachtet werden und somit die für Dehnungsreize bekannte Mechanosensitivität 

von PTHLH auch für diesen Zelltyp gezeigt werden. Außerdem ist diese Arbeit die erste Studie, 

die eine Stimulation von PTHLH durch zyklische Kompression in humanen Chondrozyten be-

richtet. Belastungsinduzierte Effekte konnten teilweise durch eine Stimulation von nicht-belas-

teten Proben mit PTHrP(1-34) oder dem synthetischen cAMP Analog dbcAMP, einem nach-

geordneten Mediator des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs, imitiert werden. So wurde das be-

kannte PTHrP-Zielgen, der pro-hypertrophe Transkriptionsfaktor MEF2C (Browe et al. 2019; 

Dreher et al. 2020), sowie BMP6 und FOS in allen drei Gruppen stimuliert, was andeutete, 

dass PTHrP einen Beitrag zur belastungsinduzierten Regulation dieser Gene haben könnte. 

In dieser Arbeit war eine Identifikation der von den Zellen produzierten PTHrP-Isoformen auf 

Proteinebene technisch nicht möglich, so dass nicht bekannt ist, ob und welche PTHrP-Iso-

formen von den Zellen in Reaktion auf Belastung auf Proteinebene produziert wurden. Da das 

in dieser Arbeit verwendete PTHrP(1-34), welches ausschließlich den Gαs-Weg aktiviert, be-

lastungsinduzierte Effekte nicht vollständig imitieren konnte, ist naheliegend, dass die Zellen 

auch andere PTHrP-Isoformen produzieren, über die beispielsweise der PKC-Signalweg und 

der Ca2+-Signalweg aktiviert werden könnten. In der Literatur ist bekannt, dass PTHrP-Isofor-

men unterschiedlicher Länge auch die Dauer der Signalaktivierung beeinflussen. So wurde 

gezeigt, dass der PTHrP(1-141)/PTH-Rezeptorkomplex von Osteoblasten durch Endozytose 

internalisiert werden kann, was zu einem andauernden cAMP-Signal im Endosom führte. Bei 

der Verwendung von PTHrP(1-34) wurde keine Endozytose beobachtet und die cAMP-Pro-

duktion stoppte, sobald PTHrP(1-34) entfernt wurde. Dieser Effekt spiegelte sich auch bei der 

Regulation der PTHrP-Zielgene IL6 und RANKL wider, deren Induktion unter PTHrP(1-141) 

länger andauerte als unter PTHrP(1-34) (Ho et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit wurde die 

Endozytose nicht untersucht, so dass offen bleibt, ob dieser Mechanismus durch die Belastung 

eingeleitet wurde. Des Weiteren wurden durch die Belastung auch weitere Signalmoleküle wie 

NO- und COX2/PGE2 aktiviert, so dass eine vollständige Imitation der Belastungsantwort 

MSC-basierter Chondrozyten durch PTHrP(1-34) nicht erwartet wurde.  

Neben dem PTHrP-Signalweg kann auch der PGE2-Signalweg die cAMP-Produktion aktivie-

ren (Haversath et al. 2012), so dass nicht klar ist, ob die gesteigerte cAMP-Produktion unter 
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Belastung über den PTHrP- oder den PGE2-Signalweg vermittelt wird. Da beide Signalwege 

durch die Belastung stimuliert wurden, ist ein Beitrag beider Signalwege zur belastungsindu-

zierten cAMP-Produktion wahrscheinlich. Eine Inhibition des PGE2-Signalwegs könnte Auf-

schluss über dessen Rolle in der belastungsinduzierten Aktivierung der cAMP-Produktion ge-

ben, wurde in dieser Arbeit jedoch nicht durchgeführt, da PGE2 auch in AC signifikant durch 

die Belastung stimuliert wurde, so dass eine mechanosensitive Stimulation von PGE2 nicht mit 

katabolen Effekten korrelierte.  

