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Einleitung 1

1 Einleitung

Traumatisch, chirurgisch oder auch atrophisch bedingte Knochendefekte im
Kieferbereich sind nicht selten und in der Regel mit funktionellen und asthetischen
Einschrankungen verbunden. Bis heute sind die Therapiekonzepte fir diese Defekte
nicht vollstandig ausgereift.

In der modernen Medizin steht zur Behandlung von Knochendefekten eine Vielzahl von
Knochenersatzmaterialien zur Verfiigung. Zum Einsatz kommen derzeit alloplastische
Materialien wie Metalle, Keramiken, Polymere oder auch Verbundwerkstoffe aus
mehreren dieser Komponenten. Diese ermdglichen zwar eine Uberbriickung des
Defekts, kdnnen sich jedoch nicht den Veranderungen des kndchernen Skeletts
anpassen. Autogene Transplantate, die als Knochensubstanz auch Zellen enthalten,
kénnen sich an die Veranderungen adaptieren, sind jedoch oft nicht in ausreichenden
Mengen verflgbar.

Da fur langfristige Behandlungserfolge das komplexe, dynamische Geschehen, dem
das Knochenskelett unterliegt, bertcksichtigt werden muss, konzentriert sich die
aktuelle Forschung zunehmend auf zellulare Transplantate zur Knochenrekonstruktion.
Diese Transplantate enthalten im Gegensatz zu reinen Knochenersatzmaterialien auch
Vorlauferzellen, die sowohl eine Einheilung als auch die Adaptation an lokale
mechanische Anforderungen ermdglichen.

Wird als zelluldres Transplantat autologes Knochengewebe verwendet, treten als
wesentliche Nachteile die quantitative Limitation des zur Verfligung stehenden
Knochenreservoirs und die Morbiditat aufgrund des Entnahmedefektes auf (Kubler et
al., 1999; Misch, 1997; Nkenke et al., 2004). Eine vielversprechende Alternative zum
autogenen Transplantat er6ffnet daher das Tissue Engineering.

Unter ,Tissue Engineering“ im klassischen Sinne versteht man die extrakorporale
Herstellung von Gewebekonstrukten. Dabei werden Zellen in vitro auf einer
dreidimensionalen Matrix (Scaffold) kultiviert und anschlieRend als zellulares Konstrukt
transplantiert. Der Zelltrager wird dann schrittweise abgebaut, so dass nach
vollstdndiger Resorption ausschlie3lich das generierte Gewebe zurlckbleibt. Somit

kénnen Gewebe, entsprechend der DefektgrofRe und -konfiguration, als organoide



2 Einleitung

Strukturen fir die Transplantation hergestellt werden. Vor- und Nachteile dieser
Methodik sind dabei von den verwendeten Einzelkomponenten abhéangig.
Insbesondere den Matrixmaterialien (Wiesmann et al., 2004) und den verschiedenen
Zellpopulationen (Handschel et al., 2006) kommt dabei eine entscheidende Bedeutung
zu. Zusétzlich hat die lokale extrazellulare Mikroumgebung Einfluss auf die
Zelldifferenzierung (Cowan et al.,, 2005). Ein vielversprechender Ansatz der
Knochengewebeherstellung in vitro ist die Verwendung von multipotenten
Stammzellen, die durch Zusatze wie BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein-2) und DAG
(Dexamethason, Ascorbinsaure, [3-Glycerophosphat) in Richtung der
Knochenneogenese differenziert werden sollen.

Giannoudis et al. haben die entscheidenden Faktoren fir die Knochenneubildung
zusammengefasst und ihr Zusammenwirken im ,Diamond Concept® dargestellt
(Giannoudis et al.,, 2008). Neben den Zellen, den Wachstumsfaktoren und dem
Tragermaterial besitzen auch die mechanische Stabilitat des Tragers sowie die

Vaskularisation entscheidenden Einfluss auf die Neubildung von Knochen.

Mechanische Vaskularisation
Stabilitat

Zellen Tragermaterial

Wachstumsfaktoren

Abbildung 1 Modell der Interaktionen fir die Neubildung von Knochen

Alle Aspekte dieses Ansatzes sind bei dem grundlegenden Aufbau dieser Arbeit und
bei der Entwicklung der Versuchsansatze bericksichtigt worden.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Knochengewebe

Als Knochengewebe bezeichnet man das besonders harte, skelettbildende
Stutzgewebe der Wirbeltiere. Es bildet die Grundlagen fur Form und Statik des
Skeletts, Ubernimmt im Zusammenspiel mit Muskeln, Sehnen und Bandern und
Gelenken biomechanische Aufgaben und dient dem Schutz sensibler innerer Organe.
Dartber hinaus ist es durch die Speicherung und Freisetzung von Mineralien am
Mineralstoffwechsel beteiligt und beherbergt die Hamatopoese im enthaltenen
Knochenmark (Liebich, 1999).

2.1.1 Die Zellen des Knochens

Zur Bildung des knéchernen Skeletts entwickeln sich aus undifferenzierten
Mesenchymzellen die Préosteoblasten. Sie sind die Vorlauferzellen der
knochenbildenden Zellen, den sogenannten Osteoblasten. Diese synthetisieren die
organischen Bestandteile der Knochenmatrix und wandeln sich nach der
Mineralisierung der Knochengrundsubstanz in Osteozyten um. Das dynamische
Gleichgewicht des Knochenauf- und abbaus wird duch die knochenabbauenden
Osteoklasten erganzt (Liebich, 1999).

Die Osteoblasten bilden taglich einen etwa 1um breiten, unverkalkten Osteoidsaum,
dessen Gesamtbreite durchschnittlich 6 um betréagt. Innerhalb von drei bis vier Tagen
werden 70% dieses Osteoids verkalkt, durch Restmineralisation wird dieser Vorgang
nach sechs Wochen abgeschlossen (Liebich, 1999). Definitionsgemald ist die
Differenzierung in einen Osteoblasten abgeschlossen, wenn die Zelle Knochenmatrix
synthetisieren kann und diese dann mineralisiert wird (Meyer and Wiesmann, 2006).
Wahrend Praosteoblasten, Osteoblasten und Osteozyten sich aus mesenchymalen
Vorlauferzellen differenzieren, stammen Osteoklasten aus monozytaren Stammzellen
des Knochenmarkes und damit von hamatopoetischen Stammzellen ab (Suda et al.,
1992).

Die Osteoblasten kénnen sich im Gegensatz zu den Vorlauferzellen nicht mehr teilen.

Als syntheseaktive Knochenzellen Ubernehmen sie vor allem die Synthese der
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organischen Knochengrundsubstanz. Sie produzieren Kollagenfasern (Typ 1), nicht-
kollagenen Proteine (wie Osteokalzin, Osteonektin, Osteopontin) sowie
Glykosaminglykane bzw. Proteoglykane. Sie beteiligen sich an der Mineralisation des
Knochengewebes und modulieren die Osteoklastenfunktion (Liebich, 1999).

2.1.2 Osteoblastéare Differenzierung
Im osteoblastaren Differenzierungszyklus kénnen drei Phasen unterschieden werden:

= Proliferation

= Reifung der extrazellularen Matrix

= Mineralisation
Im Verlauf dieses Zyklus &ndern sich auch die Sekrete der syntheseaktiven
Knochenzellen. Somit kann eine Reihe der produzierten Proteine zur Beurteilung des
Reifegrades der Zellen und als Marker fur die Knochenbildung genutzt werden. In der
Proliferationsphase werden bis zum Erreichen der Konfluenz vornehmlich
Zellwachstums- und Zellzyklusgene exprimiert (z.B. Core- und H1-Histon-Gene, c-Myc,
c-Fos). Kollagen-Gene werden bereits in dieser Phase verstérkt exprimiert und fihren
zur Synthese des knochentypischen Kollagen Typ I. Auch Fibronektin sowie TGF-3
werden von den proliferierenden Osteoblasten gebildet. In der Phase der
Matrixproduktion und ihrer Reifung werden osteoblastentypische Gene, wie z.B.

Alkalische Phosphatase, Osteokalzin und Osteopontin, exprimiert.

2.1.3 Proteine der Knochengrundsubstanz

Wahrend der osteogenen Differenzierung durchlaufen die Zellen verschiedene Phasen,
die durch charakteristische Proteinexpressionen gekennzeichnet sind.

Zu Beginn der Knochenbildung steht eine Signalkaskade, die durch BMPs in Gang
gesetzt werden kann. Unter anderem zahlt RUNX2 zu den Proteinen dieser Kaskade.
Im weiteren Verlauf produzieren Osteoblasten Enzyme, die zur Bildung des Osteoids
bendtigt werden, wie beispielsweise die Alkalische Phosphatase. Erst nach
fortgeschrittener Differenzierung entstehen die sog. Strukturproteine (z.B. Koll I, ON,
OP, OCQC), die in erster Linie als Geruststoffe dienen.

Der Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) ist ein mit der osteogenen
Differenzierung assozierter Transkriptionsfaktor aus der Runx Familie. Er kodiert ein
nukleares Protein mit einer Runt DNA-Bindungsdoméane. Dieses Protein ist
entscheidend fur die osteoblastare Differenzierung und Skelettentwicklung, indem es

die daftir verantwortliche Genexpression steuert (Komori, 2010).
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Die Alkalische Phosphatase (ALP) ist ein Phosphorsaureester hydrolysierendes
Enzym (Hydrolase). Mit der Expression dieses membranstandigen Glykoproteins durch
die Osteoblasten beginnt nach derzeitigem Wissensstand die Mineralisation der
Knochenmatrix (Zernik et al., 1990). Allerdings ist die Alkalische Phosphatase kein
knochenspezifisches Enzym. Im Menschen werden 15 verschiedene Isoenzyme
unterschieden. Vier dieser Isoenzyme stammen von unterschiedlichen Genen
(Dinndarm-ALP, Plazenta-ALP, Keimzell-ALP und Gewebe-unspezifische ALP). Die
Gewebe-unspezifische ALP wird je nach Gewebe unterschiedlich glykosyliert. Dadurch
entstehen weitere Isoenzyme (Leber-ALP, Knochen-ALP, Nieren-ALP). Es werden drei
Isoformen durch die Osteoblasten gebildet, fur die ein spezielles Verteilungsmuster im
Knochen (Kompakta/Spongiosa) vermutet wird (Magnusson et al., 1999). AuRerdem
wird die Expression auch in undifferenzierten embryonalen Stammzellen beobachtet
(Phillips et al.,, 2001). Die Expression der ALP ist zeitlich und funktionell an die
Beendigung der Proliferation gebunden.

Kollagen ist ein nur bei Menschen und vielzelligen Tieren (Metazoa) vorkommendes
Strukturprotein der extrazellularen Matrix und nimmt dort den Hauptbestandteil ein. Es
wird von spezialisierten Zellen, wie den Fibro-, Myofibro- und Osteoblasten, produziert
und ist in vielen Bindegeweben der Saugetiere zu finden. Das Kollagen vom Typ | (Koll
[) gehdrt zu den fibrillaren Kollagenen. Die Fasern bestehen aus parallel angeordneten
Kollagenfibrillen, welche sich aus Tropokollagenmolekiilen zusammensetzen. Ein
Molekil entspricht einer a-Tripelhelix, die aus drei umeinander gewundenen
fadenformigen Proteinketten besteht (Meyer and Wiesmann, 2006).

Osteonektin (ON) wird als nichtkollagenes Glykoprotein der extrazellularen Matrix von
Osteoblasten wahrend der frihen Knochenbildung sezerniert. In vitro bindet
Osteonektin Kollagen |, Kalzium und Hydroxylapatit und steuert die Bildung von Zell-
Matrix-Verbindungen, initiert die Mineralisation und fordert das mineralische
Kristallwachstum (Meyer and Wiesmann, 2006; Termine et al., 1981).

Osteopontin (OP) wird von Praosteoblasten, Osteoblasten und Osteozyten
synthetisiert, ins Osteoid sezerniert und in den Knochen integriert (Butler, 1989). OP ist
ein einkettiges, stark phosphoryliertes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
etwa 32 kDa und einer wichtigen Bedeutung fir den Knochenumbau. Durch die
Verbindung von organischen und anorganischen Matrixkomponenten ist es an der
Gewebeadhésion beteiligt (McKee and Nanci, 1996). OP befindet sich extrazellular und

wird von den Osteoblasten an der Mineralisierungsfront gebildet. Die starke
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Anreicherung von OP in den Anheftungsbereichen von Osteoklasten weist darauf hin,
dass auch diese Zellen dieses Protein sezernieren (Reinholt et al., 1990).

Die ALP hat ihr Expressionsmaximum etwa eine Woche nach Erreichen der Konfluenz,
Osteokalzin (OC) und OP erreichen ihren Expressionsgipfel mit beginnender
Mineralisation, wenn die Bildung der ALP bereits wieder stark ricklaufig ist. Im
Gegensatz zu OC zeigt OP einen biphasischen Expressionsverlauf mit submaximaler
Expression bereits wahrend der Proliferationsperiode und einen zweiten Gipfel zu
Beginn der Mineralisation. OP scheint in beide Vorgéange involviert zu sein (Nomura et
al., 1988; Wirzler, 2004).

EZM-Bildung und
Reifung Mineralisierung

I

Kalziumdeposition
Osteokalzin
Osteopontin

Alkalische Phosphatase

Kollagen Typ| Proliferation

I
0 5 10 15 20 25 30 35
Tage in Kultur

Abbildung 2 Die osteoblastare Differenzierung in der Zellkultur (Wurzler, 2004)

2.1.4 Knochenmatrix

Die Knochenmatrix, das sogenannte Osteoid, setzt sich neben Wasser (10 %) aus
einem organischen Anteil (20 %), bestehend aus ungeordneten Kollagenfibrillen und
der Knochengrundsubstanz (Glykosaminglykane und Proteoglykane), und einem
anorganischen Anteil (70 %), den Mineralstoffen, zusammen.

Kollagenfasern  bilden mit 90-95% den Hauptanteil der organischen
Knochengrundsubstanz (Loffler, 2000; Meyer and Wiesmann, 2006). Sie dienen bei

der Mineralisierung des Knochens als Leitstruktur fir die Hydroxylapatitbildung.
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Der Mineralstoff-Anteil wird aus Kalziumphosphat (85-90%), Kalziumkarbonat (8-10%),
Magnesiumphosphat (1,5%) und Kalziumfluorid (0,3%) gebildet. Diese Mineralien
liegen im Knochen in Form von Apatitkristallen vor. Apatit ist eine Sammelbezeichnung
fur die Minerale Fluorapatit, Chlorapatit, Hydroxylapatit aus der Apatit-Pyromorphit-
Gruppe. Es hat eine hohe und frei austauschbare Konzentration von einfach negativen
Fluor-, Chlor- bzw. Hydroxylionen (Skinner, 2005; Wopenka and Pasteris, 2005). Diese
Minerale gehoren zur Mineralklasse der wasserfreien Phosphate mit fremden Anionen
und kristallisieren im hexagonalen Kristallsystem. Die Formel eines solchen Minerals
lautet: (Ca, Na, MQ)19(PO4, HPO,, CO3)s(OH, F, CI, CO3, O),

Sie verdeutlicht, wie vielschichtig die Austauschmdglichkeiten fur die einzelnen
Positionen in diesem Mineral sein kdnnen (Skinner, 2005).

Im Knochen Uberwiegt das Hydroxylapatit mit der Formel Cas (PO,4)3:(OH) oder auch
Cayp(PO4)e(OH),. Die Apatitkristalle liegen im Abstand von 60-70 nm langs der
Kollagenfibrillen oder in ihnen und sind umgeben von proteoglykanreicher
Grundsubstanz. Diese Verbindung der Strukturen bestimmt die Stabilitdt des Knochens
(Liebich, 1999).

2.1.5 Knochenentwicklung

Man unterscheidet zwei Formen der Knochenbildung: Die Ossifikation ist die Bildung
von Knochengewebe im Wachstum, nach Frakturen oder bei pathologischer
Verkndcherung. Dagegen bezeichnet die Osteogenese die Bildung eines individuellen
Knochens. Die Begriffe werden im folgendem synonym verwendet (Liebich, 1999).
Knochen entwickeln sich auf zwei unterschiedlichen, voneinander unabh&ngigen
Wegen. Bei der direkten, desmalen Ossifikation (primare Osteogenese) geht die
Knochenbildung von einzelnen Zentren, den sog. Ossifikationspunkten, aus. Dort
kommt es zunachst zur Mesenchymverdichtung und starkeren Durchblutung. Die
Zellen werden gréRer und die Zahl ihrer Zellorganellen und Fortsédtze nimmt zu. Die
Praosteoblasten haben sich zu Osteoblasten differenziert und produzieren nun die
Knochengrundsubstanzen. Dann setzt nach Zufuhr von Kalzium- und Phosphationen
die Mineralisierung ein. Dabei kommt es in enger Beziehung zu den Kollagenfibrillen
zur Bildung von Hydroxylapatitkristallen. Die fortschreitende Synthese des Osteoids
fuhrt dazu, dass sich die Osteoblasten einmauern und zu ruhenden Osteozyten werden
(Michels and Neumann, 2007; Schnorr and Kressin, 2001). So gebildeter Knochen wird
als Geflechtknochen bezeichnet und findet sich als Knochen der Schéadelkalotte, des

Gesichtsschadels und des Schliisselbeins.
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Bei der indirekten, chondralen Ossifikation (sekundare Osteogenese) bildet sich
zunachst aus dem Mesenchym ein Modell des spateren Knochens aus hyalinem
Knorpel. Dieses knorpelige Skelett wird durch enchondrale Ossifikation in
Geflechtknochen umgewandelt. Am Ro6hrenknochen geht dieser enchondralen
Osteogenese die Bildung einer perichondralen Knochenmanschette voraus, die nach
Art der desmalen Knochenentwicklung entsteht und fir das Breitenwachstum
entscheidend ist. Im Gegensatz dazu unterhdlt die enchondrale Ossifikation
hauptséachlich das Langenwachstum. Durch die Knochenmanschette sprossen auch
Gefale in den Knorpel. Mit diesen gelangen Chondroklasten in die verkalkte Zone und
I6sen den Knorpel auf. In den freiwerdenden Raum dringen unverziglich Blutkapillaren
und Bindegewebe ein. Der vormals vorhandene Knorpel wird vollstandig abgebaut und
es beginnt die Verkntécherung (Liebich, 1999; Michels and Neumann, 2007).

Die ZweckmaRigkeit des priméaren, knorpeligen Skeletts liegt darin, dass
Knorpelgewebe sich schneller entwickelt und die notwendige Stutzfunktion vor der
Knochenbildung tbernehmen kann (Schnorr and Kressin, 2001).

Den mechanischen Erfordernissen entsprechend wird der zunadchst gebildete
Geflechtknochen sukzessive durch Lamellenknochen ersetzt. Hierzu lagern sich
Osteoklasten an, die mit Hilfe ihrer Enzyme und einer durch Mikrovilli stark
vergroRerten Oberflache den primaren Knochen abbauen. An solchen Stellen
entstehen Einbuchtungen, sog. Howship-Lakunen, aus denen sich tiefere
Absorptionskavitdten entwickeln. In diese dringen Gefal3e ein, in deren Begleitung
Osteoprogenitorzellen auftreten, die sich zu Osteoblasten differenzieren. Osteoblasten
produzieren  konzentrisch um das einwachsende BlutgefdR  angelegte

Knochenlamellen, es entstehen die Osteone (Weyrauch and Smollich, 1998).

2.2 BlutgefalRsystem

Das Blutgefal3system wird in das Herz, als dessen zentrales Organ, und in Blut- und
LymphgefalRe unterteilt, die zusammen einen geschlossenen Kreislauf bilden (Liebich,
1999). Dieses Kreislaufsystem gewahrleistet den fur den Stoffwechsel der Organe und
Gewebe erforderlichen Stofftransport und dient damit letztlich der Versorgung und
Entsorgung der Zellen (Weyrauch and Smollich, 1998).

Der Blutkreislauf setzt sich im Einzelnen aus dem Herzen, den Arterien, Arteriolen,
Kapillaren, Venolen und Venen zusammen. Die einzelnen Gefal3e haben alle einen
dreischichtigen Wandaufbau, unterscheiden sich aber in der Starke der einzelnen

Schichten und in deren Zusammensetzung (Liebich, 1999).
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2.2.1 GefaRbildung

Der GefaRRentwicklung liegen zwei verschiedene Mechanismen zugrunde: Als
Angiogenese bezeichnet man das Wachstum von Kapillaren, tGberwiegend durch
Sprossung aus einem vorgebildeten Kapillarsystem. Hiervon zu unterscheiden ist die
Neubildung von BlutgefalRen aus den sogenannten endothelialen Vorlauferzellen,
welche als Vaskulogenese bezeichnet wird (Joussen et al., 2003).

Bei der Vaskulogenese entstehen BlutgefdlRe und Blutzellen gemeinsam aus den sog.
Blutinseln. Dabei handelt es sich um Ansammlungen von Mesenchymzellen, die sich
auBen zu Angioblasten (GefaRbildungszellen) und innen zu H&mozytoblasten
(Blutbildungszellen) differenzieren. Die in den Blutinseln entstehenden Spaltrdume
vereinigen sich zum GefaBlumen und die Angioblasten werden zu Endothelzellen.
Durch Vereinigung benachbarter Endothelrohre und durch Aussprossung wird das
embryonale Gefal3netz standig vergrofRert (Schnorr and Kressin, 2001).

Unter entsprechender funktioneller Belastung bildet sich aus der primaren Gefal3wand,
bestehend nur aus Endothelzellen, unter Einbeziehung der Mesenchymhiille, die
sekundare GefalRwand aus. Diese besteht dann aus Intima, Media und Adventitia. Die
Fahigkeit der SproRbildung bleibt in einem gewissen Umfang zeitlebens erhalten
(Schnorr and Kressin, 2001).

2.2.2 Das Gefalsystem im Knochen

Das Lamellensystem des Osteons wird zentral von dem, die Versorgungsbahnen
beherbergenden, Havers-Kanal durchzogen. Die Havers-Gefadl3e stehen miteinander
tber Volkmann-Kanale, welche die Knochenlamellen quer durchziehen und bis zur
Knochenhaut durchdringen, in Verbindung (Michels and Neumann, 2007). Durch die
langen, radiar in Knochenkanélchen verlaufenden Zytoplasmafortséatze der Osteozyten
stehen diese uUber Nexus miteinander in Verbindung. So wird der Stofftransport zu
jeder Stelle der Knochenmatrix in zentrifugaler und zentripetaler Richtung maoglich.
Durch dieses kommunizierende Netzwerk von GefaRRen wird der Knochen zu einem
stark vaskularisierten Gewebe (Liebich, 1999), der mit den bendtigten Stoffen versorgt

werden kann.

2.2.3 Nachweis der Gefalibildung

Die mit Endothelzellen ausgekleideten BlutgefaRe werden, um ihre Funktionen als
Diffusionsbarrieren ausiiben zu kodnnen, durch Adhéasionskontakte parazellular
zusammengehalten. Endothel-spezifische Cadherine (VE-Cadherin) und
Plattenendothelzell-Adh&sionsmolekile (PECAM-1, CD31) sind Adhasionsmolekile


http://de.wikipedia.org/wiki/Endotheliale_Vorl%C3%A4uferzelle
http://de.wikipedia.org/wiki/Vaskulogenese

10 Theoretische Grundlagen

auf der Oberflache von humanen Endothelzellen und erméglichen die interzellulare
Adhasion  zwischen benachbarten Endothelzellen. Wahrend VE-Cadherin
ausschlieB3lich auf Endothelzellen exprimiert wird, ist PECAM-1 auf Endothelzellen,
aber auch auf Leukozyten zu finden (Brenninghoff and Drenckhahn, 2004).

Der VEGF Rezeptor I, auch bekannt als FLT (fms-like-Tyrosinkinase), gehort zu der
Familie der src-Gene und agiert als Rezeptor fir VEGF, VEGFB und PGF. Als solcher
besitzt er Tyrosinkinase Aktivitat, die wichtig ist fur die Kontrolle von Proliferation und
Differentiation der Zellen, und spielt eine entscheidende Rolle in der Angio- und
Vaskulogenese (Stuttfeld and Ballmer-Hofer, 2009). Die Expression dieser Rezeptoren
wurde in vaskularen Endothelzellen, plazentdren Trophoblasten und in Monozyten
nachgewiesen.

Durch eine homophile Bindung mit der Extrazellulardomane und einer intrazellularen
Verankerung Uber Adaptermolekille am Aktinzytoskelett entsteht eine starke Adhasion

der Endothelzellen in den Adharenzkontakten (siehe auch 2.3.2).

2.3 Induktionsfaktoren

Im Verlauf der Embryonalentwicklung finden sowohl wahrend der Gastrulation wie
auch fur die Dauer der gesamten Embryogenese von Organen und Geweben
Induktionsprozesse statt. Diese Prozesse sind an bestimmte Phasen gebunden, in
denen ein Gewebe die notwendigen Rezeptoren aufweist, um auf die induzierenden
Signale entsprechend zu reagieren (Rohen and Litjen-Drecoll, 2006).

Die ersten Entwicklungsvorgdnge werden von frih exprimierten, zum Teil noch
maternalen Genen in Gang gesetzt und durch Botenstoffe  oder
Zelloberflachenmolekile vermittelt, die in den Zellen des induzierten Gewebes
spezifische Reaktionen hervorrufen.

Man unterscheidet folgende Gruppen von Induktionsfaktoren (Rohen and Lutjen-
Drecoll, 2006):

a) Losliche, sogenannte parakrine Faktoren, die sich dadurch auszeichnen, das
Indukt auch Uber gréRere Distanzen erreichen zu kénnen. Zu diesen Faktoren
zéhlen Hormone, Wachstumsfaktoren und andere Signalproteine wie Fibroblast
Growth Factor (FGF)- oder Transforming Growth Factor (TGF)-3-Proteine.

b) Stationdre Faktoren in Form von extrazellularen Matrixproteinen, die ebenfalls
von spezifischen Zellrezeptoren erkannt werden. Diese Rezeptoren,
sogenannte Integrine, vermitteln spezifische Signale von extrazellularen

Proteinen ins Zellinnere. Eine weitere Form dieser Art sind
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Zelloberflachenproteine (Adhasionsmolekiile), die dber direkte Zell-Zell-
Kontakte mit spezifischen Rezeptoren induktiv oder inhibitorisch wirken kénnen.

2.3.1 Bone Morphogenetic Protein

Die osteoblastare Differenzierung aus mesenchymalen Stammzellen ist ein komplexer
Vorgang, der verschiedene Faktoren einschlie3t und noch nicht vollstéandig geklart ist.
Eine besondere Rolle spielt hierbei die TGF-R Superfamilie mit ihrer multifunktionellen
Potenz (Roelen and Dijke, 2003).

Die Gene der TGF-R-Superfamilie kodieren fir Proteine der BMP-, der TGF-3-, GDF-,
Anti-millerian hormone, Nodal und der Activin-(Inhibin)-Subfamilien (Alberts et al.,
2002; Vukicevic and Sampath, 2002a, c, e). Aufgabe dieser Proteine ist es, die
Morphogenese, Homdostase und Heilung von Geweben und Organen wéhrend der
embryonalen Entwicklung und auch im weiteren, postfetalen Leben zu koordinieren
(Alberts et al., 2002; Vukicevic and Sampath, 2002a, d, €).

Ihre Wirkung vermitteln diese Proteine, indem sie als lokale Mediatoren das
Zellverhalten wie Proliferation, Differenzierung, die Produktion extrazellularer Matrix
und den programmierten Zelltod (Apoptose) beeinflussen (Alberts et al., 2002).

Der Name ,bone morphogenetic Protein“ beschreibt nur eine von mehreren Funktionen
bzw. Wirkungen der BMPs. Denn obwohl diese Proteine urspriinglich im Knochen
gefunden wurden, konnten sie inzwischen auch in den meisten anderen Geweben des
menschlichen Kérpers nachgewiesen werden.

Untersuchungen an gentechnisch erzeugten Nullmutationen (sog. Knock outs), bei
denen gezielt BMP-Gene ausgeschaltet wurden, zeigen die multifunktionale Wirkung
der BMPs. Dabei ist ihre Wirkung nicht nur auf die Knochen- und
Knorpelmorphogenese beschrankt, sondern weiterhin an der Entwicklung vieler
anderer Organe und Gewebe beteiligt, die durch mesenchymale-epitheliale
Interaktionen entstehen (Cunningham et al., 1992; Goumans and Mummery, 2000;
Hogan, 1996; Vukicevic and Sampath, 2002b, c). Allerdings sind die BMPs die
einzigen Wachstumsfaktoren, die eine Knochenneubildung induzieren kénnen (Hogan,
1996; Reddi, 2000a).

Urist konnte mit seinen Untersuchungen schon 1981 zeigen, dass die postnatale
Osteoinduktion durch BMPs dem Mechanismus der enchondralen Ossifikation
entspricht und damit die Vorgange bei der embryonalen Skelettentwicklung bzw. der
Frakturheilung rekapituliert (Urist, 1981).
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Zurzeit geht man davon aus, dass BMP-2 sein Signal Uber eine Familie von
transmembranaren Rezeptoren, die Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren, weitergibt.
Diese lassen sich in zwei Subklassen unterteilen. Der Typ II-Rezeptor aktiviert durch
seine Phosphorylierung, die durch Bindung des Liganden ausgelost wird, den Typ I-
Rezeptor. Dies fuhrt dann ebenfalls Uber eine Phoshorylierung von spezifischen
zytoplasmatischen Signalmolekilen, den sogenannten Smads, zu einer Regulation der
Genexpression im Zellkern (Seufert, 2004). Neben der Smad-Signalkaskade besteht
noch eine zweite Signalkaskade: durch die Bindung von BMP-2 an spezifische
Rezeptoren kommt es mit Hilfe der Proteinkinase p38 zu einer Induktion der
Alkalischen Phosphatase (ALP) (siehe auch die Ausfihrungen unter 2.1.3). Obwohl
dieses Enzym im Kdrper sehr weit verbreitet ist, wird es dennoch als Indikator fir den
Beginn der osteoblastaren Differenzierung angesehen, da die Aktivitat der ALP
wahrend der Frihphase der Entwicklung in den Osteoblasen stark ansteigt (Yamamoto
et al., 1997).

2.3.2 Vascular Endothelial Growth Factor

Mitglieder der VEGF-Familie z&ahlen zu den starksten Modulatoren der
GefaRentwicklung. Sie regulieren die Vaskulogenese, Angiogenese und
Lymphangiogenese sowohl wahrend der Embryogenese als auch im adulten Leben.
Die VEGFs bilden eine grof3e Protein-Familie, die eine Reihe von Isoformen beinhaltet.
Es sind sechs verschiedene Formen von VEGF bekannt. Zuerst entdeckt wurde VEGF-
A, danach folgten die Faktoren VEGF-B und PIGF sowie VEGF-C und VEGF-D.
Daneben existieren noch das verwandte, virale Homologon VEGF-E und das im
Schlangengift vorhandene VEGF-F (Yla-Herttuala et al., 2007).

VEGF wurde als erster Faktor beschrieben, der spezifisch die Proliferation und
Differenzierung von Endothelzellen initiieren kann (Gerber et al., 1998; Stouffer et al.,
2001). Es ist der Hauptfaktor der Vaskulogenese und Angiogenese und als solcher fur
die Regulation vaskularer Veranderungen verantwortlich (Lopes et al., 2003; Ribatti,
2005). Wahrend die vaskulare Angiogenese vor allem durch VEGF-A reguliert wird,
geschieht dies bei der Lymphangiogenese durch VEGF-C und -D (Carmeliet and
Collen, 1999).

Seine biologischen Effekte Ubt VEGF vor allem durch die Bindung an seine
transmembrandaren Tyrosinkinase-Rezeptoren aus, den VEGFR-1 (Flt-1), den VEGFR-
2 (KDR, FIk-1) und den VEGFR-3 (Flt-4) (Kaipainen et al., 1995; Yla-Herttuala et al.,
2007).
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Sowohl VEGFR-1 als auch -2 binden VEGF mit hoher Affinitdt. Diese Rezeptoren
werden beide in erster Linie, aber nicht ausschlief3lich, von vaskularen Endothelzellen
exprimiert. VEGFR-2 scheint der Haupt-Signalrezeptor fir vaskulare Endothelzellen zu
sein, wohingegen VEGFR-1 wichtig fur die Migration ist und vermutlich als ,Koéder"-
Rezeptor fungiert, der die Bioverfiigbarkeit von VEGF in einem gegebenen Gewebe
reguliert (Clauss, 1998; Risau, 1997) (siehe auch 2.2.3).

2.3.3 Weitere endotheliale Wachstumsfaktoren

Weitere endotheliale Wachstumsfaktoren, wie sie in dem fiur die endotheliale
Differenzierung eingesetzten Medium (EGM-2, Fa. Lonza) enthalten sind, sind der
Fibroblast Growth Faktor (FGF), der Epidermal Growth Faktor (EGF), Heparin, der
Insuline-like Growth Faktor (IGF) und Ascorbinséaure.

FGF gehort zu den ersten beschriebenen angiogenen Wachstumsfaktoren und wurde
aus dem Gehirn isoliert (Gospodarowicz et al.,, 1978). Er ist ein Modifikator der
Migrationseigenschaften und proliferativen Kapazitaten von Endothelzellen in vitro und
ein Stimulator der Angiogenese in vivo (Enenstein et al., 1992).

Fur EGF ist eine stimulierende Wirkung auf die Proliferation von mikrovaskularen
Endothelzellen beschrieben worden. Diese erfolgt in vitro bei einer Konzentration von 1
bis 5 ng/ml (Schreiber et al., 1986).

Auch fur Heparin wird eine mdgliche Funktion wahrend der Angiogenese diskutiert. Ein
genauer Wirkmechanismus konnte bisher nicht beschrieben werden. Der Einsatz von
Heparin stimuliert in vitro die Bewegung von kapillaren Endothelzellen (Azizkhan et al.,
1980), es potenziert den proliferativen Effekt von FGF auf Endothelzellen (Thornton et
al., 1983) und schiitzt es vor dessen Inaktivierung (Gospodarowicz and Cheng, 1986).
In Anwesenheit von Cortison oder Hydrocortison inhibiert Heparin die Angiogenese
(Folkman et al., 1983).

IGF-1 ist ein hochwirksames, synthetisch hergestelltes Hormon. Es hat Einfluss auf
das Migrationsverhalten von humanen Endothelzellen und beeinflusst auch die
Ausbildung von tubularen Strukturen (Angiogenese) dieser Zellen in vitro (Shigematsu
et al., 1999).

Ascorbinsédure ist ein fir das Wachstum und die Vitalitdt von Zellen, sowohl in vitro als
auch in vivo, wichtiges Vitamin. Es schuitzt als Antioxidans Fettsduren vor dem Abbau
durch Peroxidation und ist ein wichtiger Co-Faktor bei der Hydroxylierung von

Kollagenen (Horn et al., 2003).
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2.3.4 Einsatz von BMP-2, VEGF und DAG

VEGF spielt eine wichtige Rolle bei der enchondralen Ossifikation, da das Einwachsen
von BlutgefélRen einen bedeutenden Schritt in der kaskadenartig ablaufenden Bildung
von ossarem Gewebe darstellt. Die Ergebnisse einer Untersuchung von Gerber und
Kollegen zeigten, dass die durch VEGF hervorgerufene Kapillareinsprossung ein
wichtiges Signal wahrend der enchondralen Ossifikation ist, welches auch regulierend
auf die Knorpelbildung wirkt (Gerber et al., 1999). Er sorgt zun&chst fur die Resorption
des Knorpels und im Anschluss daran fir die Mineralisation des Knochens. Es konnte
gezeigt werden, dass VEGF-spezifische Antagonisten die Knochenbildung hemmen.
Gemeinsam mit  bestimmten  weiteren humoralen  Faktoren, die die
Knochenhomoostase regulieren, kann VEGF synergistisch mit osteogenen Proteinen,
wie den BMPs, interagieren. Zusammen kdnnen sie die Knochenbildung férdern. (Peng
et al., 2005). Kakudo und Kollegen haben gezeigt, dass die Kombination aus VEGF
und rhBMP-2 in vivo zu einer gesteigerten Bildung von Blutgefafen und Knochen
wahrend der ektopen Knochenbildung fuhrt (Kakudo et al., 2006).

Die derzeit gebrauchlichste Methode, um Zellen gezielt osteogen zu differenzieren, ist
der Zusatz von Dexamethason, Ascorbinsaure und B-Glycerophosphat (DAG) zum
Nahrmedium (Jaiswal et al., 1997; Kogler et al., 2004). Dies fuhrt zu der Ausbildung
einer mineralisierten extrazellularen Matrix. Dexamethason induziert die
Zelldifferenzierung, hemmt dabei aber die Proliferation. Vor allem im Zusammenspiel
mit B-Glycerophosphat fordert es die Osteogenese. R-Glycerophosphat erméglicht die
Mineralbildung und induziert dadurch die phanotypische Matrixreifung der Zellen
(Meyer and Wiesmann, 2006). Des Weiteren dient es als Phosphatdonor und liefert so
die erforderliche organische Phosphatquelle fiir die Bildung von Hydroxylapatit.

