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Abkurzungsverzeichnis

aP alkalische Phosphatase

BMP “bone morphogenetic protein”

BMP-R BMP-Rezeptor

BrdU Bromdesoxyuridin

BSP “bone sialoprotein”

bzw. beziehungsweise

C/EBP ,LCCAAT/enhancer binding protein®

CD “cluster of differentiation”

cDNA scopied“ DNA

CMSC Centrum fur muskoloskeletale Chirurgie
Col Kollagen

DNA Desoxyribonukleinsaure

DMEM ~Dulbeccos modified eagle medium*
DRFZ Deutsches Rheuma-Forschungszentrum
ECM extrazellulare Matrix

EGF “epidermal growth factor”

EGF-R EGF-Rezeptor

FBS fotales Kélberserum

FGF “fibroblast growth factor”

FGF-R FGF-Rezeptor

GAPDH Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
G-CSF Granulozyten Kolonie stimulierender Faktor
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor
HE Hamatoxylin-Eosin

ICAM “intercellular adhesion molecule”

IGF “insulin-like growth factor”

IGF-R |IGF-Rezeptor

iISMAD inhibitorischer SMAD

KIE Kallidogenase-Inaktivator-Einheiten
M-CSF Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor
MMP Matrixmetalloprotease

mRNA .messenger‘ RNA



MSC
MTS

MyoD
NFkB
Oz

OPN
Osx
PBS
PDGF
PDGF-R
PMS
PPARy
RNA
RPL13A
rSMAD
RunXx2
TGF-B
TGF-B-R
TNF-a
SMAD
SOX9
VCAM
VD-R
VEGF
VEGF-R
z.B.

2D

3D

mesenchymale Stammzelle
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

~myogenic differentiation*

,huclear facor k B

Sauerstoff

Osteopontin

Osterix

“phosphate buffered solution”

“platelet derived growth factor”
PDGF-Rezeptor

Phenazinmethosulfat
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y
Ribonukleinsgure

ribosomales Protein L13A
rezeptoregulierter SMAD

“runt-related transcription factor 2”
“transforming growth factor-33”
TGF-B-Rezeptor

Tumornekrosefaktor a

“small, mothers against decapentaplegic”
“(sex determining region Y)-box 9”
,vascular cell adhesion molecule*
Vitamin-D-Hormon-Rezeptor

»vascular endothelial growth factor”
VEGF Rezeptor

zum Beispiel

zweidimensional

dreidimensional



1 Einleitung

Knochen ist ein Gewebe, das nach Schéadigung ohne Narbenbildung heilen kann.
Jedoch ist seine Regenerationsfahigkeit begrenzt. Knochendefekte, die eine kritische
GroéBe Uberschreiten, heilen oftmals trotz angemessener Ruhigstellung nicht. Diese
Situationen entstehen unter anderem bei Tumorresektionen [1], Traumata [2, 3] und
Endoprothesenwechseln [4, 5]. Sie stellen ein groBes Problem in der Orthopédie,

Unfall- und Kieferchirurgie dar.

Die besten klinischen Ergebnisse werden derzeit durch die Behandlung mit autogenen
Knochentransplantaten erzielt [6]. Diese gelten deswegen als Goldstandard in der
Behandlung von Knochendefekten [7]. Nachteilig sind aber die Entnahmemorbiditat [8,
9] und die Begrenzung des zur Verfligung stehenden Materials [10].

Allogene oder xenogene Transplantate kénnen alternativ verwendet werden [11, 12],
bergen allerdings ein Risiko fir immunologische AbstoBungsreaktionen und die
Ubertragung von Infektionskrankheiten [13, 14]. Anorganische Materialien wiederum
stellen die sofortige Stabilisierung des Knochendefektes sicher, fihren aber hinsichtlich
Materialermtdung, Resorption und Korrosion zu Problemen [15, 16].

Aufgrund dieser Problematik wird intensiv an alternativen Biomaterialien geforscht, die
nach Einbringung in den Defekt und erfolgtem Remodeling zur restitutio ad integrum

fuhren.