Eine Inhibition des PTH-Rezeptors mittels PTHrP(7-34) zeigte keinen überzeugenden Effekt 

auf die GAG-Synthese unter Belastung. Daher wurde ein Adenylylcyclase-Inhibitor, MDL-

12,330A, verwendet. Die Adenylylcyclase katalysiert die cAMP-Produktion und ist einer PTH-

Rezeptoraktivierung nachgeschaltet. Die Inhibition der Adenylylcyclase resultierte in einer Ver-

ringerung der belastungsinduzierten Reduktion der GAG-Synthese in MSC-basierten Chond-

rozyten. Da der Inhibitor der Adenylylcyclase die belastungsinduzierte Stimulation von cAMP 

jedoch nicht abmildern konnte, könnte dies auf eine zu geringe Sensitivität des verwendeten 

ELISAs hinweisen. Möglich ist auch, dass der Inhibitor eine ohnehin schon niedrige cAMP-

Konzentration nicht weiter reduzieren konnte. In der Literatur wurde ebenfalls beschrieben, 

dass MDL-12,330A geringe, basale cAMP-Konzentrationen nicht weiter verringerte. So redu-

zierten Johnson et al. eine durch Flüssigkeitsscherbelastung induzierte cAMP-Konzentration 

in C3H10T1/2-Zellen mithilfe von 10 µM MDL-12,330A, wobei die basale cAMP-Konzentration, 

wie auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt, nicht durch den Inhibitor reduziert wurde (Johnson 

et al. 2018). Des Weiteren könnten noch andere Mechanismen an der belastungsinduzierten 

cAMP-Produktion beteiligt sein. Neben Gαs kann die Adenylylcyclase auch über andere Mo-

leküle aktiviert werden, darunter intrazelluläres Ca2+ (Hofer 2012), welches als mechanosen-

sitiv beschrieben ist (Lee et al. 2017) und auch über PTHrP induziert werden kann (Martin 

2016). Unter physiologischer Belastung übte Ca2+ über Transient Receptor Potential Vanilloid 

4 (TRPV4)-Ca2+-abhängige Ionenkanäle eine anabole Wirkung auf Chondrozyten aus, wäh-

rend Piezo1/2-Kanäle in die Mechanotransduktion unter hyperphysiologischer Belastung in-

volviert waren (Lee et al. 2017). Ob Ca2+ auch unter den hier verwendeten Bedingungen durch 

die Belastung induziert wurde und ob dies zur differenziellen Regulation der EZM-Synthese in 

AC vs. MSC-basierten Chondrozyten beitrug, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht geprüft, 

sollte aber in zukünftigen Studien untersucht werden. Letztlich lässt sich nicht ausschließen, 

dass MDL-12,330A unter Belastung keine ausreichende Aktivität hatte, obwohl diese zuvor in 

einer Konzentrationsreihe vor der Anwendung bei Belastung überprüft wurde. Somit konnten 

in dieser Arbeit Hinweise gefunden werden, dass der PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg an der 

Reduktion der EZM-Synthese nach Belastung beteiligt ist. Weitere Studien mit höherer Fall-

zahl sind jedoch nötig, um die Aussagekraft der in dieser Arbeit erhaltenen Resultate zu ver-

stärken. 
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5.6 Einfluss mechanischer Belastung auf den Zellphänotyp MSC-basierter 
Chondrozyten 
 

Die dreistündige Belastungsepisode reduzierte die bekannten hypertrophen Marker COL10A1, 

MEF2C und IHH, sowie die osteogenen Marker ALPL und IBSP in MSC-basierten Chondro-

zyten an Tag 21. Dies ging jedoch mit einer signifikanten belastungsinduzierten Reduktion der 

COL2A1-Expression einher und eine Normalisierung auf COL2A1 löschte die meisten Regu-

lationen aus. Nur PTHLH blieb nach der Normalisierung auf den Differenzierungsstatus stimu-

liert und PTH1R an Tag 21 reduziert. Somit inhibierte die einmalige Anwendung des Belas-

tungsprotokolls nicht spezifisch den hypertrophen Zellphänotyp MSC-basierter Chondrozyten, 

sondern allgemein die Differenzierung der Zellen. In der Literatur sind für den Effekt mechani-

scher Belastung auf Differenzierung und Hypertrophie vielfältige Ergebniskombinationen zu 

finden. So wurde eine Reduktion der Differenzierung und Hypertrophie, wie es auch in der 

vorliegenden Arbeit der Fall ist, nur in einer Studie beobachtet (Steinmetz und Bryant 2011). 