2.4 Stammzellen

Der Gesetzgeber definiert Stammzellen als alle menschlichen Zellen, die die Fahigkeit
besitzen, in entsprechender Umgebung sich selbst durch Zellteilung zu vermehren, und
die sich selbst, oder deren Tochterzellen, unter geeigneten Bedingungen zu Zellen
unterschiedlicher Spezialisierung, jedoch nicht zu einem Individuum zu entwickeln
vermdgen (It. Stammzellgesetz vom 28.06.2002, § 3).

Stammzellen sind Korperzellen, die sich noch nicht differenziert haben. Das heifl3t, sie
liegen noch nicht in der Form vor, die sie fur ihre Verwendung im Organismus
spezialisiert, vielmehr ist ihre spatere Verwendung noch offen. Stammezellen sind in der

Lage, standig neue, organspezifische Tochterzellen zu erzeugen und sich dabei selbst
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zu erhalten. Hierzu befahigt sie ein noch nicht geklarter Mechanismus von
asymmetrischer Zellteilung, der es ihnen erlaubt, einerseits Tochterzellen mit
Stammzelleigenschaften zu generieren, andererseits andere Tochterzellen mit
groRerer Ausdifferenzierung hervorzubringen (Hall and Watt, 1989; Morrison et al.,
1997; Potten and Lajtha, 1982; Potten and Morris, 1988).

Die Einteilung von Stammzellen kann auf verschiedene Arten erfolgen.

Nach dem Entwicklungspotential: = totipotent

= pluripotent

=  multipotent

Nach dem Entwicklungsstadium: = embryonale Stammzellen (toti- und
pluripotent)

= fetale Stammzellen (pluri- bis multipotent)

= adulte Stammzellen (multipotent)

Nach der Herkunft: = ES-Zellen (embryonic stem cells) aus
frihen Embryonalstadien (Blastozyste)

= EC-Zellen (embryonic carzinoma cells) aus
embryonalen Tumorzellen

= EG-Zellen (embryonic germ cells)
embryonale Keim-Stammzellen aus den
fetalen Vorlauferzellen der
Geschlechtszellen

= Nabelschnurblutstammzellen (USSC)

= gewebespezifische somatische oder adulte
Stammzellen

Die entwicklungsbiologischen Potentiale sind in den embryonalen, foetalen und adulten
Stammzellen in unterschiedlichem Maf3e ausgepragt.

Im Rahmen der Embryonal- bzw. Fetalentwicklung durchlaufen die dabei entstehenden
Zellen verschiedene Stadien mit unterschiedlichem Entwicklungspotential. Die nach
der Befruchtung entstehende Zygote besitzt Zellen, die totipotent sind, d.h. sie sind
fahig, alle Zellarten und Organe bis hin zum selbstdndigen Organismus
hervorzubringen. Die vollkommene Totipotenz bleibt bis zum 8-Zellstadium erhalten.
Damit sind die Zellen der Morula nur noch pluripotent. Ihre Einzelzellen sind zwar
noch in der Lage, sich in verschiede Zelltypen zu differenzieren, einschliel3lich denen
der Keimbahnen, einen kompletten Embryo konnen sie jedoch nicht mehr

hervorbringen. Auch die Zellen des Embryoblasten aus der Blastozyste sind pluripotent
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und kénnen die embryonalen Stammzellen liefern. Diese haben zwar die Fahigkeit,
sich in alle Gewebearten, nicht aber in Trophoblastenzellen, die fir die Versorgung
eines Embryos essentiell sind, zu differenzieren, und kdnnen somit kein ganzes
Individuum mehr bilden. Im Laufe der Embryogenese verlieren die Stammzellen ihr
Entwicklungspotential. Nach der Entwicklung der Keimblatter sind die Zellen nur noch
multipotent und koénnen sich zu den Zelltypen der verschiedenen Gewebe
differenzieren, aber nicht mehr zu Zelltypen anderer Organsysteme. Des Weiteren
entstehen oligopotente Zellen, diese kénnen nur noch wenige Zelltypen eines
Gewebes bilden, und die unipotenten Zellen, die nur noch einen Zelltyp ausbilden

kdénnen.

i@ ————— tolipotent
v

Zygote
|erste Furchungszellen)

Blostozyste pluripotent
Keimschaibe -multipotent
[Gastrula)
~
f"'f-.
s .
s r,/ .
Keimzellen  Epiblast (Ektoderm) Mesoderm Hypoblast [Enloderm)
Epidermiszellen Herzmuskelzellen Darmepithelzellen
Mervenzellen Knochenzellen Pankreaszellen
Pigmenizellen Muskelzellen Lungenepithelzellen
Mierentubuluszellen Schilddrisenzellen
Blutzellen
Abbildung 3 Entwicklungspotential menschlicher Stammzellen in den ersten drei Entwicklungs-

stadien des Keimes (Rohen and Litjen-Drecoll, 2006)

Die differenzierten Zellen werden nach ihrer entwicklungsbiologischen Herkunft
gegliedert. Aus dem inneren (Endoderm), mittleren (Mesoderm) und &uf3eren
(Ektoderm) Keimblatt entwickeln sich unterschiedliche Zelltypen.

Der Verlust an Plastizitat bei der spateren Organbildung erfolgt jedoch nicht bei allen

Zellen und so gibt es Zellen, die die speziellen, organtypischen Differenzierungen nicht
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mitgemacht haben, sondern undifferenziert geblieben sind. Bis heute konnten in vielen
Organen und Organsystemen, wie in Knochenmark, Haut, Blut, Gehirn (McKay, 1997),
Darm (Bach et al., 2000), Herz (Messina et al., 2004), Leber (Herrera et al., 2006) und
Pankreas (Passier und Mummery, 2003), adulte Stammzellen nachgewiesen werden.
Sie stellen das eigentliche Regenerationspotential des Organismus dar und haben die
Aufgabe, lebenslang unterschiedliche organspezifische Ersatzzellen zu produzieren
(Rohen and Lutjen-Drecoll, 2006). Diese Zellen sind zwar determiniert in Richtung ihrer
Organe, bendtigen aber zur terminalen Differenzierung weitere Signale (Sinowatz et
al., 1999). Dies ist mdglich, da Stammzellen die Fahigkeit besitzen, sich selbst in
einem undifferenzierten Stadium zu halten. Dieses Stadium wird durch ein
Gleichgewicht verschiedener zellspezifischer Marker charakterisiert. Hierzu zéhlen
bestimmte Signaltransduktionswege, wie z.B. der LIF-abhangige JAK/STATS3
Signalweg und der TGF-B Weg. Zudem gibt es verschiedene Transduktionsfaktoren
wie z.B. Oct-4, das in vitro in ES-Zellen und in vivo in der inneren Zellmasse von
Embryonen gebildet wird und die Zellen in einem pluripotenten, undifferenzierten
Stadium halt (Pesce et al., 1998). Wird dieses Verhaltnis verschoben, beginnen die
ES-Zellen zu differenzieren (Smith, 2005).

2.4.1 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ESC) werden aus sehr frihen Embryonalstadien (Acht-Zell-
Stadium bis Blastozyste) von Saugetieren gewonnen. Man isoliert daftir die Zellen aus
der inneren Zellmasse (ICM, inner cell mass) der Blastozyste einer kinstlich
befruchteten Eizelle. Die Blastozyste ist aus einer &auR3eren Zellschicht, dem
Trophoblasten, welcher an der Ausbildung der Plazenta beteiligt ist, und einer inneren
Zellmasse aufgebaut. Aus der inneren Zellmasse, dem Embryoblasten, entwickelt sich
der eigentliche Embryo.

Die ersten embryonalen Stammzellen wurden im Jahre 1981 aus der Maus-Blastozyste
isoliert (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981), spater gelang es Forschern, auch
die ersten humanen embryonalen Stammzellen zu gewinnen (Thomson et al., 1998).

In Deutschland ist der Umgang mit menschlichen embryonalen Stammzellen (hES-
Zellen) durch das Embryonenschutzgesetz (ESchG vom 13. Dezember 1990) sowie
das Stammzellgesetz (StZG vom 28. Juni 2002) reglementiert. Um die
Menschenwirde und das Recht auf Leben zu achten und zu schitzen, ist es verboten,
menschliche embryonale Stammzellen herzustellen. Forscher durfen in Deutschland

aufgrund der Bestimmungen des Stammzellgesetzes (8 4) nur mit solchen humanen
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embryonalen Stammzelllinien arbeiten, die vor dem 01. Mai 2007 im Ausland
hergestellt worden sind und bestimmte Anforderungen erfullen. Durch diese
Stichtagregelung soll verhindert werden, dass von Deutschland aus eine Produktion
von hES-Linien im Ausland veranlasst wird (DFG, 2006).

2.4.2 Adulte Stammzellen

Vor dem Hintergrund der aktuell kontrovers gefiihrten Diskussion um die Verwendung
embryonaler Stammzellen zur Regeneration von Organen und Geweben kommt der
Forschung an adulten Stammzellen zunehmende Bedeutung zu. Diese sind gemaf
ethischer Grundséatze vdllig unbedenklich zu verwenden.

Aus den ontogenetisch friihesten, den pluripotenten embryonalen Stammzellen gehen
spater die primitiven Keimstammzellen (EG-Zellen) sowie die somatischen Stamm- und
Progenitorzellen hervor. Die sogenannten Progenitorzellen sind Vorlauferzellen, die auf
dem Weg zur ausdifferenzierten Zelle als Zwischenstufe durchlaufen werden. Das
Differenzierungspotential der Stammzellen nimmt dabei mit fortschreitender
Spezialisierung ab.

Die adulten Stammzellen befinden sich in den jeweiligen Organen, um dort
abgestorbene Zellen zu erneuern. Dabei kann man die Gewebe in drei
unterschiedliche Kategorien einteilen (Cotran et al., 1999; Leblond, 1964):

= Gewebe mit statischen Zellpopulationen (,nondividing permanent cells) wie
Nerven und der Herz- oder Skelettmuskel. Diese Zellpopulation kann nur noch
hypertrophieren, aber nicht mehr proliferieren. Die meisten Zellen solcher

Gewebe bleiben ein Leben lang bestandig.

= Gewebe, die in begrenztem Male ihre Population erneuern (,stable cells®) wie
die Leber. Dort findet generell eine geringe Zellteilung statt. Kommt es dort aber
zu einem entsprechenden Stimulus, sind die meisten Zellen in der Lage, sich zu
teilen und Tochterzellen zu bilden, die den gleichen differenzierten Phénotyp

aufweisen.

= Gewebe mit einer hohen Zellerneuerungsrate (,labile cells*) wie die
Epithelzellen der Haut, des Verdauungs- oder des Atmungstraktes, die
Spermatogenese sowie die blutbildenden Zellen des Knochenmarks (Leblond,
1964). Sie sind gekennzeichnet durch eine schnelle und kontinuierliche
Zellfluktuation, da die terminalen, differenzierten Zellen nur eine kurze

Uberlebensdauer haben.
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Adulte Stammzellen kénnen sich nicht nur in ihr Ursprungsgewebe entwickeln, sondern
auch in andere Zelltypen ausreifen. In den vergangenen Jahren wurde berichtet, dass
adulte neuronale Stammzellen der Maus nach Implantation in frihe Embryonalstadien
in zahlreichen Geweben und Organen, wie beispielsweise Herz, Blut und
Skelettmuskel, identifiziert wurden (Bjornson et al., 1999; Clarke et al., 2000). Ein
breites Differenzierungsspektrum wurde auch fir andere Stammzellen aus dem
erwachsenen Organismus nachgewiesen. Beispielsweise entwickeln sich Stammzellen
des Knochenmarks in Leberzellen (Petersen et al., 1999) oder in Muskelzellen (Ferrari
et al., 1998) und Muskelzellen entwickeln sich in Zellen des Blutes (Gussoni et al.,
1999). Auch beim Menschen konnte gezeigt werden, dass Stammzellen des Blutes, die
bei Knochenmarktransplantationen verabreicht wurden, als Leberzellen aufzufinden
waren.

Die am besten charakterisierte adulte Stammzelle ist die hdmatopoetische Stammzelle.
Sie wird seit Uber 40 Jahren in der Transplantationsmedizin zur Behandlung von

Krankheiten des Blut- und Immunsystems eingesetzt (Wintermantel and Ha, 2008).

2.4.3 Unrestringierte Somatische Stammzellen

Die unrestringierten somatischen Stammzellen (USSC) sind fetale Stammzellen, die im
Institut fur Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutik (ITZ) der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf isoliert und beschrieben wurden (Kogler et al., 2004).

Diese Stammzellen wurden erst recht spat entdeckt, da sie lange Zeit nicht von den
ebenfalls im Nabelschnurblut vorkommenden Mesenchymalen Stammzellen (MSC)
unterschieden werden konnten. Beide Zelltypen sind adharend wachsende, nicht
hamatopoetische Zellen, die sich immunophénotypisch kaum unterscheiden lassen.
Jedoch nehmen die Generierungs- und Kultivierungsbedingungen starken Einfluss auf
die Entwicklung der Zellen und damit auf die Moéglichkeit der Unterscheidung dieser
zwei Zelltypen (Kogler et al., 2006).

So konnten USSC sowohl in vitro wie in vivo in Osteoblasten und Chondroblasten
differenziert werden (Kogler et al., 2004). Desweiteren konnten USSC in vitro und in
vivo in neuronale Zellen (Greschat et al., 2008; Kogler et al., 2004), Oligodendrozyten
und Astrozyten differenziert werden. Die Fahigkeit der USSC, sich in hAmatopoietische
Zellen, Herzzellen (Purkinjezellen und Kardiomyozyten) und Hepatozyten zu
differenzieren, wurde im Schafmodell nachgewiesen (Flake et al., 1986; Kogler et al.,
2004; Zanjani et al., 1996). Die Applikation der USSC in einem préaklinischen
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Herzinfarkt-Modell am Schwein resultierte in einer Integration in den Herzmuskel und
einer Verbesserung der Herzfunktion (Kim et al., 2005).

MSC konnten ebenfalls in Osteoblasten und Chondroblasten, jedoch auch in
Adipozyten, differenziert werden (Prockop, 1997; Prockop et al., 2003). Dagegen ist
eine Differenzierung der USSC in Adipozyten nicht moglich (Kluth et al., 2010).

Tabelle 1 Immunophéanotypische Charakterisierung der USSC (Kogler et al., 2006)

CD-Lokus oder Antigenname Expression CD-Lokus oder Antigenname Expression
Hamotopoetische/Leukozyten Antigene CD49d
CD4 - CD49%e +
CD8 - CD4of
CD10 + (schwach) Adhé&sionsmolekiile
CD13 + CD31
CD14 - CD44 +
CD15 - CD50
CD16 - CD54 +
CD33 - CD58 +
CD34 - CD62E
CD45 - CD62L
CD90 + CD62P
CD117 - CD144
CD133/1 +* CD106
CD133/2 +* CD166 +
HLA-class | (ABC) -[+* Wachstumsfaktoren/Rezeptoren
HLA-class Il (DR) - CD25
Glycophorin A - CD123 +

Endotheliale Antigene CD71 +
FLK-1 (KDR) + Andere Antigene
VWF + CD73 +
CD146 + CD80

Integrine CD86

CDlla - CD105 +
CD11b - Vimentin +
CD29 + Cytokeratin-8 +
CD49b - Cytokeratin-18 +

* Expression abhangig von den Zellkultur- und Mediumkonditionen

Neben dem unterschiedlichen Differenzierungspotential (Kluth et al., 2010) von USSC
und MSC ist eine Unterscheidung der beiden Zelltypen auch durch HOX-Gene

moglich. HOX-Gene sind ein haufiger Bestandteil von homdotischen Genen. Sie
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kénnen als Ubergeordnete genetische Informationsstruktur angesehen werden, die
regulierend auf die Aktivitat anderer, funktionell zusammenhéangender Gene im Verlauf
der Morphogenese wirken. Die Analyse des Expressionsmusters des HOX-Gens
scheint in verschiedenen Zelltypen nitzlich zu sein, um den Ursprung der Zellen zu
klaren und, in Anbetracht ihres Entstehungsgewebes, verschiedene Zelltypen
voneinander zu unterscheiden (Liedtke et al., 2010b).

Gut geeignete Marker fur die Unterscheidung von USSC und MSC sind HOXA9,
HOXB7, HOXC10 und HOXDS8. USSC wurden auf diese Marker negativ getestet, MSC
dagegen positiv (Liedtke et al., 2010b).

Desweiteren zeichnen sich USSC dadurch aus, dass sie bezuglich ihrer
Proliferationskapazitat in vitro sehr widerstandsfahig sind und nicht dazu neigen
spontan zu differenzieren. Auch in Tierversuchsmodellen konnten beim Einsatz von
USSC keine makroskopisch oder mikroskopisch sichtbaren Tumoren festgestellt
werden (Kogler et al., 2004).

USSC haben das Potential sich in ektodermale, mesodermale und endodermale
Richtung zu differenzieren, sind somit multipotent und nehmen damit eine Stellung
zwischen den embryonalen und adulten Stammzellen ein (Greschat et al., 2008; Kogler
et al., 2004; Sensken et al., 2007; Trapp et al., 2008).

Aufgrund ihres ontogenetisch jungen Ursprungs sind Nabelschnurblutzellen relativ
undifferenziert und rufen in vivo weniger starke immunologische Reaktionen hervor
(HLA Klasse lI-negativ) (Kogler et al., 2004).

Das zur Gewinnung der USSC notwendige Nabelschnurblut wird durch die Punktion
der Nabelschnurvene nach der Geburt des Kindes gewonnen. Die Aufbereitung des
gewonnenen Blutes erfolgte analog des von Kdogler im Jahre 2004 publizierten
Verfahrens und soll hier nur in kurzen Zigen erlautert werden (Kogler et al., 2004):
Zunachst wird die Fraktion der mononukledren Zellen (MNC), unter denen sich auch
die USSC befinden, isoliert und kultiviert. Bei ca. 40% der Proben konnten so USSC
Kolonien aus den MNC Kulturen generiert werden.

Zur Aufreinigung der mononukledren Zellfraktion wird das Nabelschnurblut zweimal
zentrifugiert. Mittels der ersten Zentrifugation werden zunachst die roten
Blutkdrperchen abgetrennt. Die so gewonnen MNC wurden anschlieRend in Phosphat
gepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen und erneut zentrifugiert, um sie vom
Plasma zu trennen. Die in Form eines Pellets vorliegenden, aufgereinigten Zellen
werden nun in Medium resuspendiert, anschlieBend auf Plastik-Zellkulturflaschen

ausplattiert und im Inkubator kultiviert.
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Das Medium wird wéchentlich gewechselt und so lange mit Dexamethason versetzt,
bis sich adhérente USSC-Kolonien bilden. Danach wird nur noch Zellkulturmedium
ohne Dexamethason zugesetzt. Haben sich nach vier Wochen noch keine Kolonien
gebildet, so werden die Kulturen verworfen. Die so gewonnenen Stammzellkonzentrate
werden dann mit Hilfe einer Gefrierschutzlosung eingefroren und bei -196°C in
Stickstofftanks gelagert.

2.5 Tissue Engineering

Die National Science Foundation definierte 1988 das Tissue Engineering als
Anwendung von Prinzipien und Methoden der technischen Entwicklung und der
Biowissenschaften zum Zweck eines besseren Verstandnisses der Beziehungen von
Struktur und Funktion in gesunden und pathologisch veranderten Geweben und die
Entwicklung eines biologischen Ersatzes zur Wiederherstellung, Erhaltung oder
Verbesserung der Gewebefunktion.

Traumata, Tumore, Infektionen, biochemische Dysfunktionen oder abnormale
Skelettentwicklung fihren zu Knochendefekten, die einen chirurgischen Eingriff
erfordern. Diese Knochendefekte sind bei Mensch und Tier immer mit erheblicher
Beeintrachtigung verbunden. Daher ist die Wiederherstellung des kndchernen Skeletts
mit seinen funktionellen und &sthetischen Aspekten fir die Lebensqualitat der
Betroffenen von groRer Bedeutung. Zur Wiederherstellung der Defekte stehen
heutzutage verschiedene Moglichkeiten zur Verfigung:

In der humanmedizinischen Therapie wird die Uberbriickung von Knochendefekten
mittels alloplastischer, synthetischer Materialien wie Metalle, Keramiken, Polymere und
Gemische vorgenommen. Diese Materialien erlauben die Wiederherstellung der Form
des Knochenskeletts und teilweise auch dessen Funktion. Jedoch kdnnen sich diese
Materialien aufgrund ihrer unzureichenden biologischen Aktivitat nicht dem adaptiven
Knochenan- und -abbau, dem das Knochenskelett unterworfen ist, anpassen und
haben dadurch nur eine Platzhalterfunktion (Handschel et al., 2002). Eine weitere
Moglichkeit der Wiederherstellung der Knochenkontinuitat ist durch ein autologes
Knochentransplantat. Dieses enthélt Vorlauferzellen, die sowohl an der Einheilung als
auch an der Adaptation an die lokalen mechanischen Anforderungen beteiligt sind.
Allerdings entstehen hierbei Probleme bei der Gewinnung des Transplantats. Zum
einen gibt es eine quantitative Limitation des =zur Verfigung stehenden
Knochenreservoirs und zum anderen die mogliche Morbiditdt auf Grund des
Entnahmedefekts (Kubler et al., 1999; Misch, 1997; Nkenke et al., 2001; Nkenke et al.,
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2004; Sasso et al., 2005; Youdas et al., 1988). In 10-40 % der Féalle (Arrington et al.,
1996) kann die autologe Knochenentnahme fur den Patienten zu postoperativen
Problemen fiihren wie z.B. anhaltenden Schmerzen (Arrington et al., 1996; Cowley
and Anderson, 1983; Damien and Parsons, 1991; Prolo and Rodrigo, 1985),
Uberempfindlichkeiten (Damien and Parsons, 1991), Instabilitaiten z.B. des
Beckenknochens (Coventry and Tapper, 1972; Prolo and Rodrigo, 1985), Infektionen
(Arrington et al., 1996; Lane et al., 1999), Hamatomen und Sensibilitatsstérungen wie
Hyp- und Dysaesthesien aufgrund von Verletzungen subkutaner Nerven (Damien and
Parsons, 1991; Lane et al., 1999). Der entscheidende Vorteil autologer Transplantate
ist die ausbleibende Immunreaktion des Organismus sowie die Mdglichkeit,
knochenproduzierende Zellen direkt an den Ort des Defektes zu bringen (Meijer et al.,
2007). AuBRerdem locken diese Transplantate weitere, mesenchymale Zellen an und
regen diese durch osteoinduktive Wachstumsfaktoren zur Differenzierung an (Brown
and Cruess, 1982; Damien and Parsons, 1991; Lane et al., 1999; Urist, 1965).

Der dritte Ansatz knocherne Defekte zu Uberbricken stellt die zellbasierte
Knochenregeneration und Rekonstruktion dar. Dabei bilden Zellen die Basis einer
biologischen Knochenregenerationsstrategie, denn sie besitzen die Fahigkeit,
extrazellulare Matrix zu bilden und den Mineralisierungsprozess zu steuern. Dadurch
kénnen Gewebefunktionen wiederhergestellt, aufrechterhalten oder auch verbessert
werden (Langer and Vacanti, 1993).

Man unterscheidet drei  verschiedene  Mdglichkeiten der  zellbasierten

Knochenregenerationsstrategie (Handschel et al., 2009):

1. das klassische, bereits oben erwahnte Knochentransplantat. Hier werden die
Zellen in Form ihres naturlichen Zusammenhalts, einem Gewebeblock,

transplantiert.

2. die in situ Aktivierung von Zellen. Dabei werden durch verschiedene Stimuli
ortsstandige oder benachbarte kérpereigene Zellen angeregt. Als Reize dienen
Dehnung, Elektromechanik (StoRwellentherapie) oder auch Zytokine. Allerdings

ist diese Behandlungsmaoglichkeit durch die GrolRe des Defekts limitiert.

3. die Transplantation von isolierten und/oder extrakorporal kultivierten Zellen, ggf.

auch als extrakorporal generiertes Gewebekonstrukt.

Die Transplantation von extrakorporal hergestellten Gewebekonstrukten reprasentiert
das klassische Tissue Engineering. Dabei werden Zellen in vitro auf einer Matrix
kultiviert und anschlieRend zusammen als zellulare Konstrukte transplantiert. Vor- und

Nachteile hangen dabei von den verwendeten Komponenten ab. Eine entscheidende
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Bedeutung kommt dabei vor allem den Matrixmaterialien (Handschel et al., 2002);
Wiesmann et al., 2004), die sowohl die Vitalitait und Differenzierung als auch die
zytoarchitektonische Ausrichtung des Regenerates mitbestimmen (Jager et al., 2002),
und den verschiedenen Zellpopulationen (Handschel et al., 2006) zu. Zusétzlich hat die
lokale extrazellulare Mikroumgebung (Kulturbedingungen wie pH-Wert, O,/CO, —
Partialdruck, Temperatur und Kulturmediumbestandteile) Einfluss auf die
Zelldifferenzierung.

Als besonders ginstiges Matrixmaterial hat sich ICBM (Insoluble Collagenous Bone
Matrix) erwiesen. So konnten Handschel et al. mit ihren Arbeiten zeigen, dass ESC
nicht auf allen Biomaterialien gleich gut wachsen. Gemessen anhand des
Proliferationsverhaltens und der rasterelektronenmikroskopischen Morphologie ist die
Biokompatibilitat von ICBM am hdéchsten. Die Zellen zeigen bereits nach einer Woche
morphologisch Ahnlichkeiten mit Osteoblasten (Handschel et al., 2009). Naujoks et al.
konnten nachweisen, dass sich diese Ergebnisse auch auf die Kultivierung von USSC
auf ICBM Ubertragen lassen (Naujoks et al., 2010). Auch hier zeigten die Zellen im
Vergleich zu den anderen Biomaterialien die grof3te Adharenz und hochste
Proliferationsrate auf den ICBM. Die vorliegenden Ergebnisse zum Einsatz von
zellbesiedelten ICBM bei knochernen Defekten erscheinen vielversprechend. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die demineralisierten Kollagenmatrizen mit
humanen Nabelschnurblutstammzellen besiedelt und kultiviert. Im Anschluss erfolgt die
Beurteilung der Mikrostruktur mittels Raster- und Transelektronenmikroskopie und die
Untersuchung der Zellmorphologie sowie der Dichte und Integration der Zellen auf dem
Tragermaterial durch histologische Farbungen. Die Zellteilungsrate und -vitalitat wird
durch einen Proliferationsassay nachgewiesen. Zur Bestimmung des Transkriptions-
und Expressionsprofils finden die RT-qPCR und der Western Blot Anwendung.

Mercato und Kollegen haben gezeigt, dass eine gleichwertige osteogene
Differenzierung der Zellen sowohl durch die  Supplementierung von
Wachstumsfaktoren in das Basismedium als auch durch den Kontakt mit auf Tragern
immobilisierten Wachstumsfaktoren stattgefunden hat (Mercado et al., 2009). Daher
soll auch die Eignung der ICBM als Freisetzungssystem uberprift werden.

In Anbetracht der Tatsache, dass die mit Zellen besiedelten Tréger in naher Zukunft
auch in vivo eingesetzt werden sollen, erscheint es sinnvoll, die Zytokine auf diesem
Weg zu applizieren. Trager, die als Freisetzungssystem von Wachstumsfaktoren
genutzt werden konnen, wurden fir den Einsatz im Tissue Engineering bereits

entwickelt. Entscheidend ist, dass die Trager die Wachstumsfaktoren kontrolliert
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freisetzen und trotz der Dotierung mit Zytokinen fur die Zellen besiedelbar bleiben
(Tessmar and Gopferich, 2007). Ohne eine kontrollierte Abgabe verlieren die Zytokine
in vivo aufgrund von Diffusion und Denaturierung sehr schnell ihre Aktivitat und kdnnen
so weder auf die transplantierten Zellen noch auf die in vivo vorhandenen Zellen
wirken. Durch eine bestandige Abgabe werden die Zellen Uber einen langeren
Zeitraum mit den Wachstumfaktoren stimuliert und koénnen sich so differenzieren
(Moioli et al., 2007).

Die Diffusionsgrenze fur Nahr- und Sauerstoff ist mit 100-200 pm sehr gering
(Rouwkema et al., 2008) und verdeutlicht, dass eine ausreichende Blutversorgung in
der Initialphase nach der Implantation von besonderer Bedeutung ist, da eine
ungenigende Vaskularisation zu einem Nahrstoffdefizit und damit zum Zelltod fuhrt
(Pelissier et al., 2003). Damit kommt der Blutversorgung eine bedeutende Rolle im
Tissue Engineering zu und stellt gleichzeitig einen limitierenden Faktor dar. Daher
wurde in dieser Arbeit neben der osteogenen Differenzierung auch eine endotheliale
Differenzierung der USSC angestrebt.

BlutgefalRe bestehen aus drei verschiedenen Zelltypen. Wéahrend Endothelzellen in der
innersten Schicht von Gefal3en lokalisiert sind, sind glatte Muskelzellen typischerweise
in der mittleren und fibroblastendhnliche Zellen in der au3ersten Schicht zu finden. Da
das einfachste Gefal3, die Kapillare, nur aus Endothelzellen und einer Basalmembran
aufgebaut wird, lag das Hauptaugenmerk auf der Differenzierung zu Endothelzellen.

2.6 Ausblick fur die Veterinarmedizin

Sowohl in der Kleintier- wie auch in der Pferdemedizin sind muskuloskeletale
Erkrankungen von grofRer Bedeutung. Insbesondere bei Sport- und Freizeitpferden
sind sie die wichtigsten Grunde fir ein frihzeitiges AufRerdienststellen bzw. die
Hauptursache fir einen Trainingsausfall, der sich Giber Wochen bis Monate erstrecken
kann (Cogger et al., 2006; Rossdale et al., 1985; Wallin et al., 2000). Oftmals fihrt eine
solche Erkrankung auch zur Euthanasie der betroffenen Tiere, da die Heilung
langwierig, schwierig und ggf. auch zu teuer ist und eine vollstandige Ausheilung bzw.
die urspringliche Einsetzbarkeit der Tiere nicht gewéhrleistet werden kann.

Bei den Erkrankungen des Bewegungsapparates stehen in erster Linie
Sehnenverletzungen, Osteoarthritiden und Frakturen als Ursache von Lahmheiten im
Vordergrund (Marr et al., 1993; Silver et al., 1983). Betroffen davon sind Pferde jeden

Alters, jeder Nutzungsart, Rasse und Leistungsklasse.
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Ursache dieser muskuloskeletalen Erkrankungen sind akute traumatische oder
chronisch biomechanisch induzierte Verletzungen, die pl6tzlich instabil werden und
dann zu akuten Klinischen Symptomen fiihren kénnen. Sie treten infolge von
biomechanischem Stress, der durch die Belastung von Knochen, Gelenken und
Bandern durch abnorme Intensitat, Dauer oder Frequenz bei der Arbeit der Tiere
aufkommt, auf (Goletz, 2009).

Eine weitere den Bewegungsapparat des Pferdes betreffende Erkrankung sind
subchondrale Knochenzysten (SKZ). Dabei handelt es sich um unterschiedlich grof3e
Hohlraume im gelenknahen Knochen, die meist mit dem jeweiligen Gelenk in weit
offener oder auch spaltartiger Verbindung stehen. Da Knochenzysten vor allem bei
jungen Pferden auftreten, wird bei diesen als Ursache in erster Linie eine Stérung der
enchondralen Ossifikation vermutet (Jeffcott et al., 1983). Hierbei kommt es nach
einem primaren Knorpelschaden durch einen Pumpmechanismus der synovialen
Flussigkeit zu einer sekundaren Osteolyse des subchondralen Knochens. Es wird aber
auch eine primare Schadigung des subchondralen Knochens durch mechanische
Belastung oder Metaplasie diskutiert.

Ebenso kann es am ausgewachsenen Pferd aufgrund eines Traumas zu
Gelenkknorpel- und subchondralen Knochenverletzungen kommen. Man nimmt an,
dass sich derartige Schaden aufgrund des Flussigkeitsdrucks der Gelenkfliissigkeit im
Laufe der Zeit zu hohlenartigen Knochenzysten entwickeln. Die Therapie dieser
Erkrankung kann sowohl konservativ, medikamentés als auch chirurgisch erfolgen. Die
zufriedenstellensten Ergebnisse wurden bisher durch chirurgische Mal3nahmen
erreicht.

Auf dem Gebiet der Kleintiermedizin konnte die Wiederherstellung eines
Knochendefektes nach der Entfernung eines Osteosarkoms zur Gliedmalf3enerhaltung
nutzlich werden.

Beim Osteosarkom handelt es sich um den haufigsten Knochentumor beim Hund.
Vornehmlich sind groRwiichsige, altere Hunde betroffen. Die haufigste Lokalisation ist
die distale Radiusmetaphyse. In den letzten Jahren haben verschiedene chirurgische
und medikamentelle Therapieversuche zu einer deutlichen Verbesserung der
Lebensdauer und -qualitat der betroffenen Tiere gefuhrt. Die Therapie beinhaltet
grundsatzlich eine lokale Tumorentfernung bzw. Zerstérung des tumorésen Gewebes
sowie eine Verhinderung der systemischen Ausbreitung der Tumorzellen. Die
operativen Verfahren beinhalten gliedmassenerhaltende Verfahren, die Amputation

und die Tumorbestrahlung (Nelson and Couto, 2006).
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Da es sich meist um groRwiichsige Hunde handelt, stellt die Amputation der
Gliedmal3e oft ein Problem dar, denn die Hunde haben erhthte Schwierigkeiten ihre
Statik zu kontrollieren. AuRerdem kommt aufgrund der erhdhten Fehlbelastung das
Risiko des Auftretens von Arthrosen in den anderen Gelenken hinzu.

Diese Beispiele zeigen, dass auch in der Veterinarmedizin ein gesteigertes Interesse
an modernen Methoden der Knochenregeneration und -reparation besteht. Ahnlich wie
in der Humanmedizin werden die kndchernen Defekte vor allem mit alloplastischen,
synthetischen  Materialien  Uberbrickt. Diese  Materialien erlauben  die
Wiederherstellung der Form des Knochenskeletts und teilweise auch dessen Funktion,
jedoch kénnen sie sich nicht dem adaptiven Knochenauf- und -abbau anpassen und
kommen nicht Gber ihre Platzhalterfunktion hinaus.

Mittels des Tissue Engineering werden also auch der Veterindrmedizin neue

Mdglichkeiten zur Behandlung von Knochendefekten eroffnet.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Biologische Materialien

3.1.1.1 Zellen

Die fur die Durchfihrung der osteoblastdren und angiogenen Zelldifferenzierung
verwendeten USSC wurden vom Institut flr Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf (Prof. Dr. rer. nat. G. Kdgler,
Leiterin der José Carreras Stammzellbank Disseldorf) zur Verfigung gestellt. Die
Zellen wurden aus dem Nabelschnurblut gewonnen, aufbereitet und dann

kryokonserviert.

Saos2 (sarcoma osteogenic) Zellen (ATCC® Number: HTB-85™)
Fa. LGC Standards GmbH, Wesel (D)

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) pre-screened
Fa. Promocell, Heidelberg (D)

3.1.1.2 ICBM als Tréger- und Freisetzungssystem

Die Herstellung erfolgt im eigenen Labor aus Rinder-Femurknochen in Anlehnung an
die Anleitung der Patentschrift von Kuberasampath und Ridge, US Pat. Nr. 5171574
(Kuberasampath and Ridge, 1992) modifiziert nach einem bereits etablierten Verfahren
(Depprich et al., 2005; Wrzler, 2004) siehe 3.2.2.

3.1.2 Medien, Puffer und Enzyme fir die Zellkultur

Name Firma Ort Land
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Lonza Verviers B
(DMEM) mit 1 g/l Glucose und ohne L-

Glutamine

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline  Invitrogen GmbH Karlsruhe D

(DPBS)
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Foetales bovines Serum (10%) (FBS)  PAN Biotech GmbH  Aidenbach D

aus Sudamerika

L-Glutamin (200mM) Biochrom AG Berlin D

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG Berlin D

(120000U/10000pg/ml)

Trypsin (2,5%) Lonza Verviers B

3.1.3 Chemikalien

Name Firma Ort Land

Aceton Merck KGaA Darmstadt D

2-Methoxyethylacetat (MEA) Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Cacodylpuffer Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Chloroform Merck KGaA Darmstadt D

Dimethyl Sulphoxide Hybri-Max® Sigma-Aldrich Steinheim D

(DMSO) Chemie GmbH

Ethanol Merck KGaA Darmstadt D

Epon 812 Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Formaldehydlésung 4% (gepuffert, pH  Merck KGaA Darmstadt D

6,9)

Glutardialdehyd Merck KGaA Darmstadt D

Guanidine hydrochloride Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Isopropanol Merck KGaA Darmstadt D

Maleatpuffer Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Methanol Merck KGaA Darmstadt D

Natriumchlorid Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth GmbH + Karlsruhe D
Co. KG

Osmium tetroxide Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Osteosoft® Merck KGaA Darmstadt D

Pikrinsaure Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Technovit' 9100 NEU Heraeus Kulzer Hanau D

= Basislosung
= PMMA-Pulver

GmbH
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= Harter 1 und 2
= Polymerisationsregler

Trizma Hydrochlorid Solution pH 7,6,
M

Trizma Base

TRIzol® Reagent
Trypan Blue Solution (0,4%)

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH

Invitrogen GmbH

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH

Steinheim

Steinheim

Karlsruhe

Steinheim

3.1.4 Test-Kits/Enzymassays

Name

Firma

Ort

Land

ELISA human VEGF DY293B
= Capture Antibody

= Detection Antibody (biotinylierter
Goat Anti-human VEGF AB)

= Standard (rekombinantes humanes
VEGF)

= Streptavidin-HRP

= Wash Buffer (0,05% Tween 20 in
PBS)

= Reagent Diluent (1% BSA in PBS)

= Substrate Solution (Color Reagent A
(H,0,) und Color Reagent B
(Tetramethylbenzimide))

= Stop Solution (2 N H,SO,)
Osteolmage'" Mineralization Assay

= Osteolmage' Staining Reagent

= Staining Reagent Dilution Buffer

= Osteolmage ' Wash Buffer (10x)
CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit
= CyQUANT GR dye

= Cell-lysis buffer

Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay

= MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) 2,5
diphenytetrazoliumbromid

= Lysereagenz: DMSO (99,4 ml), HCL
(0,6 ml), 10 g SDS

RNeasy® MinElute® Cleanup
= RNeasy MinElute Spin Columns

= Collection Tubes

R&D Systems
Europe, Ltd.

