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Zusammenfassung

v

In den letzten Jahren wurden viele neue Heilver-
fahren fiir muskuloskeletale Erkrankungen ent-
wickelt. Einige dieser neuen Verfahren beruhen
auf dem gezielten Einsatz von Stammzellen, um
Heilungsprozesse zu initiieren, Defizite auszuglei-
chen oder die Regeneration von Sehnen, Muskeln,
Knochen oder Knorpel zu aktivieren. Dies kann
durch den direkten Einsatz von Stammzellen auf
oder in einem Trdgermaterial oder durch eine
Kombination mit Tissue Engineering erreicht
werden. In diesem Artikel geben wir einen kurzen
Uberblick iiber mogliche Einsatzgebiete von indu-
zierbaren pluripotenten, hamatopoetischen und
adulten Stammzellen sowie iiber deren Einsatz in
muskuloskeletalem Gewebe. Zusdtzlich fassen wir
die derzeitige rechtliche Situation bei der Anwen-
dung von Stammzellen am Menschen zusammen.

Abstract

v

Over the last few years, numerous new treatment
methods have been developed for musculoskele-
tal diseases. Some of these new methods are
based on the targeted use of stem cells to initiate
healing processes, to compensate for deficits or to
activate the regeneration of tendons, muscles,
bones and cartilage. This goal can be achieved
through the direct use of stem cells on or in a
carrier material or through a combination with
tissue engineering. In this article, we give a short
overview of the possible fields of application of
inducible pluripotent haematopoietic, and adult
stem cells as well as on their use in musculoskele-
tal tissue. Furthermore, we provide a summary of
the current legal situation concerning the appli-
cation of stem cells in humans.

Einleitung

v

Muskuloskeletale Erkrankungen stellen die welt-
weit hdufigste Ursache chronischer Schmerzen
und dauerhafter Behinderungen dar. Sie betreffen
hunderte Millionen Patienten und ihr medizini-
sches und sozio6konomisches Ausmaf$ ist enorm.
Wadhrend bei dlteren Patienten degenerative Er-
krankungen die wesentliche Krankheitslast aus-
machen, fithren bei den jungen Patienten in erster
Linie die Folgen von Unfdllen und Verletzungen
zu dauerhaften Behinderungen, Funktionsausfal-
len und zu Erwerbsunfdhigkeit. Um dem steigen-
den Bedarf in der Patientenversorgung nicht nur
medizinisch, sondern auch wissenschaftlich ge-
geniiberzutreten, wurde das vergangene Jahr-
zehnt zur ,Decade of the Bone and Joint“ ernannt
[1]. Nicht zuletzt dadurch hat das Forschungsinte-
resse in diesem Bereich iiber die letzten Jahre hin-
weg stark zugenommen. Obwohl diese Dekade
seit 2010 offiziell voriiber ist, setzt sich dieser
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Trend weiter fort, und immer mehr Arbeitsgrup-
pen widmen sich der Grundlagenforschung im
Bereich der muskuloskeletalen Erkrankungen [2].
Heutzutage bietet das neu geschaffene Feld der
regenerativen Medizin vielversprechende Lo-
sungsansdtze zur Behandlung von Problemen,
die durch den Substanz- oder Funktionsverlust
des Stiitz- und Bewegungsapparats entstehen [3].
Im Rahmen des sog. , Tissue Engineering“, also der
In-vitro-Ziichtung von biologischem Organ- oder
Gewebeersatz zur spdteren Implantation, wird
hdufig vom sog. ,Triangle Concept* gesprochen.
Dieser Begriff bezeichnet die Kombination der
3 Grundfaktoren des Tissue Engineering, also
einem Trdgermaterial (oder ,Scaffold“), mehreren
Wachstumsfaktoren und den Stammzellen. Dane-
ben wird auch die alleinige Anwendung von
stammzellhaltigen Zellsuspensionen, Knochen-
markkonzentrationen oder isolierten und auf-
gereinigten Stammzellen zunehmend experi-
mentell untersucht.
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Die verschiedenen Stammzelltypen

v

Der Begriff ,Stammzelle* umfasst mehrere Arten von Zellen, die
aus unterschiedlichen Herkunftsgeweben stammen und bez. ih-
res regenerativen Potenzials variieren. Daher ist eine genauere
Definition dieses Begriffs sowie die Vorstellung der Eigenschaften
und Grenzen der unterschiedlichen Zelltypen, die unter diesem
Begriff zusammengefasst werden, notwendig [4].

Mesenchymale Stammzellen (MSCs)

Die Regeneration aller Gewebe des Stiitz- und Bewegungsappa-
ratsgeht von einem gemeinsamen Pool an Vorldufer- oder Stamm-
zellen aus. Gemdf3 ihrem Herkunftsgewebe und ihrem Potenzial
zur Differenzierung in verschiedene Gewebearten wurden diese
Zellen mit verschiedenen Bezeichnungen versehen. Alle verwen-
deten Bezeichnungen, wie z.B. ,Bone marrow derived stem cells*
(BMSCs), ,,postnatale skeletale Stammzellen“ (SSCs), ,,mesenchy-
male Stammzellen®, ,marrow stromal cells* (MSCs) oder ,multi-
potente adulte Vorlduferzellen“ [5,6], beschreiben Zellpopulatio-
nen, die einander zwar sehr dhnlich, aber dennoch nicht identisch
sind. Daher muss an dieser Stelle festgehalten werden, dass es
»die“ Stammzelle des Bewegungsapparats nicht gibt und dass alle
adulten Stammzellpopulationen stets multiklonale Mischkultu-
ren sind, die sich merklich voneinander unterscheiden [7].