Eine Mdoglichkeit ist die Erzeugung von Vitalimplantaten mit Hilfe des Tissue
Engineerings. Joseph P. Vacanti definierte 1995 Tissue Engineering allgemein als ,,An
interdisciplinary field in which the principles of engineering and life science are applied
toward the generation of biologic substitutes aimed at the creation, preservation or
restoration of lost organ function® [17]. Fur die Herstellung artifizieller autologer
Knochenersatzmaterialien wird eine in-vitro-Zichtung von dreidimensionalen
Ersatzmaterialien aus einer kleinen Zahl vitaler Zellen angestrebt. Die Zellen sollen
dabei durch chemische, mechanische und umgebungsspezifische Stimuli auf ihren

Einsatz in vivo optimal vorbereitet werden [18].
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1.1 Osteogeneseférderung

Materialien zur Anregung der Knochenneubildung kdnnen drei osteogeneseférdernde
Eigenschaften besitzen, wobei
= osteoinduktive Eigenschaften die Differenzierung von Progenitorzellen férdern.
= osteokonduktive Eigenschaften zu einer hdheren Wahrscheinlichkeit der
Einwanderung von Progenitorzellen in das zu regenerierende Gewebe flhren.
= osteoplastische Eigenschaften direkt die Knochenregeneration durch das
Vorhandensein von Progenitorzellen unterstitzen.

Knochenersatzmaterialien zeigen diese Eigenschaften in unterschiedlicher Auspragung.

1.2 Tissue Engineering

Bisher wurden im Rahmen des Tissue Engineerings folgende drei Verfahrensarten zur

Erzeugung von Knochenersatzmaterialien eingesetzt:

= matrixbasierte Verfahren
= proteinbasierte Verfahren

= zellbasierte Verfahren

Bei matrixbasierten Verfahren wird eine reine Defektflllung durch synthetische
Materialien angestrebt. Hierzu werden meist Keramiken aus Hydroxylapatit und
Trikalziumphosphat oder Metalle, wie zum Beispiel Titan oder Tantal, verwendet. Diese
weisen oft eine pordse osteokonduktiv wirkende Oberflache auf. Die Nachteile dieser
Materialien liegen im Fehlen von weiteren osteogeneseférdernden Eigenschaften und in

ihren ungiinstigen physikalischen Charakteristika [15, 16, 19, 20].

In proteinbasierten Verfahren werden Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren mit
osteoinduktiven Eigenschaften in den Defekt eingebracht. Die Grundlage fir dieses
Verfahren wurde 1965 von Urist entdeckt [21]. Er beobachtete eine ektope
Knochenneubildung nach Injektion von lyophilisiertem, demineralisiertem Knochen im

Kaninchenmodell. Die einzelnen Wirkbestandteile wurden in den vergangenen Jahren
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genauer analysiert. Dabei wurden Uber 15 Faktoren isoliert, die zu einer osteogenen
Differenzierung in  vivo fuhren [22]. Trotz intensiver Forschung und
erfolgversprechenden préklinischen Studien wurden jedoch mit diesen Faktoren, mit
Ausnahme von BMP-2 [23], kaum klinische Erfolge erzielt [24].

Die zellbasierten Verfahren sind die differenziertesten Methoden. Dabei hat sich das
Verfahren von der einfachen Einbringung von Zellen in einen Defekt hin zur Herstellung
komplexer Konstrukte in vitro entwickelt. Heute kommt folgender Algorithmus zur
Anwendung (Abb. 1):

Dem Patienten wird zunachst eine Gewebeprobe enthommen, aus der die gewlinschten
Zellen isoliert werden. Diese Zellen werden in vitro vermehrt, dann in eine
dreidimensionale Matrix eingebracht, durch Pradifferenzierung auf ihren Einsatz in vivo
vorbereitet und anschlieBend reimplantiert. Die Knochenheilung ist nach
Wiederherstellung  der urspringlichen  Knochenarchitektur, dem Remodeling,

abgeschlossen.

Zellgewinnung o Zellkultur . Konstrulktherstellung

F.

Femodeling

Abb. 1: Vorgehensweise beim zellbasierten Verfahren.
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FUr die Herstellung von osteogenen Konstrukten mit Hilfe des zellbasierten Verfahrens
bendtigt man daher

= Zellen

= Methoden zur Pradifferenzierung der Zellen

= eine Matrix.
Der folgende Abschnitt bietet einen Uberblick (iber ausgewahlte Bestandteile dieser

Konstrukte.
1.2.1 Zellen

Grundlage der Konstrukte bilden osteogene Zellen. Sie mussen sich gut vermehren
lassen und zur osteogenen Differenzierung fahig sein. Fir die Auswahl der passenden
Zellen ist das Wissen Uber die Zellen im Knochen und ihre Differenzierungsstufen
entscheidend.

