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1 Einleitung 

1.1 Entwicklungs(knochen)toxizität – Grundlagen und Prüfstrategien 

1.1.1 Grundlagen 

Die Entwicklungstoxikologie ist ein Teilgebiet der Toxikologie, das sich mit der Untersuchung 

von adversen Effekten beschäftigt, die durch exogene Einflüsse auf den sich entwickelnden 

Organismus verursacht wurden. Als Folge einer entwicklungstoxischen Schädigung kann es 

zum Tod des Embryos oder Fetus, strukturellen Fehlbildungen, Wachstumsverzögerungen 

oder funktionellen Defiziten kommen. Es wird geschätzt, dass ca. 2–8,5 % der Entwicklungs-

störungen auf Umwelteinflüsse, die toxische Chemikalien mit umfassen, zurückgeführt 

werden können (Miller et al., 2007). Genetisch bedingte Ursachen bilden im Vergleich mit ca. 

13,5–28 % eine deutlich gewichtigere Position, allerdings ist der überwiegende Anteil auf 

multifaktorielle (ca. 20–50 %) oder unbekannte (ca. 34–70 %) Gründe zurückzuführen. Der 

sich entwickelnde Organismus besitzt eine besondere Sensitivität gegenüber exogenen 

Noxen. Dies erscheint nicht überraschend im Hinblick darauf, dass während der Entwicklung 

in kürzester Zeit ein komplexes biologisches System entsteht, dass die Spezifizierung in 

mehr als 200 Zelltypen, die Organisation von diesen zu funktionellen Organen und die 

Anlage einer umfangreichen Infrastruktur zur Versorgung und Kommunikation umfasst und 

die Grundlage für Jahre und Jahrzehnte bildet. 

Während der Embryogenese gibt es Phasen unterschiedlicher Sensitivität und das Ausmaß 

und die Art der Schädigung hängen, neben anderen Faktoren, wie z. B. dem toxischen 

Wirkmechanismus und der Dosis einer Substanz, davon ab in welchem Entwicklungsstadium 

eine Exposition mit einer Noxe erfolgt (Abb. 1 und Abb. 2) (Schäfer et al., 2012). In der 

ersten Phase, von der Fertilisation bis zur Bildung der Blastozyste, ist der frühe Embryo 

relativ resistent gegenüber exogen induzierten Fehlbildungen. Die embryonalen Zellen sind 

zu diesem Zeitpunkt pluripotent und besitzen keine Spezifizierung, sodass geschädigte 

Zellen leicht ersetzt werden können, es sei denn die Noxe ist so stark, dass es zum Abort 

kommt. Die anschließende Organogenese ist die sensitivste Periode gegenüber Terato-

genen, d. h. äußeren Faktoren, die durch entwicklungstoxische Effekte strukturelle Miss-

bildungen hervorrufen können. In diesem Zeitraum, der beim Menschen ca. die dritte bis 

achte Schwangerschaftswoche umfasst, werden zunächst die drei Keimblätter (Endo-, Meso- 

und Ektoderm) gebildet, aus denen dann durch weitere Differenzierung und Spezifizierung 



 

der Zellen die individuellen

zeitversetzt und nimmt einen unterschied

seine eigene Phase mit einer besonders hohen

Reifung des Embryos nimmt die Anfälligkeit für Fehlbildungen ab. Während der Fetalperiode, 

die durch das Wachstum und die funktionelle Reifung der Organe

toxische Einflüsse seltener zu schwerwiegenden morphologischen Beeinträchtigungen, 

können aber Wachstumsverzögerungen und funktionelle Defizite verursachen. Für einige 

Organe, wie 

Geburt nicht abgeschlossen und setzt sich postnatal zu
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1.1.2 Konventionelle in vivo Prüfung 

Die Beurteilung des entwicklungstoxischen Potentials für den Menschen ist für zahlreiche 

Erzeugnisse, wie Industriechemikalien, Pharmazeutika, Kosmetikprodukte, Lebensmittelzu-

satzstoffe und verbrauchernahe Produkte, von Bedeutung. Die konkreten regulatorischen 

Anforderungen an die Testung variieren in Abhängigkeit vom Erzeugnis, dem Land in dem 

sie vertrieben werden und unter Umständen dem Produktionsvolumen. 

Es gibt allerdings für Chemikalien von der Organisation for Economic Co-operation and 

Development (OECD) standardisierte und harmonisierte Richtlinien, wie entwicklungsto-

xische Prüfungen durchgeführt werden sollten. Für Pharmazeutika gelten Richtlinien, die 

durch das International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharma-

ceuticals for Human Use (ICH) herausgegeben werden. Die Richtlinien beider Organisati-

onen beruhen auf tierexperimentellen Untersuchungen. In Bezug auf die OECD sind entwick-

lungstoxische Prüfungen z. B. ein Teil der Richtlinien Nr. 416 (2-Generationen-Studie), 443 

(erweiterte 1-Generations-Studie) und 421 bzw. 422 (Screening Studien). Hinsichtlich des 

ICH sind sie u. a. in das Dokument S5(R2), 4.1.2 (Studie zur prä- und postnatalen Entwick-

lung) integriert. 

Insbesondere relevant sind jedoch die OECD-Prüfrichtlinie Nr. 414 (Studie zur pränatalen 

Entwicklungstoxizität) (OECD, 2001) und das ICH-Dokument S5(R2), 4.1.3 (Studie zu 

Effekten auf die embryonale und fetale Entwicklung) (ICH, 2005). Diese Untersuchungen 

werden als Konsequenz aus dem Thalidomid-Skandal üblicherweise an zwei Spezies durch-

geführt, einem Nager (zumeist Ratte) und einem Nicht-Nager (zumeist Kaninchen). Das 

experimentelle Vorgehen beinhaltet eine Substanzapplikation an trächtigen Muttertieren über 

die gesamte Tragzeit, beginnend mit der Präimplantationsperiode. Im Anschluss werden 

sowohl die toxischen Effekte auf die Muttertiere als auch auf die Nachkommen (Tod der 

Feten, Fehlbildungen etc.) bewertet. Die Richtlinien sehen den Einsatz von 20 trächtigen 

Tieren pro Substanzdosis mit mindestens drei Dosen und entsprechenden Kontroll- und 

Vehikelgruppen vor, was in einer Gesamtzahl von annähernd 1000 Tieren pro Testsubstanz 

resultiert (Muttertiere und Nachwuchs). 

Die Untersuchung der skelettalen Entwicklung ist ein integraler und wichtiger Bestandteil von 

Entwicklungstoxizitätsstudien. In Experimenten mit Nagern wird ca. die Hälfte des Wurfs 

dahingehend examiniert, im Fall von Nicht-Nagern gilt dies für die gesamte Nachkommen-

schaft. Die Feten werden dabei in einem späten Stadium aus den getöteten Muttertieren 

entnommen und das Skelett mit Alizarin Rot S gefärbt. Anschließend erfolgt eine detaillierte 
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Analyse der verschiedenen Knochen und der ca. 200 Ossifikationszentren, nicht nur in 

Bezug auf offensichtlich erkennbare Fehlbildungen, sondern auch hinsichtlich subtilerer Ver-

änderungen und Verzögerungen in der Entwicklung (Carney und Kimmel, 2007). 

Skelettale Anomalien werden sehr häufig in Entwicklungstoxizitätsstudien an Tieren beob-

achtet. So konnten Bremer et al. (2007) in einer Analyse zu 202 entwicklungstoxischen 

Substanzen z. B. zeigen, dass bei fast 80 Stoffen skelettale Parameter statistisch signifikant 

auffielen und damit zu den wichtigsten registrierten Effekten zählten. Neben manifestierten 

Fehlbildungen werden jedoch auch sogenannte Variationen, wie z. B. wavy ribs, Extrarippen 

oder geringe Verzögerungen in der Ossifikation, sehr oft und häufig als erster Effekt bei 

vergleichsweise geringen Dosierungen beobachtet. Ihre Relevanz als Hinweis auf ein terato-

genes Potential einer spezifischen Substanz ist umstritten, da sie nicht selten auch in den 

Kontrolltieren auftreten, meist reversibel sind und widersprüchliche Beobachtungen bzgl. 

einer Korrelation zur Substanzdosis und zur maternalen Toxizität gemacht wurden (Carney 

und Kimmel, 2007; Daston und Seed, 2007). Erschwerend kommt hinzu, dass die Unter-

suchung nur eine Momentaufnahme zu einem bestimmten Zeitpunkt am Ende der fetalen 

Entwicklung darstellt und die Terminologie sowie die Bewertung zwischen Laboren nicht ein-

heitlich sind. Daher wird die Bedeutung von skelettalen Variationen für die Risikobewertung 

für den Menschen debattiert und erfordert ein besseres Verständnis der zugrunde liegenden 

molekularen Mechanismen (Carney und Kimmel, 2007; Daston und Seed, 2007). 

1.1.3 Notwendigkeit des Einsatzes alternativer Prüfmethoden 

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel angeführt, erfordern Entwicklungstoxizitätsstudien 

den Einsatz einer hohen Anzahl von Versuchstieren und sie sind, wie die meisten Tierver-

suche, sehr belastend für diese. In der Europäischen Union (EU) werden jedes Jahr über 

eine Million Versuchstiere für Studien zur Toxizität und Sicherheit von Stoffen eingesetzt, 

wobei Tests zur Reproduktions- und Entwicklungstoxizität mit ca. 10 % an dritter Stelle ste-

hen (European Commission, 2013, 2010). Zusätzlich zu dem hohen Tierverbrauch sind diese 

in vivo Untersuchungen kosten- und zeitintensiv (Augustine-Rauch, 2007; Fleischer, 2007). 

Ein noch wichtigerer Punkt ist, dass Tiermodelle nur eine limitierte Prädiktivität im Hinblick 

auf die Toxizität für den Menschen besitzen (Bailey et al., 2014; Knight, 2007; Olson et al., 

1998). Bailey et al. (2005) führten dazu anhand der in der wissenschaftlichen Literatur und 

Datenbanken verfügbaren Daten eine spezifische Analyse für bekannte humane Teratogene 

durch. Die positive Vorhersagekraft variierte dabei stark bei den zwölf gängigen Versuchs-
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tierspezies. Bei einer Einteilung der Stoffe in elf Substanzgruppen lag sie zwischen 20–

100 % und im Mittel bei 51 %. Bei Betrachtung der 35 individuellen Pharmazeutika und 

Chemikalien schwankte die positive Prädiktivität zwischen 0–100 % und betrug im Mittel 

56 %. Diese Untersuchung illustriert anschaulich, dass es kein experimentelles Tiermodell 

erster Wahl gibt, das alleinig in der Lage ist das teratogene Potential von Substanzen für den 

Menschen zu bestimmen. Die Ursachen für die Differenzen zwischen verschiedenen Spezies 

sind vielfältig. Bailey et al. führen u. a. Unterschiede in der Anatomie und der Entwicklung 

der einzelnen Organismen sowie in der Absorption, Verteilung, Metabolisierung und Aus-

scheidung von Substanzen auf. Zudem haben die experimentelle Durchführung und Aus-

wertung, aber auch Umweltparameter einen Einfluss. 

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel angeführt, werden Entwicklungstoxizitätsstudien in 

der Regel an zwei Spezies durchgeführt, um die unzureichende prädiktive Kapazität ein-

zelner Tiermodelle zu kompensieren. Allerdings ist auch dieser Ansatz nicht ausreichend, um 

das teratogene Potential aller Substanzen korrekt abzuschätzen. Bremer et al. (2007) führten 

diesbezüglich beispielhaft Kalkulationen durch. Dabei wurde die von Experten aufgestellte 

Annahme einbezogen, dass 5 % aller Substanzen entwicklungstoxische Effekte im Embryo 

hervorrufen können. Des Weiteren wurde die über wissenschaftliche Auswertungen erstellte 

Schätzung berücksichtigt, dass die Interspezieskorrelation 60 % beträgt. Unter diesen 

Voraussetzungen würden bei 1000 zu testenden Substanzen von den theoretisch erwarteten 

50 entwicklungstoxischen Stoffen acht nicht identifiziert werden (falsch-negative Zuordnung). 

Die Zahlen sind allerdings insbesondere ernüchternd für die nicht-entwicklungstoxischen 

Substanzen, die den Großteil ausmachen: Mehr als 600 würden hier als falsch-positiv einge-

ordnet werden, was entsprechende regulatorische und wirtschaftliche Konsequenzen nach 

sich ziehen kann. 

Neben den zuvor angeführten Aspekten machen aber auch die zahlreichen regulatorischen 

Entwicklungen der letzten Jahre den Einsatz von alternativen Testmethoden in der Toxizi-

tätsprüfung dringend erforderlich. Im Zuge der in 2007 eingeführten EU-Chemikalienverord-

nung REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) sollen 

umfangreiche sicherheitstoxikologische Daten für alle Chemikalien, deren Produktionsvolu-

men über eine Tonne pro Jahr beträgt, bis 2018 gesammelt werden (European Parliament 

and Council, 2006). Dies gilt sowohl für neue registrierungspflichtige Chemikalien als auch 

für Altstoffe, die einer Re-Evaluierung unterzogen werden sollen. In der wissenschaftlichen 

Gemeinschaft wurde und wird intensiv über die tatsächlichen Versuchstierzahlen und 

Kosten, die mit REACH einhergehen, diskutiert (Hartung und Rovida, 2009; Höfer et al., 
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2004; Pedersen et al., 2003; Rovida und Hartung, 2009; van der Jagt et al., 2004). In Bezug 

auf die Versuchstierzahlen variieren die Schätzungen dabei von 2,6–54 Millionen Tieren, 

hinsichtlich der Kosten wird ein Bedarf von ca. 1,5–9,5 Billionen Euro angenommen. 

Reproduktions- und entwicklungstoxische Studien tragen dabei erheblich zu den Zahlen bei. 

Abgesehen davon ist es allerdings auch ein Ziel von REACH, den Einsatz von Alternativ-

methoden zu fördern (European Parliament and Council, 2006, Artikel 1 (1)). Dabei werden 

konkrete Maßnahmen, wie die Anwendung von grouping/read-across zu anderen Stoffen, 

der Einbezug von Nichtstandard-Daten über weight of evidence Ansätze und auch die 

Verwendung von Daten aus in vitro Testmethoden, empfohlen. 

Mit der Novellierung der Europäischen Kosmetikdirektive wurde ein zeitlich abgestufter 

Ausstieg aus der tierexperimentellen Sicherheitsbewertung von kosmetischen Produkten in 

der EU implementiert (European Parliament and Council, 2003). Das Inverkehrbringen von 

kosmetischen Produkten, für die neue Inhaltsstoffe an Tieren getestet wurden, ist daher seit 

2013 komplett verboten. Dies wurde auch in die seit 2013 vollständig gültige EU-Kosmetik-

verordnung übernommen (European Parliament and Council, 2009, Artikel 18) und gilt 

sowohl für akute Toxizitätstestungen als auch für chronische Studien bzw. Prüfungen nach 

wiederholter Substanzapplikation (z. B. Entwicklungstoxizität). In den USA ist mit dem 2013 

vorgeschlagenen Safe Cosmetics and Personal Care Products Act (Schakowsky et al., 2013) 

hingegen eine entgegengesetzte Entwicklung zu beobachten. Dieses Dokument fordert ein 

neues, erweitertes Programm zur Evaluierung fertiger Kosmetikprodukte und ihrer Bestand-

teile, was nach Schätzungen von Knight und Rovida mit einer Versuchstierzahl von 1–11,5 

Millionen Tieren und Kosten von 1,7–9 Billionen US Dollar einhergehen könnte (Knight und 

Rovida, 2014). Es sollen zwar auch hier alternative Testmethoden verwendet werden, aller-

dings ist dies nur gefordert, wenn diese auch zur Verfügung stehen, was insbesondere für 

chronische Studien und Prüfungen mit wiederholter Substanzapplikation nicht gegeben ist. 

Andererseits wird die Verwendung von humanrelevanten in vitro Testsystemen in Kombina-

tion mit computational biology seit dem Vorschlag des National Research Council zur strate-

gischen Neuausrichtung in der Toxizitätsprüfung (National Research Council, 2007) in den 

USA derzeit intensiv ausgeweitet und vorangetrieben. In diesem Zusammenhang sind von 

den nationalen Behörden umfangreiche Programme, wie Tox21 und ToxCast, ins Leben 

gerufen worden, in denen tausende Stoffe mittels Hochdurchsatzverfahren gescreent 

werden, um ihr toxisches Potential zu erkunden, zu priorisieren und ein besseres Verständ-

nis vom Mechanismus der Toxizität zu erhalten (Environmental Protection Agency, n.d.; 

n.d.). Auch in der EU wurden und werden im Rahmen großer Kollaborationsprojekte, wie 
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SEURAT, ESNATS und EU-ToxRisk, neue Strategien zur Toxizitätstestung verfolgt, die 

neben Computer-gestützten Methoden auf dem Einsatz von in vitro Systemen basieren (EU-

ToxRisk, n.d.; Gocht und Schwarz, 2015; Rovida et al., 2014). 

Für die pharmazeutische Industrie bestehen spezifische Erfordernisse, die den Einsatz von 

kostengünstigen und schnell durchführbaren alternativen Toxizitätstests notwendig machen. 

In diesem Bereich führte der verstärkte Einsatz der kombinatorischen Chemie in den letzten 

Jahrzehnten zum Aufbau großer Bibliotheken potentieller Wirkstoffe, die für weitere 

Anwendungen bezüglich ihrer therapeutischen Eigenschaften getestet werden müssen. Dies 

schließt die Testung ihrer möglichen toxischen Eigenschaften mit ein. Gleichzeitig haben 

sich die zur Verfügung stehenden Substanzmengen für die Testung der individuellen 

Wirkstoffkandidaten stark reduziert und nur eine geringe Anzahl an Kandidaten erreicht 

tatsächlich den Eingang in klinische Prüfungen bzw. die spätere Marktreife, wobei toxische 

Effekte ein Haupthindernis darstellen (Arrowsmith, 2011; Kola und Landis, 2004). Einen 

vielversprechenden Lösungsansatz für eine effiziente Vorselektion auf einer möglichst frühen 

Stufe der Wirkstoffentwicklung stellt daher die Anwendung von in vitro Tests im Hochdurch-

satzverfahren dar (Schoonen et al., 2009). 

1.1.4 Alternative Prüfmethoden  

Im Hinblick auf die Etablierung von alternativen Testsystemen wurden in den letzten Jahren 

zahlreiche Ansätze entwickelt, die spezifisch entwicklungstoxische Fragestellungen adressie-

ren. Diese basieren auf Modellen mit unterschiedlicher physiologischer und technischer 

Komplexität. Zum einen handelt es sich dabei um Kulturen differenzierender Zellen, vorran-

gig basierend auf embryonalen Stammzellen (ES Zellen), und zum anderen um ex vivo An-

sätze in denen Embryonen von unterschiedlichen Spezies verwendet werden. 

In zahlreichen Studien wurde der Einsatz von Zebrafischembryonen als Testmodell unter-

sucht und weiterentwickelt (Ball et al., 2014; Brannen et al., 2010; de Jong et al., 2011; 

Gustafson et al., 2012; Selderslaghs et al., 2012; Yamashita et al., 2014). Die Vorteile dieses 

Systems sind u. a. eine kostengünstige Unterhaltung, hohe Reproduktionsraten, die schnelle 

Entwicklung des Organismus, konservierte genetische Programme für die Entwicklung in 

Fischen und Säugetieren, eine umfangreiche Datenbasis zur Entwicklung und Genetik, der 

Einbezug eines gesamten Organismus und eine gute Zugänglichkeit zur Analyse toxischer 

Effekte aufgrund der optischen Transparenz während der Embryogenese (Sogorb et al., 

2014). In vielen Studien zeigte der Zebrafisch eine gute Prädiktivität in Bezug auf entwick-
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lungstoxische bzw. teratogene Substanzen, allerdings erbrachten einige Untersuchungen 

auch unzureichende Resultate (Sipes et al., 2011; van den Bulck et al., 2011). Zudem wird 

bisher noch nicht nach einem einheitlichen, standardisierten und validierten Protokoll gear-

beitet und Validierungsstudien unter Blindbedingungen fehlen. 

Der whole embryo culture (WEC)-Test basiert ebenfalls auf der Untersuchung gesamter 

Embryonen, wobei diese aus Ratten isoliert werden. Der Vorteil hier ist ebenso, dass 

toxische Effekte auf den vollständigen Organismus abgebildet werden können, allerdings ist 

dafür die Tötung von Tieren erforderlich. In einer internationalen Validierungsstudie durch 

das European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) wurde dieser Test 

wissenschaftlich validiert und konnte, unter Einbezug von zytotoxischen Daten mit 3T3 

Fibroblasten, 80 % der embryotoxischen Testsubstanzen entsprechend ihres in vivo Poten-

tials korrekt klassifizieren (Genschow et al., 2002; Piersma et al., 2004). Seitdem wurden 

verschiedene Studien zur Weiterentwicklung und Verbesserung der Prädiktivität des WEC-

Tests durchgeführt. Hierfür wurde u. a. die Datenbasis erweitert, ein neues morphologisches 

Bewertungssystem eingeführt und neue toxikologische Endpunkte, wie Genexpressionsana-

lysen, etabliert (zusammengefasst in Lee et al., 2012; Sogorb et al., 2014). 

Auch der micromass (MM)-Test wurde in der oben angeführten ECVAM-Studie evaluiert 

(Genschow et al., 2002; Spielmann et al., 2004). Bei diesem Assay wird die Knorpel-

differenzierung von Primärkulturen analysiert, die aus den Extremitätsknospen von Ratten-

embryonen gewonnen werden. Obwohl der MM-Test mit einer Vorhersagekraft von 70 % als 

wissenschaftlich validiert angesehen wurde, sind für eine regulatorische Akzeptanz Ver-

besserungen der Leistungsfähigkeit gefordert worden. 

Ein beliebtes Modell für alternative Testmethoden im Bereich der Embryo- und Entwicklungs-

toxizität stellen ES Zellen dar und zahlreiche Assays sind in den vergangenen Jahren mit 

diesen etabliert worden. Obwohl mit ES Zellen jeweils nur ausgewählte Aspekte der Entwick-

lung abgebildet werden können, ist ein wesentlicher Vorteil, dass hier kein Einsatz von Ver-

suchstieren notwendig ist. Eines der am weitesten entwickelten Systeme ist der Embryonale 

Stammzelltest (EST; Seiler und Spielmann, 2011; Spielmann et al., 1997). In diesem Test 

wird der Einfluss von Substanzen auf die Differenzierung von Maus ES Zellen in schlagende 

Kardiomyozyten im Vergleich zur Zytotoxizität auf ES Zellen und 3T3 Fibroblasten analysiert. 

Auch dieses Testsystem wurde in der oben genannten ECVAM-Studie wissenschaftlich 

validiert und zeigte eine korrekte Vorhersage der Embryotoxizität für 78 % der Substanzen 

(Genschow et al., 2004, 2002). Sein prädiktives Potential wurde zudem durch weitere Unter-
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suchungen untermauert (de Jong et al., 2009; Paquette et al., 2008; Riebeling et al., 2015, 

2011; Schenk et al., 2010), es existieren jedoch auch Limitierungen im Anwendungsbereich 

(Marx-Stoelting et al., 2009; Riebeling et al., 2012; Strikwold et al., 2012). Zur Verbesserung 

der Leistungsfähigkeit des EST wurde die Implementierung von weiteren relevanten Differen-

zierungswegen, wie die zu neuralem, chondrogenem und osteogenem Gewebe, vorgeschla-

gen, die u. a. später stattfindende Entwicklungsprozesse abbilden (Riebeling et al., 2012; 

Spielmann, 2009). Für die Differenzierung zu neuralen Kulturen sind hier bereits zahlreiche 

Ansätze mit nicht-humanen und humanen ES Zellen oder Progenitorzellen in den letzten 

Jahren etabliert, weiterentwickelt und bewertet worden (Balmer et al., 2012; Baumann et al., 

2015; Hayess et al., 2013; Krug et al., 2013a, 2013b; Moors et al., 2009; Theunissen et al., 

2010; Visan et al., 2012). 

Für die osteogene Differenzierung ist die Datenlage hingegen deutlich weniger umfangreich. 

Erste Forschungsarbeiten wurden von zwei Arbeitsgruppen durchgeführt, wobei sich beide 

auf die Verwendung von Maus ES Zellen konzentrierten (de Jong et al., 2014, 2012; zur 

Nieden und Baumgartner, 2010; zur Nieden et al., 2010a, 2010b, 2004). In diesen Studien 

wurden als potentielle toxikologische Endpunkte die Genexpression verschiedener osteo-

gener Marker, wie Osteocalcin (OC) und Runx2, und morphometrische bzw. kolorimetrische 

Methoden zur Bestimmung der Mineralisierung bzw. Kalzifizierung evaluiert. Die Prädiktivität 

der etablierten Assays wurde dann mit einer Auswahl an Testsubstanzen geprüft und zum 

Teil mit den Daten des klassischen EST verglichen, wobei zumeist eine gute Korrelation 

festgestellt werden konnte. Darüber hinaus konnten zur Nieden et al. eine höhere Sensitivität 

der in Richtung Knochen differenzierenden Maus ES Zellen gegenüber dem Teratogen 

Thalidomid im Vergleich zu den kardial differenzierenden Zellen beobachten (zur Nieden et 

al., 2004). Auf das von de Jong et al. etablierte System, das andere Endpunkte beinhaltete, 

hatte Thalidomid allerdings keinen Einfluss (de Jong et al., 2014). Dafür zeigte diese Arbeits-

gruppe, dass 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin einen spezifischen Effekt auf die osteogene 

Entwicklung von Maus ES Zellen hat, während die Herzdifferenzierung im klassischen EST 

nicht spezifisch beeinträchtigt wurde. Beide Beispiele illustrieren, dass die Inkorporation 

einer osteogenen Differenzierungsroute eine wichtige Ergänzung zum EST darstellen kann. 

In einer neueren Pilotstudie der Gruppe um zur Nieden wurden die Auswirkungen von ver-

schiedenen Substanzen auf die Mineralisierung von osteogen differenzierenden ES Zellen 

aus der Maus sowie aus Neu- und Altweltaffen miteinander verglichen (Walker et al., 2015). 

Die Autoren beobachteten hier deutliche speziesabhängige Unterschiede in den Effekten. 

Der Einsatz humaner Zellen scheint notwendig zu sein, um Interspeziesdifferenzen aus-
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schließen zu können. In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine humane Zelllinie als 

Modellsystem für die Knochendifferenzierung verwendet, die in Kapitel 1.2.4 näher vorge-

stellt wird. 

Die angeführten Testsysteme bieten eine solide Grundlage, um mögliche toxische Effekte 

auf unterschiedliche Aspekte der humanen Entwicklung vorherzusagen. Jedes System weist 

allerdings auch Grenzen und Limitierungen auf, sodass nur eine Kombination verschiedener 

komplementärer Modelle in Form von sogenannten integrierten Teststrategien zu einer nähe-

rungsweise adäquaten Beurteilung des toxikologischen Gefährdungspotentials beitragen 

kann. Solch ein Ansatz wurde z. B. für Reproduktionstoxizität im europäischen ReProTect-

Projekt verfolgt und zeigte vielversprechende Resultate (Schenk et al., 2010). Konzepte 

wurden zudem für die Testung auf Entwicklungsneurotoxizität und auf Entwicklungstoxizität 

durch Umweltkontaminanten vorgestellt (Bal-Price et al., 2015; Sogorb et al., 2014). Ein 

vollständiger Ersatz der Studien an Säugetieren wird allerdings auch mit einer modularen 

Teststrategie nicht für alle Fälle realisierbar sein. Das Potential existierender und zukünftiger 

Alternativmethoden liegt insbesondere in der Möglichkeit, durch die Messung im Hochdurch-

satzverfahren die toxischen Eigenschaften von für die Industrie oder Pharmazie relevanten 

Substanzen schnell und einfach zu prüfen und so vorab Prioritäten zu setzen. Dies kann 

wesentlich dazu beitragen, nachfolgende in vivo Versuche an Säugetieren nach dem 3R-

Konzept (Reduce, Refine, Replace) von Russel und Burch (1959) zu reduzieren. 

1.2 Knochenentwicklung – in vivo Entwicklung, molekulare Grundlagen und 
in vitro Zellkulturmodelle 

Das Skelett ist eines der größten und komplexesten Organe des menschlichen Körpers und 

seine Entwicklung dauert auch nach der Geburt noch bis zum Ende der Pubertät an. Mit dem 

Abschluss der initialen Bildung ist allerdings kein statisches Gebilde geschaffen, sondern ein 

kontinuierlicher Prozess aus Auf- und Abbau sorgt dafür, dass jedes Jahr ungefähr 10 % des 

Knochens ausgetauscht werden und eine komplette Erneuerung des Skeletts ca. alle zehn 

Jahre durchlaufen ist (Cohen, 2006). Seine Funktionen beschränken sich nicht nur auf die 

Aufgaben als Stütz- und Bewegungsapparat, sondern umfassen auch den Schutz anderer 

Organe, die Unterstützung der Hämatopoese im Knochenmark, die Speicherung von 

Mineralsalzen und die Anheftung von Muskeln, Bändern und Sehnen (Cohen, 2006). 
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1.2.1 In vivo Knochenentwicklung 

Die Bildung des mehr als 200 Knochen umfassenden Skelettsystems des Menschen beginnt 

im ersten Trimester der Schwangerschaft und setzt sich, bedingt durch eine sehr lange 

Wachstumsperiode, bis zum Ende der Pubertät fort (Carney und Kimmel, 2007; Mundlos, 

2005). Die Skelettentwicklung lässt sich im Wesentlichen in drei Phasen unterteilen: die 

initiale Musterbildung, die Organogenese und die anschließende Wachstumsperiode (Abb. 3) 

(Mundlos, 2005). 

In der Phase der Musterbildung wird die Anzahl, Größe und Gestalt der einzelnen Knochen 

angelegt und gesteuert (Mundlos, 2005). Die Vorläuferzellen, aus denen später Knorpel und 

Knochen hervorgehen, erhalten hier durch genau regulierte molekulare Signale eine positio-

nelle Identität, d. h. ein Muster für die nachfolgende Organentwicklung wird angelegt. Je 

nach Lokalisation im Embryo sind dabei unterschiedliche Vorläuferzellen des mesenchy-

malen Typs involviert. Kraniofaziale Strukturen werden in erster Linie aus Zellen der Neural-

leiste gebildet, während die Knochen der Gliedmaßen auf Zellen des Lateralplattenmeso-

derms zurückzuführen sind und der Großteil des axialen Skeletts aus dem Sklerotomkom-

partiment der Somiten entsteht (Abb. 3). 

Während der nachfolgenden Organogenese wird dann das eigentliche Knorpel- und 

Knochengewebe produziert (Karaplis, 2002; Mundlos, 2005; Wolpert et al., 2007). Hierfür 

kommt es in allen skelettalen Kompartimenten zunächst zu einer Kondensation der mesen-

chymalen Zellen (Abb. 3). Die weiteren Entwicklungsschritte unterscheiden sich dann in Ab-

hängigkeit vom Skelettelement. Ein Großteil der Schädelstrukturen wird über die sogenannte 

desmale Ossifikation erzeugt, d. h. die kondensierten mesenchymalen Zellen differenzieren 

direkt in Osteoblasten, denjenigen Zellen, die das Knochengewebe aufbauen. 

Die meisten Knochen jedoch werden über einen Knorpelvorläufer, der als mustergebende 

Vorlage dient, gebildet. Es handelt sich hierbei um die enchondrale Ossifikation. Die mesen-

chymalen Zellen reifen dabei zu Knorpelzellen (Chondrozyten), die zunächst eine knorpel-

typische ECM anlegen, die später kalzifiziert. Nach der terminalen Differenzierung und Hy-

pertrophie der Chondrozyten sterben diese durch Apoptose ab und Blutgefäße infiltrieren die 

Strukturen (Abb. 4). Mit diesem Prozess gelangen Osteoprogenitoren und hämatopoetische 

Zellen in die Knorpelmatrix, die nun abgebaut wird. Osteoblastäre Zellen werden zudem von 

außen aus der den Knorpel umgebenden Knorpelhaut, dem Perichondrium, geliefert. 

Sowohl bei der desmalen als auch der enchondralen Ossifikation bilden die reifenden 

Knochenzellen eine organische ECM (Osteoid) aus, die zunehmend mineralisiert. Die Zellen 
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mauern sich dadurch selbst ein und ca. ein Fünftel differenziert terminal zu Osteozyten, 

spezialisierten kleinen Zellen mit zahlreichen Plasmaausläufern, die an die „rauen“ Bedin-

gungen einer verknöcherten Umgebung angepasst sind (Felsenberg, 2001). Ein weiterer 

wichtiger Zelltyp sind Osteoklasten, die sich aus hämatopoetischen Stammzellen entwickeln. 

Sie sind für die Resorption der Knochensubstanz verantwortlich und spielen daher eine Rolle 

in der Remodellierung des Knochens und der Regulation des Calciumgehalts im Blut. 

 
Abb. 3: Schematische Phasen der embryonalen und fetalen Skelettentwicklung (aus Mundlos, 
2005). 

Die letzte Phase der Skelettentwicklung umfasst die Wachstumsperiode, in der das Längen-

wachstum der Röhrenknochen stattfindet (Mundlos, 2005). Die oben beschriebene enchon-

drale Ossifikation beginnt im Zentrum dieser Knochen, der Diaphyse, und schreitet in Rich-

tung der äußeren Enden (Epiphysen) fort (Abb. 4, linker Bildteil) (Wolpert et al., 2007). Das 

eigentliche Wachstum geschieht dabei in einem spezialisierten Bereich zwischen Diaphyse 

und Epiphyse, der Wachstumsfuge. Hier finden in voneinander abgrenzbaren Zonen die 

bereits oben beschriebene sukzessive Reifung der säulenartig angeordneten Chondrozyten 

und ihr Ersatz durch osteoblastäre Zellen statt (Abb. 4, rechter Bildteil). In einem späten 

fetalen Stadium und in der frühen Kindheit bilden sich zudem sekundäre Ossifikationszentren 

in den Epiphysen (Abb. 4, linker Bildteil) (Karaplis, 2002). Die Knochenentwicklung ist abge-

schlossen, wenn die Wachstumsfugen am Ende der Pubertät durch Knochenmaterial ersetzt 

wurden. 
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(zusammengefasst in Deng et al., 2008 und Long, 2012)
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paarweise Cluster (Dlx1/Dlx2, Dlx3/Dlx4, Dlx5/Dlx6) im Genom angeordnet sind. Sie kodier-

en für Transkriptionsfaktoren mit einer Homöodomäne als Desoxyribonukleinsäure (DNA)-

Bindungsstelle und spielen eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung des Gehirns, 

der kraniofazialen Strukturen, des axialen Skeletts und der Gliedmaßen (Kraus und Lufkin, 

2006). 

Dlx5 und Dlx6 sind dabei die einzigen Mitglieder, deren jeweilige messenger Ribonuklein-

säure (mRNA) in den perichondralen Regionen aller sich entwickelnden skelettalen Ele-

mente von Mausfeten exprimiert wird (Simeone et al., 1994). Homozygote Dlx5 Knockout-

Mäuse (Dlx5−/−) weisen Abnormitäten in den kraniofazialen Strukturen, aber keinen Effekt auf 

die frühe Entwicklung der Extremitäten auf (Acampora et al., 1999). Im Gegensatz dazu führt 

eine gleichzeitige Inaktivierung von Dlx5 und Dlx6 zu schweren Fehlbildungen sowohl im 

Schädel- und Gesichtsbereich als auch im axialen und appendikulären Skelett (Robledo et 

al., 2002). Für die enchondrale Knochenentwicklung scheint dies u. a. auf eine gestörte 

Chondrozytenreifung zurückzuführen zu sein. 

Die genauen molekularen Zusammenhänge des Einflusses von Dlx5 auf die osteoblastäre 

Differenzierung sind hingegen noch weitgehend ungeklärt. In vivo und in vitro Studien mit 

verschiedenen nicht-humanen Spezies zeigten, dass Dlx5 bereits in frühen Stadien der 

Osteoblastenentwicklung gebildet wird und die mRNA- und/oder Proteinmenge im Laufe der 

Differenzierung zunimmt, was für eine Funktion in der Zellreifung spricht (Acampora et al., 

1999; Hassan et al., 2004; Holleville et al., 2003; Ryoo et al., 1997). Zudem beeinflusst Dlx5 

die Genexpression von verschiedenen osteogenen Proteinen, wie AP, Runx2 und OC 

(Holleville et al., 2003; Kim et al., 2004; Lee et al., 2005; Ryoo et al., 1997). 

1.2.2.2 Runx2 

Runx2 ist ein Transkriptionsfaktor, der in der Literatur oft als „Masterregulator“ der Osteoge-

nese bezeichnet wird (Stein et al., 2004). Diese Bezeichnung rührt aus der Beobachtung, 

dass die enchondrale und desmale Ossifikation in Runx2−/− Mäusen komplett ausbleibt 

(Komori et al., 1997; Otto et al., 1997). Zudem reguliert das Protein die Genexpression zahl-

reicher Knochenmarker (Komori, 2010). 

Runx2 gehört neben Runx1 und Runx3 zu einer Proteinfamilie, die die hoch konservierte 

Runt-Domäne besitzt, die sowohl für die DNA-Bindung als auch die Dimerisierung mit 

Proteinfaktoren verantwortlich ist. Es existieren zwei Hauptisoformen von Runx2, die in ihren 

N-Termini differieren und deren Genexpression durch zwei unterschiedliche Promotoren 
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reguliert wird (Banerjee et al., 2001). Runx2-I wird dabei bereits in mesenchymalem Gewebe 

sowie Osteoprogenitorzellen produziert und scheint somit eine regulatorische Funktion in der 

frühen Gewebespezifizierung zu haben (Banerjee et al., 2001; Choi et al., 2002). Runx2-II ist 

hingegen charakteristisch für Osteoprogenitorzellen und nachfolgende Stadien und ihm wird 

daher eine Rolle in der Zellreifung zugeordnet (Banerjee et al., 2001; Choi et al., 2002). In 

Übereinstimmung damit zeigen beide Isoformen ein unterschiedliches Genexpressionsprofil 

während der pränatalen Entwicklung von Mäusen (Smith et al., 2005; Zhang et al., 2009). 

Während Runx2-I auf einem konstanten Niveau exprimiert wird, steigen Runx2-II Level 

sukzessive an. Die lokale und temporäre Feinregulation der produzierten Menge an Runx2 

ist dabei entscheidend für eine normale Knochenentwicklung (Zhang et al., 2009). So ist z. B. 

in Mäusen gezeigt worden, dass für die späten Reifungsstadien von Osteoblasten eine 

Herunterregulation des Transkriptionsfaktors notwendig ist (Komori, 2010). 

1.2.2.3 Alkalische Phosphatase 

Das Enzym AP kommt in den meisten Geweben des menschlichen Körpers vor. Entsprech-

end der Anzahl an kodierenden Genen werden vier humane Isoformen unterschieden, von 

denen drei mehr oder weniger gewebespezifisch gebildet werden (Whyte, 2010). Die vierte 

hingegen ist in zahlreichen Geweben zu finden und trägt daher die Bezeichnung tissue-

nonspecific alkaline phosphatase (TNAP). Insbesondere Knochen, Leber und Niere sind 

reich an TNAP. 

In Knochen wird TNAP dabei eine wichtige Funktion in der Ossifikation der ECM zuge-

sprochen. AP hydrolysiert bei alkalischem pH-Wert Phosphatester und Pyrophosphat (PPi). 

Dadurch sorgt das Enzym im Knochen dafür, dass einerseits anorganisches Phosphat (Pi) 

zur Bildung von Hydroxyapatit zur Verfügung gestellt und andererseits der Mineralisierungs-

inhibitor PPi reduziert wird (Millán, 2012). Das Verhältnis von PPi zu Pi ist dabei ein kritischer 

Faktor für die Bildung von Mineralablagerungen. Dies wird insbesondere deutlich am Beispiel 

des Krankheitsbilds der Hypophosphatasie, bei dem (eine) loss-of-function Mutation(en) im 

TNAP-Gen zu einem Überschuss an PPi führt/führen (Whyte, 2010). Infolgedessen wird die 

Ossifikation gehemmt, was in Abhängigkeit vom Schweregrad zu brüchigen und weichen 

Knochen, skelettalen Deformierungen und Kleinwuchs führen kann. 

Während der osteoblastären Differenzierung wird AP bereits in frühen Stadien gebildet und 

ihre Produktion und Aktivität nimmt mit voranschreitender Reifung der Zellkulturen sukzes-

sive zu (Frith und Genever, 2008; Hoemann et al., 2009). 
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1.2.2.4 Kollagen Typ I 

Kollagene sind tripelhelikale Proteine in der ECM von Bindegewebe und definieren maßgeb-

lich dessen Form sowie seine strukturellen und mechanischen Eigenschaften. Das fibrilläre 

Kollagen Typ I ist dabei das am häufigsten vorkommende Mitglied dieser Proteinfamilie in 

Haut, Sehnen, Knochen, Hornhaut, Lungen und den Blutgefäßen (Hulmes, 2008). Im Gegen-

satz zu den meisten Weichgeweben stellt es in Knochen mit ca. 90 % die überwältigende 

Mehrheit des organischen Anteils der ECM (Young, 2003). Neben seiner Bedeutung für die 

strukturelle Integrität und die mechanische Belastbarkeit von Knochen dient es als Gerüst für 

die Verankerung von Zellen sowie für die Ablagerung von nicht-kollagenen Proteinen und 

Apatitkristallen in der ECM und als Mediator für die Mineralformierung (Nudelman et al., 

2013). Mutationen in den für die Kollagen Typ I-Untereinheiten kodierenden Genen können 

die Struktur der Fibrillen beeinträchtigen und dadurch zu einem Krankheitsbild führen, das 

als Osteogenesis imperfecta bezeichnet wird und durch eine abnormal hohe Knochenbrü-

chigkeit gekennzeichnet ist (Cohen, 2006). Während der Differenzierung zu Knochenzellen 

wird Kollagen Typ I bereits von Präosteoblasten gebildet, die stärkste Synthese erfolgt 

jedoch durch funktionelle, gereifte Osteoblasten (Cohen, 2006). 

1.2.2.5 Osteocalcin 

Bei OC handelt es sich um ein relativ kleines, extrazellulär vorliegendes Protein, das 

alternativ auch bone Gla protein genannt wird. Die gamma-Carboxyglutamat (Gla)-Domäne 

umfasst bestimmte Glutamatreste, die Vitamin K-abhängig eine zusätzliche Carboxylierung 

erfahren (Lee et al., 2000). Dadurch kommt es zu einer Konformationsänderung des Proteins, 

die in einer höheren Affinität für Calcium und Calciumverbindungen resultiert. 

OC wird häufig als der spezifischste Marker für Knochen beschrieben, da es nur von Osteo-

blasten, Odontoblasten und Zementoblasten synthetisiert wird (Cancela et al., 2014). Es wird 

von reifen Osteoblasten gebildet und der Großteil akkumuliert durch eine hochaffine Bindung 

an Hydroxyapatit im Extrazellularraum von Knochen. Nicht-gebundenes OC gelangt ins 

Serum und wird in der klinischen Chemie in Abhängigkeit vom Kontext als Marker für die 

Knochenbildung oder den -abbau genutzt. 

Die genaue Funktion von OC ist bis heute noch nicht aufgeklärt und wird kontrovers 

diskutiert. Wichtige Hinweise ergaben sich 1996 durch die Generierung von OC−/− Mäusen, 

die phänotypisch eine erhöhte Knochenmasse aufwiesen (Ducy et al., 1996). Diese Daten 

lassen vermuten, dass OC ein negativer Regulator der Knochenbildung ist, was möglicher-
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weise auf Effekte auf die Formierung und Reifung von Hydroxyapatit (Boskey et al., 1998; 

Hunter et al., 1996; Price et al., 2009; Romberg et al., 1986) und/oder die Rekrutierung, 

Differenzierung und Aktivität von Osteoklasten (Chenu et al., 1994; Liggett et al., 1994; 

Malone et al., 1982) zurückgeführt werden kann. 

1.2.2.6 Mineralisierung 

Neben Zahnschmelz, Dentin, Wurzelzement und Knorpel ist Knochen das einzige Körper-

element, das unter normalen physiologischen Bedingungen mineralisiert (Golub, 2011). Im 

Knochen sind zwei notwendige Voraussetzungen dafür zum einen die zellulär vermittelte 

Anlage einer kollagenreichen ECM und zum anderen die Sezernierung spezifischer nicht-

kollagener Proteine mit Funktionen in der Regulation der Mineralisierung. Eine weitere ist 

eine genau ausbalancierte extrazelluläre Ionenkonzentration von Calcium und Phosphat, die 

durch die Aktivität von Ionenpumpen, Transportproteinen und Enzymen, die in der Membran 

der Zellen und der von ihnen abgegebenen Matrixvesikel (MV) lokalisiert sind, gesteuert wird. 

Die MV bilden zudem möglicherweise Zentren für die initiale Kristallkeimbildung. Aus 

Calcium und Phosphat bildet sich dann Hydroxyapatit (Ca10(PO4)6(OH)2), in das während der 

weiteren Reifung Carbonate und andere Ionen eingebaut werden, was den Kristallinitätsgrad 

moduliert (Bala et al., 2013). Der Kristallisationsprozess schreitet voran bis ca. 50–90 % des 

Knochens aus Mineral aufgebaut sind (Golub, 2011). 

1.2.3 In vitro Modelle für die osteogene Differenzierung 

Für die zell- und molekularbiologische Untersuchung von Osteoblasten und die Generierung 

von verknöchertem Gewebe sind verschiedenste Zellkulturmodelle in der Literatur beschrie-

ben (Boskey und Roy, 2008; Czekanska et al., 2012). Dies umfasst z. B. isolierte Organ-

kulturen und primäre Zellen, immortalisierte Zelllinien sowie adulte und embryonale Stamm-

zellen. 

Organtypische Kulturen und primäre Zellen sind der in vivo Situation näher als Zelllinien, 

erfordern jedoch den Einsatz von Labortieren bzw. haben eine limitierte Verfügbarkeit im Fall 

humaner Proben. Des Weiteren ist es aufgrund ihrer Heterogenität schwieriger sie gut zu 

standardisieren und sie umfassen meist Zellen mit einem gereifteren osteoblastären Phäno-

/Genotyp. In Bezug auf die immortalisierten Zelllinien gibt es eine Vielzahl gut charakterisie-

rter Linien aus Säugetieren, die aus Tumorgewebe gewonnen oder transformiert wurden. Ihr 

Vorteil ist eine unbegrenzte Verfügbarkeit und gute Standardisierbarkeit, allerdings können 
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sie aufgrund genetischer Veränderungen und/oder der Ausprägung einer spezifischen Ent-

wicklungsstufe nicht die gesamte Breite der phäno- und genotypischen Eigenschaften von 

Osteoblasten und ihrer Differenzierung reflektieren (Boskey und Roy, 2008; Czekanska et 

al., 2012). 