Die mesenchymalen Stammzellen wurden erstmals im Jahre
1966 von Friedenstein et al. in einem Isolat aus dem Knochen-
mark von Ratten identifiziert. In diesem Isolat fanden die For-
scher Zellen, welche sich anhaltend vermehren konnten und sich
zu knochenbildenden Zellen differenzieren lieBen [8]. Doch die
MSCs verfiigen {iber weitere Eigenschaften, die sie zu einem inte-
ressanten Forschungsobjekt im Bereich der regenerativen Medi-
zin machen [9]. So lassen sie sich bspw. unter definierten Bedin-
gungen in verschiedene Gewebearten differenzieren, darunter
Knochen, Fett, Knorpel, Bindegewebe und Muskulatur [10,11],
sind aber als multipotente Zellen in ihrer Differenzierung bereits
weitgehend (jedoch vermutlich nicht exklusiv) auf mesenchyma-
le Gewebe festgelegt. Sie kommen im Stroma fast aller Gewebe
sowie im peripheren Blut vor, jedoch werden sie hauptsdchlich
aus dem Knochenmark isoliert. Obwohl sie im Knochenmark
nur einen sehr geringen Anteil der kernhaltigen Zellen aus-
machen (0,01-0,001%), konnen sie dank ihrer Adhdrenz an Zell-
kulturplastik, ihrer Fédhigkeit zur Selbsterneuerung und ihrer
proliferativen Aktivitdt relativ einfach und mit hoher Effizienz
isoliert und expandiert werden. MSCs unterliegen zumindest in
Kultur einer ,Seneszenz*“, da ihre Proliferation nach einigen Pas-
sagen zum Erliegen kommt und sie nach protrahierter Kultur ihre
Differenzierungsfahigkeit verlieren.

Um MSCs von anderen Stromazellen und von himatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarkes sicher unterscheiden zu kon-
nen, wurden verschiedene Oberflachenmarker (sog. ,Clusters of
Differentiation“, CDs) definiert. MSCs fehlt der hamatopoetische
Marker ,Protein Tyrosin Phosphatase Rezeptor Typ C* (PTPRC,
CD45), sie weisen jedoch das, ebenfalls mit dem Endothelgewebe
assoziierte, ,Interzellulire Adhdsionsmolekiil 1 (ICAM-1, CD54)
sowie das aktivierte ,Leukozyten-Zell-Adhdsionsmolekiil“
(ALCAM, CD166) [12] und den Wachstumsfaktorrezeptor ,Endo-
glin“ (CD105) auf [13]. Weitere typische Oberflichenmarker sind
u.a. CD29, CD44, CD73 und CD90. Diese Marker sind so spezi-
fisch, dass einige von ihnen, neben der Plastikadhdrenz und der
Differenzierbarkeit, zu den ,Minimalanforderungen“ an MSCs ge-
zdhlt werden [14]. MSCs verfiigen auBerdem iiber die Fahigkeit,
Zellen des Immunsystems zu regulieren und auf diese Weise die
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Immunantwort lokal zu unterdriicken [15]. Sie verfiigen tiber die
Rezeptoren fiir zahlreiche Zytokine und kénnen mit anderen Zel-
len des Immunsystems parakrin kommunizieren [16]. Diese Ei-
genschaft erméglicht nicht nur ihren Einsatz als Therapeutikum
bei Autoimmunerkrankungen, sondern ist auch von besonderer
Bedeutung fiir die Frakturheilung, wo erst durch das Einwandern
von MSCs die inflammatorische Phase in die regenerative Phase
iibergehen kann [17,18].

Embryonale Stammzellen (ESCs)