Reifer Knochen besteht aus Osteozyten, die in der sie umgebenden Matrix eingebaut
sind. Osteozyten entstehen in einem kontinuierlichen Prozess aus mesenchymalen
Stammzellen (MSC) [25]. Die Entwicklung verlauft von der MSC {ber die frihe
Osteoprogenitorzelle und den Praosteoblasten hin zum Osteoblasten und schlieBlich
zum Osteozyten (Abb. 2).
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zunehmende Differenzierung bei abnehmender Proliferation

Lining Cell

Osteoblast
s Fraosteoblast Ofﬂ Q
Osteoproger?itorz/ell/e/ O O Apoptose
O30 —W®
/e O Q\O
C)/ Myué;“ghlo Q O 7OgeoDM

Whoblast Chondrozyt  Adipoznt
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Zol |- Zol |+ Zol |+ Zol |+ Col | -
ESP - ESP - ESP + ESF + EsSP -

Abb. 2: Differenzierung des Osteoblasten aus der mesenchymalen Stammzelle mit den jeweils typischen
Expressionsmustern in den einzelnen Entwicklungsphasen, modifiziert nach Aubin [26].

Bis heute sind nur wenige osteogenesespezifische Gene bekannt. Zwei davon sind der
‘runt-related transcription factor 2” (RunX2) und Osterix (Osx). Beide sind
Transkriptionsfaktoren mit entscheidender Bedeutung fir die friihe Osteogenese.
RunX2 und Osx knock-out-Mause entwickeln deshalb keinen bzw. kaum Knochen [27,
28]. Osx reguliert die Osteogenese stromabwarts von Runx2, da sich in Osx knock-out-
M&ausen noch Runx2 positive Zellen finden lassen, umgekehrt jedoch nicht [27].

Es gibt bis heute jedoch keinen spezifischen Marker fiir MSC, so dass die Einteilung der
Vorlauferzellen  nach  ihrer  Differenzierungsfahigkeit  sowie  nach  ihren
Expressionsprofilen und Oberflachenmarkern erfolgt [29].

MSC und Osteoblasten haben aufgrund ihres  Differenzierungs- und
Proliferationspotentials fur die Herstellung osteogener Konstrukte eine herausragende
Bedeutung. Daher soll im folgenden auf beide besonders eingegangen werden.

Bei der Charakterisierung von MSC und Osteoblasten an Hand ihrer Syntheseprodukte
und Oberflachenmarker fallen die vielen Gemeinsamkeiten auf (Abb. 3).
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Osteoblasten

MSC

Integrin a3

Osteopontin, BMP-3
Dsteonectin ! BMP-4
- o Fibrunectini EmP-5 45
ollagen Kollagen |+ BMP-6 - i
G-CSF Kollagen 1l | MMP-2 gua?:uflaalgﬁmtem
Integrin af Kaollagen v | MmP-11 BMP-2
Intedrin 24 Kollagen vl | GM-CSF EME-T
[CANM-2 Kollagen X | M-CSF bR P15
IGF-I,-Il | TNF-0 IR
Bighycan | TGF-R Integrin o4
Decorin 1 EGF-R
Inteqrin o1 i IGF-R
Integrin o2 i FGF-F
I
I
I
I

Abb. 3: Von MSC und Osteoblasten synthetisierte Proteine, modifiziert nach Schieker [30].

Diese Ergebnisse wurden von einer Vielzahl von Autoren erbracht. Die einzelnen
Ergebnisse miteinander zu vergleichen ist schwierig, da die Arbeitsgruppen
unterschiedliche Isolationsverfahren und Kulturbedingungen benutzten, wodurch Gene

verschieden reguliert und Expressionsprofile anders akzentuiert werden [31, 32].

Mesenchymale Stammzellen

MSC sind die frihesten Osteoprogenitorzellen im adulten Kérper. Friedenstein et al.
isolierten 1968 als erste MSC aus dem Knochenmark [33], ihren Namen erhielten sie
1991 durch Caplan [34]. Haynesworth verbesserte die Isolierungsmethode durch die
Einfhrung einer Dichtegradientenzentrifugation in den Prozess [35].