Lonza

Invitrogen GmbH

Invitrogen GmbH

Qiagen

Abington

Verviers

Karlsruhe

Karlsruhe

Hilden

GB
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= Buffer RLT
= Buffer RPE

= RNase-Free Water

3.1.5 Materialien und Chemikalien flr die Histologie

Name Firma Ort Land

Alizarinrot S Sigma-Aldrich Chemie Steinheim D
GmbH

bisBenzimide H 33342 trihydrochlorid  Sigma-Aldrich Chemie Steinheim D
GmbH

Fluoromount-G SouthernBiotech Birmingham USA

(Alabama)

Giemsas Azur-Eosin- Merck KGaA Darmstadt D

Methylenblaulésung

Mayers Hamalaunlésung Merck KGaA Darmstadt D

Natriumthiosulfat Merck KGaA Darmstadt D

Silbernitrat Carl Roth GmbH + Karlsruhe D
Co. KG

3.1.6 Materialien fir die Proteinisolierung

Name Firma Ort Land

Bovines Serum Albumin (BSA) Bio-Rad Laboratories  Minchen D
GmbH

Complete Mini Roche Diagnostics Mannheim D
GmbH

Nonidet-P40 Biomol GmbH Hamburg D

Na-deoxycholat Carl Roth GmbH + Karlsruhe D
Co. KG

RC DC Protein Assay Bio-Rad Laboratories  Munchen D
GmbH

Sodium sodectylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

3.1.7 Materialien fur den Western Blot

Name Firma Ort Land

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

Casting Stands Bio-Rad Laboratories  Minchen D
GmbH

Casting Frames Bio-Rad Laboratories  Minchen D
GmbH

Filterpapier Bio-Rad Laboratories  Miinchen D

GmbH
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Fiber Pacs Bio-Rad Laboratories  Minchen D
GmbH

Glasplatten 0,75 Bio-Rad Laboratories  Miinchen D
GmbH

Immun-Star™ WesternC™ Kit Bio-Rad Laboratories  Miinchen D
GmbH

Kamme Biostep Jahnsdorf D

Laemmli Sample Buffer Bio-Rad Laboratories  Miinchen D
GmbH

2-Mercaptoethanol Bio-Rad Laboratories  Minchen D
GmbH

Methanol Merck KGaA Darmstadt D

Nitrozellulosemembran 0,2pum Bio-Rad Laboratories  Miinchen D
GmbH

Ponceau S Serva Heidelberg D
Electrophoresis
GmbH

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid 30%) Carl Roth GmbH + Karlsruhe D
Co. KG

Sodium sodecyl sulphate Solution Sigma-Aldrich Steinheim D

(SDS) Chemie GmbH

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH + Karlsruhe D
Co. KG

10x Tris/Glycin/SDS Buffer Bio-Rad Laboratories  Minchen D
GmbH

10x Tris/Glycin BufferDithiothreitol Bio-Rad Laboratories  Mulnchen D
GmbH

Tween 20 Sigma-Aldrich Steinheim D
Chemie GmbH

3.1.8 Materialien fur die cDNA-Synthese

Name Firma Ort Land

Oligo (dt)1,.1g (500ug/ml) Invitrogen GmbH Karlsruhe D

Ultra PURE™ Distilled Water Invitrogen GmbH Karlsruhe D

DNAse/RNAse free

SuperSkript™ 1l Reverse Invitrogen GmbH Karlsruhe D

Transkriptase (200 U/ul)

= 5x First Strand Buffer

= 0,1 M DTT (Dithiothreitol)

= SuperScript™ Il RT

10 mM dNTP Mix Invitrogen GmbH Karlsruhe D




Material und Methoden

33

3.1.9 Materialien fiir die PCR

5-GCT CTT CTT ACT GAG AGT
GGA AGG-3

Name Firma Ort Land
96 Well gPCR Natural Plates with flat ~ Eurogentec Kdln D
caps Deutschland GmbH
Ultra PURE'" Distilled Water Invitrogen GmbH Karlsruhe D
DNAse/RNAse free
gPCR MasterMix No ROX Eurogentec Kéln D
Deutschland GmbH
Sonden Roche Diagnostics Mannheim D
GmbH
Primer Eurofins MWG Ebersberg D
Operon
3.1.9.1 Primer
Tabelle 2 Fir die RT-qPCR verwendete humane Primer
Primer Primersequenz Amplifikations-  NCBI Acc.-
groiRe Nr.
GAPDH 5-AGC CAC ATC GCT CAG ACA 66 bp NM_002046.3
C-3
5-GCC CAA TAC GAC CAA ATC
C-3
Alkalische 5-AGA ACC CCA AAG GCT TCT 74 bp NM_000478.3
Phosphatase TC-3
5-CTT GGC TTT TCC TTC ATG
GT-3
Kollagen Typ 1 5-GGG ATT CCC TGG ACC TAA 63 bp NM_000088.3
AG-3
5-GGA ACA CCT CGC TCT CCA-3
Osteonektin 5-GTG CAG AGG AAA CCG AAG 64 bp NM_003118.2
AG-3
5-TGT TTG CAG TGG TGG TTC
TG-3
Osteopontin 5-GAG GGC TTG GTT GTC AGC- 129 bp NM_000582.2
3!
5-CAATTC TCATGG TAG TGA
GTTTTCC -3
RUNX2 5-GTG CCT AGG CGC ATT TCA-3 78 bp NM_004348.3
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Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon,
Ebersberg (D). Die Primer wurden in einem lyophilisierten Zustand geliefert und mit
Hilfe des mitgelieferten, von der Firma erstellen Synthese-Reports, in den
entsprechenden Mengen DNase/RNase freiem Wasser geldst, um eine Konzentration
von 100 pmol/yl zu erhalten. Um die Gebrauchslésung zu erhalten, wurde die

Stammldsung nochmals verdinnt, bis eine Konzentration von 20 nmol/ml vorlag.

3.1.9.2 Sonden der Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim (D)

Gen Sonden
GAPDH # 60
Kollagen Typ | # 67
ALP #31
Osteonektin #7177
Osteopontin #18
RUNX2 #29

3.1.10 Materialien zur Darstellung der PCR-Produkte

Name Firma Ort Land

Agarose Sigma-Aldrich Chemie  Steinheim D
GmbH

Gel Loading Solution Sigma-Aldrich Chemie Steinheim D
GmbH

GelRed TM Nucleic Acid Gel Stain, Biotium Hayward (CA) USA

10,000X in water

Tris-Borat-EDTA Sigma-Aldrich Chemie Steinheim D
GmbH

3.1.11 RT?Profiler™ PCR Array System

Name Firma Ort Land

RT” Profiler™ PCR Array System Qiagen (SA Hilden D
Bioscience)

RNeasy® Mini Kit Qiagen Hilden D

= RNeasy Mini Spin Columns

= Collection Tubes (1,5 und 2 ml)
= Buffer RLT

= Buffer RW1
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= Buffer RPE

= RNase-free H,0

RNase-Free DNase Set Qiagen Hilden D
= DNase | (1500 Kunitz units)

= Buffer RDD

= RNase-free H,O

RT? First Strand Kit Qiagen (SA Hilden D
= 5x gDNA Elimination Buffer Bioscience)

= 5x Reverse Transcription Buffer

= RT Enzyme Mix 3

= Primer and External Control Mix

= RNase-free H,0

3.1.12 Gerate, Laborhilfsmittel und Verbrauchsmaterialien

Name Firma Ort Land

Autoklav D-65 Systec GmbH Wettenberg D

BioPhotometer Eppendorf AG Hamburg D

Brutschrank (CO2-Begasung) Heraeus Holding Hanau D

Cytoperm 2 GmbH

Heracell 240

Chamber Slides™ (2 und 4 Well) Fa. Nunc Rochester (NY) USA

Lab-Tek®Il aus Glas

Critical Point Dryer CPD 030 BAL-TEC Balzers FL

Deckglaser fur Mikroskopie, 24 x 50 Engelbrecht Medizin- Edermiinde D

mm & Labortechnik GmbH

Diamandbandsége TypNr. 30/737 EXAKT Vertriebs Norderstedt D
GmbH

Einbettformen (Probendicke 16 mm) PSI Grinewald Laudenbach D
GmbH&Co0.KG

ELISA Reader GENios Tecan Austria GmbH Groding A

Elektronenmikroskop EM 902 A Carl Zeiss AG Gottingen D

Feinwaage Chyo IL-180 Hartenstein Wirzburg D

Fleisch- und Knochensage FK 23 Bizerba GmbH & Co. Balingen D
KG

Gefrierschranke Liebherr Ochsenhausen D
Thermo Fisher Waltham (MA) USA
Scientific

Gelkammer Sub-Cell GT Bio-Rad Laboratories ~ Minchen D
GmbH

Tetra Cell Bio-Rad Laboratories ~ Minchen D

GmbH
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Elektrophorese Spannung
Versorgungsteil Power Pac Basic

iCycler® Thermal Cycler Base, iQ5
(Real Time PCR Detection System)

Kryotom MTE
Kuivetten UVetten
Kihlschranke

Magnetrihrstabe

Mikroliterpipette Research
Mikroskop DM5000 B

Mikrotom Blades (Low Profile) Leica
819

Mikrowelle MW 750

Modellierwachs Spezial Sommer

Multiwellzellkulturplatten (6,12, 24, 48
und 96 Well)

Neubauerzahlkammer, Improved

Objekttrager SuperFrost® Plus
(geputzt, geschliffen, 25 x 75 x 1,0
mm)

Objekttragerpresse
Paraplast plus® Wax

BioPhotometer

Pipetten aus Polysterol Stripette (5,
10 und 25mL)

Pipettenspitzen TipOne (0,1 - 10; 1-
100; 101-1000 pl)

Pipettierhelfer, Accujet

Plexiglas-Objekttrager

Polyethylenfolien
Ponal-Express (Holzleim)

Reaktionsgefalie (1,5 und 2 ml)
Reinstwassersystem Direct-Q UV3

Rotationsmikrotom Hyrax M55

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Bio-Rad Laboratories
GmbH

SLEE Technik GmbH
Eppendorf AG
Liebherr

Thermo Fisher
Scientific

Eppendorf
Leica Microsystems

Leica Microsystems

Tchibo

GEBDI Dental-
Products GmbH

Greiner bio-one
GmbH

Assistant

VWR International
GmbH

Heraeus Holding
GmbH

Engelbrecht Medizin-

& Labortechnik GmbH

Eppendorf AG

Corning Incorpotated

Starlab GmbH

Brand

dia-plus

Heraeus Kulzer
GmbH

Henkel AG & Co.
KGaA

Eppendorf AG
Millipore GmbH

Carl Zeiss

Minchen

Minchen

Mainz
Hamburg
Ochsenhausen
Waltham (MA)

Wesseling-Erzdorf

Wetzlar

Wetzlar

Bremen

Engen

Frickenhausen

Sondheim

Darmstadt

Hanau

Edermiinde

Hamburg

Corning (NY)

Ahrensburg

Wertheim

Oststeinbek

Hanau

Dusseldorf

Hamburg
Schwalbach

Jena

USA

o

USA
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Scanning-Electron-Microscope S-
3000N

Sputter Coater 108 auto
Schlittenmikrotom SM2000 R

Sterilbank HeraSafe

Thermomixer comfort
Tissue-Tek® 0.C.T™ Compound

Untersuchungshandschuhe

Ultramikrotom Ultracut R
Ultraschallgerat UP50H mit
Sonotrode MS1

Vakuumpumpe

Vinitex Airflow Abzug nach DIN EN
14175

Wasserbad

Wasserbad fir Paraffinschnitte
Zellkulturflasche (25 und 75 cm?)

Zentrifuge: Multifuge 1S-R

Zentrifugenréhrchen Falcon

Microlmaging GmbH
Hitachi

Cressington
Leica Microsystems

Heraeus Holding
GmbH

Eppendorf AG

Sakura Finetek
Europe B.V.

Mai Med

Leica-Microsystems
AG

Hielscher Ultrasonics
GmbH

KNF Neuberger
GmbH

Vinitex
Laboreinrichtungen
GmbH und CO KG

Kottermann
Systemlabor
Leica Microsystems

Greiner bio-one
GmbH

Heraeus Holding
GmbH

Becton Dickinson
Labware

Tokio

Warford
Wetzlar

Hanau

Hamburg

Zoeterwoude

Neuenkirchen

Wetzlar

Teltow

Freiburg i.Br.

Coswig

Uetze/Hanigsen

Wetzlar

Frickenhausen

Hanau

Franklin Lakes (NJ)

GB

USA




38 Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 USSC

3.2.1.1.1 Kultivieren der Zellen
Nach der Aufbereitung durch die José Carreras Stammzellbank wurden die Zellen
kryokonserviert und bei -80°C gelagert. Die Zellen sind in Kryo-Réhrchen zu jeweils
ungefahr 1 x 10° Zellen abgepackt.
Das zur Kultivierung der Zellen genutzte Medium setzte sich folgendermalRen
zusammen:

350 ml DMEM

5 ml L-Glutamin

5 ml Penicillin/Streptomycin

150 ml FCS
Nach der Entnahme der Zellen aus dem -80°C kalten Gefrierschrank wurden diese fur
einige Sekunden im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut, bis sich darin nur noch ein
kleines Eiskristall befand. Die Zellen wurden dann in einige Milliliter kaltes Medium
tberfihrt und mittels Zentrifugation (470 x g, 7 Min, 4°C) von dem Einfriermedium
befreit. Nach dem Dekantieren des Uberstandes wurde das Pellet in Medium
rickgeldst und die Zellen wurden in der gewiinschten Menge Medium zur Kultivierung
aufgenommen. So wurden die Zellen dann auf 75 cm2 Plastik-Zellkulturflaschen
ausplattiert und im Inkubator kultiviert (37°C / 5% CO, / 21% O,/ 95% Luftfeuchte).

3.2.1.1.2 Passagieren der Zellen

Die adharent wachsenden USSC teilen sich rasch und missen, um ihren
undifferenzierten Zustand zu erhalten, bei einer Konfluenz von 80% passagiert werden.
Dazu wurden das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gespiilt und anschlie3end
erneut mit PBS bedeckt und fur 7 Min bei 37°C inkubiert. Nach der Abnahme des PBS
wurden die Zellen mit Trypsin behandelt und fir 8 Min erneut inkubiert. Leichte
Schlage mit der flachen Hand gegen die Flasche l6sten schliel3lich auch die fester
anhaftenden Zellen ab. Durch Zugabe des Mediums wurde das Trypsin zun&chst
inaktiviert. Durch Zentrifugation (470 x g, 7 Min, 4 °C) wurden die Zellen von dem mit
Trypsin versetzten Medium befreit und anschlieRend mit einem Faktor von 1:3 bis 1:4,

je nach Grad der Konfluenz, in frischem Zellkulturmedium ausplattiert.
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Zwei Mal pro Woche wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um die Zellen mit neuen
Nahrstoffen zu versorgen sowie tote Zellen und Abfallprodukte zu entsorgen. Dazu
wurde das alte Medium entfernt und in gleicher Menge durch frisches Medium ersetzt.

3.2.1.2 Saos2

Saos2 (sarcoma osteogenic) Zellen sind eine nicht transformierte Zelllinie, die im Jahre
1973 aus einem primaren Osteosarkom eines damals 11 Jahre alten kaukasischen
Mé&dchens isoliert und kultiviert wurde (Fogh et al., 1977). Die fur diese Zellen
spezifischen Marker-Proteine wie Kollagen Typ | (Fassina et al., 2006; Huh et al.,
2006), Osteonektin (Benayahu et al., 2001), Osteopontin (Fassina et al., 2006) und

Osteokalzin (Fassina et al., 2006) kennzeichnen den osteoblastéren Phanotyp.

3.2.1.2.1 Kultivieren der Zellen
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm? Zellkulturflaschen und im Brutschrank bei
37°C, 5% CO,, 21 % O,. Das Medium setzte sich zusammen aus:

500 ml McCoy’s 5A Medium

50 ml FCS (10%)

5 ml L-Glutamin

5 ml Pen/Strep
Nach der Entnahme der Zellen aus dem -80°C kalten Gefrierschrank wurden diese im
37°C warmen Wasserbad aufgetaut, bis sich darin nur noch ein kleines Eiskristall
befand. Dann wurde den Zellen einige Milliliter Medium zugegeben und sie wurden
mittels Zentrifugation (300 x g, 5 Min, 4°C) von dem Einfriermedium befreit. Nach dem
Dekantieren des Uberstandes wurden das Pellet in Medium riickgelost und die Zellen
in der gewinschten Menge Medium zur Kultivierung aufgenommen. Nach drei bis vier

Tagen erfolgte ein Mediumwechsel.

3.2.1.2.2 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend fir 7 Min mit frischem PBS
inkubiert. Das PBS wurde nach Ablauf der Inkubationszeit verworfen und durch Trypsin
ersetzt. Dieses wurde dann fir 8 Min auf den Zellen inkubiert. Das Trypsin wurde durch
Zugabe von etwas Medium inaktiviert. Die festsitzenden Zellen wurden durch leichtes
Klopfen mit der flachen Hand oder mit Hilfe eines Cell Scrapers von der Kulturschale
abgel6st. Mittels Zentrifugation (300 x g, 5 Min, 4°C) wurden die Zellen von dem alten
Medium separiert, in frischem Medium gelost und dann in Zellkulturflaschen

ausplattiert.


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=Osteopontin
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3.2.1.3 HUVEC

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sind aus der Nabelschnurvene
gewonnene humane Endothelzellen. Die Zellen wurden von der Fa. PromoCell
(Heidelberg, D) isoliert und als Passage 1 kryokonserviert geliefert. Diese Zelllinie
besitzt die angiogenen Markergene Von Willebrand Faktor (VWWF) und PECAM1
(CD31).

3.2.1.3.1 Kultivieren der Zellen
Dem zur Kultivierung der Zellen genutzten Medium EBM-2 (Endothelial Cell Basal
Medium-2) wurden folgende Single Quots zugegeben:

10 ml FCS

0,2 ml Hydrocortison

2 ml hFGF-B

0,5 ml VEGF

0,5 ml R3-IGF-1

0,5 ml Ascorbinsaure

0,5 ml hEGF

0,5 ml GA-1000

0,5 ml Heparin
Das so zusammengestellte Medium nennt sich EGM-2 (Endothelial Cell Growth
Medium-2).
Nach der Entnahme der Zellen aus dem -80°C kalten Gefrierschrank wurden diese fur
einige Sekunden im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut, bis sich darin nur noch ein
kleines Eiskristall befand. Die Zellen wurden dann in einige Milliliter kaltes Medium
dberfihrt und mittels Zentrifugation (220 x g, 3 Min, 4°C) von dem Einfriermedium
befreit. Nach dem Dekantieren des Uberstandes wurden das Pellet in Medium
rickgeldst und die Zellen in der gewiinschten Menge Medium zur Kultivierung
aufgenommen. So wurden die Zellen auf 75 cm? Plastik-Zellkulturflaschen ausplattiert
und im Inkubator kultiviert (37°C / 5% CO, / 20% O,/ 95% Luftfeuchte).

3.2.1.3.2 Passagieren der Zellen

Bei einer Konfluenz von 70-90% muissen die Zellen passagiert werden. Dazu wurden
das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gespilt und anschlielBend erneut mit
PBS bedeckt und fur 5 Min bei 37°C inkubiert. Nach der Abnahme des PBS wurden die
Zellen mit Trypsin tberschichtet und fur 6 Min erneut inkubiert. Leichte Schlage mit der

flachen Hand gegen die Flasche I6sten schliel3lich auch die fester anhaftenden Zellen
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ab. Durch Zugabe des Mediums wurde das Trypsin zunachst inaktiviert. Durch
Zentrifugation (220 x g, 3 Min, 4 °C) wurden die Zellen von dem Trypsin wieder befreit
und anschlieBend mit einem Faktor von 1:3 bis 1:4, je nach Grad der Konfluenz, in
frischem Zellkulturmedium ausplattiert.

3.2.1.4 Einsatz als Kontrolle fir die Farbung

Die Zellen wurden wie in 3.2.1.2.2 und 3.2.1.3.2 ausgefiuhrt abtrypsiniert und dann auf
Chamber Slides ausplattiert. Pro cm2 wurden 8000 Zellen in jedes Well gegeben und
solange im Brutschrank inkubiert, bis eine ausreichende Dichte der Zellen vorhanden
war. Dann wurden das Medium entfernt, die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen und
mit eiskaltem Aceton fir 5 Min fixiert. Das Aceton wurde mit Aqua dest. abgewaschen
und die Objekttrager wurden, nachdem sie luftgetrocknet waren, bis zu deren

Verwendung eingefroren.

3.2.1.5 Einsatz als Kontrolle fur Proteine und RNA

Die Kultivierung fur die Protein- und RNA-Isolierung erfolgte in 75 cm?
Zellkulturflaschen analog der Anleitungen in 3.2.1.3.1 und 3.2.1.3.2, his eine
ausreichende Dichte vorhanden war. Dann wurde mit der Protein- (3.2.15.2) bzw.
RNA-Isolierung (3.2.13.2) begonnen.

3.2.1.6 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung wurde mithilfe einer Trypan-Blau-Farbung in einer Neubauer-
Zahlkammer durchgefihrt. Dazu wurden 20 pl Zellsuspension mit 20 ul Trypan-Blau
versetzt, auf die Kammer gegeben und 64 Kastchen, bzw. vier Groldquadrate,
ausgezahlt. Die Zellzahl wird dann wie folgt berechnet:

Gesamtzellzahl = (ermittelte Zellzahl / 4) x 2 x 10* x ml

Die ermittelte Zahl wird zunachst durch vier geteilt, um den Mittelwert pro GroRquadrat
zu ermitteln. Diese mittlere Zellzahl wird anschlieend mit dem Faktor zwei
multipliziert, da die Zellsuspension mittels Trypan-Blau 1:1 verdinnt wurde. Das Ganze
wird dann mit dem Faktor 10" multipliziert, um die Zellzahl pro Milliliter zu erhalten. Fiir
die Gesamtzellzahl wird das Ergebnis mit dem Gesamtvolumen der Zellsuspension

multipliziert.

3.2.1.7 Kryokonservierung der Zellen
USSC, Saos2 und HUVEC kdnnen fir einen langeren Zeitraum bei -196°C in fliissigem

Stickstoff, alternativ auch bei -80°C im Gefrierschrank, kryokonserviert werden.
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Dazu wurden die Zellen nach dem Abldsen gezéhlt und anschlieRend nach Zusatz
eines speziellen Mediums eingefroren. Dieses bestand aus 40 — 50% FCS und einer
Dimethylsulfoxid Losung (DMSO). Das DMSO sorgt dafir, dass keine Eiskristalle
entstehen und so die Zellmembran intakt bleibt. Im Normalfall werden 1x10° Zellen in
einem ml eingefroren.

Wichtig ist, dass die Zellen erst moglichst spat mit dem fur sie bei RT toxischen DMSO
in Kontakt gebracht werden. Daher wurden 100 pl dieser Substanz in die Kryordhrchen
vorgelegt, 900 pl von der Zellsuspension darauf gegeben und dann schnellstméglich

eingefroren.

3.2.2 Dotierung von Chamber Slides mit Zellen

Die verwendeten Chamber Slides bestehen aus vier Wells mit einer Flache von jeweils
1,7 cm? Zum Besiedeln dieser Objekttrager wurden 45700 Zellen in 1 ml Medium
geldst. Davon wurden jeweils 350 pl Medium in das Well eines Chamber Slides
gegeben, so dass sich ca. 16000 USSC darin befanden. Bis die Zugabe des Mediums
mit den verschiedenen Zytokinen (siehe Tabelle 3) erfolgte, mussten die Zellen eine
Konfluenz von ca. 70 % aufweisen. Diese wurde nach vier bis sieben Tagen erreicht.

3.2.3 Differenzierung der Zellen im Monolayer und auf Chamber Slides

Bei Erreichen der 70 %igen Konfluenz erfolgte die Zugabe der Differenzierungsmedien
(siehe Tabelle 3). Die Kultivierung der Zellen auf den Chamber Slides erfolgte fir 0, 7,
14 und 21 Tage.

Tabelle 3  Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der Zellen von Tag 1 bis 21

Kammer 1 2 3 4 5 6 7
Tage 1-3 a b c C a d e
Tage 4-21 a b b C a d e
Kammer 1-4: osteogene Differenzierung; Kammer 5-7 angiogene Differenzierung
a: Medium ohne Zusatze b: Medium mit BMP-2 (10 ng/ml)
c: Medium mit DAG d: Medium mit VEGF (10 ng/ml)
e: EGM-2

DAG bestehend aus 100 nM Dexamethason, 50 pM Ascorbinsaure und 10 mM R3-
Glycerophosphat
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3.2.4 ICBM als Trager- und Freisetzungssystem

Die Herstellung erfolgte im eigenen Labor aus Rinder-Femurknochen in Anlehnung an
die Patentschrift von Kuberasampath und Ridge, US Pat. Nr. 5171574
(Kuberasampath and Ridge, 1992), modifiziert nach einem bereits etablierten
Verfahren (Depprich et al., 2005; Wrzler, 2004).

1. Zuschnitt und Spongiosaaufbereitung fur ICBM-Herstellung

Die Femurknochen wurden bei —-80°C fur mindestens 24h eingefroren und
anschlieend mit der Bandsdge so zugeschnitten, dass nach der Entfernung von
Muskelansatzen, Periost und Kompakta nur noch Spongiosaplatten von ca. 1 cm Dicke
verblieben. AnschlieRend wurden die Platten mittels einer Diamantbandsége auf ca.
0,5 cm Dicke gebracht. Das Knochenmark und weitere fettige Anteile wurden mit
einem Wasserdampfstrahler entfernt.

2. Entfettung der Spongiosascheiben
Durch dreimaliges Einlegen in eine Chloroform-Methanol-Lésung (Verhaltnis 3:1) fir
jeweils 24 h wurden die Scheiben unter standigem Rihren entfettet und anschlieRend

in 51 Aqua dest. 30 Min gewaschen.

3. Bleichen
Die Spongiosascheiben wurden in 3% H,O, fiir ca. 15 Min gebleicht, anschlieend in

Aqua dest. gewaschen und dann luftgetrocknet.

4. Demineralisierung
Durch dreimaliges Einlegen in 0,5 M HCI-Losung fir jeweils 90 Min wurden die
Spongiosascheiben unter stdndigem Rihren demineralisiert, anschlieend 30 Min in 5

| Aqua dest. gewaschen und fiir einige Stunden trocknen gelassen.

5. Zuschnitt der Probenkorper
Mit einem Trepanbohrer (Innendurchmesser 10 mm) wurden aus den 0,5 cm dicken
Spongiosascheiben Zylinder ausgestanzt. AnschlieRend wurden diese nochmals in

Aqua dest. gewaschen.
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6. Inaktivierung ldslicher, osteoinduktiver Matrixproteine
Unter standigem Ruhren wurden die Probenkorper in 1 | 4 M Guanidin-HCI/50mM Tris-
HCI (Trishydroxymethylaminmethan-Puffer) mit pH 7,0 fir 16 h bei 4°C eingelegt.

7. Waschen
Zweimaliges Einlegen der Probenkorper in 1 | 50 mM Tris-HCI /150 mM NaCl mit pH
7,0 fur 4 h bei 4°C und anschlieend Waschen in Aqua dest. fur 30 Min bei

Raumtemperatur.

Die fertigen Probenkdorper wurden im Gefrierschrank bei -20 bis -80°C gelagert.

Abbildung 4 Ausgestanzte ICBM in der Aufsicht (a) und lateralen Ansicht (b)

3.2.4.1 Sterilisieren der ICBM-Trager
Die Trager wurden fiir mind. 30 Min in 70 %igem Ethanol eingelegt und im Anschluss

dreimal mit PBS gewaschen.

3.2.5 Dotierung der ICBM-Trager mit Zellen

Zunachst wurden die Trager fir einige Minuten in Basismedium eingeweicht.
AnschlielRend wurden sie in eine 48 Well-Platte gelegt, mit 200 pl Medium, in dem sich
ca. 200 000 Zellen befanden, versetzt und inkubiert. Nach 12-24 Stunden wurden die
Tréger in eine 12 Well-Platte Uberfuhrt und fur eine Woche mit Basismedium versorgt.
Erst dann wurde den Tragern mit den Zellen das aus Tabelle 4 zu entnehmende

entsprechende Medium hinzugegeben.
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Tabelle 4 Zusammensetzung des Mediums fiir die osteogene Differenzierung zur
Kultivierung der Zellen von Tag 1 bis 21
ICBM 0 1 2 3 4
Tage 1-3 a a b c c
Tage 4-21 a a b b c

ICBM 1-4: mit USSC besiedelt, ICBM 0: ohne Zellen

a: Medium ohne Zusatze

b: Medium mit BMP-2 (10 ng/ml)

c: Medium mit DAG
3.2.6 Zellproliferationsassay
Bei diesem Test wird die Gesamt-DNA nach Zelllyse mithilfe der Fluoreszenz-
Intensitat, die durch Interkalation eines Fluoreszenzfarbstoffes mit den Nukleins&uren
entsteht, gemessen. Der entstehende Farbstoff-DNA-Komplex emittiert Licht der
Wellenlange 480 nm bis 520 nm. Mit einem Fluorometer kann die Lichtemission
quantifiziert werden. Dieser Wert wiederum korreliert linear mit der Zellzahl in einem
Bereich von 10 Zellen bis ca. 50 000 Zellen (Jones et al., 2001).
Die Stoffwechselaktivitat stellt bei diesem Test keine Voraussetzung dar und gibt somit
keinen Aufschluss tber die Anzahl der lebenden Zellen. Der CyQUANT® Assay bietet
jedoch eine schnelle und sensible Methode, um die Anzahl der Zellen bzw. deren

Proliferation zu bestimmen.

Protokoll:
= Vor der Anwendung des Kits wurde das dazu bendétigte Reagenz hergestellt:
Das Reagenz bestand aus einer 20-fachen Verdinnung der Cell Lysis Buffer
Stock Solution mit Aqua dest. und der 400-fach darin verdiinnten CyQUANT
GR Working Solution.

= Erstellung der Standard Kurve:
Es wurden 1 Mio Zellen gezahlt, pelletiert und fir mind. 1h bei -80°C
eingefroren. Das Pellet wurde in 1 ml des Reagenz geldost und fur die
Verdinnungsreihe verwendet. Dafur wurden 50, 40, 30, 20, 10, 5, 2,5, 1 und O
pl der im Reagenz geldsten Zellsuspension jeweils in ein Well einer 96 Well-
Platte pipettiert. Jedes Well wurde auf 200 yl mit dem Reagenz aufgefillt. Vor
der Messung mussten die Zellen fur 5 Min bei RT im Dunkeln inkubiert werden.

Es folgte die Fluoreszenzmessung bei einer Extinktion von 480 nm und einer
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Emission bei 520 nm. Mittels Excel® wurde eine Gleichung erstellt, um das

gemessene Fluoreszenzsignal in die Zellzahl umrechnen zu kénnen.

= Die aus der Zellkultur kommenden ICBM mit den darauf befindlichen Zellen
wurden mehrmals mit PBS gewaschen und bei -80°C fur mind. 1 h eingefroren.
Die Trager wurden in einer 24 Well-Platte aufgetaut und mit 1000 pl des
Reagenz versetzt. So wurden die Zellen 5 Min lichtgeschitzt bei RT auf einem
Schiittler inkubiert und anschlieBend wurden 200 ul der Suspension in die mit

der Verdiunnungsreihe praparierten 96 Well-Platte gegeben.

3.2.7 Zellvitalitatsassay

Bei dem Vitalititsassay handelt es sich um einen kolorimetrischen Assay flur die
Quantifikation der Proliferation und Entwicklungs- bzw. Lebensfahigkeit von Zellen
(Mosmann, 1983). Lebende Zellen nehmen gelbes Tetrazoliumsalz (MTT) auf und
reduzieren es mit Hilfe mitochondrialer Dehydrogenasen und den pyridinhaltigen
Reduktionsaquivalenten  NADH und NADPH zu einem  blau-violetten,
wasserunldslichen Formazanfarbstoff in Form eines Kristalls. AnschlieRend ist eine
photometrische Messung mdglich. Hierfir werden die Zellen lysiert, um die Kristalle
freizusetzen, und bei einer Wellenlédnge von 570-590 nm gemessen. Die Intensitat der
Blaufarbung korreliert mit der metabolischen Aktivitat der Zellen, bei einer Zellart, nach
Erstellung einer Zellstandardkurve, auch mit der Zellzahl.

Protokoll:

1. Herstellung des Reagenz:

Die Herstellung einer 12 mM MTT Stammldsung erfolgte durch Mischen von 1 ml PBS
mit 5 mg der Komponente A (MTT). Zur Durchmischung wurde gevortext. Nicht geltste

Partikel wurden durch Zentrifugation oder Filtration entfernt.

2. Behandlung der Probenkdrper

Das Medium sollte bei dem letzten Mediumwechsel vor Anwendung des MTT-Assays
durch Medium ohne Zusatz von Phenolrot ersetzt werden. Es folgte die Zugabe von 10
pl der MTT Stammldsung pro 100 pl Medium und eine Inkubation von 4 Stunden bei

37°C. Die daraus resultierende Blaufarbung wurde mittels eines Lichtbilds festgehalten.
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3.2.8 Probenaufbereitung fiur die histologische Untersuchungen

3.2.8.1 Fixierung der Objekttrager
Die aus der Zellkultur kommenden Chamber Slides (OT) wurden zunéchst zweimal mit
PBS gewaschen. Dann folgte die Fixierung:

= Acetonfixierung: erfolgte fur funf Minuten in eiskaltem Aceton

= Methanolfixierung: erfolgte fir funf Minuten in eiskaltem Methanol
Anschlieend wurden die OT mit Aqua dest. gewaschen, luftgetrocknet und bis zu ihrer
Verwendung eingefroren. Bei der Methanolfixierung entfiel das Waschen der OT nach

der Fixierung.

3.2.8.2 Technovit® 9100 NEU

Technovit® 9100 NEU ist ein Kunststoff auf der Basis von Methylmethacrylat, welcher
durch ein Katalysatorsystem aus Peroxid und Amin unter Sauerstoffausschluss
chemisch auspolymerisiert. Eine gesteuerte Polymerisation bei Kalte wird durch die
zusatzlichen Komponenten PMMA-Pulver und Regler ermdglicht.

Fur die Einbettung wurden, nach Gebrauchsanweisung wie in Tabelle 5 aufgelistet, die
Losungen fur die Prainfiltration, Infiltration sowie die Stammlésungen A und B

hergestellt.

Zur Entstabilisierung der Basislésung wurden 50 g Al,O; und 3-4 | der stabilisierten
Basislésung in eine Chromatographiesaule gefillt und langsam durch diese

hindurchlaufen gelassen.