MSCs bleiben, wenn auch in abnehmender Zahl, im Organismus
lebenslang verfiighar und werden daher als ,,adulte* Stammzel-
len bezeichnet. Thnen gegeniiber stehen die embryonalen
Stammzellen (ESCs). Die pluripotenten oder gar omnipotenten
ESCs wurden erstmalig 1981 aus Mausembryonen gewonnen.
Im Jahre 1998 wurden sie dann erstmals aus menschlichen Em-
bryonen isoliert. Die ESCs sind in ihrer Differenzierung noch
nicht festgelegt und kénnen sich noch in die 3 Zellschichten Ekto-
derm, Mesoderm und Endoderm differenzieren [19,20]. Sie pro-
liferieren ohne Anzeichen einer Zellalterung und sind damit in
Kultur quasi ,unsterblich“. Auch fiir ESCs wurden, neben ihrer
Herkunft sowie ihrer Proliferations- und Differenzierungskapazi-
tdt, bestimmte Oberflichenmarker (SSEA3, SEA4, TRA-1-60,
TRA-1-81 und ALP) als typische Erkennungsmerkmale definiert
[20]. Dank dieser Eigenschaften stellen die ESCs einen vielver-
sprechenden Zelltyp fiir die Anwendung in der gesamten regene-
rativen Medizin dar. Ihr Einsatz ist somit nicht auf den muskulo-
skeletalen Bereich beschrankt. Ihrer klinischen Anwendung ste-
hen jedoch hauptsachlich juristische Probleme und ethische Vor-
behalte gegen ihre Herkunft und ihre Herstellung aus potenziell
implantierbaren und lebensfihigen menschlichen Embryonen
im Wege. Zudem ist ein autologer Zelltransfer auf potenzielle Pa-
tienten unmoglich, da die Zellen in der frithesten Embryonalpha-
se gewonnen werden miissen. Ein allogener Transfer birgt jedoch
die aus der hdmatopoetischen Stammzelltransplantation be-
kannten Schwierigkeiten bez. der Immunkompatibilitdt. Aktuell
sind weitere Bemiihungen zur Stabilisierung des Phdnotyps von
differenzierten ESCs notwendig, um das Risiko einer ungesteuer-
ten De- und Redifferenzierung mit Bildung von Teratomen und
malignen Tumoren weiter zu minimieren.

Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs)

Die phdnotypische Stabilitit einer differenzierten Zelle im Orga-
nismus ist i.d.R. sehr hoch, aber dennoch nicht endgiiltig. Im Jahr
2006 gelang es erstmals, einen adulten Mausfibroblasten mittels
spezifischer Transkriptionsfaktoren in Kultur auf das Stadium der
Pluripotenz ,zuriickzusetzen* [21]. Die so erzeugten Zellen ha-
ben als ,induzierte pluripotente Stammzellen“ (iPSCs) seither
sehr groBes Forschungsinteresse geweckt. Kurze Zeit spdter
konnte das Verfahren in modifizierter Form auch auf humane
Zellen tibertragen werden [22]. Die auf diese Art und Weise gene-
rierten iPSCs besitzen die typischen Oberflaichenmerkmale von
ESCs. Im Gegensatz zu letzteren kénnen iPSCs jedoch patienten-
spezifisch, also autolog, generiert werden. Zudem ist die Entnah-
me der Ausgangszellen unkompliziert und ethisch kaum bedenk-
lich. Inwieweit funktionelle Unterschiede zwischen beiden Zell-
typen bestehen, wird aktuell noch untersucht [23]. Trotz Unter-
schieden auf Genebene, Proteinebene und in der Epigenetik,
scheinen sich iPSCs und ESCs aber in den wesentlichen Funktio-
nen Proliferation und Differenzierung weitgehend zu gleichen.
Dies bringt jedoch fiir beide Zelltypen auch dhnliche Probleme
in der phdnotypischen Stabilisierung der Zellen mit sich.
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Wahrend die Forschung an ESCs durch ethische und juristische
Schwierigkeiten und ihre Anwendung durch immunologische
Limitationen stark eingeschrankt ist, bieten iPSCs einen sehr viel-
versprechenden Ansatz fiir eine klinische Anwendung, sofern alle
Sicherheitsbedenken gel6st werden kénnen [24]. MSCs haben ih-
rerseits bereits den Sprung in die klinische Anwendung geschafft
[25].

Trotz der Einfithrung von MSCs in die Klinik gilt es, eine Reihe
von wissenschaftlichen Faktoren zu beriicksichtigen. So hat sich
bspw. herausgestellt, dass sich wahrscheinlich nicht jeder MSC-
Zelltyp eines Organs gleichwertig in den jeweiligen gewiinschten
Zelltyp eines anderen Organs differenzieren ldsst. AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass MSCs einem Alterungsprozess un-
terliegen [26-28]. Insbesondere die MSCs dlterer Patienten schei-
nen einen Alterungsprozess zu durchlaufen, der auch fiir die ver-
zogerte Regeneration von Organen bei diesen Patienten verant-
wortlich sein konnte. So haben wir kiirzlich zeigen kénnen, dass
5-Azazytidine, ein DNA-Methyltransferase-Inhibitor (DNMT-In-
hibitor), der zur Behandlung von Tumoren eingesetzt wird, nicht
nur die Proliferation alter MSCs, sondern auch deren Pluripotenz
verbessert und somit deren osteogene Differenzierung erhoht
[29]. Auf diese Weise konnte der Heilungsprozess bei dlteren Pa-
tienten verbessert bzw. beschleunigt werden.