MSC konnten in vivo zur Knochenbildung [33, 36, 37] und in vitro [38-40] zur
Matrixmineralisierung angeregt werden. Sie kdnnen auBer in osteogene auch in
chondrogene, adipogene und andere Richtungen differenziert werden [41-43]. lhr
Nachweis wird mangels spezifischer Marker zur Zeit durch Differenzierungsversuche a
posteriori erbracht. Marker der fortgeschrittenen Osteogenese wie alkalische
Phosphatase (aP) und Kollagen | werden von MSC nicht exprimiert [26, 41].

MSC sind auch nach der zehnten Zellteilung noch pluripotent [41, 44] und daher mit
dieser Eigenschaft als Ausgangsmaterial fir den Einsatz im Tissue Engineering
besonders geeignet.
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Osteoblasten

Die Funktion der Osteoblasten in vivo besteht in der Synthese der kollagenreichen
extrazelluldren Matrix (ECM), die sekundar mineralisiert. Am Ende der sekretorischen
Phase der Knochenformation werden die Zellen mit kalzifizierter Matrix eingebaut und
differenzieren entweder zu Osteozyten, flachen ab und werden zu ,Lining-Cells* oder
werden apoptotisch [26].

Osteoblasten sind im Gegensatz zu MSC nicht pluripotent. Sie exprimieren neben
RunX2 und Osx zusétzliche Marker der fortgeschrittenen Osteogenese wie alkalische
Phosphatase und ,bone sialoprotein® [30]. Zu den synthetisierten Proteinen gehéren vor
allem Kollagene, Osteocalcin, Matrixmetalloproteasen (MMP) und Integrine.
Osteoblasten eignen sich weniger als Ausgangsmaterial fir die Herstellung osteogener
Konstrukte, aufgrund ihrer geringen Proliferationsrate [31, 45]. Sie wéren jedoch bei der
Implantation in Knochendefekte von Vorteil, da Osteoblasten wegen ihrer weiter als bei
den MSC fortgeschrittenen Differenzierung bereits extrazellulare Matrix produzieren und
dadurch schneller zur Wiederherstellung von Knochensubstanz flihren kénnten.

1.2.2 Pradifferenzierung

Die isolierten Zellen sollen durch Methoden der Pradifferenzierung auf ihren Einsatz in
vivo vorbereitet werden. Diese kann durch Kulturmedien, Wachstumsfaktoren und

Zytokine sowie mechanische Stimulation erreicht werden [41, 46, 47].

1.2.2.1 Differenzierungsfaktoren und Mediumzusatze

Differenzierungsfaktoren wie ,bone morphogenetic proteins® (BMP) [47] und
“transforming growth factor-B” (TGF-B) [48] besitzen osteoinduktive Eigenschaften.
Beide gehéren zur Gruppe der TGF-B-Superfamilie. Faktoren dieser Klasse binden an
spezifische transmembrandse Rezeptoren, die an den SMAD-Signalweg (,small,
mothers against decapentaplegic pathway“) gekoppelt sind [49]. Dieser besteht aus
einer Kaskade aktivierender und inhibitorischer SMAD (Abb. 4). Es gibt zwei
Rezeptortypen die zusammenwirken. Typ |l bindet den Liganden und phopsphoryliert

anschlieBend den Rezeptor Typ I, woraufhin dieser bestimmte SMAD reguliert. Laut
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Attisano und Wrana gibt es 8 verschiedene SMAD [50]. SMAD-1, -2, -3, -5 und -8
gehoéren zu den rezeptorregulierten SMAD (rSMAD). Diese werden vom Rezeptor Typ |
direkt phosphoryliert und somit aktiviert. Die rSMAD verbinden sich mit SMAD-4, einem
ubiquitaren CoSMAD. Zusammen akkumulieren sie im Nukleus. Durch Bindung an
DNA-Bindungsstellen, Coaktivatoren und —repressoren steuern sie die Genexpression.
Eine dritte Klasse von SMAD sind die inhibitorischen SMAD (iISMAD) -6 und -7, die
durch eine Verklrzung der Halbwertszeit der rSMAD den Signalweg beeinflussen [49,
50].

Rezeptar Typ |

Rezeptor Typ 1l

*Ligand

Abb. 4: Signaltransduktion durch den SMAD-Signalweg, modifiziert nach Attisano und Wrana [50].

