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Eine vielversprechende Zellquelle fiir das Tissue Engineering von Knorpelgewebe stellen
mesenchymale Stromazellen (MSC) dar. Im Gegensatz zu artikularen Chondrozyten (AC) kon-
nen MSC aus regenerierbaren Geweben wie Knochenmark isoliert werden ohne irreversible
Schéden hervorzurufen. Bislang ist die Verwendung von MSC fur die In-vitro-Knorpelneoge-
nese allerdings durch ihre Differenzierung in einen hypertrophen Chondrozytenphénotyp limi-
tiert, der aus der Wachstumsfuge bekannt ist und zu unerwiinschter Knochenbildung fuhrt. Um
MSC zu einem AC-ahnlichen Phanotyp differenzieren zu kdnnen, missen Signalwege identi-
fiziert werden, die fir diese enchondrale statt chondrale Fehldifferenzierung verantwortlich sein
konnten. In diesem Kontext bisher nicht untersucht war der PI3BK/AKT-Signalweg, der in der
Wachstumsfuge als pro-hypertropher Effektor an der Chondrozytenhypertrophie und Knochen-
bildung beteiligt ist. Obwohl AKT wéhrend der MSC-Chondrogenese in vitro durch die Be-
handlung mit Insulin kontinuierlich aktiviert wird, war bisher tUberraschenderweise nicht ge-
klart, ob der PI3BK/AKT-Signalweg die enchondrale Differenzierung von MSC in vitro fordert.
Das Ziel dieser Studie war es daher, die Funktion des PI3K/AKT-Signalweges fiir die MSC-
Chondrogenese in vitro aufzuklaren. Anfangliche Untersuchungen, ob enchondral differenzie-
rende Zellen sensitiver auf AKT-Stimulierung reagierten als chondral differenzierende Zellen,
ergaben eine deutliche Abh&ngigkeit der AKT-Aktivierung vom Differenzierungsstadium.
Trotz identischer und konstanter exogener Stimuli starteten MSC mit niedrigerer AKT-Akti-
vierung in die Knorpelneogenese als AC, steigerten die AKT-Aktivierung bis zum Erreichen
des Stadiums proliferierender Chondroblasten, woraufhin die pAKT-Spiegel in beiden Zellty-
pen mit voranschreitender Chondrozytenreifung abnahmen. Im Einklang mit der beobachteten
Klimax der pAKT-Spiegel in einer Phase intensiver Proliferation trug endogenes FGFR-Sig-
naling zur AKT-Aktivierung bei, das furr seine proliferative Funktion bekannt ist. Im Gegensatz
dazu inhibierte das in supraphysiologischen Konzentrationen verwendete TGFB1 eine potenti-
ell GberméaRige AKT-Aktivierung. Eine Erhéhung der initial niedrigen pAKT-Spiegel steigerte
zwar geringfigig die Proteoglykanablagerung, reduzierte aber vor allem die Zellzahl pro Pellet,
so dass die niedrige initiale AKT-Aktivierung in MSC fir das anfangliche Zelliiberleben beim
Ubergang zur serumfreien chondrogenen 3D-Kultur notwendig war. Zur Beantwortung der
Frage, welche Funktion die erh6hte AKT-Aktivierung in der spaten MSC-Chondrogenese er-
fullt, zeigten Inhibitionsversuche, dass die PI3K/AKT-Signalwegaktivitat fir die Aufrechter-
haltung des Chondrozytenphénotyps und fir die Knorpelmatrixablagerung essentiell war. Zum
ersten Mal beschrieb diese Studie fir die In-vitro-Knorpelneogenese die Notwendigkeit von
PI3K/AKT-Aktivierung fiir addquates TGFB/SMAD2-Signaling und die SOX9-Proteinakku-
mulation und untermauerte die pro-chondrogene Rolle von AKT, die im Kontrast zu In-vivo-
Knockout-Studien steht, wo der Verlust einzelner Signalwegkomponenten offensichtlich besser
kompensiert werden kann. Im Gegensatz zur Wachstumsfuge war fur die MSC-Chondrogenese
keine pro-hypertrophe AKT-Funktion evident, was wahrscheinlich auf die verwendete hohe
Konzentration von anti-hypertroph wirkendem TGFp zuriickzufiihren war. Dass AKT-Aktivie-
rung wahrend der enchondralen MSC-Differenzierung die IBSP-Proteinspiegel reduzierte,



deutete auf eine multifaktorielle AKT-Funktion fiir die MSC-Chondrogenese hin, die neben
einer pro-chondrogenen und in Abwesenheit von TGFp pro-hypertrophen auch eine selektiv
anti-osteogene Wirkung beinhalten konnte.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass MSC im Verlauf der Chondrogenese
unter konstanter Stimulation je nach Differenzierungsstadium ein variables MaR an AKT-Ak-
tivierung benotigen. Da eine friihe AKT-Uberstimulation den Zellverlust verstarkt und spate
PI3K/AKT-Inhibition die Knorpelneogenese beeintrachtigt, mussen Modulationen des
PI3K/AKT-Signalweges sorgfaltig auf den chondrogenen Differenzierungsgrad abgestimmt
werden. Die hier erstmals belegte Relevanz der steigenden AKT-Aktivierung fur die MSC-
Chondrogenese ist wegweisend fiir das Knorpel-Tissue-Engineering, da zukinftige Versuche,
die Chondrozytenhypertrophie in vitro zu reduzieren, darauf abgestimmt sein massen, nach ini-
tial niedriger AKT-Aktivierung einen differenzierungsabhangigen Anstieg der AKT-Signal-
wegaktivitat zu ermdglichen. Die Erkenntnisse dieser Arbeit erweitern unser noch liickenhaftes
Verstandnis von PI3K/AKT-abhéngigen Differenzierungsprozessen, die entscheidend flr eine
erfolgreiche Knorpelneogenese mit MSC sind. Somit leistet diese Studie einen wichtigen Bei-
trag, um MSC in einen AC-dhnlichen Chondrozytenphanotyp differenzieren zu kénnen, der
uneingeschrénkt fur die klinische Knorpelregeneration einsetzbar ist.