Anwendung am Knochen

v

Frakturheilung und Pseudarthrosen

Pseudarthrosen und gestorte Frakturheilung stellen einen poten-
ziellen Anwendungsbereich fiir stammzellbasierte Therapien dar
[30]. Der aktuelle Goldstandard fiir die Behandlung von Pseud-
arthrosen ist die autologe Spongiosa- oder Knochentransplanta-
tion, die letztlich nichts anderes als eine autologe Stammzell-
transplantation im bestmoglichen Scaffold, ndmlich dem eigenen
Knochen, ist. Der Schritt zur Verwendung von Stammzellpra-
paraten in Form von Knochenmarkaspirat ist entsprechend nahe-
liegend. Bereits im Jahre 1989 wurde eine Arbeit iiber die Ver-
wendung von Knochenmarkaspirat zur Behandlung von Pseud-
arthrosen publiziert [31], und im Jahre 1991 wurde gezeigt, dass
die Wirkung von Knochenmarkaspirat mit jener von autologer
Spongiosa vergleichbar sein kann [32]. Im Jahre 2005 wurde im
Rahmen einer Studie mit 60 Patienten die Wirksamkeit der The-
rapie atropher Pseudarthrosen der Tibia mittels perkutaner In-
jektion eines aufbereiteten Knochenmarkkonzentrats bewiesen
[33]. Im Jahre 2009 kam eine randomisiert kontrollierte Studie
mit 64 Patienten zu dhnlich guten Ergebnissen. Im Rahmen der
letztgenannten Studie wurden die Zellen vor der Replantation
ex vivo kultiviert und differenziert [34]. Auch in der primdren
Frakturheilung kénnten MSCs gezielt injiziert werden, um eine
Anreicherung von Knochenzellen im Frakturbereich zu erzielen
und die Knochenheilung zu verbessern [35]. Analog zu groRRen
Knochendefekten ware auch bei der verzégerten Frakturheilung
eine Kombination der Stammzellen mit Trdgermaterialien und
Wachstumsfaktoren sinnvoll und méglich, jedoch fehlt es an aus-
reichend guten und kontrollierten klinischen Studien, um die
vermutete Wirksamkeit dieser Therapie endgiiltig beweisen zu
konnen [36].

Knochendefekte

Aufgrund der geringen Anzahl an Behandlungsoptionen, liegt die
Behandlung von Knochendefekten durch Tissue Engineering oder
Stammgzelltransplantationen nahe [37]. Nicht nur in der musku-
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loskeletalen Chirurgie, sondern auch in der Neurochirurgie und
in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, stellen Knochenbriiche
als Folge von Trauma, Tumor und Infektion, oder iatrogen nach
gescheiterter Osteosynthese oder Gelenkersatz, eine klinische
Herausforderung dar [38]. Auch in diesen Bereichen ist die auto-
loge Spongiosaplastik der aktuelle Goldstandard. Die Menge an
verfiigharem Knochen ist jedoch limitiert und die Entnahme
komplikationsbehaftet [39]. Die als mégliche Alternative gelten-
de Distraktionsosteogenese sieht sich jedoch mit den gleichen
Schwierigkeiten konfrontiert [40]. Seit mehr als 10 Jahren wer-
den nunmehr die Moglichkeiten und das hohe Potenzial der
Stammzelltherapie und des stammzellbasierten Tissue Engineer-
ing fiir den Bereich der Knochendefekte propagiert [41]. Da die
Biomechanik nun im Rahmen der Knochenheilung ebenfalls Be-
riicksichtigung finden soll, wird aus dem klassischen ,Triangle
Concept* das ,Diamond Concept* [42]. Neben sehr vielen In-
vitro-Studien wurden auch bereits zahlreiche Studien an ver-
schiedenen Tiermodellen, Knochen und Scaffolds mit und ohne
Wachstumsfaktoren, wie z.B. [43-46], publiziert. Die Anwen-
dung am Menschen bleibt jedoch weiterhin auf eine geringe An-
zahl an Fillen beschrankt, sodass kaum klinische Daten verfiigbar
sind. Wie mehrere vergleichende Untersuchungen bereits zeigen
konnten, ist die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierver-
suchen in die klinische Praxis jedoch nur in sehr geringem Um-
fang moglich [47].

Die wahrscheinlich erste Anwendung des Knochen-Tissue-Engi-
neering am Menschen wurde im Jahre 2001 von Quarto et al.
durchgefiihrt [48]. Dabei wurde 4 Patienten im Rahmen einer
kleinen Fallstudie ein mit Stammzellen besiedelter Hydoxylapa-
titzylinder (HA-Zylinder) implantiert. Diese Stammzellen waren
nach 5 bis 7 Monaten eingeheilt und zeigten auch wdhrend der
Nachbeobachtungszeit mit einer Lange von 7 Jahren keine Kom-
plikationen [49]. Im gleichen Jahr wurde erstmals eine Finger
phalanx durch ein Stiick Knochen, welches mittels Tissue Engi-
neering hergestellt worden war [50], ersetzt. Dariiber hinaus
wurden bereits 3 Einzelfallberichte iiber den Einsatz von zell-
besiedelten HA-Konstrukten zur Knochenregeneration nach Tu-
morresektion [51] und eine Einzeldarstellung eines verheilten
Knochendefekts des Radius nach dem Einsatz einer mit Wachs-
tumsfaktoren und Zellen beladenen Matrix [52] veroffentlicht.
AulRerdem liegen bereits mehrere Beschreibungen des erfolgrei-
chen Einsatzes von mit Stammzellen besiedelten Trikalzium-
phosphatkonstrukten zur Rekonstruktion groRer Schadeldefekte
(6x7cm)vor [53].