Tabelle 5 Zusammensetzung der Lésungen fur Prainfiltration, Infiltration und Polymerisation

Bezeichnung Basis- PMMA- Harter 1 Harter 2 Polymerisations-
Losung Pulver regler

Prainfiltration 200 ml lg

Infiltration ad 250 ml 2049 19

Stammisg. A ad 250 ml 80¢g 39

Stammlsg. B ad 50 ml 4 ml 2ml

Die ICBM wurden fir 24 Stunden in 4% neutral gepufferter Formalinlésung fixiert. Es
folgte die Dehydration in einer aufsteigenden Alkoholreihe bei RT. Vor der Einbettung
in Technovit wurden die ICBM mehrfach préinfiltriert und anschlieBend infiltriert. Die

einzelnen Schritte sind der Tabelle 6 zu entnehmen.
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Tabelle 6 Dehydrations-, Intermedium- und Immersionsschritte (Préinfiltration 1-3,
Infiltration) mit Zusammensetzung und Zeitangaben
Stufe Lésung Konzentration Zeit
Entwasserung 1 Ethanol 50% 1 Tag
Entwasserung 2 Ethanol 70% 1 Tag
Entwasserung 3 Ethanol 80% 1 Tag
Entwasserung 4 Ethanol 90% 1 Tag
Entwasserung 5 Ethanol 96% 1 Tag
Entwasserung 6 Ethanol 96% 1 Tag
Entwésserung 7 Ethanol 100% 1 Tag
Entwésserung 8 Ethanol 100% 1 Tag
Intermedium 1 Xylol 1Tag
Intermedium 2 Xylol 1Tag
Prainfiltration 1 Xylol/Technovit Basis (stab.) 50% 1Tag
Prainfiltration 2 Technovit Basis (stab.)+ Harter 1 1Tag
Prainfiltration 3 (4°C) Technovit Basis (entstab.) + Harter 1 1 Tag
Infiltration (4°C) Technovit Basis (entstab.) + Harter 1 3 Tage

+ PMMA-Pulver

Die eigentliche Einbettung erfolgte in kleinen, der PréparategréfRe angepassten
KunstoffgefalRen, die luftdicht verschlossen werden konnten. Die
Polymerisationslosung wurde durch das Mischen der zuvor angesetzten Stamml6sung
A und Stammlosung B (10:1) hergestellt. Das Préaparat wurde mit der
anzuschneidenden Seite auf den Boden des Gefalles gelegt und mit der
Technovitlésung Ubergossen und anschliel3end verschlossen. Die Auspolymerisation
des Kunststoffs fand bei -8°C statt. Nach ca. 24 Stunden war der Vorgang
abgeschlossen und die Proben wurden fir eine Stunde im Kihlschrank gelagert, um
anschliel3end auf RT gebracht werden zu kénnen. Dann konnten die Proben auch aus
den KunststoffgefaRen genommen und am Hartschnittmikrotom geschnitten werden.
Dies geschah unter standiger Benetzung der Probe mit 70 %igem EtOH. Dies bewirkte
eine Streckung und Entfaltung des geschnittenen Gewebes. Die Schnitte hatten eine
Dicke von 5 pm und wurden auf mit Ponal- und Poly-L-Lysin Losung (2:1) beschichtete
OT gezogen. Die gestreckten Schnitte wurden mit einer Polyethylenfolie abgedeckt,
gestapelt und unter dem Druck einer Schraubzwinge bei 60°C Uber Nacht getrocknet.

Als Vorbereitung auf die Farbungen wurde der Kunststoff aus dem Gewebe gel6st, um
diese fur die histologischen Farbstoffe zuganglich zu machen. Dieser Vorgang der

Entplastinierung erfolgte durch 20-30minltiges Einlegen der Schnitte in
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Methoxyethylacetat (MEA). Danach wurden die Schnitte mehrmals in PBS gewaschen
und anschlie3end gefarbt.

3.2.8.3 Paraffineinbettung und -schnitte

Die Proben wurden in 4% gepufferter Formalinldsung fur 24 Stunden bei 4°C fixiert.
Nach dem Auswaschen des Fixans mittels PBS kamen die Préparate zur
Entwasserung in eine aufsteigende Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 90%, 96% und
100% Ethanol fur je 1 Tag) und anschlieend fir eine Stunde in Xylol. Xylol wurde als
Zwischenmedium verwendet, da Alkohol und Paraffin nicht mischbar sind. Dann
wurden die Trager in vorgefertigte Kunststoffkrbchen gegeben und fir 30 Min bei
60°C im Warmeschrank in Paraplast plus® eingelegt. Die Trager wurden aus den
Koérbchen entnommen und mithilfe von Einbettformen in einen Paraffinblock
eingebettet. Nachdem sie Uber Nacht im Gefrierschrank (-20 °C) gekihlt worden
waren, wurden am Schlittenmikrotom 3 pm dicke Serienschnitte angefertigt und auf
Objekttrager aufgebracht. Abschliel3end erfolgte die Trocknung der Schnitte fur 20 Min
bei 60°C im Brutschrank.

Zur Vorbereitung fir die anschlieBenden Farbungen mussten die Schnitte zur
Entfernung des Paraffins in Xylol gelegt und anschlielend in einer absteigenden
Alkoholreihe (100%, 96%, 90%, 80%, 70% und 50% Ethanol fir jeweils zwei Minuten)
rehydriert und zuletzt in Aqua dest. eingelegt werden.

3.2.8.4 Gefrierschnitte

Die aus der Zellkultur kommenden ICBM wurden mehrmals mit PBS gewaschen und
anschlieRend bei -80°C fir mindestens eine Stunde eingefroren. Zum Schneiden
wurden die ICBM in einem Gefriermikrotom befestigt und bei -60°C geschnitten. Die
Schnitte hatten eine Dicke von 3 um und wurden bis zu ihrer Verwendung bei -80°C
gelagert. Fur die Farbevorgange wurden die Schnitte auf RT gebracht und
anschlie3end in PBS rehydriert.

3.2.9 Histologische Nachweisverfahren

3.2.9.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung ist eine weit verbreitete Routinefarbemethode fiur die morphologische
Untersuchung von verschiedenen Strukturen eines feingeweblichen Histologie-
Schnittes. Anhand der zwei Einzelfarbungen ist eine Unterscheidung der

verschiedenen Gewebestrukturen im mikroskopischen Bild mdglich.
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Hamatoxylin ist eine natirliche Substanz, die aus Blauholz gewonnen wird. Sie
entwickelt sich erst allméhlich durch Oxidation Uber Hamatein zum eigentlichen
Farbstoff. Durch Zugabe von Alaun entsteht daraus Hamalaun. Die beiden Farbstoffe
sind basisch und reagieren mit sauren bzw. basophilen Bestandteilen der Zelle, z.B.
mit Nukleinsauren des Zellkerns oder des rER und farben diese blau. Das saure Eosin
ist ein zur Fluoreszeingruppe gehoérender, synthetisch hergestellter, gelblicher Farbstoff
und enthalt vier Molekiile Brom. Wird Brom durch Jod ersetzt, entsteht der Farbstoff
Erythrosin. Eosin und Erythrosin reagieren mit den basischen bzw. eosinophilen
Bestandteilen der Zelle wie dem Zytoplasma, aber auch mit Interzellularsubstanzen,

und farben diese rot (Weyrauch and Smollich, 1998).

Farbevorgang:

Die Proben kamen fir drei Minuten in die Hamalaunfarbelésung und wurden
anschlie3end fur zwei Sekunden in 0,1%iger Salzsaure (HCI) entfarbt. FlUr drei Minuten
wurden die Proben in Agua dest. gewaschen und anschlieend zwei Minuten in Eosin
angefarbt. Dann wurden die Proben solange in Agqua dest. gewaschen, bis keine

Féarbelésung mehr ins Wasser austrat.

3.2.9.2 Alizarinrot S-Farbung

Alizarinrot S (1,2-Dihydroxy-anthrachinon) ist eine natirlich vorkommende chemische
Verbindung, die vor allem als Farbstoff genutzt wird, und gehdrt in die Farbstoffklasse
der Anthrachinone. Die Alizarinrot S Farbung wird fur den histochemischen
Kalziumnachweis durchgefuhrt. Alizarin bildet mit dem vorhandenen Kalzium ein
Chelat (Wang et al., 2006) und stellt sich intensiv rétlich dar.

Farbevorgang:
Die Schnitte wurden fiir 2 Minuten in einer 2%ige Alizarinrot S-Losung (pH 4,5)

angefarbt und anschlieRend einige Minuten mit Aqua dest. gespllt.

3.2.9.3 Von Kossa-Farbung

Die Von Kossa-Farbung ist eine Versilberung von Kalziumsalzen. Es ist eine indirekte
Farbung, die mit den anionischen Bestandteilen der Kalziumverbindungen, wie zum
Beispiel Karbonaten und Phosphaten, reagiert (Bonewald et al., 2003; Wang et al.,
2006). Diese werden gegen Silberionen ausgetauscht und anschlielend zu

metallischem Silber reduziert. Dieses stellt sich schwarz dar.
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Féarbevorgang:

Die Praparate wurden fur 20 Minuten in einer 5 %igen Silbernitratlésung unter dem
Einfluss von Sonnenlicht inkubiert. Es folgte eine Waschung mit Aqua dest. Fir drei
Minuten wurden die Zellen in einer 5 %igen Natriumthiosulfatidsung fixiert und
anschlieRend mit Aqua dest. gewaschen. Zur Darstellung der Zellkerne erfolgte eine
dreiminutige Farbung mit Hamalaun, die dann mit Aqua dest. abgewaschen wurde.

3.2.9.4 Bisbenzimid-Farbung

Bisbenzimid ist eine organische Verbindung, die als Fluoreszenzfarbung zur
Darstellung der DNA in Zellen und somit der Zellkerne benutzt wird. Es tendiert dazu,
sich zwischen die Basenpaarung von Adenin und Thymin anzulagern. So kénnen vor

allem die A-T reichen Regionen der DNA dargestellt werden.

Farbevorgang:

Zunachst musste das Reagens hergestellt werden. Dafiir wurden 2 mg Bisbenzimid in
50 ml Aqua dest. gelost.

Wenige Tropfen des Reagens wurden auf die Proben aufgetragen und lichtgeschiitzt

fur finf Minuten inkubiert. Das Reagens wurde mittels PBS abgewaschen.

3.2.10 Mineralisierungsnachweis

Die Hydroxylapatitmessung erfolgt mit dem Osteolmage™ Mineralization Assay der Fa.
Lonza (Walkersville, USA) und wird entsprechend der Gebrauchsanleitung
durchgefuhrt.

Fur diesen Versuch wurden USSC in einer 6 Well-Platte kultiviert. Jedes Well wurde
mit 90.554 USSC besiedelt und bis zu einer Konfluenz von 70 % ohne Zusatze
kultiviert. Ungefahr vier bis sieben Tage nach dem Aussden war die gewinschte
Konfluenz erreicht und die entsprechenden Zusatze (siehe Tabelle 3, Kammer 1-4)
wurden zugefuhrt.

An den Tagen O (Erreichen der 70 %igen Konfluenz vor dem Zufiihren der
verschiedenen Zusatze), 4, 7, 14 und 21 wurden die Zellkulturplatten aus dem
Brutschrank genommen, um auf RT abzukihlen. Das Medium wurde entfernt, die
Zellen mit PBS gewaschen und anschlieend fiir funf Minuten mit eiskaltem Methanol
fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen mit dem Waschpuffer (1x) zweimal
gewaschen (2 ml/Well) und anschlieRend mit dem Férbereagenz versetzt (1 ml/Well).
Dieses wurde fur 30 Min bei RT unter Ausschluss von Licht inkubiert. Im Anschluss

wurden das Farbereagenz entfernt und die Platte dreimal fur jeweils funf Minuten mit



52 Material und Methoden

dem Waschpuffer gewaschen. Nach dem letzen Waschschritt wurden der Waschpuffer
nochmals erneuert und die Platte fluoreszenzmikroskopisch betrachtet bzw. die
Fluoreszenz bei den Wellenldngen 485/535 nm gemessen.

3.2.11 Rasterelektronenmikroskopie

Basierend auf der Tatsache, dass das Auflésungsvermogen eines Mikroskops durch
die Wellenlange begrenzt ist, kann mit einem Elektronenmikroskop eine deutlich
hohere Auflésung erreicht werden als mit einem Lichtmikroskop, da schnellere
Elektronen eine sehr viel kleinere Wellenlange als sichtbares Licht haben. Mithilfe
dieser Elektronen wird die Oberflache einer Probe abgebildet.

Beim Rasterelektronenmikroskop (REM) wird ein dinner Elektronenstrahl Gber das
Objekt gerastert und es werden die aus dem Objekt austretenden Sekundarelektronen
detektiert. Der registrierte Strom bestimmt den Intensitdtswert des zugeordneten
Bildpunktes. Die Daten werden sofort auf einem Monitor dargestellt, so dass man den
Bildaufbau in Echtzeit verfolgen kann.

Biologische Proben missen fir die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung
fixiert, entwassert, getrocknet und leitfahig gemacht werden. Die Fixierung erfolgte
mittels 2,5% Glutardialdehyd in 0,1 M PBS fiur 3 Stunden. Die Praparate wurden
anschlie3end in einer aufsteigenden Acetonreihe (30, 50, 70, 80, 90, 95 und 100%)
dehydratisiert. In jedem Schritt verweilten die Proben tber Nacht. Zuletzt wurden sie in
getrocknetes Aceton eingelegt. Der Vorgang der Entwéasserung war nétig, da die
Proben sonst beim Eindringen in das Vakuum des Elektronenmikroskops durch das
explosionsartige Verdampfen der enthaltenen FlUssigkeit zerstért worden waren. Mit
Hilfe des kritischen Punkttrockners wurde das Aceton gegen flissiges CO,
ausgetauscht. Halt man die Temperatur Uber dem kritischen Punkt, kann die Probe
durch Druckverminderung getrocknet werden, ohne dass dabei die Phasengrenze
Gas-Flissig durchlaufen wird. So kann das Auftreten von Oberflachenspannungen und
die damit verbundene Deformation von Probendetails verhindert werden. Um die
Objektoberflache im REM fir den Elektronenstrahl abrasterbar zu machen, musste
diese durch eine Plasma-Oberflachenbeschichtung mit Gold leitfahig gemacht werden.
Die Proben wurden dafir mittels eines Kohleplattchens auf einem Probenteller fixiert
und in eine Probenkammer gegeben. In dieser wurde ein Vakuum geschaffen, welches
anschliel3end mit Argon gefullt wurde. Durch Anlegen einer Spannung wurden mit Hilfe
der Argonionen Metallatome aus der Goldkathode freigesetzt, die sich als dinne

Metallschicht auf dem Objekt ablagerten. Die so behandelten Praparate wurden im
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Hochvakuum bei einer angelegten Beschleunigungsspannung von 25 kV im REM

untersucht.

3.2.12 Transmissionselektronenmikroskopie
Bei diesem Verfahren durchstrahlen Elektronen ein entsprechend diinnes Objekt.
Dabei treten diese Elektronen mit den Atomkernen des Objekts in Wechselwirkung und
verandern dadurch die Richtung ihrer Flugbahn. Durch den Anteil an gestreuten
Elektronen, deren Ablenkungswinkel gering ist, entsteht das elektronenmikroskopische
Bild. Stark gestreute Elektronen werden durch Blenden abgefangen und tragen nicht
zur Bildentstehung bei. Durch diese Selektion entstehen im Endbild Helligkeits- bzw.
Kontrastunterschiede aufgrund der unterschiedlich streuenden Objektdetails.
Die Proben missen fir die transelektronenmikroskopische Untersuchung fixiert,
entkalkt, entwassert, eingebettet und geschnitten werden. Die Fixierung erfolgte mittels
eines Gemischs bestehend aus

5 ml 0,2 M CaCo-Puffer

800 ul 25%iges Glutardialdehyd

3 ml Aqua bidest.

20 pl gesattigte Pikrinsaure.
Die Lésung wurde auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und auf 10 ml mit Aqua bidest.
aufgefillt. Vor der Fixierung der Zellen wurde die Lésung auf 37°C erwarmt. Die Zellen
wurden zuvor zweimal kurz mit Medium gespilt und anschlieend mit der Fixierldsung
versetzt. Die Fixierung erfolgte fur mind. 45 Min bei 4°C. Nach der Fixierung wurden
die ICBM fir vier Tage durch Einlegen in Osteosoft® entkalkt. Im Anschluss daran
wurden sie fur 5 Minuten in 0,07 M CaCo-Puffer verbracht und dann in einer 1 %
Osmium-Ldsung (in 0,07 M CaCo-Puffer) fir zwei Stunden bei 4°C nachfixiert und
kontrastiert. Die Proben wurden einmal fur 10 Min in 0,07 M CaCo-Puffer und danach
noch zweimal in 0,05 M Maleatpuffer gewaschen und in diesem Uber Nacht bei 4°C
aufbewahrt. Der Maleatpuffer sorgte flr einen besseren Zellerhalt. Am nachsten Tag
wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe bei 4°C entwéssert. Es folgte
die Infiltration der Proben durch ein Epon/EtOH-Gemisch bei 4°C. Im ersten Schritt
wurden die Substanzen 1:1 und im zweiten Schritt 3:1 gemischt. Im dritten Schritt
wurde reines Epon uUber die Proben gegeben. Jeder Schritt dauerte 1h. Im Anschluss
daran wurden die Proben erneut zweimal fir jeweils zwei Stunden bei RT mit reinem
Epon beschichtet. Nach einem letzten Auswechseln des Epons wurden die Proben

zum Auspolymerisieren fur 48 h bei 60°C im Brutschrank inkubiert. Nach dem
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Abkuhlen konnten die in Kunststoff eingebetteten Proben in 0,5 — 1 um dicke Scheiben
geschnitten werden. Diese Semidunnschnitte wurden dann mit Methylenblau angeféarbt
und unter dem Mikroskop betrachtet. Anhand dieser Schnitte wurden die Ausschnitte,
die transelektronenmikroskopisch betrachtet werden sollten, ausgewahlt. An einem
Ultramikrotom wurden mittels eines Diamantmessers von diesen Abschnitten 60 - 70
nm dicke Ultradtinnschnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden nach Kontrastierung auf
mit Formwar Folie beschichteten Kupfergrits aufgezogen wund unter dem

Elektronenmikroskop betrachtet.

3.2.13 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT- PCR)

3.2.13.1 Allgemeine Grundlagen der RT-PCR
Die Methode der PCR wurde 1983 von Kary Banks Mullis entwickelt und basiert auf
einer zyklischen Verdopplung bestimmter Abschnitte eines DNA-Molekils mit Hilfe
einer thermostabilen DNA-Polymerase und Nukleotiden. Die RT-PCR wird zur
Amplifizierung von RNA-Sequenzen angewendet. Dabei wird die RNA zunachst mit
Hilfe des Enzyms RNA-abhangige DNA-Polymerase in einen komplementaren DNA-
Einzelstrang (cDNA) umgeschrieben. Dieser Vorgang wird als reverse Transkription
bezeichnet. Anschliel3end wird in der PCR durch den Einsatz von spezifischen Primern
(komplementéaren Oligonukleotiden) die gesuchte cDNA vervielfaltigt (Holzapfel and
Wickert, 2007).
Der PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 12-50 Zyklen, die in einem
Thermocycler durchgefuhrt werden. Die einzelnen Zyklen bestehen aus folgenden
Schritten:
1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA
2. Bindung der Primer an die DNA. Bei diesem als Hybridisierung bezeichneten
Vorgang wird die Temperatur ca. 30 Sekunden lang auf einer Temperatur
gehalten, die eine spezifische Anlagerung der Primer an die DNA erlaubt.
3. Verlangerung der Primer (Amplifikation): mittels der DNA-Polymerase werden

die fehlenden Strange mit freien Nukleotiden aufgefullt.

Im Falle der RT-gPCR (quantitative oder realtime RT-PCR) ist zusatzlich eine
Quantifizierung der gewonnenen DNA mittels einer Fluoreszenzmessung mdglich.
Dafur wurde in unserem Fall eine Sonde eingesetzt, die an einem Ende mit einem
Donor-Flurochrom (FAM) und am anderen Ende mit einem Akzeptor-Flurochrom (sog.

Dark Quencher) gekoppelt ist. Wird der Donor durch eine Lichtquelle angeregt, gibt
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Material und Methoden 55

dieser einen Teil seiner Energie an einen in ausreichender Néhe befindlichen Akzeptor
ab. Mittels einer Polymerase wird die Sonde wahrend der Synthese des
Gegenstranges am 5’-Ende abgebaut und der Abstand zwischen Akzeptor und Donor
nimmt zu. Dadurch nimmt das Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab und eine steigende
Fluoreszens des Donors kann gemessen werden. Die Messung findet am Ende der
Elongation in jedem Zyklus statt.

Diesen Vorgang nennt man Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET), er ist
im Vergleich zu anderen Methoden der RT-gPCR durch eine hohe Spezifitat

gekennzeichnet.

3.2.13.2 RNA-Isolierung aus Zellen und besiedelten Probenkérpern

Nach Beendigung des Versuchs wurden die Zellen in den Zellkulturflaschen mehrmals
mit PBS gewaschen, mithilfe eines Zellschabers abgelést und in ein Falcon Tube
Uberfuhrt. Mittels Zentrifugation wurden die Zellen pellettiert und konnten dann bei
-80°C eingefroren oder direkt verarbeitet werden.

Zur RNA-Isolierung wurde 1 ml Trizol auf die Zellen gegeben, durch mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren wurden diese darin geldst und anschlieBend fir 5 Min bei RT
inkubiert.  Trizol ist eine  monophasische Lésung aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat. Es dient als Denaturierungsmittel, erhélt dabei aber die
Integritat der RNA.

Um nicht geldste Bestandteile wie Proteine, Fette, Polysaccharide oder Extrazellulare
Matrix zu entfernen, wurden diese durch 12,000 x g fur 10 Min bei 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein frisches GefaRR tberfihrt und mit 200 pl Chloroform
versetzt, fur 15 Sek grindlich vermischt und 3 Min bei RT inkubiert. Zur
Phasenseparation folgte eine Zentrifugation bei 12 000 x g fir 15 Min und 4°C. Es
entstanden drei Phasen: eine obere wassrige, eine mittlere weille und eine untere
organische Phase. Die obere Phase enthalt die RNA, die Interphase die DNA und in
der organischen Phase befindet sich das Protein. Die obere Phase wurde ohne
Verunreinigung durch die Interphase abpipettiert und in ein frisches Reaktionsgefaf}
Uberfihrt. Es wurden 500 pl Isopropanol zugegeben, 15 Sek grundlich vermischt und
anschlieRend 10 Min bei RT inkubiert. Um das RNA-Prazipitat zu pellettieren, wurde
bei 12 000 x g fur 10 Min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die RNA in 1 ml Ethanol (75%) gewaschen. Dafir wurde das Pellet gevortext und
anschlieRend bei 7 500 x g fir 5 Min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
wieder verworfen und die Waschung wiederholt. Zuletzt lie man das RNA-Pellet fiir 10

Min unter einer Sterilbank antrocknen, um es dann in DNase/RNase freiem Wasser zu
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[6sen. Dafir wurde die RNA fir 10 Min bei 55°C im Thermomixer inkubiert,
anschlie3end sofort auf Eis gestellt und zur Lagerung bei -80°C eingefroren.

Zur Isolierung der RNA aus den Zellen auf dem ICBM wurden diese in eine 48 Well-
Platte gelegt, mit 1 ml Trizol mehrmals gespult und fur 5 Min bei RT inkubiert. Das
entstandene Lysat wurde in ein Reaktionsgefal3 Uberfuhrt, mit 200 pl Cholorform
versetzt, fur 15 Sek grindlich vermischt und 3 Min bei RT inkubiert. Alle weiteren
Schritte waren identisch mit der Isolierung aus dem Zellpellet.

Um sicherzustellen, dass aus der Kollagenstruktur des ICBM keine RNA isoliert
werden kann, wurde zur Kontrolle auch ein leerer ICBM der RNA-Isolierung

unterzogen. Hierbei konnten keine messbaren Werte ermittelt werden.

3.2.13.3 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die eingefrorenen Proben wurden schonend auf Eis aufgetaut und es wurden 2 pul RNA
1:100 in 10 mM TrisHCI (pH 8,0) verdinnt fur die Messung eingesetzt. Vor der ersten
Messung wurde der Leerwert ermittelt, um anschlieRend die RNA-Gehalte der Proben
photometrisch zu bestimmen. Die Konzentrationsbestimmung von RNA basiert auf
dem Absorptionsmaximum von Nukleinsauren bei einer Wellenlange von 260 nm. Um
Verunreinigungen durch Proteine ausschlieRen zu kdnnen, ist ein Aggozso VON > 1,8

notig.

3.2.13.4 Aufreinigung der RNA

Falls die RNA in einer zu groRBen Menge Wasser geltst wurde oder bei der Messung
die Werte Asgomso 0der Agsonzo <1,8 waren, wurde die RNA mit dem RNeasy® MinElute®
Cleanup der Fa. Qiagen aufgereinigt.

Dafur wurden die Proben auf 100 pl mit DNAse/RNAse freiem Wasser aufgefillt. Es
folgte die Zugabe von 350 pl des RLT Puffers (bestehend aus 10 pl 3-Mercaptoethanol
und 990 pl RLT Puffer). Zu der verdinnten RNA wurden 250 pl 100 %iges Ethanol
pipettiert und grundlich vermischt. Die Probe wurde auf einen mitgelieferten Filter, der
sich in einem Reaktionsgefal befand, tbertragen. Dieser wurde verschlossen und bei
8000 x g fir 15 Sek zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es wurden 500
pl des RPE Puffers auf den Filter gegeben. Es wurde erneut zentrifugiert und so der
Filter gewaschen. Der Uberstand wurde wieder verworfen und es wurden 500 pl 80
%iges Ethanol auf den Filter gegeben. Nach der Zentrifugation ftr 2 Min und 8 000 x g
wurde erneut der Uberstand verworfen. Um zu trocknen, wurde der Filter mit
geoffnetem Deckel bei Hochstgeschwindigkeit fir 5 Min zentrifugiert und im Anschluss

in ein frisches Reaktionsgefald gesetzt. Hier wurden dann 14-20 pl DNAse/RNAse
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freies Wasser in die Mitte des Filters pipettiert. Durch Zentrifugation fir 1 Min bei
Hochstgeschwindigkeit wurde die RNA aus dem Filter ausgewaschen.

3.2.13.5 cDNA-Synthese

Bevor eine Probe als Matrize in einer PCR dienen kann, muss aus der isolierten RNA
eine cDNA-Erststrang-Synthese (reverse Transkription) erfolgen.

Fur das Herstellen der cDNA wurden 3 pg RNA auf ein Volumen von 10 pl mit
DNAse/RNAse freiem Wasser gebracht, mit 1 pl Oligo (dT) und 1 pl dNTP Mix
vermischt und fir 5 Min bei 65°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 4 pl 5x First
Strand Buffer, 2 ul 0,1 M DTT (Dithiothreitol) und 1 pul RNase Out. Das Gemisch wurde
fir 2 Min bei 42°C inkubiert. Durch die Zugabe von 1 pl der Reversen Transkriptase
und der Inkubation bei 42°C fir 50 Min begann der Prozess der Umschreibung. Zum
Inaktivieren des Enzyms wurde die cDNA fur 15 Min auf 70°C erhitzt und im Anschluss

schnellstméglich bei -20°C eingefroren.

3.2.13.6 Durchfihrung der RT-PCR und RT-gPCR

Die cDNA wurde auf das Vorhandensein der folgenden osteoblastentypische Gene
untersucht: Alkalische Phosphatase (ALP), Kollagen Typ | (Koll 1), Osteonektin (ON),
Osteopontin (OP) und RUNX2. Die dafir ausgewahlten Primersequenzen stammen
aus der Gendatenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information) und
sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG,
Ebersberg synthetisiert. Die zugehorige Sonde wurde durch die Universal ProbeLibrary
(Fa. Roche) ausgewahlt (siehe 3.1.9.2).

Die konventionelle RT-PCR wurde durchgefihrt, um die Zielgen-Expression (vor der
Etablierung der RT-qPCR) qualitativ zu bestatigen und die fur die RT-gPCR selbst
entwickelten Primerpaare auf ihre Funktionsfahigkeit vor der Bestellung der
zugehorigen Sonden zu Uberprifen.

Zunachst wurden alle Reagenzien zu einem Mastermix vereinigt. Fir einen letztendlich
25 pl umfassenden Reaktionsansatz wurden 6,4 pl DNAse/RNAse freies Wasser, 0,3
Ml Primer [forward’ und 0,3 pl Primer ,reverse’, 0,5 pl Sonde und 12,5 pl Master Mix
(Reaktionspuffer, dNTPs (inklusive dUTP), HotGoldStar DNA Polymerase, MgCl,,
Uracil-N-Glycosylase, Stabilisatoren) benétigt. Die Reagenzien wurden in der mit der
Anzahl der benétigten Reaktionsansatze multiplizierten Menge in einem
Reaktionsgefald zusammen pipettiert. Davon wurden jeweils 20 pl in jedes Well einer
96 Well-Platte pipettiert. Zum Schluss wurden jeweils 5 pl cDNA (1:10 in

DNAse/RNAse freiem Wasser verdinnt) hinzugegeben und die Wells wurden dicht
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verschlossen. Um die temperaturempfindliche Polymerase in ihrer Aktivitdt zu
hemmen, fanden alle Pipettierschritte auf Eis statt. Die 96 Well-Platte wurde in einen
Thermocycler gestellt und es wurden folgende Schritte (Temperatur-Zeit-Profile)

durchlaufen:

Tabelle 7 PCR-Programm des Thermocyclers (iCycler®)

Zyklen Nr. Anzahl der Steps innerhalb Temperatur Dauer
Zyklen der Zyklen

1 1 Step 1: 50°C 10 Min

2 1 Step 1: 95°C 10 Min

3 35 Step 1: 95°C 20 sec

Step 2: 60°C 45 sec

4 1 Step 1: 4°C HOLD

In Zyklus Nr. 1 wird die Uracil-DNA-Glycosylase (UNG) aktiviert. Dies ist ein Enzym,
das Uracil-enthaltende DNA abbaut und so Kontaminationen durch vorausgegangene
Amplifikationen eliminiert (Longo et al., 1990). Zu diesem Zweck muf3 dTTP im
Amplifikationsansatz durch dUTP ersetzt werden, so dass die entstehenden Produkte
gegenuber einer UNG-Behandlung empfindlich werden. Da natirliche DNA kein Uracil
enthalt, bleibt die eigentliche Probe bei dieser Behandlung vollstéandig intakt. Durch die
Erwarmung auf 95°C in Zyklus Nr. 2 wird die UNG wieder inaktiviert und die
Polymerase beginnt zu arbeiten. Im Zyklus Nr. 3 kommt es zur eigentlichen

.Kettenreaktion®, in der die Produkte vervielfaltigt werden.

3.2.13.7 Elektrophoretische Auftrennung

Zur Visualisierung der PCR-Ergebnisse wurde ein Agarose-Gel (2,5% Agarose in 1x
TBS gelost) fur die elektrophoretische Auftrennung gegossen. Nach Aushéartung des
Gels wurden die Reaktionsprodukte und ein 20 bp Marker in die Taschen des Gels
pipettiert. Dafir wurden 10 pl Reaktionsprodukt und 3 pl Ladepuffer miteinander
vermischt. Das Gel wurde in eine mit Ladepuffer gefillte Elektrophoresekammer gelegt
und bei einer Spannung von 120 V fir 45 Minuten betrieben. Nach der Auftrennung
wurden die Banden durch UV-Licht in einem Transilluminator sichtbar gemacht und

fotografisch dokumentiert.
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3.2.13.8 Quantitative RT-PCR

Die Einflisse der verschiedenen Differenzierungsmedien auf das Expressionsmuster
einiger osteoblastentypischer Gene der USSC wurden mittels quantitativer RT-PCR
(RT-gPCR) analysiert. Die jeweiligen Expressionswerte an den Tagen 7, 14 und 21
wurden mit den Werten der Auskangskultur (Tag 0) verglichen. Die Versuche wurden
mit Zellen aus drei unterschiedlichen Spendern wiederholt.

Die Ergebnisse wurden mittels der relativen Quantifizierung nach Pfaffl ermittelt (Pfaffl,
2001). Sie zeigt die n-fache Uberexpression von Genen im differenzierten Zustand im
Vergleich zum undifferenzierten Zustand. Fiur diese Bestimmung wird der Cp-Wert
herangezogen. Der Cr (Crossing Point) ist der Zyklus, in dem die
Hintergrundfluoreszenz durch das gewiinschte Fluoreszenzsignal signifikant
Uberstiegen und somit detektiert wird.

Zur Berechnung wird zunéchst die Genexpression des Zielgens auf ein nichtreguliertes
Referenzgen, in unserem Fall GAPDH, bezogen (ACr = Cp Zielgen - Cr Referenzgen).
Auf diese Art wird die Varianz der Expressionsergebnisse reduziert, da samtliche
Fehler innerhalb einer experimentellen Probe sowohl das Zielgen als auch das
Referenzgen gleichermal3en betreffen. Um die relative Expression des zu
untersuchenden Gens in den behandelten Proben zu ermitteln, wird diese auf ein
Kontrollprobenmaterial bezogen (AACr = ACp Behandlung - ACp Kontrolle). In der
vorliegenden Studie diente der Tag O der Ausgangskultur als Kontrolle. Der relative
Genexpressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der Kontrolle,
normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe, errechnet sich
dann aus der Formel 2", Da der AAC, der Kontrolle 0 ist, ergibt sich fir ihn ein
relativer Genexpressions-Wert (RGE) von 1. Somit bedeuten Werte <1 eine
Runterregulierung und Werte > 1 eine Hochregulierung der Expression des Zielgens.
Um auch die runterregulierten Gene graphisch als negative Werte darstellen zu
kénnen, wurde in dem Fall, dass der AACp positiv war, nicht mit der Formel 2-AACP
gerechnet, sondern mit 2°4°F * (-1), auch bekannt als ,Fold Regulation®.

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass man erst ab einem RGE >3 bzw. <-3 von
einer verdnderten Genexpression sprechen kann, werden Werte >3 als hochreguliert
und Werte <-3 als runterreguliert bezeichnet. Die Werte dazwischen sind als

unverandert anzusehen.
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3.2.14 Quantitative RT-PCR mittels RT?Profiler™ PCR Array System

Bei dem RT? Profiler™ PCR Array System handelt es sich um eine von der Fa. SA
Bioscience gefertigte 96 Well-Platte und einen Master Mix. Auf der 96 Well-Platte
befinden sich 84 Gene, die in die Angiogenese involviert sind. Des Weiteren befindet
sich eine genomische DNA Kontrolle sowie eine Reverse Transkriptions- und Positive
PCR-Kontrolle auf der Platte. Dies gewahrleistet eine Kontrolle der Qualitat der
eingesetzten cDNA.

Da es sich bei diesem System um eine sehr empfindliche Methode handelt, wurden die
vom Hersteller empfohlenen Vorgaben zur Isolierung der RNA und Synthese der cDNA
berlcksichtigt.

3.2.14.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde mit dem RNeasy® Mini Kit der Fa. Qiagen durchgefiihrt. Die
Proben wurden in 350 pl RLT Puffer gelést und durch mehrmaliges Aspirieren durch
eine Injektionskanile (0,70 mm @) homogenisiert. Es folgten die Zugabe von 350 pl
70% igem EtOH und der Transfer der so geltsten Probe auf einen mitgelieferten Filter,
der sich in einem Reaktionsgefal? befand. Dieser wurde verschlossen und bei 8000 x g
fur 15 Sek zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es wurden 350 pl des
RW1 Puffers auf den Filter gegeben. Es wurde erneut zentrifugiert und so der Filter
gewaschen. Der Uberstand wurde wieder verworfen und es folgte die Eliminierung der
genomischen DNA Kontamination mittels der DNase |. Diese (1500 Kunitz Units)
wurde zunachst in 550 pl geldst und anschlieRend 1:8 mit dem RDD Puffer verdinnt.
Dann wurden 80 pl des Enzyms auf den Filter einer jeden Probe pipettiert und bei RT
inkubiert. Nach 15 Min erfolgte die Zugabe von 350 pl des RW1 Puffers auf den Filter
und die Zentrifugation bei 8 000 x g fur 15 Sek. Nachdem der Uberstand verworfen
worden war, wurden 500 pl des RPE Puffers auf den Filter gegeben. Nach der
Zentrifugation fur 15 Min und 8 000 x g wurde erneut der Uberstand verworfen und der
Schritt wiederholt. Die Zentrifugation erfolgte dann aber fur 2 Min. Der Filter wurde nun
in ein frisches Reaktionsgefall gesetzt und es wurden ca. 40 ul DNAse/RNAse freies
Wasser in die Mitte des Filters pipettiert. Durch Zentrifugation fir 1 Min bei
Hochstgeschwindigkeit wurde die RNA aus dem Filter ausgewaschen.

Auch hier wurde falls nétig eine Aufreinigung mit dem RNeasy® MinElute® Cleanup Kit
der Fa. Qiagen durchgefihrt (siehe 3.2.13.4).
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3.2.14.2 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem RT? First Strand Kit der Fa. SA Bioscience. Es
wurden 1 pg RNA mit 2 pyl GE (5x gDNA Elimination Buffer) versetzt, auf 10 pl mit
DNAse/RNAse freiem Wasser aufgefiullt und fir 5 Min bei 42° C inkubiert. Zum
Abkihlen wurden die Proben im Anschiss fur mind. 1 Min auf Eis gestellt und
anschliel3end mit 4yl 5x RT Buffer 3

1yl Primer and External Control Mix

2yl RT Enzyme Mix 3 und

3yl RNase-free H,O vermischt, kurz zentrifugiert und dann
erneut bei 42 °C fur 15 Min inkubiert. Zum Inaktivieren der Reaktion erfolgte eine
Erhitzung auf 95 °C fir 5 Min. Zuletzt wurde die Probe mit 91 ul H,O augefillt und bis

zu ihrer Verwendung bei -20 °C eingefroren.