Die osteoinduktive Wirkung der Differenzierungsfaktoren ist fur BMP-2 am besten
dokumentiert. Es vermittelt seine Wirkung Gber den BMP-Rezeptor Typ I, welcher
SMAD-1 und -5 aktiviert [51]. Die Induktion der osteogenen Differenzierung dauert in
vitro ungeféhr 7 bis 14 Tage. Die osteogeneseférdernden Eigenschaften von BMP-2
konnten sowohl in vitro als auch in vivo und in klinischen Studien nachgewiesen werden
[22, 47].
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Neben den Wachstumsfaktoren als Proteine kdénnen auch andere Substanzen
osteoinduktiv wirken. Zu diesen gehdéren Dexamethason, Ascorbinsaure und B-
Glycerolphosphat. Jaiswal et al. entwickelten das Standardprotokoll flr die Kultur von
MSC mit diesen drei Zusatzen [40]. Dexamethason hemmt die Proliferation und férdert
die Osteogenese, B-Glycerophosphat dient als Phosphatquelle und Ascorbinsaure als
Co-Faktor fur die Hydroxylierung von Prolin und Lysin bei der Kollagensynthese. Fiir die
beginnende Differenzierung in osteogene Richtung ist in vitro eine durchschnittliche

Kulturdauer von 7 bis 14 Tagen nétig [40, 41].

Nachteilig an diesem Verfahren ist, dass die Zeit bis zur Wirkungsentfaltung von
Mediumzuséatzen und Wachstumsfaktoren mit bis zu zwei Wochen relativ lang ist [40,
41]. Im Falle einer Implantatherstellung kann es auBerdem zu allergischen Reaktionen
und bei Freisetzung von Zusatzen zur Beeinflussung verschiedenster Gewebe kommen
[52]. Die Suche nach anderen Methoden zur Préadifferenzierung von osteogenen Zellen
stellt daher einen groBen Forschungsbedarf dar.

1.2.2.2 Mechanische Stimulation

Die mechanische Stimulation von osteogenen Zellen in Konstrukten ist eine weitere
Methode der Pradifferenzierung. Bereits 1892 postulierte Wolff, dass Knochen durch
mechanische Belastung zum Auf- und durch Entlastung zum Abbau angeregt wird. Der
Nachweis des Einflusses mechanischer Belastung auf den Knochen in vivo gelang.
Courteix et al. zeigten zum Beispiel, dass Turner, die hohen Bremskraften ausgesetzt
sind, dichtere Knochen haben als Schwimmer, auf die keine Bremskréafte wirken [53].
Junge Ratten, die sich vermehrt im Laufrad bewegten, wiesen ebenfalls ein vermehrtes
Knochenwachstum auf [54]. Bei Untersuchungen des Einflusses von mechanischer
Stimulation auf Osteoprogenitorzellen in vitro wurden Hinweise auf eine osteoinduktive
Wirkung gefunden [46, 55, 56]. Allerdings gibt es auch widersprichliche Ergebnisse.
Angele et al. zeigten eine verstérkt chondrogene Differenzierung von MSC unter
hydrostatischer Belastung [57]. Wahrscheinlich liegt dies an den unterschiedlichen
Belastungsarten. Vielversprechend scheint der Einsatz mechanischer Kompression zu
sein. Matziolis et al. fanden in 3D-Konstrukten mit Osteoprogenitorzellen, die in einem

neuartigen Bioreaktor (siehe 2.1.6) mechanischer Kompression ausgesetzt wurden,
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Hinweise auf eine fortgeschrittene osteogene Differenzierung der Zellen [55]. Der
Einsatz dieses Bioreaktors zur Pradifferenzierung von osteogenen Zellen liegt daher
nahe. Die Dauer der Stimulation dirfte jedoch nicht wie bei Remodelingprozessen in
vivo Monate in Anspruch nehmen. Diese Zeitspanne ist fir die Herstellung von
osteogenen Konstrukten unannehmbar, da zur adaquaten Behandlung von
Knochendefekten Konstrukte zeitnah hergestellt werden missen. Aus diesem Grund ist
es von Interesse, die Kulturzeit bis zur endgiltigen osteogenen Differenzierung
moglichst kurz zu halten. Es ist jedoch noch unklar, ob auch eine kurzzeitige
mechanische Stimulation in vitro Uber wenige Tage ausreichend wére, um eine

osteogene Differenzierung zu induzieren.