Eine der bekanntesten Anwendungen des Knochen-Tissue-Engi-
neering, auch dank der Berichterstattung in der Laienpresse,
stammt aus dem Bereich der Kieferchirurgie [54]. 2004 berichte-
te die Fachzeitschrift ,, The Lancet" iber die Rekonstruktion eines
fast 7cm langen knochernen Defekts des Unterkiefers nach Tu-
morresektion mittels eines durch Tissue Engineering hergestell-
ten Knochenersatzes. Als Scaffold diente dabei ein Titankadfig,
der mit HA, Wachstumsfaktoren und MSCs beladen und danach
als vaskularisiertes Transplantat nach 7 Wochen in den M. latis-
simus des Patienten implantiert wurde. Nach einem initial guten
klinischen Ergebnis traten jedoch im weiteren Verlauf Komplika-
tionen auf, die durch Infekte ausgeldst wurden. AufSerdem erfolg-
te ein Bruch des Implantats. Der Patient verstarb schlieRlich nach
etwa eineinhalb Jahren an einem kardialen Ereignis. Insgesamt
liegt im Bereich der Kieferchirurgie eine umfangreichere klini-
sche Evidenz vor als in anderen medizinischen Bereichen. So
zeigte bspw. eine der seltenen randomisiert kontrollierten Studi-
en mit insgesamt 24 Patienten eine schnellere Regeneration von
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Kieferknochendefekten durch den Einsatz von mit Stammzellen
besiedelten Biomaterialien im Vergleich zur konventionellen, ge-
lenkten Knochenregeneration [55].

Als wesentliche Limitation bei der Herstellung grofR3er, zellbasier-
ter Knochenkonstrukte wird die fehlende Vaskularisierung ange-
fithrt [56]. Bisher ist es noch nicht gelungen, in vitro eine funktio-
nierende GefdBstruktur zu ziichten, geschweige denn eine solche
Struktur in ein Knochenkonstrukt zu integrieren. Der Einsatz von
Endothelzellen oder entsprechenden Wachstumsfaktoren soll
hier Abhilfe schaffen. Jedoch wurde diese Methode bisher noch
nicht in der Klinik getestet.

Osteogenesis imperfecta

Eine frithe klinische Anwendung von MSCs am Menschen war die
Transplantation von MSCs bei Kindern mit schwerer Osteogene-
sis imperfecta. Bei unheilbaren Krankheiten mit méglicherweise
letalem Ausgang ist die Schwelle zur Nutzung neuer Therapien
hdufig geringer, was die frithen klinischen Versuche bei dieser
seltenen Erkrankung begriinden mag. Bereits im Jahre 1999 wur-
de eine Fallserie von 3 Patienten publiziert, die eine allogene
Knochenmarktransplantation erhalten hatten. Dabei wurde pos-
tuliert, dass sich die in den Transplantaten enthaltenen MSCs zu
Osteoblasten differenzierten und dass ein geringer Teil dieser
Zellen in den Empfangerknochen eingebaut wurde. Klinisch wur-
den eine Verbesserung der Knochendichte, eine gesteigerte
Wachstumsrate und eine Reduktion der Frakturhdufigkeit fest-
gestellt [57]. All diese Effekte blieben wdhrend des gesamten
Beobachtungszeitraums von knapp 3 Jahren bestehen. Spater
wurde anhand weiterer Fallbeispiele die In-utero-Transplanta-
tion von MSCs vorgestellt [58]. Aber auch 14 Jahre spdter be-
schranken sich die Anwendungen dieser Transplantationstechnik
weiterhin auf sehr kleine Studien und Fallserien [59]. Zudem zei-
gen neuere Ergebnisse dieser Anwendung sehr beispielhaft, wie
unklar der eigentliche Wirkmechanismus der Zelltransplantation
bei der Osteogenese ist: Im Knochenmark wird der {iberwiegen-
de Anteil mononukledrer Zellen von nicht adhdrenten Zellen ge-
bildet, die keine MSCs im engeren Sinne darstellen. Dennoch
scheinen diese Zellen als Osteoblasten im Knochen zu inkorpo-
rieren, wdhrend die eigentlichen MSCs hauptsdchlich durch die
Sekretion regulatorischer Substanzen und durch die Interaktion
mit anderen Zellen eine positive Wirkung auf den Knochen aus-
iiben [60]. Diese Problematik der unklaren Wirkweise von MSCs
besteht auch bei anderen Anwendungen solcher Zellisolate.