3.2.14.3 Quantitative RT-PCR
Zur Durchfuhrung der PCR in einer 96 Well-Platte wurden folgende Zutaten griindlich

miteinander vermischt:

1280 pl 2x SABioscience RT? qPCR Master Mix
102 pl verdiinnte cDNA
1178 pl DNAse/RNAse freies Wasser.

Mittels einer Multikanalpipette wurden jeweils 25 pl/Well in die Platte pipettiert, mit den

mitgelieferten Deckeln verschlossen und in den Thermocycler gestellit.

Tabelle 8  PCR-Programm des Thermocyclers fir den RT Profiler™
Zyklen Nr. Anzahl der Steps innerhalb Temperatur Dauer
Zyklen der Zyklen

1 1 Step 1: 95°C 10 Min

2 40 Step 1: 95°C 15 sec

Step 2: 60°C 60 sec

3 81 Step 1: 55°C 10 sec

4 Step 1: 4°C HOLD

Die Zyklus Nr. 1 ist nétig, um die HotStart DNA Polymerase zu aktivieren. In Zyklus Nr.
3 wird die Schmelzkurve erstellt.
Die Auswertung erfolgte durch Speicherung der Daten in einer Excel-Datei und

Transferierung dieser in das Web Portal der Fa. SA Bioscience
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(http://www.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php). Berechnet wird wieder der
relative Genexpressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der
Kontrolle, normalisiert zum Referenzgen. Als Kontrolle wurden HUVEC verwendet.

3.2.15 Western Blot

3.2.15.1 Allgemeine Grundlagen

Beim Western Blot werden die Proteine einer Losung nach ihrem Molekulargewicht
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend mittels Elektroblotting auf eine
Membran transferiert und damit immobilisiert. Auf der Membran kénnen die Proteine

durch eine Nachweisreaktion identifiziert werden (Burnette, 1981).

3.2.15.2 Proteinisolierung

Zellpellets wurden je nach GréRe mit 20 bis 300 pl RIPA+Complete-Puffer (siehe
Tabelle 11) versetzt, gevortext und mehrmals sonifiziert. Die Zelltrimmer wurden
anschlieRend fir 10 Min bei 8 000 x g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand in
einem frischen ReaktionsgefaR gesammelt. Die Proteine kdnnen bei -80°C gelagert
werden.

Um die Proteine aus den Zellen auf den ICBM zu isolieren, wurden diese in einem
Reaktionsgefald mit 250 ul RIPA+Complete-Puffer versetzt, gevortext und fur 10 Min
bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde erneut gevortext und der Uberstand
in ein frisches Reaktionsgefald tberfuhrt.

Um sicherzustellen, dass aus der Kollagenstruktur des ICBM keine Proteine isoliert
werden konnen, wurde zur Kontrolle auch ein leerer ICBM der Proteinisolierung

unterzogen. Hierbei konnten keine messbaren Werte ermittelt werden.

3.2.15.3 Proteinmengenbestimmung

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte kolorimetrisch, basierend auf der
Methode nach Lowry (Lowry et al., 1951), die sich aus zwei Reaktionsschritten
zusammensetzt. Im ersten Schritt gehen die Peptidbindungen der Proteine in
alkalischer Lésung einen blau-violett farbigen Komplex mit zweiwertigen Kupferionen
ein. In einem zweiten Schritt werden die zweiwertigen Kupferionen reduziert, die
wiederum das gelbe Folin-Reagenz zu Molybdanblau reduzieren. Die daraus
resultierende charakteristische Blaufarbung kann mit einem Absorptionsmaxiumum bei
750 nm und einem Absorptionsminimum bei 405 nm photometrisch bestimmt werden.
Der RC DC Protein Assay der Fa. Bio-Rad arbeitet nach diesem Prinzip und wurde fur

die Konzentrationsbestimmung der Proteine eingesetzt.
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Fur die Messung wurde eine Standardldsung von BSA in RIPA+Complete-Puffer mit
einer Konzentration von 10 pg/pl hergestellt. Dieser Standard wurde 1:2 mit
RIPA+Complete-Puffer verdinnt und so fur die Verdinnungsreihe (siehe Tabelle 9)

verwendet.

Tabelle 9  Verdunnungsreihe fur Proteinmengenbestimmung

Konzentration (ug/ul) BSA-Standard (ul) RIPA-Puffer (ul)
14 5,6 14,4

1,2 4,8 15,2

1,0 4 16

0,8 3,2 16,8

0,5 2 18

0,2 2 48

0 0 48

Es wurden jeweils 5 pl von jeder Konzentrationstufe der Verdunnungsreihe wie auch 5
pl der Proben, die zuvor 1:4 mit dem RIPA-Puffer verdiinnt worden waren, in ein Well
einer 96 Well-Platte pipettiert. Es folgte die Zugabe von 25 pl/Well des Reagenz A’
(bestehend aus 20 ul Reagenz S und 1 ml Reagenz A) und die Zugabe von 200 ul/Well
des Reagenz B. Nach einer Inkubation von 15 Min folgte die Messung im Photometer

bei einer Absorption von 750 nm.

3.2.15.4 Herstellung der Proteingele

Hergestellt wurden SDS-Polyacrylamidgele, die je nach GroRe des nachzuweisenden
Proteins, einen 10 oder 12 %igen Anteil an Acrylamid enthielten.

Zunachst wurde die Losung fir das Trenngel vorbereitet, zwischen die beiden, zuvor
mit 70 %igem EtOH gereinigten Glasplatten, die in die Gelgiessapparatur eingespannt
wurden, gegossen und zur Glattung mit 70 %igem EtOH Uberschichtet. Nach dem
Ausharten des Trenngels wurde das EtOH abgeschiittet. Die Loésung fur das
Sammelgel wurde hergestellt, Uber das Trenngel geschichtet und bis zum Aushérten
mit einem Probenkamm versehen. Die fir die Sammel- und Trenngele verwendeten

Ldsungen sind der Tabelle 11 zu entnehmen.

3.2.15.5 SDS-PAGE
Es wurden 20 pg Protein mit 6 pl Laemmli-Puffer-Mercaptoethanol (5:1) vermischt und
auf 24 pl mit Aqua dest. aufgefullt. Diese Proben wurden bei 95°C fur 5 Min aufgekocht

und anschlieRend in die Probentaschen des Gels geladen. Fur die Orientierung wurde
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neben den Proben ein Proteinmarker geladen. Die Proteine wurden fir 20 Min bei 60 V
gesammelt und dann bei 120 V fur ca. 1 h elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.15.6 Elektrotransfer der Proteine

Zunachst wurden die Schwamme, die Filterpapiere und die Membran in Transferpuffer
getrankt. AnschlieBend wurden sie entsprechend der folgenden Darstellung
zusammengebaut. Dabei ist darauf zu achten, dass die Schichtung luftblasenfrei
erfolgt.

rote Elektrode (Anode) = oben
1 Schwamm
2-3 Filter-Papiere
Nitrocellulose-Membran
das Gel
2-3 Filter-Papiere
1 Schwamm
schwarze Elektrode (Kathode) = unten

Die Kassette wurde in die Kammer gesetzt, mit Transferpuffer beflllt und mit einem
Kuhlakku versehen. Der Transfer auf die Membran erfolgte bei einer Spannung von
100 V fir 2 Stunden.

Nach Beendigung der Transferzeit wurde die Membran fir 3 Minuten in einer 0,2
%igen Ponceau S-LOosung angefarbt und anschlieBend mehrmals mit Aqua dest.
gespult. So wurden die einzelnen Proteinbanden sichtbar und die Blot-Effizienz konnte
Uberprift werden. Durch erneutes Waschen mit Aqua dest. und anschlieBendem
Einlegen der Membran in PBS wurde die Membran wieder entfarbt und konnte fir die

Immunmarkierung verwendet werden.

3.2.15.7 Immunmarkierung

Um die unspezifischen Bindungsstellen der Antigene zu blockieren, wurden die
Membranen nach vollstandiger Entfarbung bei Raumtemperatur (RT) fur eine Stunde in
Blockiermedium inkubiert. Das Blockiermedium setzte sich aus TBS/0,1 % Tween 20
(TBS/T) und fettfreiem Milchpulver (MP) bzw. Bovinem Serum Albumin (BSA)
zusammen. Anschlielend wurden die Membranen mit dem jeweiligen priméren
Antikorper (Tabelle 10) in TBS/T und MP bzw. BSA inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen erfolgte die Inkubation mit dem HRP-konjugierten sekundéren Antikorper und
einem Anti-Western Marker, der zur Sichtbarmachung des Proteinmarkers dient.
Wahrend des gesamten Vorgangs befanden sich die Membranen in

lichtundurchlassigen 50 ml Falcon Tubes und wurden auf einem Taumelrollenmischer
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gedreht. Fir die Waschschritte wurden die Tubes mit ca. 7 ml und fir die

Antikorperinkubation mit 3 bis 4 ml Flissigkeit befullt.

Mittels Chemilumineszenz konnte die an die sekundéren AK gekoppelte HRP sichtbar

gemacht werden. Dazu wurde das Immun-Star™WesternC™Kit (Fa. Bio-Rad)

verwendet. Die Detektion erfolgte mit dem VersaDoc™ Imaging System der Fa. Bio-

Rad unter einer Expositionsdauer von 30 Sek.

Tabelle 10 Fur den Western Blot verwendete priméare Antikorper

Konzentration Blockiermedium IKZ der AK bei RT

GAPDH 1:6000 MP (5 %) 1,5h in MP (3 %)

ALP 1:10000 MP (5 %) 1,5h in MP (3 %)

Osteonektin  1:500 MP (5 %) 2 hin MP (3 %)

Osteopontin  1:200 BSA (5 %) 2 hin BSA (3 %)

RUNX2 1:1000 MP (1 %) 1hinTBS/T
Protokoll:

Membran wurden in entsprechendem Blockiermedium fir 1 h bei RT geblockt
Inkubation der Membran mit Primarantikorper bei RT fur 1 bis 2 h

Waschen der Membran fur 3x 5 Min in TBS/T

Inkubation der Membran mit HRP-konjugierten AK (1:1000 verdiinnt) und Anti-
Western Marker (1:2000 verdiinnt) in TBS/T bei RT und lichtgeschutzt fur 1h
Waschen der Membran fir 3x 10 Min in TBS/T

Membran bis zur Detektion in PBS legen

Herstellung der Detektionsldésung: die Reagenzien 1 und 2 wurden zu gleichen
Teilen miteinander vermischt und sofort verwendet

Auslésen der Farbreaktion: Membran wurde mehrmals gut mit der

Detektionslosung gespilt und fur 3 Min darin inkubiert
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Tabelle 11 Lésungen fur den Western Blot

RIPA-Puffer 1 ml Nonidet-P40
0,59 Natriumdeoxycholat
0,21 g SDS

auf 100 ml mit PBS auffiillen und 1 Tablette
Complete Miniin 10 ml I6sen

4x Trenngelpufffer 91g Tris (pH 8,8)
2g SDS
auf 500 ml mit Aqua dest. auffiillen
4x Sammelgelpuffer 6,059 Tris (pH 6,8)
04g SDS

auf 100 ml mit Aqua dest. auffillen

10 %iges Trenngel 5ml 30 %iges Acrylamid
6,25 ml  Aqua dest.
3,75 ml  Trenngelpuffer
20yl TEMED
50yl 10% iges APS

12 %iges Trenngel 6 ml 30 %iges Acrylamid
525 ml Aqua dest.
3,75 ml  Trenngelpuffer
20yl TEMED
50 pI 10 %iges APS

Sammelgel 1300 pl 30 %iges Acrylamid
6 ml  Aqua dest.
2,5ml Trenngelpuffer

20yl TEMED
50 ul 10 %iges APS
Laufpuffer 100 ml  10x Tris/Glycin/SDS Puffer
900 ml Aqua dest.
Transferpuffer (4°C) 100 ml  10x Tris/Glycin Puffer

200 ml  Methanol
700 ml  Aqua dest.

Laemmli-Puffer 0,3g Tris-HCI (250 mM, pH 6,8)
4 ml Glycerol
0,8g SDS
0,01 g Bromphenolblau

auf 10 ml mit Aqua dest. auffillen




Material und Methoden 67

3.2.16 ICBM als Freisetzungssystem von VEGF

3.2.16.1 Dotierung der ICBM-Trager mit VEGF

3.2.16.1.1 Trocknung

Zunachst wurden die Trager in DNase/RNase freiem Wasser rehydriert. Das
Uberschissige Wasser wurde abgepresst und die feuchten Trager in einer 48 Well-
Platte mit 250 pl des mit Proteinen versetzten Wassers (1 pg/ml) benetzt und solange
bei 37°C inkubiert, bis der Trager getrocknet war (4 Tage).

3.2.16.1.2 Agarose-Gelatine Beschichtung

Es wurde 1%ige Agarose und 0,5%ige Gelatine hergestellt und in einem Verhaltnis von
1:1 gemischt. Dann wurde 1 pg/ml VEGF hinzugegeben. 250 pl wurden verwendet, um
einen in einer 48 Well-Platte liegenden ICBM zu beschichten. Nach einer
Trocknungsdauer von zwei Minuten wurde der Trager auf einen Wattetupfer in einem

Falcon Tube gesetzt und fiir wenige Sekunden bei 300 U/Min zentrifugiert.

3.2.16.2 Freisetzung von VEGF aus dem ICBM

Die mit VEGF dotierte ICBM wurden in eine 6 Well-Platte gelegt, mit 6 ml PBS versetzt
und bei 37°C (5% CO, / 21% O,/ 95% Luftfeuchte) im Inkubator aufbewahrt.

Die Abnahmezeitpunkte waren nach 1, 2, 3, 4, 5, 24, 48 und 72 Stunden. Die Abnahme
erfolgte entweder komplett, dies bedeutet, dass die 6 ml vollstandig ausgetauscht
wurden, oder partiell, was bedeutet, dass nur die fur die Messung benétigten 60 pl
entnommen und auch wieder aufgefillt wurden. Die so gewonnenen Proben wurden

gesammelt und bis zu deren Messung bei 4°C gelagert.

3.2.16.3 Messung der Proteinfreisetzung mittels ELISA

Der ELISA wurde fur den qualitativen und quantitativen Nachweis von humanen VEGF
durchgefinhrt.

Bei dem verwendeten Kit handelt es sich um ein DuoSet der Fa. R&D Systems. Der
Ablauf gliedert sich zum einen in die Praparation der Platten und zum anderen in den
eigentlichen Assay.

Es wurden 100 pl der in PBS verdiinnten priméren, sog. Capture Antibodies (1:180) in
jedes Well einer 96 Well-Platte pipettiert, mit Parafilm verschlossen und tber Nacht bei
RT inkubiert. Nach 24 h wurde die Losung vom Vortag aus der Platte herauspipettiert

und es folgte eine dreimalige Waschung mittels der Waschlésung. AnschlieRend
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wurden 300 pl/Well des Reagent Diluent zugegeben und fur 1 h bei RT inkubiert. Dann
wurde dieses wieder entfernt und die Waschung wiederholt.

Zur Herstellung des Standards des humanen VEGF wurde dieses in 0,5 ml Reagent
Diluent aufgenommen, um so eine Konzentration von 120 ng/ml zu erhalten. Es wurde
eine Verdinnungsreihe mit folgenden Schritten angefertigt: 2000; 1000; 500; 250; 75;
37,5; 18,75; 9,375; 0 pg/ml.

Die eingesetzten Proben wurden 1:1 mit dem Reagent Diluent verdinnt. Es wurden
jeweils 100 pl der Verdunnungsreihe und der Probe im Doppelansatz in jedes Well
pipettiert. Die Platte wurde mit Parafilm verschlossen und fir 1 h inkubiert. Die Lésung
wurde anschlieBend herauspipettiert und die Platte wieder gewaschen. Als nachstes
erfolgte die Zugabe der sekundaren sog. Detection Antibodies. Diese wurden zuvor
1:180 mit dem Reagent Diluent verdinnt. Nach der Zugabe von 100 pl der Antik6rper
erfolgte eine erneute Inkubation fir 1 h bei RT. AnschlieRend wurden die Flissigkeit
wieder aspiriert und die Wells dreimal gewaschen.

Die Streptavidin-HRP wurde 1:200 mit Reagent Diluent verdiinnt. Davon wurden 100 pl
in jedes Well pipettiert und fur 20 Min bei RT und unter Ausschluss von Licht inkubiert.
Die Losung wurde anschlielend herauspipettiert und die Platte wieder gewaschen.
Durch das Vermischen der Reagenten A und B 1:1 wurde die Substrat Solution
hergestellt. Davon wurden 100 pl in jedes Well pipettiert und fir 20 Min bei RT und
unter Ausschluss von Licht inkubiert. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 50 pl Stop
Solution/Well. Die Platte wurde anschlie3end zur Vermischung vorsichtig geklopft. Es
folgte die Messung bei 450 nm.

Mittels des eingesetzten VEGF-Standards konnte eine Eichgerade erstellt und eine
zugehdrige Formel bestimmt werden. Durch diese Formel konnten die Ergebnisse der

Messung in die genaue Menge [pg] umgerechnet werden.
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Abbildung 5 Die Darstellung der Ergebnisse im Uberblick

4.1 Osteogene Differenzierung der USSC auf zweidimensionaler
Oberflache

4.1.1 Morphologische Beurteilung der Zellen

Die USSC sind adharend wachsende Zellen mit einer GréRe von 20-25 pym und
spindelférmiger Morphologie. Bei einer Konfluenz von 70 % und weniger zeigen sie ein
ungerichtetes Wachstum und haben mehrere Zytoplasmaauslaufer (Abbildung 6).
Schon zu diesem Zeitpunkt wird das Bestreben der Zellen Zellkontakte auszubilden
deutlich.
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Abbildung 6 USSC unter normalen Wachstumsbedingungen (HE-Farbung; MaRstab 50 um)

Steigt die Konfluenz weiter an, strecken sich die Zellen und richten sich bipolar aus
(Abbildung 8 B). Dabei bleibt der Zellkern zentral. Das Wachstum der Zellen ist
gerichtet und scheint sich kreisférmig zu organisieren (Abbildung 7). Die Flache der
dabei entstehenden Wirbel ist bei angiogen differenzierten Zellen (Abbildung 7 B) viel
groRer als bei osteogen differenzierten (Abbildung 7 A).

Abbildung 7 USSC unter dem Einfluss von osteogenen (A) und angiogenen (B) Differenzierungs-
medien (HE- Farbung; MaRstab 100 pm)

A mit DAG/BMP-2 kultivierte Zellen an Tag 7

B mit EGM-2 Medium kultivierte Zellen an Tag 7

Ab einer Konfluenz von 90 % legen sich die Zellen zu dichten Zellhaufen, sog.
Clustern, zusammen (Abbildung 8 A). Das Bestreben dazu zeigen sie auch schon bei
70%iger Konfluenz. Die Ausbildung von Clustern ist in deutlich ausgepragterem Mal3e
bei den angiogen differenzierten Zellen zu finden.
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Abbildung 8 Unter angiogenem Differenzierungsmedium (EGM-2) kultivierte USSC an Tag 7
(HE-Farbung; MaR3stab 50 pm)

Bei der osteogenen Differenzierung der Zellen bilden sich unter den Clustern
extrazellulare Ablagerungen aus (Abbildung 9). Dies ist auch bei der Kultivierung ohne
osteogenen Zusatz der Fall, jedoch in einem weitaus geringeren MalRe als
beispielsweise bei der Kultivierung mit DAG. Bei den angiogen differenzierten Zellen
sind solche Ablagerungen nicht zu finden.

Abbildung 9 USSC ohne (A) und nach osteogener Differenzierung (BMP-2; B) an Tag 14
(HE-Farbung; MaR3stab 50 pm)

Eine Besonderheit bei der angiogenen Differenzierung ist die Ausbildung von langlich
orientieren Clustern (Abbildung 10).
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Abbildung 10 USSC nach angiogener Differenzierung (HE-Farbung; MaRRstab 50 pm)
A mit VEGF kultivierte Zellen an Tag 7
B mit EGM-2 kultivierte Zellen an Tag 14

Unterschiede zwischen der angiogenen und osteogenen Differenzierung finden sich
auch in der Form der Zellkerne. Mittels einer Farbung mit Bisbenzimid ist die langliche
Form der angiogen differenzierten Zellen deutlich von der rund gebliebenen Form der

osteogen- bzw. undifferenzierten Zellen zu erkennen (Abbildung 11).

Abbildung 11 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Zellkerne von USSC
(Bisbenzimid; MaRstab 25 pm)

A mit EGM-2 Medium kultivierte Zellen an Tag 21
B ohne Zusatz kultivierte Zellen an Tag 21
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4.1.2 Kalziumnachweis mittels Alizarinrot S- und Von Kossa Farbung

Die Abbildung 12 zeigt Alizarinrot S-gefarbte, im Monolayer gewachsene USSC nach
einer Kultivierungsdauer von 7, 14 bzw. 21 Tagen unter der Verwendung der
verschiedenen Zusatze bzw. dem Basismedium. Abbildung 13 zeigt gleich kultivierte
USSC in einer Von Kossa-Farbung.

Wahrend sich an den Tagen 7, 14 und 21 unter dem Zusatz von BMP-2 bzw. ohne
Zusatz keine Rotfarbung feststellen lasst, beginnt diese unter Verwendung von DAG
bereits an Tag 7. Ab Tag 14 ist der gesamte Zellrasen rot. Unter einer dreitdgigen
Vordifferenzierung der Zellen mit DAG und der Weiterbehandlung mit BMP-2 ist eine
Rotfarbung ab Tag 14 zu erkennen. Diese zeigt sich an Tag 21 unverandert.

Tag7 Tag 14 Tag 21

Ohne Zusatz | : ' . ’ ‘
BMP-2 . s | o
DAG/BMP-2
g
<
DAG j';“‘" ' .
g

Abbildung 12 Alizarinrot S-Farbung von USSC im Monolayer (Maf3stab 50 um)

Auch die Von Kossa-Farbung ist unter Zusatz von BMP-2 bzw. ohne Zusatz von Tag 7
bis 21 negativ. Dagegen sind unter Verwendung von DAG/BMP-2 bzw. DAG bereits ab

Tag 7 punktférmige, schwarze Verfarbungen zu erkennen. Diese sind unter dem
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Einsatz von DAG jedoch deutlicher ausgepragt. Ab Tag 14 liegt bei beiden Zuséatzen
ein schwarzer Schleier unter dem Zellrasen. Dieser bleibt an Tag 21 unter DAG/BMP-2
unverandert. Unter Zusatz von DAG ist dieser Schleier sowohl an Tag 14 wie auch 21
noch deutlicher und an einigen Stellen kumuliert er sich.

Tag 7 Tag 14 Tag 21

Ohne Zusatz

DAG/BMP-2

DAG

Abbildung 13 Von Kossa-Farbung von USSC im Monolayer (MaR3stab 50 um)

4.1.3 Hydroxylapatitmessung und -darstellung

Um den mittels Alizarinrot S- und Von Kossa-Farbung nachgewiesenen Kalziumgehalt
mit der tatséchlichen HA-Menge zu vergleichen, wurde eine spezifische HA-Messung
mit dem Osteolmage™-Kit der Fa. Lonza durchgefiihrt.

Neben der Messung der Fluoreszenzintensitat im ELISA (Abbildung 14) konnte auch
die positive Reaktion unter dem Fluoreszenzmikroskop fotographisch festgehalten
werden (Abbildung 15).
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Im Vergleich zur Alizarinrot S- und Von Kossa-Féarbung sind die Ergebnisse dieses
Test-Kits zu quantifizieren. Desweiteren scheint die HA-Detektion mit dieser Methode
weitaus sensibler zu sein. In den anderen Féarbungen ist beispielsweise unter dem

Zusatz von BMP-2 an keinem Tag ein Nachweis der Mineralisierung gelungen.

25000

20000

15000

RFU (485/535)

10000

5000

Chne Zusatz BMP-2 DAG/BMP-2 DAG

ETag0 MTaga ETag7 HETaglda ETag21

Abbildung 14  Hydroxylapatitmessung mittels Osteolmage™
*P <0,05, *P<0,01, * P <0,0001

Der Tag 0 dient als Kontrolle. Die Messung im ELISA-Reader liegt bei der Kontrolle
ungefahr bei 500 relativen fluoreszierenden Einheiten (RFU) und gibt den Wert an, bei
dem keine Fluoreszenz sichtbar ist. Auch an Tag 4 ist bei keinem der Zusatze eine
Fluoreszenz sichtbar und die Messwerte liegen alle zwischen 400 und 600 RFU. Erst
an Tag 7 ist unter dem Zusatz von DAG eine leichte Fluoreszenz zu sehen. Ab Tag 14
sind unter allen Zuséatzen fluoreszierende Strukturen zu erkennen. Erste
fluoreszierende “Punkte” wie in Abbildung 15 A liegen bei Werten um 1500 RFU. Unter
dem Zusatz von BMP-2 stellt sich ab Tag 14 ein Wert von 5500 RFU ein, der bis Tag
21 konstant bleibt. Bei dem DAG/BMP-2-Zusatz ist die HA-Messung an Tag 21 im
Vergleich zu Tag 14 ricklaufig. Dies ist auch bei dem alleinigen Zusatz von DAG der
Fall. Bei diesem Zusatz werden auch die mit Abstand hochsten HA-Gehalte gemessen.
Die Werte dafir liegen bei 20000 RFU und sind somit an Tag 21 mehr als 6,7x hoher

als die HA-Gehalte ohne Zusatz bzw. 3,5x héher als unter dem Zusatz von BMP-2.
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Abbildung 15 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der mit Osteolmage ™ gefarbten Zellen nach 14-
tagiger Kultivierung (MaR3stab 50 pm)

A ohne Zusatz kultiviert B mit BMP-2 kultiviert
C mit DAG/BMP-2 kultiviert D mit DAG kultiviert

4.1.4 Transkriptionsanalyse anhand von RT-PCR

4.1.4.1 Qualitative RT-PCR

Mittels qualitativer RT-PCR wurde die Expression der osteoblasten typischen Gene
ALP, Koll I, ON, OP und RUNX2 gualitativ untersucht.

In Abbildung 16 werden die Banden der amplifizierten DNA-Fragmente nach 35 Zyklen
auf einem 2,5%igen Agarose-Gel gezeigt. Die Fragmente zeigen die richtige GroRRe
(siehe Tabelle 2).
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M123456 M123456

Kontrolle BMP-2
Tag O

DAG/BMP-2
Ohne Zusatz DAG

Abbildung 16 Reprasentative Agarosegele der RT-PCR
M = 20 bp DNA-Leiter, 1 = GAPDH, 2 = ALP, 3 = Koll I, 4 = ON, 5 = OP, 6 = RUNX2, Kontrolle = Saos2

Die in Abbildung 16 dargestellten Amplifikate sind die der Proben von Tag 14. Die als
Kontrolle dienenden Saos2 Zellen haben alle sechs Gene transkribiert. RUNX2 wurde
von allen osteogen differenzierten Zellen transkribiert, nicht aber von denen der
Ausgangskultur (Tag 0). Ebenso fehlt der Ausgangskultur und den unter Zusatz von
DAG kultivierten Zellen das Transkript von OP. Unter dem Zusatz von DAG/BMP-2
wurde OP nur sehr schwach transkribiert.

Alle weiteren Ergebnisse wurden in Tabelle 12 zusammengefasst. Auffallig ist, dass
OP erst nach Tag 7 und von den mit DAG kultivierten Zellen an keinem der Tage

transkribiert wurde. RUNX2 wurde nach Tag 0 von allen Zellen transkribiert.
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Tabelle 12 Ergebnisse der RT-PCR
+: RNA transkribiert, (+): RNA schwach transkribiert, -: RNA nicht transkribiert

GAPDH ALP Kolll ON OP RUNX2

Kontrolle (Saos2) + + + + + T
Tag 0 + + + + - -
Tag7 ohne Zusatz + + + + i +
BMP-2 + + o+ - +
DAG/BMP-2 + + + + N
DAG + + + + N
Tag 14 ohne Zusatz + + + + ¥ "
BMP-2 + + + o+ o+ +
DAG/BMP-2 + + + + (4 +
DAG + + + + .
Tag 21 ohne Zusatz + + + + + +
BMP-2 + + + + o+ +
DAG/BMP-2  + v+ o+ 4 N
DAG + + + + ; i

4.1.4.2 Quantitative RT-PCR

Nachdem in der RT-PCR gezeigt werden konnte, dass verschiedene
osteoblastentypische Faktoren transkribiert werden, wurden die Einflisse der
verschiedenen Differenzierungsmedien auf die Starke der Genexpression einiger
osteoblastentypischer Gene der USSC mittels quantitativer RT-PCR (RT-gPCR)
analysiert.

Dargestellt werden in Abbildung 17 die Expressionsergebnisse fir die jeweiligen Gene
(ALP, Koll I und ON) unter Berilicksichtigung der vier verschiedenen Zusatze (Ohne
Zusatz, BMP-2, DAG/BMP-2 und DAG) zu den drei Zeitpunkten (Tag 7, 14 und 21).
Aufgrund der fehlenden Transkription von OP und RUNX2 in der Ausgangskultur
konnen fur diese Gene keine RGE berechnet werden.

Die Transkriptionsmenge der ALP ist nur unter dem Zusatz von DAG zu allen drei
Zeitpunkten erhoht. An Tag 14 hat sich die Transkription verdoppelt und bleibt an Tag
21 konstant. Die RGE der ALP sind fir die anderen Zusétze nicht signifikant verandert.
Osteonektin ist an den Tagen 7 und 14 unter allen Zusatzen und auch ohne Zusatz
erhoht. Die Expression steigt bis Tag 14 an und fallt dann an Tag 21 deutlich ab. Hier

ist die Genexpression im Vergleich zur Kontrolle unter fast allen Zusatzen unverandert.
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Lediglich unter dem Zusatz von DAG ist Osteonektin an Tag 21 noch erhoht, jedoch um die
Halfte geringer als an Tag 7.

Kollagen Typ | zeigt sich an keinem der Tage und unter keinem der Zusétze verandert. Die
unter Zusatz von DAG/BMP-2 und DAG geringgradig Uber 3 liegenden
Expressionsergebnisse resultieren lediglich aus einer der drei Zelllinien, die etwas erhoht

war.

Alkalische Phosphatase

18
15
12

HTag7

HTag 14

Tag 21

-3 —Ohnezusatz — BMP-2— DAG/BMP-2— DAG

Osteonektin

18
15
12

| MTag7

MTag 14

L Tag 21

-3 —OhneZusatz— BMP-2— DAG/BMP-2— DAG

Kollagen Typ |

HTag7

M Tag 14

3 F ‘ —-! i Tag 21
; W‘Eﬂ
-3 MP-2 DAG/ BMP-2 DAG

Abbildung 17 Relative Genxpressionsergebnisse der osteogen differenzierten USSC im Monolayer
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OP und RUNX2 wurden in der Ausgangskultur (Kontrolle) nicht transkribiert. Daher war
eine Berechnung der RGE nicht moglich. Stattdessen wurde das Expressionslevel des
Zielgens im Vergleich zum Referenzgen, ohne Bezug auf die Kontrollgruppe,
dargestellt (ACp = Cp Zielgen — Cp Referenzgen). Je hoher ACp, desto weniger stark
wird das Zielgen im Vergleich zum Referenzgen transkribiert. Negative ACp-Werte
wirden bedeuten, dass das Zielgen friher detektiert und somit starker transkribiert
wird als das Referenzgen. Fir die bessere Darstellung wurde desweiteren der negative
AACy berechnet (AACr = ACr Behandlung - ACr Kontrolle). Dabei dienten Tag 7 als
Kontrolle und Tag 14 und 21 als Behandlung.

Da von der Zelllinie Sa 5/73 OP gar nicht transkribiert wird, werden die Mittelwerte

lediglich aus zwei Werten gebildet.

Osteopontin
AC,
20
15
H Ohne Zusatz
10 @ BMP-2
i DAG/ BMP-2
5
0

Tag 7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 18 Normierte Osteopontin-Expression von USSC im Monolayer

Die Kultivierung der Zellen Uber die drei verschiedenen Zeitpunkte zeigt eine stetige
Zunahme der Transkriptionsmenge von OP. Hinsichtlich der verschiedenen
Differenzierungsmedien ist die transkribierte Menge unter dem Einfluss von BMP-2 am
geringsten und ohne jegliche Zusatze am groéRten. Unter dem Zusatz von DAG kdnnen

keine Transkriptionsprodukte von OP detektiert werden.
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Osteopontin
-AAC,

4

3
M Ohne Zusatz

2 E BMP-2

1 i DAG/ BMP-2

0

ACP Tag 14 zu ACP Tag 21 zu
ACP Tag 7 ACP Tag 7

Abbildung 19 Relative Expressionsergebnisse unter Verwendung von Tag 7 als Kontrolle

Die fir RUNX2 spezifische RNA konnte an allen Tagen, von allen Zelllinien und unter
Verwendung aller Zusatze nachgewiesen werden. Vor allem unter dem Zusatz von
DAG wird RUNX2 stéarker transkribiert als unter dem Einfluss der anderen Zusétze. Im
Vergleich zu Tag 7 verringert sich die Transkriptionsmenge durch die Kultivierung der
Zellen mit DAG/BMP-2 an den Tagen 14 und 21. Dies konnte daran liegen, dass die
Zellen an Tag 7 noch unter dem Einfluss der dreitdgigen Vordifferenzierung mit DAG

stehen.

RUNX2
AC,

14

12

10 M Ohne Zusatz
8 i BMP-2
6 Li DAG/ BMP-2
4 LI DAG
2
0

Tag 7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 20 Normierte RUNX2-Expression von USSC im Monolayer
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RUNX2
-AAC,
s i
1
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0 & ; — . . .
0,5 Ohne Zusatz BMP-2 MP42 DAG
-1
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M ACPTag 14 zu ACP Tag 7 i ACPTag 21 zu ACPTag 7

Abbildung 21 Relative Expressionsergebnisse unter Verwendung von Tag 7 als Kontrolle

4.1.5 Expressionsprofil auf Proteinebene

Die zur Uberpriifung des Proteintransfers eingesetzte Ponceau S-Farbung zeigt ein
gleichmaRiges Verteilungsmuster der Proteinbanden auf den Membranen (Abbildung
22). Sowohl in Abbildung A wie auch B ist die erste Bande der Proteinmarker. Daneben
befindet sich die Kontrolle und die weiteren Banden stellen die eingesetzten Proben
dar.

In Abbildung 22 A sind die im Monolayer osteogen differenzierten USSC abgebildet.
Auf der H6he von 40 kDa zeigt sich eine sehr ausgepragte Proteinbande. Diese zeigt
sich auch bei den auf ICBMs kultivierten und differenzierten USSC (Abbildung 22 B),
jedoch in schwacherem MalRe. Eine weitere sehr starke Bande befindet sich bei ca. 60
kDa. Diese tritt allerdings nur bei der Kultivierung auf ICBMs auf, wie man an der

ersten Bande, der Kontrolle, erkennen kann.
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Abbildung 22 Mit Ponceau S geférbte Proteinbanden
A im Monolayer osteogen differenzierte USSC (Tag 0, 7 und 14)

B auf den ICBM kultivierte, osteogen differenzierte USSC (Tag 14; erste Bande neben dem
Marker ist die Kontrolle)

Zur Austestung der diversen Antikorper zur Proteindetektion wurden Saos2 eingesetzt.
Es ergab sich fir ALP, OP und RUNX2 jeweils eine Bande. Bei ALP lag diese bei 75
kDa, fur OP bei ca. 66 kDa und fir RUNX2 bei ca. 57 kDa. Fir ON bildeten sich zwei
Banden aus. Die obere lag bei 40 kDa und die untere bei 35 kDa.

40 kDa

ALP ON OP RUNX2
L 100 kDa &
100 kDa 103404 S50 80 kDa
BIKDA e B0 KD - w— B0 kD a
B0 kDa 50 kDa 50 kD3
50 kDa
-

30kDa s -—

Abbildung 23 Austestung der verschiedenen Antikérper an Saos2-Zellen
Alkalische Phosphatase (ALP) 75 kDa, Osteonektin (ON) 35 kDa, Osteopontin (OP) 66 kDa, RUNX2 57kDa

Da sich die bei 40 kDa liegende Osteonektin detektierende Bande in allen Zelllinien, an
allen Tagen und unter allen Zusétzen gleich stark darstellt, ist davon auszugehen, dass
es sich hierbei um eine unspezifische Bande handelt. Um die Ausbildung dieser Bande
zu verhindern, wurden die Blockierreagenzien Milchpulver und BSA in
unterschiedlichen Konzentrationen und von verschiedener Dauer ausgetestet.
Trotzdem konnte das Binden des Antikorpers an die 40 kDa Bande nicht verhindert

werden.
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50kDa 50 kDa

40KDA 1 s— 40 kD2
P
30 kDa

Abbildung 24 Unspezifische Bande bei der Immundetektion von ON

Abbildung 25 zeigt einen reprasentativen Western Blot fir ALP. Die Bande zeigt sich
auf der erwarteten Hohe von 75 kDa.