Andere Studien zeigten keinen Effekt auf die Differenzierung, aber eine reduzierte Hypertro-

phie (Aisenbrey und Bryant 2016; Aisenbrey und Bryant 2019), eine Steigerung von Differen-

zierung und Hypertrophie (Jahangir et al. 2020), eine Steigerung der Differenzierung und kei-

nen Effekt auf die Hypertrophie (Guo et al. 2016; Li et al. 2010; Sawatjui et al. 2018), eine 

Steigerung der Differenzierung unter reduzierter Hypertrophie (Steinmetz et al. 2015; Zhang 

et al. 2015) und eine Steigerung der Hypertrophie unter reduzierter Differenzierung (Steinmetz 

und Bryant 2012). Außerdem gibt es Arbeiten, in denen kein signifikanter Effekt der Belastung 

auf Differenzierung und Hypertrophie ersichtlich war (Campbell et al. 2006; McDermott et al. 

2021). Diese Vielfalt an unterschiedlichen Effekten lässt sich durch die verschiedenen Kultur-

bedingungen und verwendeten Belastungsprotokolle erklären. Somit hatte die hier verwendete 

dreistündige Belastungsepisode keinen spezifischen anti-hypertrophen Effekt, sondern 

stoppte die Differenzierung MSC-basierter Chondrozyten. 

Die vorliegende Arbeit ist die erste, die eine Mechanoinduktion von PTHLH in AC und MSC-

basierten Chondrozyten nach zyklischer Kompression zeigt. In der Literatur wurde ein Beitrag 

von PTHrP in einer Hypoxie-induzierten Reduktion der Hypertrophie gezeigt (Browe et al. 

2019). Da PTHrP die Differenzierung regulieren kann (Fischer et al. 2014; Mueller et al. 2013; 

Weiss et al. 2010), wurde die Hypothese geprüft, dass die belastungsinduzierte Reduktion der 

Differenzierung als Folge einer PTHrP-Stimulation auftritt. In dieser Arbeit konnte jedoch eine 

Stimulation von MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe mit PTHrP(1-34) oder dbcAMP die be-

lastungsinduzierte Inhibition von COL2A1 nicht simulieren, so dass die Hypothese nicht erfüllt 

wurde und weitere Signalwege an der Hemmung der Differenzierung durch mechanische Be-

lastung beteiligt sein müssen. Weiterführende Inhibitionsexperimente mit höherer Fallzahl 

oder ein PTHLH-Knockdown könnten dazu dienen, den Einfluss des PTHrP-Signalwegs auf 

den Zellphänotyp MSC-basierter Chondrozyten vollständig zu entschlüsseln. 
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5.7 Limitierungen der Studie 
 

Aufgrund der mangelnden Verfügbarkeit von nativem, gesundem Knorpel wurden in der vor-

liegenden Arbeit AC aus makroskopisch intaktem Knorpel des Tibiaplateaus und der Femur-

kondylen von OA-Patient*innen verwendet. Trotz großer Sorgfalt bei der Isolation der Zellen 

kann nicht ausgeschlossen werden, dass der OA-Hintergrund der Zellen die Antwort auf me-

chanische Belastung beeinflusst haben könnte. Die verwendeten AC reagierten nach 21 Ta-

gen mit einem Erhalt und nach 35 Tagen mit einer Steigerung der GAG-Synthese und antwor-

teten somit wie für native AC erwartet auf das verwendete physiologische Belastungsprotokoll. 

Solange jedoch keine vergleichende Analyse mit AC aus Knorpel gesunder Spender vorliegt, 

sollte der OA-Hintergrund der Zellen beachtet werden. 

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Mechanokompetenz von AC- und MSC-

basiertem Knorpelersatzgewebe nur anhand eines Belastungsprotokolls, das in Vorarbeiten 

etabliert und als physiologisch bewertet wurde, untersucht. Somit bleibt offen, ob AC vs. MSC-

basierte Chondrozyten auch bei der Verwendung anderer Belastungsprotokolle eine ähnliche 

Mechanotransduktion und eine unterschiedliche Mechanoadaptierung aufweisen würden. 