Ein in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts eingeführtes Zellmodell für die Osteogenese 

sind adulte mesenchymale Stammzellen (MSCs), die z. B. aus Knochenmark, Nabelschnur-

blut oder Fettgewebe isoliert werden. Bei MSCs handelt es sich um multipotente Zellen, die 

sich unter definierten Bedingungen relativ einfach in Chondrozyten, Adipozyten, Fibroblasten 

und Osteoblasten differenzieren lassen und typische zellbiologische und molekulare Pro-

zesse der jeweiligen Gewebespezifizierung rekapitulieren können (Lindner et al., 2010). Die 

entsprechende Differenzierung wird dabei durch die gezielte Supplementierung mit Zyto-

kinen, Wachstumsfaktoren und Reagenzien induziert. Der Nachteil von MSCs ist, dass sie in 

vitro nur eine limitierte Proliferations- und Differenzierungskapazität besitzen. Daher ist die 

regelmäßige Gewinnung von neuem Probenmaterial erforderlich, das aufgrund verschie-

dener Spender und Schwankungen in der technischen Aufarbeitung variieren kann. Zudem 

ist die Zellheterogenität von MSC-Isolaten ein weiterer Faktor, der die Standardisierbarkeit 

dieses Modells beeinträchtigen kann. 

Für wissenschaftliche Fragestellungen zur embryonalen und fetalen Entwicklung bietet sich 

in erster Instanz der Einsatz von ES Zellen an. Diese Zellen werden entweder von den 

Blastomeren der Morula oder aus der inneren Zellmasse der Blastozyste in der frühen 

Embryogenese isoliert. Durch symmetrische Zellteilungen können ES Zellen identische, un-

differenzierte Nachkommen generieren und somit unter geeigneten Kulturbedingungen als 

permanente Zelllinien propagiert werden. Es handelt sich um pluripotente Zellen, d. h. sie 

können in die somatischen Zelltypen aller drei Keimblätter differenzieren und damit auch die 

frühen Vorgänge der Embryogenese und Gewebedifferenzierung rekapitulieren (Keller, 

2005). Die in vitro Differenzierung zu Knochenzellen ist für humane und nicht-humane ES 

Zellen vor etwas mehr als 10 Jahren das erste Mal beschrieben worden und lehnt sich an die 

Protokolle für die oben beschriebenen Zellmodelle an (Buttery et al., 2001; Sottile et al., 

2003; Yamashita et al., 2005). Der Nachteil von humanen ES Zellen ist, dass ihre Anwen-

dung für Fragestellungen in der Grundlagen- und in der angewandten Forschung in verschie-

denen Staaten, u. a. auch Deutschland, aufgrund ethischer Bedenken restriktiv reguliert ist 

(EuroStemCell, n.d.). 

Um mit einem Zellmodell zu arbeiten, das gut standardisierbar und möglichst homogen ist, 
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sich in ausreichendem Maß expandieren lässt, frühe und späte osteoblastäre Differenzie-

rungsstadien reflektieren kann, nicht aus Tumorgewebe gewonnen wurde und kommerziell 

ohne Einschränkungen verfügbar ist, wurde in der vorliegenden Arbeit ein aus humanen ES 

Zellen generiertes Modell verwendet, das im nachfolgenden Kapitel näher vorgestellt wird. 

1.2.4 Mesenchymale Progenitorzellen aus humanen embryonalen Stammzellen 

Im Bereich der regenerativen Medizin führte die Notwendigkeit mit nicht-tumorösem Aus-

gangsmaterial arbeiten zu müssen, zur Generierung von multipotenten Progenitorzellen 

mesenchymalen Charakters aus humanen ES Zellen. Diese Zellen stellen eine isolierte bzw. 

angereicherte Subpopulation aus „andifferenzierten“ humanen ES Zellkulturen dar und wei-

sen diverse Eigenschaften von MSCs auf. 

Verschiedene Protokolle wurden etabliert, um diesen Zelltypus zu generieren, die unter-

schiedliche Techniken umfassen, wie z. B. die Kokultur mit murinen Knochenmarkszellen 

(Barberi et al., 2005), die manuelle Selektion (Olivier et al., 2006), die fluoreszenzbasierte 

Zellsortierung (Lian et al., 2007) und selektive oder anreichernde Kulturbedingungen 

(Harkness et al., 2011; Karlsson et al., 2009; Liu et al., 2012; Mahmood et al., 2010). Im All-

gemeinen wird damit eine relativ homogene Population an langgestreckten, spindelförmigen 

Zellen gewonnen, die charakteristische Oberflächenmarker des mesenchymalen Phänotyps 

synthetisieren und negativ für hämatopoetische, endotheliale, neuroektodermale, epitheliale 

sowie Muskelzell- und Pluripotenzmarker sind (de Peppo und Marolt, 2013). 

Zudem haben die meisten dieser Progenitorzellen die Kapazität in vitro in die drei typischen 

mesenchymalen Gewebe (Fett, Knorpel und Knochen) zu differenzieren, wobei die Quantität 

der Differenzierung u. a. von der parentalen ES Zelllinie und der Genexpression mesenchy-

maler Marker abhängig zu sein scheint (de Peppo und Marolt, 2013; de Peppo et al., 2013). 

Wie bei adulten MSCs sind auch bei diesen Progenitorzellen die Proliferationsdauer und die 

Differenzierungskapazität nach längerer Expansion aufgrund von Seneszenz begrenzt. 

Durch ihre Gewinnung aus pluripotenten ES Zellen stellen sie trotzdem eine theoretisch un-

limitierte Zellressource dar. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine von Cellartis/Takara Bio kommerziell erhältliche 

Zelllinie verwendet, die unter dem Namen human embryonic stem cell-derived mesenchymal 

progenitor cells (hES-MPs) vertrieben wird. Diese Zellen sind in Deutschland nicht den regu-

latorischen Einschränkungen unterworfen wie sie für humane ES Zellen gelten und daher 

unproblematisch zu beziehen. Die Generierung von hES-MPs wurde 2009 von der Arbeits-
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gruppe um Karlsson beschrieben und umfasst einen Selektionsprozess über die Anwendung 

einer feeder-freien Zellkultur und dem regelmäßigen Passagieren, der die Anreicherung 

schnell proliferierender, spindelförmiger Zellen unterstützt (Karlsson et al., 2009). 

In den nachfolgenden Jahren wurden hES-MPs hinsichtlich der oben beschriebenen gene-

rellen Eigenschaften für mesenchymale Progenitorzellen und zusätzlicher Parameter gut 

charakterisiert. So konnte z. B. mittels eines Genom-weiten Oligonukleotid Microarrays ge-

zeigt werden, dass hES-MPs ein vergleichbares Genexpressionsprofil wie adulte humane 

MSCs besitzen (de Peppo et al., 2010b). Zudem zeichnen sie sich im Vergleich zu MSCs 

durch eine hohe proliferative Aktivität und eine effizientere Mineralisierung während der 

osteogenen Differenzierung aus (de Peppo et al., 2010a, 2010b). Dieser Differenzierungs-

weg wurde bisher in Bezug auf die Genexpression charakteristischer Schlüsselfaktoren, den 

Verlauf und die Qualität der Mineralisierung und den vergleichenden Einfluss von statischen 

und dynamischen Kulturbedingungen in hES-MPs näher untersucht (de Peppo et al., 2012, 

2010a). 

1.3 Auswahl von Testsubstanzen für die Evaluierung des etablierten in vitro 
Assays  

Derzeit gibt es ca. 40 bis 50 Umweltfaktoren von denen bekannt ist, dass sie eine teratogene 

Wirkung im Menschen haben (Daston und Knudsen, 2010). Zu diesen zählen neben Infekti-

onserkrankungen und physikalischen Einflüssen auch Arzneimittel, wie z. B. Retinoide, Anti-

epileptika, Benzodiazepine oder Thalidomid, Genussmittel/Drogen, wie Alkohol, Kokain und 

Rauchen, und Umweltchemikalien, wie z. B. polychlorierte Biphenyle, Blei- und Quecksilber-

verbindungen (Schäfer et al., 2012). Angesichts der Menge an chemischen Stoffen, denen 

der Mensch ausgesetzt ist – die Zahl wird von Schäfer mit 100.000 angegeben (Schäfer, 

2005) – erscheint die Anzahl gering. Am Beispiel von REACH wird deutlich, dass für einen 

sehr großen Anteil jedoch Informationen zum entwicklungstoxischen Potential nicht vorhan-

den oder nur unzureichend sind (Rovida et al., 2011; Springer et al., 2015). Für Tiermodelle 

ist die Datenlage natürlich umfangreicher als für den Menschen und hier liegen die Zahlen 

für Substanzen, die Hinweise auf Entwicklungstoxizität aufweisen, deutlich höher; je nach 

Quelle zwischen ca. 600 und 1300 (Daston und Knudsen, 2010; Schäfer, 2005). 

Die Auswahl geeigneter Testsubstanzen ist ein wichtiges Kriterium für die Evaluierung von in 

vitro Modellen für Toxizitätsprüfungen. Verschiedene stoffspezifische Parameter, wie Mecha-

nismus, Metabolismus, tierexperimentelle und humane Daten, physikalisch-chemische 
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Eigenschaften, Substanzklasse etc., müssen dabei in die Überlegungen einbezogen werden. 

In Bezug auf Entwicklungstoxizität wurden Vorschläge für relevante Substanzen von Smith et 

al. (1983) und Brown (2002) zusammengestellt. 

Für die vorliegende Arbeit sollte in einem Proof of Concept getestet werden inwieweit sich 

das Differenzierungsmodell der hES-MPs und die etablierten Endpunkte zur Erfassung von 

schädlichen Einflüssen auf die osteogene Entwicklung eignen. Dies sollte mit einer kleinen 

Auswahl an Substanzen erfolgen, die unterschiedliche Mechanismen abbilden, für die ge-

sicherte in vivo Daten zur Verfügung stehen und die in der Evaluierung von in vitro Systemen 

„etabliert“ sind. In Bezug auf die entwicklungstoxischen Stoffe sollte zudem bekannt sein, 

dass Knochen ein relevantes Zielgewebe ist. Zu diesen gehörten Valproinsäure (VPA), Bor-

säure (BA), Warfarin (WAR) und 5-Fluorouracil (5-FU). Diphenhydramin (DPH), 

Metoclopramid (MCP) und Penicillin G (PenG) wurden als nicht-entwicklungstoxische Stoffe 

hinzugenommen. Mit Ausnahme von MCP sind alle gewählten Chemikalien von Brown (2002) 

als mögliche Testsubstanzen zur Validierung von in vitro Testsystemen vorgeschlagen 

worden. Zudem wurden alle Substanzen bereits im validierten EST getestet. WAR, DPH und 

MCP wurden bewusst gewählt, da mit dem EST keine korrekte Klassifizierung entsprechend 

ihres in vivo Potentials erfolgte. 

Die gewählten Stoffe werden in den nachfolgenden Abschnitten näher beschrieben. Tab. 1 

bietet zudem eine Übersicht über die Klassifizierung der Substanzen bezüglich ihres embryo- 

und entwicklungstoxischen Potentials nach wissenschaftlicher Bewertung und rechtlichen 

Regularien. 
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Tab. 1: Übersicht zur Klassifizierung der in dieser Arbeit verwendeten Testsubstanzen ent-
sprechend ihres embryo- und entwicklungstoxischen Potentials für den Menschen. 

Substanz 
U.S. FDA 

Schwangerschaftsrisiko-
kategorie$ 

Harmonisierte Einstufung 
nach CLP-Verordnung* 

Brown, 2002 oder 
Riebeling et al., 2012§ 

VPA 
Xa (Migräne) 

Db (Epilepsie, manische 
Episoden) 

k.A. (Natriumsalz) Schwach 
embryotoxisch 

BA k.A. 
Reproduktions- und 
entwicklungstoxisch 

Kategorie 1Bd 

Schwach 
embryotoxisch 

WAR Xa Entwicklungstoxisch 
Kategorie 1Ae 

Schwach 
embryotoxisch 

5-FU Db k.A. Stark embryotoxisch 

DPH Bc k.A. Nicht-embryotoxisch 

MCP Bc k.A. Nicht-embryotoxisch 

PenG Bc n.a. Nicht-embryotoxisch 

$ Die Anforderungen zur Klassifizierung von in den USA vertriebenen Medikamenten in die verschie-
denen Schwangerschaftsrisikokategorien sind in Shuren, 2008 beschrieben. Mit dem 30. Juni 2015 
wurde ihre Angabe auf Arzneimitteln abgeschafft (U. S. FDA, 2014). U.S. FDA=United States Food 

and Drug Administration. 

* Verordnung Nr. 1272/2008 der Europäischen Kommission zur Klassifizierung, Kennzeichnung und 
Verpackung von Substanzen und Gemischen (European Parliament and Council, 2008). 

§ Kategorisierung nach den von Brown zusammengestellten Kriterien für die internationale ECVAM-
Validierungsstudie zu in vitro Embryotoxizitätstests. 

a Marktbeobachtungen oder klinische Studien zeigten, dass ein Risiko für den menschlichen Fetus 
besteht und dieses Risiko überwiegt eindeutig den möglichen Nutzen der Anwendung des Arzneistoffs. 

b Marktbeobachtungen oder klinische Studien zeigten, dass ein Risiko für den menschlichen Fetus 
besteht, der potentielle Nutzen des Arzneistoffs rechtfertigt jedoch möglicherweise die Anwendung 
während der Schwangerschaft. 

c Reproduktionstoxische Studien an Tieren zeigten kein Risiko für den Fetus auf und es liegen keine 
adäquaten und gut kontrollierten Studien für den Menschen vor. Oder: Reproduktionstoxische Studien 
an Tieren zeigten adverse Effekte auf, adäquate und gut kontrollierte Studien für den Menschen 
sprechen jedoch gegen ein Risiko für den Fetus. 

d Kann die Fruchtbarkeit beeinträchtigen und kann das Kind im Mutterleib schädigen. 

e Kann das Kind im Mutterleib schädigen. 

n.a. nicht anwendbar 

k.A. keine Angabe 
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1.3.1 Valproinsäure 

VPA ist eine kurzkettige, verzweigte Fettsäure, die in der Medizin als Antiepileptikum für die 

Dauertherapie verwendet wird und zu den am häufigsten eingesetzten Wirkstoffen in diesem 

Bereich gehört. Zu den beschriebenen negativen Effekten der langfristigen Gabe dieser Sub-

stanz gehören eine verminderte Knochendichte und damit einhergehend ein erhöhtes Risiko 

für Frakturen sowohl bei Kindern als auch Erwachsenen (Leonard et al., 2010; Sheth et al., 

1995). 

VPA passiert die Plazenta und weist entwicklungstoxische Effekte in zahlreichen tierexperi-

mentellen Spezies, wie z. B. Ratten (Vorhees, 1987), Mäusen (Kao et al., 1981) und Rhesus-

affen (Hendrickx et al., 1988), auf. Skelettale Anomalien wurden in all diesen Studien beob-

achtet und umfassten sowohl kostale, vertebrale, kraniofaziale als auch die Gliedmaßen 

betreffende Defekte. Der humane Embryo bzw. Fetus scheint jedoch die höchste Sensitivität 

gegenüber VPA zu besitzen (Ornoy, 2009). Die Nachkommen von mit VPA behandelten 

Müttern weisen dabei ein 3-fach höheres Risiko für schwere Anomalien auf als die nicht-

exponierter Mütter. Zu den beschriebenen Effekten gehören Spina bifida, Entwicklungsstö-

rungen, Autismus und die Beeinträchtigung unterschiedlicher Organsysteme. Zudem ist das 

sogenannte „fetale Valproinsäure-Syndrom“ beschrieben, das einen charakteristischen 

Komplex an kraniofazialen Abnormitäten umfasst. Ein höheres Risiko für teratogene Effekte 

besteht ab einer täglichen Dosierung von 1000 mg oder mehr bzw. einer Polytherapie mit 

weiteren antiepileptischen Medikamenten. 

Als wahrscheinlichster Mechanismus für die Teratogenität von VPA wird die Inhibierung von 

Histondeacetylasen (HDACs) angesehen (Menegola et al., 2005; Phiel et al., 2001). Diese 

Enzyme modulieren durch die Entfernung von Acetylgruppen an Histonen die Chromatinkon-

formation und beeinflussen somit die Gentranskription. Gestützt wird diese Hypothese u. a. 

dadurch, dass Trichostatin A (TSA), ein anderer HDAC-Inhibitor, ähnliche teratogene Effekte 

wie VPA in Mäusen induziert (Menegola et al., 2005) und VPA-Analoge ohne HDAC-

inhibitorische Aktivität keine Teratogenität aufweisen (Phiel et al., 2001). Durch den beschrie-

benen Effekt auf HDACs hat VPA nicht nur einen Einfluss auf spezifische entwicklungsrele-

vante Gene, sondern beeinflusst auch den Zellzyklus, das Zellwachstum, die Apoptose und 

essentielle Signalwege wie Wnt (Di Renzo et al., 2010; Ornoy, 2009; Wiltse, 2005). 

1.3.2 Borsäure 

Bei BA handelt es sich um die Säure des Halbmetalls Bor, die in dieser Form oder als Borat-
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verbindung in zahlreichen industriell hergestellten Produkten, wie Pestiziden, Wasch- und 

Bleichmitteln, Pharmazeutika, Verbraucherprodukten und als Konservierungsstoff in Lebens-

mitteln, verwendet wird. 

BA ist nach der CLP-Verordnung als reproduktions- und entwicklungstoxische Substanz der 

Kategorie 1B eingestuft. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde der Stoff 2010 auch von der 

Europäischen Chemikalienagentur (ECHA) in die Kandidatenliste der besonders besorgnis-

erregenden Stoffe aufgenommen (ECHA, 2010). Die Klassifizierung von BA als entwick-

lungstoxisch erfolgte auf Basis tierexperimenteller Studien, die zeigten, dass die Substanz 

sich schädigend auf die Nachkommen von Ratten, Mäusen und Kaninchen auswirkt (Heindel 

et al., 1994; Price et al., 1996). Variationen und Missbildungen des axialen Skeletts, wie z. B. 

wavy ribs, eine verkürzte XIII. Rippe sowie vertebrale und Rippenfusionen (Di Renzo et al., 

2007; Price et al., 1996), trugen dabei wesentlich zur Entscheidung bezüglich der Einstufung 

bei (Bureau for Chemical Substances Poland, 2013). Epidemiologische Studien am 

Menschen liegen, mit Ausnahme einer Untersuchung zur kurzzeitigen vaginalen Applikation 

von BA, nur generell für Borverbindungen vor und adressierten nicht die Säure im Speziellen 

(zusammengefasst in Bureau for Chemical Substances Poland, 2013). In diesen Studien 

konnten in Populationen mit gebiets- bzw. arbeitsbedingter hoher Exposition keine adversen 

entwicklungstoxischen Effekte beobachtet werden. Aufgrund methodischer Defizite sind 

diese Untersuchungen allerdings nur wenig belastbar und werden für Entscheidungen in 

Bezug zur Klassifizierung von BA nur als bedingt verwendbar angesehen (Bureau for 

Chemical Substances Poland, 2013; ECHA. Committee for Risk Assessment, 2014). 

In der Literatur gibt es derzeit zwei Hypothesen zum möglichen embryo- und entwicklungs-

toxischen Mechanismus von BA. Aufgrund ähnlicher schädigender Effekte des axialen 

Skeletts wie durch VPA und TSA untersuchten Di Renzo et al. (2007) das HDAC-inhibito-

rische Potential von BA in Mäusen. Tatsächlich reduzierte die Substanz die HDAC-Aktivität 

in den murinen Embryonen schwach, aber statistisch signifikant. Dabei waren ausschließlich 

Somiten von der untersuchten Hyperacetylierung des Histons H4 betroffen, was in Einklang 

damit steht, dass BA sich auf die Entwicklung des axialen Skeletts auswirkt, nicht aber auf 

die des Neuralrohrs wie VPA und TSA. Narotksy et al. (1998) beobachteten, dass in Ratten 

die schädigenden Effekte von BA in einem engen Zeitfenster zwischen den Gestationstagen 

5–10 induziert werden und vermuteten daher eine Interferenz mit den Kontrollmechanismen, 

die die Identität von Somiten regulieren. Etwas später konnten Wéry et al. (2003) dann 

zeigen, dass BA tatsächlich die Expression bestimmter Hox-Gene stört, die in die Spezifizie-

rung des anterioren Wirbelsäulenteils involviert sind. 
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1.3.3 Warfarin 

WAR ist ein synthetisch hergestellter heterozyklischer Wirkstoff, der zur Gruppe der 4-Hydro-

xycumarine gehört. Substanzen mit dieser Molekülstruktur inhibieren das Enzym Vitamin-K-

Epoxid-Reduktase, das oxidiertes Vitamin K reduziert und somit eine aktivierte Form für 

Vitamin K-abhängige Prozesse verfügbar macht. Hierzu gehört z. B. die Blutgerinnung, bei 

der die gamma-Carboxylierung inaktiver Vorstufen von verschiedenen prokoagulatorischen 

Gerinnungsfaktoren von Vitamin K abhängig ist. WAR wirkt daher gerinnungshemmend und 

wird entsprechend dieser Eigenschaft in der Medizin seit den 1950ern z. B. zur Behandlung 

von Thrombose eingesetzt. Zusätzlich findet es auch Verwendung als Rodentizid. 

Cumarin-Derivate sind plazentagängig und es ist seit langem bekannt, dass sie im Men-

schen teratogen wirken, wobei die umfangreichsten Daten hierzu für WAR vorliegen (van 

Driel et al., 2002). Die beobachteten Effekte sind Blutungskomplikationen, Fehlbildungen des 

zentralen Nervensystems sowie eine Reihe charakteristischer faszialer und skelettaler 

Anomalien, die unter dem Begriff „Warfarin-Embryopathie“ zusammengefasst werden. Dazu 

gehören u. a. Mittelgesichtshypoplasie, ektopische Kalzifizierungen, Rhizomelie, Brachydak-

tylie und hypoplastische Nägel. Mit einer Prävalenz von 6 % scheint der humane Orga-

nismus die höchste Sensitivität für die Ausbildung der „Warfarin-Embryopathie“ von der 

sechsten bis neunten Schwangerschaftswoche zu besitzen, während eine spätere Gabe der 

Medikation dieses Syndrom nicht verursacht (van Driel et al., 2002). In Ratten induziert WAR 

zum Teil ähnliche Geburtsdefekte wie im Menschen (Howe und Webster, 1992). 

Mechanistisch werden alle beschriebenen teratogenen Effekte von WAR u. a. auf die 

Interferenz mit Vitamin K-abhängigen Prozessen zurückgeführt (Kidd, 2010; van Driel et al., 

2002). Für Knochengewebe sind dadurch im Speziellen die drei Proteine OC, Matrix Gla 

Protein (MGP) und Periostin betroffen (Kidd, 2010). Wie die Gerinnungsfaktoren werden 

auch diese Proteine durch die gamma-Carboxylierung spezifischer Glutamatreste (Gla-Reste) 

modifiziert, die von Vitamin K-abhängigen Enzymen durchgeführt wird. Die Gla-Reste 

begründen im Fall von OC dessen Affinität zu Calcium und Hydroxyapatit (Hauschka und 

Carr, 1982; Lee et al., 2000) und scheinen auch für die Calcium-bindenden Eigenschaften 

von MGP verantwortlich zu sein (Proudfoot und Shanahan, 2006). Die Funktion der Gla-

Reste in Periostin ist bisher noch unbekannt (Coutu et al., 2008). 

Eine weitere Hypothese zum teratogenen Mechanismus von WAR beruht darauf, dass 

ähnliche skelettale Missbildungen auch bei der X-gekoppelt rezessiven Form der Erbkrank-

heit Chondrodysplasia punctata auftreten. Bei dieser speziellen Form der Erkrankung liegt 
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der Defekt im Gen für Arylsulfatase E, einem Enzym, das zur Gruppe der Sulfatasen gehört, 

die für die Hydrolyse von Sulfatesterverbindungen verantwortlich sind und eine Rolle im 

Aufbau der ECM in Knorpel und Knochen spielen. Franco et al. konnten zeigen, dass die 

Enzymaktivität von Arylsulfatase E in transfizierten Zellen durch WAR inhibiert wird und ver-

muteten, dass derselbe metabolische Weg bei der speziellen Form der Chondrodysplasia 

punctata und bei einer Exposition mit WAR betroffen ist (Franco et al., 1995). 

1.3.4 5-Fluorouracil 

5-FU ist eine synthetisch hergestellte heterozyklische organische Verbindung und ein Derivat 

der Nukleinsäurebase Uracil. Im Gegensatz zur letztgenannten ist 5-FU mit einem Fluoratom 

am fünften Kohlenstoffatom der Pyrimidingrundstruktur ausgestattet. In Säugerzellen wird 5-

FU zu 5-Fluorodesoxyuridinmonophosphat metabolisiert, das die Thymidylat-Synthase 

inhibiert (Parker und Cheng, 1990). Dadurch wird die Produktion von Desoxythymidinmono-

phosphat unterbrochen, das ein essentieller Baustein für die Replikation und Reparatur der 

DNA ist. Weiterhin kann 5-FU aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeiten zu Uracil und 

Thymin auch anstatt dieser in Ribonukleinsäure (RNA) und DNA eingebaut werden, was 

Auswirkungen auf die RNA-Transkription und Prozessierung hat sowie zu einer Akkumu-

lation des Pyrimidin-Analogs im Genom führt (Parker und Cheng, 1990). Aufgrund der 

angeführten Mechanismen weist 5-FU ausgeprägte zytostatische und -toxische Eigenschaf-

ten auf und wird daher in der chemotherapeutischen Behandlung verschiedener Krebser-

krankungen eingesetzt (Longley et al., 2003). 

Die Substanz wirkt teratogen in zahlreichen Spezies, wie z. B. in Ratten (Shuey et al., 1994), 

Mäusen (Dagg, 1960), Hamstern (Shah und MacKay, 1978) und Hühnern (Karnofsky et al., 

1958). Zu den beobachteten Effekten gehören u. a. ein reduziertes fetales Wachstum, Fehl-

bildungen des Schwanzes, des Gehirns, der Hinterläufe sowie Pfoten, Gaumenspalten, wavy 

ribs und eine verminderte Ossifikation. In Bezug auf adverse Effekte von 5-FU auf die hu-

mane embryonale und fetale Entwicklung gibt es nur Hinweise aus wenigen Fallstudien. Eine 

Behandlung der Mutter während des zweiten und dritten Trimesters schien hier keine 

Geburtsdefekte im Nachwuchs zu verursachen (Berry et al., 1999). In einer Fallstudie traten 

bei Gabe von 5-FU am Ende des ersten Trimesters zahlreiche Defekte, wie eine radiale 

Aplasie der Daumen und Finger, eine Aplasie von Speiseröhre, Zwölffingerdarm und Harnlei-

ter sowie eine Hypoplasie von Lunge, Aorta, Thymus und Gallengängen, auf (Stephens et al., 

1980), allerdings ist die Aussagekraft der Beobachtungen aufgrund von weiteren diagnos-

tischen und medizinischen Maßnahmen eingeschränkt. 
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Die oben beschriebenen Interferenzen mit Nukleinsäuren und die daraus resultierenden Be-

einträchtigungen von Zellteilung, -wachstum und -metabolismus werden als hauptverantwort-

liche Mechanismen für die entwicklungstoxischen Eigenschaften von 5-FU angesehen (Lau 

et al., 2001). Darüber hinaus konnten Xian et al. (2006) in Experimenten mit jungen Ratten 

zeigen, dass 5-FU direkt das Längenwachstum von Knochen beeinträchtigt. Dies geschieht 

durch die Induktion von Apoptose und der Inhibition der Proliferation sowohl von Chondro-

zyten in der Wachstumsfuge als auch von (Prä)osteoblasten in der Metaphyse. 

1.3.5 Diphenhydramin 

DPH ist eine synthetisch hergestellte Benzhydryl-Verbindung, die zu den H1-Antihistaminika 

der ersten Generation gehört und seit den 1940ern als Medikament verwendet wird. Sie be-

sitzt antiallergische, antiemetische, antitussive, anticholinerge und sedierende Eigenschaften 

und wird daher zur Behandlung von Allergien und als Schlaf-/Beruhigungsmittel eingesetzt 

(Cirillo und Tempero, 1976). Die Wirkung von DPH ist darauf zurückzuführen, dass es so-

wohl ein Antagonist von Histamin an H1-Rezeptoren als auch von Acetylcholin an Muscarin-

Rezeptoren ist. 

Tierexperimentelle Studien liegen für verschiedene Spezies vor. Schardein et al. (1971) 

konnten bei einer Gabe von 3–19 mg/kg/Tag DPH während der Organogenese keine ad-

versen Effekte auf den Nachwuchs von Ratten und Kaninchen feststellen. Auch Dosierungen 

von 100 mg/kg/Tag zeigten bei gleicher Behandlung keine eindeutigen teratogenen Effekte 

in Ratten (NTP, 1983). In neueren Studien wies eine Dosis von 20 mg/kg/Tag, die trächtigen 

Ratten über die gesamte Schwangerschaft bzw. in der fetalen Periode verabreicht wurde, 

allerdings Einflüsse auf die physische und die Reflexentwicklung sowie auf die postnatale 

Reifung des Zentralnervensystems und die Sexualentwicklung des männlichen Nach-

wuchses auf (Chiavegatto et al., 1997; Moraes et al., 2004). Bei Exposition von trächtigen 

Mäusen gegenüber DPH wurde eine erhöhte Inzidenz für Gaumenspalten beobachtet, 

jedoch bei Dosen, die auch generell toxisch auf Feten und Muttertiere wirkten (NTP, 1982, 

1981). In Bezug auf den Menschen wird H1-Antihistaminika der ersten Generation im Allge-

meinen kein erhöhtes Risiko für teratogene Schädigungen zugeschrieben (Gilboa et al., 

2009). Eine retrospektive epidemiologische Studie aus dem Jahr 2009 zeigte Assoziationen 

zwischen DPH und bestimmten Geburtsdefekten (Gilboa et al., 2009), die allerdings in einer 

weiteren Studie nicht bestätigt werden konnten (Li et al., 2013). 
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1.3.6 Metoclopramid 

MCP ist ein synthetisches Benzamid-Derivat, das aufgrund seiner antiemetischen und gas-

trointestinal prokinetischen Wirkungen zur Behandlung von Erbrechen, Übelkeit und Stö-

rungen des Magen-Darm-Trakts eingesetzt wird (Tonini et al., 2004). Seine therapeutischen 

Eigenschaften resultieren zum einen aus der Blockade von Dopamin-D2-Rezeptoren im 

Zentralnervensystem. Zum anderen wirkt es auch antagonistisch bzw. agonistisch über die 

Bindung an 5-Hydroxytryptamin (5-HT)3- und 5-HT4-Rezeptoren und beeinflusst somit durch 

Serotonin regulierte physiologische Funktionen. 

Aus Studien in Ratten, Mäusen und Kaninchen konnte keine teratogenes Risiko abgeleitet 

werden (Gill und Einarson, 2007; Pfizer, 2012). Kürzlich veröffentlichte retrospektive epide-

miologische Studien ergaben ebenfalls kein erhöhtes Risiko für Geburtsdefekte beim 

Menschen (Matok et al., 2009; Pasternak et al., 2013). 

1.3.7 Penicillin G 

PenG ist ein von Pilzen der Gattung Penicillium gebildeter Wirkstoff, der zu den ß-Lactam-

Antibiotika gehört. Diese Substanzgruppe übt ihren antibakteriellen Einfluss über die Inhi-

bierung der Quervernetzung von Peptidoglykanen in der Zellwand aus (Clark, 2005). Dies 

geschieht durch eine Inaktivierung der verantwortlichen Enzyme mit Hilfe der Amidgruppe 

des Lactamrings. PenG wird als Therapeutikum gegen verschiedene bakterielle Infektionen 

eingesetzt. Es konnte kein teratogenes Risiko von PenG aus tierexperimentellen Studien und 

den vorhandenen Daten zur humanen Exposition abgeleitet werden (Nahum et al., 2006). 
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2 Zielstellung 

Die Etablierung und Anwendung von alternativen Testmethoden für entwicklungstoxikolo-

gische Studien im Rahmen der Prüfung von Chemikalien und Pharmazeutika ist aus 

ethischen, qualitativen, finanziellen und zeitlichen Gründen dringend erforderlich. Durch tera-

togene Substanzen induzierte skelettale Anomalien werden sowohl im Menschen als auch in 

Versuchstieren häufig beobachtet und die Analyse der Knochenentwicklung ist ein integraler 

Bestandteil von sicherheitstoxikologischen Studien. Ein in vitro Testsystem, das der Vorher-

sage von Substanzeffekten auf die humane Knochenentwicklung dient, könnte daher einen 

wertvollen Bestandteil einer modularen Teststrategie zur Erfassung des entwicklungsto-

xischen und teratogenen Potentials von exogenen Noxen darstellen. Bis zum heutigen Zeit-

punkt gibt es jedoch keinen validierten Assay, der diesen Aspekt adressiert. Erste Ansätze 

für den Aufbau solch eines Testmoduls beschränkten sich auf die Verwendung von Maus ES 

Zellen. Dies birgt das Risiko eines inadäquaten prädiktiven Potentials für den Menschen auf-

grund von Interspeziesdifferenzen und ein humanes System ist daher wünschenswert. 

Aus diesem Grund war das übergreifende Ziel der vorliegenden Arbeit die Grundlagen für ein 

in vitro Testsystem zur Erfassung von Entwicklungsknochentoxizität zu schaffen, das auf 

humanen embryonalen Zellen beruht. 

Dafür wurden die folgenden aufeinander aufbauenden Fragestellungen untersucht: 

1. Sind mesenchymale Progenitorzellen, die aus humanen embryonalen Stammzellen ge-

wonnen wurden (hES-MPs), ein geeignetes Zellmodell für die Etablierung eines in vitro 

Assays? 

Basierend auf den initialen Arbeiten der Arbeitsgruppe um Karlsson et al. sollte die publi-

zierte osteogene Differenzierung von hES-MPs zunächst etabliert und optimiert werden, 

um mit einem Standardprotokoll zu arbeiten, das eine ausreichende Effizienz sowie eine 

gute Reproduzierbarkeit und Stabilität der Differenzierung garantiert. Anschließend sollte 

eine weitergehende Charakterisierung der osteogen differenzierenden hES-MPs mittels 

verschiedener zellbiologischer sowie immun- und biochemischer Methoden dazu dienen, 

mehr Informationen zur Präsenz und dem zeitlichen Verlauf der typischen osteogenen 

Differenzierungsprozesse in den Kulturen zu gewinnen. Die humane Osteosarkomzellli-

nie Saos-2 sollte dabei als Referenzmodell für die Methodenetablierung und -entwicklung 

dienen. 
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2. Etablierung toxikologischer Endpunkte: Welche molekularen Marker bieten sich für die 

Testentwicklung an und wie können diese quantifiziert werden? 

Die oben angeführten Charakterisierungsexperimente sollten auch der Identifizierung von 

molekularen Markern dienen, die sich aufgrund ihrer Quantität und ihrer Zeitprofile eig-

nen. Ein Schwerpunkt wurde dabei auf die Mineralisierung gelegt, da sie das Ergebnis 

der funktionellen Interaktion verschiedener zellulärer und molekularer Prozesse ist und 

sich bereits als prädiktiver Marker in einem Assay mit Maus ES Zellen erwiesen hat. Ein 

weiterer Fokus waren Proteinmarker, da sie sowohl die Erfassung von transkriptional als 

auch (post)translational bedingten Veränderungen ermöglichen. 

Anschließend sollten Methoden zur sensitiven und möglichst frühen Quantifizierung aus-

gewählter Marker etabliert werden, um toxische Effekte erfassen zu können. Die Entwick-

lung der Methoden erfolgte zum Teil mit osteogen differenzierenden Maus ES Zellen. 

3. Können mit dem etablierten Assay (hES-MP Modell und toxikologische Endpunkte) 

spezifische Substanzeffekte auf die Knochenentwicklung erfasst werden? 

Abschließend sollte mit einer Auswahl an gut beschriebenen Testsubstanzen geprüft 

werden, ob der etablierte Assay Stoffe mit einem schädigenden Einfluss auf die Kno-

chenentwicklung und Substanzen ohne spezifische Effekte unterscheiden kann. Als Maß 

dafür sollte die Abgrenzung eines spezifischen Effekts auf den Endpunkt osteogene Dif-

ferenzierung von einer generellen zytotoxischen Wirkung (Endpunkt Zytotoxizität) dienen. 

Ein Vergleich der gewonnenen Resultate zu in vivo Daten und zu Daten von anderen 

relevanten in vitro Testsystemen sollte dann Aussagen über die Prädiktivität und Eignung 

des humanen Assays ermöglichen. Des Weiteren sollten möglich Limitierungen des 

Tests identifiziert werden, um seinen Anwendungsbereich besser abschätzen zu können. 
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3 Material 

3.1 Reagenzien 

Alle Chemikalien, wie z. B. Lösungsmittel und Puffer, wurden in analytischer Qualität von 

Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma (Taufkirchen, 

Deutschland) bezogen. 

Spezielle Reagenzien und Materialien wurden bei folgenden Anbietern erworben: 

1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI), Dihydrochlorid Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

7-Aminoactinomycin D (7-AAD) BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

ß-Glycerophosphat (ß-GP) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung, Vernetzungsgrad 
29:1, 30 % 

Bio-Rad, München, Deutschland 

Agarose für die Gelelektrophorese Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Alizarin Rot S Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Ascorbinsäure (AA) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

AquaPolyMount Polysciences, Eppelheim, Deutschland 

CASY blue Roche, Mannheim, Deutschland 

Chemilumineszenzsubstrat SuperSignal™ West 
Pico/Femto 

Thermo Fisher Scientific, 
Braunschweig, Deutschland  

Citratlösung, 27 mM, pH 3,6 Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Collagenase A, > 0,15 Units/mg Roche, Mannheim, Deutschland 

Cytofix™ BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 
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Dexamethason (Dex) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Diethanolamin Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Desoxyribonuklease (DNase), rekombinant, 
Ribonuklease (RNase)-frei 

Roche, Mannheim, Deutschland 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Lösung PanBiotech, Aidenbach, Deutschland 

Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

FACSFlow™ BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Glycin Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumazid Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumdesoxycholat Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumthiosulfat Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Nonidet™ P40 Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Normales Ziegenserum Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

p-Nitrophenylphosphat (pNPP) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Paraformaldehyd (PFA) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Perm/Wash™ Puffer BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran, 0,45 µm Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 

Ponceau Rot Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
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cOmplete™, Mini, Proteaseinhibitortabletten, 
EDTA-frei 

Roche, Mannheim, Deutschland 

Protein Loading Buffer Pack Fermentas/Thermo Fisher Scientific, 
Braunschweig, Deutschland  

Proteinmarker Precision Plus Protein™ Dual Color Bio-Rad, München, Deutschland 

Rinderserumalbumin (BSA), Fraktion V, 30 % 
Lösung  

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Rinderserumalbumin (BSA), lyophilisiertes Pulver, 
≥ 96 % 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

RNA Loading Dye (2x) Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Saponin Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Silbernitrat Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Trichloressigsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Triton X-100 Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

TRIzol® Reagenz Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Tween 20 Calbiochem/Merck, Darmstadt, 
Deutschland 

Whatman-Papier Roth, Karlsruhe, Deutschland 

3.2 Testsubstanzen 

5-Fluorouracil, CAS RN 51-21-8, Best.-Nr. F6627 Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Borsäure, CAS RN 10043-35-3, Best.-Nr. B7660 Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Diphenhydraminhydrochlorid, CAS RN 147-24-0, 
Best.-Nr. D3630 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumvalproat, CAS RN 1069-66-5, Best.-Nr. 
P4543 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
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Metoclopramidhydrochlorid, CAS RN 7232-21-5, 
Best.-Nr. M0763 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Levamisolhydrochlorid, CAS RN 16595-80-5, Best.-
Nr. L9756 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Penicillin G Natriumsalz, CAS RN 69-57-8, Best.-
Nr. PENNA 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Warfarin, CAS RN 81-81-2, Best.-Nr. PS104 Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

3.3 Zelllinien 

hES-MP™002.5 wurden von Cellartis, Takara Bio Europe AB (Göteborg, Schweden) erwor-

ben. 

Saos-2 wurden über das Leibniz-Institut DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Deutschland) bezogen. 

Maus ES Zellen des Stamms 129/Sv, Klon D3, wurden von Prof. Rolf Kemler, Max-Planck-

Institut, Freiburg zur Verfügung gestellt. 

3.4 Zellkulturmaterialien 

ß-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Basic fibroblast growth factor (bFGF) R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), 1 
und 4,5 g/l Glucose 

PAA Laboratories/GE Healthcare Life 
Sciences, Freiburg, Deutschland; Life 
Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Eppendorfgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

ESGRO Complete™ Gelatin Solution Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS) PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland; 
HyClone/GE Healthcare Life Sciences, 
Freiburg, Deutschland 

Gelatine-Lösung (2 % in H2O), zellkulturgeeignet Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Glasobjektträger (10 mm) Menzel/Thermo Fisher Scientific, 
Braunschweig, Deutschland 



Material 

 
 

37 
 

Kryoröhrchen NalgeNunc/Thermo Fisher Scientific, 
Rochester, USA 

Leukemia inhibitory factor Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 

L-Glutamin Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

McCoy's 5A Medium Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Nicht-essentielle Aminosäuren (100 x) Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Penicillin-Streptomycin Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Permanox® Objektträger (8-well) NalgeNunc/Thermo Fisher Scientific, 
Rochester, USA 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) ohne Ca2+ 
und Mg2+ 

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Pipetten BD Falcon™, BD Biosciences, 
Erembodegem, Belgien; 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Sterilfilter, 0,2 µM Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 

TrypLE™ Select Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Trypsin/EDTA, 0,05 % und 0,25 % Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Trypsin, 2,5 %, ohne Phenolrot, ohne EDTA Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Zellkulturplatten BD Falcon™ und BD Optilux™, BD 
Biosciences, Erembodegem, Belgien 

Zellkulturflaschen BD Falcon™, BD Biosciences, 
Erembodegem, Belgien; 
NalgeNunc/Thermo Fisher Scientific, 
Rochester, USA 

Sonstige Zellkulturmaterialien BD Falcon™, BD Biosciences, 
Erembodegem, Belgien 

3.5 Primäre Antikörper und Phalloidin 

Maus anti-ß-Aktin, monoklonal, IgGκ, HRP-
konjugiert, Best.-Nr. ab20272 

Abcam, Cambridge, UK 
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Maus anti-human Alkalische Phosphatase, 
monoklonal, IgG1κ, PE-konjugiert, Klon # B4-78, 
Best.-Nr. 561433 

BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Maus anti-human CD10, monoklonal, IgG1, PE-
konjugiert, Klon # HI10a, Best.-Nr. 332776 

BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Maus anti-human CD13, monoklonal, IgG1κ, PE-
konjugiert, Klon # WM15, Best.-Nr. 555394 

BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Maus anti-human CD117, monoklonal, IgG1, PE-
konjugiert, Klon # 104D2, Best.-Nr. 332785 

BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Maus anti-human CD166, monoklonal, IgG1κ, PE-
konjugiert, Klon # 3A6, Best.-Nr. 559263 

BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Maus anti-human Dlx5, monoklonal, IgG2a, Klon # 
712216, 0,5 mg/ml, Best.-Nr. MAB6710 

R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 

Maus anti-Dlx5, monoklonal, IgG1κ, Klon # 3B11, 
Best.-Nr. WH0001749M12 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Maus anti-Runx2, monoklonal, IgG2a, 0,5 mg/ml, 
Best.-Nr. ab76956 

Abcam, Cambridge, UK 

Kaninchen anti-Kollagen Typ I, polyklonal, 1 mg/ml, 
Best.-Nr. 600-401-103-0.1 

Rockland/Biomol, Hamburg, 
Deutschland 

Kaninchen anti-human Osteocalcin, polyklonal, 2-
3 mg/ml, Best.-Nr. AB1857 

Millipore, Eschborn, Deutschland 

Phalloidin, Alexa Fluor® 488-konjugiert, Best.-Nr. 
A12379 

Molecular Probes/Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 

3.6 Sekundäre Antikörper 

Ziege IgG anti-Maus IgG (H+L), Cy3™-konjugiert, 
Best.-Nr. 115-165-003 

Dianova, Hamburg, Deutschland 

Ziege IgG anti-Maus IgG (H+L), HRP-konjugiert, 
Best.-Nr. 115-035-146 

Dianova, Hamburg, Deutschland 

Ziege IgG anti-Maus IgG2a (Fc), HRP-konjugiert, 
Best.-Nr. 115-035-206 

Dianova, Hamburg, Deutschland 

Ziege F(ab')2 anti-Maus IgG (H+L), PE-konjugiert, 
Best.-Nr. 115-116-146 

Dianova, Hamburg, Deutschland 

Ziege IgG anti-Kaninchen IgG (H+L), Cy3™-
konjugiert, Best.-Nr. 111-165-144 

Dianova, Hamburg, Deutschland 

3.7 Isotypkontrollen 

IgG Isotypkontrolle aus Kaninchen, Best.-Nr. 011-
000-003 

Dianova, Hamburg, Deutschland 
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IgG1κ Isotypkontrolle aus murinem Myelom, PE-
konjugiert, Best.-Nr. P4685 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

IgG2aκ Isotypkontrolle aus Maus, Best.-Nr. 554126 BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

IgG2a Maus anti-PSD95, Best.-Nr. sc-32291 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 
Deutschland 

3.8 Kits 

Alkaline Phosphatase (AP), Leukocyte, 86R Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Calcium (CPC) LiquiColor® Test Stanbio, Boerne, USA 

Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemiluminescent) Roche, Mannheim, Deutschland 

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay  Promega, Mannheim, Deutschland 

CytoPainter F-actin Staining Kit Abcam, Cambridge, UK 

Human Osteogenesis RT² Profiler™ PCR Array  QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 

OsteoImage™ Mineralization Assay Lonza, Köln, Deutschland 

RNeasy® Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 

RT2 First Strand Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 

Pierce® BCA Protein Assay Kit  Perbio/Thermo Fisher Scientific, Bonn, 
Deutschland 

3.9 Geräte 

Absaugpumpe INTEGRA Biosciences, Konstanz, 
Deutschland 

Analysenwaage Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Brutschrank Heraeus, Hanau, Deutschland 
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Dokumentationsstation Decon Devision DBox, 
ausgestattet mit einem UV-Transilluminator und 
einer CoolSNAP HQ2 CCD Kamera; Software: Gel-
Pro Analyzer Version 6.0.0.349 

DC SCIENCE TEK, Hohengandern, 
Deutschland 

Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

Elektrophorese Apparatur PerfectBlue™ Mini PEQLAB/VWR, Erlangen, Deutschland 

Elektrophorese Apparatur Mini-PROTEAN® Tetra 
Cell 

Bio-Rad, München, Deutschland 

Immunfluoreszenzmikroskop BX 51, ausgestattet 
mit einer F View II CCD Kamera; Software: 
analySIS 5.0 

Olympus, Hamburg, Deutschland 

Inverses Lichtmikroskop Axio Observer Z1 mit 
Fluoreszenz-Imaging-System ApoTome.2, 
ausgestattet mit einer AxioCam MRm CCD 
Kamera; Software: ZEN 

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, 
Deutschland 

Magnetrührer  Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach, Deutschland 

Mikroliterpipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mikrotiterplattenlesegerät Infinite M200 Tecan, Crailsheim, Deutschland 

Mikrotiterplattenluminometer GloMax Turner BioSystems/Promega, 
Mannheim, Deutschland  

Mikrotiterschüttler IKA, Staufen, Deutschland 

Minifuge Heraeus, Hanau, Deutschland 

NanoDrop ND-2000 Spektrophotometer PEQLAB/VWR, Erlangen, Deutschland 

Phasenkontrastmikroskop CKX 41, ausgestattet für 
Fluoreszenzuntersuchungen und mit einer C7070 
CCD Kamera  

Olympus, Hamburg, Deutschland 

Pipettierhilfe (accujet) Brand, Wertheim, Deutschland 

Power Supply PowerPac HC Bio-Rad, München, Deutschland 

Reagenzglasmixer (Vortex) NeoLab, Heidelberg, Deutschland 

'Semi-Dry'-Elektroblotter PerfectBlue™ PEQLAB/VWR, Erlangen, Deutschland 
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Sonifier Branson Cell Disruptor B-30 G. Heinemann, Schwäbisch Gmünd, 
Deutschland 

Sterilwerkbank Heraeus, Hanau, Deutschland 

Thermocycler Mastercycler® personal Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zellmessgerät CASY® Innovatis/Roche, Mannheim, 
Deutschland 

Zellzählkammer (Thoma) Brand, Wertheim, Deutschland 

Wasserbad Köttermann, Uetze, Deutschland 

Zentrifugen Heraeus, Hanau, Deutschland; 
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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4 Methoden 

4.1 Zellkultur 

In der vorliegenden Arbeit wurde mit drei verschiedenen Zellsystemen gearbeitet. Das wich-

tigste und hauptsächlich verwendete stellten die Progenitoren aus humanen ES Zellen (hES-

MPs) dar, deren Eignung als Testsystem evaluiert und die für die Etablierung des Assays zur 

Prüfung auf Entwicklungsknochentoxizität verwendet wurden. Die humanen Osteosarkom-

zellen Saos-2 dienten als Referenzkultur für die Etablierung bestimmter Methoden und die 

Identifizierung geeigneter Antikörper (AK). Zu Beginn der experimentellen Arbeiten wurde 

auch mit Maus ES Zellen gearbeitet, um Methoden zur Charakterisierung der osteogenen 

Differenzierung zu etablieren. In die schriftliche Arbeit sind davon nur ausgewählte Experi-

mente eingeflossen, wenn dadurch an entsprechender Stelle relevante Informationen zur 

Verfügung gestellt wurden. 