1.2.3 Matrices

Die verwendete Matrix interagiert direkt mit den Zellen, gibt die physikalischen
Bedingungen vor und entscheidet Uber die Mdoglichkeiten der Einbringung des
Konstruktes wahrend der Operation.
Folgende Eigenschaften sollte die Matrix besitzen:

= Biokompatibilitat

= Degradierbarkeit

= Resorbierbarkeit

= Porositat

= mechanische Stabilitat
Da MSC physiologischerweise in einer dreidimensionalen (3D) Anordnung vorkommen,
sollte ebenfalls eine 3D Anordnung Verwendung finden. In Experimenten wurde
nachgewiesen, dass die Zellen sich hierdurch vor allem starker differenzieren [58, 59].
Zahlreiche Materialien wurden in der Vergangenheit fir die Kultur von MSC getestet.
Hydroxylapatit kam dabei h&ufig zur Anwendung [19, 20, 39, 60], da es ein hartes
Material ist, dessen Oberflachenbeschaffenheit der des Knochens ahnelt. Nachteilig ist
jedoch die ungentigende Degradierbarkeit, wodurch noch nach Jahren die Implantate
radiologisch nachgewiesen werden kénnen [20, 61]. Hydroxylapatit ist zwar ein
naturnaher Stoff, ist aber ungeeignet, um die Zellen innerhalb dieser Matrix

mechanischer Kompression auszusetzen.
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Fibrin ist ein Bestandteil der menschlichen Gerinnungskaskade und hat sich sowohl im
Tissue Engineering [55, 62-64] als auch in der Klinik bereits bewahrt [65-67]. Fibrin-
Monomere entstehen durch die Spaltung von Fibrinogen durch Thrombin. Diese werden
durch den aktivierten Faktor XllI kovalent Uber Lysin-Glutamin-Bindungen verbunden,
lagern sich zu Fibrillen zusammen und bilden am Ende ein dreidimensionales Netzwerk.
Die Geschwindigkeit der Degradierung des Fibrins hangt vom Gleichgewicht zwischen
Plasminogen und weiteren Proteasen sowie Aprotinin, einem Proteaseinhibitor, ab.

Die Vorteile von Fibrin sind seine Biodegradierbarkeit, die Fahigkeit von Zellen an Fibrin
zu adharieren, zu proliferieren und sich zu differenzieren [63, 68, 69]. Aufgrund des
humanen Ursprungs werden kaum allergische Reaktionen beim Einsatz im Menschen
beobachtet. Es ist zudem elastisch und kann daher mechanische Kompression in

Deformation umwandeln.
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1.3 Arbeitshypothese

Im Rahmen des Tissue Engineerings von Knochenersatzmaterialien wird versucht
osteogene Konstrukte zur Behandlung von Knochendefekten zu erzeugen. Diese
Konstrukte enthalten Zellen, die fur ihren Einsatz in vivo préadifferenziert werden
kénnen. Ziel dieser Arbeit ist es zu klaren, ob dies auch durch kurzzeitige mechanische
Stimulation erfolgen kann. Daflr soll zunachst in Vorversuchen die optimale Dichte von
humanen mesenchymalen Progenitorzellen in einer Fibrinmatrix bestimmt werden,
sowie deren Eignung fir die Verwendung in einem neuentwickelten Bioreaktor zur
mechanischen Stimulation. AnschlieBend soll im Hauptversuch geklart werden, ob unter
Verzicht auf Wachstumsfaktoren schon eine dreitdgige mechanische Stimulation
humaner mesenchymaler Progenitorzellen in der Fibrinmatrix ausreichend ist, um eine
osteogene Differenzierung der Zellen zu induzieren, die mit der von pradifferenzierten
MSC und Osteoblasten vergleichbar ist. Zudem soll der Einfluss von osteogenem
Medium auf MSC in diesem Versuchsaufbau bestimmt werden.
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2 Material & Methoden

In den Vorversuchen wurden die optimale Zelldichte der verwendeten Fibrinmatrix und
deren Eignung fur ihren Einsatz in den flr mechanische Stimulation entwickelten
Bioreaktoren untersucht. Daflr wurden folgende Versuche durchgefuhrt:
= Bestimmung der Gesamtzellvitalitdt von MSC in Abhangigkeit von der Zelldichte,
= Messung der O»-Séttigung innerhalb der Fibrinkonstrukte in Abhangigkeit von
der Zellzahl und
= Ermittlung der Gesamtzellvitalitadt von MSC in mechanisch stimulierten und

unbelasteten Kontrollkonstrukten.