Knochennekrosen

Die aseptische Knochennekrose des Femurkopfs ist wahrschein-
lich jene Indikation zur Stammzelltherapie am Knochen, die bis-
her klinisch am besten untersucht worden ist [61]. In einer frii-
hen Studie aus dem Jahre 2002 mit fast 200 Probanden wurde
festgestellt, dass der Einsatz von Knochenmarkaspirat zu guten
Ergebnissen mit einer Heilungsrate von > 90% nach durchschnitt-
lich 7 Jahren fiihrt, sofern die Behandlung bereits in einem frii-
hen Stadium des Knochendefekts erfolgte [62]. Allerdings wurde
diese Studie ohne Kontrollgruppe durchgefiihrt. Im Jahre 2008
wurde im Rahmen einer retrospektiven Untersuchung an 87 Pa-
tienten festgestellt, dass durch die Durchfiihrung einer Entlas-
tungsbohrung in Kombination mit der Implantation von MSCs
und dekalzifizierter Knochenmatrix eine Heilungsrate von >75%
nach 24 Monaten erreicht und somit ein gutes Heilungsergebnis
erzielt werden konnte [63] (Review in [61]). Im Jahre 2009 wurde
in einer weiteren Studie gezeigt, dass die Anwendung eines kon-
zentrierten Knochenmarkaspirats nach einer Nachbehandlungs-
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zeit von 27 Monaten eine Erfolgsrate von 80% aufweist [64]. Je-
doch verfiigte auch diese Studie nicht iiber eine Kontrollgruppe.
In einer neueren Studie mit 38 Probanden fiihrte eine Dekom-
pression mit anschlieBendem Einbringen eines mit MSCs und
Wachstumsfaktoren beladenen Xenografts zu einer Heilungsrate
von >85% nach 4 Jahren [65]. In einer weiteren Studie mit 15 Pa-
tienten fiihrte eine Dekompression mit Transplantation von au-
tologem Knochen und MSCs zu einer Heilungsrate von 80% nach
24 Monaten [66].

Wenn man jedoch in der Evidenz der analysierten klinischen Stu-
dien {iber Level IV hinauskommen mdchte, wird allerdings auch
bei der Osteonekrose die Auswahl geeigneter Studien geringer.
So wurden bspw. im Jahre 2004 die Ergebnisse einer randomi-
sierten und kontrollierten Studie an 18 Gelenken publiziert, in
der eine Dekompression allein mit einer Dekompression mit an-
schlieBendem Einbringen von konzentriertem Knochenmark-
aspirat verglichen wurde. Nach 24 Monaten verfiigte die mit
Knochenmark behandelte Gruppe {iber eine signifikant bessere
Funktion und Schmerzreduktion sowie {iber ein geringeres Pro-
gredienzrisiko [67]. In der vielleicht besten Studie zum Thema
Osteonekrose wurde in 100 Patienten randomisiert und kontrol-
liert die Dekompression alleine mit der Implantation ex vivo ex-
pandierter MSCs verglichen. 60 Monate nach der OP fiihrte die
Anwendung von MSCs zu einer signifikanten Verbesserung der
Funktion, zu einer wesentlichen Schmerzreduktion sowie zu
einer Minimierung des Risikos eines Kollapses des Femurkopfs
[68].

Osteoporose

Ob bei der Osteoporose ein Mangel an oder eine Dysfunktion der
Stammzellen zur Pathogenese beitrdgt, ist bislang noch nicht hin-
reichend untersucht worden [69]. Die Rolle der MSCs bei der Ent-
stehung der Osteoporose sowie ihr mogliches Potenzial in der
zellbasierten Krankheitstherapie wurde jedoch bereits pro-
pagiert [70-72]. Es ist bekannt, dass osteoporotische Frakturen
aufgrund einer Funktionsstérung der Osteoblasten und der Os-
teoklasten deutlich langsamer heilen als die Frakturen gesunder
Knochen. Dieser Umstand fiihrt dazu, dass sich die Versorgung
osteoporotischer Knochenbriiche sehr anspruchsvoll gestaltet
[73]. Zwar sind bereits Tiermodelle fiir die Osteoporose verfiig-
bar, jedoch entwickeln Versuchstiere, wie z.B. ovariektomierte
Ratten oder Schafe, eine Osteoporose, die in ihrer Pathogenese
der menschlichen Erkrankung nicht vollends entspricht [74]. In
einer einzelnen Studie wurden bei 8 Osteoporosepatienten nach
der Anwendung allogener mononukledrer Nabelschnurblutzel-
len erhdhte IGF-1-Serumspiegel und daraus folgend eine Verbes-
serung der Knochendichte beobachtet [75]. Soweit wir wissen,
existieren aber bisher noch keine Studienergebnisse iiber die sys-
tematische Anwendung von MSCs zur Therapie der Osteoporose
beim Menschen. In den kommenden Jahren muss sich die An-
wendung von Stammzellen zur Knochenregeneration unter bes-
ser definierten und kontrollierten Bedingungen in randomisier-
ten und kontrollierten Studien beweisen, um das ihr zugeschrie-
bene Potenzial zu bestdtigen [7].