4.1.1 Kultivierung von mesenchymalen Progenitorzellen aus humanen embryonalen 
Stammzellen (hES-MPs) 

Die Kultivierung der nicht-differenzierenden hES-MPs erfolgte nach einem von de Peppo et 

al. publizierten Protokoll (2010a). 

hES-MPs weisen mit zunehmender Kultivierungszeit eine abnehmende Differenzierungs-

kapazität auf (de Peppo et al., 2010a). Um eine vergleichbare Differenzierung über alle 

Experimente hinweg zu gewährleisten, war es daher erforderlich mit Zellen in einer frühen 

und immer gleichen Passage zu arbeiten. Daher erfolgte zunächst der Aufbau eines ausrei-

chend großen Bestands an Zellen. Die von Cellartis gelieferten hES-MPs wurden zunächst 

für sieben Tage in Expansionsmedium kultiviert, anschließend auf mehrere Kryoröhrchen 

aufgeteilt und erneut eingefroren (p1). Ein Gefäß dieser ersten Kultivierung wurde erneut 

aufgetaut, die Zellen für 13 Tage mit zweimaligem Umsetzen expandiert und erneut einge-

froren (p1+3). Dieser Bestand bildete das Ausgangsmaterial für alle weiteren Experimente. 

hES-MPs in p1+3 wurden über weitere neun Tage mit einmaligem Umsetzen expandiert 

bevor sie dann für Differenzierungsexperimente eingesetzt wurden (p1+3+3). Mit einer Aus-

saat von 1x106 Zellen konnten nach diesen neun Tagen ca. 2–2,5x107 Zellen geerntet 

werden. 
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Expansionsmedium 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 4.5 g/l Glucose, PAA Laboratories) 

Fetales Kälberserum (FCS, Pan Biotech) 10 % (v/v) 

L-Glutamin  2 mM 

Penicillin-Streptomycin  100 Units/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin 

Basic fibroblast growth factor (bFGF), 
Zugabe direkt zu den Zellkulturgefäßen 

10 ng/ml 

Lagerung bei 4 °C für max. 1,5 Wochen 

 

bFGF-Lösung  

Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid (Tris-HCl), pH 7,5                        5 mM 

Bovine serum albumin (BSA), Fraktion V, 30 % Lösung 0,1 % (v/v) 

bFGF 10 µg/ml 

Sterilfiltriert, Lagerung in Aliquots bei –20 °C, nach dem Auftauen Lagerung bei 4 °C für 2
Wochen 

 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in unbeschichteten 75 cm2 (T75) oder 25 cm2 (T25) Zell-

kulturflaschen (BD Falcon™) bei 37 °C, 5 % CO2 Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit. Das Ex-

pansionsmedium wurde alle drei bis vier Tage ausgetauscht zur Zufuhr von Nährstoffen und 

Wachstumsfaktoren sowie der Abnahme von Stoffwechselprodukten und totem Zellmaterial. 

hES-MPs wachsen als adhärente Kulturen. Bei einer Konfluenz von ca. 70–90 % wurde die 

Zellkultur geteilt und in neue Zellkulturflaschen transferiert. Dafür wurde zunächst das alte 

Medium gründlich abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit 5 ml vorgewärmter 1x phosphat-

gepufferter Saline (PBS) ohne Ca2+ und Mg2+ zur Entfernung von Mediumrückständen ge-

spült. Anschließend erfolgte die Zugabe von TrypLE™ Select (500 µl/T75; 200 µl/T25), um 

die adhärenten Zellen von der Oberfläche zu lösen. Nach einer Einwirkzeit von 5 min bei 

37 °C wurden die Zellen vorsichtig mit Medium abgespült und bei 250 x g für 5 min zentrifu-

giert. Die Zellen wurden in 5 ml Medium resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe einer Neu-

bauer Zählkammer bestimmt. Darauf folgend wurden die hES-MPs in einer Dichte von 1–

1,2x104 Zellen/cm² in neue Zellkulturflaschen ausgesät. Das Endvolumen betrug 10 ml/T75 

bzw. 4 ml/T25. Abschließend wurden 10 ng/ml bFGF zugegeben und durch vorsichtiges 

Schwenken des Kulturgefäßes gleichmäßig im Medium verteilt. 

In Optimierungsexperimenten erfolgte die Kultivierung der hES-MPs zum Teil in Gelatine-
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beschichteten Zellkulturgefäßen. Dafür wurden vor Aussaat der Zellen die Böden der Kultur-

gefäße mit ESGRO Complete™ Gelatin Solution (0,1 % porcine Gelatine in H2O) für mindes-

tens 30 min bei 37 °C inkubiert. Entsprechende Experimente sind bei den Ergebnissen in 

Kapitel 5.1.2 kenntlich gemacht. 

4.1.2 Kultivierung der humanen Osteosarkomzelllinie Saos-2 

Saos-2 wurden nach den Angaben des DSMZ kultiviert. 

Expansionsmedium 

McCoy's 5A Medium 

FCS (Pan Biotech), hitzeinaktiviert 15 % (v/v) 

Penicillin-Streptomycin  50 Units/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin 

Lagerung bei 4 °C für max. 1,5 Wochen 

 

Die Expansion erfolgte in unbeschichteten T75 Zellkulturflaschen (Nunc) bei 37 °C, 5 % CO2 

Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit. Das Expansionsmedium wurde alle zwei bis drei Tage aus-

getauscht. 

Saos-2 wurden alle drei bis vier Tage bei einer Konfluenz von ca. 60–70 % passagiert. Das 

alte Medium wurde abgenommen, die Zellen mit 2 ml vorgewärmtem 0,05 % 

Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA) gespült und anschließend im gleichen Volumen 

derselben Lösung für 5 bis 10 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden sie vorsichtig mit 8 ml 

Medium vom Flaschenboden gespült und bei 250 x g für 5 min zentrifugiert. Das Pellet 

wurde in Medium gelöst und 1/3 oder 1/4 der Zellsuspension in neue Kulturflaschen 

ausgesät. Das Endvolumen betrug 10 ml/T75. 

4.1.3 Kultivierung von embryonalen Stammzellen aus der Maus 

Die Kultivierung der Maus ES Zelllinie D3 erfolgte wie in Seiler und Spielmann (2011) be-

schrieben. 
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Expansionsmedium 

DMEM, 4,5 g/l Glucose, mit L-Glutamin (Life Technologies) 

FCS (HyClone), hitzeinaktiviert 15 % (v/v) 

Penicillin-Streptomycin  50 Units/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin 

Nicht-essentielle Aminosäuren (100 x) 1 % (v/v) 

ß-Mercaptoethanol 0,1 mM 

Leukemia inhibitory factor, Zugabe direkt zu 
den Zellkulturgefäßen 

1000 Units/ml 

Lagerung bei 4 °C für max. 1 Woche 

 

Die Expansion erfolgte in unbeschichteten 60 mm Zellkulturplatten (BD Falcon™) bei 37 °C, 

5 % CO2 Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit. 

Die Maus ES Zellen wurden alle zwei bis drei Tage bei einer Konfluenz von ca. 40–60 % 

passagiert. Hierfür wurde das alte Medium abgenommen, die Zellen mit 5 ml vorgewärmtem 

1x PBS ohne Ca2+ und Mg2+ gespült und anschließend in 1 bis 2 ml vorgewärmter 1x 

Trypsin/EDTA-Lösung für 2 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden sie durch mehrmaliges 

Auf- und Abpipettieren vereinzelt, in 4 ml Medium resuspendiert und bei 170 x g für 5 min 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 bis 5 ml frischem Medium aufgenommen und 2,5x105 

Zellen (zwei Tage) oder 1,5x105 Zellen (drei Tage) in neue Zellkulturplatten überführt. Das 

Endvolumen betrug 5 ml/60 mm Schale. 

4.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Einfriermedium hES-MPs 

FCS (Pan Biotech)                     90 % (v/v) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 10 % (v/v) 

Frisch angesetzt 

 

Einfriermedium Saos-2 

McCoy's 5A 

FCS (Pan Biotech) 20 % (v/v) 

DMSO 10 % (v/v) 

Frisch angesetzt 
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Einfriermedium Maus ES Zellen 

DMEM, 4,5 g/l Glucose, mit L-Glutamin (Life Technologies) 

FCS (HyClone), hitzeinaktiviert 40 % (v/v) 

Penicillin-Streptomycin  50 Units/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin 

Nicht-essentielle Aminosäuren (100 x) 1 % (v/v) 

ß-Mercaptoethanol 0,1 mM 

DMSO 10 % (v/v) 

Frisch angesetzt 

 

Zum Einfrieren wurden nur Zellen in einer exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Die 

Zellen wurden hierfür zunächst nach dem in Kapitel 4.1.1 (hES-MPs), 4.1.2 (Saos-2) oder 

4.1.3 (Maus ES Zellen) beschriebenen Vorgehen trypsinisiert, zentrifugiert und vorsichtig in 

Einfriermedium mit einer Anzahl von 1x106 Zellen/ml resuspendiert. Die Zellzahl war kurz 

zuvor durch das Passagieren eines weiteren Zellkulturgefäßes bestimmt worden. Anschlie-

ßend wurde die Zellsuspension auf Kryoröhrchen verteilt und in einer Gefrierhalterung 

langsam um 1 °C/min über flüssigem Stickstoff auf –70 bis –80 °C heruntergekühlt. Darauf-

hin konnten die Zellen in der flüssigen Phase des Stickstoffs gelagert werden. 

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37 °C erwärmt und die 

Zellsuspension anschließend in 9 ml vorgewärmtes Expansionsmedium überführt. Nach Zen-

trifugation bei 250 x g (Saos-2 und hES-MPs) bzw. 170 x g (Maus ES Zellen) für 5 min und 

gründlicher Abnahme des DMSO-haltigen Überstands wurde das Zellpellet in dem jeweiligen 

Expansionsmedium resuspendiert und in die entsprechenden Zellkulturgefäße überführt. Für 

Maus ES Zellen waren diese zuvor mit 0,1 % Gelatine in PBS beschichtet worden. 

4.1.5 Osteogene Differenzierung von hES-MPs 

Die osteogene Differenzierung von hES-MPs erfolgte in den meisten Experimenten durch 

Supplementierung des Mediums mit Ascorbinsäure (AA), ß-Glycerophosphat (ß-GP) und 

Dexamethason (Dex) wie bei de Peppo et al. (2010a) beschrieben. In ausgewählten Experi-

menten wurden andere Kombinationen an osteogenen Induktoren verwendet. Das in der 

Arbeit verwendete standardmäßige Protokoll umfasste zudem eine Beschichtung der Zellkul-

turgefäße mit Gelatine und eine Zellaussaat von 1x104 Zellen/cm2. In initialen Experimenten 

zur Optimierung wurden diesbezüglich auch andere Bedingungen getestet. Experimente mit 

abweichenden Supplementkombinationen, Beschichtungen und Zelleinsaaten sind im Kapitel 
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5 (Ergebnisse) kenntlich gemacht. 

Das für die Expansion von hES-MPs verwendete FCS der Firma Pan Biotech wurde auch für 

die osteogene Differenzierung verwendet. Dieses hatte sich in einer vorhergehenden Serum-

testung mit FCS verschiedener Anbieter und Chargen als am besten geeignet für die osteo-

gene Differenzierung von Maus ES Zellen der Linie D3 erwiesen. Da es in initialen Experi-

menten sowohl eine solide Expansion als auch eine zügige Mineralisierung während der 

Differenzierung von hES-MPs ermöglichte, wurde es für alle weiteren Arbeiten mit den 

humanen Zellen verwendet. 

Differenzierungsmedium 

DMEM, 1 g/l Glucose (PAA Laboratories) 

FCS (Pan Biotech) 10 % (v/v) 

L-Glutamin  2 mM 

Penicillin-Streptomycin  100 Units/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin 

Lagerung bei 4 °C für max. 1,5 Wochen 
Zugabe von verschiedenen Kombinationen der folgenden Supplemente: 

AA 45 µM 

ß-GP 10 mM 

Dex 1 µM 

1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3) 5x10–8 M 

Frisch angesetzt 

 

AA Stocklösung  

Bidest. H2O 

AA 284 mM 

Sterilfiltriert, Lagerung in Aliquots bei –20 °C 

 

ß-GP Stocklösung  

Bidest. H2O 

ß-GP 1 M 

Sterilfiltriert, Lagerung bei –20 °C für max. 9 Monate, nach dem Auftauen Lagerung bei 4 °C 
für 1 Woche 
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Dex Stocklösung  

Ethanol (EtOH) 

Dex 10 mM 

Lagerung in Aliquots bei –20 °C 

 

1,25(OH)2D3 Stocklösung  

DMSO 

1,25(OH)2D3 120 µM 

Lagerung in Aliquots bei –20 °C 

 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit. Vor 

Aussaat der Zellen wurden die Böden der Kulturgefäße (BD Falcon™) mit ESGRO 

Complete™ Gelatin Solution für mindestens 30 min bei 37 °C inkubiert. Für die Differenzie-

rung wurden hES-MPs in Passage p1+3+3 wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben trypsinisiert und 

in Differenzierungsmedium resuspendiert. 1x104 Zellen/cm2 wurden in die beschichteten 

Zellkulturgefäße transferiert. Das Volumen des Differenzierungsmediums betrug ca. 

250 µl/cm2 für alle Gefäßformate. Ein Austausch des Mediums erfolgte alle drei bis fünf Tage. 

Die Differenzierungszeit variierte in Abhängigkeit vom Experiment. Ein Beginn der Minerali-

sierung konnte ca. ab Tag 12 beobachtet werden und war bis Tag 20 deutlich ausgeprägt. 

4.1.6 Osteogene Differenzierung von embryonalen Stammzellen aus der Maus 

Die osteogene Differenzierung von Maus ES Zellen der Linie D3 erfolgte über eine Generie-

rung von embryoid bodies in Suspensionskultur und der anschließenden Supplementierung 

der vereinzelten Zellen mit osteogenen Induktoren. Das hierfür verwendete Protokoll wurde 

vom Fraunhofer Institut für Zelltherapie und Immunologie in Leipzig zur Verfügung gestellt. 
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Differenzierungsmedium 

DMEM, 4,5 g/l Glucose, mit L-Glutamin (Life Technologies) 

FCS (Pan Biotech) 10 % (v/v) 

Penicillin-Streptomycin  50 Units/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin 

Nicht-essentielle Aminosäuren (100 x) 1 % (v/v) 

ß-Mercaptoethanol 0,1 mM 

Lagerung bei 4 °C für max. 1 Woche 
Frische Zugabe der folgenden Supplemente: 

AA 25 µg/ml 

ß-GP 10 mM 
1,25(OH)2D3                  5x10–8 M 

 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit. Die 

Maus ES Zellen wurden wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben trypsinisiert und in Differenzie-

rungsmedium ohne Supplemente resuspendiert. Die Zellzahl wurde auf 3,75x104 Zellen/ml 

eingestellt und 5 ml der Suspension in eine 60 mm bakteriologische Zellkulturschale über-

führt. Nach einer dreitägigen Inkubation wurde die Hälfte des Mediums mit den gebildeten 

Zellaggregaten in eine neue bakteriologische Schale überführt und beide Schalen mit 2,5 ml 

frischem Medium ergänzt. Es erfolgte eine Kultivierung für weitere zwei Tage. Die embryoid 

bodies wurden dann durch vorsichtiges Schwenken der Schale in der Plattenmitte gesam-

melt und mit einer 1 ml Pipettenspitze in ein neues Zellkulturgefäß mit 2 ml 0,25 % 

Trypsin/EDTA transferiert. Nach einer fünf- bis zehnminütigen Inkubation wurden die Zellen 

durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt und in 5 ml Medium für 5 min bei 

170 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden anschließend in Differenzierungsmedium mit Supple-

menten resuspendiert und je 5 ml in eine 60 mm Zellkulturschale überführt. Diese waren 

zuvor für 30 min bei 37 °C mit 0,1 % Gelatine in PBS beschichtetet worden. Die eingesäte 

Zellzahl betrug 2x104 Zellen/cm2. Ein Austausch des Mediums erfolgte alle zwei bis drei 

Tage. Die Differenzierungszeit für die hier vorgestellten Experimente mit Maus ES Zellen 

betrug insgesamt 31 Tage. Zu diesem Zeitpunkt zeigten die Kulturen eine ausgeprägte 

Mineralisierung. 
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4.2 Zellbiologische Methoden 

4.2.1 Bestimmung der Zellviabilität 

Die quantitative Ermittlung der Zellviabilität diente zum einen als Parameter für das Wachs-

tum von hES-MP Kulturen und zum anderen der Erfassung von zytotoxischen Effekten durch 

die verwendeten Testsubstanzen. Die Messung der metabolischen Aktivität der Zellen mit 

Hilfe des Farbstoffs Resazurin ist eine schnelle und zellschonende Methode, die häufig als 

Indikator für die Viabilität herangezogen wird (Rampersad, 2012). Das die Zellmembran pe-

netrierende, blaue Resazurin wird durch zelluläre Reduktasen in das pinkfarbene Resorufin 

umgewandelt, dessen Fluoreszenz dann bei einer Anregungswellenlänge von 560 nm und 

einer Emissionswellenlänge von 590 nm erfasst werden kann. Allgemein anerkannt ist, dass 

die Reduktion durch mitochondriale Enzyme erfolgt (Rampersad, 2012). Ein zusätzlicher Ein-

fluss durch die Aktivität zytosolischer und mikrosomaler Reduktasen konnte in hepatischen 

subzellulären Fraktionen nachgewiesen werden (Gonzalez und Tarloff, 2001). 

Die Bestimmung der Zellviabilität wurde mit dem CellTiter-Blue® Assay der Firma Promega 

durchgeführt. Die Zugabe der Resazurinlösung erfolgte direkt zum Medium der Zellen in fluo-

reszenzgeeigneten 96-well Platten (schwarz/klar; BD Falcon™ und BD Optilux™). Zunächst 

wurden in Vortests Versuchsbedingungen festgelegt, die eine Messung der Viabilität von 

hES-MPs im linearen Bereich sicher stellen. Dafür wurden serielle Verdünnungen der Zellen 

mit verschiedenen Volumina des Reagenzes unterschiedlich lang inkubiert. Basierend auf 

diesen Daten wurden in allen weiteren Experimenten 20 µl der vorgewärmten Resazurin-

lösung zu 100 µl Medium gegeben, vorsichtig gemischt und die Platten für 1,5 h bei 37 °C 

inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz von Resorufin erfolgte mit dem Infinite M200 

Mikrotiterplattenlesegerät von Tecan. 

4.2.2 Messung der Proliferation 

Die Bestimmung der Rate von sich aktiv teilenden Zellen erfolgt neben der manuellen Zell-

zählung in der Regel über die Messung der Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Replikation. Zur 

Markierung der neu synthetisierten DNA wird u. a. das Thymidin-Analog 5-Brom-2'-desoxy-

uridin (BrdU) eingesetzt, das anschließend über einen spezifischen Enzym-gekoppelten AK 

nachgewiesen werden kann (Porstmann et al., 1985). Entsprechend der Konjugation kann 

eine Detektion kolorimetrisch oder chemilumineszenzbasiert erfolgen. 

hES-MPs wurden in 96-well Platten (schwarz/klar; BD Falcon™ und BD Optilux™) kultiviert 
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und die Proliferation mit Hilfe des Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemiluminescent) von 

Roche bestimmt. Das Protokoll folgte den Herstellerangaben. Die Zellen wurden mit 10 µM 

BrdU für 3 h bei 37 °C inkubiert und anschließend durch Zugabe von 200 µl FixDenat-

Lösung für 30 min bei Raumtemperatur (RT) fixiert und die DNA denaturiert. Daraufhin 

erfolgte die Inkubation mit Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugiertem AK für 1,5 h bei RT. 

Nach drei gründlichen Waschschritten in je 200 µl des mitgelieferten Waschpuffers wurden 

die Plattenböden mit dunkler Folie abgeklebt. Dann wurden 100 µl der HRP-Substratlösung, 

die Luminol, Wasserstoffperoxid und 4-Iodophenol enthält, hinzugefügt und die Platten für 

3 min bei RT geschüttelt. Im direkten Anschluss wurde die Chemilumineszenz mit einem 

GloMax Luminometer (Turner BioSystems/Promega) gemessen. 

4.2.3 Färbung und quantitativer Nachweis der Mineralisierung 

4.2.3.1 Alizarin Rot S Färbung 

Eine häufig und seit langer Zeit angewendete Methode zur Visualisierung von mineralisierten 

Bereichen in Knochenpräparaten und osteogenen Zellkulturen ist die Färbung mit Natrium-

alizarinsulfonat (Alizarin Rot S) (McGee-Russell, 1958). Sie beruht auf der Bindung des 

Farbstoffs mit Calciumionen, die ein Hauptbestandteil von Hydroxyapatit in der extrazellu-

lären Matrix (ECM) von Knochengewebe sind. Die Präzipitate aus Alizarin Rot S und 

Calcium sind an ihrer orange-roten Färbung erkennbar. 

Alizarin Rot S Färbelösung 

Bidest. H2O 

Alizarin Rot S 5 mg/ml 

Nach dem Lösen pH-Wert mit Ammoniak auf 4,1 bis 4,3 einstellen, filtrieren, Lagerung bei 
RT 

 

Der Nachweis erfolgte nach einem von Dienelt und zur Nieden (2011) beschriebenen Proto-

koll mit Modifikationen. In 24-well Platten differenzierende hES-MPs (siehe Kapitel 4.1.5) 

wurden mit 500 µl PBS gewaschen und mit eiskaltem Methanol/Aceton (7:3) für 10 min bei –

20 °C fixiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurden die Kulturen in 200 µl der 

Färbelösung für 5 min bei RT inkubiert. Zur Entfernung von nicht gebundenem Farbstoff und 

unspezifischer Färbungen wurden die Präparate zunächst mit 500 µl bidest. H2O und an-

schließend mit aufsteigenden EtOH-Konzentrationen von 70 bis 100 % für 10 min bei RT 

unter leichtem Schütteln gewaschen. Die Auswertung der Färbungen erfolgte mit einem CKX 
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41 Mikroskop, ausgestattet mit einer C-7070 CCD Kamera (beides Olympus). 

4.2.3.2 Von Kossa Färbung 

Eine weitere klassische Methode zum Nachweis von Mineralisierung in Gewebe und Zellkul-

turen ist die Färbung nach von Kossa (McGee-Russell, 1958). Bei dieser Methode werden 

die Kationen von Calciumsalzen durch Silberionen ausgetauscht, die anschließend photo-

chemisch zu metallischem Silber reduziert werden. Dadurch ist ein Nachweis der Anionen 

der Calciumsalze (in Knochen hauptsächlich Phosphate und Carbonate) in Form von Präzi-

pitaten mit dunkelbrauner bis schwarzer Farbe möglich. 

Silbernitratlösung 

Bidest. H2O 

Silbernitrat 50 mg/ml 

Lichtgeschützte Lagerung bei RT 

 

Natriumthiosulfatlösung 

Bidest. H2O 

Natriumthiosulfat 50 mg/ml 

Lagerung bei RT 

 

Die Differenzierung und Fixierung der Zellen erfolgte wie in Kapitel 4.2.3.1 beschrieben. 

Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Kulturen mit 200 µl der Silbernitratlösung 

überschichtet und für 1 h dem direkten Lichtstrahl einer 60 W Lampe ausgesetzt. Daraufhin 

wurden sie dreimal mit je 500 µl bidest. H2O gewaschen. Zur Entfernung von nicht-reduzie-

rtem Silber wurden die Kulturen für 2 min in 200 µl Natriumthiosulfatlösung inkubiert und an-

schließend dreimal mit bidest. H2O gewaschen. Weitere Waschschritte mit EtOH und die 

Auswertung erfolgten wie in Kapitel 4.2.3.1 beschrieben. 

4.2.3.3 Quantifizierung von Calcium 

Für eine Quantifizierung von Calcium in biologischen Materialien werden zumeist Farbstoffe 

eingesetzt, die das Kation stabil binden und einen kolorimetrischen Nachweis ermöglichen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde hierfür mit dem ortho-Cresolphthalein Complexone (OCPC) 

gearbeitet (Ray Sarkar und Chauhan, 1967). Dabei wird der Farbstoff in einer sauren Lösung 
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zu den Proben gegeben, in der Calcium von Proteinen dissoziiert und direkt von OCPC ge-

bunden wird. Der gebildete Komplex entwickelt anschließend unter alkalischen Bedingungen 

eine violette Farbe und der Calciumanteil kann so über Absorptionsmessungen bestimmt 

werden. Interferenzen mit Magnesium und Schwermetallen werden durch die Anwesenheit 

von 8-Hydroxychinolin und Kaliumcyanid eingedämmt. 

Lysepuffer 

PBS                                 10 ml 

Triton X-100 1 % (v/v) 

cOmplete™, Mini, Proteaseinhibitortabletten, EDTA-frei 1 Tablette 

Lagerung in Aliquots bei –20 °C 

 

Die in 6-well Platten kultivierten Zellen wurden zunächst mit vorgewärmtem PBS gewaschen 

und anschließend 50 µl Lysepuffer zu jeder Vertiefung hinzugegeben. Die Zellen wurden mit 

einem Zellscraper vom Plattenboden gelöst und mit dem Lysepuffer in Eppendorfgefäße 

überführt. Nach einer einstündigen Inkubation auf Eis erfolgte eine Zentrifugation bei 

20.000 x g für 30 min bei 4 °C. Die Überstände wurden bis zur Messung bei –80 °C gelagert. 

Das Pellet wurde in bidest. H2O gewaschen, erneut zentrifugiert und in 200 µl 0,5 M HCl 

über Nacht bei 4 °C unter kräftigem Schütteln inkubiert. Nach Zentrifugation bei 20.000 x g 

für 5 min bei 4 °C wurden die Überstände bis zur Messung bei –80 °C gelagert. Die Bestim-

mung des Calciumanteils in den Proben erfolgte mit dem Calcium (CPC) LiquiColor® Test 

der Firma Stanbio. Dafür wurden je 2 µl der Triton- oder HCl-Überstände in eine Vertiefung 

einer 96-well Platte pipettiert und mit 200 µl des OCPC enthaltenden Arbeitsreagenzes für 

5 min bei RT inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte direkt im Anschluss bei einer 

Wellenlänge von 550 nm mit dem Infinite M200. Anhand der seriellen Verdünnungsreihe 

eines Calciumstandards (0 bis 0,5 mg/ml in Lysepuffer oder 0,5 M HCl) wurde eine Stan-

dardkurve abgeleitet, die der Ermittlung der Calciumkonzentrationen in den Proben diente. 

Der aus dem Triton-Überstand und der zugehörigen HCl-Probe summierte Calciumanteil 

wurde anschließend gegen die Proteinkonzentration im Triton-Überstand normalisiert. Die 

Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA Assay wie in Kapitel 4.3.4 beschrieben. 

4.2.3.4 Fluoreszenzbasierter Nachweis der Mineralisierung 

Eine Alternative sowohl zur Visualisierung als auch zur Quantifizierung von mineralisierten 

Bereichen in Zellkulturmodellen stellt der OsteoImage™ Mineralization Assay der Firma 
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Lonza dar. Nach Herstellerangaben beruht er auf der Bindung eines fluoreszierenden Rea-

genzes an Hydroxyapatit. Ob es sich dabei um ein Fluorochrom, einen gekoppelten AK oder 

ein anderes Reagenz handelt wird nicht spezifiziert. Einzige Voraussetzung ist eine Fixierung 

der Kulturen. 

Die Färbung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. In fluoreszenzgeeigneten 96-well 

Platten (schwarz/klar; BD Optilux™ und BD Falcon™) differenzierende hES-MPs (siehe 

Kapitel 4.1.5) wurden 2x mit 200 µl PBS gewaschen und mit eiskaltem Methanol/Aceton (7:3) 

für 10 min bei –20 °C fixiert. Nach zwei Waschschritten in 100 µl des mitgelieferten Wasch-

puffers wurden die Kulturen in 100 µl des im Kit enthaltenen Färbereagenzes für 30 min 

lichtgeschützt inkubiert. Anschließend erfolgten drei Waschschritte in je 200 µl Waschpuffer. 

Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, erfolgten diese jeweils für mindestens 15 min 

unter vorsichtigem Schütteln und es wurde darauf geachtet den restlichen Waschpuffer 

gründlich abzunehmen. Abschließend wurden 200 µl Waschpuffer hinzu pipettiert und die 

Fluoreszenz bei einer Exzitation von 492 nm und einer Emission von 520 nm am Infinite 

M200 Mikrotiterplattenlesegerät von unten detektiert. Dabei wurden insgesamt 25 vordefinie-

rte und für alle Messungen konstant gehaltene Positionen, die mindestens einen Abstand 

von 100 µm zum Rand der Vertiefung hatten, in jedem well vermessen und deren Mittelwert 

für die weitere Auswertung verwendet. Fluoreszenz- und lichtmikroskopische Aufnahmen 

wurden mit einem CKX 41 Mikroskop nach der Messung erstellt, um ein Ausbleichen der 

Proben zu verhindern. 

4.2.4 Nachweis der Enzymaktivität von Alkalischer Phosphatase  

4.2.4.1 Färbung der Enzymaktivität von Alkalischer Phosphatase 

Für den zytochemischen Nachweis von Alkalischer Phosphatase (AP)-Aktivität wird häufig 

eine Enzym-Substrat-Reaktion eingesetzt (Kaplow, 1968). Im alkalischen Milieu spaltet AP 

Phosphorsäureesterverbindungen wie 3-Hydroxy-2-naphthanilid (Naphthol AS) Phosphat. 

Das phosphatfreie Produkt bildet dann mit Diazoniumsalzen (z. B. Fast Red TR oder Fast 

Red Violett LB) unlösliche Azoverbindungen, die als farbige Depositionen in Bereichen in 

denen Enzymreaktionen stattgefunden haben erkennbar sind. Wichtig hierbei ist, dass eine 

Fixierung erfolgt, die einerseits die zytologische Struktur konserviert und andererseits die 

Enzymaktivität von AP so wenig wie möglich beeinträchtigt. 
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Fixierungslösung 

Citratlösung, 27 mM, pH 3,6                                     25 % (v/v) 

Aceton 67 % (v/v) 

Formaldehyd, 37 % 8 % (v/v) 

Lagerung bei 4 °C für max. 4 Wochen 

 

Die Visualisierung der Aktivität von AP in differenzierenden hES-MPs erfolgte mit dem 

Alkaline Phosphatase (AP), Leukocyte Kit der Firma Sigma nach Herstellerangaben. Die in 

24-well Platten kultivierten hES-MPs wurden 2x mit je 500 µl vorgewärmtem PBS gewaschen 

und anschließend für 30 s 300 µl der auf RT temperierten Fixierungslösung zugegeben. 

Nach zwei Waschschritten in PBS erfolgte eine lichtgeschützte Inkubation in 300 µl frisch an-

gesetzter Substratlösung, die Naphthol AS-BI Phosphat und Fast Red Violet LB Salz enthält, 

für 15 min bei RT. Die Kulturen wurden dann in PBS gewaschen und lichtmikroskopisch aus-

gewertet. Areale mit AP-Aktivität waren durch die Ablagerung der gebildeten Azoverbindung 

an einer roten Färbung erkennbar. 

4.2.4.2 Quantifizierung der Enzymaktivität von Alkalischer Phosphatase 

Für den Nachweis von AP-Enzymaktivität in Zelllysaten wurde als Substrat mit p-Nitrophenyl-

phosphat (pNPP) gearbeitet. AP katalysiert vorzugsweise im alkalischen Bereich die Hydro-

lyse des farblosen Phosphatesters zum gelben p-Nitrophenol (pNP), dessen Absorption bei 

einer Wellenlänge von 405 nm photometrisch bestimmt werden kann (Bessey et al., 1946). 

Diethanolaminpuffer 

Bidest. H2O 

Diethanolamin 1 M 

Magnesiumchlorid 0,5 mM 

pH-Wert mit HCl auf 9,8 einstellen, Lagerung bei RT 

 

pNPP-Puffer 

Diethanolaminpuffer 

pNPP 10,78 mM 

Frisch angesetzt 
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Für die Experimente mit dem AP-Inhibitor Levamisol (LEV) wurden hES-MPs am Tag 13 der 

Differenzierung aufgearbeitet, einem Zeitpunkt an dem die Mineralisierung stark voranschrei-

tet. Die in 6-well Platten kultivierten Zellen wurden wie in Kapitel 4.2.3.3 beschrieben lysiert. 

Am Tag der Messung wurde eine serielle Verdünnungsreihe von Levamisolhydrochlorid in 

PBS hergestellt und 3 µl jeder Konzentration mit 15 µl des aufgetauten Zelllysatüberstands 

für 15 min bei RT vorinkubiert. Anschließend wurden je 3x 5 µl jeder Probe in die Vertiefung 

einer 96-well Platte überführt und mit 100 µl pNPP-Puffer ergänzt. Die finalen Konzentratio-

nen von Levamisol betrugen 0 bis 500 µM. Die Bildung von pNP wurde mit dem Infinite M200 

bei einer Wellenlänge von 405 nm und einer Temperatur von 37 °C erfasst. Um eine Mes-

sung im linearen Bereich zu gewährleisten, wurden die Absorptionswerte für jede Probe alle 

2 min aufgezeichnet. Für die Auswertung wurden die Messwerte nach 1 h Inkubation 

herangezogen. Absorptionswerte sind als prozentualer Anteil von der Lösungsmittelkontrolle 

(100 %) angegeben. 

4.3 Immun- und biochemische Methoden 

4.3.1 Immunfluoreszenzfärbungen 

Zum qualitativen Nachweis von Markerproteinen wurden Immunfluoreszenzfärbungen mit 

spezifischen primären AK und Fluorochrom-gekoppelten sekundären AK in fixierten Zellkul-

turen durchgeführt. Für die einzelnen Proteine/AK mussten die im Folgenden beschriebenen 

individuellen Protokollbedingungen etabliert werden, um einen aussagekräftigen Nachweis 

zu erhalten. 

4.3.1.1 Fixierung der Zellen 

Saos-2 Zellen wurden in 8-well Permanox® Objektträgern oder auf 10 mm Glasobjektträgern 

herangezogen wie in Kapitel 4.1.2 ausgeführt. Differenzierende hES-MPs wurden auf 8-well 

Permanox® Objektträgern kultiviert wie in Kapitel 4.1.5 beschrieben. Vor der Fixierung 

wurden beide Kulturen 3x mit PBS gewaschen. Nicht-differenzierende hES-MPs wurden auf 

10 mm Glasobjektträgern herangezogen wie in Kapitel 4.1.1 dargestellt. Letztere wurden 

dann durch die Zugabe eines gleichen Volumens von 4 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in 

PBS zum Medium für 2 min bei RT vorfixiert, um einem Ablösen der Zellen von den Objekt-

trägern vorzubeugen. Sowohl differenzierende als auch nicht-differenzierende Zellen wurden 

dann mit 200 µl 4 % PFA in PBS für 15 bis 20 min bei RT fixiert und anschließend 3x mit 

PBS oder TBS (Tris-gepufferte Saline, Rezeptur siehe Kapitel 4.3.1.4) gewaschen. 
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4.3.1.2 Nachweis von Dlx5 

Blockierungspuffer 

PBS ohne Ca2+ und Mg2+ 

Normales Ziegenserum 10 % (v/v) 

BSA, lyophilisiertes Pulver, ≥ 96 % 10 mg/ml 

Frisch angesetzt 

 

Zur Detektion des Transkriptionsfaktors Dlx5 wurden die Membranen der fixierten Zellen zu-

nächst mit 0,25 % (v/v) Triton X-100 in PBS für 10 min bei RT permeabilisiert. Anschließend 

wurden freie Bindungsstellen mit Blockierungspuffer für 1 h bei RT blockiert. Der anti-Dlx5 

AK (Klon # 712216; R&D Systems, 1:50 in Blockierungspuffer) und die Isotypkontrolle wur-

den für 2 h bei RT zu den Präparaten gegeben. Nach 3x Waschen in PBS erfolgte die Inku-

bation mit einem Cy3™-konjugierten Ziege-anti-Maus AK (1:1600 in Blockierungspuffer) für 

1 h bei RT. Anschließend wurde mit PBS gewaschen. Das Volumen aller Lösungen betrug 

200 µl. Die weitere Bearbeitung erfolgte nach Kapitel 4.3.1.6. 

4.3.1.3 Nachweis von Kollagen Typ I 

Blockierungspuffer 

PBS ohne Ca2+ und Mg2+ 

Normales Ziegenserum 10 % (v/v) 

BSA, lyophilisiertes Pulver, ≥ 96 % 10 mg/ml 

Saponin 1,5 mg/ml 

Frisch angesetzt 

 

Zur Färbung von zytoplasmatischem und extrazellulärem Kollagen Typ I wurden die Zellen 

zunächst für 1 h bei RT mit Blockierungspuffer versetzt und anschließend mit einem anti-

Kollagen Typ I AK (1:100 in Blockierungspuffer) bei 4 °C über Nacht inkubiert. Als Kontrolle 

diente Blockierungspuffer ohne AK. Nach dreimaligem Waschen in PBS mit 0,15 % (w/v) 

Saponin wurde ein Cy3™-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen AK (1:1000 in Blockierungspuf-

fer) für 1 h bei RT zugegeben. Die Zellen wurden 2x in PBS/0,15 % Saponin gewaschen und 

für 30 min mit Alexa Fluor® 488-gekoppeltem Phalloidin (44 nM in Blockierungspuffer) ver-

setzt zur Visualisierung von F-Aktin. Danach wurde mit PBS gewaschen. Das Volumen aller 

Lösungen betrug 200 µl. Die weitere Bearbeitung erfolgte nach Kapitel 4.3.1.6. 
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4.3.1.4 Nachweis von Runx2 

TBS 

Bidest. H2O 

Tris-HCl, pH 7,5 50 mM 

Natriumchlorid 150 mM 

Lagerung bei 4 °C  

 

Blockierungspuffer 

TBS 

Normales Ziegenserum 4 % (v/v) 

Tween 20 0,1 % (v/v) 

Frisch angesetzt 

 

Der Nachweis des Transkriptionsfaktors Runx2 erfolgte nach einem publizierten Protokoll 

(Kärner et al., 2007). Die Zellen wurden nach Inkubation in 0,2 M HCl für 15 min bei RT mit 

0,25 % (v/v) Triton X-100 in TBS für 10 min bei RT permeabilisiert. Nach 3x Waschen in TBS 

und einer einstündigen Inkubation in Blockierungspuffer wurden die Präparate mit dem anti-

Runx2 AK (1:100 in Blockierungspuffer) oder der Isotypkontrolle bei 4 °C über Nacht behan-

delt. Am nächsten Tag wurden die Proben 3x mit TBST (0,1 % (v/v) Tween 20 in TBS) ge-

waschen und ein Cy3™-konjugierter Ziege-anti-Maus AK (1:1000 in Blockierungspuffer) für 

1 h bei RT zugegeben. Es wurde erneut mit TBST gewaschen. Das Volumen aller Lösungen 

betrug 200 µl. Die weitere Bearbeitung erfolgte nach Kapitel 4.3.1.6. 

4.3.1.5 Nachweis von Osteocalcin 

Für die Immunfluoreszenzfärbung von Osteocalcin (OC) wurde nach dem Protokoll von 

Runx2 (Kapitel 4.3.1.4) mit nachfolgend aufgeführten Modifikationen gearbeitet. Eine Be-

handlung mit HCl entfiel hier. Anstatt dessen wurden die fixierten Kulturen von Tag 13 und 

20 für 15 min bei RT mit 1 % EDTA behandelt, um die Mineralisierung aufzulösen und extra-

zelluläres OC für den AK zugänglich zu machen. Die Präparate wurden für 1 h bei RT mit 

dem anti-OC AK (1:1000 in Blockierungspuffer) oder der Isotypkontrolle inkubiert. Als sekun-

därer AK diente ein Cy3™-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen AK (1:1000 in Blockierungspuf-

fer). Im Anschluss an die Inkubation mit dem sekundären AK wurde F-Aktin mit dem 

CytoPainter F-actin Staining Kit nach den Angaben des Herstellers detektiert. Das Volumen 
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aller Lösungen betrug 200 µl. Die weitere Bearbeitung erfolgte nach Kapitel 4.3.1.6. 

4.3.1.6 Zellkernfärbung, Einbettung der Präparate und Auswertung 

Für die Visualisierung der Zellkerne wurden die Proben für 5 min mit 10 ng/ml 4′,6-Diamidin-

2-phenylindol (DAPI) inkubiert und abschließend mehrmals mit PBS oder TBS gewaschen. 

Die Einbettung der Proben erfolgte mit AquaPolyMount. Nach dem Trocknen der Präparate 

wurden die Färbungen mit einem Olympus BX 51 Immunfluoreszenzmikroskop ausgewertet 

und Aufnahmen mit der angeschlossenen F View II CCD Kamera erstellt. Die OC-Färbungen 

wurden am Axio Observer Z1 mit dem ApoTome.2 System ausgewertet. 

4.3.2 Durchflusszytometrische Analysen 

Bei der durchflusszytometrischen Analyse handelt es sich um eine Methode, die in den 70er 

Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelt wurde und die Untersuchung verschiedener 

Parameter auf Einzelzellebene erlaubt. Die in einer Trägerflüssigkeit aufgenommenen Zellen 

werden hierbei durch Überdruck in einer Kapillare beschleunigt (hydrodynamische Fokussie-

rung) und passieren so gestaffelt einen Laserstrahl. Das von den Zellen gebrochene, ge-

beugte und/oder ausgesendete Licht wird durch verschiedene Detektoren erfasst und über 

Photomultiplier in elektrische Signale umgewandelt und verstärkt. Darüber können verschie-

dene Informationen über die Zellen gewonnen werden, wie relative Größe (Vorwärtsstreulicht, 

FSC), relative Granularität (Seitwärtsstreulicht, SSC) und über die Markierung mit (AK-

gekoppelten) Fluorochromen der Biosynthesestatus eines spezifischen Proteins oder der 

Lebenszustand. Unterschiedliche Zellpopulationen lassen sich durch benutzerdefinierte Ana-

lysefenster („gates“) abgrenzen und näher untersuchen. Die Durchflusszytometrie ermöglicht 

somit eine detaillierte und gleichzeitig relativ schnelle Analyse von Zellpopulationen und 

ihren Charakteristika. 

4.3.2.1 Nachweis von Oberflächenmarkern 

Zur Charakterisierung nicht-differenzierender hES-MPs erfolgte der Nachweis spezifischer 

CD-Marker an der äußeren Zellmembran der Zellen mittels einer direkten Immundetektion. 