Möglicherweise könnte eine Verringerung der Kompressionsstärke, Frequenz und/oder Belas-

tungsdauer MSC-basierten Chondrozyten eine anabole Belastungsantwort ermöglichen. Be-

sonders interessant könnte ein Vergleich zwischen AC und MSC-basierten Chondrozyten bei 

Anwendung eines Belastungsprotokolls sein, für das bereits bekannt ist, dass MSC-basierte 

Chondrozyten mit einer Stimulation chondrogener Marker reagieren (Pelaez et al. 2009; 

Sawatjui et al. 2018; Schatti et al. 2011). Dabei sollte geprüft werden, ob MSC-basierte Chond-

rozyten auch unter den für sie physiologischen Bedingungen den AC bezüglich der EZM-Syn-

these unterlegen sind. Eine vergleichende Analyse der Mechanotransduktion und Mecha-

noadaptierung beider Zelltypen bei Belastungsprotokollen mit unterschiedlichen Effekten auf 

die EZM-Synthese könnte es erlauben, allgemeine mechanosensitive Zellreaktionen von sol-

chen, die spezifisch mit katabolen oder anabolen Prozessen in Verbindung stehen, zu identi-

fizieren. Dies würde ein besseres Verständnis der molekularen Mechanismen und Einflussfak-

toren der Mechanokompetenz von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe ermögli-

chen. 

Ein weiterer Faktor, der die Mechanokompetenz von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatz-

gewebe beeinflussen könnte, sind hypoxische Bedingungen, die für nativen Gelenkknorpel 

physiologisch sind. So wurde gezeigt, dass die mechanosensitive NO- und PGE2-Produktion 

in porcinen Knorpelexplantaten nur unter normoxischen Bedingungen erfolgte, während unter 

Hypoxie keine Stimulation von NO und PGE2 beobachtet werden konnte (Fermor et al. 2005). 

Eine Inhibition der NOS2 konnte die Stimulation von PGE2 jedoch wieder installieren, was für 

NO nicht der Fall war, so dass PGE2 eher von der NO-Konzentration als von der Sauerstoff-

konzentration abhängig zu sein schien. Ob auch weitere mechanosensitive Moleküle und 
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Prozesse durch die limitierte Sauerstoffverfügbarkeit bei Hypoxie im Gelenkknorpel beeinflusst 

werden, ist noch nicht entschlüsselt und es ist unklar, welchen Einfluss dies auf die Mecha-

notransduktion und Mechanoadaptierung von AC- und MSC-basierten Chondrozyten haben 

könnte. Daher gilt es zukünftig, die Mechanokompetenz von AC- und MSC-basiertem Knor-

pelersatzgewebe auch unter Hypoxie zu untersuchen, um die physiologischen Bedingungen 

im Gelenk noch besser zu simulieren. 
 
5.8 Fazit und Ausblick 
 
Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig die Rolle von Zellherkunft und 

Signalkaskaden für die Mechanokompetenz von Knorpelersatzgewebe aufgeklärt. AC- und 

MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe zeigten zwar nahezu gleiche Mechanokopplungs- und 

Mechanotransduktionsparameter, jedoch reagierten MSC-basierte Chondrozyten empfindli-

cher als AC auf das dreistündige physiologische Belastungsprotokoll und zeigten eine gestörte 

Mechanoadaptierung in Form einer reduzierten EZM-Synthese. Somit erwarben MSC in gän-

gigen Differenzierungsverfahren nicht die Mechanokompetenz von AC. Eine Untersuchung 

der Rolle der für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe bekannten anabolen Signalkaskaden 

TGF-β und BMP, sowie von Signalkaskaden mit kataboler (NFκB und NO) oder variabler 

(PGE2 und PTHrP) Wirkung, legte einen Beitrag des NFκB- und des PTHrP/cAMP/PKA-Sig-

nalwegs in der differenziellen Mechanokompetenz von AC- und MSC-basiertem Knorpeler-

satzgewebe nahe. Eine Inhibition kataboler Einflüsse des NFκB-Signalwegs war eine wichtige 

Maßnahme, um die basalen Spiegel des bedeutenden chondrogenen Transkriptionsfaktors 

SOX9 in MSC-basierten Chondrozyten zu steigern und eine Aufrechterhaltung der EZM-Syn-

these unter Belastung zu installieren. Eine Inhibition kataboler Beiträge des 

PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs stellte eine weitere interessante Strategie dar, um die redu-

zierte EZM-Synthese nach Belastung in MSC-basierten Chondrozyten abzumildern.  