Knorpel

v

Arthrose, traumatische Ldsionen

Die Transplantation ex vivo expandierter Gelenkchondrozyten
zusammen mit einer Tragermatrix in Knorpeldefekte des Kniege-
lenks stellte die erste erfolgreiche Anwendung von Tissue Engi-

Randau TM et al. Aktueller Stand der... Z Orthop Unfall 2014; 152: 320-327



Ubersicht

neering dar [76]. Die Herstellung von Knorpelersatz aus korper-
eigenen Chondrozyten und einer Gelmatrix als Trdgermaterial in
vitro hat sich unter der Bezeichnung , matrixassistierte autologe
Chondrozytenimplantation“ als erste echte Tissue-Engineering-
Anwendung fest in der klinischen Praxis etabliert [73]. Diese Me-
thode ist jedoch trotz ihrer weiten Verbreitung weiterhin um-
stritten. Diese Prozedur ist bei der Reparatur mehrheitlich trau-
matischer Knorpelldsionen jiingerer Patienten indiziert. Dabei
wird ein kleines Stiick Knorpel aus einem nichttragenden Bereich
des Gelenks entnommen. Danach erfolgt ein Verdau des Knorpels
und eine Expansion der Zellen. In einer 2. Operation werden die
Zellen zusammen mit einer Matrix aus Biomaterial in den Defekt-
bereich transplantiert [77]. Diese als (matrixgekoppelte) auto-
loge Chondrozytenimplantation ([M]ACI) bekannte Methode
wurde vor {iber 20 Jahren in die klinische Praxis eingefiihrt [78]
und gilt heutzutage als etabliert. Sie ist jedoch aufgrund schlech-
ter Langzeitergebnisse in klinischen Studien weiterhin umstrit-
ten [79,80].

In den Implantaten kann es sowohl zu einer Dedifferenzierung
der implantierten Chondrozyten zu einem faserigeren Knorpel
als auch zu einer abschliefenden Differenzierung mit Kalzifizie-
rung kommen. Beides fiihrt zu einer Verringerung der Gelenkfla-
che. Dariiber hinaus miissen die Morbiditdt an der Entnahmestelle
und die Komorbiditdten der beiden operativen Verfahren bertick-
sichtigt werden. Die Resultate der ACI sind bei traumatischen La-
sionen deutlich besser als bei degenerativen. Bei den weitaus
hdufiger auftretenden degenerativen osteoarthritischen Defek-
ten ist der darunterliegende Knochen ebenfalls betroffen, wo-
durch das Einwachsen und die Versorgung des kiinstlich her-
gestellten Knorpels gefihrdet sind. Aufgrund dieser Einschrdn-
kungen konzentrierte sich die wissenschaftliche Aufmerksamkeit
in letzter Zeit ebenfalls auf die Verwendung von MSCs zur Knor-
pelregeneration [81-83].

In zahlreichen verschiedenen Tiermodellen wurden MSCs aus
unterschiedlichen Quellen bereits genutzt, um Knorpeldefekte
zu regenerieren (ausfiihrliches Review z.B. in [84]). Eine Anwen-
dung am Menschen ist bisher nicht {iber vereinzelte Fallberichte
[85] und kleine Versuchsgruppen ohne Kontrollgruppe nicht hi-
nausgekommen [86] und Berichte iiber systematische, kontrol-
lierte Anwendungen fehlen in der Literatur. Doch schon eine
simple Injektion von MSCs in ein arthrotisches Knie soll z.B. eine
deutliche Verbesserung von Gelenkfunktion und Schmerzen be-
wirken [87] bzw. die schmerzfreie Laufstrecke verbessern kon-
nen [88].

Ahnlich wie bei den Studien iiber genetische Knochenerkrankun-
gen wurde die Effizienz von MSCs bei der Férderung der Wieder-
herstellung des Gelenkknorpels bereits in einigen Publikationen
nachgewiesen. Dabei wurden in Kollagengel eingebettete MSCs
in die Kniegelenke von Patienten mit Gelenkknorpeldefekten
transplantiert [89]. AuBerdem wurde gezeigt, dass die Transplan-
tation von MSCs zu signifikanten klinischen Verbesserungen bei
der Regeneration des Gelenkknorpels fiihren [85]. Allerdings
sind die Mechanismen, die der Wiederherstellung des Knorpels
zugrunde liegen, weiterhin unbekannt. Die transplantierten
MSCs haben sich vielleicht zu Chondrozyten differenziert, aber
es besteht ebenfalls die Moglichkeit, dass die MSCs 16sliche Fak-
toren produzieren, mit denen sie die Differenzierung anderer
Zellen aus dieser Mikroumgebung zu Gelenkknorpel induzieren.
Bisher wurde jedoch noch kein routinemdRig verfiighares Han-
delsprodukt auf Basis dieser Methode entwickelt. Insbesondere
die phdnotypische Stabilitédt der differenzierten MSCs stellt dabei
weiterhin eine groBe Schwierigkeit dar [90,91].
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Sehnen und Muskeln