 

 

 



Methoden 

 
 

60 
 

Blockierungspuffer 

PBS ohne Ca2+ und Mg2+ 

FCS 10 % (v/v) 

Natriumazid 0,5 mg/ml 

Lagerung bei 4 °C 

 

Inkubationspuffer 

PBS ohne Ca2+ und Mg2+ 

FCS 5 % (v/v) 

Natriumazid 0,5 mg/ml 

Filtriert, Lagerung bei 4 °C 

 

Alle Lösungen wurden eisgekühlt verwendet. Subkonfluente hES-MPs wurden nach dem in 

Kapitel 4.1.1 beschriebenen Vorgehen von den Zellkulturflaschen gelöst und 2x in 10 ml 

Blockierungspuffer gewaschen. Nach Inkubation für 30 min in Blockierungspuffer (ca. 1–

2x107 Zellen/ml) wurden die Zellen bei 300 x g für 5 min zentrifugiert, in Inkubationspuffer 

gewaschen und die Zellzahl ermittelt. Anschließend wurden 1x107 Zellen in 1 ml Inkuba-

tionspuffer resuspendiert und in Aliquots mit je 100 µl aufgeteilt. Zu den Proben wurden dann 

20 µl des jeweiligen Phycoerythrin (PE)-gekoppelten primären AK (CD10, CD13, CD117 

oder CD166) hinzugegeben und diese lichtgeschützt für 45 min bei 4 °C inkubiert. Eine ge-

eignete Isotypkontrolle (IgG1κ-PE) und eine Kontrolle ohne AK wurden mitgeführt. Nach 

zweimaligem Waschen in Inkubationspuffer wurden die Zellen in selbigem resuspendiert und 

mit einem BD FACSCanto II analysiert. Zelldebris und tote Zellen wurden durch Gating im 

FSC/SSC-Diagramm von der weiteren Messung ausgeschlossen. Die Analyse von je 1x104 

Zellen erfolgte durch Anregung mit dem 488 nm Argonlaser und Detektion der PE-

Fluoreszenz nach Filterung des emittierten Lichts mit einem 585/42 nm Bandpass Filter. Die 

Auswertung der Daten erfolgte mit der FACSDiva Software, Version 6.1.3. 

4.3.2.2 Zellvereinzelung osteogen differenzierender Zellkulturen 

Eine effiziente Vereinzelung von verknöcherten Zellverbänden ist aufgrund der stark vernetz-

ten ECM und deren Mineralisierung durch eine alleinige Verwendung von trypsinisierenden 

Enzymen oder ihrer Kombination mit EDTA kaum möglich. Daher wurde im Rahmen der 

Arbeit ein Protokoll etabliert, das eine Zellvereinzelung dieser Kulturen für durchflusszyto-
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metrische Analysen ermöglicht. Grundlage hierfür waren die methodischen Arbeiten von 

Kalajzic et al. (2005). Verknöcherte Bereiche wurden zunächst mit EDTA behandelt, das 

über Stickstoffatome und Carboxygruppen stabile Komplexe mit Calciumionen bildet und 

somit die an diesem Metall reichen Kristallstrukturen aufzulösen vermag. Anschließend wur-

de die ECM durch die kombinierte Zugabe von Collagenase A und Trypsin verdaut. Erstge-

nannte ist ein aus dem Kulturüberstand von Clostridium histolyticum gewonnenes Enzymge-

misch, das sich neben proteolytischer Aktivität insbesondere durch seine Fähigkeit zur 

Degradation 3-fach helikaler nativer Kollagenfibrillen auszeichnet. Trypsin unterstützte zu-

sätzlich den Abbau nicht-kollagener Proteine. 

Dissoziationslösung 

DMEM 

Collagenase A, > 0,15 Units/mg 0,5 mg/ml 

Trypsin, 2,5 %, ohne Phenolrot, ohne EDTA 0,25 % (v/v) 

Frisch angesetzt 

 

Abstopplösung 

DMEM 

FCS 10 % (v/v) 

EDTA 1 mM 

Frisch angesetzt 

 

Das Protokoll wurde mit Maus ES Zellen etabliert und erwies sich auch für hES-MPs als 

geeignet. Die Zellen wurden in T25 Kulturflaschen differenziert und am Analysetag zunächst 

mit vorgewärmtem PBS gewaschen. Die Zugabe von 2 ml 1 % EDTA erfolgte dann nur bei 

Kulturen mit mikroskopisch erkennbaren Mineralstrukturen. Die Inkubationszeit betrug 2–

25 min (bei 37 °C) in Abhängigkeit vom Mineralisierungsgrad. Nach erneutem Waschen in 

PBS wurden 2 ml Dissoziationslösung zugefügt und die Platten je nach Differenzierungsgrad 

für 5–10 min bei 37 °C inkubiert. Die Vereinzelung der Zelllayer wurde anschließend durch 

mehrmaliges, vorsichtiges Auf- und Abpipettieren unterstützt. Der Verdau wurde durch 

Zugabe von 10 ml Abstopplösung beendet und die Zellsuspension für 5 min bei 250 x g zen-

trifugiert. Das Pellet wurde in PBS oder dem entsprechenden Inkubationspuffer des jeweili-

gen Färbeprotokolls resuspendiert und die Zellzahl mittels Neubauer Zählkammer oder dem 

CASY® Zellzähler bestimmt. 
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4.3.2.3 Nachweis von Runx2 

Zur indirekten Immundetektion von Runx2 wurde mit Fixierungs- und Permeabilisierungs-

puffern von BD Biosciences gearbeitet, von denen bekannt ist, dass sie die Detektion von 

Transkriptionsfaktoren in pluripotenten Maus ES Zellen ermöglichen (BD Stemflow, 2014). 

Blockierungspuffer  

1x BD Perm/Wash™ 

Ziegenserum 10 % (v/v) 

Frisch angesetzt 

 

1,5x106 Zellen der in Kapitel 4.1.5 (differenzierende hES-MPs), in Kapitel 4.1.1 (nicht-

differenzierende hES-MPs) oder in Kapitel 4.1.2 (Saos-2) generierten Einzelzellsuspension 

wurden in ein Eppendorfgefäß überführt, erneut mit PBS gewaschen und für 20 min bei RT 

in 150 µl BD Cytofix™ fixiert. Nach einer fünfminütigen Zentrifugation bei 1400 x g wurde das 

Pellet in 150 µl 1x BD Perm/Wash™ resuspendiert, zentrifugiert und freie Bindungsstellen 

mit 150 µl Blockierungslösung für 1 h bei RT blockiert. Anschließend wurden gleiche Volumi-

na der Zellsuspension auf drei Eppendorfgefäße verteilt, zentrifugiert und in 50 µl Blockie-

rungspuffer mit Runx2 (10 µg/ml), der Isotypkontrolle (PSD95 AK IgG2a, 10 µg/ml) oder 

ohne AK für 1 h bei RT inkubiert. Die Konzentration des Runx2 AK war anhand eines Titra-

tionsexperiments ermittelt worden. Nach drei Waschschritten in 1x BD Perm/Wash™ erfolgte 

die Zugabe von 50 µl Blockierungslösung mit einem PE-gekoppeltem Ziege-anti-Maus AK 

(1:200). Nach einer 30-minütigen Inkubation bei RT wurden die Zellen 3x mit BD 

Perm/Wash™ gewaschen und in 150 µl 5 % FCS/PBS resuspendiert. Die durchflusszytome-

trische Analyse und Auswertung erfolgte wie in Kapitel 4.3.2.1 beschrieben. 

4.3.2.4 Nachweis von Alkalischer Phosphatase 

Die direkte Immundetektion von AP an der äußeren Zellmembran erfolgte in Anlehnung an 

dem unter Kapitel 4.3.2.1 beschriebenen Protokoll für CD-Marker. Initiale Experimente mit 

Saos-2 hatten ergeben, dass eine Inkubation in Blockierungspuffer hier allerdings nicht not-

wendig war. 

Saos-2 wurden wie in Kapitel 4.1.2 dargestellt trypsinisiert und zur Testung des Einflusses 

der Dissoziationsmethode auf die Färbung auch nach dem in Kapitel 4.3.2.2 beschriebenen 

Protokoll ohne den EDTA-Schritt. Nicht-differenzierende hES-MPs wurden nach Kapitel 4.1.1 



Methoden 

 
 

63 
 

aufgearbeitet, differenzierende hES-MPs nach Kapitel 4.3.2.2. Alle Lösungen wurden eisge-

kühlt verwendet. 1x107 Zellen wurden in 1 ml Inkubationspuffer (Kapitel 4.3.2.1) resuspen-

diert und je 50 µl in neue Eppendorfgefäße überführt. Anschließend wurden die Zellen mit 

dem PE-gekoppelten AP AK (5 µg/ml), der Isotypkontrolle (IgG1-PE) oder ohne AK lichtge-

schützt für 45 min bei 4 °C inkubiert. Die Konzentration des AP AK war anhand eines Titra-

tionsexperiments ermittelt worden. Nach zweimaligem Waschen in Inkubationspuffer wurden 

die Zellen in 50 µl von diesem resuspendiert. 15 µl davon wurden vor der Analyse am BD 

FACSCanto II zur Färbung nicht-viabler Zellen mit 1,5 µl 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) für 

10 min bei RT lichtgeschützt inkubiert. Die Analyse von je 1x104 Zellen erfolgte durch 

Anregung mit dem 488 nm Argonlaser und Detektion der PE-Fluoreszenz nach Filterung des 

emittierten Lichts mit einem 585/42 nm Bandpass Filter bzw. der 7-AAD-Fluoreszenz mit 

einem 670 nm Longpass Filter. Spektrale Überschneidungen der beiden Fluorochrome 

wurden durch Kompensation minimiert; eine Bestimmung der Kompensationswerte war 

zuvor mit Saos-2 Zellen erfolgt. Zelldebris wurden durch Gating im FSC/SSC und tote Zellen 

im 7-AAD/FSC-Diagramm von der weiteren Messung ausgeschlossen. Die Auswertung der 

Daten erfolgte mit der FACSDiva Software, Version 6.1.3. 

4.3.3 Herstellung von Zelllysaten für Western-Blot Analysen 

Für die Extraktion der Transkriptionsfaktoren Dlx5 und Runx2 aus den Zellkulturen wurde mit 

einem Hoch-Salz-Lysepuffer gearbeitet, der sich an einem von Dignam et al. (1983) be-

schriebenem Puffer orientierte. 

Lysepuffer 

Bidest. H2O                                       10 ml 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES), pH 7,9 10 mM 

Magnesiumchlorid 1,5 mM 

Natriumchlorid 150 mM 

EDTA 0,2 mM 

Dithiothreitol (DTT) 0,5 mM 

Natriumdesoxycholat 5 mg/ml 

Nonidet™ P40 2 % (v/v) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 mg/ml 

cOmplete™, Mini, Proteaseinhibitortabletten, EDTA-frei 1 Tablette 

Lagerung in Aliquots bei –20 °C 
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Hierfür wurden zunächst nicht-differenzierende hES-MPs wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben 

vom Boden der Kulturgefäße gelöst. Bei differenzierenden hES-MPs erfolgte dies wie in 

Kapitel 4.3.2.2 dargestellt. Eine Vorbehandlung mit EDTA wurde bei den Kulturen ab Tag 14 

der Differenzierung durchgeführt. Für jeden Zeitpunkt wurde der Inhalt einer T25 Zellkultur-

flasche aufgearbeitet. Alle nachfolgenden Bearbeitungsschritte erfolgten auf Eis und mit vor-

gekühlten Lösungen. Die erhaltenen Zellsuspensionen wurden 1x mit PBS gewaschen, bei 

500 x g für 4 min zentrifugiert und anschließend in 300 µl Lysepuffer für 30 min schüttelnd 

inkubiert. Nach etwa der Hälfte der Zeit wurden die Proben zudem für 10 s auf der niedrig-

sten Stufe mit einem Cell Disruptor B-30 sonifiziert. Im Anschluss an eine 30-minütige Zentri-

fugation bei 20.000 x g wurden die Überstände bei –80 °C gelagert. 

4.3.4 Proteinbestimmung 

Die quantitative Bestimmung der Proteinmenge in den Zelllysaten erfolgte mit dem Pierce® 

BCA Protein Assay Kit. Diese Methode stellt eine Verknüpfung der Biuret-Reaktion mit dem 

Einsatz von Bicinchoninsäure (BCA) zur Detektion dar und wurde von Smith et al. (1985) 

entwickelt. Proteine und Peptide reduzieren Cu2+-Ionen in alkalischer Lösung zu Cu+-Ionen 

(Biuret-Reaktion), die dann mit BCA Komplexe bilden. Das purpurfarbene Reaktionsprodukt 

kann kolorimetrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm nachgewiesen werden. 

Die Proteinbestimmung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Proben wurden 

zunächst 1:50 in bidest. H2O vorverdünnt, um eine Interferenz der Komponenten des Lyse-

puffers mit den Reagenzien des Assays zu vermeiden. Eine Verdünnungsreihe des mitge-

lieferten BSA diente als Standard zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben. 

25 µl der vorverdünnten Proben oder des BSA-Standards wurden in 3-fachem Ansatz in je 

eine Vertiefung einer 96-well Platte pipettiert und mit 200 µl des BCA-Reagenzes (zusam-

mengesetzt aus 50 Teilen Reagenz A und 1 Teil Reagenz B) vermengt. Nach 30-minütiger 

Inkubation bei 37 °C und dem Abkühlen der Platte wurde die Absorption bei 562 nm mit dem 

Infinite M200 erfasst. Aus den Absorptionswerten wurden die Proteinkonzentrationen in den 

Proben mit Hilfe der BSA-Standardkurve berechnet.  

4.3.5 Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

wurde von Laemmli et al. (1970) entwickelt und stellt eine häufig eingesetzte Methode zur 

Separierung von Proteingemischen entsprechend ihres Molekulargewichts dar. Die mit SDS 
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und DTT denaturierten Proteine werden hierbei auf ein vernetztes, in einem Pufferbad 

befindliches Polyacrylamidgel geladen und durch das Anlegen einer elektrischen Spannung 

aufgetrennt. Die Anlagerung des anionischen Detergenzes SDS an die Seitenketten der Mo-

leküle überdeckt deren eigentliche Ladung und ermöglicht so die Separierung von Proteinen 

entsprechend ihres Molekulargewichts in den Poren des Gels. Ein diskontinuierliches Gel 

bedeutet eine Zusammensetzung des Trägermaterials aus zwei verschiedenen Phasen mit 

unterschiedlichem pH-Wert und unterschiedlicher Porengröße. Das Sammelgel dient der 

Aufkonzentration der Proben, während im Trenngel die eigentliche Auftrennung erfolgt. Eine 

Abschätzung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine erfolgt über das Mitführen 

von Proteinmarkern mit Proteinen bekannter Größe. 

Sammelgel (4,5 %) 

Bidest. H2O  

Tris-HCl, pH 6,8 125 mM 

SDS 2 mg/ml 

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung 
(Vernetzungsgrad 29:1, 30%) 

4,5 % (v/v) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,1 % (v/v) 

Ammoniumpersulfat (APS) 1,5 mg/ml 

Frisch hergestellt; Sammelgelpuffer (4x Tris-HCl/SDS/bidest. H2O) Lagerung bei 4 °C 

 

Trenngel (10 %) 

Bidest. H2O  

Tris-HCl, pH 8,8 375 mM 

SDS 2 mg/ml 

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung 
(Vernetzungsgrad 29:1, 30%) 

10 % (v/v) 

TEMED 0,1 % (v/v) 

APS 750 µg/ml 

Frisch hergestellt; Trenngelpuffer (4x Tris-HCl/SDS/bidest. H2O) Lagerung bei 4 °C 
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Laufpuffer 

Bidest. H2O  

Tris-HCl, pH 8,3 25 mM 

Glycin 192 mM 

SDS 1 mg/ml 

Lagerung als 10x Ansatz bei 4 °C 

 

Nach dem Aufbau der Elektrophorese-Apparatur (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad) und 

dem Zusammenbau der Gelkammern mit 1,5 mm Spacerplatten wurde das Trenngel in den 

Zwischenraum der Gelkammer gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach vollstän-

diger Polymerisierung wurde die Trenngelkante mit bidest. H2O gespült, das Sammelgel 

eingefüllt und der Probenkamm eingesetzt. Sobald das Sammelgel ausreichend polymeri-

siert war, wurde die Gelkammer in die Elektrophorese-Einrichtung eingesetzt, das System 

mit Laufpuffer gefüllt und der Probenkamm entfernt. 

Die Proben wurden auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellt und mit DTT-haltigem 

Ladepuffer (5x, Fermentas) vermischt. Anschließend wurden sie für 5 min bei 95 °C denatu-

riert, kurz abzentrifugiert und, ebenso wie der Proteinmarker, in die Taschen des Sammel-

gels eingefüllt. Die Elektrophorese wurde zunächst mit einer Spannung von 90 V (Sammel-

gel) und anschließend mit 120 V (Trenngel) durchgeführt. Die Stromstärke lag bei ca. 20 mA 

pro Gel. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel aus den Kammern entnom-

men und weiter für die Western-Blot Analyse eingesetzt. 

4.3.6 Western-Blot 

Ein AK-vermittelter Nachweis spezifischer Proteine in den durch SDS-PAGE aufgetrennten 

Proteingemischen erfolgt üblicherweise nach einem elektrophoretischen Transfer von diesen 

auf eine Trägermembran, dem sogenannten Western-Blot Verfahren (Towbin et al., 1979). 

Transferpuffer 

Bidest. H2O  

Tris-HCl, pH 8,3 25 mM 

Glycin 192 mM 

Methanol 20 % (v/v) 

Lagerung als 10x Ansatz bei 4 °C 
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Ponceau Rot Färbelösung 

Bidest. H2O  

Ponceau Rot 2 mg/ml 

Trichloressigsäure 30 mg/ml 

Lagerung bei RT 

 

Der Transfer erfolgte mit einem Semi-Dry-Blot-System (PEQLAB). Als Trägermaterial wurde 

eine 0,45 µm dicke Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran verwendet, die zur Aktivierung 

zunächst für 90 s in Methanol und anschließend in bidest. H2O vorinkubiert wurde. Parallel 

wurden drei Lagen Whatman-Papier in Transferpuffer getränkt und auf die Anodenseite des 

Semi-Dry-Blot-Systems positioniert. Darauf wurden die PVDF-Membran, das SDS-Gel und 

drei weitere Lagen getränktes Whatman-Papier gelegt und etwaige Luftblasen durch leichtes 

Rollen mit einer Pasteurpipette entfernt. Anschließend wurde das Sandwich mit der Katho-

denseite des Blot-Systems abgedeckt und die Apparatur mit den angebrachten Schrauben 

festgestellt, um ein Verrutschen des Sandwichs zu vermeiden. Der Transfer erfolgte für 1 h 

bei einer Stromstärke von 2 mA/cm2. Die Membran wurde danach kurz in bidest. H2O 

gewaschen und für 5 min in Ponceau Rot Lösung gefärbt, um die Qualität des Transfers zu 

prüfen. Durch mehrmaliges Waschen in bidest. H2O und TBST wurde das Ponceau Rot ent-

fernt und die Membran stand für die Markierung mit AK zur Verfügung. 

4.3.7 Nachweis geblotteter Proteine mittels Antikörpern 

Der Nachweis der mittels Western-Blot immobilisierten Proteine erfolgte durch eine Markie-

rung mit spezifischen primären AK, deren Bindung dann mit Hilfe von HRP-gekoppelten 

sekundären AK über eine Chemilumineszenzreaktion detektiert wurde. 

Blockierungspuffer Runx2 und ß-Aktin 

TBST 

Milchpulver 40 mg/ml 

Frisch angesetzt 

 

Blockierungspuffer Dlx5 

TBST 

BSA, lyophilisiertes Pulver, ≥ 96 % 30 mg/ml 

Lagerung bei 4 °C 



Methoden 

 
 

68 
 

Inkubationspuffer sekundäre AK und ß-Aktin 
TBST 

BSA, lyophilisiertes Pulver, ≥ 96 % 10 mg/ml 

Lagerung bei 4 °C 

 

Strippingpuffer, pH 2,3 

Bidest. H2O  

Glycin 0,2 M 

SDS 10 mg/ml 

Tween 20 0,1 % (v/v) 

Direkt hinzufügen bei Inkubation der Membran:  

DTT 5 mM 

Natriumazid 20 mM 

Lagerung bei RT; nach Riebeling, 2001 mit Modifikationen 

 

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die PVDF-Membran zunächst in 8 ml 

Blockierungspuffer für 1 h bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte die Markierung mit dem 

jeweiligen primären und zugehörigen sekundären AK wie folgt: 

1. AK Inkubationsbedingungen 2. AK Inkubationsbedingungen 

Anti-Dlx5 
(Sigma) 

1:3000 verdünnt in 
Blockierungspuffer bei 4 °C über 
Nacht 

Ziege-   
anti-Maus 
IgG 

1:2000 verdünnt in 
Inkubationspuffer für 1 h bei  
RT 

Anti-Runx2 1:1000 verdünnt in 
Blockierungspuffer bei 4 °C über 
Nacht 

Ziege- 
anti-Maus 
IgG2a 

1:5000 verdünnt in 
Inkubationspuffer für 1 h bei 
RT 

Anti-ß-Aktin 
(HRP-
gekoppelt) 

1:2500 verdünnt in 
Inkubationspuffer bei 4 °C über 
Nacht 

– – 

 

Das Volumen betrug jeweils 8 ml und vor sowie nach Inkubation mit dem sekundären AK 

wurde die Membran 3x für 10 min in TBST bei RT gewaschen. Für die Chemilumineszenz-

reaktion wurde die Membran für 5 min mit der Arbeitslösung des SuperSignal™ West Pico 

Substrats (Thermo Fisher Scientific) exponiert. Im Fall von Runx2 war ein sensitiveres 

Substrat notwendig, um ausreichend starke Signale zu erhalten (SuperSignal™ West Femto). 

Die Membran wurde dann luftblasenfrei mit Klarsichtfolie umschlossen und die emittierten 
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Lichtsignale mit Hilfe einer Dokumentationsstation detektiert und fotografisch dokumentiert. 

Bei Verwendung der Membran für einen weiteren Nachweis erfolgte im Anschluss ein 

Stripping, um die zuvor verwendeten AK zu entfernen. Hierfür wurde die Membran 3x in 

bidest. H2O gewaschen und in 8 ml Strippingpuffer ohne DTT und Natriumazid für mehr als 

3 min bei RT vorbehandelt. Daraufhin erfolgte eine 30-minütige Inkubation bei RT in 8 ml 

Strippingpuffer mit Zugabe von DTT und Natriumazid. Nach fünf gründlichen Waschschritten 

in bidest. H2O konnte eine zweite Antikörperbehandlung beginnend mit dem Blockierungs-

schritt erfolgen. 

4.4 Molekularbiologische Methoden 

4.4.1 Isolierung und Aufreinigung von Ribonukleinsäure 

Die Isolierung und Aufreinigung der gesamten Ribonukleinsäure (RNA) aus hES-MPs zum 

Einsatz für Polymerasekettenreaktion (PCR) Array Analysen erfolgte mit einem stufenweisen 

Protokoll, das zunächst die Extraktion der RNA mittels TRIzol® Reagenz, einen Desoxyribo-

nuklease (DNase)-Verdau und die abschließende Aufreinigung mit dem RNeasy® Mini Kit 

umfasste. Zum Schutz der RNA vor Degradation wurde mit Lösungen und Materialien gear-

beitet, die entweder als Ribonuklease (RNase)-frei erworben oder die bei 121 °C autoklaviert 

worden waren. 

4.4.1.1 Zelllyse und Isolierung von Ribonukleinsäure 

Die Verwendung von TRIzol® Reagenz zum gleichzeitigen Zellaufschluss und der Isolation 

von RNA, aber auch von DNA und Proteinen, basiert auf der von Chomczynski und Sacchi 

(1987) beschriebenen sauren Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion. Sowohl 

Guanidiniumthiocyanat als auch Phenol tragen durch ihre Protein-denaturierende Wirkung 

zum Aufschluss der Zellen bei. Die Zugabe von Chloroform zu dem homogenisierten 

Gemisch sorgt dann für eine Separierung in eine wässrige obere Phase, die die frei 

gewordene RNA enthält, und eine organische untere Phase, die den Proteinanteil beinhaltet. 

Die DNA sammelt sich sowohl in der unteren als auch zwischen beiden Phasen (Interphase) 

an. Diese Trennung ermöglicht anschließend die Isolierung des jeweiligen Makromoleküls 

von Interesse. 

Die Isolierung der RNA mit TRIzol® Reagenz erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 

Die in 100 mm Schalen kultivierten Zellen wurden mit warmem PBS gewaschen und 3 ml 
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TRIzol® Reagenz hinzugegeben. Nach mechanischer Homogenisierung und einer fünfminü-

tigen Inkubation wurde die Suspension auf drei Eppendorfgefäße mit je 1 ml aufgeteilt und 

bei 12.000 x g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde bis zur weiteren Bear-

beitung bei –80 °C gelagert. Je ein aufgetautes Aliquot wurde mit 200 µl Chloroform für 15 s 

kräftig geschüttelt und nach 2–3 min Inkubation bei RT für 15 min mit 12.000 x g bei 4 °C 

zentrifugiert. Die wässrige obere Phase wurde, ohne mit der darunter liegenden Phase in Be-

rührung zu kommen, vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß transferiert. 

Zur Präzipitation der RNA wurde die Probe anschließend mit 500 µl Isopropanol für 10 min 

bei RT inkubiert und für 10 min mit 12.000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen, verworfen und das Pellet 2x mit 1 ml 70 % EtOH gewaschen (Zentrifugation 

für 5 min bei 10.000 x g bei 4 °C). Nach gründlicher Abnahme des EtOH wurde das Pellet für 

5–10 min antrocknen lassen und anschließend in 15 µl H2O resuspendiert. 

4.4.1.2 Enzymatischer Verdau mit Desoxyribonuklease  

Zur Degradation möglicher restlicher genomischer DNA in den RNA-Proben wurde ein Ver-

dau mit DNA-abbauenden Enzymen durchgeführt. Dafür wurden die Proben aus Kapitel 

4.4.1.1 auf 45 µl H2O aufgefüllt und vorsichtig mit 5 µl DNase-Puffer und 1 µl rekombinanter 

DNase I (10 Units), den beiden Komponenten des verwendeten DNase-Kits von Roche, ge-

mischt. Die Inkubation erfolgte für 20 min bei 37 °C. Danach wurden die Proben auf Eis ge-

stellt. 

4.4.1.3 Weitere Aufreinigung der Ribonukleinsäure 

Um eine hochaufgereinigte RNA für die PCR Array Analysen zu gewährleisten, wurden die 

Proben in einem weiteren Schritt nach dem Cleanup Protokoll des RNeasy® Mini Kits von 

QIAGEN behandelt. Die Methode beruht auf der Bindung von Nukleinsäuren an eine 

Silicagel-Membran unter bestimmten pH-Bedingungen und Salzkonzentrationen. Weitere 

Makromoleküle und Kontaminanten binden nicht und werden dadurch weggewaschen. 

Die Proben aus dem DNase-Verdau wurden mit H2O auf 100 µl aufgefüllt und mit 350 µl des 

im Kit enthaltenen fertigen RLT-Puffers gemischt. Anschließend wurden 250 µl 100 % EtOH 

dazu gemischt und das gesamte Volumen auf eine RNeasy Spin Column aufgetragen. Nach 

Zentrifugation bei 10.000 x g für 15 s bei RT wurde der Durchfluss verworfen, 500 µl des im 

Kit enthaltenen fertigen RPE-Puffers aufgetragen und wieder zentrifugiert. Nach einem er-

neuten Waschschritt mit RPE-Puffer und einer Zentrifugation bei 10.000 x g für 2 min bei RT 
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wurde die Spin Column in ein neues Sammelröhrchen überführt und für 1 min bei 12.000 x g 

zentrifugiert. Zur Elution der RNA wurde die Spin Column in ein neues Sammelröhrchen 

eingesetzt, 20 µl H2O direkt auf die Säule gegeben und für 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. 

Dieser Schritt wurde anschließend wiederholt, sodass 40 µl RNA-Probenmaterial für die 

weitere Bearbeitung zur Verfügung standen. 

4.4.2 Untersuchung der Ribonukleinsäure-Quantität und -Qualität 

4.4.2.1 NanoDrop-Messung 

Die Vermessung der RNA-Quantität und eine erste qualitative Prüfung erfolgte mit je 1 µl des 

in Kapitel 4.4.1.3 gewonnenen Probenmaterials am NanoDrop ND-2000 Spektrophotometer. 

Bei dieser Methode wird in wässriger Lösung die UV-Absorption von Nukleinsäuren bei einer 

Wellenlänge von 260 nm (A260) und die von Proteinen bei 280 nm (A280) gemessen. Mögliche 

Kontaminanten aus der Aufarbeitung, wie Phenol und Guanidiniumthiocyanat, absorbieren 

bei ca. 230 nm (A230). Die Quotienten aus A260/A280 und A260/A230 geben Informationen über 

die Reinheit der Probe. Allgemein akzeptiert ist, dass für pure RNA der Quotient aus 

A260/A280 in etwa 2,0 entspricht, für pure DNA ca. 1,8. Das Verhältnis aus A260/A230 liegt übli-

cherweise bei ca. 2,0–2,2. Geringere Werte sprechen in beiden Fällen für eine Kontamina-

tion der Proben mit Proteinen oder aromatischen Substanzen. Die hergestellten Proben ent-

sprachen den Kriterien. Die Bestimmung der Konzentration erfolgte nach der Regel, dass ein 

Wert von 1 bei A260 ca. 40 µg/ml RNA entsprach. Alle Proben wiesen RNA-Konzentra-

tionen > 570 µg/ml auf. 

4.4.2.2 Agarose-Gelelektrophorese 

Als eine weitere Qualitätskontrolle wurde die Integrität der 18S- und 28S-ribosomalen RNA 

(rRNA) mittels einer denaturierenden Agarose-Gelelektrophorese bestimmt. Üblicherweise 

wird rRNA für die Qualitätskontrolle verwendet, da sie ca. 80 % oder mehr der zellulären 

Gesamt-RNA ausmacht. Nukleinsäuren wandern durch Anlegen einer elektrischen Span-

nung aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatrückgrats in Richtung Anode und können 

so in einer porösen Matrix wie Agarose entsprechend ihrer Größe aufgetrennt werden. Der 

Zusatz des in Nukleinsäuremoleküle interkalierenden Aromaten Ethidiumbromid ermöglicht 

die Visualisierung der Fragmente nach UV-Anregung. 
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50x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer  

Bidest. H2O  

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)  2 M 

Eisessig 1 M 

EDTA, pH 8,0 0,05 M 

Autoklaviert, Lagerung bei RT 
 

Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 1 %-igen Agarose-Gel. Hierfür wurden 1 g 

Agarose durch Erhitzen in der Mikrowelle bei 600 W in 100 ml 1x TAE-Puffer gelöst und 

nach Abkühlen auf ca. 60 °C mit Ethidiumbromid (finale Konzentration 0,5 µg/ml) versetzt 

und in den vorbereiteten Gel-Schlitten gefüllt. Die Probentaschen wurden durch Einsetzen 

eines Kamms generiert. Nach dem Abkühlen wurde der Schlitten in die Gelkammer einge-

setzt und diese mit 1x TAE-Puffer gefüllt, sodass das Gel komplett bedeckt war. Je 2 µl 

Probe wurden mit 2 µl 2x RNA Probenpuffer für 10 min bei 70 °C inkubiert und das komplette 

Volumen in eine Probentasche gefüllt. Die Elektrophorese erfolgte für 25 min bei 80 V. Die 

RNA-Banden wurden anschließend mit einem UV-Transilluminator visualisiert und Aufnah-

men der Gele mit Hilfe einer Dokumentationsstation erstellt. Eine Abschätzung der Größe 

der aufgetrennten RNA-Moleküle erfolgte über das Mitführen eines Markers mit Fragmenten 

bekannter Größe. In allen weiterverwendeten Proben zeigten die Banden der 18S- und 28S-

rRNA klar abgrenzbare scharfe Banden, das Verhältnis 28S:18S betrug ca. 2:1 und es war 

kein Hinweis auf eine Degradation der RNA erkennbar. 

4.4.3 Synthese der komplementären Desoxyribonukleinsäure 

Die Quantifizierung von messenger RNA (mRNA)-Transkripten mittels PCR erfordert eine 

Umschreibung der RNA in die komplementäre DNA (cDNA). Das geschieht durch den 

Einsatz des Enzyms reverse Transkriptase, das den Aufbau eines komplementären DNA-

Strangs bei Anwesenheit von Oligodesoxynukleotiden zur Kettenverlängerung und geeigne-

ten Primern (z. B. Random Hexamer Primern) als Startmoleküle katalysiert. Die cDNA-Syn-

these für den nachfolgenden PCR Array erfolgte mit dem RT2 First Strand Kit von QIAGEN 

nach den Angaben des Herstellers. 
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Lösung für die reverse Transkription  

RNase-freies H2O                            3 µl 

5x Buffer BC3 4 µl 

Control P2 1 µl 

RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 µl 

Frisch angesetzt 

 

Um mögliche restliche genomische DNA zu eliminieren wurden zunächst je 2 µg RNA mit 

2 µl des im Kit enthaltenen GE-Puffers versetzt und mit RNase-freiem Wasser auf 10 µl 

aufgefüllt. Nach kurzer Zentrifugation erfolgte eine fünfminütige Inkubation bei 42 °C. Die 

Proben wurden im direkten Anschluss für mindestens 1 min auf Eis gestellt und nachfolgend 

10 µl der Lösung für die reverse Transkription hinzu gemischt. Die Proben wurden für 15 min 

bei 42 °C inkubiert und die Reaktion anschließend durch eine fünfminütige Inkubation bei 

95 °C abgestoppt. Nach Zugabe von 91 µl RNase-freiem Wasser wurden die Proben bis zur 

weiteren Bearbeitung auf Eis gelagert. 

4.4.4 Real-Time Polymerasekettenreaktions Array 

Bei der PCR handelt es sich um eine sensitive in vitro Methode zur schnellen Amplifizierung 

von DNA-Abschnitten, die in den frühen 1980er Jahren von Kary Mullis konzeptioniert wurde 

(Mullis et al., 1986). Doppelsträngige DNA wird dabei denaturiert und die Einzelstränge 

dienen dann als Vorlage für die Synthese eines komplementären Strangs aus Desoxynukleo-

tiden durch die enzymatische Aktivität einer hitzestabilen DNA Polymerase. Kurze Oligonu-

kleotide, sogenannte Primer, definieren dabei welcher Abschnitt der DNA repliziert wird. Die 

einzelnen Schritte der Methode, bezeichnet als Denaturierung, Annealing und Elongation, 

werden in mehreren Zyklen wiederholt. Dabei kommt es in jedem Zyklus zu einer Verdopp-

lung des adressierten DNA-Abschnitts und somit zu einer exponentiellen Zunahme. 

Heute existieren zahlreiche Modifikationen und Weiterentwicklungen der ursprünglichen 

Methode, die in verschiedenen Bereichen eingesetzt wird in denen eine Vervielfältigung 

und/oder Analyse von Gensegmenten erforderlich ist. Zu diesen gehört auch die Real-Time 

PCR, bei der die Zunahme der DNA-Kopien mittels Fluoreszenzmessungen in Echtzeit ver-

folgt und quantifiziert werden kann. Dafür werden fluoreszierende Farbstoffe oder spezifische 

Sonden eingesetzt. Bei den von SABiosciences/QIAGEN vertriebenen RT² Profiler™ PCR 

Arrays wird mit dieser Technik ein ausgesuchtes, nach Themen zusammengestelltes Set aus 
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84 Zielgenen parallel im Mikrotiterplattenformat untersucht. Dafür wird als Fluoreszenzfarb-

stoff SYBR Green verwendet und mit der HotStart Taq DNA Polymerase gearbeitet. In der 

vorliegenden Arbeit wurde der Human Osteogenesis Array eingesetzt, der eine Auswahl an 

Genen umfasst, die eine Funktion in verschiedenen Prozessen der osteoblastären Differen-

zierung und der Knochenentwicklung haben. 

102 µl der in Kapitel 4.4.3 hergestellten cDNA wurden mit 1350 µl des im Kit enthaltenen 2x 

RT2 SYBR Green Mastermixes und 1248 µl RNase-freiem H2O gemischt. Nach Überführung 

des PCR Mixes in ein Ladereservoir wurden je 25 µl der Lösung in jede Vertiefung einer im 

Kit inkludierten 96-well PCR Array Platte pipettiert. Die Platte wurde anschließend vorsichtig 

mit einer Lage Optical Adhesive Film versiegelt und bei 1000 x g zentrifugiert bis alle 

Vertiefungen frei von Luftblasen waren. Bis zur Messung am Applied Biosystems 7500 Real-

Time PCR System wurde die Platte auf Eis gelagert. Das PCR-Programm umfasste eine 

initiale Erhitzung auf 95 °C für 10 min zur Aktivierung der HotStart Taq DNA Polymerase. 

Darauffolgend wurden 40 Zyklen mit je 15 s bei 95 °C und 1 min bei 60 °C durchlaufen. Die 

Erfassung der SYBR Green Fluoreszenz erfolgte am Ende der Elongation in jedem der 40 

Zyklen. Im direkten Anschluss wurden Dissoziationskurven mit dem am Gerät voreingestell-

ten Programm erstellt, um das Vorliegen spezifischer PCR-Produkte zu überprüfen. Cycle 

threshold (CT)-Werte wurden durch die Geräte-Software nach automatischer Festlegung der 

Baseline und manueller Einstellung des Schwellenwerts berechnet und exportiert. CT-

Werte > 35 wurden auf 35 gesetzt und das Gen als nicht detektierbar betrachtet. Spezifische 

Kontrollen im Array dienten der Prüfung der Anwesenheit von nicht-transkribierter geno-

mischer DNA, der mit dem RT2 First Strand Kit durchgeführten Effizienz der reversen Trans-

kription sowie der Effizienz der PCR selbst. Zudem war eine definierte hES-MP cDNA-Probe 

zur Kontrolle der Variabilität zwischen den Array Platten auf jede Platte aufgetragen und 

analysiert worden. Die relative Quantifizierung der Daten erfolgte durch die im Kit inkludierte 

Web-basierte Software nach der ∆∆CT-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Dabei wurden 

die Expressionsdaten aller Zielgene auf den mittleren CT-Wert aller fünf inkludierten Refer-

enzgene normalisiert. Die Genexpressionsdaten der differenzierenden hES-MPs wurden 

dann als fold change im Vergleich zu nicht-differenzierenden Zellen (d0) dargestellt. 

4.5 Applikation von Testsubstanzen 

Zur Überprüfung der Prädiktivität des in der vorliegenden Arbeit etablierten Assays zur 

Erfassung von chemisch induzierten Effekten auf die Knochenentwicklung wurde mit einer 

Auswahl an Substanzen mit bekanntem in vivo entwicklungstoxischen Potential gearbeitet. 
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Folgende Chemikalien dienten als Positivsubstanzen: 5-Fluorouracil (5-FU), Borsäure (BA), 

Natriumvalproat (NaVPA) und Warfarin (WAR). Diphenhydramin (DPH; als Hydrochlorid), 

Metoclopramid (MCP; als Hydrochlorid) und Penicillin G (PenG) wurden als Negativsubstan-

zen eingesetzt. Zudem wurden Versuche mit Levamisol (LEV; als Hydrochlorid) als positive 

Test-spezifische Referenzsubstanz durchgeführt. Alle Substanzen wurden in PBS (max. 1 % 

v/v) gelöst, mit der Ausnahme von WAR, für das DMSO (0,065 % v/v) verwendet wurde, und 

aliquotiert bei –20 °C gelagert. Für die Lösungsmittel wurde durch Vergleich mit einer unbe-

handelten Kontrolle bei jedem Versuch sichergestellt, dass sie keinen Effekt auf die End-

punkte Mineralisierung und Zellviabilität hatten. In Vorversuchen wurde der relevante Kon-

zentrationsbereich für alle verwendeten Stoffe ermittelt. Für jede Substanz wurden dann in 

den Hauptversuchen sechs verschiedene Konzentrationen getestet, die mit Hilfe von Ver-

dünnungsreihen hergestellt wurden. 

Die Differenzierung der hES-MPs erfolgte in Gelatine-beschichteten fluoreszenzgeeigneten 

96-well Platten (schwarz/klar; BD Falcon™ und BD Optilux™). Für eine Exposition von Tag 

1–5 und Tag 1–15 wurden die Zellen in 50 µl des Differenzierungsmediums mit AA, ß-GP 

und Dex ausgesät (Kapitel 4.1.5) und über Nacht adhärieren lassen. Am nächsten Tag (Tag 

1) wurden 50 µl des Differenzierungsmediums mit der doppelten Endkonzentration des Lö-

sungsmittels oder der Testsubstanzen hinzugefügt. Für die Behandlung von Tag 8–15 wurde 

das Differenzierungsmedium am Tag 8 mit frischem Medium ersetzt, dem das Lösungsmittel 

oder die Testsubstanz zugesetzt worden war. Medienwechsel erfolgten wie in Kapitel 4.1.5 

beschrieben mit frisch hergestelltem Medium, das, wenn in Bezug auf den gewählten Exposi-

tionszeitraum relevant, das entsprechende Lösungsmittel oder die jeweilige Testsubstanz 

enthielt. 

Die Mineralisierung und die Zellviabilität wurden am Tag 15 der Differenzierung in parallelen 

Platten mit dem OsteoImage™ Mineralization Assay (Kapitel 4.2.3.4) und dem CellTiter-

Blue® Assay (Kapitel 4.2.1) analysiert. Der gemittelte Fluoreszenzwert der jeweiligen Lö-

sungsmittelkontrolle wurde als 100 % gesetzt und die Werte der behandelten Zellen als 

prozentualer Anteil dieser Kontrolle angegeben. 

Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden aus den Einzelwerten aller Experimente zu einer 

Substanz mit dem R-Paket drm nach einem der folgenden nicht-linearen Modelle gefittet: 

das dreiparametrische log-logistische Modell oder das Brain-Cousens Modell (Ritz und 

Streibig, 2005; R Core Team, 2013). Für einen gegebenen Datensatz wurde das Modell 

angewandt, das das größere Akaike Informationskriterium ergab (Akaike, 1998). Falls not-
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wendig wurde eine Extrapolation bis zum 2-fachen Wert der maximalen applizierten Konzen-

tration durchgeführt. Für jeden endpunktbezogenen Datensatz wurde mit den Modellen 

zudem ein EC50-Wert ermittelt, definiert als die Konzentration bei der der Wert der gefitteten 

Kurve 50 % des mittleren Werts der Lösungsmittelkontrolle beträgt. Konfidenzintervalle 

wurden mit Hilfe der t-Verteilung berechnet. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass ent-

wicklungstoxische Substanzen einen spezifischen Effekt auf die Mineralisierung von hES-

MPs bei subtoxischen Konzentrationen zeigen, d. h. dass der mittlere EC50-Wert für die 

Mineralisierung signifikant unter dem für die Zellviabilität liegt. Um dies zu testen wurde ein 

einseitiger paarweiser Zweistichproben-t-Test mit unterschiedlichen Varianzen durchgeführt. 

Dies setzte die Annahme einer Normalverteilung der EC50-Werte voraus. Bei einem p-Wert 

< 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant erachtet. Zur Visualisierung der Abgrenzung 

von entwicklungstoxischen und nicht-entwicklungstoxischen Substanzen wurde der log-

transformierte Quotient aus den mittleren EC50-Werten bestimmt. 
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waren die Zellen positiv für die MSC-Marker CD10 (Abb. 7C), CD13 (Abb. 7D) und CD166 

(Abb. 7E) sowie negativ für den hämatopoetischen Stammzellmarker CD117 (Abb. 7F). In 

allen Experimenten produzierten mehr als 99,6 % der Zellen CD10, mehr als 97,0 % CD13 

und mehr als 99,7 % CD166. Weniger als 1,5 % der Zellen hingegen waren positiv für 

CD117. 

 
Abb. 7: Biosynthese von Oberflächenmarkern in nicht-differenzierenden hES-MPs. 
hES-MPs wurden von den Zellkulturflaschen abgelöst und nach Inkubation in FCS-haltigem Blockie-
rungspuffer mit PE-konjugiertem AK gegen CD10 (C), CD13 (D), CD166 (E) oder CD117 (F) markiert. 
Kontrollen enthielten keinen AK (A) oder einen geeigneten AK unbekannter Spezifität aus Myelom-
zellen (Isotypkontrolle, B). Anschließend wurden je 10.000 Zellen im FACSCanto II analysiert. Gezeigt 
sind die Daten eines repräsentativen Experiments. 

5.1.2 Optimierung des Differenzierungsprotokolls 

Die Grundlage für die osteogene Differenzierung der hES-MPs bildete ein von de Peppo et al. 

(2010a) publiziertes Protokoll. Dieses sieht eine Kultivierung der Zellen in unbeschichteten 

Zellkulturgefäßen in FCS-haltigem DMEM mit einer geringen Glucose-Konzentration (1 g/l) 

und Supplementierung mit 45 µM AA, 10 mM ß-GP und 1 µM Dex vor. Die Zellen bilden 

unter diesen Bedingungen im Vergleich zu den Kontrollkulturen ohne Induktoren minerali-

sierte Bereiche aus, die lichtmikroskopisch als dunkle Bereiche erkennbar sind (Abb. 8A) und 

sich mit Alizarin Rot S (Abb. 8B) und von Kossa (Abb. 8C) anfärben lassen. 
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Wurde Dex zu dieser Kombination hinzugenommen, kam es zu einem deutlich früheren 

Mineralisierungsbeginn (Abb. 10D). Gefärbte Bereiche waren hier bereits am Tag 13 klar 

erkennbar und nahmen sukzessive zu, sodass am Tag 20 eine wesentlich stärkere Minerali-

sierung als bei einer Induktion ohne Dex vorhanden war. Wurde 1,25(OH)2D3 (in einer 

Konzentration, die die osteogene Differenzierung von Maus ES Zellen stimuliert (zur Nieden 

et al., 2003)) zusammen mit AA und ß-GP eingesetzt, so zeigte sich ein ähnlicher Minerali-

sierungsverlauf wie bei der Verwendung von Dex (Abb. 10E). Insbesondere an Tag 13 

jedoch war die Färbung etwas schwächer ausgeprägt. Ein direkter Nachweis von Calcium 

mit Alizarin Rot S bestätigte die hier gezeigten Resultate (Abb. A1 im Anhang). 

Eine Supplementierung mit Dex oder 1,25(OH)2D3 war demzufolge notwendig, um eine aus-

reichende Menge an mineralisierter Matrix in einem angemessenen Zeitfenster zu erhalten. 

Beide Induktionsmethoden wurden daher für die weitere Charakterisierung der Differenzie-

rung von hES-MPs verwendet. 
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MPs unter Zugabe verschiedener Induktorkombinationen.
Die Zellen wurden (A) ohne Supplemente (Kontrolle), (B) mit ß
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zur Identifizierung geeigneter molekularer Marker für die Etablierung 
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Kulturen 
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5.2.2 Identifizierung geeigneter Antikörper/Färbungen und Methodenetablierung mit 
Saos-2 Zellen 

Für die Untersuchungen zur Proteinbildung in hES-MPs wurden zunächst verschiedene AK 

sowie ein AP-Enzymaktivitätsassay auf ihre Funktionalität und Spezifität getestet und Metho-

den zum Nachweis der Proteine etabliert. Dies erfolgte mit der Osteosarkomzelllinie Saos-2, 

die ein gut etabliertes osteogenes Modellsystem für molekularbiologische und funktionelle 

Untersuchungen ist. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Zellen ohne die Zugabe von 

osteogenen Induktoren verwendet. Es wurden unterschiedliche AK gegen ausgewählte 

osteogene Schlüsselproteine (bone sialoprotein, Dlx5, Kollagen Typ I, Msx2, OC, Osterix, 

Runx2) von verschiedenen Anbietern mittels Immunfluoreszenzfärbungen und Western-Blot 

getestet. Für die in Abb. 12 angeführten Proteine konnten zuverlässige Nachweismethoden 

etabliert werden. 