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse können nun dazu genutzt werden, die Mecha-

nokompetenz von Knorpelersatzgewebe zu verbessern und funktionelles Gewebe für neue 

Therapieansätze zu züchten sowie um pharmakologische Unterstützungsmaßnahmen zum 

Wohle der Patient*innen zu etablieren. Zukünftige Untersuchungen sollten den Einfluss der 

Matrixzusammensetzung auf die Mechanokompetenz von Knorpelersatzgewebe, insbeson-

dere hinsichtlich der Rolle von COMP, sowie die molekularen Mechanismen der variablen 

SOX9-Regulation in MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe im Fokus behalten.
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6 Zusammenfassung 
 
Da Knorpelgewebe eine limitierte intrinsische Regenerationskapazität hat, sind operative In-

terventionen zur Therapie von Knorpelschäden oftmals unerlässlich. Aktuelle Therapieoptio-

nen bieten jedoch häufig keine langfristig zufriedenstellenden Ergebnisse, so dass der Einsatz 

von Gelenkprothesen meist unvermeidbar ist. Diese bieten, anders als vitales Gewebe, jedoch 

keine Anpassungsmöglichkeiten an ihre mechanische Umgebung. Einen vielversprechenden 

Ansatz zur Herstellung von vitalem Knorpelersatzgewebe stellt das Tissue Engineering dar. 

Allerdings muss sichergestellt werden, dass das in vitro gezüchtete Knorpelersatzgewebe 

auch eine knorpeltypische Mechanokompetenz erwirbt, um die Homöostase des Gewebes 

gewährleisten zu können. Das bedeutet, dass die Aspekte der Mechanokopplung im Gewebe, 

der Mechanotransduktion der Reize ins Zellinnere und ihre Übersetzung in intrazelluläre Sig-

nale, sowie der Mechanoadaptierung denen von nativem Knorpelgewebe entsprechen sollten. 

Ob mesenchymale Stromazellen (MSC), die aufgrund ihrer leichten Isolierbarkeit, hohen 

Proliferationskapazität und chondrogenen Differenzierbarkeit eine vielversprechende Zell-

quelle für die Züchtung von Knorpelersatzgewebe darstellen, die gleiche Mechanokompetenz 

entwickeln wie artikuläre Chondrozyten (AC), war nicht bekannt. Daher verfolgte diese Arbeit 

das Ziel, die Mechanokompetenz von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe zu ver-

gleichen. In dieser Studie konnte qualitativ hochwertiges AC- und MSC-basiertes Knorpeler-

satzgewebe mit vergleichbaren Mechanokopplungsparametern, basierend auf einem ver-

gleichbaren Glykosaminoglykan (GAG)-Gehalt und gleicher Härte, die der von nativem Knor-

pel nahekam, hergestellt werden. Dies erlaubte eine vergleichende Untersuchung der Rolle 

der Zellherkunft für die Mechanotransduktion und Mechanoadaptierung in Knorpelersatzge-

webe. AC und MSC-basierte Chondrozyten reagierten auf eine dreistündige, für AC zuvor als 

physiologisch bewertete zyklische Kompressionsepisode, die dreistündiges Gehen in 10-min 

Intervallen imitierte, mit einer gleichartigen Stimulation der Mechanotransduktionsparameter 

pERK1/2, der Expression mechanosensitiver Gene, mit Ausnahme von SOX9, und von 

microRNAs. Dabei konnte erstmals eine Mechanoinduktion gängiger mechanosensitiver Gene 

auch für humanes MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe gezeigt werden. Ferner wurde erst-

mals eine Mechanostimulation ausgewählter microRNAs in MSC-basierten Chondrozyten be-

legt. Zum ersten Mal wurden die GAG- und Kollagensynthese in MSC-basierten Chondrozyten 

nach zyklischer Kompression bestimmt und ein Vergleich zu AC zeigte, dass MSC-basierte 

Chondrozyten empfindlicher auf das gewählte physiologische Belastungsprotokoll reagierten. 