Zur Bestatigung der Differenzierungsfahigkeit der isolierten humanen MSC und
Osteoblasten wurden folgende Versuche durchgefihrt:
= Einfluss von osteogenem Medium auf die aP-Expression und auf die Bildung von
kalzifizierter Matrix.

= Phénotypisierung unter Einfluss von adipogenem Medium.

Nach Bestimmung der optimalen Parameter in der Fibrinmatrix und Sicherung der
spezifischen Differenzierungsfahigkeit der MSC und Osteoblasten wurde der
Hauptversuch durchgefthrt. Hierfir wurden die Zellen zunachst isoliert, kultiviert und
pradifferenziert. AnschlieBend wurden die Zellen in die Fibrinmatrix eingebracht und fur
drei Tage in Bioreaktoren UberfUhrt und darin mechanisch stimuliert. Dann wurde die
RNA isoliert und mit Hilfe von Microarrays untersucht (Abb. 5).

Aussaat Konstruktherstellung RNA-Isolierung Chiphybridisierung
t[d] L L I
ld] L LI L] -I "
0 7 10 X
J
— g A,

Kultur mit osteogenem Medium mech. Stimulation
Abb. 5: Zeitlicher Ablauf des Hauptversuches
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2.1 Methodische Grundlagen

2.1.1 Medien und Lésungen

Stammzellmedium

»Dulbeccos modified eagle medium* (DMEM)
(4500 mg/l Glukose, 584 mg/I L-Glutamin)

+ 10 % fotales Kalberserum (FBS)

+ 100.000 IE/ml Penicillin

+ 100 mg/ml Streptomycin

Osteogenes Medium

DMEM (4500 mg/l Glukose, 584 mg/I L-Glutamin)
+10 % FBS

+ 200 pM Ascorbinsaure

+ 7 mM B-Glycerophosphat

+ 0,01pM Dexamethason

Adipogenes Medium

DMEM (4500 mg/I Glukose, 584 mg/l L-Glutamin)
+10 % FBS

+ 1 uM Dexamethason

+ 2 uM Insulin

+ 200 pM Indomethacin

+ 500 pM Isobutylmethylxanthin

Waschlésung 1

1 1 Aqua dest.

+ 1 % Natriumdodecylsulfat
+ 1,75 %o Natriumchlorid

+ 0,88 %o Natriumcitrat

Gibco, Karlsruhe

Biochrom, Berlin
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Gibco, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Miinchen
Calbiochem, Bad Soden
Sigma-Aldrich, Miinchen

Gibco, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
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Waschlésung 2

1 1 Aqua dest.

+ 0,5 % Natriumdodecylsulfat Sigma-Aldrich, Minchen
+ 0,88 %o, Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Mlinchen
+ 0,44 %o, Natriumcitrat Sigma-Aldrich, Mlinchen

2.1.2 Zellbiologische Grundlagen

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die
Zellen wurden in Zellkulturflaschen verschiedener GréBe (T75, T175, T300; Nunc,
Wiesbaden) in einem Brutschrank (Heraeus/Kendro, Dusseldorf) bei 37 °C, 5 % CO;
und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellkulturmedien wurden, soweit nicht anders
angegeben, zweimal pro Woche gewechselt.

2.1.3 Zellherkunft und -isolation

Zellherkunft

Die humanen MSC stammten aus dem Femurmarkraum, die humanen Osteoblasten
aus der Spongiosa des Femurkopfes. Beide Materialien wurden bei HUGft-
Totalendoprothesen-Operationen im Centrum fir muskoloskeletale Chirurgie (CMSC)
der Charité gewonnen. Alle Patienten hatten der Entnahme vorher schriftlich
zugestimmt. Die Materialien wurden bei 8 °C aufbewahrt und innerhalb von vier

Stunden ins Labor transportiert und dort sofort weiterverarbeitet.

Isolation der MSC
Die MSC wurden nach Haynesworths Verfahren [35] durch eine

Dichtegradientenzentrifugation mit Histopaque® 1077 (Sigma-Aldrich, Miinchen) isoliert.



Material & Methoden 16
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Histopaque®

Erythrozyten

Abb. 6: Schichten im Einweggefa3 (15 ml) nach der Zentrifugation.