Dlx5 und Runx2 wurden in unterschiedlicher Stärke in allen Saos-2 Zellen nachgewiesen 

(Abb. 12A und C). Beide Transkriptionsfaktoren waren den Erwartungen entsprechend 

hauptsächlich im Zellkern lokalisiert. Auch mittels Western-Blot konnten die Proteine bei den 

erwarteten Bandenhöhen detektiert werden (Abb. 12B und D). Das Molekulargewicht von 

humanem Dlx5 wird von der Universal Protein Resource (UniProt) mit ca. 31,5 Kilodalton 

(kDa) für die kanonische Sequenz angesetzt. Für humanes Runx2 gibt es verschiedene Iso-

formen. Die bei UniProt aufgeführten Hauptisoformen besitzen ein kalkuliertes Molekularge-

wicht von ca. 57 kDa (Runx2-II) und 55 kDa (Runx2-I). Eine weitere Isoform ist mit 54 kDa 

angegeben. Runx2 wurde im Western-Blot nur schwach detektiert. Für die Experimente mit 

hES-MPs wurde später dann mit einem sensitiveren Chemilumineszenzsubstrat gearbeitet, 

was die Stärke des Nachweises deutlich verbesserte. 

Saos-2 zeigen eine ca. 100- bis 1000-fach höhere AP-Aktivität als andere Osteosarkomzel-

len (Murray et al., 1987). In Übereinstimmung damit konnte das Enzym mittels einer Färbung 

zur Visualisierung der Aktivität ebenfalls in allen Saos-2 Zellen detektiert werden (Abb. 12E). 

OC, bei dem es sich um einen späten Marker der Osteogenese handelt, war hingegen nur in 

einzelnen Zellen nachweisbar (Abb. 12F). Dabei zeigte das Färbemuster eine vesikuläre 

zytoplasmatische Verteilung um den Zellkern. Die Etablierung der Immunfluoreszenzfärbung 

von Kollagen Typ I erfolgte mit Maus ES Zellen (Daten nicht gezeigt). 

Mit Hilfe von Saos-2 Zellen konnte ein zuverlässiger Nachweis somit für Dlx5, Runx2, AP 

und OC sowie mit Maus ES Zellen für Kollagen Typ I etabliert werden und ermöglichte die 

Untersuchung dieser Proteine in hES-MPs. 



 

Abb. 12:
Der Nachweis von Dlx5 und Runx2 in Saos
fluoreszenzfärbungen
Färbung der Enzymaktivitä
wurde ebenfalls mittels Immunfluoreszenzfärbung überprüft (F). 
DAPI (blau) visualisiert. Aufnahmen der entsprechenden Isotypkontrollen
ohne 1. AK
Maßstabsbalken entsprechen 100
rechtes Bild).
dem Western
trolle. kDa=Kilodalton.
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nicht-differenzierenden hES-MPs synthetisiert (Abb. 13A und C). Beide Transkriptionsfak-

toren waren, wie erwartet, vorrangig in den Nuklei lokalisiert und ihre Intensität variierte 

zwischen einzelnen Zellen. Ein Nachweis der Proteine war auch im Western-Blot möglich 

(Abb. 13B und D). Dlx5 wies in differenzierenden hES-MPs über einen Zeitraum von 18 

Tagen keine wesentliche Veränderung in der Bildung auf, unabhängig von den gewählten 

Induktionsbedingungen (Abb. 13B). Im Gegensatz dazu verringerte sich die Proteinsynthese 

von Runx2 ab Tag 7 insbesondere in den mit AA, ß-GP, Dex, aber auch leicht in den mit AA, 

ß-GP, 1,25(OH)2D3 induzierten Kulturen im Vergleich zur Kontrolle ohne Induktoren (Abb. 

13D). 

Eine starke Proteinbiosynthese von Dlx5 und Runx2 findet daher bereits in nicht-differenzie-

renden hES-MPs statt und eine durch osteogene Supplemente induzierte Veränderung der 

Bildung war im Verlauf der Differenzierung nur für Runx2 zu beobachten. 



 

Abb. 13:
Für die Immunfluoreszenzf
auf Deckgläschen kultiviert, mit PFA fixiert und mit Hilfe monoklonaler 
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mittels SDS
fischer AK

Eine Aktivität des Enzyms 

Einzelzellen nachweisbar

tierung mit 

: Bildung von Dlx5 und Runx2 in hES
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C, rot) gefärbt. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) visualisiert. Entsprechende K
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differenzierenden hES
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AK detektiert. ß
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GP, 1,25(OH)2D3
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von Dlx5 und Runx2 in hES-MPs. 
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ten Zunahme der Aktivität am Tag 5 und

im Vergleich zu den Kontrollkulturen 

nahme 

vor Initialisierung der Mineralisierung statt (erkennbar am Tag 20 

14). 

Osteogene Induktoren bedingen daher eine Zunahme der AP

hES-MPs.

Abb. 14:
Nicht-differenzierende (A) sowie differenzierende Zellen ohne (B) oder mit Zugabe von AA, ß
1,25(OH)
Citrat/Aceton/Formaldehyd fixie
Phosphatase Kit

5.2.4 Ausbildung der extrazellulären Matrix

Kollagen Typ I ist ebenfalls ein früher Marker der Osteogenese und das 

Protein der ECM in Knochengewebe. Die Ausbildung der ECM wurde daher mit

fluoreszenzfärbung

15, rote Färbung). Zusätzlich wurde das Zytoskelett der Zellen mit einer 

visualisiert (

In Übereinstimmung mit vergleichenden Genexpression

ten Zunahme der Aktivität am Tag 5 und

im Vergleich zu den Kontrollkulturen 

 der AP-Aktivität 

vor Initialisierung der Mineralisierung statt (erkennbar am Tag 20 

Osteogene Induktoren bedingen daher eine Zunahme der AP

MPs.  

: Enzymaktivität von Alkalischer Phosphatase
differenzierende (A) sowie differenzierende Zellen ohne (B) oder mit Zugabe von AA, ß

1,25(OH)2D3 (C) oder AA, ß
Citrat/Aceton/Formaldehyd fixie
Phosphatase Kit (Sigma)
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(blau) verwendet. Bereiche mit extrazellulärer Lokalisation von Kollagen Typ I sind durch weiße 
Pfeilspitzen markiert (vgl. mit dem zugehörigen F
Färbung (Daten nicht gezeigt). Maßstabsbalken entsprechen 100

ein von Osteoblasten produziertes Protein, das zum größten Teil in die ECM sezer

Ergebnisse

 
 

89 

(de Peppo et al., 2010b) 

A). Das Protein lag hier vorwiegend intrazellulär vor. Diese 
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niert wird, dort mit hoher Affinität an Hydroxyapatit und Calcium bindet und die Mineralisie-

rung reguliert. Die Bildung des Proteins wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung über einen 

Zeitraum von 20 Tagen in hES-MPs ohne (Kontrolle) und mit Zugabe von AA, ß-GP, Dex 

untersucht (Abb. 16, rote Färbung). Zur besseren Unterscheidung der Lokalisation von OC 

wurde das Zytoskelett durch eine Färbung gegen F-Aktin visualisiert (Abb. 16, grüne 

Färbung). 

Nicht-differenzierende hES-MPs produzierten OC nur sehr vereinzelt (Abb. 16A). Das 

Protein wies dabei eine dichte vesikuläre Verteilung im Zytoplasma auf. Am Tag 9 der Differ-

enzierung stieg die Zahl positiv gefärbter Zellen deutlich an, sowohl in den Kontrollen als 

auch in den induzierten Kulturen (Abb. 16B und C). Es handelte sich dabei vorwiegend um 

eine intrazelluläre Lokalisation, die vergleichbar war mit der am Tag 0 bei nicht differenzie-

renden hES-MPs. Dieses Färbemuster blieb für die Kontrollkulturen bis Tag 20 dominant. Im 

Gegensatz dazu wiesen die induzierten Zellen ab Tag 13, mit Beginn der Mineralisierung (vgl. 

Abb. 10), eine diffusere Verteilung auf. Die granulären Strukturen im Zytoplasma hatten sich 

weitgehend aufgelöst und wichen einer Cluster-förmigen Färbung. Dieses Muster intensivier-

te sich bis Tag 20. Mit Bezug zur F-Aktin Färbung schienen diese Cluster vorwiegend extra-

zellulär vorzuliegen, was für eine Sezernierung und Akkumulation von OC in der ECM spricht. 

Differenzierende hES-MPs bilden daher verstärkt OC, das bei Zugabe osteogener 

Induktoren in der ECM akkumuliert. 



 

Abb. 16:
Nicht-differenzierende (A) sowie differenzierende Zellen ohne (B) oder mit Zugabe von AA, ß
(C) wurden mit PFA fixiert und 
sierung der Zellkerne (blau) verwendet. 
bei der jeweiligen unteren Aufnahme handelt es sich um denselben Bildausschnitt mit zusätzlicher F
Aktin Färbung
sprechen 5
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in hES-MPs. 
differenzierende (A) sowie differenzierende Zellen ohne (B) oder mit Zugabe von AA, ß
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Initiale Zeichen für eine Mineralisierung waren in den mit AA, ß-GP, Dex supplementierten 

Kulturen bereits am Tag 13 durch eine flächige Verteilung dunkler Areale auf dem Zellrasen 

erkennbar (Abb. 17C). Diese Bereiche verstärkten sich deutlich in Intensität und Umfang bis 

Tag 20. Mineralablagerungen in mit AA, ß-GP, 1,25(OH)2D3 induzierten Kulturen waren licht-

mikroskopisch erst etwas später erkennbar (Abb. 17B), hatten am Tag 16 jedoch einen ver-

gleichbaren Grad zu den mit Dex behandelten hES-MPs und nahmen ebenso bis Tag 20 in 

Intensität und Umfang deutlich zu. Die Kontrollkulturen wiesen zu keinem Zeitpunkt erkenn-

bare mineralisierte Bereiche auf (Abb. 17A). 

Ein qualitativer Nachweis der Mineralisierung erfolgte mit der von Kossa und der Alizarin Rot 

S Färbung und ist in Kapitel 5.1.3 bereits besprochen worden. Die in Abb. 10 gezeigte von 

Kossa und die im Anhang in Abb. A1 dargestellte Alizarin Rot S Färbungen bestätigen die 

Beobachtung, dass die Mineralisierung in Dex-induzierten Kulturen früher beginnt als bei 

hES-MPs, die mit 1,25(OH)2D3 differenziert wurden. 

Es lässt sich festhalten, dass induzierte hES-MPs im Laufe der Differenzierung eine dichte 

Mineralisierung ausbilden, die in mit Dex supplementierten Kulturen früher beginnt als bei 

Zugabe von 1,25(OH)2D3. 



 

Abb.
Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES
AA, ß
chen 200

 

Abb. 17: Differenzierungsverlauf von hES
Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES
AA, ß-GP, 1,25(OH)
chen 200 µm. 

Differenzierungsverlauf von hES
Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES

GP, 1,25(OH)2D3 (B) oder AA, ß

Differenzierungsverlauf von hES-MPs. 
Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES

(B) oder AA, ß-GP, Dex (C). Mineralisierte Bereiche sind lichtmikroskopisch als dunkle Areale erkennbar. Maß
Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES

GP, Dex (C). Mineralisierte Bereiche sind lichtmikroskopisch als dunkle Areale erkennbar. Maß
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Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES
GP, Dex (C). Mineralisierte Bereiche sind lichtmikroskopisch als dunkle Areale erkennbar. Maß

Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES
GP, Dex (C). Mineralisierte Bereiche sind lichtmikroskopisch als dunkle Areale erkennbar. Maß

Phasenkontrastaufnahmen der typischen morphologischen Veränderungen von osteogen differenzierenden hES-MPs ohne (A) und mit Supplementierung von 
GP, Dex (C). Mineralisierte Bereiche sind lichtmikroskopisch als dunkle Areale erkennbar. Maß

MPs ohne (A) und mit Supplementierung von 
GP, Dex (C). Mineralisierte Bereiche sind lichtmikroskopisch als dunkle Areale erkennbar. Maßstabsbalken entspre

MPs ohne (A) und mit Supplementierung von 
stabsbalken entspre

 

MPs ohne (A) und mit Supplementierung von 
stabsbalken entspre-
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In Bezug auf die Identifizierung molekularer Marker während der osteogenen Differenzierung 

von hES-MPs konnten gut detektierbare differenzierungsbedingte Veränderungen für Runx2, 

AP, Kollagen Typ I, OC und die Mineralisierung festgestellt werden. Für Kollagen Typ I und 

OC jedoch war eine Zunahme der Bildung bzw. Akkumulation in der ECM (Kollagen Typ I) 

nicht nur in den induzierten Kulturen erkennbar, sondern in einem vergleichbaren Maß auch 

in den Kontrollkulturen ohne Induktoren. Daher wurden beide Proteine in den weiteren ex-

perimentellen Arbeiten zur Quantifizierung der Marker nicht weiter berücksichtigt und sich auf 

die Analyse von Runx2, AP und der Mineralisierung fokussiert. 

5.3 Etablierung von Methoden zur Quantifizierung molekularer Marker 

Der Aufbau von toxikologischen Endpunkten umfasst neben der Identifizierung geeigneter 

Marker auch die Etablierung von zuverlässigen und sensitiven Methoden zu ihrer Quantifizie-

rung. Neben der Anwendung biochemischer Methoden zur Messung der Mineralisierung soll-

te für die anderen Marker die quantitative Analyse auf Proteinebene erfolgen. Dafür wurde 

als Methode die Durchflusszytometrie gewählt. 

5.3.1 Entwicklung eines Protokolls zur Zellvereinzelung für die durchflusszytome-
trische Analyse 

Die durchflusszytometrische Analyse hat das Ziel Untersuchungen auf Einzelzellebene 

durchzuführen. Die effektive Vereinzelung komplexer Zellverbände ist daher eine Grundvor-

aussetzung. Für die meisten 2D-Zellkulturen funktioniert dies mit den üblichen Dissoziations-

methoden problemlos. Aufgrund der stark vernetzten ECM und der voranschreitenden Mine-

ralisierung ist die Isolierung von intakten Knochenzellen allerdings schwierig und Protokolle 

sind in der wissenschaftlichen Fachliteratur sehr limitiert. Daher wurde zunächst eine Metho-

de etabliert, die eine Vereinzelung verknöcherter Zellverbände ermöglicht und sich grundle-

gend an einem Protokoll von Kalajzic und Kollegen (Kalajzic et al., 2005) orientiert. Hierfür 

wurde initial mit osteogen differenzierenden Maus ES Zellen gearbeitet und das Protokoll 

später auf die hES-MP Kulturen übertragen. 

Zur Auflösung der calciumreichen Mineralstrukturen wurde den Zellen zunächst der Chelat-

bildner EDTA zugesetzt. Dieser Schritt war erst bei Differenzierungen mit erkennbarer Mine-

ralisierung notwendig und die Inkubationszeit variierte entsprechend ihrer Ausprägung. 

Sowohl bei Maus ES Zellen als auch bei hES-MPs wurden lichtmikroskopisch erkennbare 

kalzifizierte Bereiche somit fast komplett aufgelöst (Abb. 18A und B). 
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Abb. 18:
Die Behand
renden Maus ES Zellen (d31, A) und hES
Zellen unterschiedliche 
Potential zur Vereinzelung der Zelllayer getestet. Zur Bestimmung viabler und toter Zellen sowie der 
Anzahl an Zelltrümmern und 
CASY Zellzähler vermessen.
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5.3.2 Quantifizierung von Runx2
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Perm/Wash permeabilisiert und mit 

 AK und eine Isotypkontrolle wurden mitgeführt. Die Analyse von je 10.000 Zellen erfolgte am 
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Quantifizierung von Runx2
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differenzierenden hES-MPs durchgeführt. Der AK wurde dabei im Überschuss zu den

gegeben, um eine Färbung aller positiven Zellen in den verschied

Im Gegensatz zu HepG2 (Abb.

C) ein spezifisches Signal im Vergleich zu den Kontrollen

. In Übereinstimmung mit den 

C) war der überwiegende Teil de

Durchflusszytometrische Analyse von Runx2 in verschiedenen humanen Zelllinien.
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Zur Überprüfung der Funktionalität und Spezifität des bereits für die 

Blot eingesetzten AK wurden 

zunächst vergleichende Experimente mit der humanen hepatozellulären Kar
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gegeben, um eine Färbung aller positiven Zellen in den verschied
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dienten nicht-differenzierende hES
Zellen wurden mit CytoFix fixiert, mit Perm/Wash permeabilisiert und mit einem monoklonalen AK 
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Zur Feststellung, ob eine Ver
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stant hohe Prozentzahl an Runx2

differenzierenden Kulturen blieb die Anzahl Runx2
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Durchflusszytometrische Quantifizierung von Runx2 in hES
induzierte hES

differenzierende hES
Zellen wurden mit CytoFix fixiert, mit Perm/Wash permeabilisiert und mit einem monoklonalen AK 
gegen Runx2 gefärbt. Die Analyse von je 10.000 Zellen erfolgte am BD FACSCanto II. Das Gating 
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induzierte hES-MPs (graue Balken) wurden über 18 Tage differenziert
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änderung der Bildung

MPs mittels Durchflusszytometrie quantifizierbar ist
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stant hohe Prozentzahl an Runx2-positiven Zellen von 

Kulturen blieb die Anzahl Runx2
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die durchschnittliche Fluoreszenz

, um Veränderungen der zellulären Produktions

MPs zeigten hier oszillierende Schwankungen über 

die verschiedenen Passagen. Differenzierende Kulturen wiesen hingegen eine relativ kon

zintensität über alle Messtage auf, mit Au

zwischen den biologischen Replikaten unterschiedlich ausfiel

Eine gut quantifizierbare Veränderung bietet daher nur die Messung der 

Durchflusszytometrische Quantifizierung von Runx2 in hES
MPs (graue Balken) wurden über 18 Tage differenziert

, die fortlaufend expandiert wurden (schwarze Balken)
Zellen wurden mit CytoFix fixiert, mit Perm/Wash permeabilisiert und mit einem monoklonalen AK 
gegen Runx2 gefärbt. Die Analyse von je 10.000 Zellen erfolgte am BD FACSCanto II. Das Gating 

zu einer Isotypkontrolle durchgeführt. I
positiven Zellen und in (B) die durchschnittliche Fluoreszenzintensität (MFI) der Zellen rela

tiv zur MFI der Isotypkontrolle dargestellt. Gezeigt sind 
differenzierenden Zellen am Tag 3, für die nur ein
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5.3.3 Quantifizierung von A

Zur Quantifizierung von AP wurde eine durchflusszytometrische

Enzym an der äußeren Zellmembran nachweist. Eingangs wurde getestet, ob das für die 
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raue Aufarbeitung beinhaltet, möglicherweise Epitope des AP 
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Die Dissoziation mit 0,05

ren Anzahl an Zelldebris und toten Zellen, allerdings zu 

AP-positiver Zellen (bezogen auf die gezählten Ereignisse) oder der 

reszenzintensität

Abb. 21:
die Durchflusszytometrie.
Saos-2 wurden entweder mit 0,05
vereinzelt und anschließend gegen AP gefärbt. Die Analyse von je 10.000 Zellen erfolgte am BD 
FACSCanto II. Gezeigt sind Dotplot
(obere Reihe) und Histogramme der Fluoreszenzverteilung der mit AP oder der Isotypkontrolle gefärb
ten Zellen (untere Reihe). MFI=

Die Quantifizierung von AP in hES
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lkalischer Phosphatase
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führte eine Stimulation der Zellen mit AA, ß-GP, 1,25(OH)2D3 zu einem Anstieg zwischen 

Tag 5 und 16 auf annähernd 30 %. Bis Tag 23 wurde dieses Level beibehalten. Im Vergleich 

zu diesen Kulturen wiesen mit AA, ß-GP, Dex induzierte hES-MPs bereits am Tag 12 einen 

höheren Anstieg auf und die Anzahl AP-positiver Zellen nahm über den gesamten Analyse-

zeitraum konstant weiter zu. So war am Tag 23 bei über 50 % der Zellen AP detektierbar. 

Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit der beobachteten höheren Aktivität von AP in 

induzierten Zellen ab Tag 9 der Differenzierung (Abb. 14) und zeigen, dass ein hoher Anteil 

der hES-MPs AP produziert. Eine differenzierungsbedingte Zunahme des Markers ist dabei 

durchflusszytometrisch gut quantifizierbar. 

 
Abb. 22: Durchflusszytometrische Quantifizierung von AP in differenzierenden hES-MPs. 
Zellen wurden ohne (Kontrolle, schwarze Balken) oder mit Zugabe von AA, ß-GP, 1,25(OH)2D3 
(dunkelgraue Balken) oder AA, ß-GP, Dex (hellgraue Balken) differenziert und gegen AP gefärbt. Die 
Analyse von je 10.000 Zellen erfolgte am BD FACSCanto II. Tote Zellen wurden mittels 7-AAD 
Färbung von der Analyse ausgeschlossen und AP-positive Zellen wurden im Vergleich zu einer Iso-
typkontrolle gegatet. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhängigen 
Experimenten. 

5.3.4 Quantifizierung der Mineralisierung 

Die Fähigkeit zur Bildung einer ossifizierten ECM ist die hervorstechendste Eigenschaft von 

Knochengewebe und abhängig von multiplen molekularen Prozessen. Für die Identifizierung 

eines geeigneten Assays zur Quantifizierung der Mineralisierung in differenzierenden hES-

MPs wurden die kolorimetrische Bestimmung von Calcium und die fluoreszenzbasierte Mes-

sung von Hydroxyapatit (OsteoImage Assay) miteinander verglichen. 

Mit beiden Methoden war eine Zunahme der Mineralisierung bis Tag 18 in mit AA, ß-GP, 

1,25(OH)2D3 oder AA, ß-GP, Dex induzierten Kulturen detektierbar, gefolgt von einem 
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Plateau bis Tag 22 (Abb. 23A und B). Die Kontrollkulturen ohne Induktoren hingegen wiesen 

keine Mineralisierung auf. Für die Kulturen, die mit AA, ß-GP, 1,25(OH)2D3 behandelt wurden, 

war ein Anstieg im Calcium Assay ab Tag 13 erkennbar (Abb. 23A), während für Hydroxy-

apatit ein sprunghafter Anstieg zwischen Tag 13 und 15 zu beobachten war (Abb. 23B). Im 

Gegensatz dazu zeigten mit AA, ß-GP, Dex stimulierte hES-MPs bereits am Tag 12 erhöhte 

Signale in beiden Assays. Ab Tag 15 lagen für beide Induktionen vergleichbare Signale 

sowohl bei der Calcium Messung als auch beim OsteoImage Assay vor. 

Der Fluoreszenzassay benötigt kein Ablösen der Zellen und der ECM von den Kulturplatten 

und ermöglicht daher eine mikroskopische Inspektion der Färbung parallel zu den Messun-

gen. Abb. 23C illustriert die Einlagerung des fluoreszierenden Reagenzes in mineralisierte 

Bereiche. Areale mit stärkerer Mineralisierung (lichtmikroskopisch erkennbar an den dunk-

leren Bereichen) zeigen hier auch eine ausgeprägtere Fluoreszenz. In Übereinstimmung mit 

der in Abb. 23B gezeigten Messung wiesen induzierte hES-MPs im Vergleich zu den Kon-

trollkulturen ohne Induktoren eine zeitabhängige Zunahme in der Menge und Intensität der 

fluoreszenzmarkierten Bereiche auf (Abb. 23D). In mit AA, ß-GP, Dex behandelten hES-MPs 

waren fluoreszierende Strukturen dabei bereits früher (Tag 12) erkennbar als in Kulturen, die 

mit AA, ß-GP, 1,25(OH)2D3 stimuliert wurden. 

Diese Daten zeigen, dass sich die zunehmende Mineralisierung von differenzierenden hES-

MPs gut und einfach quantifizieren lässt und mineralisierte Bereiche bereits zu einem frühen 

Zeitpunkt nachweisbar sind. 



 

Abb. 23:
Die Zellen wurden ohne (Kontrolle, schwarze Balken) oder mit Zugabe von AA, ß
(dunkelgraue Balken) oder AA, ß
von intra
und HCl, gefolgt von einer photometrischen Bestimmung der mit o
Komplexe. (B) Die Ablagerung von Hydroxyapatit in der ECM wurde nach Fixierung der Kulturen mit 
Methanol/Aceton über d
und quantitativ mittels Mikrotiterplattenlesegerät ausgewertet. (A und B) Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten. (C) Lichtmikroskopisc
hörige Fluoreszenza
nach Färbung mit dem OsteoImage
aufnahmen der unterschiedlich induzierten hES
ausgewählten Differenzierungstagen. Abgebildet ist jeweils ein
Die kleineren Bildeinschübe
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von intra- und extrazellulärem Calcium erfolgte eine sequent
und HCl, gefolgt von einer photometrischen Bestimmung der mit o
Komplexe. (B) Die Ablagerung von Hydroxyapatit in der ECM wurde nach Fixierung der Kulturen mit 
Methanol/Aceton über d
und quantitativ mittels Mikrotiterplattenlesegerät ausgewertet. (A und B) Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten. (C) Lichtmikroskopisc
hörige Fluoreszenza
nach Färbung mit dem OsteoImage
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Quantifizierung der Mineralisierung in differenzierenden hES
Die Zellen wurden ohne (Kontrolle, schwarze Balken) oder mit Zugabe von AA, ß

GP, Dex (hellgraue Balken) differenziert. (A) Für die Quantifizierung 
und extrazellulärem Calcium erfolgte eine sequent

und HCl, gefolgt von einer photometrischen Bestimmung der mit o
Komplexe. (B) Die Ablagerung von Hydroxyapatit in der ECM wurde nach Fixierung der Kulturen mit 

en fluoreszenzbasierten OsteoImage 
und quantitativ mittels Mikrotiterplattenlesegerät ausgewertet. (A und B) Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten. (C) Lichtmikroskopisc
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Quantifizierung der Mineralisierung in differenzierenden hES
Die Zellen wurden ohne (Kontrolle, schwarze Balken) oder mit Zugabe von AA, ß

GP, Dex (hellgraue Balken) differenziert. (A) Für die Quantifizierung 
und extrazellulärem Calcium erfolgte eine sequentielle Aufarbeitung der Kulturen mit Triton 

und HCl, gefolgt von einer photometrischen Bestimmung der mit o
Komplexe. (B) Die Ablagerung von Hydroxyapatit in der ECM wurde nach Fixierung der Kulturen mit 

en fluoreszenzbasierten OsteoImage Mineralization 
und quantitativ mittels Mikrotiterplattenlesegerät ausgewertet. (A und B) Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten. (C) Lichtmikroskopisc

induzierten Zellen am Tag 15 der Differenzierung 
. Der Maßstabsbalken entspricht 200

MPs nach Färbung mit dem OsteoImage 
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Proof of Concept mit Hilfe einer Auswahl von Test

zunächst ein Differenzierungsprotokoll und ein

Quantifizierung der Mineralisierung in differenzierenden hES-MPs. 
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GP, Dex (hellgraue Balken) differenziert. (A) Für die Quantifizierung 
ielle Aufarbeitung der Kulturen mit Triton 
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Komplexe. (B) Die Ablagerung von Hydroxyapatit in der ECM wurde nach Fixierung der Kulturen mit 

Mineralization Assay
und quantitativ mittels Mikrotiterplattenlesegerät ausgewertet. (A und B) Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten. (C) Lichtmikroskopisc

induzierten Zellen am Tag 15 der Differenzierung 
. Der Maßstabsbalken entspricht 200 µm. (D) Fluoreszenz
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Zur Induktion der Differenzierung wurde die Kombination AA, ß-GP, Dex ausgewählt, da 

hiermit die höchste Produktion von AP und die früheste Mineralisierung beobachtet wurden 

und, unter Einbezug der Studien von de Peppo et al. (2010a), die umfangreichste Datenlage 

vorhanden ist. Weiterhin zeigten die hier eingesetzten Konzentrationen von Dex keine em-

bryotoxische Aktivität in anderen Testsystemen (Genschow et al., 2004; Hansen und Grafton, 

1988). 

Als Endpunkt wurde die Mineralisierung eingesetzt, da die Messungen mit Calcium und 

Hydroxyapatit gezeigt hatten, dass diese in induzierten Kulturen bereits zu frühen Zeit-

punkten (Tag 12–15) deutlich detektierbar war. Als Analysezeitpunkt wurde Tag 15 gewählt, 

da die Signale hier ausreichend hoch und stabil waren sowie eine gute Abgrenzung zu 

denen der Kontrollen aufwiesen. Zudem befanden sich die Messwerte im Anstieg und hatten 

noch keinen stationären Zustand erreicht. In Bezug auf den Assay wurde mit dem 

OsteoImage weitergearbeitet, da er eine schnelle und einfach durchzuführende Analyse er-

laubt und eine visuelle Inspektion der gefärbten Kulturen parallel zur Messung möglich ist. 

Zur Abgrenzung der substanzinduzierten Effekte auf die Mineralisierung von zytotoxischen 

Einflüssen wurde die Zellviabilität der differenzierenden hES-MPs in parallelen Ansätzen be-

stimmt. Dafür wurde der bereits für die Charakterisierung des Kulturwachstums eingesetzte 

CellTiter-Blue Assay verwendet. 

Alle Testsubstanzen wurden in aufsteigenden Konzentrationen appliziert. Zur Auswertung 

wurde der gemittelte Wert der entsprechenden Lösungsmittelkontrolle als 100 % gesetzt und 

die Werte der behandelten Zellen als prozentualer Anteil der Lösungsmittelkontrolle 

angegeben. Anhand dieser Werte wurde für jede Substanz über alle Experimente eine 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve für die einzelnen Endpunkte gefittet und die Kurven verglei-

chend dargestellt (Abb. 24–Abb. 26). Ein EC50-Wert, definiert als die Konzentration bei der 

der Wert der gefitteten Kurve 50 % des Mittelwerts der Lösungsmittelkontrolle betrug, wurde 

für jeden Endpunkt ermittelt (Tab. 2). 

Bevor die Substanztestungen erfolgten sollte zunächst geprüft werden, ob die gewählte 

Methodik generell geeignet ist eine durch Chemikalien induzierte Beeinträchtigung der 

Mineralisierung zu detektieren. Dafür wurde mit einer positiven Referenzsubstanz gearbeitet. 

Des Weiteren musste ein geeigneter Zeitraum für die Exposition gegenüber den Testsub-

stanzen identifiziert werden. Diese Aspekte sind in den folgenden beiden Kapiteln dargestellt. 
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5.4.1 Effekt von Levamisol auf differenzierende hES-MPs 

LEV gehört zur Gruppe der Imidazothiazole und ist ein potenter Inhibitor von AP (Borgers, 

1973). Diese Wirkung scheint ausschlaggebend dafür zu sein, dass LEV auch Mineralisie-

rungsprozesse beeinträchtigt (Fallon et al., 1980; Garba und Marie, 1986). Dieser Stoff 

wurde in der vorliegenden Arbeit als endpunktspezifische Kontrollsubstanz eingesetzt, um 

die Spezifität des Assays zu testen. 

Differenzierende hES-MPs wurden hierfür von Tag 1–15 der Differenzierung mit LEV behan-

delt und am Tag 15 die Mineralisierung und Zellviabilität erfasst. Die Messung von Hydroxy-

apatit zeigte, dass LEV konzentrationsabhängig die Mineralisierung inhibierte (Abb. 24A) mit 

einem mittleren EC50-Wert von 0,020 mM (Tab. 2). Die Zellviabilität war erst bei ca. 30-fach 

höheren Konzentrationen beeinträchtigt (p < 0,0007), was demonstriert, dass der Effekt auf 

die Mineralisierung spezifisch war und erwartungsgemäß nicht durch eine zytotoxische 

Wirkung verursacht wurde. Die AP-Aktivität in Gesamtzelllysaten von hES-MPs, die bis Tag 

13 differenziert wurden, war im gleichen Konzentrationsbereich vermindert wie die Minerali-

sierung (Abb. 24B) und ist daher vermutlich die Ursache für die letztgenannte Beobachtung. 

Die Effekte von LEV zeigten eine hohe Reproduzierbarkeit und traten bei Konzentrationen 

auf, die die Kalzifizierung in anderen osteoblastären Zellkulturmodellen negativ beeinflusste 

(Chang et al., 2000; Nakano et al., 2007). 

LEV scheint daher eine geeignete positive Standardreferenzsubstanz für den Endpunkt Mi-

neralisierung zu sein. Ferner konnte gezeigt werden, dass mit dem verwendeten Ansatz eine 

spezifische Beeinträchtigung der Bildung mineralisierter Bereiche detektiert werden kann. 
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Abb. 24: Effekt von Levamisol (LEV) auf die Mineralisierung, Zellviabilität und AP-Aktivität in 
differenzierenden hES-MPs. 
(A) hES-MPs wurden in 96-well Platten für 15 Tage differenziert und mit steigenden Konzentrationen 
von Levamisol (LEV) behandelt. Die Zellviabilität (rot) wurde mit dem CellTiter-Blue Assay und die Mi-
neralisierung (blau) mit dem OsteoImage Assay erfasst. RFU-Werte der mit LEV behandelten Zellen 
sind als prozentualer Anteil der Lösungsmittelkontrolle gegeben, die auf 100 % gesetzt wurde. Gezeigt 
sind die mittleren gefitteten Kurven und die einzelnen Datenpunkte aus drei unabhängigen Experi-
menten. (B) hES-MPs wurden für 13 Tage differenziert, lysiert und der Überstand mit dem AP-Sub-
strat p-Nitrophenylphosphat unter Zusatz von steigenden LEV-Konzentrationen für 1 h inkubiert. Die 
Absorption des Hydrolyseprodukts ist als prozentualer Anteil der Lösungsmittelkontrolle angegeben, 
die auf 100 % gesetzt wurde. Dargestellt sind die mittlere gefittete Kurve und die einzelnen Daten-
punkte aus drei unabhängigen Experimenten. 

5.4.2 Identifizierung eines geeigneten Zeitfensters für Substanzbehandlungen 

Um den Zeitraum zu ermitteln, in dem differenzierende hES-MPs sensitiv gegenüber Sub-

stanzen sind und der eine bestmögliche Abtrennung der Effekte auf die Mineralisierung von 

zytotoxischen Einflüssen gewährleistet, wurde initial eine kleine Auswahl an Testsubstanzen 

geprüft. Die Auswahl umfasste 5-FU und NaVPA, von denen bekannt ist, dass sie die 

Skelettentwicklung in vivo beeinträchtigen, sowie das nicht-entwicklungstoxische PenG. Die 

Chemikalien wurden in einem frühen (Tag 1–5) und einem späten (Tag 8–15) Zeitraum so-

wie über die gesamte Differenzierungsdauer (Tag 1–15) appliziert. 

Die Behandlung von Tag 1–5 der Differenzierung führte bei allen Substanzen zu einer 

Abnahme der Zellviabilität, wobei für 5-FU ca. 250- bis 1000-fach geringere Konzentrationen 

im Vergleich zu NaVPA und PenG ausreichten (Abb. 25A, D, G). Die Mineralisierung war im 

Vergleich zur Zellviabilität anhand der ermittelten EC50-Werte im Fall von NaVPA spezifisch 

beeinträchtigt (p = 0,013, Tab. 2), im Fall von 5-FU nicht (p = 0,68, Tab. 2). Für PenG stiegen 

die mittleren Fluoreszenzsignale für die Mineralisierung bei zytotoxischen und der vorherigen, 

noch subtoxischen Konzentration an und im Vergleich zur Zellviabilität lag daher keine 

spezifische Beeinträchtigung vor (p > 0,97, Tab. 2). Alle Substanzen hatten bei einer Expo-
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sition von Tag 8–15 keine oder nur marginale Auswirkungen auf beide Endpunkte, mit 

Ausnahme einer Inhibition der Zellviabilität durch NaVPA (Abb. 25B, E, H). 

Für die Behandlung von Tag 1–15 konnte für alle Substanzen ein vergleichbares Profil der 

Kurven für beide Endpunkte wie bei einer Exposition von Tag 1–5 beobachtet werden (Abb. 

25C, F, I). Dementsprechend wurde die Mineralisierung im Vergleich zur Zellviabilität durch 

5-FU und PenG auch hier nicht signifikant inhibiert (p = 0,81 und p = 1,0, Tab. 2). Im Fall von 

NaVPA jedoch wurde die Mineralisierung bereits bei ca. 10-fach geringeren Konzentrationen 

inhibiert als bei Zugabe von Tag 1–5, der Effekt auf diesen Endpunkt trat hier also noch 

stärker zum Vorschein. Die Mineralisierung wurde im Vergleich zur Zellviabilität somit auch 

hier statistisch signifikant beeinträchtigt (p = 0,013, Tab. 2). 

 

Abb. 25: Effekte von 5-Fluorouracil (5-FU), Natriumvalproat (NaVPA) und Penicillin G (PenG) 
auf die Mineralisierung und Zellviabilität von differenzierenden hES-MPs bei unterschiedlichen 
Expositionsszenarien. 
hES-MPs wurden in 96-well Platten unter Zugabe steigender Konzentrationen von 5-FU (A–C), 
NaVPA (D–F) oder PenG (G–I) differenziert. Die Substanzen wurden jeweils von Tag 1–5 (A, D, G), 
Tag 8–15 (B, E, H) oder Tag 1–15 (C, F, I) appliziert. Die Zellviabilität (rot) und Mineralisierung (blau) 
wurden am Tag 15 erfasst. Die Werte der Lösungsmittelkontrollen wurden als 100 % gesetzt und die 
Werte der behandelten Zellen sind als prozentualer Anteil derselben dargestellt. Die mittleren gefit-
teten Kurven und die einzelnen Datenpunkte von je drei unabhängigen Experimenten sind gezeigt. 
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Aus diesen ersten Ergebnissen ließ sich ableiten, dass hES-MPs in einer frühen Phase der 

Differenzierung besonders sensitiv auf die getesteten Substanzen reagierten. Eine Behand-

lung über die gesamte Differenzierungsdauer führte im Fall von NaVPA zu einer klareren 

Darstellung des spezifischen Effekts auf die Mineralisierung. Aus diesen Gründen wurde für 

weitere Testungen eine Exposition von Tag 1–15 gewählt. 

Sowohl für PenG als auch für NaVPA wurde festgestellt, dass bei bestimmten Behandlungs-

zeiträumen die Mineralisierung trotz stark beeinträchtigter Zellviabilität unveränderte oder 

erhöhte Signale mit der hier angewendeten Methode zeigte. Diese Beobachtung wurde im 

Rahmen dieser Arbeit noch etwas näher untersucht und wird in Kapitel 5.4.4.1 wieder aufge-

griffen. 

5.4.3 Testung weiterer Substanzen 

Um die Datenbasis für den entwickelten Assay zu erweitern wurde der Einfluss von BA und 

WAR, für die eine Beeinträchtigung der Knochenentwicklung in vivo beschrieben ist, sowie 

von DPH und MCP, die als nicht-entwicklungstoxisch klassifiziert sind, untersucht. 

Die Behandlung mit BA und WAR zeigte eine substanzspezifische Beeinträchtigung der 

Mineralisierung, da die inhibierenden Konzentrationen deutlich unter denen der Zellviabilität 

lagen (Abb. 26A und B). WAR supprimierte die Ablagerung von mineralisiertem Material mit 

einem mittleren EC50-Wert von 0,0028 mM dabei deutlich stärker als BA und NaVPA, deren 

mittlere EC50-Werte 3,2 mM und 0,27 mM betrugen (Tab. 2). Die Zellviabilität von hES-MPs 

wurde durch BA und WAR in dem gewählten Konzentrationsbereich nicht beeinflusst (Abb. 

26A und B). Die Effekte auf die Mineralisierung waren daher für beide Substanzen statistisch 

signifikant (p < 0,0049 und p < 0,015, Tab. 2). 

Die Exposition gegenüber DPH und MCP hatte keinen spezifischen Effekt auf die Minerali-

sierung, da die Kurven für beide Endpunkte im gleichen bzw. ähnlichen Konzentrationsbe-

reich abfielen (Abb. 26C und D). Dementsprechend erbrachte die statistische Auswertung für 

beide Substanzen keinen signifikanten Unterschied in den mittleren EC50-Werten (p = 0,46 

und p = 0,98, Tab. 2). 
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Abb. 26: Effekte von Borsäure (BA), Warfarin (WAR), Diphenhydramin (DPH) und Metoclopra-
mid (MCP) auf die Mineralisierung und Zellviabilität von differenzierenden hES-MPs. 
hES-MPs wurden in 96-well Platten unter Zugabe steigender Konzentrationen von BA (A), WAR (B), 
DPH (C) oder MCP (D) differenziert. Die Substanzen wurden jeweils von Tag 1–15 appliziert. Die Zell-
viabilität (rot) und Mineralisierung (blau) wurden am Tag 15 erfasst. Die Werte der Lösungsmittelkon-
trollen wurden als 100 % gesetzt und die Werte der behandelten Zellen sind als prozentualer Anteil 
derselben dargestellt. Die mittleren gefitteten Kurven und die einzelnen Datenpunkte von je drei un-
abhängigen Experimenten sind gezeigt. 

Die mittleren EC50-Werte für die Mineralisierung und Zellviabilität der Substanztestungen 

sowie die Daten der statistischen Auswertung sind in Tab. 2 zusammengestellt. 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

 
 

108 
 

Tab. 2: Mittlere EC50-Werte, untere und obere Grenze des 95 % Konfidenzintervalls (Klammer) 
und p-Werte der für hES-MPs getesteten Endpunkte. 
Die Werte wurden aus den Daten von drei unabhängigen Experimenten ermittelt. 

Substanz/Behandlungs-
zeitraum 

EC50 Mineralisierung 
(mM) 

EC50 Zellviabilität 
(mM) 

p-Wert§ 

NaVPA d1–15 0,27 (0,048;1,5) 7,8 (2,4;26) 0,013 

BA d1–15 3,2 (1,8;5,8) > 8,3 < 0,0049$ 

WAR d1–15 0,0028 (0,000076;0,10) > 0,3 < 0,015$ 

5-FU d1–15 0,0091 (0,0016;0,051) 0,0059 (0,0014;0,024) 0,81 

DPH d1–15 0,079 (0,052;0,12) 0,080 (0,075;0,084) 0,46 

MCP d1–15 0,23 (0,18;0,29) 0,18 (0,17;0,20) 0,98 

PenG d1–15 > 4,5 2,5 (2,1;3,0) 1,0$ 

LEV d1–15# 0,020 (0,014;0,029) 0,65 (0,64;0,67) 0,00034 

NaVPA d1–5 3,0 (1,2;7,5) 10 (9,6;11) 0,013 

5-FU d1–5 0,012 (0,0048;0,028) 0,011 (0,0032;0,037) 0,68 

PenG d1–5 > 4,5 2,9 (1,8;4,5) > 0,97$ 

NaVPA d8–15 > 27 13 (7,6;21) > 0,91$ 

5-FU d8–15 > 0,17 > 0,17 Nicht verfügbar* 

PenG d8–15 > 4,5 > 4,5 Nicht verfügbar* 

§ p-Werte wurden mittels eines einseitigen paarweisen Zweistichproben-t-Tests kalkuliert, um zu 
testen, ob die Mineralisierung signifikant stärker inhibiert wurde als die Zellviabilität. Bei einem p-Wert 
< 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant erachtet. 

$ Für einen der Endpunkte konnte kein EC50-Wert im getesteten Konzentrationsbereich ermittelt und 
anhand der verfügbaren Datenpunkte auch nicht adäquat extrapoliert werden. In diesen Fällen wurde 
die höchste getestete Konzentration zur Berechnung des p-Werts verwendet. 

* Für beide Endpunkte konnte kein EC50-Wert im getesteten Konzentrationsbereich ermittelt und 
anhand der verfügbaren Datenpunkte auch nicht adäquat extrapoliert werden. In diesen Fällen konnte 
daher kein p-Wert bestimmt werden. 

# Test-spezifische Positivkontrolle für den Mineralisierungsassay. 

Eine zusammenfassende Illustration der Eignung des Tests zur Erfassung von Substanzef-

fekten auf die Knochenentwicklung bietet Abb. 27. Hier sind die log-transformierten Quotien-

ten der mittleren EC50-Werte für die Mineralisierung und Zellviabilität für alle Testsubstanzen 

bei Zugabe von Tag 1–15 der Differenzierung dargestellt. Substanzen, deren Quotient über 

null lag, wiesen einen stärkeren Effekt auf die Mineralisierung auf als auf die Zellviabilität. 

Die Quotienten der Positivkontrolle LEV sowie der entwicklungstoxischen Substanzen 
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5.4.4.2 Lösungsmitteleffekte 

Zahlreiche Substanzen, insbesondere pharmazeutische Wirkstoffe, weisen hydrophobe 

Eigenschaften auf, sodass sich der Einsatz von wasserbasierten Lösungsmitteln für diese 

Stoffe nicht anbietet (Williams et al., 2013). Anstatt dessen wird häufig DMSO verwendet, bei 

dem es sich um ein dipolares, aprotisches, organisches Lösungsmittel handelt, das eine ge-

ringe Zytotoxizität besitzt. 

Im Folgenden wurde untersucht, ob DMSO einen Effekt auf die Zellviabilität oder Mineralisie-

rung von induzierten hES-MPs hat und unter welchen Bedingungen es als Lösungsmittel für 

den beschriebenen Assay einsetzbar ist. Dafür wurden verschiedene Lotnummern von 

DMSO derselben Produktnummer getestet, ebenso wie zwei hES-MP Chargen. Bezüglich 

der Konzentrationen wurde in einem Bereich gearbeitet, der üblicherweise für Substanz-

testungen relevant ist. 

DMSO in Konzentrationen von 0,016–0,5 % beeinträchtigte die Zellviabilität der differenzie-

renden hES-MPs bei Zugabe von Tag 1–15 der Differenzierung nicht (Abb. 29A). Im Gegen-

satz dazu zeigte das Lösungsmittel konzentrationsabhängig inhibierende Effekte auf die 

Mineralisierung (Abb. 29B). In welchem Ausmaß und ab welchen Konzentrationen die Beein-

trächtigung eintrat war dabei abhängig von der Lotnummer. So hatten die Lotnummern 3 und 

4 einen geringen oder keinen Einfluss im Konzentrationsbereich von 0,016–0,064 %, wäh-

rend die Lotnummern 1 und 2 den Mineralisierungsgrad hier deutlich reduzierten. Die tech-

nischen Replikate wiesen allerdings große Schwankungen auf. Zwei der Experimente mit 

Lotnummer 4 zeigten, dass der Effekt nicht von der verwendeten Zellcharge abhängig war 

(vgl. dunkelblaue und rote Kurve). Allerdings schien der Zeitpunkt des Experiments und 

damit möglicherweise der Zeitpunkt der Verwendung von DMSO nach dem Öffnen der 

Flasche eine Rolle zu spielen (vgl. hellblaue und rote Kurve). Eine komplette Inhibierung der 

Mineralisierung war für alle Experimente bei einer Konzentration von 0,5 % beobachtbar. 