Somit ergaben sich für MSC-basierte Chondrozyten bei ähnlicher Mechanotransduktion maß-

gebliche Defizite in der Mechanoadaptierung. Um die Ursachen für die differenzielle Mecha-

noadaptierung zu identifizieren, wurde die Rolle von Signalkaskaden mit anaboler, kataboler 

und nicht eindeutig zugeordneter Wirkung untersucht. Der anabole BMP-Signalweg war kein 

limitierender Faktor für die Matrixsyntheseleistung der Zellen. Erstmals wurden eine 
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Mechanoinduktion von PGE2 für humanes MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe sowie eine 

signifikant höhere PGE2-Freisetzung aus MSC- vs. AC-basiertem Knorpelersatzgewebe unter 

gleichen Kulturbedingungen belegt. Eine für MSC-basierte Chondrozyten bereits bekannte 

Freisetzung von NO nach zyklischer Kompression wurde in dieser Studie erstmalig auch für 

humane AC nachgewiesen. Nachweislich katabole Einflüsse von NFκB trugen zur gestörten 

Matrixsynthese in MSC-basierten Chondrozyten nach Belastung bei. Erstmals wurde auch 

eine PTHLH-Stimulation in AC und MSC-basierten Chondrozyten nach dynamischer Kom-

pression belegt. Katabole Einflüsse des PTHrP/cAMP/PKA-Signalwegs deuteten einen Bei-

trag zur reduzierten Matrixsynthese nach Belastung sowie zur Mechanoinduktion einzelner 

mechanosensitiver Gene an. Die Belastung stoppte die Differenzierung MSC-basierter Chond-

rozyten und reduzierte begleitend dazu die Hypertrophie. So hatte die Belastung zwar keinen 

spezifischen anti-hypertrophen Effekt, eine spezifische PTHLH-Stimulation legte allerdings, 

gemeinsam mit einer Reduktion der Matrixsynthese durch PTHrP(1-34), nahe, dass der anti-

chondrogene Effekt der Belastung auch einen Beitrag aus dem PTHrP-Signalweg enthalten 

könnte. 

Diese Studie liefert damit neben der Erweiterung von aus AC bekannten Mechanoadaptie-

rungsparametern um vier Signalkaskaden mit kataboler oder variabler Wirkung auf den Zell-

metabolismus (NFκB, NO, PGE2 und PTHrP) einen bedeutenden Beitrag zur Charakterisie-

rung der Mechanokompetenz von AC- und MSC-basiertem Knorpelersatzgewebe. Durch In-

hibition kataboler Einflüsse von NFκB und dem PTHrP/cAMP/PKA-Signalweg wurden wichtige 

Stellschrauben für die Installation einer Mechanoresistenz von MSC-basierten Chondrozyten 

hin zu Verhältnissen wie in nativen AC erkannt. Diese Erkenntnisse können nun dazu beitra-

gen, funktionelle Tissue Engineering Ansätze zu verbessern und erweiterte pharmakologische 

Behandlungsoptionen nach zellbasierten Knorpeltherapieverfahren zu erwägen. Für zukünf-

tige Studien gilt es, den Einfluss der Matrixzusammensetzung auf die Mechanokompetenz von 

Knorpelersatzgewebe zu untersuchen und die molekularen Ursachen der variableren SOX9-

Regulation durch Belastung in MSC-basierten Chondrozyten zu entschlüsseln.
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Anhang 
 
Verwendetes Belastungsprotokoll für AC-basiertes Knorpelersatzgewebe  
 
#OSZI42 
 
NO_____________REFERENCE MOVE_________________________________________ 
NO 
SHX 
DP0;NO                         SET POSITION COUNTER TO ZERO 
#INDEX 
NO                             MOVE TO FIND HARD END 
JG20000 
BGX 
MG"SUCHE HARDANSCHLAG" 
#LOOP1;NO                      CHECK BUILDUP OF POSITION ERROR 
JP#LOOP1,_TEX<10000;NO         IF NO MORE MOOVEMENT EXIT LOOP1  
NO 
STX 
AMX 
NO                             FIND INDEX  
JG-10000 
MG"STARTE INDEX SUCHLAUF" 
FIX 
BGX 
AMX 
MG"INDEX GEFUNDEN, NULLPUNKT GESETZT" 
WT20000;NO                      WAIT 20 SEC 
NO 
NO_____________SINUSOIDIAL MOVE PROGRAMM______________________________ 
NO 
#SINUS 
n= 0;NO 
#LOOP 
NO 
MG "Starte Pause" 
AM 
WT600000;NO         WAIT 10 min 
PR-2250 
BGX 
MG "Nulllage auf -2250 gesetzt, Starte Sinus" 
AM 
VM XN;NO                       N IS THE VIRTUAL AXIS 
VA 68000000  
VD 68000000 
VS 14137;NO                    VS=2*PI*RADIUS*f 
NO                             DOING 10 CYCLES (3600 DEG) 
i= 0;NO 
#KREIS 
CR 2250,90,21600;NO            RADIUS, START DEG., STOP DEG. 
VE 
BGS 
AM 
i= i+1;NO 
JP#KREIS,i<10;NO 
AM 
PR2250 
BGX 
MG "Nulllage auf 0 gesetzt" 
n= n+1;NO 
JP#LOOP,n<9;NO                 INFINITE LOOP 
AM 
MG "Ende" 
EN 
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NO_____________PROGRAMM END___________________________________________ 
 