ALP wurde an den drei Tagen von allen drei Zelllinien gleich exprimiert. Vor allem unter
Zusatz von DAG zeigte sich eine starke Expression. Unter Zusatz der anderen
Komponenten bzw. auch ohne Zusatz zeigte sich eine sehr geringe bis gar keine

Expression.
Tag 7 Tag 14 Tag 21
A AN A
M KOK1 2 3 4 M 2 3 s M1 o 4
100 kDa
80 kDa — . — it
60 kDa

Abbildung 25 Reprasentative Membranen der Immundetektion von ALP
M = Marker; Ko= Kontrolle (Tag 0); 1 = ohne Zusatz, 2 = BMP-2; 3 = DAG/BMP-2; 4 = DAG

Die Abbildung 26 zeigt einen reprasentativen Western Blot fiir ON. Die unspezifische
Bande wurde entfernt und somit liegt die fur ON spezifische Bande auf der erwarteten
Hohe von 35 kDa.

ON wurde nicht von allen Zelllinien gleich exprimiert. Bei den Zelllinien USSC 8 und 18
waren die Banden deutlich schwéacher ausgeprégt. Gleichbleibend ist jedoch die
fehlende Expression von ON unter dem Zusatz von DAG. Erst ab Tag 21 ist auch hier
eine mittelstarke Bande zu erkennen. Am starksten ist an allen Tagen und bei allen

Zelllinien die Bande der mit DAG/BMP-2 kultivierten Zellen ausgepragt.

Tag 7 Tag 14 Tag 21
M Ko = N S N % B
40 kDa

- ¥ #
W e C— s el S |
30 kDa - |

Abbildung 26 Immundetektion von ON in der Zelllinie Sa 5/73
M = Marker; Ko= Kontrolle (Tag 0)
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Abbildung 27 zeigt einen reprasentativen Western Blot fur OP. Die Bande liegt auf
einer Hohe von ca. 75 kDa. Die Ergebnisse der Proteinexpression von OP stimmen mit
denen der PCR Uuberein. OP wird unter dem Zusatz von DAG zu keinem Zeitpunkt
exprimiert. Unter den anderen Zusétzen sowie ohne Zusatz kommt es ab Tag 21 zur
Expression dieses Proteins. Im Vergleich zur PCR, hier wird OP an Tag 14 wenigstens
schwach exprimiert, ist das Protein an Tag 14 im Western Blot noch nicht zu
detektieren. Desweiteren wird OP nur von den Zelllinien USSC 8 und 18, jedoch nicht
von den Sa 5/73 gebildet.

Tag 7 Tag 14 Tag 21
M K
100 kDa - -
80 kDa S

. 5500y 5 s ‘,‘,-;..'.; ’v.'~'f"'n-.. ' 87 .5 . a— .w*. a
60KDa e © 00 S Wbl A e e EEE SR :
Abbildung 27 Reprasentative Membranen der Immundetektion von OP
M = Marker; Ko= Kontrolle (Tag 0)

Da es sich bei RUNX2 um ein nukleares Protein handelt, hatte fir deren Detektion eine
sehr groRe Proteinmenge (60 pg) eingesetzt werden missen. Aufgrund des
begrenzten Probenvolumens war die Detektion dieses Proteins daher nicht moglich.

4.2 Osteogene Differenzierung der USSC im dreidimensionalen
Modell

4.2.1 Proliferations- und Vitalitatstest

Mit dem CyQUANT® kann das Adharenz- und Proliferationsverhalten der Zellen auf
den ICBM dargestellt werden. Dafiir wurden die ICBM mit unterschiedlichen
Ausgangszellzahlen besiedelt und Uber sieben Tage kultiviert (n=4). Zur Evaluierung
der Anheftung der USSC auf dem ICBM wird die Anzahl der sich auf dem Material
befindlichen USSC nach einem Tag gemessen. Die Messung nach sieben Tagen zeigt
die Proliferation der Zellen.

Es zeigt sich, dass eine Ausgangszahl von 2x10° Zellen mit 53,4% den gréRten
Zuwachs zu verzeichnen hatte. Mit einer Anzahl von 1x10° Zellen pro ICBM ist das
Wachstum dagegen ricklaufig. In Abbildung 28 ist dieser Sachverhalt graphisch
dargestellt.

Um zu verhindern, dass die Zellen zu schnell in die Stationdre Phase (Phase, in der

Zelltod und —wachstum mit gleicher Rate erfolgen) bzw. Absterbephase (Phase, in der
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mehr Zellen absterben als sich teilen) iibergehen, wurde die Anzahl von 2x10° Zellen
pro ICBM als Startzahl fur die Versuche etabliert.

Tabelle 13 Zellzahl (USSC) auf ICBM in Abhangigkeit von der Ausgangszellzahl am Starttag
(Tag 0) und nach 7 Tagen (n=4)

Anzahl der Zellen

. 200 000 500 000 1 000 000
an den jew. Tagen
Tag 0 (Anheftung in
% der Ausgangs- 62 235 (31%) 114 251 (22,9%) 151 856 (15%)

zellzahl)

Tag 7 (Proliferation
in % der Zellzahlan 95 446 (+53,4%) 126 580 (+10,8%) 123 777 (-18,5%)
Tag 1)

Zellzahl

160.000

140.000

120.000

100.000
80.000

60.000

40.000
20.000
0

200.000 500.000 1.000.000

ICBM mit jeweiliger Ausgangszellzahl
HMTag0 WTag7

Abbildung 28 Zellzahl (USSC) auf ICBM am Starttag (d0) und nach 7 Tagen in Abhangigkeit von der
Ausgangszellzahl

Um zu evaluieren, ob die verschieden Differenzierungsmedien Einflisse auf die
Proliferation der Zellen haben, wurden die ICBM mit 2x10°> USSC besiedelt und fir 14
Tage mit unterschiedlichen Medien kultiviert (siehe Tabelle 4) (n=4). Die Ergebnisse
zeigen, dass sich nach einer Kulturdauer von 14 Tagen die Zellzahl in allen
untersuchten Gruppen nicht signifikant unterscheiden. Jedoch scheint die Zugabe von
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verschiedenen Wachstumsfaktoren zu einer tendenziellen Abnahme der Zellzahl
gefiihrt zu haben (siehe Abbildung 29).

Zellzahl

100.000
80.000 -
60.000 -
40.000 -
20.000 -
0 -

Ohne Zusatz BMP-2 DAG/BMP-2

Abbildung 29 Zellzahl nach Zugabe unterschiedlicher Wachstumsfaktoren

Zur Uberprifung der Zellvitalitat wurden der MTT-Test und ein Zell-Auswachs-Versuch
durchgefuhrt. Eine Quantifizierung mittels MTT-Test war nicht méglich, da der ICBM
den freigesetzten Farbstoff zu einem groRen Teil absorbierte und daher keine
verlassliche Messung erfolgen konnte. Dennoch ist in Abbildung 30 eine deutliche

Blaufarbung der ICBM, bedingt durch die Umsetzung von gelbem Tetrazoliumsalz zu

Formazanfarbstoff, zu erkennen.

Abbildung 30 Mit Zellen besiedelte ICBM nach 14 Tagen Inkubation unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen

ICBM ohne Zellen (gelb, 1), ICBM mit Zellen (blau) ohne Zusatz (2), mit BMP-2 (3), mit DAG/BMP-2 (4)
und DAG (5) kultiviert

Ebenso sind die aus dem ICBM ausgewachsenen Zellen (Abbildung 31) ein Hinweis
darauf, dass die Zellen auch nach einer Gesamtkulturdauer von 21 Tagen noch vital
sind.
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Abbildung 31 HE-gefarbte Zellkulturschale

4.2.2 Morphologische Beurteilung der Zellen

Trotz der Austestung diverser Schnitttechniken (siehe 3.2.8.2 bis 3.2.8.4) war es kaum
mdoglich, die Zellen auf den ICBM darzustellen.

Die schwarzen Pfeile in Abbildung 32 zeigen USSC bei 200facher Vergréf3erung. In
den langgestreckten Zellen ist der Zellkern deutlich zu erkennen. In Abbildung 32 A ist
zu sehen, wie sich die Zellen an dem ICBM angelagert haben. In Abbildung 32 B

haben sie sich durch die Aufbereitung bzw. die Schnitttechnik bereits davon abgeldst.

Abbildung 32 USSC auf ICBM (HE-Farbung; Maf3stab 25 um)

Auch hier wurde eine Kernfarbung mittels Bisbenzimid durchgefiihrt. So konnten sich
einige Zellen am Rande des ICBM und als kleine Ansammlung darstellen lassen
(Abbildung 33 B). Weitere Farbungen mittels Alizarinrot S und Von Kossa lieferten
keine Ergebnisse, da kaum verwertbare Schnitte vorhanden waren.
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Abbildung 33 Darstellung der Zellkerne von USSC auf ICBM (Bisbenzimid; MaRRstab 25 pum)
A Hellfeld-Aufnahme

B Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme

4.2.3 Beurteilung der Mikrostruktur im Rasterelektronenmikroskop

Zur Darstellung im REM wurde der ICBM quer aufgeschnitten. Abbildung 34 zeigt
einen ICBM vor der Besiedlung mit USSC. Gut zu erkennen sind die spongitse
Struktur und die glatte Oberflache des Materials. Die Oberflachenrauigkeit im unteren
linken Teil des Bildes ist die Schnittflache, die durch das Aufschneiden entstanden ist.

SE 04-Jan-80 x0.6 34 WD30.9mm 20.0kV x35 600um

Abbildung 34 ICBM vor der Zellbesiedlung

In Abbildung 35 sind mit USSC besiedelte ICBM nach einer Kultivierungsdauer von 7
Tagen dargestellt. Die Morphologie der Zellen auf den ICBM unterscheidet sich sehr
von der in der Zellkultur. Die Zellkdrper richten sich nicht mehr spindelférmig aus,
sondern bekommen einen eher runden Zellkérper und bilden noch mehr Zellfortsatze
aus. Mit diesen vielen Fortsadtzen haften sie sich am ICBM an und stehen mit

Nachbarzellen Uber viele Zell-Zell-Kontakte in Verbindung. Die Zellen durchwachsen
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die groRen Poren des ICBM und kleiden diesen dadurch auch in der Tiefe nahezu

04-Jan-80 x0.6 34 D14 . VX120 am < 04-Jan-80 x0.6 34 WD13.9mm 20.0kV x350

v 4~ 1
i" 8 X ! S 4 3 3) J ; l!/’

04-Jan-80 x0.6 34 WD14.1mm 20.0kV x150 ~ 120u S 04-Jan-80 x0.6 34 WD14.2mm 20.0kV x400 60um

Abbildung 35 ICBM mit USSC nach 7-tagiger Kultivierung

Die Abbildung 35 C und D zeigen, dass die Zellen in der Lage sind, kleinere Poren zu
durchwachsen, bei grof3eren Poren konnen sie jedoch nur die Wand auskleiden
(Abbildung 35 A).

04-Jan-80 x0.6 34 WD14.1lmm 20.0kV x400 60um

Abbildung 36 USSC bei 400-facher VergréRerung nach 7 Tagen (A) und 14 Tagen (B) Kultivierung

Nach einer Kultivierung von 14 Tagen hat sich auf dem ICBM ein dichter Zellrasen
gebildet (Abbildung 37). Die Zellen wachsen teilweise mehrschichtig Ubereinander und
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sind schwerer voneinander abzugrenzen. Desweiteren hat sich die Anzahl der

Zellauslaufer vervielfaltigt. Zum Teil sind diese nun netzartig miteinander verbunden.

|

04-Jan-80 x0.6 34 WD15.1mm 20.0kV x120 ~ 150um SE  04-Jan-80 x0.6 34 WD14.9mm 20.0kV x150 = 120um

120um

SE 04-Jan-80 x0.6 34 WD14.8mm 20.0kV x200 120um

Abbildung 37 ICBM mit USSC nach 14-tagiger Kultivierung

Sowohl an Tag 7 als auch an Tag 14 finden sich, im REM weil3 dargestellte,
extrazellulare Ablagerungen (Abbildung 37 und Abbildung 38). Dies kdnnen durch die
Kultivierung im Medium bedingte Ausféllungen sein oder aber Vesikel, wie sie bei

Prozessen der Exozytose vorkommen.

04-Jan-80 x0.6 34 WD14.3mm 20.0kV x100 BO(Elusr: 04-Jan-80 x0.6 34

Abbildung 38 ICBM mit USSC nach 7-tégiger Kultivierung
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An einer Stelle auf einem fir 7 Tage mit USSC besiedelten und kultivierten ICBM
wurden andersartig geformte Zellen entdeckt (Abbildung 38). Die Zellform tragt
neuronalen Charakter. Es misste jedoch Uber weitere Methoden abgeklart werden, ob
es sich lediglich um ein Artefakt handelt oder ob tatséchlich differenzierungstypische
Proteine nachgewiesen werden kodnnen. Prinzipiell besitzen USSC die Potenz den
neuronalen Weg zu beschreiten. In vitro wurde bisher nur der Vorlaufer-Phanotyp
nachgewiesen (Kogler et al., 2004).

4.2.4 Beurteilung der Mikrostruktur im Transmissionselektronenmikroskop

Die Toluidinblau-gefarbten Semidiinnschnitte der Praparate geben einen Uberblick
Uber die Schnitte. Sehr gut ist die glatte Oberflache der Kollagentrager zu erkennen. lhr
aufgelagert ist eine ungeordnete, neugebildete Matrix (Abbildung 39; Ma). Eine solche
Matrix befand sich auch auf den Tragern, die ohne Zellen fur 14 Tage kultiviert wurden
(siehe Abbildung 39 A).

A W5 |B ‘

\

" {
)7 i Ma -~ '

\ /
Ly ™ Ma /

< N

Abbildung 39 Toluidinblau-gefarbte Semidunnschnitte von ICBM nach 14-tagiger Kultivierung

A Ohne Zellen kultivierter ICBM
B Ohne Zusatz auf ICBM kultivierte Zellen
Ma: neugebildete Matrix, Z: Zelle

Abbildung 40 zeigt TEM-Bilder von 14 Tagen mit Differenzierungszusatzen kultivierten
ICBM. Im linken Teil der Bilder ist die Flechtwerkordnung der Kollagenfibrillen des

ICBM deutlich zu erkennen. Diesem aufgelagert befindet sich die neugebildete,
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ungeordnete Matrix. Rot umkreist werden quer geschnittene Kollagenfibrillen
abgebildet. Daneben befinden sich langsangeschnittene Fibrillen.

Auf dem ICBM befindliche Zellen sind nur bedingt zu finden. Ahnlich wie bei der
Anfertigung  der  histologischen  Schnitte  fehlen auch hier geeignete
Préaparationstechniken fiir diese Methode.

Abbildung 40 TEM-Bilder von 14 Tagen mit Wachstumsfaktoren kultivierten ICBM

A mit DAG/BMP-2 kultiviert; in 4400-facher Vergré3erung

B mit BMP-2 kultiviert; in 12000-facher VergréRerung

ZT: Zelltrimmer; blaue Linie: Grenze zwischen ICBM und Zellen bzw. Matrix; roter Kreis: quer
geschnittene Kollagenfibrillen

Die in Abbildung 40 A markierten Zellen (ZT) sind bedingt durch die
Préparationstechnik nicht mehr klar abgrenzbar.

In Abbildung 41 A und B ist eine nicht zentral angeschnittene Zelle zu sehen. Hier sind
die zellularen Strukturen wie ER, Michtochondrien und Zelkern deutlich zu erkennen.
Das die Zelle umlagernde Gewebe, in Abbildung 41 A zu erkennen, ist die
neugebildete Matrix.
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RE= 2

Abbildung 41 TEM-Bilder von 14 Tagen kultivierten Gewebekonstrukten

A Ohne Zusatz kultiviert; in 3333-facher VergroRerung
C Ohne Zusatz kultiviert; in 4400-facher VergroRerung
D Mit DAG kultiviert; in 3333-facher VergréRerung

ER: Endoplasmatisches Retikulum, Ma: Matrix, M: Mitochondrium, Nu: Nukleus, Z: Zelle

Die Abbildung 42 zeigt ein Gewebekonstrukt, das 14 Tagen unter Zusatz von DAG
kultiviert wurde. In Abbildung A wird ein abgeltster Zellverband dargestellt. Die
Abbildung B ist ein vergrof3erter Ausschnitt aus A und zeigt eine Zelle, die mithilfe ihrer
Filopodien den Kontakt zum umliegenden Gewebe sucht bzw. aufnimmt. Bei den
kleinen schwarz-graue Aggregate (Mi) in Abbildung 42 B handelt es sich vermutlich um

erste Mineralisationskeime.
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Abbildung 42 TEM-Bilder von 14 Tagen mit DAG kultivierten Gewebekonstrukten

A 700-fache VergroRRerung
B 3333-fache VergréRerung
ZR: Zellrasen, Mi: Mineralisierung, Fi: Filopodie einer Zelle

4.2.5 Transkriptionsanalyse anhand von RT-PCR

Dargestellt werden in Abbildung 43 die Transkriptionsergebnisse fiir die jeweiligen
Gene (ALP, Koll I und ON) unter Bertcksichtigung der vier verschiedenen Zusatze
(ohne Zusatz, BMP-2, DAG/BMP-2 und DAG) zu den drei Zeitpunkten (Tag 7, 14 und
21) fur auf ICBM Kkultivierte USSC.

Da dieser Versuch ausschlie3lich mit der Zelllinie Sa 5/73 durchgefihrt worden ist,
wurde auch von den auf ICBM kultivierten Zellen kein OP transkribiert. Fir RUNX2
konnte aufgrund der fehlenden Werte in der Ausgangskultur keine RGE berechnet

werden.
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Alkalische Phosphatase

Ohne Zusatz BMP-2 DAG/BMP-2 DAG

HTag7

-80 W Tag 14

-100 W Tag 21

Osteonektin
12

6 MTag7

L Tag 14

LI Tag 21

Ohne Zusatz BMP- DAG/BMP-2 DAG

Kollagen Typ |

12

MTag7

W Tag 14

ld Tag 21

Ohne Zusatz DAG/BMP-2

Abbildung 43 Relative Genexpressionsergebnisse der auf ICBM kultivierten, osteogen differenzierten
usscC
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Die Transkriptionsmenge der ALP ist an allen Tagen und unter allen Zusétzen stark
verringert. Wéahrend sich unter dem Zusatz von BMP-2, DAG/BMP-2 oder ohne Zusatz
die Transkription immer mehr reduziert und erst an Tag 21 fast wieder auf das Niveau
der Kontrolle ansteigt, ist es unter dem Zusatz von DAG umgekehrt. Hier ist die
Transkriptionsmenge an Tag 7 sehr stark reduziert und steigt dann Uber die Tage 14
und 21 wieder an. Im Vergleich zur Kontrolle bleibt die Transkriptionsmenge jedoch
erniedrigt.

Die RGE-Werte fur Kollagen Typ | liegen zwar alle im negativen Bereich, weisen
jedoch kaum eine signifikante Veranderung auf. Dies ist auch bei Osteonektin der Fall.
Hier liegen die Expressionswerte zwar alle im positiven Bereich, sind jedoch nicht
signifikant erhoht.

Die Verwendung der verschiedenen Zusatze bzw. die Kultivierung der Zellen ohne
Zusatz nimmt bei der Differenzierung der USSC auf dem ICBM nach 14 Tagen keinen
signifikanten Einfluss auf diese.

Vergleicht man die Expressionsprofile der Zelllinie Sa 5/73 an den Tagen 7, 14 und 21
ergeben sich folgende Besonderheiten:

ALP ist an allen Tagen und unter allen Zusatzen bzw. auch ohne Zusatz mehr oder
weniger stark verringert. Unter dem Zusatz von DAG/BMP-2 bzw. nur DAG ist an Tag 7
und 21 keine Transkription messbar gewesen.

Beziglich Koll I und ON ergibt sich ein sehr uneinheitliches Expressionsprofil an den
Tagen 7 und 21. Lediglich an Tag 14 ist die transkribierte ON-Menge unter allen

Zusatzen, aber vor allem ohne Zusatz erhoht.
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RUNX2
AC,

14

12

10 i Ohne Zusatz
8 i BMP-2
6 L1 DAG/ BMP-2
4 1 DAG
2
0

Tag 7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 44 Normierte RUNX2-Expression der auf ICBM kultivierten Zelllinie Sa 5/73

Ebenso wie im Monolayer konnte auch bei der Kultivierung der Zellen im
dreidimensionalen Modell an allen Tagen und unter Verwendung aller Zusatze die fur
RUNX2 spezifische RNA nachgewiesen werden. Wahrend im Monolayer die
Kultivierung ohne Zusatze zu einer unveranderten Transkriptionsmenge fuhrt, hat sie
sich im dreidimensionalen Modell erhdht. Unter Zusatz von DAG/BMP-2 hat die

transkribierte Menge, wie auch im Monolayer, an den Tagen 14 und 21 abgenommen.

RUNX2

-AAC,

DAG

-0,5 Ohne Zusatz BMP-2

M ACP Tag 14 zu ACP Tag 7 kd ACP Tag 21 zu ACP Tag 7

Abbildung 45 Relative Expressionsergebnisse unter Verwendung von Tag 7 als Kontrolle
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4.2.6 Expressionsprofil auf Proteinebene

Der Western Blot wurde fur die auf ICBM kultivierten, osteogen differenzierten USSC
von Tag 14 durchgefihrt. Wie auch im Monolayer exprimierte hier die Zelllinie Sa 5/73
kein Osteopontin.

Eine Expression von ALP hat nicht stattgefunden. Dies entspricht den in der PCR
gemessenen Ergebnissen.

ON wurde dagegen ahnlich wie im Monolayer unter allen Zusatzen exprimiert.
Entscheidend anders ist hier allerdings die Tatsache, dass auch unter dem Zusatz von
DAG das Protein detektiert werden konnte. Im Vergleich zu den anderen Zusatzen ist
diese Bande am starksten ausgeprégt.

MK, 1 2 3 4

100 kDa

80 kDa ALP

60kDa .

40kDa .
e wem e s ON
¥

Abbildung 46 Reprasentative Membranen der Immundetektion von ALP und ON der auf ICBM
kultivierten, osteogen differenzierten USSC (Sa 5/73) an Tag 14

M = Marker; Ko= Kontrolle (Tag 0) ; 1 = Ohne Zusatz; 2 = BMP-2; 3 = DAG/BMP-2; 4 = DAG

Auch hier war die Detektion von RUNX2 aufgrund des begrenzten Probenvolumens

nicht moglich.

4.3 ICBM als Freisetzungssystem von VEGF

Es wurden zwei unterschiedlich praparierte Trager und zwei Abnahmemodalitaten
getestet. Die rdmische Zahl steht fur die Art der Préparation und der Buchstabe fir die
Art der Abnahme. So bedeutet I, dass die Trager mit Agarose-Gelatine beschichtet,
und Il, dass die Tréager getrocknet wurden. Desweiteren steht A fir die vollstdndige
Abnahme und B fur die partielle Abnahme von 60 pl. Folglich werden in Abbildung 47
die Agarose-Gelatine-beschichteten Trager orange und die getrockneten Trager in lila

dargestellt.
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Abbildung 47 VEGF-Freisetzung aus ICBM

Die mit Agarose-Gelatine beschichteten Trager zeigen deutlich eine retardierte Abgabe
von VEGF. Im Vergleich zu ICBM Il ist hier bei ICBM | B ein sehr langsamer Anstieg
von Stunde zwei bis 72 zu erkennen. Bei vollstandiger Abnahme zeigt sich im Bereich
von Stunde eins bis finf die Abgabe der gleichen VEGF-Menge. Erfolgt tUber einen
langeren Zeitraum (24 Stunden) keine Abnahme, kann sich ein hoherer Gradient
aufbauen (ICBM | A). Die Konzentration ist nach 24 Stunden etwa doppelt so hoch und
kann sich trotz regelméaRiger 24-stindlicher Abnahme fur mindestens 72 Stunden auf
der gleichen Konzentrationsstufe einstellen.

Die getrockneten ICBM zeigen eine sehr schnelle Abgabe von VEGF und bei
vollstdndiger Entnahme auch eine schnelle Abnahme der Kapazitat. Nach 72 Stunden
ist nur noch halb soviel VEGF zu verzeichnen wie nach 24 Stunden (ICBM II A).

Bereits nach zwei Stunden ist bei partieller Abnahme kein signifikanter Anstieg der
VEGF-Menge mehr zu messen. Die Konzentration liegt zwischen zwei und 72 Stunden
auf dem gleichen Niveau. Bei der vollstandigen Abnahme baut sich innerhalb von einer
Stunde die Konzentration nur geringgradig wieder auf. Insgesamt nimmt sie aber bei
stiindlicher Abnahme stets ab (vgl. 1h - 5h; ICBM Il A). Uber einen Zeitraum von 24
Stunden baut sich wieder ein etwas hoherer Gradient auf. Jedoch nimmt auch dieser

bei 24-stindlichem Wechsel deutlich immer mehr ab.
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4.4 Einfluss angiogener Wachstumsfaktoren auf USSC

Mit dem RT?Profiler™ PCR Array System wurden 84 Gene quantitativ Uiberpriift. Eine
Vielzahl dieser Gene wird von allen drei Zelllinien unter dem Einfluss der
Differenzierungsmedien zu allen drei Zeitpunkten transkribiert. Nur wenige werden gar
nicht transkribiert.

Vergleicht man die behandelten Zellen mit den Zellen von Tag 0, ergeben sich kaum
Unterschiede hinsichtlich der Transkriptionsprofile. Erst im Vergleich mit den HUVEC
werden die Unterschiede deutlich.

Um diese Masse an Daten auswerten zu kénnen, wurden nur einige fir die angiogene
Differenzierung sehr wichtige Gene ausgewahlt und in die Gruppen
Adhasionsmolekiile, Rezeptoren und Wachstumsfaktoren eingeteilt.

Die Transkriptionsergebnisse fir diese Gene wurden unter dem Einfluss der
Differenzierungsmedien VEGF und EGM-2 sowie ohne Zusétze zu den Zeitpunkten
Tag 7, 14 und 21 miteinander verglichen. Trotz der Transkriptionsunterschiede
innerhalb der drei Zellinien wurden diese zusammengefasst, da sich diese
Unterschiede im Vergleich zu den HUVEC relativieren.

Abbildung 48 zeigt die RGE der Rezeptoren VEGFR1 (FLT1) und VEGFR2 (KDR).
Diese werden im Vergleich zu den HUVEC deutlich weniger stark transkribiert.

Rezeptoren

Yy
-200
-400
-600
-800
-1000
-1200
-1400
-1600
-1800
-2000

TagO | Tag7 |Tag14 |Tag2l| Tag7 |Tagl4d | Tag2l| Tag7 |Tag 14 |Tag2l
Ohne Zusatz EGM-2 VEGF
M VEGFR1|-132,5|-117,8 | -129,1 | -233,9 | -83,87 | -312,2 | -100,2 | -128,2 | -94,79 | -143,5
i VEGFR2 | -908,0 | -579,1 | -1836, | -173,9 | -683,9 | -199,8 | -311,3 | -583,6 | -277,5 | -1191,

Abbildung 48 Relative Genexpression der Rezeptoren VEGFR1 und 2 in der USSC-Kultur unter dem
Einfluss angiogener Stimulanzien
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Eine Vielzahl der Adhasionsmolekile wird ebenfalls nur sehr geringfligig transkribiert.
PECAML1 (nicht graphisch dargestellt) liegt bei Werten zwischen -1000 und -3500. VE-
Cadherin wurde von den USSC gar nicht transkribiert.

Adhasionsmolekiile

TagO | Tag7 |Tag14 |Tag21| Tag7 |Tagl4 | Tag2l| Tag7 |Tag 14 |Tag21

Ohne Zusatz EGM-2 VEGF
H Koll18al |-12,758|-10,134|-12,788| -13,88 |-9,7435|-11,578|-14,058|-12,867|-9,1472|-23,679
HENG -2,6574|-4,7276|-10,244(-6,3496|-11,401|-9,1261(-7,4299|-5,5106|-6,6192(-6,8791

M ITGAV  |1,8965|2,0264|1,5263|1,2894 |1,0297 |-1,0718|1,3256 | 1,6599 | 1,1045 | 1,0147
MTHBS1 |-1,0817|-1,6831|-3,7668| -5,063 |-2,2004| -1,544 | 1,0619 |-2,5354|-8,6338|-4,6339

1800

1500

1200

900

600

RANERERE

-300

Tag0 | Tag7 |Tag14 |Tag2l | Tag7 |Tagl4 | Tag2l| Tag7 |Tagl4 |Tag2l
Ohne Zusatz EGM-2 VEGF
M EDG1 | -75,41 | -59,07 | -78,43 | -77,17 | -81,07 | -47,72 | -40,97 | -75,88 | -103,5 | -86,56
LM THBS2| 818,4 | 662,7 | 546,22 | 543,7 | 544,54 |973,25| 1812 | 865,73 | 564,18 | 440,94

Abbildung 49 Relative Genexpression verschiedener Adhasionsmoelkiile in der USSC-Kultur unter
dem Einfluss angiogener Stimulanzien

Koll18al = Kollagen Typ 18a1; ENG = Endoglin; ITGAV = Integrin a5; THBS = Thrombospondin; EDG1 =
Endothelial Differentiation Gene 1
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Auch die Adhasionsmolekiile Kollagen Typ 18al, EDG1 und ENG werden deutlich
geringer transkribiert. Dagegen kdnnen ITGAV und THBS1 mit dem Transkriptionslevel

der HUVEC mithalten. THBS2 wird deutlich starker transkribiert.

Die Transkription der Wachstumsfaktoren ist sehr unterschiedlich. Faktoren wie VEGF,
EGF und FGF werden durch EGM-2 zugefihrt. EGF wird in diesem Fall deutlich
weniger transkribiert als in den ohne Zusatz oder nur mit VEGF kultivierten Zellen.
Ahnlich verhalt es sich mit FGF-A. Allerdings handelt es sich bei dem durch das
Medium zugefiihrte FGF um FGF-B (Basic Fibroblast Growth Factor) und nicht um

FGF-A (Acidic Fibroblast Growth Factor).

Wachstumsfaktoren

200 |
100
0
-100
-200
-300
-400
Tag0 | Tag7 | Tag14 | Tag21l| Tag7 | Tag1l4 |Tag21l| Tag7 |Tag14 | Tag21
Ohne Zusatz EGM-2 VEGF
MECGF1| 6,44 | 11,46 | 6,15 | 4,76 | 10,17 | 10,65 | 6,09 5,32 | 12,97 | 5,04
M EGF 122,79109,56 | 105,42 | 107,39 | 16,17 | 10,27 | 10,88 | 89,54 | 64,30 | 89,95
M VEGFB| -7,98 | -7,45 | -8,34 | -17,55|-12,28 | -10,22 | -6,02 | -9,06 | -4,90 | -22,40
M PGF -19,43 | -64,64 (-176,07(-344,10(-239,59(-268,11(-345,69| -90,44 | -21,91 |-305,61
M VEGFA| 48,84 | 74,83 | 47,40 | 25,69 | 39,64 | 33,21 | 31,13 | 50,60 | 75,58 | 30,65
MVEGFC| 1,40 1,46 1,11 | -1,14 | -1,55 | -1,99 | -1,53 | 1,06 1,41 | -1,06
L FGF-A |284,71|217,10|203,19 | 166,19 | 87,56 | 67,49 | 76,64 | 174,18 |183,55| 167,86
L FGF-B | 4,72 5,34 594 | 5,48 | 4,61 5,12 570 | 4,44 6,22 5,25
Abbildung 50 Relative Genexpression verschiedener Wachstumsfaktoren in der USSC-Kultur unter

ECGF = Endothelial Cell Growth Factor; EGF = Epidermal Growth Factor; VEGF= Vascular Endothelial

dem Einfluss angiogener Stimulanzien

Growth Factor; PGF = Placental Growth Factor; FGF = Fibroblast Growth Factor
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FGF-A ist unter allen Zusatzen und an allen Tagen starker transkribiert als bei den
HUVEC. Ohne Zusatz nimmt es von Tag 0 bis zum Tag 21 stetig ab. Unter dem Zusatz
von EGM-2 und VEGF sind die Werte dagegen sehr konstant. Allerdings sind sie durch
den Zusatz VEGF doppelt so hoch wie unter dem Einfluss von EGM-2.

PGF wurde unter allen Zusatzen und an allen Tagen weniger transkribiert. Ohne
Zusatz nimmt die Transkription immer mehr ab. Dies ist auch unter dem Zusatz EGM-2
der Fall.

EGF wird ohne Zusatz, mit EGM-2 und VEGF an allen Tagen sehr gleichméaRig und
mehr als bei den HUVEC transkribiert. Allerdings ist die Transkription ohne Zusatz mit
Werten um 100 RGE im Vergleich zu VEGF (80 RGE) und EGM-2 (10 RGE) deutlich
erhoht.
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5 Diskussion

5.1 Zielsetzung

Mit der vorliegenden Arbeit soll die Moglichkeit der osteogenen und endothelialen
Differenzierung von USSC evaluiert werden. Fiur die Induzierung dieser Prozesse
wurden Medien mit unterschiedlichen Stimulanzien versehen und hinsichtlich ihrer
Einflisse auf die Entstehung eines osteogenen bzw. endothelialen Phénotyps der
Zellen untersucht. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden die Ultrastruktur und
mittels histologischer Farbungen die Morphologie der Zellen beurteilt. Durch RT-gPCR
wurden das Transkriptionsprofil und mit Hilfe von Western Blot-Analysen die
Proteinexpression untersucht. Auch sollte die Kultivierung der Zellen im
dreidimensionalen Modell zeigen, ob dies Einflisse auf die Zellen und die osteogene

Differenzierung hat.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Evaluation von mdglichen
Zellkonstrukten, die der Verbesserung der Knochenregeneration in vivo dienen
kénnten. Hierzu sollten zellbesiedelte Trager hinsichtlich ihrer Eignung fir das

Knochen-Engineering untersucht werden.

5.2 Kritische Wertung von Material und Methoden

5.2.1 Auswahl der Zellen

Fur die geplanten Versuche war eine Zelllinie erforderlich, die noch mdglichst
undifferenziert und hinsichtlich ihres Differenzierungspotentials multipotent ist. Die
Verwendung von USSC bot sich aufgrund ihrer charakteristischen Eigenschaften
besonders an, da sie die gewiinschten Voraussetzungen erfiliten. Dartiber hinaus
weisen Sie keine Kontaktinhibition in ihrem Wachstumsverhalten auf und sind in Kultur
zur Bildung mehrerer Schichten in der Lage. Dies kdnnte fur die Differenzierung in ein
funktionsfahiges Gewebe in Kultur vorteilhaft sein.

USSC sind, wie auch der Kieferknochen, HOX negativ (Kuratani, 2004; Liedtke et al.,

2010a) und rufen aufgrund einer negativen HLA Klasse Il in vivo weniger
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immunologische Reaktionen hervor (Kogler et al., 2004). Im Gegensatz zu
embryonalen Stammzellen neigen USSC nicht zu spontaner Entartung und Ausbildung
von Teratomen, was ebenfalls das Risiko fir den Einsatz in vivo verringert. lhre
Verwendung wird durch das Stammzellgesetz nicht reglementiert und daher als ethisch
unbedenklich eingestuft.

Die Zellen waren aus Nabelschnurblut verschiedener Spender nach einem bereits
etablierten Verfahren am Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika
der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf isoliert worden (Kogler et al., 2004). In die
Versuche wurden somit USSCs verschiedener Spender von Passage 8 bis Passage 12

eingesetzt.

5.2.2 Osteogene und angiogene Differenzierung

Fur die osteogene Differenzierung kamen die in der Literatur beschriebenen
Supplemente DAG und BMP-2 zum Einsatz (Handschel et al., 2008; Rickard et al.,
1996).

Die Wirkungen der einzelnen Komponenten von DAG sind teilweise, jedoch nicht
abschliel3end, geklart. Dem Glukokortikoid Dexamethason wird eine Steigerung der
Enzymaktivitdt von ALP zugeschrieben. In Anwesenheit von organischem Phosphat,
hier R-Glycerophosphat, ist ALP an der extrazellularen Matrixmineralisierung mit
Hydroxylapatit beteiligt (Bellows et al., 1986; Bhargava et al., 1988).

Ascorbinsaure ist ein wichtiger Co-Faktor bei der Hydroxylierung der Aminosaure
Prolin zu Hydroxyprolin und Lysin zu Hydroxylysin. Hydroxyprolin festigt durch
Wasserstoffbriicken zwischen benachbarten Kollagen-Polypeptidketten die Tripelhelix
innerhalb eines Kollagenmolekils und Hydroxylysin dient der Verankerung kovalenter
Quervernetzungen zwischen Kollagenmolekillen. Bei fehlender Hydroxylierung
entstehen fehlerhafte Kollagenmolekiile, die ihre Funktion als Strukturprotein nicht
erfillen kénnen (Horn et al., 2003).

Zur Induktion der osteogenen Differenzierung mittels DAG wurde ein etabliertes
Protokoll herangezogen (Jaiswal et al., 1997), das auch in weiteren Arbeiten
erfolgreich angewendet wurde (Langenbach et al., 2010; Naujoks et al., 2010).

Der Einsatz von BMP-2 fiihrte bei verschieden Zelltypen und sowohl in vitro wie auch
in vivo zur Ausbildung von osteoblastar-phanotypischen Markern (Diefenderfer et al.,
2003; Dragoo et al., 2003; Handschel et al., 2008; Rickard et al., 1994; Yamagiwa et
al., 2001).