In einigen Experimenten wurden parallel kürzere Inkubationszeiten mit DMSO getestet. Eine 

Zugabe während der Proliferationsphase der hES-MPs von Tag 1–5 schien mit Ausnahme 

von Lotnummer 2, die leichte Effekte zeigte, keinen negativen Einfluss auf die nachfolgende 

Mineralisierung zu haben (Abb. 29D). Hingegen zeigte eine Exposition mit der gleichen 

Dauer, aber zu einem späteren Zeitpunkt der Differenzierung (Tag 5–9) eine konzentrations-

abhängige Inhibierung (Abb. 29F). Die Beeinträchtigung schien daher vom Differenzierungs-

stadium der Kulturen abhängig zu sein. Wie bei der Applikation von Tag 1–15 (Abb. 29B) 

waren das Ausmaß der Inhibierung und die geringste effektive Konzentration auch bei einer 
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dienten einerseits der Analyse der Genexpressionsänderungen während der Differenzierung 

und stellten andererseits die Lösungsmittelkontrolle für Experimente zur Untersuchung des 

Einflusses von NaVPA dar. 

5.4.5.1 Identifizierung weiterer molekularer Marker der Differenzierung von hES-MPs 

Die Gene der bereits in Kapitel 5.2.2–5.2.4 und 5.3.2–5.3.3 untersuchten Proteine sind auch 

in den Array inkludiert. Daher fasst Abb. 31 zunächst die hierfür gewonnenen Daten zu-

sammen. 

In Übereinstimmung mit der Zunahme der Aktivität (Abb. 14) und der Marker-positiven Zellen 

(Abb. 22) zeigte auch die Transkription von AP einen Anstieg im Laufe der Differenzierung. 

Die CT-Werte für COL1A1 und COL1A2 waren bereits in nicht-differenzierenden hES-MPs 

sehr niedrig (Abb. 31), was für eine hohe mRNA-Expression spricht, und somit die noch vor 

Induktion der Differenzierung nachweisbare Detektion des Kollagen Typ I-Proteins bestätigt 

(Abb. 15). Dieses Expressionslevel wurde in Einklang mit der fortlaufenden Deposition von 

Kollagen Typ I in die ECM über die Differenzierung beibehalten. 

Auch die mRNA von OC konnte in nicht-differenzierenden hES-MPs nachgewiesen werden 

und die Stärke der Transkription wurde über die Differenzierung beibehalten (Abb. 31). Das 

Protein hingegen war vor Induktion der Differenzierung nur in wenigen einzelnen Zellen 

detektierbar (Abb. 16). Im Laufe der Differenzierung konnte dann eine Zunahme und eine 

Akkumulation in der ECM beobachtet werden. 

Für Runx2 war die Expression der mRNA ebenfalls bereits in nicht-differenzierenden Zellen 

zu verzeichnen (Abb. 31), analog zum Nachweis auf Proteinebene (Abb. 13C und D und 

Abb. 20). Die beobachtete Abnahme des Proteinlevels in den Kulturen scheint allerdings 

nicht durch eine verminderte Transkription bedingt zu sein. 

Ein Nachweis von Dlx5 war im Array nicht möglich, die ermittelten CT-Werte lagen zu allen 

Zeitpunkten bei ca. 35 oder höher (Tab. A1 im Anhang). 
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5.4.5.2 Effekt von Natriumvalproat auf spezifische Marker während der Differenzie-
rung von hES-MPs 

Für die Untersuchung des Einflusses von NaVPA auf die Genexpression wurde eine Kon-

zentration von 0,18 mM gewählt, da diese bei Applikation von Tag 1–15 die Zellviabilität von 

hES-MPs nicht beeinträchtigte, die Mineralisierung jedoch inhibierte (Abb. 25F). 

Die auffälligste Beobachtung war, dass die Testsubstanz die Transkription aller im Array 

adressierten mRNA-Moleküle für Kollagene beeinflusste (Abb. 33A). Das vorwiegend in 

Knorpel exprimierte COL2A1 konnte aufgrund eines Doppelpeaks in den Dissoziations-

kurven allerdings nicht in die Auswertung einbezogen werden (Tab. A1 im Anhang). In den 

meisten Fällen wurde durch NaVPA die zeitabhängige Zunahme der mRNA vermindert. Für 

das hauptsächlich von hypertrophen Chondrozyten exprimierte COL10A1 erfolgte eine stär-

kere Abnahme der mRNA. Den deutlichsten Einfluss hatte NaVPA auf COL1A1, COL14A1 

und COL15A1 mit fold changes > 3 für mindestens einen Zeitpunkt. Die jeweilige mRNA der 

beiden letztgenannten wurde in nicht-differenzierenden hES-MPs nur geringfügig nachge-

wiesen (Abb. 32) und wies eine deutliche Zunahme im Laufe der Differenzierung auf. 

NaVPA zeigte zudem Effekte auf weitere Marker mit einer Funktion in der ECM (Abb. 33B). 

Den stärksten Einfluss hatte die Substanz dabei auf COMP, dessen prominente Transkript-

zunahme komplett inhibiert wurde. Als weiterer Kollagen-bindender Marker wurde die Gen-

expression von BGN beeinträchtigt. CTSK, das eine katabolische Funktion in der ECM be-

sitzt, unterlag ebenfalls einer verminderten Transkription. Die mRNA-Expression von ITGA2, 

einem Kollagen-bindenden Transmembranrezeptor, MMP10, einem proteolytischen Enzym, 

und SPP1, einem mineralisierungsinhibierenden Glykoprotein, wurde hingegen weniger stark 

vermindert bzw. stimuliert. 

Weitere Marker, die durch NaVPA beeinflusst wurden, sind in Abb. 33C zusammengestellt. 

Hierbei handelte es sich vorrangig um Wachstumsfaktoren (BMP3, BMP6, CSF2, CSF3, 

FGF1, IGF2, TGFB2), aber auch Zelladhäsionsproteine (CD36, VCAM1). Die mRNA-Expres-

sion von CALCR, die während der Differenzierung stark zunahm, erfuhr durch NaVPA einen 

verminderten Anstieg. 
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6 Diskussion 

Für die Erkennung und Bewertung des toxischen Potentials von industriell produzierten 

Substanzen, wie Pharmazeutika und Chemikalien, auf die humane Reproduktion und 

Entwicklung werden konventionell Tierversuche eingesetzt. Diese erfordern den Einsatz 

einer großen Anzahl an Versuchstieren, sind kosten- und zeitaufwändig und ermöglichen nur 

einen geringen Durchsatz. Darüber hinaus weisen sie nur eine limitierte Prädiktivität für den 

Menschen auf. Die Implementierung standardisierter und zuverlässiger humanrelevanter in 

vitro Testsysteme ist daher notwendig und gewünscht. Anomalien des Skeletts gehören zu 

den am häufigsten beobachteten Geburtsdefekten. Zudem ist die Untersuchung skelettaler 

Veränderungen ein integraler Bestandteil der regulatorisch geforderten pränatalen Entwick-

lungstoxizitätsstudien an Versuchstieren. Ein validiertes alternatives Testsystem zur Detekti-

on von toxischen Effekten auf die Knochenentwicklung existiert bisher nicht und erste An-

sätze zur Etablierung eines in vitro Assays nutzten nur nicht-humane Zellen. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, inwieweit sich aus humanen 

ES Zellen gewonnene mesenchymale Progenitorzellen als Testmodell eignen und toxikolo-

gische Endpunkte zu identifizieren, die sich für die Erfassung von adversen Effekten auf die 

osteogene Entwicklung anbieten. Dafür wurde die Differenzierung von hES-MPs zu minerali-

siertem Gewebe näher charakterisiert, die Eignung verschiedener Biomarker evaluiert, Me-

thoden zu ihrer Quantifizierung etabliert und die Prädiktivität des etablierten Assays mit einer 

Auswahl an Substanzen überprüft. Diese Arbeiten sollen die Basis für ein alternatives Test-

system zur sicherheitstoxikologischen Prüfung von Effekten auf die Knochenentwicklung 

bilden. 

6.1 Eignung von hES-MPs als Zellmodell für die Etablierung eines osteo-
genen in vitro Testsystems 

6.1.1 Etablierung und Optimierung der osteogenen Differenzierung von hES-MPs 

Als Grundlage für die osteogene Differenzierung der hES-MPs wurde ein von de Peppo et al. 

(2010a) publiziertes Protokoll verwendet. Dieses sieht eine Kultivierung der Zellen auf unbe-

schichteten Zellkulturgefäßen in DMEM mit 1 g/l Glucose und 10 % FCS und eine initiale 

Aussaat von 10.000 Zellen/cm2 vor. Die Differenzierung wird dabei durch Zugabe von 45 µM 

AA, 10 mM ß-GP und 1 µM Dex stimuliert. Es handelt sich im Kern um Kulturbedingungen, 

die üblicherweise für die in vitro Differenzierung von aus Knochenmark gewonnenen adulten 
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humanen MSCs eingesetzt werden (Jaiswal et al., 1997). 

6.1.1.1 Einfluss verschiedener Kultivierungsparameter 

Sowohl das verwendete FCS als auch die Zelldichte und die Beschichtung der Kulturgefäße 

haben einen entscheidenden Einfluss auf die Differenzierungskapazität und -effizienz von 

Zellen. 

So konnten Aronow et al. (1990) z. B. zeigen, dass unterschiedliche FCS Lotnummern die 

Synthese osteogener Proteine und den Beginn und das Ausmaß der Mineralisierung in 

fetalen Ratten-Calvariazellen deutlich beeinflussten. Es muss daher vorab ein für eine spezi-

fische Anwendung geeignetes FCS identifiziert werden. Die Testung des FCS verschiedener 

Anbieter und Chargen für die osteogene Differenzierung war vor Beginn der Arbeiten mit den 

hES-MPs mit Maus ES Zellen der Linie D3 durchgeführt worden. Initiale Experimente zeigten, 

dass das gewählte Serum auch in den humanen Kulturen für ein solides Wachstum und eine 

effiziente Mineralisierung sorgte. Es wurde daher für alle nachfolgenden Untersuchungen 

verwendet. 

In der ersten Publikation zu hES-MPs wurde für die osteogene Differenzierung eine initiale 

Zelleinsaat von 4.000 Zellen/cm2 verwendet (Karlsson et al., 2009), während de Peppo et al. 

(2010a) mit einer 2,5-fach höheren Dichte arbeiteten. Letztere unterstützte stärker die Ausbil-

dung kalzifizierter Bereiche (Abb. 9A und D). Eine vergleichbare Beobachtung wurde auch 

von Jaiswal et al. (1997) mit humanen MSCs gemacht, wobei dies nicht auf höhere Zell-

zahlen zu späteren Zeitpunkten oder eine gesteigerte AP-Aktivität zurückzuführen war. Die 

Autoren vermuteten, dass der Grund für den höheren Mineralisierungsgrad eine veränderte 

Zell-Zell-Interaktion und/oder die Ausschüttung para- und autokriner Faktoren war. 

Unabhängig von der initialen Zelldichte kam es insbesondere nach einer längeren Differen-

zierungszeit häufig zu einem teilweisen oder kompletten Ablösen des Zellrasens von hES-

MPs (Abb. 9A und D). Auch diese Beobachtung ist nicht ungewöhnlich für konfluente osteo-

gene Kulturen (Jaiswal et al., 1997). Eine Beschichtung der Zellkulturgefäße mit Gelatine 

verbesserte die Anhaftung deutlich, ohne dabei die Mineralisierung zu beeinflussen (Abb. 

9B). Gelatine besteht zum Großteil aus denaturiertem fibrillären Kollagen und unterstützt 

über unspezifische Proteinbindungen die Adhäsion von Zellen. Interessanterweise resultierte 

eine Beschichtung bereits während der Expansion der hES-MPs in einer etwas verminderten 

Mineralisierung (Abb. 9C). Die einzelnen hES-MP Zellen zeigten auf beschichteten Platten 

eine breitere Morphologie und somit eine frühere Konfluenz als die Kulturen auf unbeschich-
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tetem Material, ohne dass sich dabei die Teilungsraten wesentlich unterschieden (Daten 

nicht gezeigt). Veränderte Zell-Zell-Kontakte während der Expansion könnten daher ein mög-

licher Grund für die verminderte Mineralisierung während der Differenzierung gewesen sein. 

6.1.1.2 Einfluss verschiedener osteogener Induktoren 

Unter in vitro Bedingungen wird für die osteoblastäre Differenzierung von Tumorzelllinien, 

Primärzellen, wie z. B. Calvariazellen oder MSCs, und ES Zellen in der Regel eine Kombina-

tion aus spezifischen osteogenen Induktoren verwendet (Boskey und Roy, 2008; Czekanska 

et al., 2012; Duplomb et al., 2007; Heng et al., 2004). Dabei handelt es sich sowohl um 

Faktoren, die die Knochenentwicklung auch natürlicherweise im Körper fördern, als auch um 

künstliche Induktoren. Die genaue Zusammensetzung, die Konzentration einzelner Kompo-

nenten sowie der Beginn und die Dauer der Exposition hängen u. a. vom Reifungsgrad, der 

Spezies, dem ursprünglichen Gewebetyp und der Applikation des verwendeten Zellmodells 

ab. AA und ß-GP stellen in den meisten Protokollen die grundlegenden Supplemente dar. 

AA stimuliert sowohl die Sezernierung und Prozessierung von Prokollagen als auch die post-

translationale Modifikation von Kollagenmolekülen (Franceschi et al., 1994; Hulmes, 2008) 

und unterstützt damit wesentlich den Aufbau einer funktionalen ECM. Das Vitamin zeigte da-

rüber hinaus auch positive Effekte auf die Matrix-vermittelte Induktion der Biosynthese osteo-

blastärer Proteine, wie AP und OC, in den Zelllinien MC3T3 und MG-63 und auf die Mine-

ralisierung von humanen MSCs (Choi et al., 2008; Franceschi et al., 1994; Takamizawa et al., 

2004). 

Die im Basalmedium (meist alpha-MEM oder DMEM)+10 % FCS vorhandenen Phosphat-

konzentrationen reichen für die meisten Zellmodelle nicht aus, um die Mineralisierung zu 

induzieren. Es hat sich daher als hilfreich erwiesen ß-GP als organische Phosphatquelle 

dem Medium zuzusetzen (Bellows et al., 1991). Zumeist werden dabei Konzentrationen von 

2–10 mM gewählt, wobei die physiologische Relevanz der gebildeten Mineralablagerungen 

umstritten ist (Boskey und Roy, 2008). ß-GP wird von AP als Substrat genutzt und das aus 

der Hydrolyse entstehende anorganische Phosphat kann dann mit Calcium unter spezi-

fischen Bedingungen Minerale bilden. 

Bei Dex handelt es sich um ein synthetisches Glucocorticoid. Glucocorticoide sind Steroid-

hormone, die an spezifische intrazelluläre Rezeptoren binden und so die Gentranskription 

und proinflammatorische Signalwege regulieren (Cooper et al., 2016). Die Wirkung von 

Glucocorticoiden auf Knochengewebe ist sehr vielfältig. Sie können bereits nach wenigen 
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Monaten Therapie und einer mittleren Dosierung Knochenschwund und Osteoporose verur-

sachen. Dabei wird sowohl die Osteoklastogenese stimuliert als auch die Osteoblastenzahl 

und -funktion inhibiert (Canalis und Delany, 2002). In in vitro Experimenten hatte Dex unter-

schiedliche und teilweise konträre Effekte auf die osteogene Differenzierung (zusammenge-

fasst in Hong et al., 2008). Dies scheint neben der eingesetzten Konzentration insbesondere 

auch vom Entwicklungsstadium der Zellen und der Spezies abhängig zu sein. Zu den be-

schriebenen positiven Effekten gehören eine gesteigerte AP-Aktivität, ein ausgeprägterer 

osteoblastärer Phäno- und Genotyp sowie eine erhöhte Mineralisierung (Alm et al., 2012; 

Buttery et al., 2001; Eijken et al., 2006; Kärner et al., 2007). 

Dex wurde von der U.S. FDA in die Schwangerschaftsrisikokategorie C – im Tierversuch 

weist die Substanz adverse Effekte auf den Fetus auf, es liegen jedoch keine oder nur unzu-

reichende Studien zur Wirkung im menschlichen Fetus vor – eingeteilt. Um einen möglichen 

synergistischen Effekt mit Testsubstanzen zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit 

durch Untersuchung der Mineralisierungseffizienz geprüft, ob auf die Zugabe des Glucocorti-

coids verzichtet werden kann (Abb. 10). 

Die alleinige Applikation von ß-GP war bereits ausreichend, um eine Mineralisierung in hES-

MP Kulturen nach ca. drei Wochen Differenzierung zu induzieren (Abb. 10B). Die ergänzen-

de Gabe von AA schien keinen zusätzlichen positiven Effekt auf das Ausmaß der Ossifika-

tion zu haben, unterstützte jedoch einen frühere Detektion (Abb. 10C). Nichtsdestotrotz 

waren Mineralisierungsbeginn und -grad deutlich verzögert bzw. geringer als bei zusätzlicher 

Induktion mit Dex (Abb. 10D). Ursache dafür scheint zu sein, dass die Zugabe von AA und ß-

GP nicht ausreicht, um die AP-Aktivität in den hES-MP Kulturen zu stimulieren (vgl. Abb. A2 

im Anhang mit Abb. 14). Für die Etablierung von toxikologischen Assays ist ein ausreichend 

großes Messfenster zur Quantifizierung erforderlich und ein möglichst früher Messzeitpunkt 

wünschenswert. Beides war unter den gewählten experimentellen Bedingungen durch eine 

alleinige Induktion mit AA und ß-GP nicht gegeben und dieser Ansatz wurde in den nachfol-

genden Untersuchungen daher nicht weiterverfolgt. 

Ein alternativer Induktor zu Dex ist 1,25(OH)2D3, die physiologisch aktive Form des Vitamin 

D3. Es bindet an nukleäre Vitamin-D-Rezeptoren, die nach Heterodimerisierung mit Retinoid-

X-Rezeptoren die Transkription spezifischer Zielgene regulieren. In vivo ist 1,25(OH)2D3 es-

sentiell für die Calciumhomöostase und damit entscheidend an der Knochenformierung und 

Mineralisierung beteiligt. Für in vitro Experimente zur Generierung von Osteoblasten wird es 

seltener eingesetzt als Dex, stimuliert aber nachweislich die Differenzierung von verschie-
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denen Zellmodellen (Olivares-Navarrete et al., 2012; Owen et al., 1991; Siggelkow et al., 

1999; Woeckel et al., 2010; zur Nieden et al., 2003). Dabei wurden die Induktion der Genex-

pression charakteristischer Marker, wie z. B. AP, BSP, Kollagen oder OC, die Ausbildung 

eines osteoblastären Phänotyps und eine verstärkte Mineralisierung beobachtet. Wie für Dex 

sind die Auswirkungen der Supplementierung mit 1,25(OH)2D3 stark abhängig von der 

Konzentration, der Expositionsdauer, dem Entwicklungsstadium der Zellen und der Spezies 

(Owen et al., 1991; Woeckel et al., 2010; Zhang et al., 1997). 

Ob 1,25(OH)2D3 in der Lage ist, die osteogene Differenzierung von hES-MPs zu induzieren 

und welche zellphysiologischen Veränderungen damit einhergehen, wurde bisher noch nicht 

untersucht. Daher wurden 1,25(OH)2D3 und Dex in den Charakterisierungsexperimenten in 

dieser Arbeit vergleichend verwendet. Dabei zeigte 1,25(OH)2D3 insgesamt eine weitgehend 

vergleichbare Wirkung wie Dex in Bezug auf den Verlauf und die Stärke der Differenzierung 

(Abb. 10E). Unterschiede zu Dex konnten dahingehend beobachtet werden, dass die Anzahl 

an AP-positiven Zellen zu späten Zeitpunkten nur halb so hoch war (Abb. 22), Runx2 

weniger stark herunterreguliert wurde (Abb. 13D) und der Mineralisierungsbeginn etwas ver-

zögert war (Abb. 17). 

 

Aufgrund dieser Daten wurde für den Proof of Concept im Rahmen der Substanztestungen 

mit der Induktorkombination AA, ß-GP, Dex weitergearbeitet. Insbesondere die frühere 

Mineralisierung unter Zugabe von Dex war von Relevanz, da dies als Endpunkt gewählt 

wurde. Ein weiteres Argument, das für die Verwendung von Dex sprach, war eine insgesamt 

umfangreichere Datenlage im Vergleich zu 1,25(OH)2D3, da die initiale Charakterisierung von 

de Peppo et al. (2010a) bereits mit diesem Supplement durchgeführt wurde. Zudem wiesen 

die hier eingesetzten Konzentrationen von Dex keine embryotoxische Aktivität in der WEC 

oder dem EST auf (Genschow et al., 2004; Hansen und Grafton, 1988). 1,25(OH)2D3, das 

die Osteogenese über einen anderen molekularen Signalweg induziert als Dex, könnte zu-

künftig eine geeignete Alternative darstellen im Fall, dass sich keine eindeutigen Resultate in 

Substanzexperimenten mit dem Dex-basierten Protokoll ergeben. 
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6.1.2 Charakterisierung der osteogenen Differenzierung von hES-MPs 

6.1.2.1 Präsenz und zeitlicher Verlauf typischer osteogener Differenzierungsprozesse 
in hES-MPs 

Die essentiellen Schritte der osteogenen Differenzierung beinhalten die Proliferation von me-

senchymalen Stammzellen, ihre graduelle Differenzierung in funktionelle Osteoblasten, die 

Anlage und Reifung des organischen Teils der ECM und die nachfolgende Mineralisierung 

der Matrix (Stein et al., 2004). Diese Vorgänge sind durch die differentielle Biosynthese einer 

Vielzahl von molekularen Markern gekennzeichnet, die oft essentielle regulatorische Funk-

tionen besitzen. 

Erste Hinweise darauf, dass hES-MPs diese fundamentalen Prozesse in vitro rekapitulieren 

können, wurden von de Peppo et al. (2010a) erbracht, die zeigen konnten, dass der zeitliche 

Verlauf der Genexpression und das Mineralisierungsprofil ähnlich zu denen von humanen 

MSCs sind. Um das Potential von hES-MPs als Modellsystem für toxikologische Testungen 

besser abschätzen zu können, wurden die spezifischen Zeitfenster der für die osteogene 

Differenzierung typischen Prozesse in diesen Zellen näher untersucht. Dies hilft nicht nur 

dabei die zugrunde liegenden molekularen Prozesse besser zu verstehen, sondern kann 

auch Informationen zu entwicklungs- und substanzspezifischen sensitiven Perioden bei Ex-

position gegenüber chemischen Noxen liefern. 

Dafür wurden molekulare Marker, die unterschiedliche Signalwege und Stadien der Kno-

chenentwicklung repräsentieren, betrachtet. Es handelte sich dabei um die Transkriptions-

faktoren Dlx5 und Runx2, das Enzym AP, die ECM-Proteine Kollagen Typ I und OC sowie 

die Mineralisierung. Die Untersuchung erfolgte dabei, soweit für den Marker relevant, auf 

Proteinebene, da dies sowohl die Erfassung von transkriptional als auch (post)translational 

bedingten Veränderungen ermöglicht. Dieses Vorgehen trägt außerdem zur Erweiterung der 

Datenbasis für hES-MPs bei, deren osteogene Differenzierung bisher nur im Hinblick auf die 

Genexpression analysiert wurde (de Peppo et al., 2010a). 

Eine hohe Proliferation von hES-MPs wurde zwei Tage nach der initialen Einsaat gemessen 

(Abb. 11A). Mit Konfluenz der Zellen ab Tag 5 sank die Zellteilungsrate und blieb auf diesem 

niedrigeren Level für die restliche Differenzierungszeit (Abb. 11A und Abb. 17). Ab Tag 5 

erfolgte dann eine starke Zunahme von AP (Anzahl Marker-positiver Zellen und Aktivität) als 

Indikator für die Zellreifung (Abb. 14 und Abb. 22) und der Deposition von Kollagen Typ I als 

Maß für die Anlage der ECM (Abb. 15). Die weitere Reifung der ECM wird durch die Sezer-



 

nierung von OC illustriert (

folgende Mineralisierung, die ab Tag 12

17 und 

hES-MPs

gegeben. 

konnte somit auch für hES

Abb. 34:
der Bildung
wonnenen Daten.

6.1.2.2 

6.1.2.2.1

Bei Dlx5 handelt es sich um 

kraniofazialer Knochen, aber auch der des axialen und appendikul

spielt und sowohl während

zierung 

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Dlx5 bereits in allen Zellen der nicht

13A). Dies ist in Übereinstimmung 

upstream

nierung von OC illustriert (

folgende Mineralisierung, die ab Tag 12

und Abb. 23). Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

MPs und des Verlaufs der Bildung

gegeben. Die weiter 

konnte somit auch für hES

: Schematische 
der Bildung/Entwicklung typischer osteogener Marker basierend auf den in dieser 
wonnenen Daten. 

 Bildung ausgewählter osteogener Marker in hES

6.1.2.2.1 Dlx5 

Bei Dlx5 handelt es sich um 

ofazialer Knochen, aber auch der des axialen und appendikul

spielt und sowohl während

zierung gebildet wird.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Dlx5 bereits in allen Zellen der nicht

Dies ist in Übereinstimmung 

upstream Regulator von Runx2 ist 

nierung von OC illustriert (Abb. 

folgende Mineralisierung, die ab Tag 12

Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

und des Verlaufs der Bildung

weiter oben beschriebene Abfolge der Prozesse

konnte somit auch für hES-MPs bestätigt werden.

Schematische Darstellung der osteogenen Differenzierung von hE
/Entwicklung typischer osteogener Marker basierend auf den in dieser 

Bildung ausgewählter osteogener Marker in hES

Bei Dlx5 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der Entwicklung 

ofazialer Knochen, aber auch der des axialen und appendikul

spielt und sowohl während der frühen als auch voranschreitenden osteoblastären Differen

wird. 

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Dlx5 bereits in allen Zellen der nicht

Dies ist in Übereinstimmung 

Regulator von Runx2 ist 

Abb. 16). Alle genannten Prozesse lieferten die Basis für die nach

folgende Mineralisierung, die ab Tag 12

Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

und des Verlaufs der Bildung/Entwicklung der untersuchten Marker ist in 

beschriebene Abfolge der Prozesse

MPs bestätigt werden.

Darstellung der osteogenen Differenzierung von hE
/Entwicklung typischer osteogener Marker basierend auf den in dieser 

Bildung ausgewählter osteogener Marker in hES

einen Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der Entwicklung 

ofazialer Knochen, aber auch der des axialen und appendikul

der frühen als auch voranschreitenden osteoblastären Differen

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Dlx5 bereits in allen Zellen der nicht-differenzierenden hES

Dies ist in Übereinstimmung damit

Regulator von Runx2 ist (Lee et al., 2005)

Diskussion

 
 

125 

Alle genannten Prozesse lieferten die Basis für die nach

–13 detektierbar war und sukzessive zunahm

Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

/Entwicklung der untersuchten Marker ist in 

beschriebene Abfolge der Prozesse

MPs bestätigt werden. 

Darstellung der osteogenen Differenzierung von hE
/Entwicklung typischer osteogener Marker basierend auf den in dieser 

Bildung ausgewählter osteogener Marker in hES

einen Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der Entwicklung 

ofazialer Knochen, aber auch der des axialen und appendikul

der frühen als auch voranschreitenden osteoblastären Differen

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Immunfluoreszenzf

differenzierenden hES

damit, dass dieser Transkriptionsfaktor

(Lee et al., 2005)

Diskussion 

Alle genannten Prozesse lieferten die Basis für die nach

detektierbar war und sukzessive zunahm

Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

/Entwicklung der untersuchten Marker ist in 

beschriebene Abfolge der Prozesse

Darstellung der osteogenen Differenzierung von hE
/Entwicklung typischer osteogener Marker basierend auf den in dieser 

Bildung ausgewählter osteogener Marker in hES-MPs

einen Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der Entwicklung 

ofazialer Knochen, aber auch der des axialen und appendikul

der frühen als auch voranschreitenden osteoblastären Differen

Immunfluoreszenzf

differenzierenden hES-

, dass dieser Transkriptionsfaktor

(Lee et al., 2005), das ebenfa

Alle genannten Prozesse lieferten die Basis für die nach

detektierbar war und sukzessive zunahm

Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

/Entwicklung der untersuchten Marker ist in 

beschriebene Abfolge der Prozesse der Knochenentwicklung 

Darstellung der osteogenen Differenzierung von hE
/Entwicklung typischer osteogener Marker basierend auf den in dieser 

MPs 

einen Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der Entwicklung 

ofazialer Knochen, aber auch der des axialen und appendikulären Skeletts

der frühen als auch voranschreitenden osteoblastären Differen

Immunfluoreszenzfärbungen zeigten, dass 

-MPs nachweisbar war

, dass dieser Transkriptionsfaktor

, das ebenfalls bereits detektiert werden 

Alle genannten Prozesse lieferten die Basis für die nach

detektierbar war und sukzessive zunahm

Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

/Entwicklung der untersuchten Marker ist in 

der Knochenentwicklung 

 

Darstellung der osteogenen Differenzierung von hES-MPs und Verlauf 
/Entwicklung typischer osteogener Marker basierend auf den in dieser Arbeit ge

einen Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der Entwicklung 

ren Skeletts, eine Rolle 

der frühen als auch voranschreitenden osteoblastären Differen

ärbungen zeigten, dass 

nachweisbar war

, dass dieser Transkriptionsfaktor ein direkter 

lls bereits detektiert werden 

Alle genannten Prozesse lieferten die Basis für die nach-

detektierbar war und sukzessive zunahm (Abb. 

Eine zusammenfassende Darstellung der osteogenen Differenzierung von 

/Entwicklung der untersuchten Marker ist in Abb. 34 

der Knochenentwicklung 

MPs und Verlauf 
rbeit ge-

einen Transkriptionsfaktor, der insbesondere in der Entwicklung 

eine Rolle 

der frühen als auch voranschreitenden osteoblastären Differen-

ärbungen zeigten, dass 

nachweisbar war (Abb. 

ein direkter 

lls bereits detektiert werden 



Diskussion 

 
 

126 
 

konnte. Das Proteinlevel von Dlx5 blieb über einen Differenzierungszeitraum von 18 Tagen 

weitgehend konstant und wurde auch durch die Induktion mit 1,25(OH)2D3 oder Dex nicht 

bedeutend verändert (Abb. 13B). Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die bereits 

hohe Biosynthese nicht zusätzlich stimuliert werden konnte. Weiterhin konnten Lee et al. 

(2003) in Studien mit prämyoblastären C2C12 Zellen zeigen, dass Dlx5 ein spezifisches Ziel 

von BMPs ist und durch zahlreiche andere osteogene Induktoren, u. a. 1,25(OH)2D3 und Dex, 

nicht induziert wird. Die mRNA von Dlx5 konnte mit dem eingesetzten PCR Array nicht de-

tektiert werden (Tab. A1 im Anhang). Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass im Array 

für die Transkription aller 84 Gene dieselben PCR Bedingungen verwendet wurden, die mög-

licherweise nicht optimal für die inkludierten Primer zur Vervielfältigung von Dlx5 waren. 

6.1.2.2.2 Runx2 

Der Transkriptionsfaktor Runx2 ist ein maßgeblicher Regulator der Osteogenese, wobei ver-

schiedene Isoformen existieren, die sich im zeitlichen Expressionsmuster unterscheiden. 

In Übereinstimmung mit seiner Funktion in der mesenchymalen bzw. frühen osteoblastären 

Gewebespezifizierung wurde Runx2 bereits von allen Zellen der nicht-differenzierenden 

hES-MPs gebildet (Abb. 13C). Die Daten des PCR Arrays zeigten, dass die mRNA-

Expression im Laufe der induzierten Differenzierung weitgehend unverändert blieb (Abb. 31), 

was auch von de Peppo et al. (2010a) beobachtet wurde. Das Proteinlevel hingegen nahm 

entsprechend der Western-Blot und durchflusszytometrischen Analysen ab (Abb. 13D und 

Abb. 20). Eine unterschiedliche Regulation zwischen mRNA und Protein von Runx2 ist 

bereits in anderen Studien beobachtet worden und könnte auf den Einfluss von diversen 

posttranslationalen Modifikationen auf die Proteinstabilität zurückzuführen sein (Jonason et 

al., 2009). 

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass die Abnahme der Proteinlevel die 

Folge einer verminderten Anzahl an Runx2-produzierenden hES-MPs war und dies nicht an 

einer generellen Reduktion der Proteinmenge in Runx2-positiven Zellen lag (Abb. 20). Ab 

Tag 11 waren nur noch 60 % der Zellen positiv für den Marker. Dies könnte, in Übereinstim-

mung mit dem in der Literatur beschriebenen Rückgang von Runx2 in reifen Osteoblasten 

(Komori, 2010), für eine schnell voranschreitende Ausdifferenzierung einer Subpopulation 

der hES-MPs sprechen. Es sollte dabei beachtet werden, dass die Resultate den Gesamt-

status an zellulärem Runx2 widerspiegeln, da der hier verwendete AK, wie auch alle bisher 

beschriebenen AK, keine ausschließliche Spezifität für nur eine Isoform besitzt. 
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6.1.2.2.3 Alkalische Phosphatase 

Das Enzym AP hat eine wichtige Funktion in der Mineralisierung von Knochengewebe. Es 

wird bereits in frühen osteoblastären Stadien gebildet und nimmt mit voranschreitender 

Differenzierung sukzessive zu. 

In Übereinstimmung damit konnte AP nur in wenigen Zellen der nicht-differenzierenden hES-

MPs nachgewiesen werden, erfuhr eine rasche Induktion mit Einleitung der Differenzierung 

und nahm im Verlauf der Reifung der Kulturen konstant zu (Abb. 14, Abb. 22 und Abb. 31). 

Die Zugabe von Dex oder 1,25(OH)2D3 war dabei für eine Steigerung der AP-Produktion und 

Aktivität essentiell, wobei Dex ein stärkeres induktives Potential zu späteren Zeitpunkten be-

saß. Entsprechend ihrer physiologischen Funktion im Knochen ging die Zunahme an AP der 

Bildung kalzifizierter Bereiche voraus und Experimente mit dem Inhibitor LEV zeigten, dass 

ihre Enzymaktivität unerlässlich für die Mineralisierung der hES-MP Kulturen war (Abb. 24). 

6.1.2.2.4 Kollagen Typ I 

Kollagen Typ I ist das prominenteste Protein in der ECM von Knochengewebe. Es wird be-

reits von Präosteoblasten gebildet, erfährt die stärkste Synthese jedoch durch nachfolgende 

osteoblastäre Stadien. 

hES-MPs wiesen bereits vor Induktion der Differenzierung eine starke Expression der 

mRNA-Transkripte für die Kollagen Typ I-Untereinheiten auf (Abb. 31) und auch das Protein 

wurde in einem Großteil der Zellen detektiert (Abb. 15A). In Übereinstimmung mit dem von 

de Peppo et al. (2010a) beschriebenen Verlauf blieb die mRNA-Expression während der 

Differenzierung auf diesem hohen Niveau (Abb. 31) und auf Proteinebene war die Aus-

bildung eines dichten Netzwerks aus Kollagenfibrillen in der ECM erkennbar (Abb. 15). Da 

dies sowohl für die induzierten als auch die Kontrollkulturen beobachtet wurde, scheint die 

Bildung und Sezernierung von Kollagen Typ I unabhängig von der Anwesenheit von AA, 

aber auch von Dex oder 1,25(OH)2D3 zu sein. Ein möglicher Grund könnte die frühe und 

hohe Biosynthese von Dlx5 und Runx2 sein, die beide über die Bindung an spezifische 

Elemente in den Promoterregionen von COL1A1 und/oder COL1A2 die Bildung von Kollagen 

Typ I stimulieren können (Kern et al., 2001; Tadic et al., 2002, 2001). 

6.1.2.2.5 Osteocalcin 

Als weiterer ECM-lokalisierter Marker wurde in der vorliegenden Arbeit OC untersucht, ein 
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die Gla-Domäne enthaltendes Protein, das von reifen Osteoblasten gebildet wird und an 

Hydroxyapatit bindet. 

Nicht-differenzierende hES-MPs exprimierten die mRNA von OC bereits auf einem niedrigen 

Level und dieser Status blieb in Übereinstimmung mit den Daten von de Peppo et al. (2010a) 

während der Differenzierung konstant (Abb. 31). Auf Proteinebene wurde OC nur in wenigen 

Zellen der nicht-differenzierenden hES-MPs nachgewiesen, akkumulierte im Laufe der Differ-

enzierung jedoch in den induzierten und den Kontrollkulturen (Abb. 16). D. h. auch hier war, 

ähnlich wie für Kollagen Typ I, keine induktionsbedingte Veränderung der Biosynthese zu 

beobachten. Die Produktion von OC wird ebenfalls durch Runx2 und Dlx5 reguliert (Jang et 

al., 2012; Makita et al., 2008; Newberry et al., 1998), daher kann die starke Präsenz beider 

Transkriptionsfaktoren von Beginn an auch hier eine mögliche Erklärung sein. Im Gegensatz 

zu den Kontrollkulturen wiesen die induzierten hES-MPs jedoch mit zunehmender Differen-

zierung eine Veränderung im Färbemuster auf. OC schien hier verstärkt in die ECM sezer-

niert zu werden, wo es akkumulierte und positiv gefärbte Cluster bildete. Da dies zeitlich mit 

dem Einsetzen der Mineralisierung korrelierte, die bei den Kontrollkulturen nicht auftrat, 

könnte diese Verteilung für eine Bindung an extrazelluläre kalzifizierende Strukturen 

sprechen. 

6.1.2.2.6 Mineralisierung 

Die Bildung spezifischer Calciumphosphatverbindungen (Hydroxyapatit) in der ECM ist eine 

charakteristische Eigenschaft von Knochen. Dass die Mineralisierung von hES-MPs durch 

die Formierung von Hydroxyapatit gekennzeichnet ist, konnte mittels Time-of-Flight Sekun-

därionenmassenspektrometrie (ToF-SIMS) nachgewiesen werden (de Peppo et al., 2010a). 

In der vorliegenden Arbeit bildeten hES-MPs nach Induktion mit Dex oder 1,25(OH)2D3 inner-

halb einer dreiwöchigen Differenzierungszeit eine flächige Mineralisierung mit einzelnen Be-

reichen größerer Dichte aus (Abb. 17). Sie ähnelt damit strukturell derjenigen von humanen 

MSCs (de Peppo et al., 2010a; Jaiswal et al., 1997). Der frühe Mineralisierungsbeginn ab ca. 

Tag 12–13 und die starke Zunahme innerhalb einer Woche spricht für eine schnelle Reifung 

von zumindest einer Subpopulation an Zellen in den hES-MP Kulturen. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass hES-MPs charakteristische osteogene Marker, 

die unterschiedliche Entwicklungsstadien und Signalwege repräsentieren, in einem zeitlich 

gestaffelten Muster bilden, das den in der Literatur beschriebenen Verlauf der osteogenen 
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Differenzierung weitgehend reflektiert. Bisher waren diese Marker in hES-MPs nur mittels 

Genexpressionsanalyse untersucht worden (de Peppo et al., 2010a). Die hier vorgenomme-

ne Betrachtung auf Proteinebene konnte dazu beitragen den Differenzierungsverlauf dieser 

Zellen besser zu charakterisieren, da die Regulation der jeweiligen mRNA und des zugehö-

rigen Proteins sich für viele der untersuchten Marker unterschied. 

6.1.2.3 Erkenntnisse zum Entwicklungsstadium von hES-MPs 

Basierend auf einem Vergleich des Genexpressionsprofils von hES-MPs mit dem der paren-

talen humanen ES Zelllinie und dem von humanen MSCs haben de Peppo und Kollegen das 

Entwicklungsstadium dieser Zellen als „an intermediate differentiation state between 

embryonic and adult stem cells” mit „signs of lineage commitment into the mesodermal 

lineage” (de Peppo et al., 2010b) beschrieben. 

Insbesondere die in der vorliegenden Arbeit festgestellte starke Präsenz von Dlx5, Runx2 

und Kollagen Typ I in nicht-differenzierenden hES-MPs weist darauf hin, dass diese Zellen 

bereits bis zu einem gewissen Grad eine Spezifizierung zu einem osteogenen Zelltyp 

durchlaufen haben. Diese Hypothese wird zusätzlich durch die prominente Produktion von 

Kollagen Typ I und OC während der Differenzierung in den Kontrollkulturen und durch den 

relativ frühen Anstieg sowohl der OC-Proteinlevel als auch der Mineralisierung unterstützt. 

Auch der mRNA-Nachweis typischer osteogener Marker, wie CDH11 (di Benedetto et al., 

2010; Okazakis et al., 1994), PHEX (Ecarot und Desbarats, 1999; Ruchon et al., 2000), SP7 

(Kaback et al., 2008; Nakashima et al., 2002) und SPP1 (Yamate et al., 1997), in den nicht-

differenzierenden hES-MPs spricht dafür (Tab. A1 im Anhang). Darüber hinaus wurde von 

der Arbeitsgruppe um Karlsson beschrieben, dass die Zellen in vitro eine geringere Kapazität 

zur Differenzierung in Chondrozyten und Adipozyten unter den von ihnen angewendeten Kul-

turbedingungen aufwiesen (de Peppo et al., 2010a; Karlsson et al., 2009). 

Ein etwas fortgeschritteneres Entwicklungsstadium kann vorteilhaft in Bezug auf die Homo-

genität und damit einhergehend die Differenzierungseffizienz des Zellmodells sein. Auf der 

anderen Seite kann dies jedoch die Anwendbarkeit des Systems limitieren, da Substanzen, 

die ausschließlich auf frühe Entwicklungsvorgänge wirken, möglicherweise nicht detektiert 

werden können. Vergleichsstudien, bei denen auch undifferenzierte, pluripotente humane ES 

Zellen für die Differenzierung eingesetzt werden, könnten helfen den letztgenannten Aspekt 

näher zu untersuchen. 
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6.2 Etablierung toxikologischer Endpunkte für osteogen differenzierende 
hES-MPs 

Die Entwicklung toxikologischer Endpunkte umfasst einerseits die Identifizierung geeigneter 

Biomarker und zum andern die Etablierung von sensitiven Methoden zu ihrer Quantifizierung. 

Ein potentieller Biomarker für gewebespezifische Entwicklungsprozesse zeichnet sich im 

besten Fall durch folgende Eigenschaften aus: Spezifität für das jeweilige Gewebe, geringe 

Basallevel, eine differenzierungsbedingte Veränderung (möglichst eine Zunahme) sowie eine 

gute Nachweisbarkeit, die mit einem großen Messfenster im Vergleich zur Kontrolle und 

einem frühen Messzeitpunkt einhergeht. Zudem sollte eine spezifische und sensitive Quanti-

fizierung des Markers möglich sein mit einer Methodik, die optimalerweise einfach, schnell 

und transferierbar ist. 

Für Knochengewebe stellen einige dieser Aspekte eine besondere Herausforderung dar. So 

sind z. B. in der Literatur zwar zahlreiche charakteristische molekulare Marker beschrieben, 

jedoch kommt keiner von diesen ausschließlich im Knochengewebe vor. Andere Gewebe-

systeme, wie beispielsweise Neuronen oder Herzmuskelzellen, bieten hier durch die Exis-

tenz exklusiver Marker zunächst bessere Voraussetzungen. Allein OC wird häufig als spezi-

fischer Knochenmarker genannt, wird allerdings in geringem Umfang auch in anderen Gewe-

ben gebildet (zusammengefasst in Neve et al., 2012). Da es sich bei hES-MPs um ein relativ 

homogenes Zellsystem handelt, das bereits in Richtung Mesenchym spezifiziert ist und 

zudem eine Supplementierung mit osteogenen Induktoren erfolgt, liegt die Vermutung nahe, 

dass ein Nachweis der Marker in diesen Zellen in erster Linie auf der Formierung von 

knochenähnlichem Gewebe beruht. 

Weiterhin handelt es sich bei den meisten charakteristischen Markern um Proteine, die in die 

ECM sezerniert werden oder als Transkriptionsfaktoren dienen. Hier kann die Isolierbarkeit 

aus verknöcherten Strukturen und/oder Quantifizierbarkeit eine Herausforderung darstellen. 

So verlangt ein AK-basierter Nachweis von nukleär vorliegenden Transkriptionsfaktoren 

zumeist eine elaboriertere Aufarbeitung der Proben. Der quantitative Nachweis von extra-

zellulären Markern ist durch Medienwechsel und variierenden Verhältnissen von in die ECM 

eingelagertem versus mobilem Protein möglicherweise höheren Schwankungen unterworfen. 

Eine bedeutende technische Hürde ist zudem die zunehmende Verknöcherung, die z. B. die 

Isolation von mRNA und Proteinen, insbesondere in späteren Entwicklungsstadien, er-

schweren kann (Belluoccio et al., 2013; Cleland et al., 2012). 
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Die in Kapitel 6.1.2 diskutierten Experimente dienten neben der Charakterisierung der 

Differenzierung von hES-MPs auch der Identifizierung geeigneter molekularer Marker und 

der Etablierung von Methoden zu ihrer Quantifizierung. Die Untersuchung auf Proteinebene 

hat auch für diesen Aspekt den Vorteil, dass damit sowohl transkriptional als auch 

(post)translational bedingte Veränderungen und mögliche Substanzwirkungen darauf erfasst 

werden. Zudem hat sich für andere in vitro Testsysteme die Quantifizierung von Proteinen 

mittels Durchflusszytometrie und Proteomanalysen als geeigneter prädiktiver Ansatz erwie-

sen (Buesen et al., 2009; Groebe et al., 2010a). 

6.2.1 Eignung der näher untersuchten molekularen Marker und der Methoden zu 
ihrer Quantifizierung 

Aufgrund seiner frühen und ausgeprägten Präsenz in nicht-differenzierenden hES-MPs und 

der gleichbleibenden Proteinlevel im Verlauf der Differenzierung schien Dlx5 nicht als toxiko-

logischer Marker geeignet zu sein (Abb. 13A und B). Zudem konnte keine durchflusszytome-

trische Methodik identifiziert werden, die eine ausreichend gute Quantifizierung des Proteins 

ermöglichte (Daten nicht gezeigt). 