v

Sehnenrupturen, Tendinitis

Ebenso wie zahlreiche andere muskuloskeletale Organe entste-
hen Sehnen und Muskeln aus dem Mesenchym [92]. Die embryo-
nale Sehnenentwicklung erfolgt anfangs muskelunabhdngig. Fiir
die vollstdndige Entfaltung von Funktion und Form benétigt sie
jedoch einen addquaten mechanischen, zuggerichteten Stimulus
[93,94], sowohl durch biomechanische Zugbeanspruchung als
auch durch das longitudinale Wachstum der Knochen [95]. An-
schlieBend entwickeln sich die Muskeln aus den Muskelprogeni-
torzellen. Fiir das Tissue Engineering werden bevorzugt MSCs aus
dem Knochenmark verwendet: Sie besitzen ein groRes Differen-
zierungspotenzial, kénnen in groBen Mengen gewonnen und re-
lativ unkompliziert aus dem Beckenkamm der Patienten ent-
nommen werden. In tierexperimentellen Studien wurden MSCs
bereits zur Defektheilung der Sehne [96] und des Muskels [97]
implantiert. Bislang konnte jedoch in vitro noch keine Methode
fiir die tenogene Differenzierung mittels Wachstumsfaktoren
etabliert werden. Es ist bekannt, dass, neben BMP-12 und Sclera-
xis, einige Faktoren, wie z.B. PDGF-BB, TGF-, IGF-1 oder EGF,
eine entscheidende Rolle wédhrend dieser Differenzierung spie-
len. Allerdings ist der genaue Kommunikationsmechanismus die-
ser Faktoren untereinander, der zur Bildung einer funktionieren-
den Sehne fiihrt, weiterhin unbekannt. In vivo zeigten erste Ver-
suche, dass mit MSCs besiedelte Sehnengewebe scheinbar besser
regenerieren, wenn sie mit Kollagen-Gel-Scaffolds kombiniert
werden [96,98]. Neben einer besseren Sehnenregeneration fiihr-
te die Verwendung von Kollagen-Scaffolds zu h6heren Ausreif3-
kraften im Vergleich zu jenen Sehnen, die nicht mit MSCs behan-
delt wurden [91,98]. Neben der Verwendung von Kollagen expe-
rimentieren verschiedene Arbeitsgruppen aktuell mit Polylaktid-
und Polyglykosidpolymeren, die einfach zu handhaben sind und
auch in Kombination mit Electrospinning-Methoden verwendet
werden konnen [99-101].

Rechtliche Aspekte in Deutschland

v

Der Einsatz von Stammzellen zur Heilung von Patienten ist in
Deutschland durch das Arzneimittelgesetz (AMG) und durch eine
Vielzahl von Regularien der Europdischen Union geregelt. Eine
umfangreiche Beratung zu diesem Thema kann und soll vor Ver-
wendung dieser Zellen beim Paul-Ehrlich-Institut (www.pei.de)
eingeholt werden. In erster Linie wird zwischen Arzneimitteln
fiir neuartige Therapien, sog. ,advanced therapy medicinal pro-
ducts* (ATMPs), und Nicht-ATMPs unterschieden. ATMPs sind
im AMG §4b Abs. 3 geregelt und bediirfen eines speziellen Zulas-
sungsverfahrens, bevor sie am Menschen angewendet werden
diirfen. Fiir den tdglichen Gebrauch in der Klinik sind daher die
Nicht-ATMPs von besonderer Bedeutung. Zu dieser Kategorie ge-
héren alle Zellen und Gewebe, die nicht substanziell bearbeitet
worden sind. Der Begriff der substanziellen Bearbeitung ist in
einem Leitfaden des Paul-Ehrlich-Instituts zur Zulassung von
ATMPs geregelt [102]. Als nicht substanzielle Behandlungen von
Zellen gelten das Schneiden, Zerreiben, Formen, Zentrifugieren,
Einlegen in antibiotische oder antimikrobielle Losungen, Sterili-
sieren, Bestrahlen, Separieren, Konzentrieren, Reinigen, Filtern,
Lyophilisieren, Einfrieren und Kryoprdservieren. Substanzielle
Bearbeitungen sind hingegen Verdanderungen des Gewebes sowie
seine Kultivierung, Expansion und genetische Modifikation. Ge-
webe und Zellen, die auf eine der 4 vorgenannten Arten und Wei-
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sen bearbeitet wurden, gehoren somit zur Gruppe der ATMPs.
Somit unterliegen iPSCs und MSCs, die in der Kulturschale ver-
mehrt werden, dem speziellen Genehmigungsverfahren fiir
ATMPs. AulRerdem sind MSCs, die fiir das Tissue Engineering ge-
nutzt werden, um spater einem Patienten implantiert zu werden,
somit ebenfalls als ATMP zu bezeichnen. Der Umgang mit
Stammzellen, die von einem Spender entnommen werden, um
spdter bei einem Patienten appliziert zu werden und die nicht
zur Kategorie der ATMPs gehoren, ist in AMG § 20b und § 20c ge-
regelt. Auch diese Zellen bediirfen eines Genehmigungsverfah-
rens einschlielich der Anmeldung eines von einem Arzt geleite-
ten Entnahmezentrums mit geeigneten Riumen sowie mit einem
Herstellungs- und Qualitdtsleiter. Hierbei sind die entsprechen-
den GMP-Richtlinien zu beachten. Diese Ausfiihrungen betreffen
bspw. ebenfalls die Etablierung einer Knochenbank. Die Anwen-
dung von Patientenmaterial, welches unmittelbar autolog wieder
im Patienten appliziert werden soll, bedarf keiner besonderen
Erlaubnis, solange bspw. die Spongiosa-/Beckenkammentnahme
oder das Veneninterponat den OP nicht verldsst.

Interessenkonflikt: Nein
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