Diskussion 107

Die eingesetzte Konzentration von 10 ng/ml an BMP-2 wurde aus einer in vivo-Studie
abgeleitet (Depprich et al., 2005). In dieser tierexperimentellen Arbeit wurde gezeigt,
dass die gewahlte Konzentration einen positiven Effekt auf die Knochenneubildung hat.
Auch in friheren Studien unserer Arbeitsgruppe fiihrte die Verwendung dieser
Konzentration zur Ausbildung eines osteogenen Phanotyps bei ESCs (Handschel et
al., 2008).

Die Charakterisierung der osteogenen Differenzierung erfolgte zum einen Uber den
Nachweis der anorganischen Bestandteile des Knochens, dem Hydroxylapatit, und
zum anderen durch den Nachweis der organischen Komponenten, wie den
Kollagenfibrillen und der Knochengrundsubstanz.

Die in der PCR verwendeten Marker Koll I, ALP, ON, OP und RUNX2 gelten als
klassische osteoblastare Marker (Jager et al., 2003; Laflamme et al., 2010; Pittenger et
al., 1999; Poliard et al., 1999; Schecroun and Delloye, 2003). Dabei handelt es sich um
Proteine, die im Knochengewebe nachgewiesen werden kénnen, und deren Fehlen auf
eine Stérung im Knochenstoffwechsel hinweisen wirde.

Mit Studien an Cbfal(RUNX2)-defizienten Mausen demonstrierten Otto und Mundlos
die Wichtigkeit dieses Gens fur die Entwicklung des kndchernen Systems. Die Analyse
des Skelettsystems machte deutlich, dass Tiere mit einem solchen Defekt weder
Knochen noch Osteoblasten ausbilden konnten, da die osteoblastentypischen Zielgene
nicht mehr angeschaltet werden kénnen (Mundlos et al., 1997; Otto et al., 1997).

Zum Nachweis von Hydroxylapatit wurden Alizarinrot S- und Von Kossa-Farbungen
durchgefuhrt. Beide Farbungen werden in der Literatur fir den Nachweis von Kalzium
angefihrt (Bruder et al., 1997; Laflamme et al., 2010).

Bei der Alizarinrot S-Farbung handelt es sich um einen direkten Kalziumnachweis.
Dabei bildet Alizarin mit dem vorhandenen I6slichen Kalzium ein Chelat und stellt sich
rotlich dar (Wang et al., 2006). Die Von Kossa-Farbung ist eine Versilberung von
Kalziumsalzen. Es ist eine indirekte Farbung, die mit den anionischen Bestandteilen
der Kalziumverbindungen wie zum Beispiel Karbonaten und Phosphaten reagiert
(Bonewald et al., 2003; Wang et al., 2006). Diese werden gegen Silberionen
ausgetauscht und anschlieend zu metallischem Silber reduziert, das sich schwarz
darstellt. Da beide Farbungen lediglich das im Hydroxylapatit enthaltene Kalzium
detektieren, bietet keine der beiden Methoden den sicheren Nachweis von
Hydroxylapatit, sondern lediglich von Bestandteilen davon.

Um einen sicheren Nachweis von Hydroxylapatit zu erlangen, wurde ein weiterer

Assay, der auf der spezifischen Bindung eines fluoreszierenden Reagenz an den
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Hydroxalapatit-Anteil von Zellen basiert, der sog. Osteolmage™V-Assay, eingesetzt. Die
genaue Funktionsweise der Bindung ist nicht bekannt, jedoch werden in der Literatur
weitere Methoden beschrieben, die ebenfalls eine spezifische Bindung an
Hydroxylapatit belegen. Kasugai und Kollegen konjugierten Fluoreszeinisothiocyanat
(FITC) mit einem Hexapeptid von Asparagin und injizierten es intravenos in Ratten.
Nach 24 Stunden wurden die Gewebe untersucht und es konnte lediglich in harten
Geweben, wie Knochen und Z&hnen, nicht aber in weichen Geweben eine Fluoreszenz
nachgewiesen werden. Die alleinige Verabreichung von FITC fluhrte zu keiner
detektierbaren Fluoreszenz. Die spezifische Bindung basiert auf der sechsfach an
FITC gebundenen Asparaginsaure. Die Begriindung hierfur liefern einige im Knochen
vorkommende, nichtkollagene Proteine wie OP und das bone sialoprotein. Diese
besitzen eine sich wiederholende Sequenz aus Asparaginsaure und Glutaminsaure,

mit der sie an Hydroxylapatit binden (Kasugai et al., 2000).

Fur die endotheliale Differenzierung der Zellen wurde entweder dem Basismedium
VEGF zugegeben oder es wurde das in der Literatur beschriebene
Differenzierungsmedium EGM-2 verwendet (Liu et al., 2007). VEGF ist ein flr die
Ausbildung von Endothelgewebe anerkannter Stimulator (Bai et al., 2010; Nourse et
al., 2010) und gehdrt zu den starksten Modulatoren der GefalRentwicklung. Es wurde
als erster Faktor beschrieben, der spezifisch die Proliferation der vaskuldren
Endothelzellen initiieren konnte (Stouffer et al., 2001). Daneben besitzt VEGF weitere
Funktionen, wobei aber die Induktion der Proliferation und Differenzierung von
Endothelzellen die bedeutendste ist (Gerber et al., 1998).

VEGF wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml dem Basismedium zugesetzt. Die
eingesetzte Menge wurde bereits friher von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich zur
endothelialen Differenzierung von MSC eingesetzt (Jiang et al.,, 2002; Reyes et al.,
2001) und entspricht den Empfehlungen des Herstellers (R&D Systems).

Bei EGM-2 handelt es sich um ein Basalmedium mit einer 2%igen FCS Konzentration,
welches durch die Zugabe diverser Komponenten vervollstandigt wird und speziell fur
das Wachstum von humanen Endothelzellen von der Fa. Lonza hergestellt wurde. Bei
den Supplementen handelt es sich um Hydrocortison, human Fibroblast Growth
Factor-Basic (hFGF-B), VEGF, Insulin-like Growth Factor (R3-1GF-1), Ascorbinséure,
human Epidermal Growth Factor (hEGF), Gentamicin und Amphotericin-B (GA-1000)
sowie Heparin. Bei einigen dieser Komponenten ist der Einsatz fir die endotheliale

Differenzierung nicht ganz klar (siehe auch 2.3.3) und l&sst sich nur dadurch erklaren,
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dass die Entwicklung eines Mediums empirisch ablauft. Es werden verschiedene
Wachstumsfaktoren und Hormone einem Medium zugesetzt und die Auswirkung auf
die Zellen beobachtet. Die genauen Signaltransduktionswege sind dabei nicht immer
geklart.

Die Verwendung von Medium mit einer 2%igen FCS-Konzentration eignet sich nicht fur
die Kultivierung und Expansion von Zellen, bei der der Status der Multipotenz aufrecht
erhalten werden soll. Die standardmafRige Konzentration von FCS im
Wachstumsmedium fur USSC betragt 30 Prozent, ein geringerer FCS-Anteil in
Differenzierungsmedien ist jedoch durchaus foérderlich (Kogler et al., 2006; Vater et al.,
2010).

5.2.3 Auswahl des Tragermaterials

Aus einer Reihe von Studien ist bekannt, dass Osteoblasten sehr sensibel auf die
Struktur von Oberflachen reagieren (Dalby et al., 2000; Dennis et al., 1992; Goshima et
al.,, 1991). Entsprechend der Oberflachenbeschaffenheit kénnen Zellen ihre
Orientierung, Migration und Anhaftung adaptieren (Chehroudi et al., 1997; den Braber
et al., 1995; Wojciak-Stothard et al., 1995).

Um eine hohe Zelldichte auf dem Trager zu ermdglichen und die Neovaskularisation
bei der Implantation in vivo zu fordern, sollten die Trager hochporés sein, eine grol3e
Oberflache sowie eine angemessene Porengrdl3e und eine gut vernetzte Porenstruktur
haben. Desweiteren muss der Trager die Biokompatibilitat gewahrleisten und
biologisch abbaubar sein (De Oliveira et al., 2003; Hing et al., 1999).

Ein ICBM ist eine natirliche, aus bovinem Knochen hergestellte, demineralisierte
Matrix. Der vor allem aus Kollagen Typ | bestehende ICBM bewirkt eine hohe
Anheftung und Proliferation der Zellen (Dennis et al., 1992; Meyer et al., 1998).
Aufgrund ihres Ursprungs und der daraus resultierenden Porenstruktur bietet diese
Matrix das optimale Grundgerist fiir die Besiedlung mit Zellen (Handschel et al., 2008;
Naujoks et al., 2010). Die zahlreichen Makroporen stehen untereinander in Verbindung
und haben eine ideale PorengréfRe. Diese liegt laut O’Brien fur die Ausbildung von
Knochen bei tiber 100 um (O'Brien et al., 2005).

5.2.4 Nachweis der Differenzierung auf Proteinebene und durch Transkriptions-
analyse

Zur Uberpriufung der Transkription anhand der mRNA wurden eine RT-PCR und eine
RT-gPCR durchgefuhrt. Die Durchfihrung beider Methoden ermdglicht hinsichtlich der

transkribierten Gene sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Aussage.
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Die Primersequenzen fir die Amplifikation von ALP, Coll I, ON, OP und RUNX2
wurden aus den bekannten humanspezifischen Sequenzen der Gendatenbank
(National Center for Biotechnology Information, NCBI) abgeleitet (siehe Tabelle 2). Als
Positivkontrolle wurde eine Osteosarkom-Zelllinie (Saos2) herangezogen, die die fur
den osteoblastdren Phanotyp typischen Marker-Proteine exprimiert (Fassina et al.,
2006; Huh et al., 2006).

Die RNA-Isolierung erfolgte jeweils aus Zellen einer Zellkulturflasche oder von einem
ICBM. Demzufolge beziehen sich die Ergebnisse der RT-PCR und der RT-qPCR auf
die Transkription der entsprechenden RNA in der gesamten Zellkultur und nicht einer
einzelnen Zelle. Eine differenzierte Aussage Uber die Transkriptionsprofile bestimmter
Zellen kann somit nicht getroffen werden. Die Zellen befinden sich aufgrund
unterschiedlicher Einflisse wie der Konfluenz, Versorgung mit Nahstoffen oder dem
Kontakt zur Oberflache (Zellkulturplatte/ICBM) nicht alle in der gleichen
Mikroumgebung und kdénnen unterschiedliche Profile aufweisen. Um einen Verlauf der
Transkriptionsprofile der untersuchten Gene im Rahmen der osteoblastaren
Differenzierung nachzuvollziehen, wurde im Anschluss an die qualitative RT-PCR eine
guantitative RT-PCR mit genspezifischen Sonden aus der Universal ProbeLibrary der
Fa. Roche (https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP0300
00) durchgefhrt.

Die Primer und Sonden, die dem Nachweis der angiogenen Differenzierung dienten,
lagen als standardisierte Losungen in 96-well PCR-Platten vor und waren von der
Firma SA Bioscience zusammengestellt worden. Die Liste der von der Firma
einbezogenen Angiogenese-typischen Gene beruht auf den derzeit bei der
Angiogenese nachgewiesenen Faktoren; es kénnte sein, dass wichtige Faktoren noch
unbekannt und daher unberiicksichtigt sind. Die NCBI Accession-Nummer fir die
jeweiligen Gene ist den Daten aus Abschnitt 9.4 zu entnehmen.

Da der Nachweis von Genen auf mRNA-Ebene nicht zwingend zur Expression flihrt
und die entsprechenden Proteine in der Zelle fehlen kénnen, wurde zur Uberpriifung
ein Western Blot durchgefiihrt. Ein Grund fir das Fehlen von Proteinen trotz
nachgewiesener mRNA sind Regulationsprozesse, wie zum Beispiel durch vorhandene
SiRNA, die dazu fuhren, dass mRNA vor der Translation abgebaut werden kann (Gu
and Rossi, 2005).

Durch den Western Blot konnte eine qualitative Aussage Uber die An- bzw.
Abwesenheit von ALP, ON und OP getroffen werden. Auch hier wurden wieder Saos2

als Positivkontrolle eingesetzt.


https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP0300%2000
https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP0300%2000

Diskussion 111

ON stellt sich in der Literatur beschrieben als einzelne Bande mit einem Gewicht von
35 kDa dar (Kos et al., 2009). Die zweite in den Western Blots auftretende Bande liegt
bei 40 kDa und ist immer gleich stark ausgebildet. Trotz der Austestung diverser
Blockierreagenzien (siehe 3.2.15.7) zur Vermeidung unspezifischer Bindungen konnte
das Binden des Antikérpers an die 40 kDa-Bande nicht verhindert werden.

ALP hat als reifes Enzym ein Molekulargewicht von 52 kDa. Da es aber mehrere
Glykosylierungsstellen besitzt (Harris, 1990), konnen auch schwerere Proteine als
hoéher laufende Bande bei ca. 75 kDa beobachtet werden.

Osteopontin wurde als einzelne Bande bei ca. 75 kDa detektiert. Posttranslationale
Modifikationen, bedingt durch den Zelltyp und zustandsspezifische Variationen,
resultieren in einem Molekulargewicht von 41 — 75 kDa fir OP und seine Isoformen
(Wai and Kuo, 2008).

RUNX2 stellt sich, wie in der Literatur beschrieben, als Bande bei 57 kDa dar (Breen et
al., 2010; Lee et al.,, 2000). Da es sich bei RUNX2 um einen Transkriptionsfaktor
handelt, ist es im Gesamtprotein nur in sehr geringen Mengen enthalten. Um dieses
Protein im Western Blot detektieren zu kdénnen, muss dies bei der Proteinisolierung
beachtet werden und entsprechend das nukleare Protein als eigene Fraktion abgeteilt
werden. Da dies nicht erfolgt ist, misste das Gesamtprotein in einer so groRen Menge
eingesetzt werden, dass das Probenvolumen nicht ausreichen wirde. Daher musste

auf die Detektion von RUNX2 im Western Blot verzichtet werden.

5.2.5 Grundzuge der Freisetzungskinetik

In Anbetracht der Tatsache, dass die mit Zellen besiedelten Trager in nachfolgenden
Versuchen auch in vivo eingesetzt werden sollen, erscheint es sinnvoll, auch die
Zytokine auf einem Trager in Form eines Implantats in einen Organismus einzubringen.
Verlauft die Abgabe der Zytokine in vivo nicht in kontrollierter Dosierung, kann es zum
schnellen Abdiffundieren oder auch zur Denaturierung dieser Proteine kommen und sie
kénnen weder auf die transplantierten, noch auf die im Implantatlager vorhandenen
Zellen einwirken. Durch eine kontinuierliche Abgabe werden die Zellen (ber einen
langeren Zeitraum mit den Wachstumfaktoren stimuliert und koénnen sich so
differenzieren (Moioli et al., 2007).

Die Evaluierung der Freisetzung von VEGF wurde aus kostentechnischen Grinden der
Verwendung von BMP-2 vorgezogen. Auch VEGF spielt eine wichtige Rolle als Faktor
bei der enchondralen Ossifikation, da das Einwachsen von Blutgefaen einen

bedeutenden Schritt in der kaskadenartig ablaufenden Bildung von ossarem Gewebe
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darstellt (Gerber et al., 1999). Dieses Thema wurde ausfuhrlich in Abschnitt 2.3.4
behandelt.

Ob auch in einem solchen Freisetzungssystem der Prozess der Osmose eine Rolle
spielt, wurde durch die verschiedenen Abnahmemodalitaten evaluiert. Ist die den
Trager umgebende Lésung an VEGF gesattigt, konnte dies dazu fihren, dass VEGF
nicht mehr abgegeben wird.

5.3 Kritische Wertung der Ergebnisse

5.3.1 Osteogene Differenzierung der USSC auf zweidimensionaler Oberflache
Bei der Osteogenese handelt es sich um einen komplexen, dynamischen Prozess, bei
dem in vivo die Matrixbildung einer gezielten Resorption zur Erschaffung der optimalen
dreidimensionalen Struktur gegentber steht. Um dies zu gewahrleisten, bedarf es einer
gezielten Abstimmung von verschiedenen Zellarten, Matrixproteinen sowie
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (Baylink et al., 1993; Filanti et al., 2000;
Reddi, 2000b). Neben der Differenzierung der Zellen kommt es auch zur Reifung der
ECM, was ebenfalls in gegenseitiger Abhéngigkeit geschieht (Mizuno et al., 2000).

Im Laufe der osteoblastéaren Differenzierung veréndern sich die Zellen morphologisch
von einem spindelférmigen Aussehen hin zu einer kubischen Gestalt. Dies konnte fur
USSC und andere Zelllinien bisher nur auf Tragermaterialien beobachtet werden
(Handschel et al., 2009; Naujoks et al., 2010), jedoch nicht im Monolayer. Hier bildeten
USSC lediglich clusterartige Zusammenlagerungen aus, die mit Hilfe der Von Kossa-
oder Alizarinrot S-Farbung dargestellt werden kdnnen.

Der Nachweis von Hydroxylapatit mittels der Von Kossa- oder auch der Alizarinrot S
Farbung wird als Standardnachweis verwendet (Bruder et al., 1997; Laflamme et al.,
2010), ist aufgrund der Bindungseigenschaften der Farbstoffe aber eigentlich als nicht
spezifisch genug anzusehen. Daher wurde der Hydroxylapatit-Gehalt mittels der
spezifischen Bindung eines fluoreszierenden Reagenz evaluiert.

Eine Hydroxylapatit-Ausbildung unter dem Einfluss von DAG konnte bereits ab Tag 7
bestatigt werden. Anders als in den Farbungen konnte im Osteolmage™ ab Tag 14
auch ohne Zusatz und unter Einfluss von BMP-2 ein geringer HA-Gehalt gemessen
werden. Die Ergebnisse bestdtigen eine eher unspezifische und wenig sensible
Anfarbung von Hydroxylapatit durch die Von Kossa- und Alizarinrot S Farbung.
Wahrend BM-MSC unter dem Einfluss von DAG erst ab Tag 14 mit der
Mineralisierungsphase beginnen (Kulterer et al., 2007), tritt diese bei den USSC bereits

ab Tag 7 ein. Dieses unterschiedliche Verhalten koénnte auf das verdnderte
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Differenzierungspotential der MSC im Vergleich zu USSC zurlckzufihren sein. Die
USSC haben noch keine Einschrankung in ihrer Moglichkeit zu differenzieren erfahren,
da sie noch im Nabelschnurblut zu finden sind und sich erst auf dem Weg in das
Knochenmark befinden. Dort finden weitere Reifungsprozesse zur Bildung
mesenchymaler Stammzellen statt, die daher ontogenetisch nicht so urspriinglich wie
USSC sind.

Der Nachweis einer osteogenen Differenzierung auf mRNA-Ebene durch die Marker
ALP, Koll I, ON, OP und RUNX2 wurde bereits diskutiert. Als Verlaufsmarker der
osteoblastaren Kaskade eignen sich diese Gene jedoch nur bedingt.

ALP wird als klassischer Marker der osteogenen Differenzierung in einer Vielzahl von
Studien verwendet (Halvorsen et al., 2001; Pittenger et al., 1999; Rickard et al., 1994;
Schecroun and Delloye, 2003; Toai et al., 2010). Da ALP kein knochenspezifisches
Enzym ist und ebenso von einer Vielzahl anderer Zelltypen auf3erhalb der
osteoblastaren Kaskade gebildet wird (Harris, 1990), ist es als Standardmarker fur die
osteogene Potenz in Frage zu stellen.

Es gibt verschiedene Nachweismethoden fiir die Detektion von ALP. Meist erfolgt ihr
Nachweis indirekt Uber die Messung der Enzymaktivitdt bei der Umsetzung von p-
Nitrophenol als Substrat. Histologisch kann tber die Naphthol/Diazonuimsalz-Farbung
ein Nachweis gefuhrt werden, wobei von der gemessenen Enzymaktivitat nicht ohne
weiteres auf die vorhandene Proteinmenge geschlossen werden kann. Dieses Problem
wird noch verstarkt, wenn die Enzymaktivitat beispielsweise durch R3-Glycerophosphat
oder Dexamethason gesteigert wird. Auch kdnnen falsch positive Ergebnisse durch
den Umsatz des gleichen Substrats durch andere Enzyme nicht ausgeschlossen
werden.

Anders sieht die Beurteilung aus, wenn ALP auf mRNA-Ebene oder als Protein direkt
nachgewiesen wird. Untersuchungen haben gezeigt, dass ALP weder durch osteogene
Stimulation (Frank et al., 2002) noch durch eine zunehmende Zelldichte bei humanen
Osteoblasten (Siggelkow et al.,, 1999) hochreguliert wird. Daher gilt ALP als
ungeeigneter Marker fur die osteoblastdre Reifung. In dieser Studie zeigten USSC
jedoch tatséchlich eine erhéhte ALP-Expression unter der osteogenen Stimulation
durch DAG. Dessen ungeachtet kdnnen die Ergebnisse von Siggelkow und Kollegen
hinsichtlich der Zelldichte bestatigt werden. Diese hatte auch in dieser Studie keinen
erkennbaren Einfluss auf die ALP-Expression.

Auch die Expression von Koll | und Osteonektin wird laut Frank und Kollegen durch

eine osteogene Stimulation nicht beeinflusst. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
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dies fur Osteonektin nur bedingt zutrifft. An den Tagen 7 und 14 wird Osteonektin unter
allen Einflissen vermehrt exprimiert und unter dem Einfluss von DAG geringgradig
mehr. An Tag 21 sinkt die Expression wieder auf das Ausgangsniveau der Zellen ab.
Im Gegensatz zu den anderen genannten Genen wird die Expression von OP unter
osteogener Stimulation gesteigert (Frank et al., 2002). Diese Befunde kdnnen in dieser
Studie allerdings nicht nachvollzogen werden, da unter dem Zusatz von DAG
tberhaupt kein OP exprimiert wird.

Die Ausbildung sog. bone nodules oder bone-like nodules, wie sie bei osteogen
differenzierten humanen MSC vorkommen (Beresford et al., 1993; Hanada et al., 1997,
Kume et al., 2005), konnte bei USSC nicht beobachtet werden. Da diese ,Kndtchen®
eine groBe morphologische Ahnlichkeit mit spongiésem Knochen haben und eine
vergleichbare Proteinzusammensetzung aufweisen (Beresford et al., 1993; Bhargava
et al., 1988), fordert Beresford diese nodules als ersten Beweis fiir die Herstellung von
funktionellen Osteoblasten in der Zellkultur.

Morphologisch kam es in der vorlegenden Studie anstatt der Ausbildung von nodules
zu einer Zusammenlagerung der USSC zu kleinen Haufen, welche durch die Konfluenz
und die Uberlagerung der Zellen in fortschreitenden Stadien nicht mehr einzeln
abzugrenzen waren. Uber diesen Haufen befanden sich extrazellulare Ablagerungen
aus Hydroxylapatit. Inwiefern das Auftreten dieser Zellhaufen mit einer nodule-Bildung
gleichzusetzen ist, kann auf der morphologischen Ebene nicht geklart werden. Die
Analyse der Genexpression weist jedoch deutlich auf den osteogenen Charakter der
Kultur hin.

In dieser Studie zeigte sich BMP-2 als wenig potenter Stimulator fir die osteogene
Differenzierung von USSC in vitro. Erfolge bei der Verwendung von BMP-2 wurden vor
allem in vivo beschrieben (Kang et al., 2010; Kubler et al., 1998; Takita et al., 2004).
Dies zeigt, dass fur den Prozess der Knochenbildung mehr Faktoren als nur die der
BMP-stimulierbaren Signalkaskade beteiligt sein miissen.

BMP-2 bindet an Rezeptoren, initiiert dadurch eine Reaktionskaskade und es kommt
zur intrazellularen Signaltubertragung. Zielgene der BMPs kodieren fur Matrixproteine,
Wachstumsfaktoren, Enzyme und Transkriptionsfaktoren. Fir die Vervollstdndigung
der anorganischen Knochenzusammensetzung ist die Zufuhr von weiteren essentiellen
Bestandteilen nétig. Erforderliche Phosphatquellen werden durch die Enzymaktivitat
von ALP in Phosphate gespalten und in Hydroxylapatit eingebaut, was eng mit der

Mineralisierung der ECM verknupft ist (Bellows et al., 1986; Bhargava et al., 1988).
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Hildebrandt und Kollegen haben gezeigt, dass Dexamethason der Hauptfaktor fur die
Osteoinduktion ist und BMP-2 nur unterstitzende Eigenschaften besitzt. So kam es
durch die alleinige Gabe von Dexamethason nicht zu einer Mineralisierung der ECM,
unter der kombinierten Gabe mit BMP-2 jedoch schon (Hildebrandt et al., 2009). Dies
spricht dafir, dass eine Phosphatquelle nicht unbedingt notig ist, wiederspricht
allerdings den Beobachtungen von Rickard und Kollegen. Diese beschrieben, dass es
in vitro lediglich ohne Dexamethason zu keiner Kalzifizierung der ECM kam (Rickard et
al., 1996).

Die Knocheninduktion ist eine komplexe Kaskade, die die Ablaufe der embryonalen
Knochenentwicklung wiederholt. Die Differenzierung von Zellen durch BMP-2 erfolgt in
vivo Uber den Weg der enchondralen Ossifikation. So differenzieren zuerst
Chondroblasten, die dann hypertrophieren, resorbiert werden und durch Osteoblasten
ersetzt werden, was letztendlich zur Bildung von reifem Knochengewebe fluhrt. In der
Embryonalentwicklung dauern diese Vorgange mindestens 28 Tage (Reddi, 2000b).
Dabei haben BMPs im Verlauf der Osteogenese nur auf solche Zellen einen
differenzierenden Einfluss, die BMP-Rezeptoren exprimieren. Méglicherweise sind die
Voraussetzungen fur eine Mineralisierung nur durch das Einwirken zusatzlicher
stimulierender Faktoren gegeben. Fir die Bildung einer reifen mineralisierten
Kochematrix scheinen sowohl Wachstumsfaktoren wie BMP, als auch Zusatze wie
DAG in vitro erforderlich zu sein.

Kollagen Typ | wird direkt, Osteokalzin und Osteopontin hingegen werden indirekt und
erst nach langerer Exposition durch BMPs induziert. Auch die Alkalische Phosphatase
steigt erst nach langerer Exposition an (Ahrens et al., 1993; Fujii et al., 1999; Katagiri
et al., 1994; Lee et al., 2000). Diese Beobachtungen erklaren, warum unter der
Stimulierung mit BMP-2 auch nach 21 Tagen noch keine merklichen Unterschiede im
Expressionsprofil zu erkennen waren. Durch Langzeit-in vitro-Studien mit einer Dauer
von zwei bis sechs Monaten konnte eine erfolgreiche Differenzierung mit BMP-2
gezeigt werden (Ferro et al., 2010).

Die Verwendung von DAG fiuhrte zu unterschiedichen Beobachtungen. Wéahrend durch
den Zusatz von DAG ab Tag 7 eine kontinuierlich ansteigende Mineralisation der
Zellen zu beobachten war, fehlte die OP-Expression vollstandig und die ON-
Expression war erst an Tag 21 deutlich zu sehen. Trotz der Mineralisierung ist die
fehlende Expression von OP bzw. verspatete Expression von ON ein Hinweis auf eine
verzogerte osteogene Differenzierung. OP ist zwar ein ubiquitér in vivo vorkommendes

Protein, aufgrund seiner Funktion als Zelladhasionsprotein (Oldberg et al., 1986) gibt
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es aber Aufschluss Uber die Qualitat eines Zellverbandes. Eine deutliche Mineralisation
ist noch kein Hinweis fir die osteogene Differenzierung der Zellen. Die fehlenden
Proteine OP und ON zeigen, dass DAG alleine, Uber die Kultivierungsdauer von 21
Tagen, nicht fur eine genligend starke Stimulation der Zellen ausreicht.

Die Induktion einer osteogenen Differenzierung héangt offensichtlich vom
Differenzierungsgrad der Ausgangszellen ab und muss durch passende

Kultivierungsfaktoren ausgeldst werden.

5.3.2 Osteogene Differenzierung der USSC im dreidimensionalen Modell

Wie in Studien gezeigt werden konnte, stellt die osteoblastare Differenzierung von
Zellen einen geordneten Prozess dar, der schrittweise die Stadien der Zellproliferation,
Zelldifferenzierung sowie die Ausbildung der ECM und deren Mineralisierung durchlauft
(Marie and Fromigue, 2006). Die Untersuchung des Proliferationsverhaltens der Zellen
mittels CyQUANT® spiegelt diese Tatsache wider. Die Beobachtung, dass die Zellen
unter dem Zusatz von BMP-2 oder DAG ihre Proliferation verringert haben, erklart sich
dadurch, dass sie bereits vom Stadium der Proliferation in das Stadium der
Differenzierung getreten sind. Die Zellen, die ohne Zusatz kultiviert wurden, zeigten
keine Differenzierung und proliferierten ohne stimulierende Faktoren daher bis zur
vollstandigen Konfluenz geringgradig weiter.

Die anschlielende Untersuchung der Zellvitalitdt mittels des MTT-Assays bestétigten
die Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe (Naujoks et al., 2010). Die verschiedenen
Einflusse durch die Differenzierungsmedien veradndern die metabolische Aktivitat der
Zellen nicht merklich. Der gesamte Trager wird von vitalen Zellen besiedelt. Diese
Beobachtungen korrelieren auch mit den Ergebnissen der REM-Bilder und bestétigen
die Wahl des Tragers.

Anstelle der morphologischen Beurteilung der Zellen im dreidimensionalen Gerist
durch HE-gefarbte 3-5 pm dicke Schnitte wurden zu diesem Zweck REM-Bilder
herangezogen. Aufgrund der Komplexitat der Bilder ist neben der Morphologie auch
die Anhaftung der Zellen auf dem Trager deutlich besser zu beurteilen. Auch von
anderen Arbeitsgruppen wurde diese Methode zur Beurteilung von Zellen
herangezogen (Zhao et al., 2010).

Im Gegensatz zur Kultivierung in der Zellkulturflasche zeigen die Zellen im
dreidimensionalen Verband eine osteoblastentypische Morphologie. Sie kdnnen sich
mit ihren Fortsétzen gut auf der Oberflache anhaften, proliferieren und so einen dichten

Zellverband ausbilden. Die Verbindung mit der Oberflache ist nicht sonderlich stabil, da
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sich beim Schneiden der Trager kaum noch anhaftende Zellen darstellen lassen. Sie
wurden entweder bei der Aufbereitung der Trager oder durch das Schneiden selbst
herausgeldst. Dies fuhrte auch zu Problemen der Darstellung von Zellen im TEM. Nur
vereinzelt konnten hier Zellen betrachtet werden. Dafiir konnte mithilfe dieser Bilder die
Kollagenstruktur der ICBM und die neuaufgelagerte Matrix dargestellt werden. Die
ungeordnete Struktur dieser Matrix ist vermutlich auf die fehlenden Stimuli
zuriickzufiihren. Nur unter biomechanischer Beanspruchung wie Dehnung oder
hydrostatischem Druck bildet sich eine gerichtete Matrix aus (Gerabek et al., 2005).
Eine fehlende mechanische Belastung fihrt zu einem Ausbleiben der Ordnung der
Fibrillen.

Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es hinsichtlich der osteogenen
Differenzierung groRe Unterschiede im Expressionsprofil der im Monolayer und im
dreidimensionalen Modell kultivierten Zellen gibt.

Wahrend es im Monolayer zumindest unter dem Einfluss von DAG sowohl auf mRNA-
als auch auf Proteinebene zu einer Expression von ALP kommt, ist ALP im
dreidimensionalen Modell auf mMRNA-Ebene nur in geringer Kopienanzahl
nachweisbar. Zudem liel3 sich das Protein im Western Blot nicht detektieren.

Wie bereits beschrieben nutzt eine Vielzahl von Arbeitsgruppen die ALP-Aktivitat als
Standardnachweis fir die osteogene Differenzierung von Zellen. So wird diese
Methode auch erfolgreich im dreidimensionalen Modell angewendet (Hesse et al.,
2010; Kumaran et al., 2010). Eine niedrige ALP-Aktivitat wirkt sich auch hier negativ
auf die osteogene Differenzierung der Zellen aus (Trentz et al., 1997). Andererseits
wird die Expression der ALP als zeitlich und funktionell an die Beendigung der
Proliferation gebunden beschrieben (Wirzler, 2004). Einen anderen Erklarungsansatz
liefern daher Alliot-Licht und Kollegen. Sie konnten in vitro zeigen, dass Osteoblasten
in der Gegenwart von Hydroxylapatit Kalziumphosphatpartikel phagozytieren (Alliot-
Licht et al., 1991). Die dadurch gestérte intrazellulare Kalziumphosphathomdostase
hemmt nach ihren Untersuchungen signifikant die DNA-Synthese und damit das
Zellwachstum. Desweiteren zeigte die Gruppe, dass durch die Phagozytose von
Hydroxylapatitpartikeln auch eine Abnahme der ALP verursacht wird. Dies geschieht
maoglicherweise lber eine Zunahme der zytosolischen Kalzium-lonen-Konzentration
(Gregoire et al., 1990). Diese Beobachtungen entkraften die Theorie, dass eine geringe
ALP fur das Ausbleiben einer osteogenen Differenzierung spricht.

Eine weitere Mdglichkeit fir die fehlende ALP ist der spate Zeitpunkt. Die Zellen

werden an Tag -7 auf die ICBM gebracht und fiir eine Woche kultiviert. Dadurch sollen
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die Zellen an die neue Mikroumgebung gewohnt werden, zudem soll ihnen die
Moglichkeit gegeben werden, durch Proliferation einen stabilen Zellverband
auszubilden. Die Differenzierungsmedien werden erst nach sieben Tagen
hinzugegeben, dieser Zeitpunkt wird im Versuch mit Tag O bezeichnet. Der Einfluss
durch die dreidimensionalen Bedingungen sowie die Zusammensetzung des
Tragermaterials wirken jedoch vom Tag der Besiedlung auf die Zellen ein. Zum ersten
Untersuchungszeitpunkt (Tag 7) befinden sich die Zellen also bereits 14 Tage und zum
Versuchsende (Tag 21) 28 Tage auf dem Trager.

Reddi hat fUr die embryonale Differenzierung von MSC in der Extremitatenknospe den
folgenden Ablauf beschrieben: MSC heften sich an die Kollagenmatrix und proliferieren
zunachst bis Tag 3. Nachfolgend kommt es an Tag 5 zur chondroblastaren
Differenzierung. Chondrozyten sind ab Tag 7 bis 8 zu erkennen und zur
Knorpelhypertrophie kommt es an Tag 9. Gleichzeitig wird das Gewebe vaskularisiert
und die Zellen differenzieren zu Osteoblasten. Dabei konnten an den Tagen 10 bis 12
die héchsten ALP-Werte gemessen werden (Reddi, 2000b).

Damit liegt der Messzeitpunkt in dem vorgelegten Modell hinter dem Zeitpunkt der von
Reddi beschriebenen héchsten ALP Expression. Dies passt auch zu dem bereits oben
beschriebenen Aspekt, dass die Expression der ALP zeitlich und funktionell an die
Beendigung der Proliferation gebunden ist (Wirzler, 2004).

Der Kontakt von Zellen mit Proteinen der ECM spielt eine bedeutende Rolle in der
Regulierung der Osteogenese von hMSCs (Salasznyk et al., 2007). Daher kommt
Kollagen | als Hauptbestandteil des ICBM eine besondere Rolle zu. Mizuno und Kuboki
haben Kollagen | als Osteogenese induzierendes Protein beschrieben (Mizuno and
Kuboki, 2001). Da die Zellen durch die Anhaftung auf dem ICBM von Beginn der
Differenzierung an mit Kollagen Typ | als Bestandteil der ECM in Kontakt waren, sind
sie vermutlich zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt der Differenzierungskaskade in
diese eingestiegen. Dies ware eine mogliche Erklarung dafiir, dass die Expression
einiger friher Proteine wie ALP in den Zellen fehlt.

Die im ICBM bereits vorliegende Kollagenstruktur wird moglicherweise von den Zellen
detektiert und eine eigene Kollagen I-Produktion nicht mehr eingeleitet.

Beziglich der Ergebnisse der RT-qPCR ist die vorhandene Transkriptionsmenge von
Osteonektin eher verringert. Fur die verschiedenen Differenzierungsmedien ergeben
sich kaum Unterschiede. Nur an Tag 14 ist die vorhandene mRNA-Menge unter allen
Einflissen geringgradig erhdht. Im Western Blot ist die Expression des Proteins

nachweisbar. Anders als im Monolayer, vor allem unter dem Zusatz DAG, kommt es
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zur Expression hoher Mengen von Osteonektin. Dies verdeutlicht die osteoinduktiven
Eigenschaften des ICBM durch das enthaltene Kollagen | (Mizuno and Kuboki, 2001).
Auch die im Vergleich zum Monolayer niedrigeren ACT-Werte von RUNX2 bestétigen
die osteoinduktiven Eigenschaften des dreidimensionalen Modells bei einer
Verkirzung der zeitlichen Ablaufe.