Auch Runx2 bot sich wegen seiner frühen starken Präsenz und der Abnahme des Protein-

levels mit zunehmender Differenzierung nicht als toxikologischer Marker für die hier vorge-

stellte Machbarkeitsstudie an (Abb. 13C und D). Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit 

ein durchflusszytometrisches Protokoll etabliert werden, dass eine solide Quantifizierung der 

Veränderung in der Bildung ermöglichte (Abb. 20). Vorausgesetzt dem Nachweis, dass 

Runx2 im Hinblick auf die Detektion substanzspezifischer Effekte einen Mehrwert bietet, 

könnte die Erfassung dieses Markers daher zukünftig in Kombination mit weiteren Endpunk-

ten erfolgen. 

Im Gegensatz zu den beiden Transkriptionsfaktoren stellte AP durch eine prominente und 

frühe Zunahme im Differenzierungsverlauf sowie der hohen und gut reproduzierbaren Signa-

le in der Durchflusszytometrie einen attraktiven toxikologischen Marker für hES-MPs dar 

(Abb. 14 und Abb. 22). Für den Proof of Concept wurde jedoch die Mineralisierung gewählt, 

da, wie nachfolgend beschrieben, die Methode zur Quantifizierung weniger umfangreich ist 

und die Möglichkeit zur Hochdurchsatzmessung bietet. AP könnte, unter Voraussetzung des 

Nachweises von Prädiktivität für substanzbedingte Beeinträchtigungen, als zusätzlicher Mar-

ker dienen. 

Die ECM-Proteine Kollagen Typ I und OC zeigten zwar eine differenzierungsbedingte Zu-
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nahme, allerdings nicht nur in den induzierten, sondern auch in den Kontrollkulturen (Abb. 15 

und Abb. 16). Im Fall von OC war visuell eine Unterscheidung in Bezug auf die Verteilung 

des Proteins in den Kulturen möglich, deren Quantifizierung jedoch schwierig ist. Kollagen 

Typ I und OC qualifizierten sich daher nur eingeschränkt als toxikologische Marker für hES-

MPs. 

Die Mineralisierung von hES-MPs zeigte durch Zugabe der osteogenen Induktoren eine 

starke Zunahme im Laufe der Differenzierung, die reproduzierbare, hohe Signale im Ver-

gleich zu den Kontrollen lieferte (Abb. 23). Zudem war eine vergleichsweise frühe Quantifi-

zierung mit einer fluoreszenzbasierten Analytik möglich, die sich gut für einen hohen Proben-

durchsatz eignet, keine umfangreichen Aufarbeitungsschritte benötigt und leicht transferier-

bar ist (Abb. 23B–D). Weiterhin sprach dafür, dass es sich bei der Mineralisierung um eine 

wesentliche Besonderheit der Knochenentwicklung handelt, die von der funktionellen Inter-

aktion verschiedener zellulärer und molekularer Prozesse abhängig ist und sich bereits als 

prädiktiv für andere osteoblastäre Zellsysteme erwiesen hat (zur Nieden et al., 2010a). 

 

In Betrachtung aller in dieser Arbeit gewonnenen Daten und Beobachtungen stellte die fluo-

reszenzbasierte Quantifizierung der Mineralisierung den attraktivsten toxikologischen End-

punkt dar und wurde daher für den Proof of Concept, die Substanztestungen, verwendet. 

6.2.2 Identifizierung potentieller weiterer molekularer Marker 

Zusätzlich zu den im vorhergehenden Kapitel beschriebenen Untersuchungen wurde in einer 

Pilotstudie mit Hilfe eines PCR Arrays nach weiteren potentiellen molekularen Markern 

gescreent. Kandidaten sollten dabei niedrige Expressionslevel in nicht-differenzierenden 

hES-MPs, eine deutliche Zunahme der mRNA-Level mit voranschreitender Differenzierung, 

eine Sensitivität gegenüber der hier durchgeführten Substanztestung mit NaVPA und eine 

gewisse Spezifität für Knochengewebe aufweisen. 

Alle oder der Großteil dieser Kriterien trafen für den Calcitonin-Rezeptor (CALCR), Cathepsin 

K (CTSK), das Cartilage oligomeric matrix protein (COMP), Kollagen Typ XIV, alpha-1 

(COL14A1) und Kollagen Typ XV, alpha-1 (COL15A1) zu (Abb. 32 und Abb. 33). Die CT-

Werte lagen für die mRNA dieser Marker, mit Ausnahme von CTSK, in nicht-differenzieren-

den Zellen zumeist bei ca. 30 oder höher. Bis Tag 15 der Differenzierung erfolgte eine 

Expressionssteigerung um das 4,5- bis 62-fache der Kontrolle, bis Tag 23 war ein 11- bis 

190-facher Unterschied vorhanden. Alle Marker erfuhren durch NaVPA eine Verminderung 
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der mRNA-Expression um das 2- bis 14-fache am Tag 15 und das 2- bis 57-fache am Tag 

23. 

Keines dieser Proteine wird ausschließlich in Knochengewebe synthetisiert, allerdings 

scheinen sie alle auch eine Funktion in diesem Organ zu besitzen. 

CALCR gehört zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und ist an der Calciumho-

möostase beteiligt. Er ist funktionell in verschiedenen Entwicklungsstadien des Organismus 

aktiv und wird von unterschiedlichen Zelltypen gebildet (Wookey, 2009). In Knochen ist 

CALCR ein typischer Marker für die Differenzierung von Osteoklasten, die aus hämatopoe-

tischen Stammzellen gebildet werden. Allerdings ist in der Literatur auch beschrieben, dass 

sein Ligand Calcitonin die Knochenformierung in vitro direkt stimulieren kann (Farley et al., 

1991, 1988) und CALCR von humanen Osteoblasten und murinen Osteozyten produziert 

wird (Plotkin et al., 1999; Villa et al., 2002). 

Die lysosomale Cysteinprotease CTSK ist ebenfalls hauptsächlich als Marker für Osteo-

klasten bekannt. Sie degradiert ECM-Proteine, wie z. B. Kollagen Typ I, und ist damit in die 

Knochenresorption involviert (Fonovi und Turk, 2014). Neuere Studien zeigen jedoch, dass 

CTSK auch von primären humanen Osteoblasten und osteogen differenzierenden humanen 

MSCs gebildet wird (Goia-Socol et al., 2013; Ilmer et al., 2009; Mandelin et al., 2006; Staudt 

et al., 2012). 

Das Vorhandensein von Osteoklasten-ähnlichen Zellen lässt sich für das verwendete Zellkul-

turmodell nicht ausschließen. Mehrere Faktoren sprechen jedoch gegen diese Möglichkeit. 

Zum einen zeigten nicht-differenzierende hES-MPs keine Produktion des hämatopoetischen 

Vorläuferzellmarkers CD117 (Abb. 7) und sind eine relativ homogene Zellpopulation, die na-

hezu zu 100 % Runx2 und Dlx5 als osteoblastentypische Marker synthetisiert. Zum anderen 

wird die Osteoklastendifferenzierung durch von Osteoblasten sezernierte parakrine Faktoren 

stimuliert (Boyle et al., 2003), die im PCR Array nur zum Teil nachgewiesen werden konnten. 

Während CSF1 (M-CSF) in gleichbleibendem Maße während der Differenzierung detektiert 

wurde, konnte eine Expression des kritischen Faktors TNFSF11 (RANKL) zu keinem Zeit-

punkt festgestellt werden (Tab. A1 im Anhang). 

COMP gehört zu den Thrombospondinen, einer Familie von sezernierten Calcium-bindenden 

Proteinen (Acharya et al., 2014). Es wird hauptsächlich im Knorpelgewebe gebildet, reguliert 

dort den Aufbau der ECM und spielt somit eine Rolle in der enchondralen Knochenbildung. 

Entsprechend seiner Lokalisation produzieren vor allem Chondrozyten dieses Protein. Di 

Cesare et al. (2000) konnten zudem zeigen, dass COMP auch von humanen fetalen und 
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adulten Osteoblasten sowie Osteosarkomzellen produziert wird. Lisignoli et al. (2009) bestä-

tigten eine hohe Biosynthese dieses Proteins in primären humanen Osteoblasten im Ver-

gleich zu MSCs. 

Ähnlich wie die Osteoklastogenese lässt sich auch die Differenzierung einer Subpopulation 

von hES-MPs in einen chondrozytären Typus nicht ausschließen. Allerdings sprechen auch 

hier verschiedene Faktoren dagegen. Die gerichtete in vitro Differenzierung von MSCs zu 

Chondrozyten ist anspruchsvoll und erfordert eine ausbalancierte Zugabe an Wachstumsfak-

toren und Induktoren, eine 3D-Kultivierung und den Einsatz von Biomaterialien (Yu et al., 

2012). Zudem beschrieb die Gruppe um Karlsson, dass unter den von ihnen gewählten 

Kulturbedingungen hES-MPs eine geringe Kapazität zur Knorpeldifferenzierung in vitro 

aufwiesen (de Peppo et al., 2010a; Karlsson et al., 2009). Darüber hinaus zeigten die 

charakteristischen chondrozytären Marker SOX9 und COL2A1 im PCR Array eine Abnahme 

im Laufe der osteogenen Differenzierung von hES-MPs bzw. konnten nicht detektiert werden 

(Tab. A1 im Anhang). 

COL14A1 kodiert für die alpha-1-Kette von Kollagen Typ XIV, einem Homotrimer, das sich 

aus kollagenen und nicht-kollagenen Domänen zusammensetzt und zu den FACIT-Kolla-

genen gehört (Wälchli et al., 1994). Kollagen Typ XIV ist mit Kollagen Typ I assoziiert und 

reguliert vermutlich die Anordnung, das Wachstum und die Interaktion von Kollagenfibrillen 

(Aumailley und Gayraud, 1998; Colige et al., 1995; Wälchli et al., 1994). Es ist daher in den 

entsprechenden Geweben lokalisiert und wird von verschiedenen Zelltypen, wie z. B. 

Muskel-, Leber-, Darm- oder periostealen Zellen, synthetisiert (Schuppan et al., 1990; 

Wälchli et al., 1994). Wälchli et al. (1994) konnten in Hühnern zeigen, dass Kollagen Typ XIV 

in der frühen Embryonalentwicklung nur sehr geringfügig gebildet wird, in einem späten 

Embryonalstadium aber ausgeprägt vorhanden ist. 

COL15A1 kodiert für die alpha-1-Kette von Kollagen Typ XV, bei dem es sich um ein nicht-

fibrilläres Mitglied dieser Proteinfamilie handelt, das zu den Multiplexinen (multiple tripelheli-

kale Domänen mit Unterbrechungen) gehört (Clementz und Harris, 2013). Es kommt in 

verschiedenen Gewebetypen vor und wird insbesondere markant in der Basalmembran 

zwischen Epi-, Meso- bzw. Endothel und dem Bindegewebe produziert. Seine Funktion ist 

bisher weitgehend unbekannt. Bisherige Studien und strukturelle Merkmale weisen auf eine 

Rolle in der Zelladhäsion, der Interaktion mit fibrillärem Kollagen und der Rekrutierung von 

Zytokinen hin (Clementz und Harris, 2013; Myers et al., 2007). In einer Studie von Lisignoli et 

al. (2009) war COL15A1 der prominenteste hochregulierte Marker in primären humanen 
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Osteoblasten im Vergleich zu MSCs und nahm während der osteogenen Differenzierung der 

letztgenannten deutlich zu. In Übereinstimmung mit den Daten für hES-MPs erfolgte die 

höchste Steigerung zwischen der ersten und zweiten Woche der Differenzierung, kurz vor 

Beginn der Mineralisierung. 

CALCR, CTSK, COMP, COL14A1 und COL15A1 scheinen nach diesen ersten Analysen ein 

vielversprechendes Potential als toxikologische Marker für ein hES-MP Testsystem zu 

besitzen. Eine Verifikation der mittels PCR Array gewonnenen Daten auf mRNA- und/oder 

Proteinebene sowie Untersuchungen im Hinblick darauf welche Differenzierungsstadien von 

hES-MPs die Marker bilden sind jedoch noch erforderlich zur besseren Abschätzung ihrer 

Eignung. 

6.3 Eignung des etablierten in vitro Assays zur Erfassung von substanz-
induzierten Effekten auf die Knochendifferenzierung 

Zur Überprüfung, ob die Quantifizierung der Mineralisierung in osteogen differenzierenden 

hES-MPs ein geeigneter Assay zur spezifischen Vorhersage von chemisch induzierten 

Effekten auf die Knochenentwicklung ist, wurde eine Auswahl an Modellsubstanzen getestet. 

Dies umfasste mit NaVPA, BA, WAR und 5-FU vier Stoffe, die bekanntermaßen die 

skelettale Entwicklung schädigen, sowie die drei nicht-entwicklungstoxischen Substanzen 

DPH, MCP und PenG. Die Messung der Zellviabilität wurde als Endpunkt zur Bestimmung 

von zytotoxischen Effekten integriert. Damit sollte eine spezifische Wirkung von Substanzen 

auf die Mineralisierung/Differenzierung von generellen toxischen Effekten abgegrenzt wer-

den. Die Auswertung der Substanztestungen erfolgte mit Hilfe von Konzentrations-Wirkungs-

Profilen und einer vergleichenden statistischen Analyse der ermittelten EC50-Werte. 

In Vortests mit dem AP-Inhibitor LEV konnte zunächst demonstriert werden, dass der Nach-

weis einer spezifischen Beeinträchtigung der Mineralisierung mit diesem Assay möglich ist 

(Abb. 24). Gleichzeitig konnte damit eine positive Standardreferenzsubstanz für den End-

punkt identifiziert werden. Die Untersuchung des Einflusses verschiedener Behandlungszeit-

räume für 5-FU, NaVPA und PenG zeigte zudem, dass sich eine Applikation über den ge-

samten Differenzierungszeitraum als das geeignetste Expositionsszenarium erwiesen hat 

(Abb. 25). 

Eine sehr gute Separierung zwischen den beiden Endpunkten konnte für NaVPA, BA und 

WAR festgestellt werden (Abb. 25F, Abb. 26A und B, Tab. 2), was für eine spezifische 

Wirkung dieser Stoffe auf die osteogene Differenzierung und/oder Mineralisierung spricht. Im 
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Gegensatz dazu beeinträchtigten 5-FU, DPH, MCP und PenG die Mineralisierung im Ver-

gleich zur Zellviabilität nicht signifikant (Abb. 25C und I, Abb. 26C und D, Tab. 2). 

6.3.1 Diskussion der Resultate für die einzelnen Testsubstanzen 

6.3.1.1 Valproinsäure 

Das humane Teratogen VPA ist vergleichsweise gering zytotoxisch und das hier verwendete 

Natriumsalz inhibierte die Zellviabilität von hES-MPs erst in hohen Konzentrationen mit 

einem mittleren EC50-Wert von 7,8 mM (Tab. 2). Die Mineralisierung war im Vergleich dazu 

mit einem mittleren EC50-Wert von 0,27 mM spezifisch und signifikant beeinträchtigt (p 

= 0,013). In anderen Studien zeigte VPA in einem ähnlichen Konzentrationsbereich eine 

Schädigung der neuronalen, kardialen und endothelialen Differenzierung von humanen und 

Maus ES Zellen (de Jong et al., 2012; Festag et al., 2007; Genschow et al., 2004; Hayess et 

al., 2013; Palmer et al., 2013; Waldmann et al., 2014; zur Nieden et al., 2004). Dies spricht 

für einen gemeinsamen zugrunde liegenden Mechanismus für die verschiedenen ent-

wicklungstoxischen Effekte, der möglicherweise auf die HDAC-inhibitorische Funktion der 

Substanz zurückgeführt werden kann. Im Vergleich zu den beiden bisher beschriebenen 

Knochendifferenzierungsassays mit Maus ES Zellen zeigte der hES-MP Assay eine bessere 

Prädiktivität für VPA, da bei diesen kein oder nur ein geringer Unterschied zwischen dem 

Differenzierungs- und dem Zytotoxizitätsendpunkt festgestellt werden konnte (de Jong et al., 

2012; zur Nieden et al., 2004). 

Eine Behandlung mit VPA von Tag 1–5 der Differenzierung von hES-MPs war essentiell für 

die Beobachtung der Verminderung der Mineralisierung und dieser Effekt wurde durch eine 

Exposition über den gesamten Kultivierungszeitraum verstärkt (Abb. 25D und F). Eine Appli-

kation ab Tag 8 hatte hingegen keinen negativen Einfluss auf die Entstehung von minerali-

sierten Bereichen (Abb. 25E). Die Wirkung von VPA scheint daher in erster Linie auf eine 

Interferenz mit der Proliferations- und frühen Differenzierungsphase zurückzuführen zu sein. 

Dies ist in Übereinstimmung damit, dass HDAC-Inhibitoren insbesondere auf schnell prolifer-

ierende Zellen wirken und DNA-Schädigungen, Zellzyklusarrest und Apoptose in adulten 

MSCs aus Knochenmark induzieren (zusammengefasst in Bradley et al., 2011). 

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass HDAC-Inhibitoren zwar die Knochenentwick-

lung und -homöostase in vivo beeinträchtigen, in zahlreichen in vitro und ex vivo Zellkulturen 

die Genexpression osteogener Marker und die Mineralisierung jedoch stimulieren. Für VPA 

wurde dies u. a. mit humanen adulten MSCs aus Nabelschnurblut, Knochenmark und Fettge-
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webe und der aus Mausembryonen gewonnenen mesenchymalen Zelllinie C3H10T1/2 ge-

zeigt (Cho et al., 2005; Hatakeyama et al., 2011; Lee et al., 2009). Bradley et al. (2011) 

führen diese divergierende Beobachtung auf eine höhere Sensitivität von Progenitorpopula-

tionen gegenüber HDAC-Inhibitoren im Vergleich zu reiferen Zellen zurück. Basierend auf 

den differenzierungsinhibitorischen Effekten, die VPA auf hES-MPs zeigte, wäre es denkbar, 

dass Unterschiede ebenfalls zwischen embryonalen und adulten Zellen bestehen, allerdings 

wurde dies bisher noch nicht systematisch adressiert. Festzuhalten bleibt, dass die Wahl des 

Zellsystems ein entscheidender Faktor für die beobachteten Auswirkungen von VPA ist und 

dass das hier angewandte Modell eine korrekte Vorhersage des entwicklungstoxischen 

Potentials dieser Substanz ermöglicht. 

Die initialen Experimente mit dem PCR Array erbrachten Hinweise auf mögliche Zielgene 

und molekulare Prozesse, die in hES-MPs durch VPA beeinflusst werden. Die auffälligste 

Beobachtung war hier eine zeitabhängige Inhibierung der mRNA-Expression von allen kno-

chenrelevanten Kollagengenen, die im Array inkludiert waren (Abb. 33A). Eine Beeinträchti-

gung der Bildung von individuellen Kollagentypen bei Exposition gegenüber VPA ist in der 

Literatur bereits für immortalisierte fetale Osteoblasten (Humphrey et al., 2013), Fibroblasten 

(Fuller et al., 2010), hepatische Zellen (Watanabe et al., 2011) und den Implantationsbereich 

von Embryonen (Gürgen et al., 2012) beschrieben worden. Des Weiteren wurden in der 

vorliegenden Arbeit auch mehrere nicht-kollagene Marker, die eine Rolle sowohl im Auf- als 

auch Abbau der ECM spielen, durch die Substanz beeinflusst (Abb. 33B). Basierend auf 

diesen Daten kann vermutet werden, dass VPA mit der Formierung und Funktionalität der 

ECM in osteogen differenzierenden hES-MPs interferiert. Dies könnte aufgrund des struktu-

rellen und funktionalen Stellenwerts der ECM für die Mineralisierung eine mögliche Ursache 

für die beobachtete Inhibition dieses Endpunkts sein. 

6.3.1.2 Borsäure 

Wie VPA ist auch die teratogene Substanz BA vergleichsweise gering zytotoxisch und eine 

deutliche Beeinträchtigung der Zellviabilität von hES-MPs konnte bis zur höchsten getesteten 

Konzentration von 8,3 mM nicht festgestellt werden (Tab. 2). Die Mineralisierung war im Ver-

gleich dazu mit einem mittleren EC50-Wert von 3,2 mM spezifisch und signifikant beeinträch-

tigt (p < 0,0049). Eine frühere Studie zeigte, dass BA ebenfalls die osteogene Differenzie-

rung von Maus ES Zellen negativ beeinflusst (de Jong et al., 2014). Dabei wurde mit Gen-

expressionsanalysen als Endpunkt gearbeitet und der substanzspezifisch sensitivste Marker 

für die Auswertung herangezogen, was eine mögliche Erklärung für den ca. 5-fach gering-
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eren EC50-Wert sein kann. Zudem war der Behandlungszeitraum ca. eine Woche länger. 

Darüber hinaus zeigte eine Studie mit humanen Zellen, dass die Ausprägung von Borat-

induzierter Zytotoxizität von der Stärke der Biosynthese von Borattransportern abhängig ist 

(Park et al., 2004). Es wird vermutet, dass diese Proteine ubiquitär in Säugetieren gebildet 

werden. Es ist daher denkbar, dass spezies- und/oder gewebespezifische Unterschiede in 

der zellulären Menge dieser Transporter möglicherweise eine unterschiedliche Empfindlich-

keit gegenüber BA mit sich bringen. 

Es ist wenig darüber bekannt, ob Borverbindungen direkt in die physischen Mineralisierungs-

vorgänge eingreifen können. Bor kann in Knochengewebe akkumulieren und dort in 2- bis 3-

fach höheren Konzentrationen vorliegen als im Plasma oder anderen Geweben (Hsu et al., 

2011; Krieger, 2010). Dies liegt sehr wahrscheinlich an seiner hohen Affinität zu cis-Hydro-

xygruppen, die auch ein Bestandteil von Hydroxyapatit sind. Ob und welche Auswirkungen 

die Anreicherung von Bor auf die mechanischen Eigenschaften von Knochen oder lokale 

molekulare und zellbiologische Prozesse hat, ist bisher noch nicht geklärt. 

6.3.1.3 Warfarin 

Das humane Teratogen WAR beeinträchtigte von den hier verwendeten Testsubstanzen die 

Ausbildung mineralisierter Bereiche in hES-MP Kulturen am stärksten mit einem mittleren 

EC50-Wert von 0,0028 mM (Tab. 2). Ein Effekt auf die Zellviabilität hingegen konnte bis zu 

einer Konzentration von 0,3 mM nicht beobachtet werden (Abb. 26B). WAR inhibierte die 

Mineralisierung daher spezifisch und signifikant (p < 0,015). Ein mineralisierungsinhibieren-

des Potential zeigte WAR bei vergleichbaren Konzentrationen auch in chronisch behandelten 

Kulturen von Rattenosteoblasten (Barone et al., 1994) und in mit Vitamin K1 oder Vitamin K2 

und 1,25(OH)2D3 induzierten primären humanen Osteoblasten (Atkins et al., 2009; Koshihara 

und Hoshi, 1997). Als mögliche Ursache könnten die reduzierte Carboxylierung von OC 

(Koshihara und Hoshi, 1997), eine verminderte Akkumulation dieses Proteins in der ECM 

(Amizuka et al., 2009; Koshihara und Hoshi, 1997) und aber auch Effekte auf die osteo-

blastäre Genexpression, nicht nur von OC, sondern auch von AP, Kollagen Typ I und MGP 

(Barone et al., 1994; Jeong et al., 2011), in Betracht gezogen werden. 

Die teratogenen Eigenschaften von WAR manifestieren sich im Menschen bei ca. 80- bis 

400-fach niedrigeren Dosen als diejenigen von VPA (Ornoy, 2009; van Driel et al., 2002). In 

den osteogen differenzierenden hES-MPs inhibierte WAR die Mineralisierung bei einer ca. 

100-fach geringeren Konzentration als NaVPA (Tab. 2). Die hohe Potenz von WAR zur 
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Induktion adverser Effekte konnte daher auch mit dem hier verwendeten in vitro Modell 

abgebildet werden. 

6.3.1.4 5-Fluorouracil 

In Übereinstimmung mit Browns (2002) Klassifizierung als stark embryotoxische Substanz 

zeigten die differenzierenden hES-MPs eine hohe Sensitivität gegenüber 5-FU. Die Minerali-

sierung wurde bei Behandlung von Tag 1–15 mit einem mittleren EC50-Wert von 0,0091 mM 

in einem ähnlichen Konzentrationsbereich wie bei WAR inhibiert (Tab. 2). Die Zellviabilität 

war mit einem mittleren EC50-Wert von 0,0059 mM vergleichbar stark betroffen und beide 

Endpunkte unterschieden sich daher nicht signifikant (p = 0,81). Daraus kann geschluss-

folgert werden, dass 5-FU nicht spezifisch auf die Mineralisierung bzw. Differenzierung von 

hES-MPs wirkt, sondern vermutlich seine umfassend beschriebenen Eigenschaften als Inhi-

bitor von Zellteilung, -wachstum und -metabolismus auch in diesem Zellsystem zum Tragen 

kommen. 

Osteogen differenzierende Maus ES Zellen zeigten in den beiden bisher beschriebenen in 

vitro Assays für Knochentoxizität eine höhere Sensitivität gegenüber 5-FU als hES-MPs, da 

toxische Effekte bei ca. 25- bis 200-fach geringeren Konzentrationen auftraten (de Jong et al., 

2014; zur Nieden et al., 2010b). Eine Unterscheidung zwischen dem jeweiligen Differenzie-

rungsendpunkt und dem gewählten Zytotoxizitätsendpunkt war hier möglich, allerdings ver-

muteten auch zur Nieden et al. eine generelle zytotoxische Wirkung als Ursache (zur Nieden 

et al., 2010b). 

Ein vorrangiger Effekt von 5-FU auf die Zellteilung von hES-MPs wird durch die zwei folgen-

den Beobachtungen gestützt. Die erste ist, dass eine Behandlung in der proliferativen Phase 

der hES-MPs (Tag 1–5) entscheidend war für die inhibitorische Aktivität von 5-FU auf beide 

Endpunkte (Abb. 25A). Eine postproliferative Exposition (Tag 8–15) hingegen zeigte im 

selben Konzentrationsbereich kaum Effekte auf die Zellviabilität und Mineralisierung (Abb. 

25B). Zudem führte eine konstante Behandlung von Tag 1–15 zu keiner Verstärkung der be-

obachteten Effekte bei Exposition von Tag 1–5 (vgl. Abb. 25A und C). Die zweite Beobach-

tung ist, dass bei den beiden höchsten 5-FU Konzentrationen im Fall des frühen und des 

durchgängigen Behandlungsschemas eine stagnierende Zellviabilität um die 25 % am Aus-

wertungstag (Tag 15) vorlag (Abb. 25A und C). In Bezug darauf konnte mikroskopisch beob-

achtet werden, dass die am Tag 0 ausgesäten hES-MPs zwar am Plattenboden adhärierten 

und keinen Zelltod zeigten, eine Zunahme der Zellzahl jedoch nicht stattfand (Daten nicht ge-
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zeigt). Die Anwendung einer spezifischen Methode zur Bestimmung der Teilungsraten könn-

te helfen die vermutete Wirkung von 5-FU auf hES-MPs zu bestätigen. Zudem könnte ein 

Proliferationsassay ein geeigneter Endpunkt sein, um die Effekte von 5-FU und entwick-

lungstoxischen Stoffen mit ähnlichen Mechanismen auf hES-MPs spezifisch nachweisen zu 

können. 

6.3.1.5 Diphenhydramin 

DPH zeigte, wie erwartet, keinen spezifischen Effekt auf die Mineralisierung von osteogen 

differenzierenden hES-MPs (Abb. 26C). Der mittlere EC50-Wert für diesen Endpunkt lag mit 

0,079 mM im gleichen Konzentrationsbereich wie der für die Zellviabilität (0,080 mM) und 

beide unterschieden sich daher nicht signifikant (p = 0,46, Tab. 2). DPH inhibierte die Zell-

viabilität bei geringeren Konzentrationen als NaVPA, BA und WAR und schien damit unter 

den gegebenen experimentellen Bedingungen eine stärkere generelle Zytotoxizität aufzuwei-

sen als die drei Teratogene (Tab. 2). Dieselbe Beobachtung wurde auch für Maus ES Zellen 

im klassischen EST gemacht (Genschow et al., 2004; Marx-Stoelting et al., 2009). Zudem 

erwies sich DPH als potenter Inhibitor der Zellviabilität in anderen humanen und murinen 

Zelllinien und induzierte Fehlbildungen und Mortalität bei geringen Konzentrationen in kom-

plexeren Modellen, wie der WEC und dem Zebrafischembryo (Palmer et al., 2013; Piersma 

et al., 2004; Selderslaghs et al., 2012; Walmod et al., 2004). Die toxischen Effekte von DPH 

traten dabei in allen Systemen in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich wie dem in 

dieser Studie verwendeten auf, was vermuten lässt, dass ein gemeinsamer zugrunde lie-

gender Mechanismus verantwortlich ist. 

6.3.1.6 Metoclopramid 

Den Erwartungen entsprechend hatte MCP keinen spezifischen negativen Einfluss auf die 

Ausbildung mineralisierter Bereiche in differenzierenden hES-MP Kulturen (Abb. 26D). Die 

Zellviabilität war mit einem mittleren EC50-Wert von 0,18 mM geringfügig stärker betroffen als 

die Mineralisierung mit einem mittleren EC50-Wert von 0,23 mM (Tab. 2). Daher war der letzt-

genannte Endpunkt nicht signifikant beeinträchtigt (p = 0,98). Wie DPH inhibierte auch MCP 

die Zellviabilität bei geringeren Konzentrationen als NaVPA, BA und WAR und schien damit 

unter den gegebenen experimentellen Bedingungen ebenfalls ein ausgeprägteres zytoto-

xisches Potential zu besitzen als diese Substanzen (Tab. 2). Derselbe Sachverhalt wurde 

auch für Maus ES Zellen im klassischen EST beobachtet (Genschow et al., 2004; Marx-

Stoelting et al., 2009). 
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6.3.1.7 Penicillin G 

PenG inhibierte die Zellviabilität von differenzierenden hES-MPs mit einem mittleren EC50-

Wert von 2,5 mM bei einer Exposition von Tag 1–15 erst bei vergleichsweise hohen Konzen-

trationen (Tab. 2). Erstaunlicherweise wurde die Mineralisierung bei diesen zytotoxischen 

Konzentrationen nicht negativ beeinträchtigt und wies sogar leicht erhöhte Werte auf (Abb. 

25I). Die Kalzifizierung und/oder Differenzierung von hES-MPs wurde somit, wie erwartet, 

nicht spezifisch durch PenG geschädigt (p = 1). Zum gleichen Resultat gelangten die Studien 

zu den osteogenen in vitro Assays mit Maus ES Zellen (de Jong et al., 2012; zur Nieden et 

al., 2010b). Die möglichen Ursachen für die hohen Mineralisierungssignale bei hES-MPs 

werden im nachfolgenden Kapitel 6.3.2.1 näher diskutiert. 

 

Alle der hier verwendeten Modellsubstanzen wurden bereits im validierten EST getestet 

(Genschow et al., 2004; Marx-Stoelting et al., 2009). Dabei wurden MCP, DPH und WAR 

nicht korrekt entsprechend ihres in vivo Potentials eingestuft. Für die nicht-embryotoxischen 

Substanzen MCP und DPH war dies vermutlich auf eine Interferenz mit der Kontraktion der 

Kardiomyozyten zurückzuführen, da beide als Muskelrelaxantien wirken können (Riebeling et 

al., 2012). Im Fall von WAR könnte die Ursache darin bestehen, dass die molekularen Ziel-

proteine der Substanz vor allem eine Rolle in Knochen- und Knorpelgewebe und späteren 

Entwicklungsstadien spielen (Riebeling et al., 2012). Im Gegensatz zum EST konnten diese 

drei Substanzen mit dem hier vorgestellten Assay in Bezug auf ihr entwicklungstoxisches 

Potential korrekt eingeordnet werden. 

 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass der hES-MP Assay sechs der sieben ausge-

wählten Testsubstanzen korrekt als entwicklungstoxisch oder nicht-entwicklungstoxisch ent-

sprechend ihres in vivo Potentials identifizierte. Dieses Resultat konnte dabei mit einer 

alleinigen vergleichenden Analyse der zwei Endpunkte Mineralisierung und Zellviabilität er-

zielt werden. Osteogen differenzierende hES-MPs scheinen daher prinzipiell für eine Anwen-

dung als in vitro Modell für Toxizitätstestungen geeignet zu sein. 
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6.3.2 Limitierungen des Assays 

6.3.2.1 Zytotoxische Substanzkonzentrationen 

Sowohl für zytotoxische Konzentrationen von PenG als auch von NaVPA konnten Minerali-

sierungssignale beobachtet werden, die vergleichbar oder etwas höher waren als die der 

Lösungsmittelkontrollen (Abb. 25E, G und I). Das Auftreten dieses Effekts schien dabei nicht 

nur vom Stoff, sondern auch vom Expositionsszenario abhängig zu sein, was darauf hindeu-

tet, dass sowohl der substanzspezifische Mechanismus zur Einleitung von Zelltod als auch 

das Entwicklungsstadium der Zellen eine Rolle spielen. 

Anhand weiterer Untersuchungen mit PenG konnte gezeigt werden, dass diese Beobachtung 

nicht darauf zurückzuführen ist, dass die Zellen unter den hohen Substanzkonzentrationen 

zunächst regulär differenzierten und mineralisierten und erst zu einem späteren Zeitpunkt 

der Zelltod eintrat (Abb. 28). Zudem unterschieden sich die mineralisierten Bereiche in den 

behandelten Kulturen morphologisch deutlich von denen in den Kontrollen, was dafür spricht, 

dass es sich nicht um eine reguläre Mineralisierung handelte. Es wurde daher vermutet, 

dass sich hier ein artifizieller Effekt zeigte, der durch einen substanzinduzierten Zelltod von 

hES-MPs ausgelöst wurde. 

Die Vermutung, dass Zelltod Kalzifizierungen und Mineralisierungsprozesse sowohl unter 

physiologischen als auch pathologischen Bedingungen triggern kann, wird seit langem 

diskutiert (Kim, 1995). In Bezug auf die physiologische Knochenentwicklung könnte dies 

möglicherweise bei der Initiierung der Ossifikation durch hypertrophe Chondrozyten in der 

Wachstumsfuge eine Rolle spielen, da diese Zellen in den Bereichen des Längenwachstums 

von Röhrenknochen Apoptose begehen (Kirsch et al., 2003). Eine Zelltod-vermittelte For-

mierung von kristallinen Strukturen wurde darüber hinaus auch als einer von verschiedenen 

Mineralisierungsprozessen in organoiden Kulturen von fetalen Calvariazellen der Ratte beob-

achtet (Zimmermann et al., 1991). Pathologische Kalzifizierungen treten bei einer ganzen 

Reihe von Krankheitsbildern, wie z. B. Arteriosklerose, Aortenstenose, Nephrokalzinose oder 

Neoplasie, auf (Kim, 1995). Es wird angenommen, dass die Degeneration oder akute Schä-

digung des Gewebes dabei bei allen Erkrankungen eine entscheidende Ursache ist. 

Angesichts dessen scheint es nicht unwahrscheinlich, dass auch exogene Noxen durch 

Induktion von Zelltod in der Lage sind, die Kalzifizierung in mineralisierungskompetenten 

Zelltypen zu triggern. Dies konnte bereits für eine Reihe von Chemikalien gezeigt werden (de 

Jong et al., 2012; Kirsch et al., 2003; Kupcsik et al., 2009; Proudfoot et al., 2000), wobei in 
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allen Fällen ein Zusammenhang mit apoptotischen Mechanismen untersucht und festgestellt 

werden konnte. Wie auch in der vorliegenden Arbeit unterschieden sich die substanzindu-

zierten Mineralablagerungen morphologisch von denen der Kontrollkulturen. Ebenso zeigten 

die quantitativen Analysen der Kalzifizierung vergleichbare oder höhere Signale im Vergleich 

zu den Kontrollen. 

Die zugrunde liegenden Mechanismen sind noch weitestgehend ungeklärt. Kim (1995) 

formulierte eine Theorie dazu: In einer gesunden zellulären Umwelt liegt Calcium vorwiegend 

extrazellulär vor, während Phosphat in höheren Konzentrationen intrazellulär zu finden ist. 

Diese Separierung beider Ionen könnte, neben anderen Faktoren, eine Kalzifizierung verhin-

dern. Der Autor vermutet, dass eine Schädigung der Plasmamembran im Zuge von Zelltod-

prozessen das lokale Produkt aus beiden Ionen erhöht und somit eine initiale Nukleation 

induzieren kann. Gleichzeitig gehen Zellschädigungen und Apoptose mit einem Anstieg an 

Calcium und Phosphat einher, sodass ein ideales Milieu für Mineralisierung geschaffen ist. 

Die Formierung von Kristallen kann im Zuge einer sogenannten heterogenen Nukleation 

zudem durch feste Partikel mit einer möglichst großen Oberfläche katalysiert werden. Diese 

stehen in geschädigten Zellkulturen durch membranöse zelluläre Abbauprodukte zur Genüge 

zur Verfügung. Auch eine Akkumulation von Calcium und Phosphat im Zytoplasma abster-

bender permeabler Zellen (Speer und Giachelli, 2004) oder an der Außenmembran von 

apoptotischen Körperchen (Kirsch et al., 2003) wäre denkbar, die als Nukleationsort und 

geschützte Strukturen für eine weiteres Kristallwachstum dienen können. 

Die meisten Untersuchungen zu Zelltod-vermittelter Kalzifizierung wurden in vitro/ex vivo 

durchgeführt. In welchem Ausmaß diese Beobachtungen in vivo tatsächlich eine Rolle spie-

len ist bisher nicht gut verstanden. In gesundem Gewebe existieren zudem Mechanismen, 

um die negativen Auswirkungen von Zelltod einzudämmen und um Mineralisierungsprozesse 

zu kontrollieren. Apoptotische Körperchen werden durch Makrophagen eliminiert, die auch in 

der Lage sind Apatit zu phagozytieren (van der Meulen und Koerten, 1994). Außerdem führt 

das Blutserum Mineralisierungsinhibitoren, wie Fetuin-A, PPi und MGP, die die Kalzifizierung 

von extraskelettalem Gewebe unterbinden (Kornak, 2011). In einfachen Zellkulturmodellen 

spielen diese Mechanismen aufgrund der fehlenden vaskulären Strukturen keine oder, im 

Fall der Inhibitoren, möglicherweise nur eine untergeordnete Rolle. Es ist daher denkbar, 

dass eine Zelltod-vermittelte Mineralisierung hier ausgeprägter in Erscheinung tritt. Darüber 

hinaus könnten zur Induktion von Mineralisierung zugesetzte Phosphatquellen, wie ß-GP, 

den Effekt zusätzlich verstärken. 
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Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass zytotoxische Substanzkonzentrationen auf-

grund einer artifiziellen, Zelltod-vermittelten Mineralisierung falsch-positive Resultate bedin-

gen können. Als Konsequenz ergibt sich, dass für toxikologische Endpunkte, die auf einer 

Quantifizierung von Calcium oder Mineralablagerungen in der ECM beruhen, nur nicht-zyto-

toxische Konzentrationen verwendet werden sollten. Um spezifische Effekte zu erfassen wird 

zwar bei toxikologischen Untersuchungen im Allgemeinen versucht in einem Konzentrations-

bereich zu testen, der keine generelle Toxizität verursacht, allerdings ist dies nicht immer 

möglich, da entwicklungs- bzw. gewebespezifische und generelle Toxizität eng beieinander 

liegen können. Die Integration weiterer Endpunkte in den hES-MP Assay könnte dabei helfen 

auch Aussagen über zytotoxische Substanzkonzentrationen zu ermöglichen. 

6.3.2.2 Effekt von Dimethylsulfoxid auf die Mineralisierung 

DMSO wird häufig als alternatives Lösungsmittel für nicht oder nur schwer in Wasser lösliche 

Substanzen verwendet. In dem hier vorgestellten Assay zeigte DMSO jedoch einen inhibier-

enden Effekt auf die Mineralisierung von osteogen differenzierenden hES-MPs (Abb. 29) in 

einem Konzentrationsbereich, der für zellbiologische Experimente mit Substanzzugabe rele-

vant ist (0,016–0,5 %). Das Eintreten und das Ausmaß des Effekts waren dabei von der 

Konzentration und dem Expositionszeitraum abhängig. Zudem spielten möglicherweise die 

DMSO Lotnummer und das Alter des DMSO nach Anbruch des Gefäßes eine Rolle. 

Aus Studien mit einer Vielzahl von Modellsystemen ist bekannt, dass sich DMSO auf zahl-

reiche zelluläre und molekulare Prozesse auswirken kann (Santos und Saldanha, 2003). 

Eine der am besten beschriebenen Eigenschaften ist der Einfluss auf die Stabilität und Dyna-

mik von biologischen Membranen (Yu und Quinn, 1998). In Abhängigkeit von der Konzentra-

tion kann DMSO die Membranstärke verringern und die Fluidität des innen liegenden hydro-

phoben Kerns erhöhen, transiente Wasserporen induzieren und zur Desintegration der Bi-

layerstruktur führen (Gurtovenko und Anwar, 2007). Dadurch werden die Barriereeigen-

schaften herabgesetzt und die Permeabilität erhöht. Diese Auswirkungen wurden allerdings 

insbesondere für Konzentrationen im zweistelligen prozentualen Bereich beschrieben, die 

untere Grenze scheint in etwa bei 2,5 % zu liegen (Gurtovenko und Anwar, 2007). 

Einen weiteren Effekt zeigt DMSO auf intra- und extrazelluläre Ionenkonzentrationen von 

Calcium, Kalium und Natrium (Santos und Saldanha, 2003; Yu und Quinn, 1994), wobei die 

Funktion von membranständigen Transportern eine Rolle spielen könnte (Santos und 
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Saldanha, 2003). Der Konzentrationsbereich, in dem diese Effekte beobachtet wurden, liegt 

niedriger als für die Beeinflussung von Biomembranen, in etwa bei 0,2–2 %. 

Beide beschriebenen Wirkungen können mögliche Ursachen dafür sein, dass DMSO auch 

das Differenzierungsverhalten von Zellen beeinflussen kann (Yu und Quinn, 1994). Funktio-

nale Auswirkungen auf die Differenzierung wurden für verschiedene Zellmodelle beschrieben 

und die Effekte waren sowohl stimulierend (Grunt et al., 1991; Mareschi et al., 2006; Santos 

und Saldanha, 2003) als auch inhibitorisch (Blau und Epstein, 1979; Wang und Scott, 1993; 

Yang et al., 2015). Eine Abhängigkeit vom Zelltyp, dem Entwicklungsstadium, der DMSO-

Konzentration und der Expositionszeit ist daher naheliegend (Shu et al., 2015). So konnten 

Pal et al. (2012) z. B. zeigen, dass DMSO-Konzentrationen von 0,01 und 0,1 % die Genex-

pression von mesodermalen Markern in embryoid bodies aus humanen ES Zellen erhöhten, 

während 1 % für eine Abnahme sorgte. 

In Bezug auf die Knochenbildung wurde bisher beschrieben, dass DMSO in Konzentrationen 

von 0,15–1 % die Differenzierung der murinen Vorläuferzelllinie MC3T3 induziert (Cheung et 

al., 2006; Stephens et al., 2011). Dies zeigte sich an einer gesteigerten Bildung und Aktivität 

osteogener Marker und einer erhöhten Mineralisierung. Auch die AP-Aktivität und Minerali-

sierung von primären humanen Osteoblasten und MSCs aus dem Fettgewebe von Mäusen 

wurden durch 0,35–0,8 % DMSO stimuliert (Stephens et al., 2011). Das steht im Wider-

spruch zu den hier vorgestellten Beobachtungen mit hES-MPs. In Anbetracht der Tatsache, 

dass bereits vergleichsweise niedrige Konzentrationen von DMSO den Differenzierungsver-

lauf von Zellen modulieren können, wäre dies ein denkbarer Erklärungsansatz für die Effekte 

auf hES-MPs. Allerdings können damit nicht die hohen Schwankungen des inhibitorischen 

Effekts auf die Mineralisierung zwischen verschiedenen Experimenten erklärt werden. Eine 

weitere Möglichkeit könnte daher sein, dass eine zellunabhängige Wirkung von DMSO 

verantwortlich ist. 

Neben der Interaktion mit makromolekularen Strukturen könnten auch Wechselwirkungen mit 

kleinen Molekülen und Ionen eine Ursache sein. So ist die Assoziation zwischen einem 

DMSO- und einem Wassermolekül stärker als zwischen jeweils zwei DMSO- bzw. Wasser-

molekülen. Dies liegt an der Wasserstoffbrückenbindung der polaren Sulfoxidgruppe des 

DMSO mit Wassermolekülen (Somasundaran, 2006). Zudem adsorbiert DMSO in niedrigen 

Konzentrationen an der Grenzfläche zwischen Flüssigkeit und Gasphase in DMSO-Wasser-

gemischen und kann dadurch die Oberflächenspannung verändern (Dabkowski et al., 1996). 
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Beide Eigenschaften können die Evaporation von Wasser beeinflussen, was wiederum Aus-

wirkungen auf Mineralisierungsprozesse haben kann. In diesem Zusammenhang ist eine 

Studie von Jaiswal et al. (1997) zu erwähnen, in der beschrieben ist, dass ein geringeres 

Mediumvolumen in den Zellkulturplatten die Mineralisierung von differenzierenden humanen 

MSCs signifikant erhöhte. Die Autoren vermuteten, dass eine Aufkonzentration auto- und 

parakriner Faktoren hierfür verantwortlich war. Die Verdunstung von Wasser aus dem Medi-

um, die bei einer mehrtägigen Inkubation der Zellkulturen bei 37 °C regulär stattfindet, kann 

daher vermutlich die Mineralisierung unterstützen, möglicherweise nicht nur durch die Auf-

konzentration von sezernierten Molekülen, sondern auch von wachstums- und differenzie-

rungsfördernden Komponenten des FCS und von Ionen wie Calcium und Phosphat. Fak-

toren, die die Verdunstung beeinflussen, könnten sich daher auch auf die Mineralisierung 

auswirken. Die Vertiefungen von Mikrotiterplatten sind von Verdunstungseffekten entsprech-

end ihrer Lokalisation unterschiedlich stark betroffen (Esser, 1988). Auch wenn die äußeren 

Vertiefungen zur Verringerung dieses Effekts mit PBS anstatt der Zellkultur gefüllt werden, ist 

dies nicht vollständig vermeidbar und hängt von zahlreichen externen Faktoren ab. 

Möglicherweise könnte dies eine Ursache für die Schwankungen des mineralisierungsinhi-

bierenden Effekts in verschiedenen Experimenten gewesen sein. 