 
Verwendetes Belastungsprotokoll für MSC-basiertes Knorpelersatzgewebe 
 
#OSZId21 
 
NO_____________REFERENCE MOVE_________________________________________ 
NO 
SHX 
DP0;NO                         SET POSITION COUNTER TO ZERO 
#INDEX 
NO                             MOVE TO FIND HARD END 
JG20000 
BGX 
MG"SUCHE HARDANSCHLAG" 
#LOOP1;NO                      CHECK BUILDUP OF POSITION ERROR 
JP#LOOP1,_TEX<10000;NO         IF NO MORE MOOVEMENT EXIT LOOP1  
NO 
STX 
AMX 
NO                             FIND INDEX  
JG-10000 
MG"STARTE INDEX SUCHLAUF" 
FIX 
BGX 
AMX 
MG"INDEX GEFUNDEN, NULLPUNKT GESETZT" 
WT20000;NO                      WAIT 20 SEC 
NO 
NO_____________SINUSOIDIAL MOVE PROGRAMM______________________________ 
NO 
#SINUS 
n= 0;NO 
#LOOP 
NO 
MG "Starte Pause" 
AM 
WT600000;NO         WAIT 10 min 
PR-1650 
BGX 
MG "Nulllage auf -1650 gesetzt, Starte Sinus" 
AM 
VM XN;NO                       N IS THE VIRTUAL AXIS 
VA 68000000  
VD 68000000 
VS 10367;NO                    VS=2*PI*RADIUS*f 
NO                             DOING 10 CYCLES (3600 DEG) 
i= 0;NO 
#KREIS 
CR 1650,90,21600;NO            RADIUS, START DEG., STOP DEG. 
VE 
BGS 
AM 
i= i+1;NO 
JP#KREIS,i<10;NO 
AM 
PR1650 
BGX 
MG "Nulllage auf 0 gesetzt" 
n= n+1;NO 
JP#LOOP,n<9;NO                 INFINITE LOOP 
AM 
MG "Ende" 
EN 
NO_____________PROGRAMM END___________________________________________
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seid und mich in schwierigen Momenten dazu motiviert, nicht aufzugeben. Danke, dass ihr 

mich zu dem Menschen gemacht habt, der ich heute bin. 

Andi, ich danke dir für deine Geduld, dein Verständnis, deinen Rückhalt und deine Unterstüt-

zung und dafür, dass du trotz aller Entbehrungen in den letzten Monaten immer für mich da 

warst. 

Ohne euch alle gäbe es diese Arbeit nicht. 

Danke! 
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1. Bei der eingereichten Dissertation zu dem Thema  

 
Biologische Mechanokompetenz von humanem Knorpelersatzgewebe: die Rolle von 
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handelt es sich um meine eigenständig erbrachte Leistung.  

 

2. Ich habe nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und mich keiner unzulässi-

gen Hilfe Dritter bedient. Insbesondere habe ich wörtlich oder sinngemäß aus anderen 

Werken übernommene Inhalte als solche kenntlich gemacht.  

 

3. Die Arbeit oder Teile davon habe ich bislang nicht an einer Hochschule des In- oder Aus-

lands als Bestandteil einer Prüfungs- oder Qualifikationsleistung vorgelegt.  

 

4. Die Richtigkeit der vorstehenden Erklärungen bestätige ich.  

 

5. Die Bedeutung der eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer un-

richtigen oder unvollständigen eidesstattlichen Versicherung sind mir bekannt. Ich versi-

chere an Eides statt, dass ich nach bestem Wissen die reine Wahrheit erklärt und nichts 

verschwiegen habe. 
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