Die auf den REM-Bildern zu sehenden extrazellularen Ablagerungen sprechen fir zur
Exozytose entstandene Vesikel. Der erste Schritt der Mineralisierung der Matrix ist die
Formierung von Hydroxylapatit-Kristallen in Matrixvesikeln, die wiederum auf der
Oberflache von Osteoblasten ausgebildet werden. Diese Vesikel haben einen
Durchmesser von 50-200 nm (Orimo, 2010). Im nachsten Schritt penetrieren die
Hydroxylapatit-Kristalle die Vesikelmembran und dehnen sich in den extrazellularen
Raum. Fur diesen Prozess ist eine ausreichende Konzentration von Kalzium und
Phosphat nétig (Anderson, 2007). So entstehendes Hydroxyapatit lagert sich zwischen
den Kollagenfibrillen ein und vervollstandigt die Knochenmatrix (Orimo, 2010).
Pazzaglia und Kollegen beschrieben in ihrer Studie &hnliche Strukturen als
Exozytosevesikel (Pazzaglia et al., 2010). Hier wurden als Inhalt Materialien, die fir die
Ausbildung von Kollagenfibrillen nétig sind, beschrieben. Wahrend zwar noch keine
Fibrillen in den REM-Bildern zu sehen sind, sind die Vesikel ein Zeichen fur das
Stattfinden der Exozytose, die die Materialien fir die Ausbildung von Kollagenfibrillen
oder auch Hydroxylapatit aus der Zelle ausschleusen.

Das Einbringen von Zellen auf einem Tragermaterial in vivo erscheint sinnvoll, da die
Zellen so nicht sofort aus dem Defekt ausgeschwemmt werden kénnen. Die Zellen
breiten sich auf dem Trager auf einer groReren Oberflaiche aus und kdnnen daher
zwangslaufig nicht so schnell aus dem Implantationsgewebe wegdiffundieren.

Das Integrationspotential von auf einem Trager eingebrachten Zellen muss in vivo
noch evaluiert werden. Bisher wurden ausschlie3lich mit Zytokinen dotierte ICBM als
Transplantate eingesetzt. In dieser noch nicht publizierten Studie unserer
Arbeitsgruppe konnte durch die Verwendung von ICBM in vivo neuentstandener

Knochen nachgewiesen werden.

5.3.3 Einfluss angiogener Wachstumsfaktoren auf USSC

Eine endotheliale Differenzierung von USSC ist in der Literatur bisher nicht
beschrieben worden. Bislang wurden vor allem mit aus Nabelschnurblut stammenden
endothelialen Vorlauferzellen Differenzierungsversuche durchgefuhrt. Diese wurden

zum einen mittels verschiedener Tragermaterialien, aber auch durch den Zusatz von
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Wachstumsfaktoren differenziert (Das et al., 2009; Salmon et al., 2009). Um den
Nachweis von angiogenen Differenzierungsprozessen erbringen zu koénnen, sollten
einige Proteine im Gewebe bzw. in der Kultur vorhanden sein.

Das Fehlen der zu Beginn einer Differenzierung stehenden Rezeptoren, die eine
SignalUbertragung durch entsprechende Faktoren erst ermdglichen, ist eine erste
Erklarung fir die ausbleibende endotheliale Differenzierung der USSC.

Die Rezeptoren VEGFR-1 und -2 sind Bindungsstellen fur Mitglieder der VEGF-
Familie. VEGFR-2 bindet VEGF-A, C, D und E (Joukov et al., 1996; Quinn et al., 1993;
Terman et al., 1992). VEGFR-1 bindet VEGF-A, -C und PGF (de Vries et al., 1992).
Strukturell sind sich die beiden Rezeptoren sehr ahnlich und besitzen beide
Tyrosinkinasen-Aktivitat.

VEGFR-2 wird schon in den frihesten embryonalen Entwicklungsstadien von
Endothelzell-Vorlaufern exprimiert (Bai et al., 2010; Quinn et al., 1993). Es scheint der
Haupt-Signalrezeptor fir vaskuldre Endothelzellen zu sein, wohingegen VEGFR-1 fir
die Migration wichtig ist und vermutlich als ,Koéder“-Rezeptor fungiert, der der
Regulation der Bioverfligbarkeit von VEGF in einem gegebenen Gewebe dient (Clauss,
1998; Risau, 1997).

Studien an Knockout-Mausen haben gezeigt, dass sowohl VEGFR-1 als auch VEGFR-
2 fur die normale Entwicklung des embryonalen Gefa3systems essentiell sind.

Fong und Kollegen haben eine Studie an homozygoten Mausen mit einer Zielmutation
im VEGFR-1-Gen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass es zwischen Tag 8,5 und 9,5 p.c.
zum intrauterinen Fruchtod der Embryonen kam (Fong et al., 1995). Es entwickelten
sich sowohl in embryonalen als auch in extraembryonalen Gebieten Endothelzellen,
diese waren aber nicht imstande, sich zu normalen Gefal’kanédlen zu organisieren.
Dies demonstriert, dass VEGFR-1 fur die Organisation des embryonalen
Gefallsystems essentiell ist, nicht aber fir die Endothelzell-Differenzierung (Klagsbrun
and D'Amore, 1996).

In einer weiteren in vivo Studie an Mausen fiihrte die Inaktivierung des VEGFR-1-Gens
zu einem Ausbleiben der Vaskulogenese und der Entwicklung von Blutinseln, was
ebenfalls den intrauterinen Tod zwischen Tag 8,5 und 9,5 p.c. bedingte (Shalaby et al.,
1995).

Die Aktivierung von VEGFR-2 wird mit VEGF-induzierter Mitogenitat und Angiogenese
in Verbindung gebracht (Ferrara and Davis-Smyth, 1997), da diese die Differenzierung,
Proliferation und Migration von Endothelzellen induziert (Bernatchez et al., 1999) und

antiapoptotisch und permeabilitatssteigernd wirkt (Zygmunt et al., 2003). Im Gegensatz
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dazu wird die Erhaltung und Uberlebensfunktion von VEGF mit VEGFR-1 assoziiert,
und die Bindung an VEGFR-1 vermittelt die Endothelzell-Interaktion und
Tubulusformation (Fong et al., 1995). Dementsprechend wird die VEGFR-1 mRNA vor
allem im ruhenden Endothel exprimiert (Peters et al., 1993), wahrend VEGFR-2 in
erster Linie in proliferierenden Gefalien exprimiert wird (Quinn et al., 1993).

Mit der Abwesenheit dieser bedeutenden Rezeptoren fehlt den Wachstumsfaktoren
aus der Familie und Subfamilie der ,Vascular Endothelial Growth“-Faktoren wie VEGF
A, D und C sowie PGF die Mdglichkeit der Signallbertragung.

VEGF A ist ein Mitogen, das speziell auf Endothelzellen agiert und dazu fuhrt, dass die
vaskulare Permeabilitat erhoht, die Angiogenese, Vaskulogenese und das Wachstum
von Endothelzellen induziert, die Zellmigration geférdert und die Apoptose inhibiert
werden. Die Ergebnisse der PCR zeigen, dass die Zellen zwar die ndtige
Transkriptmenge exprimieren, um dieses Protein bilden zu kénnen, mit dem Fehlen
von VEGFR-1 und -2 ist eine Wirkung jedoch nicht méglich.

Auffallig ist, dass eine VEGF-A Expression auch in den Zellen, die ohne den Zusatz
von VEGF kultiviert wurden, hochreguliert ist. Eine mégliche Erklarung dafir ist, dass
verschiedene Zytokine oder Wachstumsfaktoren, wie der EGF (epidermal growth
factor), der keratinocyte growth factor, TGF-a und TGF-3 (transforming growth factor-a
und -B), die Hochregulation der VEGF-mRNA-Expression bedingen oder auch die
Freisetzung des VEGF-Proteins induzieren (Bezler, 2008). Aufgrund der
Expressionsergebnisse von EGF ist eine solche Erklarung denkbar. Da die
Transforming Growth-Faktoren nahezu unveréndert (eher runter reguliert) sind,
scheinen sich die Faktoren gegenseitig nicht negativ zu beeinflussen.

Die Zugabe von VEGF scheint also nicht erforderlich zu sein, da das Vorhandensein
der VEGF-mRNA ein Hinweis darauf ist, dass dieses Protein von USSC selbsténdig
exprimiert wird.

Wie in 2.3.3 beschrieben zahlen FGF-B und EGF zu potenten angiogenen
Wachstumsfaktoren und sind in EGM-2 enthalten. Wahrend EGF auf3er unter dem
Einfluss von EGM-2 stark hoch reguliert ist, ist FGF-B unter allen Umstdnden und
gleichbleibend nur geringgradig hochreguliert. FGF-A ist ebenso wie EGF stark hoch
reguliert, jedoch unter dem Einfluss von EGM-2 etwas geringer. Unterschiede in der
Expression bei den mit EGM-2 kultivierten Zellen sprechen fir die Mdglichkeit einer
Ruckkopplung und das Vorhandensein von spezifischen Signalwegen.
Endothel-spezifische Cadherine (VE-Cadherin) und Integrine (ITGAV) sowie
Plattenendothelzell-Adh&sionsmolekile (PECAM-1, CD31) sind Adhéasionsmolekile
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auf der Oberflache von humanen Endothelzellen und erméglichen die interzellulare
Adhéasion zwischen benachbarten Endothelzellen. Dies ist nétig, um ihre Funktion als
Diffusionsbarriere ausiiben zu kénnen. Ein Fehlen dieser Proteine und das damit
verbundene Unvermégen der Ausbildung von Zellverbindungen fihren zum Ausbleiben
vom endothelzell-spezifischen Funktionen.

VE-Cadherin wird wahrend der Embryonalentwicklung in den frihesten Stadien der
GefaRentwicklung ausgebildet (Vittet et al., 1997). Im Rahmen der Neovaskularisation
ist es fur die Ausbildung von Adharenz-Verbindungen zwischen den Endothelzellen
entscheidend (Liao et al., 2002). In Endothelzellen fihrte eine Nullmutation des VE-
Cadherin Gens zu einer erheblichen Veranderung in ihrem funktionellen Verhalten und
sie konnten keine gefal3ahnlichen Strukturen ausbilden (Vittet et al., 1997). Eine
weitere Funktion von VE-Cadherin ist die Aufrechterhaltung der Funktionalitdt von
BlutgefaRen (Breviario et al., 1995). DarlUberhinaus foérdert es das Zellwachstum
(Caveda et al., 1996) und hemmt die Apoptose (Herren et al., 1998).

Aufgrund der fehlenden Genexpression kdnnen USSC dieses Adhasionsmolekil
vermutlich nicht bilden. Damit fehlt den Zellen ein wichtiges Protein fir die
GefaRausbhildung. Dies diirfte die Moglichkeit der Gefallausbildung stark einschréanken.
PECAM-1 wird auf Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten exprimiert und weist
eine wichtige Beteiligung an den Gefalifunktionen auf (DeLisser et al., 1993b). Dieses
Adhéasionsmolekil reguliert die Angiogenese sowie die GefalRpermeabilitat und nimmt
an der transendothelialen Migration von Leukozyten bei Entziindungen teil (Buckley et
al., 1996). Eine wichtige Funktion von PECAM-1 ist die Initierung und
Aufrechterhaltung von Zell-zu-Zell-Verbindungen. Deren Ausbildung wird bei einer
Blockade von PECAM-1 durch den entsprechenden Antikdrper verhindert (DeLisser et
al., 1993a). Diese Verbindungen stellen Schlisselsignale fir die endotheliale
Proliferation dar (Buckley et al., 1996). Die Interaktionen von endothelialen Zell-zu-Zell-
Adhasionsmolekiilen sind fir die Bildung neuer GefalRe wichtig. Studien mit Knock-out
Mausen demonstrieren, dass PECAM-1 sowohl fiir das Uberleben, die Migration und
die funktionelle Organisation von Endothelzellen als auch fir die Gefallentwicklung
entscheidend ist (Chen and Tzima, 2009; Dimaio et al., 2008).

Auch PECAM-1 ist in sehr hohem Mal3e herrunter reguliert. Die Expression dieses
Proteins durch USSC ist daher auszuschlieRen. Damit fehlt ein weiteres fiur die
endotheliale Differenzierung essentielles Molekiil.

Als Gegenspieler der Angiogenese ist Thrombospondin-2 (THBS2) hochreguliert.

THBS2 moduliert Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, ist dabei aber ein potenter
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Inhibitor der Angiogenese (Streit et al., 1999). THBS-2 inhibiert das durch bFGF, IGF-
1, EGF und VEGF vermittelte Wachstum von mikrovaskularen Endothelzellen. Dies
geschieht zum einen durch die Unterdriickung des Zellzyklus und zum anderen durch
die Induktion des Zelltods (Armstrong et al., 2002). Park und Kollegen haben gezeigt,
dass von Endothelzellen produziertes THBS2 mit der Intensitat der Angiogenese
korreliert. Eine Uberexpression fiihrte in vivo unter anderem zu einer verminderten
GefalRneubildung im Bereich von Lasionen (Park et al., 2004). Ob dieses Protein auch
in vitro die GefalRneubildung inhibiert, bleibt fraglich.

Das Expressionsprofil der ausgewéhlten Gene zeigt, dass eine Differenzierung der
USSC durch EGM-2 oder die alleinige Gabe von VEGF nicht mdglich ist. Im Vergleich
zu vollkommen undifferenzierten USSC (Tag O/Kontrolle) haben sich durch den
Einfluss von Kultivierungsdauer und -zusatzen kaum Unterschiede im Expressionsprofil
ergeben.

Trotz des Vorhandenseins von einigen potenten angiogenen Wachstumsfaktoren
haben sich keine fur die Angiogenese spezifischen Gene ausgebildet. Mit dem Fehlen
der Rezeptoren ist klar, dass durch die eingeschrankte Signallbertragung weitere
Prozesse der Entwicklung nicht moglich sind.

Ob es sich bei der nicht induzierbaren Differenzierung zu angiogenen Strukturen um
ein nicht mehr verfigbares Entwicklungsprogramm handelt oder ob lediglich eines bzw.
wenige auslésende Signale bei den USSC nicht mehr vorhanden sind, muisste in
zusatzlichen Studien geklart werden. Das Vorhandensein einer Vielzahl von potenten
Wachstumsfaktoren und die trotzdem ausbleibende Differenzierung deuten jedoch auf
ein Unvermogen der Ausbildung von Endothelien durch diese Zelllinie hin.


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=bFGF
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6 Zusammenfassung

Der Einsatz von zellularen Transplantaten ist eine moderne und vielversprechende
Alternative zu bisher bestehenden Therapiekonzepten bei der Behandlung von
Knochendefekten. Das besondere Augenmerk liegt hierbei auf extrakorporal
hergestellten Gewebekonstrukten, die in einen Defekt eingesetzt werden und einheilen
konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Differenzierungspotential von humanen
Nabelschnurblutstammzellen (USSC) evaluiert und eine Mdoglichkeit der Kultivierung
dieser Zellen als Vorbereitung zum Einsatz in vivo untersucht. Desweiteren wurde das
Potential des Tragermaterials Zytokine aufzunehmen und zu speichern sowie diese
wieder abzugeben evaluiert. Mittels eines Tragermaterials eingebrachte Zytokine
koénnten sowohl kdrpereigene als auch transplantierte Zellen stimulieren.

Fur die osteogene Differenzierung der USSC wurden Dexamethason, Ascorbinsaure
und R-Glycerophosphat (DAG) sowie bone morphogenetic protein (BMP)-2 verwendet.
Neben der Differenzierung im Monolayer wurden die Zellen auf einer kollagenen
Knochenmatrix (ICBM) kultiviert und differenziert. Der Versuch der angiogenen
Differenzierung der USSC wurde mittels vascular endothelial growth factor (VEGF) und
Endothelial Growth Medium (EGM)-2 durchgefiihrt. Die charakteristischen Merkmale
der osteogenen Differenzierung wurden auf RNA- und Proteinebene sowie
phanotypisch anhand histologischer Farbungen und elektronenmikroskopischer
Aufnahmen nachgewiesen. Die Merkmale der angiogenen Differenzierung wurden
anhand des Transkriptionsprofils Uberpruft. Die Freisetzungskinetik von VEGF aus
einem ICBM wurde mittels eines ELISA gemessen. Die ICBM wurden mit Zytokinen
durch Trocknung oder durch eine Agarose/Gelatine-Beschichtung dotiert.

Durch die Verwendung von DAG konnten die charakteristischen Merkmale der
osteogenen Differenzierung anhand der genannten Methoden nachgewiesen werden.
Der Einsatz von BMP-2 fihrte unter den angewandten Bedingungen jedoch zu keiner
feststellbaren osteogenen Differenzierung der Zellen. Hier ist die Austestung dieses
Zytokins in  Kombination mit anderen Substanzen, wie beispielsweise einer

zusatzlichen Phosphatquelle, erforderlich. Alternativ ist auch die Verwendung von
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anderen Zytokinkonzentrationen zu Uberdenken. Eine generelle Differenzierung der
USSC zu knochenbildenden Zellen konnte sowohl im zwei- wie auch im
dreidimensionalen Modell gezeigt werden. Die Expressionsprofile osteogener Marker
unterscheiden sich in beiden Kulturen deutlich voneinander, woftr vor allem das 3D-
Tragermaterial verantwortlich zu sein scheint. Der Versuch, osteogen und angiogen
differenzierte Zellen desselben Ursprungs zusammenzufiihren, gelang nicht, da es
unter den gewahlten Bedingungen nicht méglich war, die USSC in die endotheliale
Linie zu differenzieren. VEGF lie3 sich gut auf das spongidose Gerlst des ICBM
auftragen und durch eine Beschichtung des Tragers wurde eine retardierte Abgabe
erreicht.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die untersuchten USSC zur osteogenen
Differenzierung geeignet sind. Insbesondere erscheint die Kombination der Zellen mit
einem  kollagenen Trager als ein vielversprechendes  Konstrukt  zur
Knochenregeneration. Hingegen konnte unter den gewdahlten Bedingungen keine
endotheliale Differenzierung der USSC induziert werden. Hier muss mithilfe weiterer
Untersuchungen geklart werden, ob die Zellen Uberhaupt ein Potential besitzen

angiogen zu differenzieren.
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7/ Summary

The application of cellular transplants is a modern and promising alternative to
established therapeutic concepts for the regeneration of bone defects. Particular
attention is paid to the production of extracorporeal manufactured tissue with the ability
to grow in a defect.

In this study the differentiation potential of human umbilical cord blood derived
unrestricted somatic stem cells (USSC) was evaluated and their cultivation prior to their
application in vivo was determined. In addition, the potential of the scaffold to absorb
and release cytokines was evaluated. Cytokines that are introduced on carrier
materials may stimulate both cells of the surrounding tissue and those provided in the
transplant.

For the osteogenic differentiation of USSC dexamethasone, ascorbic acid and [3-
glycerolphosphate (DAG) as well as bone morphogenetic protein (BMP)-2 were used.
Additionally to the differentiation in monolayers the cells were -cultivated and
differentiated on an insoluble collagenous bone matrix (ICBM). The use of vascular
endothelial growth factor (VEGF) and endothelial growth medium (EGM)-2 was tested
for angiogenic differentiation stimuli in USSC cultures. The characteristics of
osteogenic differentiation were verified by the detection of upregulated osteogenic
marker genes and proteins and also phenotypically by histological staining and electron
microscopy. The characteristics of angiogenic differentiation were investigated through
the determination of transcription profiles. The release kinetic of VEGF from ICBM was
measured in an ELISA. ICBMs were coated with cytokines by drying or in an
agarose/gelatin film.

The methods used in this study provided evidence that DAG was capable of inducing
the characteristics of osteogenic differentiation. Supplementation with BMP-2 did not
result in detectable osteogenic cell differentiation Testing the cytokine in combination
with other compounds serving as sources of phosphate and variation of cytokine
concentrations will be required. Osteogenic differentiation of USSC in two-dimensional
as well as in three-dimensional systems was demonstrated. The expression profiles of

osteogenic markers vary significantly between the investigated models, which may be
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attributed to influences from the scaffold material. A combination of different lineages
like osteogenic and angiogenic cells from the same source thus has to be reconsidered
as soon as appropriate conditions for differentiation will be available. VEGF was readily
applicable to the spongious structure of ICBM with characteristic release kinetics
depending on the method of coating used.

In summarizing the study, USSC is well qualified for osteogenic differentiation. In
particular, the combination of cells and scaffolds is a promising construct for bone
regeneration. With USSC a differentiation towards the endothelial lineage was not
available under the conditions used. Future studies should clarify whether USSC have

any inducible angiogenic potential.
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9 Anhang
9.1 Belegung der PCR-Platten
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
GAPDH ALP Kollagen | | Osteonektin | Osteopontin| RUNX2
A Kontrolle
B ohne Zusatz
C BMP-2
D DAG/BMP-2
E DAG

9.2 Cp-Werte der im Monolayer osteogen differenzierten USSC

USSC 8 USSC 18 Sa5/73

ID-Nr. 1347 1347 1444 1216 1605 1034 1200 1532 1136

Well Tag7 Tagl4 Tag2l (Tag7 Tagl4 Tag?2l |Tag7 Tagld Tagzl

A0l 13,96 13,96 16,01 | 16,76 14,48 14,69 15,16 14,99 15,18
A02 14,16 14,16 16,38 | 15,63 14,39 15,85 13,58 14,25 12,63
AO03 21,89 21,89 24,2 | 25,95 21,83 N/A 22,41 21,75 23,38
A04 22,24 22,24 23,74 | 24,29 23,46 24,25 21,62 25,08 23,83
A05 N/A N/A 22,39 22,18 20,88 21,69 22,35 24,84 23,92
A06 21,89 21,89 22,33| 19,98 21,98 22,53 22,63 24,54 22,54
AQ7 16,95 16,95 18,04 16,04 16,75 15,76 | 17,65 16,96 16,88
A08 17,48 17,48 19,32 15,18 16,93 15,88 17,52 18,93 17,36
A09 N/A  N/A N/A N/A  N/A N/A 16,55 33,22 8,61
Al0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A 28,76 24,01 16,3
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All N/A N/A N/A 25,22 N/A 26,81 12,6 30,47 7,49
Al2 N/A N/A N/A 25,83 N/A N/A 30,82 22,7 32,99
BO1 15,45 16,09 | 14,87 15,27 14,85 15,72 15,83 16,07
B02 14,66 15,52 14,5 14,76 13,71 14,59 15,05 15,51
BO3 21,94 24,64 | 22,23 22,07 22,52 22,97 23,52 23,94
B04 22,28 23,95| 22,24 22,97 22,34 23,26 23,13 24,28
B0OS5 21,62 24,58 24 23,08 24,89 22,66 22,31 19,35
B0O6 22,68 24,81 | 23,51 23,92 25,71 | 22,64 22,65 19,86
BO7 15,79 17,54 15,8 15,14 17,8 14,73 15,45 15,5
BO8 15,66 17,44 14,84 16,19 17,69 14,8 16,51 16,41
B09 31,87 30,53 |N/A 32,42 N/A N/A  N/A N/A

B10 31,9 30,42 | N/A 32,82 N/A N/A N/A N/A

B11 26,68 26,03 | 27,54 26,77 28,94 26,81 29,48 28,18
B12 26,62 26,03 | 28,35 27,6 29,56 27,77 29,36 27,8
Co1 14,58 15,64 15,99 | 15,32 16,04 15,76 | 13,67 15,74 19,81
Cc02 14 14,53 15,6 14,83 15,59 14,89 13,12 14,19 19,01
Co03 21,23 24,19 24,02 | 22,71 24,86 23,28 21,75 22,76 28,04
co4 21,33 23,16 23,2| 22,69 23,61 23,26 21,99 23,25 28,04
C05 24,13 2491 23,71| 22,96 22,78 2496 22,09 20,73 21,31
CO06 23,96 24,65 23,96| 23,65 2351 24,78| 22,32 21,13 21,44
Cco7 13,89 16,45 17,12 | 15,27 15,53 16,21 13,35 14,26 21
Co08 14,15 16,12 16,66 | 15,59 16,14 15,53 | 14,14 15,37 22,71
C09 32,26 31,27 30,63 | N/A 32,24 31,71] 26,32 N/A 18,72
C10 32,24 32,56 31,36 | N/A 32,35 32,14 | N/A N/A 14,55
Cl1 25,99 26,89 2566| 26,7 2589 2642|2594 27,95 33,52
C12 25,78 26,44 26,2 | 28,07 25,97 26,04 | 27,54 28,61 N/A

D01 14,28 16,76 17,08 15,61 15,17 15,95 16,6 16,13 16,47
D02 14,47 15,34 16,14 | 14,63 15,04 14,45 15,52 14,83 15,74
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D03 20,96 22,14 24,48| 21,79 2355 22,85| 23,72 24,34 2591
D04 20,64 22,64 23,82 21,99 2325 22,65| 23,68 2444 26,11
D05 22,47 22,71 2361 23,1 22,48 24,65| 23,17 21,28 21,66
D06 22,48 22,83 23,77( 23,06 2251 2456 23 21,31 21,88
D07 13,33 1596 17,43]| 14,34 15,03 16,48]| 1553 1545 16,72
D08 13,87 16,68 17,68| 1454 16,51 16,56 155 1493 17,34
D09 34 32,82 32,35[N/A N/A N/A N/A 22,76 22,88
D10 34 N/A 31,93 [ N/A N/A N/A N/A N/A N/A

D11 24,71 N/A 25,69 25,08 26,05 27,77| 26,5 26,44 29,23
D12 25,09 28,11 25,3| 25,57 26,3 28,26| 26,89 2596 29,36
EO1 16,53 18,13 18,66 | 15,84 16,91 17,19| 15,47 17,8 17,98
EO02 15,61 17,57 17,52 17,16 15,88 16,42 14,5 17,01 17,09
EO03 21,01 20,32 22,39 20,44 20,16 21,15| 19,58 21,52 21,12
EO4 21,97 21,58 22,54| 21,36 20,3 21,59 19,28 21,35 21,63
EO05 23,34 23,76  24,75| 22,13 23,39  26,73| 22,81 23,93 22,66
E06 23,08 23,95 2523| 21,64 2391 26,97| 22,77 23,75 23,17
EO7 14,73 16,74 18,16| 14,9 1571 16,89 15,19 16,43 16,74
EO08 14,78 17,04 17,81 15,38 15,83 16,94 | 15,22 16,24 16,69
E09 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

E10 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

El1l 25,03 25,99 25,68( 25,14 2574 2592]| 27,07 25,78 27,48
E12 25,36 N/A 25,64| 26,88 24,83 26,95| 27,57 27,45 28,14
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9.3 Cp-Werte der im 3D-Modell osteogen differenzierten USSC

Tag 7 Tag 14 Tag 21
ID-Nr. 1043 1502 1359 1546 1306 1147
A0l 15,82 N/A 14,9 15,64 | N/A 16,72
A02 15,96 15,3| 14,58 15,29 14,93 16,6
AO03 24,16 23,86 24,92 25,15| 24,12 24,55
A04 23,75 23,42 24,25 25,98 | 23,75 24,39
A05 18,09 18,64 | 22,79 24,34| 18,64 19,45
A06 18,86 18,34 22,8 24,57 | 18,08 19,6
AO07 15,55 15,51 17,01 16,79 15,65 15,39
A08 14,9 15,83 | 16,54 15,98 15,04 15,76
A09 N/A N/A 32,11 30,76 | 37,73 N/A
Al10 N/A  N/A 31,1 33,01 36,92 N/A
All N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Al2 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
BO1 23,45 21,43 16,24 15,99 22,58 24,3
B02 24,04 21,92 15,69 15,74 23,05 24,36
BO3 35,01 34,84 31,72 32,26 34,1 35,49
B04 N/A 33,33 | 31,87 31,54 | 33,66 35,23
B0O5 22,84 24,56 24,66 23,7| 22,87 23,39
B0O6 22,78 24,05 24,35 23,48 | 23,46 23,27
BO7 21,42 22,17 15,12 14,84 22,74 22,52
BO8 21,6 2285 15,2 15,04 23,3 23,07
B09 N/A N/A 31,58 32,18 | N/A N/A
B10 N/A N/A 31,38 32,18 | N/A N/A
B11 32,51 38,57 | 27,06 26,57 | 37,53 34,54
B12 32,27 35,72 | 26,81 26,77| 35,29 34,65
Cco1 19,44 18,51 17,01 15,14 | 18,22 23,93
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Cc02 19,31 17,69 16,51 14,94 18,26 23,44
CO03 31,16 31,01 | N/A 31,12 | 29,77 34,07
Cco4 30,98 30,72]| 33,53 30,8| 30,14 34,25
CO05 23,82 23,04( 25,41  23,29| 22,93 26,86
Co06 235 2381| 2548 23,67 22,96 27,03
Cco7 18,19 17,63| 16,3 14,76 17,92 23,98
Cco08 18,79 18,12 | 16,54 14,93 | 18,05 24,42
C09 N/A N/A 32,59 32,3 N/A N/A

C10 N/A N/A 32,35 32,11 36,5 N/A

Cl1 31,21 31,87 | 28,38 25,78 | 30,11 34,43
C12 31,45 32,07 | 28,64 26,54| 30,21 34,3
D01 22,69 24,07 | 16,74 15,51 22,43 23,16
D02 22,67 23,46 15,85 15,07 21,95 22,29
D03 36,04 37,66 | N/A 32,54| 37,64 38,16
D04 36,08 N/A 33,57 31,92 |N/A 36,55
D05 24,21 23,99 24,02 23,29| 24,49 23,83
D06 24,74 24,19( 24,16 23,34 | 24,76 23,86
D07 21,89 22,36 15,82 15,3| 22,04 221
D08 22,14 22,67 15,56 15,44 21,97 22,16
D09 N/A N/A 33,11 N/A N/A N/A

D10 N/A N/A 33,14 N/A N/A N/A

D11 32,72 32,97 | 26,79 25,95| 32,11 32,58
D12 32,04 33,14 | 27,08 26,48 | 32,59 32,92
EO1 21,41 20,87 16,5 15,98 | 24,26 23,7
EO02 21,64 21,79 15,75 1494 24,16 23,78
EO03 3597 37,65| 29,76  31,17| 36,55 36,83
EO4 37,14 N/A 29,56 30,8| 35,77 37,11
EO5 25 23,73 | 25,51 23,43 | 23,72 25,1
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EO06 24,75 23,87 25,39 23,03 | 23,85 25,41
EO7 21,05 21,65| 16,18 15,43| 23,61 23,69
EO8 20,97 21,41 15,73 15,29 23,58 23,61
E09 N/A N/A 33,4 N/A N/A N/A
E10 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Ell 32,27 31,66 25,51 25,83 32,3 32,97
E12 31,47 31,62 | 25,86 26,29| 32,91 33,43

9.4 RT? Profiler™ - Angiogenese

Position NCBI Acc.-Nr. Bezeichung Beschreibung
A0l NM_005163 AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
A02 NM_001146 ANGPT1 Angiopoietin 1
A03 NM_001147 ANGPT2 Angiopoietin 2
A04 NM_014495 ANGPTL3 Angiopoietin-like 3
AO05 NM_001039667 ANGPTL4 Angiopoietin-like 4
AO6 NM_001150 ANPEP Alanyl (membrane) aminopeptidase
AQ07 NM_001702 BAIl1 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1
AO8 NM_002986 CCL11 Chemokine (C-C maotif) ligand 11
A09 NM_002982 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
Al0 NM_001795 CDH5 Cadherin 5, type 2 (vascular endothelium)
All NM_030582 COL18A1 Collagen, type XVIII, alpha 1
Al2 NM_000091 COL4A3 Collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigen)
BO1 NM_001511 CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
growth stimulating activity, alpha)
B02 NM_001565 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
B03 NM_002090 CXCL3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3
B04 NM_002994 CXCL5 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5
B05 NM_002993 CXCL6 Chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte
chemotactic protein 2)
B0O6 NM_002416 CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9
BO7 NM_001953 TYMP Thymidine phosphorylase
B08 NM_001400 S1PR1 Sphingosine-1-phosphate receptor 1
B09 NM_182685 EFNA1 Ephrin-Al
B10 NM_004952 EFNA3 Ephrin-A3
B11 NM_004093 EFNB2 Ephrin-B2
B12 NM_001963 EGF Epidermal growth factor (beta-urogastrone)
Cco1 NM_000118 ENG Endoglin
C02 NM_004444 EPHB4 EPH receptor B4
C03 NM_001432 EREG Epiregulin
Cco4 NM_000800 FGF1 Fibroblast growth factor 1 (acidic)
C05 NM_002006 FGF2 Fibroblast growth factor 2 (basic)
CO06 NM_000142 FGFR3 Fibroblast growth factor receptor 3
co7 NM_004469 FIGF C-fos induced growth factor (vascular endothelial

growth factor D)
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cos

C09
C10

Cl

C12
DO1

D02

D03
Do4
D05
D06
Do7
D08
D09
D10

D11

D12
EO1

EO02
EO3
EO4
EO5
EO6

EO7

EO8
EO09
E10
E1ll
E12
FO1
F02
FO3
F04
FO05
FO6
FO7

FO08

F09
F10
F11
F12

NM_002019

NM_021973
NM_000601

NM_001530

NM_006665
NM_002165

NM_002167

NM_024013
NM_002176
NM_000619
NM_000618
NM_000576
NM_000600
NM_000584
NM_002210

NM_000212

NM_000214
NM_002253

NM_005560
NM_007015
NM_000230
NM_002391
NM_004530

NM_004994

NM_004557
NM_003873
NM_003872
NM_002607
NM_000442
NM_002619
NM_002632
NM_002658
NM_000301
NM_020405
NM_021935
NM_000962

NM_002615

NM_021972
NM_015136
NM_000459
NM_003236

FLT1

HAND2
HGF

HIF1A

HPSE
ID1

ID3

IFNA1
IFNB1
IFNG
IGF1
IL1B
IL6
IL8
ITGAV

ITGB3

JAG1
KDR

LAMAS
LECT1
LEP
MDK
MMP2

MMP9

NOTCH4
NRP1
NRP2
PDGFA
PECAM1
PF4
PGF
PLAU
PLG
PLXDC1
PROK2
PTGS1

SERPINF1

SPHK1
STAB1
TEK
TGFA

Fms-related tyrosine kinase 1 (vascular
endothelial growth factor/vascular permeability
factor receptor)

Heart and neural crest derivatives expressed 2
Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter
factor)

Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic
helix-loop-helix transcription factor)
Heparanase
Inhibitor of DNA binding 1, dominant negative
helix-loop-helix protein
Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative
helix-loop-helix protein
Interferon, alpha 1
Interferon, beta 1, fibroblast
Interferon, gamma
Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
Interleukin 1, beta
Interleukin 6 (interferon, beta 2)
Interleukin 8
Integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha
polypeptide, antigen CD51)

Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen
CD61)

Jagged 1 (Alagille syndrome)

Kinase insert domain receptor (a type Ill receptor
tyrosine kinase)

Laminin, alpha 5
Leukocyte cell derived chemotaxin 1
Leptin
Midkine (neurite growth-promoting factor 2)
Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa
gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa
gelatinase, 92kDa type IV collagenase)
Notch homolog 4 (Drosophila)
Neuropilin 1
Neuropilin 2
Platelet-derived growth factor alpha polypeptide
Platelet/endothelial cell adhesion molecule
Platelet factor 4
Placental growth factor
Plasminogen activator, urokinase
Plasminogen
Plexin domain containing 1
Prokineticin 2
Prostaglandin-endoperoxide synthase 1

(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)

Serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2
antiplasmin, pigment epithelium derived factor),
member 1
Sphingosine kinase 1
Stabilin 1
TEK tyrosine kinase, endothelial
Transforming growth factor, alpha
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GO01
GO02
GO03
G04
GO05
GO06
GO7
GO08
GO09

G10
Gl1
G12
HO1
HO2
HO3
HO4
HO5
HO6
HO7
HO08
HO09
H10
H11
H12

NM_000660
NM_003238
NM_004612
NM_003246
NM_003247
NM_003254
NM_003255
NM_000362
NM_000594

NM_006291
NM_003376
NM_005429
NM_004048
NM_000194
NM_012423
NM_002046
NM_001101
SA_00105
SA_00104
SA_00104
SA_00104
SA_00103
SA_00103
SA_00103

TGFB1
TGFB2
TGFBR1
THBS1
THBS2
TIMP1
TIMP2
TIMP3
TNF

TNFAIP2
VEGFA
VEGFC

B2M
HPRT1
RPL13A
GAPDH
ACTB
HGDC
RTC
RTC
RTC
PPC
PPC
PPC

Transforming growth factor, beta 1
Transforming growth factor, beta 2
Transforming growth factor, beta receptor 1
Thrombospondin 1
Thrombospondin 2
TIMP metallopeptidase inhibitor 1
TIMP metallopeptidase inhibitor 2
TIMP metallopeptidase inhibitor 3
Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member
2
Tumor necrosis factor, a)llpha-induced protein 2
Vascular endothelial growth factor A
Vascular endothelial growth factor C
Beta-2-microglobulin
Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
Ribosomal protein L13a
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Actin, beta
Human Genomic DNA Contamination
Reverse Transcription Control
Reverse Transcription Control
Reverse Transcription Control
Positive PCR Control
Positive PCR Control
Positive PCR Control
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