Des Weiteren ist DMSO in der Lage Komplexe mit Calcium einzugehen (Jakl et al., 2014) 

und es wäre denkbar, dass dadurch die Verfügbarkeit des Ions für die Salzbildung mit 

Phosphat reduziert wird. Die Phosphatquelle bildete in der vorliegenden Arbeit ß-GP. Es 

wurde beobachtet, dass mit ß-GP, das länger als neun Monate bei –20 °C gelagert wurde, 

keine Mineralisierung mehr induziert werden konnte. Obwohl grundsätzlich mit ß-GP gear-

beitet wurde, das wesentlich kürzer gelagert wurde, könnten die Schwankungen in der durch 

DMSO ausgelösten Inhibition der Mineralisierung eventuell durch Unterschiede in den ver-

wendeten ß-GP Lösungen verursacht worden sein. 

Abgesehen davon ist DMSO stark hygroskopisch und kann bei längerer Lagerung zu Di-

methylsulfid reduziert werden. Unterschiedliche Lotnummern können in Abhängigkeit von der 

Lagerung daher unterschiedliche Qualitäten aufweisen und möglicherweise experimentelle 

Schwankungen verursachen. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass der Einsatz von DMSO als Lösungsmittel bei 

einer Quantifizierung der Mineralisierung als Endpunkt nur eingeschränkt möglich ist. Die 

verwendeten Lotnummern müssen regelmäßig auf Interferenz mit der Mineralisierung geprüft 
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werden und DMSO sollte nur in möglichst geringen Konzentrationen (unter 0,2 %) eingesetzt 

werden. 

Für die in dieser Arbeit durchgeführten Substanztestungen wurde DMSO nur zur Solubilisie-

rung von WAR verwendet. Die entsprechende Lotnummer zeigte keine Auswirkungen auf die 

Mineralisierung bei einer Konzentration von 0,065 %. 1,25(OH)2D3, das als osteogener In-

duktor für die Charakterisierung der Differenzierung von hES-MPs eingesetzt wurde, war 

ebenfalls in DMSO gelöst. Die DMSO-Konzentration betrug hier 0,04 %. Auch in diesem Fall 

konnten keine Einschränkungen festgestellt werden, da in allen durchgeführten Experimen-

ten eine reproduzierbare und ausgeprägte Mineralisierung beobachtet werden konnte. Nach 

Möglichkeit sollten jedoch alternative Lösungsmittel eingesetzt werden, wie z. B. EtOH, das 

nicht mit der Ausbildung mineralisierter Bereiche interferierte (Abb. 30). 

6.4 Zusammenfassende Bewertung der Eignung des hES-MP Assays zur 
Vorhersage von Entwicklungsknochentoxizität 

hES-MPs weisen zahlreiche Eigenschaften auf, die sie für einen Einsatz als in vitro Testmo-

dell qualifizieren. 

Ein erster Punkt ist, dass sie kommerziell als qualitätsgesicherte Zelllinie erhältlich sind, die 

nicht den regulatorischen Einschränkungen für humane ES Zellen unterworfen ist, wie sie 

z. B. in Deutschland gelten. Bisher etablierte in vitro Assays zur Erfassung von Schädigun-

gen der Knochenentwicklung basieren auf Maus ES Zellen. Im Gegensatz dazu handelt es 

sich bei hES-MPs um ein humanes Modell, eine Fehlbewertung von Substanzen aufgrund 

von Interspeziesdifferenzen kann somit vermieden werden. 

Weiterhin stellen hES-MPs aufgrund des Selektionsprozesses während ihrer Generierung 

ein vergleichsweise homogenes Zellsystem dar. Dieser Selektionsprozess führte zu einer 

Anreicherung von Zellen, die phäno- und genotypische Merkmale der mesenchymalen Linie 

aufweisen. Daten aus der vorliegenden Arbeit zur Biosynthese osteogener Markerproteine 

lassen vermuten, dass hES-MPs bereits eine weitergehende Spezifizierung zu einem osteo-

genen Zelltyp durchlaufen haben. Das mag ein Grund sein, dass sie in den in dieser Arbeit 

durchgeführten Experimenten im Vergleich zu Maus ES Zellen eine wesentlich reproduzier-

barere und stabilere osteogene Differenzierung zeigten, die außerdem in einer höheren Aus-

beute an mineralisiertem Knochenmaterial resultierte. Eine mögliche Einschränkung dieser 

Spezifizierung ist, dass Substanzen, die ausschließlich auf frühe Entwicklungsvorgänge wir-

ken, eventuell nicht detektiert werden können. In den bisherigen Substanztestungen schien 
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dies allerdings noch nicht von Bedeutung gewesen zu sein. 

Sowohl die Kultivierung als auch die Differenzierung von hES-MPs sind zudem im Vergleich 

zu ES Zellen weniger arbeitsaufwendig und bieten sich sehr gut für Messungen im Hoch-

durchsatzverfahren an. Frühere Studien und die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Da-

ten zeigen, dass hES-MPs in relativ kurzer Zeit mineralisiertes Knochenmaterial bilden und 

typische Prozesse der osteogenen Entwicklung rekapitulieren können. Charakteristische Bio-

marker weisen dabei eine differenzierungsbedingte Veränderung auf und ermöglichen eine 

zuverlässige, schnelle und sensitive Quantifizierung als Grundlage für die Etablierung toxiko-

logischer Endpunkte. 

Nicht zuletzt sind osteogen differenzierende hES-MPs in der Lage entwicklungstoxische 

Effekte von Substanzen entsprechend ihres in vivo Potentials anzeigen zu können. Dabei 

zeigten sie für BA eine vergleichbare und für VPA eine höhere Prädiktivität im Vergleich zu 

den bisher beschriebenen osteogenen in vitro Assays mit Maus ES Zellen. Für 5-FU war die 

Vorhersagekraft geringer, was vermutlich auf die stark proliferationsinhibierende Eigenschaft 

der Substanz zurückzuführen ist, die mit der hier verwendeten Kombination an Endpunkten 

nicht von zytotoxischen Effekten abgegrenzt werden kann. Zudem konnte gezeigt werden, 

dass der hES-MP Assay für die Substanzen WAR, MCP und DPH eine bessere prädiktive 

Kapazität besitzt als der klassische EST. 

In der vorliegenden Arbeit konnten darüber hinaus die Limitierungen der verwendeten Kom-

bination an Endpunkten näher beschrieben werden. Wie bereits angeführt, scheint zum ei-

nen die Detektion von proliferationsinhibierenden Substanzen Einschränkungen zu besitzen. 

Zum anderen lieferte die als Differenzierungsendpunkt eingesetzte Quantifizierung der Mine-

ralisierung aussagekräftige Resultate nur in nicht-zytotoxischen Konzentrationsbereichen. 

Ein weiterer Punkt ist, dass Einschränkungen in Bezug auf das verwendete Lösungsmittel 

bestehen. Die Stärke des Differenzierungsendpunkts Mineralisierung ist einerseits, dass er 

das kumulierte Endergebnis verschiedener molekularer und zellulärer Prozesse ist, die po-

tentiell durch chemische Noxen beeinträchtigt werden können, und andererseits, dass er ein-

fach und schnell quantifizierbar ist. Um die oben beschriebenen Limitierungen zu kompen-

sieren, ist die Implementierung weiterer toxikologischer Endpunkte empfohlen. 

6.5 Ausblick 

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel die Eignung von humanen aus ES Zellen gewonnenen 

Progenitorzellen als Testmodell zur Vorhersage von chemisch induzierten Effekten auf die 
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Knochenentwicklung zu evaluieren und toxikologische Endpunkte zu identifizieren, die sich 

für die Erfassung dieser Effekte qualifizieren. Diese Arbeiten bilden eine Grundlage für die 

Entwicklung eines Testsystems. In Abhängigkeit vom Schwerpunkt zukünftiger Forschungs-

fragestellungen bzw. Anwendungsbereiche gibt es zahlreiche Ansatzpunkte für einen Aus-

bau und eine Optimierung dieses in vitro Assays im Hinblick auf die physiologische Relevanz 

des Zellmodells, die Prädiktivität des Assays und die mechanistische Untersuchung von Sub-

stanzwirkungen. 

Die Kultivierung und osteogene Differenzierung von hES-MPs erfolgte in der vorliegenden 

Arbeit nach Standardmethoden, wie sie auch für MSCs verwendet werden. Diese Bedingun-

gen resultierten bereits in einer guten Ausbeute an mineralisiertem Knochenmaterial in 

einem angemessenen Zeitrahmen. Die vergleichende Testung anderer Beschichtungen, 

Wachstumsfaktoren und Differenzierungsinduktoren könnte jedoch möglicherweise dazu bei-

tragen, die Differenzierungseffizienz und die Bildung von Biomarkern noch zu steigern. 

Im Sinne einer besseren Standardisierung und des Tierwohls ist zudem eine Kultivierung 

bzw. Differenzierung ohne die Verwendung von FCS wünschenswert. Karlsson et al. (2009) 

konnten für die Expansion nicht-differenzierender hES-MPs bereits zeigen, dass diese auch 

mit humanem Serum möglich ist. 

Im Zusammenhang mit dem tissue engineering existiert insbesondere für Knochengewebe 

eine umfangreiche Literatur zur Kultivierung in 3D-Strukturen und dynamischen, perfu-

sionierten Modellen unter Anwendung von verschiedenen biologischen und synthetischen 

Gerüsten, Bioreaktorsystemen und biomimetischen Faktoren (Amini et al., 2012; Gaspar et 

al., 2012; Pirraco et al., 2010). Diese Ansätze sollen das zelluläre Mikromilieu sowie die 

mechanischen Bedingungen des nativen Gewebes besser widerspiegeln. Sie können über 

diesen Weg dazu beitragen eine effiziente, physiologisch relevante Differenzierung zu unter-

stützen (Amini et al., 2012; Wang und Chen, 2013) und das Erkennen des therapeutischen 

und toxischen Potentials von Wirkstoffkandidaten zu verbessern (Elliott und Yuan, 2011; 

Roth und Singer, 2014). Initiale Untersuchungen zur Anwendung dieser methodischen 

Ansätze für die Differenzierung von hES-MPs sind dabei bereits durchgeführt worden (de 

Peppo et al., 2012; Delaine-Smith et al., 2012; Viswanathan et al., 2015). Im Hinblick auf 

toxikologische Studien sind solche komplexen in vitro Zellmodelle im Vergleich zu herkömm-

lichen 2D-Zellkulturen allerdings schwieriger zu standardisieren, benötigen elaboriertere 

Methoden zur Etablierung von Endpunkten und ermöglichen unter Umständen nur einen 

geringeren Durchsatz (Roth und Singer, 2014). 
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Der Großteil der Knochen im Körper wird über die enchondrale Ossifikation gebildet, d. h. 

der Aufbau verknöcherten Gewebes findet über eine knorpelige Vorläuferstruktur statt. Die 

Integration einer chondrozytären Differenzierung in das Testsystem wäre daher wün-

schenswert, um auch diesen Teilschritt der skelettalen Entwicklung adressieren und Sub-

stanzen, deren adverse Auswirkungen sich über einen Einfluss auf die Knorpelentwicklung 

manifestieren, identifizieren zu können. Da die Gruppe um Karlsson mit hES-MPs nur eine 

geringe Ausbeute an Knorpelmaterial mit der von ihr verwendeten Methode gewinnen konnte 

(de Peppo et al., 2010a; Karlsson et al., 2009), wäre hier zunächst eine Verbesserung des 

Differenzierungsprotokolls notwendig. Alternativ könnten auch andere aus humanen ES 

Zellen gewonnene mesenchymale Progenitoren, die ein besseres Potential für die Chondro-

genese besitzen, verwendet werden. Das optimale Szenario im Hinblick auf die Annäherung 

an eine enchondrale Ossifikation wäre natürlich eine sequentielle chondrogene und osteo-

gene Entwicklung in einem Ansatz, allerdings ist dies aufgrund der unterschiedlichen Anfor-

derungen der beiden Differenzierungsrouten schwierig. Im Bereich des tissue engineering 

gibt es zumindest erste Ansätze eine Kokultivierung zu gestalten, z. B. in Form von doppelt 

kompatiblen Gerüsten und 2-Kammer-Bioreaktorsystemen (Lanza et al., 2013). 

Die festgestellten Limitierungen des hier etablierten Assays für zytotoxische Substanzkon-

zentrationen, die Lösungsmittelwahl und die Erfassung proliferationsinhibierender Stoffe 

sprechen für die Integration weiterer Endpunkte in ein hES-MP Testsystem. Zudem konnte 

in mehreren Studien gezeigt werden, dass die Verwendung multipler molekularer Marker 

oder Endpunkte hilft die Prädiktivität von in vitro Assays zu verbessern, mechanistische 

Untersuchungen ermöglicht und Informationen zum mode of action von Substanzen liefern 

kann (de Jong et al., 2012; Groebe et al., 2010b; Hayess et al., 2013; Kleinstreuer et al., 

2011; Smirnova et al., 2014; Stummann et al., 2009). Potentielle weitere Endpunkte (durch-

flusszytometrische Quantifizierung von AP und Runx2) und Biomarker (Kollagensubtypen, 

COMP, CALCR und CTSK, angezeigt durch einen PCR Array) wurden in der vorliegenden 

Arbeit bereits identifiziert, erfordern jedoch noch eine Evaluierung ihrer Eignung. 

Neben der Bestimmung von mRNA und Proteinen können zusätzliche toxikologische End-

punkte auch im Bereich des Proliferationsverhaltens der Zellen und der mechanischen Ei-

genschaften des gewonnenen Knochenmaterials angesiedelt sein. Letzteres wird z. B. durch 

Ausbildung von Kollagen cross-links beeinflusst, die über biochemische Methoden bestimmt 

werden können, und hängt vom Verhältnis zwischen der organischen ECM und dem 

gebildeten mineralisierten Material ab, was über spektrometrische Techniken, wie Fourier-

Transform-Infrarot-Spektroskopie oder ToF-SIMS, erfassbar ist. Da die Isolation von Makro-
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molekülen aus kollagenreichem und verknöchertem Gewebe häufig schwierig ist, ist die An-

wendung von Methoden für die Etablierung von Endpunkten wünschenswert, die keine Zer-

störung des Zellverbands erfordern. Solche Methoden umfassen z. B. die bereits erwähnten 

spektrometrischen Techniken zur Analyse der Materialeigenschaften, Impedanzmessungen 

zur Erfassung zellulärer Parameter oder auch die Untersuchung enzymatischer Aktivitäten 

und Metabolite in den Zellkulturüberständen. 

In vitro Testsysteme bestehen nicht nur aus einem experimentellen in vitro Assay, sondern 

inkludieren auch ein Prädiktionsmodell, d. h. einen Algorithmus, der die erhobenen Daten 

in eine Einschätzung zum toxischen Potential von Substanzen übersetzt (Balls et al., 1995; 

Worth und Balls, 2004). Für die Erstellung solch eines Modells muss eine ausreichende 

Datenbasis zur Verfügung stehen, nicht nur in Bezug auf die Endpunkte, sondern insbeson-

dere im Hinblick auf die Substanztestungen. Die Testung weiterer Stoffe ist daher notwendig. 

Im Rahmen dessen können auch Informationen zum Anwendungsbereich des Assays ge-

wonnen werden, indem Substanzen verschiedener Klassen und Wirkmechanismen integriert 

werden. 

Im Allgemeinen gilt für in vitro Systeme, dass eine zur in vivo Situation vergleichbare Meta-

bolisierung von Stoffen fehlt. Dies schränkt die Auswahl an Substanzen ein, die getestet 

werden können. Zu der intrinsischen metabolischen Kapazität von hES-MP Kulturen ist bis-

her nichts bekannt und eine nähere Charakterisierung daher zunächst erforderlich. Darüber 

hinaus könnte eine Kombination mit einem metabolisierenden System, z. B. humanen hepa-

tozytären Zellen bzw. deren Kulturüberständen, dabei helfen, die Basis an möglichen Test-

substanzen zu erweitern und relevante in vivo Vorgänge besser abzubilden. 

Ein möglicher zukünftiger Einsatz des hES-MP Assays könnte darin bestehen den klas-

sischen EST zu ergänzen. Eine weitere Option ist, dass er als ein Teil einer „humanisier-

ten“ in vitro Testbatterie zur Erkennung von Entwicklungstoxizität fungiert. In einigen For-

schungsprojekten wurden erste Ansätze zur Integration verschiedener gewebespezifischer 

humaner Testsysteme bereits verfolgt, allerdings waren diese insbesondere auf kardiale, 

neurale und hepatische Differenzierungswege fokussiert (Gocht und Schwarz, 2015; Rovida 

et al., 2014). Ein System, dass der Detektion von exogenen Einflüssen auf die Knochen-

entwicklung dient, könnte hier eine sinnvolle Ergänzung darstellen. 
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7 Zusammenfassung 

Um eine gesundheitliche Gefährdung für den Menschen abschätzen zu können, müssen 

Chemikalien und Pharmazeutika hinsichtlich potentieller embryo- und entwicklungstoxischer 

Effekte in tierexperimentellen Studien untersucht werden. Der Einsatz von alternativen Test-

methoden ist aus ethischen, qualitativen, finanziellen und zeitlichen Gründen dringend erfor-

derlich und wird international stark vorangetrieben. Durch teratogene Substanzen induzierte 

skelettale Anomalien werden sowohl im Menschen als auch in Versuchstieren häufig beob-

achtet und die Analyse der Knochenentwicklung ist ein integraler Bestandteil entwicklungs-

toxikologischer Studien. 

Ein in vitro Testsystem, das diesen Aspekt adressiert, könnte daher ein wertvoller Bestand-

teil einer modularen Testbatterie für Entwicklungstoxizität sein. Zurzeit existiert hierfür noch 

kein validierter Assay und erste Forschungsansätze verwendeten embryonale Stammzellen 

der Maus, was mit einer inadäquaten Prädiktivität aufgrund von Interspeziesdifferenzen 

einhergehen kann. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die Grundlagen für ein in 

vitro Testsystem zur Erfassung von Entwicklungsknochentoxizität zu schaffen, das auf dem 

Einsatz von humanen embryonalen Zellen beruht. 

Als Zellmodell wurden aus humanen ES Zellen generierte mesenchymale Progenitoren 

(hES-MPs) gewählt, die bisher noch nicht für toxikologische Fragestellungen eingesetzt 

wurden. Initiale Arbeiten zur Etablierung der osteogenen Differenzierung dieser Zellen und 

zu ihrer Charakterisierung, insbesondere auf Genexpressionsebene, wurden bereits von der 

Gruppe um Karlsson et al. publiziert. 

Basierend auf diesen Daten wurden zunächst Experimente zur Evaluierung und Optimierung 

des Differenzierungsprotokolls in Bezug auf die Beschichtung, Zelleinsaat und Kombination 

an osteogenen Induktoren durchgeführt. Eine Beschichtung mit Gelatine, eine initiale Zellein-

saat von 10.000 Zellen/cm2 und eine Induktion mit Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und 

Dexamethason oder 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 unterstützte eine sehr gut reproduzierbare 

Differenzierung über einen Zeitraum von ca. drei Wochen. 

Anschließend erfolgte eine weitergehende Charakterisierung der osteogen differenzierenden 

hES-MPs hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs des Wachstums der Kulturen, der Biosynthese 

ausgewählter Proteinmarker und der Mineralisierung. Dies wurde mit Hilfe von zellbasierten 

und biochemischen Assays, histo- und immunzytochemischen Färbungen, Western-Blot, 

Durchflusszytometrie und Enzymaktivitätsmessungen durchgeführt. 
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Undifferenzierte hES-MPs wiesen bereits eine prominente Bildung der frühen Transkriptions-

faktoren Dlx5 und Runx2 auf. Die osteogene Differenzierung war zu Beginn von einer hohen 

proliferativen Aktivität geprägt, gefolgt von einer sukzessiven Zellreifung mit einer ausge-

prägten Zunahme der Produktion und Aktivität von Alkalischer Phosphatase (AP) und einer 

Abnahme von Runx2. Gleichzeitig erfolgte eine Reifung der extrazellulären Matrix über die 

Sezernierung und Akkumulation von Kollagen Typ I und Osteocalcin. Diese Prozesse bilde-

ten die Basis für die nachfolgende Mineralisierung, die ab Tag 12–13 sukzessive zunahm. 

hES-MPs zeigen daher einen zeitlichen und qualitativen Verlauf der osteogenen Differenzie-

rung, der den in der Literatur beschriebenen weitgehend reflektiert. Einige gewonnene Daten 

weisen allerdings darauf hin, dass hES-MPs in Ansätzen bereits eine Spezifizierung zu 

einem osteogenen Zelltyp durchlaufen haben. 

Darüber hinaus dienten diese Experimente der Identifizierung potentieller molekularer Mar-

ker für die Etablierung toxikologischer Endpunkte. Basierend darauf wurden durchflusszyto-

metrische Methoden zur Quantifizierung von AP und Runx2 entwickelt, was auch ein Proto-

koll zur effizienten Zellvereinzelung der ossifizierten Kulturen umfasst. Die Mineralisierung, 

die mittels eines einfachen und schnellen Fluoreszenzassays quantifiziert wurde, erschien 

am geeignetsten als Differenzierungsendpunkt und wurde für die nachfolgenden Substanz-

testungen verwendet. 

Dafür wurden die differenzierenden hES-MPs für 15 Tage mit einer Auswahl an bekannten 

entwicklungstoxischen (Warfarin, Borsäure, Natriumvalproat, 5-Fluorouracil) und nicht-ent-

wicklungstoxischen (Metoclopramid, Diphenhydramin, Penicillin G) Stoffen exponiert. Neben 

der Mineralisierung wurde die Zellviabilität zur Abgrenzung spezifischer von zytotoxischen 

Effekten erfasst. Mit Ausnahme des Proliferationshemmers 5-Fluorouracil inhibierten alle ent-

wicklungstoxischen Substanzen die Mineralisierung signifikant stärker als die Viabilität, wäh-

rend die nicht-entwicklungstoxischen Stoffe keinen spezifischen Einfluss hatten. Sechs der 

sieben Testsubstanzen wurden daher entsprechend ihres in vivo Potentials korrekt erkannt. 

Dabei zeigte der hES-MP Assay für einige Stoffe eine bessere Prädiktivität als der klassische 

Embryonale Stammzelltest und osteogene in vitro Assays, die embryonale Stammzellen der 

Maus verwenden. 

Als ein weiterer Beitrag wurden Limitierungen des Assays bezüglich zytotoxischer Stoffkon-

zentrationen, proliferationsinhibierender Substanzen und Lösungsmittel identifiziert und zum 

Teil näher untersucht. Zudem ermöglichte eine Pilotstudie mit einem mRNA Microarray die 

Bestimmung von weiteren potentiellen Markern und von molekularen Angriffspunkten des 
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Teratogens Natriumvalproat in hES-MPs. 

Der etablierte hES-MP Assay ist ein vielversprechender Ansatz für einen humanen in vitro 

Test zur Vorhersage von Entwicklungsknochentoxizität. Die Integration weiterer Endpunkte 

und Substanztestungen ist jedoch noch erforderlich. Zukünftig könnte dieser Test als ein Teil 

einer alternativen modularen Teststrategie zur Erfassung von Entwicklungstoxizität dienen. 
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8 Summary 

To assess the hazard potential of chemicals and pharmaceuticals on human embryonic and 

infant development, animal experimentation is commonly conducted. The application of 

alternative test methods is urgently required not only due to ethical reasons, but also 

because these studies are costly, time-consuming and, more importantly, have a limited 

predictive capacity. Therefore, research regarding alternatives and their implementation is 

strongly promoted internationally. Skeletal anomalies resulting from exposure to a teratogen 

are frequently observed in humans as well as laboratory animals, and the analysis of bone 

development is an integral part of developmental toxicity studies. 

Thus, an in vitro test which addresses this issue could be a valuable part of a modular test 

battery for the detection of developmental toxicity. Until now, no validated assay exists for 

this purpose and preliminary research approaches focused on the use of mouse embryonic 

stem cells, which could entail an inadequate predictivity due to differences between species. 

Therefore, the aim of the present doctoral thesis was to build the basis for an in vitro test 

system to assess developmental bone toxicity which employs human embryonic cells. 

Mesenchymal progenitors which were derived from human embryonic stem cells (hES-MPs) 

were used as the cell model. These cells have not yet been applied in toxicological studies. 

Initial research regarding the establishment of the osteogenic differentiation of hES-MPs and 

their characterization, thereby focusing on gene expression, was previously published by the 

group of Karlsson et al. 

Based on the data obtained in these studies, first experiments of the present doctoral thesis 

addressed the evaluation and optimization of the differentiation protocol with respect to the 

coating, the initial cell number and the combination of osteogenic inducers. Coating with 

gelatine, cell numbers of 10,000 cells/cm2 and supplementation with ascorbic acid, ß-

glycerophosphate and dexamethasone or 1α,25-dihydroxyvitamine D3 supported a highly 

reproducible differentiation over a period of three weeks. 

Subsequently, the osteogenic differentiation of hES-MPs was further characterized with 

respect to the temporal progression of culture growth, biosynthesis of selected protein 

markers and mineralization. This was done by applying cell-based and biochemical assays, 

histo- and immunocytochemical stainings, Western blotting, flow cytometry and enzyme 

activity measurements. 
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Non-differentiating hES-MPs already exhibited a prominent production of the early 

transcription factors Dlx5 and Runx2. The osteogenic differentiation was characterized by a 

high proliferative activity at early stages, followed by a successive cell maturation which 

involved a strong increase in the protein formation and activity of alkaline phosphatase (AP) 

and a decrease in Runx2. At the same time, maturation of the extracellular matrix progressed 

by the secretion and accumulation of collagen type I and osteocalcin. These processes 

provided the basis for mineral deposition which substantially increased from day 12–13 

onwards. Therefore, the temporal and qualitative progress of osteogenic differentiation of 

hES-MPs largely resembles those described in the literature. Some results also suggest that 

hES-MPs are already primed and committed toward the osteoblastic lineage to a certain 

extent. 

In addition, these characterization experiments were used to identify potential molecular 

markers for the establishment of toxicological endpoints. Based on the obtained results, 

methods for the quantification of AP and Runx2 via flow cytometry were developed which 

also includes a protocol for an efficient cell isolation out of an ossified matrix. Mineralization 

was quantified with an easy-to-use fluorescence-based assay and appeared to be the most 

suitable differentiation endpoint. 

Accordingly, it was used as read-out for subsequent compound testing experiments. 

Differentiating hES-MPs were exposed for 15 days toward selected developmental toxicants 

(warfarin, boric acid, sodium valproate, 5-fluorouracil) and non-developmental toxicants 

(metoclopramide, diphenhydramine, penicillin G). In addition to mineralization as 

differentiation endpoint, the cell viability was measured to determine general cytotoxicity. 

With the exception of the antiproliferative substance 5-fluorouracil, all developmental 

toxicants inhibited mineralization more specifically than cell viability. In contrast, non-

developmental toxicants had no particular impact. Accordingly, the teratogenic potential of 

six of the seven test compounds was correctly predicted with regard to the corresponding in 

vivo data. Notably, the hES-MP assay exhibited a better predictive capacity for several 

substances than the classical Embryonic Stem Cell Test and osteogenic in vitro assays 

which use mouse embryonic stem cells. 

As an additional contribution, limitations of the assay relating to cytotoxic substance 

concentrations, proliferation-inhibiting compounds and solvents were identified and partly 

further investigated. Also, a pilot study using a mRNA microarray enabled the identification of 

additional potential markers and of molecular targets of sodium valproate in hES-MPs. 
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The established hES-MP assay appears to be a promising approach for a human in vitro test 

to detect developmental bone toxicity. However, further research is required regarding the 

integration of additional endpoints and compound tests. In the future, this test could become 

a part of an alternative modular testing strategy to assess developmental toxicity. 
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12 Anhang

Abb. A1
Induktorkombinationen.
Die Zellen wurden (A) ohne Supplemente (Kontrolle), (B) mit ß
ß-GP und Dex oder
wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und es erfolgte ein Nachweis der Mineralisierung mit der 
Alizarin Rot S Färbung. Maßstabsbalken entsprechen 200
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(E) mit AA, ß-GP und 1,25(OH)

wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und es erfolgte ein Nachweis der Mineralisierung mit der 
Alizarin Rot S Färbung. Maßstabsbalken entsprechen 200
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Alizarin Rot S Färbung der Differenzierung von hES

Die Zellen wurden (A) ohne Supplemente (Kontrolle), (B) mit ß
GP und 1,25(OH)2D3 differenziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 

wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und es erfolgte ein Nachweis der Mineralisierung mit der 
Alizarin Rot S Färbung. Maßstabsbalken entsprechen 200

Alizarin Rot S Färbung der Differenzierung von hES-MPs unter Zugabe verschiedener 

Die Zellen wurden (A) ohne Supplemente (Kontrolle), (B) mit ß-GP, (C) mit AA und ß
differenziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 

wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und es erfolgte ein Nachweis der Mineralisierung mit der 
Alizarin Rot S Färbung. Maßstabsbalken entsprechen 200 µm. 

MPs unter Zugabe verschiedener 

GP, (C) mit AA und ß
differenziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 

wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und es erfolgte ein Nachweis der Mineralisierung mit der 

MPs unter Zugabe verschiedener 

GP, (C) mit AA und ß-GP, (D) mit AA, 
differenziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 

wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und es erfolgte ein Nachweis der Mineralisierung mit der 

 

MPs unter Zugabe verschiedener 

GP, (D) mit AA, 
differenziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 

wurden die Zellen mit Methanol/Aceton fixiert und es erfolgte ein Nachweis der Mineralisierung mit der 



 

Abb. A2
Nicht-differenzierende (A) sowie differ
wurden in 24
BI/Fast Red Violet LB
chen 100

Tab. A1:
hES-MPs.
Es sind die C
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

Gen-
symbol 

ACVR1 

AHSG* 

ALPL 

ANXA5 

BGLAP 
(OC) 

BGN 

BMP1 

BMP2 

BMP3 

BMP4 

BMP5 

BMP6 

BMP7* 

BMPR1A 

BMPR1B 

BMPR2 

CALCR 

CD36 

CDH11 

CHRD* 

COL10A1 

2: Enzymaktiv
differenzierende (A) sowie differ

wurden in 24-well Platten kultiviert, mit Citrat/Aceton/Formaldehyd fixiert
BI/Fast Red Violet LB
chen 100 µm. 

: Expressionsdaten aller
MPs. 

Es sind die CT-Werte sowie der 
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

CT-
Wert 
d0 

Kontrolle d7

CT-
Wert

22,64 23,18

34,63 34,9

27,81 26,23

17,37 17,46

26,12 26,38

21,25 21,37

23,3 22,78

30,22 31,45

28,92 30,22

33,65 32,49

31,2 31,18

28,79 32,78

35 35 

22,46 22,81

25,72 25,94

21,22 22,18

35 32,8

28,47 29,15

21,39 21,62

35 35 

27,43 30,81

Enzymaktivität von AP
differenzierende (A) sowie differ

Platten kultiviert, mit Citrat/Aceton/Formaldehyd fixiert
BI/Fast Red Violet LB-basierten 

Expressionsdaten aller

Werte sowie der fold change

die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

Kontrolle d7 Kontrolle d15

Wert 
fold 

change 

C
Wert

23,18 1,06 22,85

34,9 1,29 34,87

26,23 4,63 24,55

17,46 1,46 17,14

26,38 1,29 26,21

21,37 1,43 21,45

22,78 2,22 22,64

31,45 0,66 31,53

30,22 0,63 30,68

32,49 3,45 31,59

31,18 1,58 

32,78 0,10 32,57

 1,55 

22,81 1,21 22,74

25,94 1,33 25,26

22,18 0,79 22,17

32,8 7,09 29,52

29,15 0,97 27,94

21,62 1,32 21,45

 1,55 

30,81 0,15 29,94

ität von AP in hES-MPs
differenzierende (A) sowie differenzierende Zellen mit Zugabe von 

Platten kultiviert, mit Citrat/Aceton/Formaldehyd fixiert
 Alkaline Phosphatase Kit (Sigma) gefärbt. Maßstabsbalken entspre

Expressionsdaten aller mittels PCR Array untersuchten

fold change 
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

Kontrolle d15 

CT-
Wert 

fold 

change 

22,85 1,20 

34,87 1,18 

24,55 13,37 

17,14 1,64 

26,21 1,31 

21,45 1,22 

22,64 2,20 

31,53 0,56 

30,68 0,41 

31,59 5,81 

35 0,10 

32,57 0,10 

35 1,39 

22,74 1,15 

25,26 1,92 

22,17 0,72 

29,52 62,02 

27,94 2,02 

21,45 1,34 

35 1,39 

29,94 0,24 
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MPs induziert mit ß
enzierende Zellen mit Zugabe von 

Platten kultiviert, mit Citrat/Aceton/Formaldehyd fixiert
Alkaline Phosphatase Kit (Sigma) gefärbt. Maßstabsbalken entspre

mittels PCR Array untersuchten

 im Vergleich zu nicht
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

Kontrolle d23

 

CT-
Wert 

fold 

change

22,84 1,49

35 1,33

23,95 24,89

17,34 1,76

26,37 1,44

21,69 1,27

22,56 2,87

31,64 0,64

31,18 0,36

30,61 14,10

35 0,12

33,43 0,07

35 1,71

22,67 1,49

24,99 2,85

21,96 1,03

28,21 190,21

28,46 1,72

21,32 1,80

34,37 2,66

29,54 0,40

induziert mit ß-GP oder AA
enzierende Zellen mit Zugabe von 

Platten kultiviert, mit Citrat/Aceton/Formaldehyd fixiert
Alkaline Phosphatase Kit (Sigma) gefärbt. Maßstabsbalken entspre

mittels PCR Array untersuchten

im Vergleich zu nicht-differenzierenden hES
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

Kontrolle d23 NaVPA d7

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change

1,49 23,02 1,24

1,33 34,49 1,79

24,89 25,7 7,02

1,76 17,45 1,54

1,44 26,88 0,95

1,27 21,81 1,10

2,87 23,19 1,75

0,64 30,99 0,95

0,36 30,41 0,57

14,10 34,72 0,77

0,12 31,32 1,49

0,07 33,87 0,05

1,71 35 1,62

1,49 22,93 1,17

2,85 26,02 1,31

1,03 22,02 0,93

190,21 33,13 5,91

1,72 28,84 1,25

1,80 21,71 1,30

2,66 35 1,62

0,40 30,77 0,16

GP oder AA und
enzierende Zellen mit Zugabe von ß-GP (B

Platten kultiviert, mit Citrat/Aceton/Formaldehyd fixiert und mit einem Na
Alkaline Phosphatase Kit (Sigma) gefärbt. Maßstabsbalken entspre

mittels PCR Array untersuchten Gene in differenzierenden 

differenzierenden hES
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

NaVPA d7 NaVPA d15

fold 

change 

CT-
Wert 

1,24 22,63 

1,79 35 

7,02 24,43 

1,54 16,92 

0,95 26,39 

1,10 22,45 

1,75 23,16 

0,95 30,19 

0,57 29,68 

0,77 31,97 

1,49 35 

0,05 32,94 

1,62 35 

1,17 22,52 

1,31 25,52 

0,93 21,77 

5,91 30,68 

1,25 27,41 

1,30 22,17 

1,62 35 

0,16 30,89 

und ß-GP. 
(B) oder AA, ß

und mit einem Naphthol AS
Alkaline Phosphatase Kit (Sigma) gefärbt. Maßstabsbalken entspre

Gene in differenzierenden 

differenzierenden hES-MPs (d0) für 
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) geze

NaVPA d15 NaVPA d23

fold 

change 

CT-
Wert

1,49 22,55

1,15 33,86

15,43 23,89

2,02 17,16

1,23 26,39

0,65 22,71

1,63 22,92

1,51 30,38

0,87 30,67

4,73 31,14

0,11 35 

0,08 34,42

1,48 35 

1,42 22,45

1,69 25,69

1,01 21,69

29,65 30,72

3,08 26,89

0,86 21,82

1,48 35 

0,13 30,98

 

) oder AA, ß-GP (C) 
phthol AS-

Alkaline Phosphatase Kit (Sigma) gefärbt. Maßstabsbalken entspre-

Gene in differenzierenden 

MPs (d0) für 
die einzelnen Analysezeitpunkte der Expositionen gegenüber NaVPA und PBS (Kontrolle) gezeigt. 

NaVPA d23 

Wert 
fold 

change 

22,55 1,67 

33,86 2,70 

23,89 23,93 

17,16 1,83 

26,39 1,31 

22,71 0,57 

22,92 2,06 

30,38 1,41 

30,67 0,47 

31,14 8,99 

 0,11 

34,42 0,03 

 1,58 

22,45 1,59 

25,69 1,61 

21,69 1,14 

30,72 30,64 

26,89 4,71 

21,82 1,17 

 1,58 

30,98 0,13 
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Gen-
symbol 

CT-
Wert 
d0 

Kontrolle d7 Kontrolle d15 Kontrolle d23 NaVPA d7 NaVPA d15 NaVPA d23 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

COL14A1 30,74 28,64 6,67 26,26 31,09 25,88 49,68 29,49 3,86 28,41 7,47 27,97 10,79 

COL15A1 29,81 29,75 1,61 25,71 23,93 23,86 105,88 30,02 1,40 26,92 10,96 25,55 30,24 

COL1A1 19,24 16,66 9,29 15,89 14,18 15,95 16,76 17,16 6,82 17,24 5,92 17,49 5,31 

COL1A2 16,58 15,35 3,65 15,61 2,74 15,9 2,75 15,6 3,21 16,22 1,91 16,58 1,58 

COL2A1* 34,9 32,72 6,99 35 1,30 33,14 5,81 35 1,51 35 1,38 35 1,47 

COL3A1 19,15 17,2 5,98 16,63 7,99 16,49 10,80 17,41 5,41 17,16 5,90 17,36 5,47 

COL5A1 22,58 21,62 3,03 21,46 3,04 21,33 4,07 21,81 2,76 21,85 2,46 21,95 2,45 

COMP 33,75 32,9 2,78 30,85 10,40 28,69 57,15 35 0,68 34,79 0,72 33,67 1,66 

CSF1 24,52 25,15 1,00 24,39 1,53 24,22 2,12 25,52 0,81 24,58 1,43 23,8 2,61 

CSF2 27,76 31,46 0,12 32,68 0,05 33,18 0,04 30,7 0,21 31,18 0,14 32,24 0,07 

CSF3 29,82 35 0,04 34,17 0,07 33,25 0,16 31,88 0,39 31,33 0,52 30,36 1,09 

CTSK 23,39 24,49 0,72 21,64 4,68 20,65 11,40 24,7 0,65 22,61 2,55 21,57 5,58 

DLX5 34,92 35 1,47 35 1,32 35 1,63 35 1,54 35 1,40 35 1,50 

EGF 28,52 27,12 4,11 26,54 5,51 27,27 4,09 26,77 5,46 26,19 7,44 26,92 4,79 

EGFR 22,33 24,33 0,39 24,25 0,37 24,4 0,41 24,4 0,39 24,16 0,41 23,81 0,56 

FGF1 22,62 23,64 0,76 24,36 0,42 25,21 0,28 23,43 0,92 23,52 0,79 23,88 0,66 

FGF2 21,28 21,38 1,45 21,48 1,22 21,79 1,21 21,26 1,64 20,62 2,35 20,7 2,36 

FGFR1 22,96 23,95 0,78 23,28 1,12 22,68 2,09 24,14 0,71 23,5 1,02 22,96 1,58 

FGFR2 35 34,46 2,25 33,73 3,37 32,91 7,30 35 1,62 35 1,48 33,87 3,46 

FLT1 24,16 23,71 2,11 23,47 2,25 23,59 2,55 23,36 2,83 22,78 3,86 22,52 4,94 

FN1 15,44 14,23 3,59 14,52 2,63 14,55 3,17 14,28 3,61 14,54 2,75 14,63 2,75 

GDF10 34,48 34,22 1,86 32,21 6,76 34,73 1,44 35 1,13 34,42 1,55 35 1,10 

GLI1 29,71 31,37 0,49 30,74 0,68 30,84 0,78 30,68 0,83 31,47 0,44 30,73 0,78 

ICAM1 22,2 21,72 2,15 20,78 3,72 20,65 5,00 21,42 2,79 20,5 4,80 20,15 6,51 

IGF1 35 34,82 1,76 33,88 3,02 31,31 22,08 35 1,62 35 1,48 34,49 2,25 

IGF1R 23,28 24,18 0,83 23,91 0,90 23,63 1,34 24,24 0,83 24,14 0,81 23,67 1,20 

IGF2 26,72 27,88 0,70 28,08 0,54 27,61 0,92 28,22 0,57 29,51 0,21 29,37 0,25 

IHH* 35 35 1,55 35 1,39 35 1,71 35 1,62 35 1,48 35 1,58 

ITGA1 23,67 20,68 12,24 20,64 11,31 20,53 15,04 20,66 13,00 20,66 11,89 20,52 13,92 

ITGA2 19,97 22,71 0,23 23,6 0,11 23,71 0,13 22,68 0,25 22,76 0,21 22,54 0,27 

ITGA3 21,67 22,28 1,01 21,87 1,21 21,62 1,78 22,14 1,17 21,46 1,71 21,16 2,25 

ITGAM 33,91 34,68 0,91 34,83 0,74 34,51 1,13 34,38 1,17 34,66 0,88 34,27 1,23 

ITGB1 15,82 16,13 1,25 15,97 1,26 15,93 1,59 16,01 1,42 15,79 1,52 15,87 1,53 

MMP10 29,74 30,27 1,07 30,96 0,60 30,68 0,90 30,77 0,79 29,71 1,52 29,56 1,80 

MMP2 20,33 20,45 1,42 19,54 2,41 18,97 4,40 20,67 1,27 19,76 2,19 19,42 2,95 

MMP8 32,37 32,59 1,32 31,23 3,06 31,72 2,68 31,01 4,15 30,77 4,50 31,51 2,87 

MMP9 30,88 31,31 1,15 33,79 0,19 35 0,10 30,71 1,83 33,61 0,22 33,38 0,28 

NFKB1 24,17 25,31 0,70 25,34 0,62 25,38 0,74 25,31 0,73 25,43 0,62 25,35 0,70 

NOG 23,95 27,35 0,15 26,87 0,18 26,81 0,24 27,71 0,12 27,84 0,10 27,43 0,14 

PDGFA 25,53 23,67 5,62 22,93 8,47 22,9 10,68 24,17 4,16 23,14 7,76 22,94 9,55 

PHEX 27,79 28,12 1,23 27,44 1,77 27,89 1,60 27,95 1,45 27 2,57 27,29 2,23 

RUNX2 24,46 24,67 1,34 25,22 0,82 25,22 1,02 24,71 1,36 24,93 1,07 24,88 1,18 

SERPINH1 18,23 17,51 2,54 17,32 2,61 17,44 2,96 17,66 2,40 17,61 2,27 18,02 1,82 

SMAD1 22,53 24,2 0,49 24,34 0,40 24,51 0,44 24,33 0,47 24,28 0,44 24,4 0,43 

SMAD2 21,24 21,55 1,26 21,23 1,40 21,33 1,61 21,56 1,30 21,18 1,55 21,33 1,49 

SMAD3 25,59 28,54 0,20 29,27 0,11 28,93 0,17 29,31 0,12 29,55 0,10 29,55 0,10 
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Gen-
symbol 

CT-
Wert 
d0 

Kontrolle d7 Kontrolle d15 Kontrolle d23 NaVPA d7 NaVPA d15 NaVPA d23 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

CT-
Wert 

fold 

change 

SMAD4 21,72 22,53 0,88 22,53 0,79 22,63 0,91 22,69 0,83 22,57 0,82 22,42 0,97 

SMAD5 21,55 22,67 0,71 22,88 0,55 22,89 0,67 22,76 0,70 22,85 0,60 22,63 0,74 

SOX9 23,19 26,57 0,15 25,96 0,20 25,83 0,27 26,64 0,15 26,37 0,16 26,12 0,21 

SP7 30,11 30,25 1,41 30,14 1,37 29,99 1,85 29,85 1,93 29,63 2,07 30,15 1,53 

SPP1 23,37 24,8 0,58 24,51 0,64 25,32 0,45 24,5 0,74 23,44 1,42 23,88 1,11 

TGFB1 22,01 23,34 0,62 22,9 0,75 23,01 0,86 23,7 0,50 23,51 0,52 23,57 0,54 

TGFB2 21,19 19,5 5,00 19,67 4,00 19,72 4,76 18,94 7,68 18,56 9,20 18,53 9,97 

TGFB3 27,28 27,15 1,70 27,3 1,38 27,47 1,50 27,97 1,00 27,74 1,08 27,64 1,24 

TGFBR1 22,93 22,71 1,81 22,38 2,04 22,21 2,82 22,82 1,75 22 2,83 21,66 3,82 

TGFBR2 20,97 22,25 0,64 22,25 0,57 21,94 0,87 22 0,79 21,52 1,01 21,4 1,17 

TNF 32,56 35 0,29 35 0,26 35 0,32 35 0,30 35 0,27 35 0,29 

TNFSF11 34,89 34,28 2,37 34,13 2,35 34,84 1,77 34,17 2,67 33,6 3,62 34,22 2,51 

TWIST1 22,96 23,57 1,01 23,65 0,86 23,79 0,96 23,89 0,85 24,2 0,63 23,94 0,80 

VCAM1 26,47 27,69 0,66 27,4 0,73 27,72 0,72 27,7 0,69 27,49 0,73 26,39 1,66 

VDR 27,46 26,84 2,38 25,71 4,68 25,54 6,49 27,25 1,87 25,85 4,50 25,77 5,07 

VEGFA 20,84 22,64 0,45 21,76 0,74 22,16 0,69 22,81 0,41 21,66 0,84 21,75 0,84 

VEGFB 21,34 21,64 1,26 20,4 2,66 20,2 3,77 21,6 1,35 20,67 2,36 19,81 4,55 

ACTB 14,76 15,52 0,91 15,95 0,61 16,44 0,53 15,7 0,84 16,17 0,56 16,53 0,46 

B2M 18,18 17,51 2,47 16,48 4,52 16,62 5,05 17,37 2,83 16,39 5,12 15,89 7,71 

GAPDH 15,4 16,34 0,81 16,24 0,78 16,7 0,70 16,67 0,67 16,61 0,64 17,15 0,47 

HPRT1 22,3 23,65 0,61 23,58 0,57 23,84 0,59 23,62 0,65 23,36 0,71 23,37 0,75 

RPLP0 14,9 15,68 0,90 15,68 0,81 15,82 0,91 15,65 0,96 15,83 0,77 15,9 0,79 

* Daten wurden nicht in die Auswertung einbezogen, da Dissoziationskurven in mehreren Proben 
Doppelpeaks aufwiesen. Dies korrelierte in allen Fällen mit hohen CT-Werten (sehr niedriger bis kein 
Nachweis der mRNA). 