Es wurden 5 ml Histopaque® 1077 in ein EinweggefaB (15 ml; Becton Dickinson,
Heidelberg) gegeben. Dieses wurde mit 8 ml Aspirat aus dem proximalen Femur
Uberschichtet. Dann wurde eine Dichtegradientenzentrifugation (Rotofix 32; Hettich,
Tuttlingen) bei 33 g fir 20 Minuten durchgefiihrt, nach der im EinmalgefaB finf Phasen
erkennbar waren (Abb. 6). Als Schicht mit der geringsten Dichte befand sich oben das
Fett, darunter das Plasma, danach die Interphase mit den MSC, anschlieBend das
Histopaque und ganz unten Erythrozyten und Zelltrimmer. Das Fett wurde mit einer
sterilen Einmalpipette (Sarstedt, Nimbrecht) entfernt, bevor die MSC mit einer weiteren
Einmalpipette abgesaugt und in eine T75-Zellkulturflasche (75 cm?) tberfiihrt wurden.
Diese wurde mit 15 ml Stammzellmedium gefillt und im Brutschrank inkubiert. Nicht-
adharente Zellen wurden durch die Medienwechsel entfernt.

Isolation der Osteoblasten

Zur Gewinnung der Osteoblasten wurden Knochensplitter aus der Spongiosa des
Huftkopfes mit Skalpell und Pinzette geldst. Diese wurden wiederholt gespalten, bis sie
kleiner als 1 mm?® waren. AnschlieBend wurden diese Spongiosastiicke in ein 50 ml
Einweggefa3 Uberfihrt. Die Entfernung von anhaftendem Knochenmark wurde durch
wiederholte mechanische Reinigung mit Phosphate buffered solution (PBS; PAA
Laboratories, Pasching) erzielt. Die Spongiosasticke wurden dann in eine T75-
Zellkulturflasche mit Stammzellmedium gegeben und Uber zwei Wochen in der selben

kultiviert.
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2.1.4 Zellproliferation

Die Passage erfolgte bei 80 % Konfluenz. Es wurde zweimal mit 1 ml PBS/cm?
Zellkulturflaschenboden gewaschen und anschlieBend mit 15 pl Trypsin (Serva,
Heidelberg)/cm? Zellkulturflaschenboden 3 Minuten im Brutschrank inkubiert. Das
Ablésen der Zellen wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Die Zellen
wurden in Stammzellmedium aufgenommen und eine Zellzahlbestimmung mit Hilfe
eines Cell-Counters (Casy® 1; Scharfe System, Reutlingen) durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden 2,5 x 10° Zellen/cm? Zellkulturflaschenboden ausgesat.

2.1.5 Herstellung der Fibrinkonstrukte
2.1.5.1 Fibrinogenlésung

Fir die Herstellung der Fibrinogen- und Thrombinlésung wurde das Tissucol-Kit 2,0
Immuno (Baxter, Heidelberg) verwendet.

Die Fibrinogenlésung enthielt 3000 Kallidogenase-Inaktivator-Einheiten (KIE)/ml, 70-
110 mg/ml Fibrinogen (ca. 9 %), 2-9 mg/ml Plasmafibronectin und 10-50 IE/ml
Blutgerinnungsfaktor XIII.

Die Thrombinlésung enthielt 500 |IE Thrombin/ml Kalziumchloridldsung, wobei die
Kalziumchloridlésung eine Konzentration von 5,88 mg/ml hatte. Beide L&sungen
wurden bei -20 °C gelagert.

2.1.5.2 Herstellung der Konstrukte

Das Medium wurde, um die Degradation der Fibrinmatrix zu verhindern, mit 240 KIE/m|
Aprotinin versetzt.

Die bendtigte Anzahl an Zellen wurde in einem 15 ml EinweggefaB3 abzentrifugiert und
in 350 pl Medium resuspendiert.

Es wurden 35 pul Fibrinogenlésung mit 265 pl Stammzellmedium gemischt und zu den
Zellen hinzugegeben. 50 pl eines Thrombinlésung/Stammzellmedium-Gemisches
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(Verhaltnis 1:2; 500 IE/ml Thrombin) wurden hinzugeflugt. Die Matrix hartete eine
Stunde lang im Brutschrank aus. Danach wurden die Konstrukite zwischen zwei
autoklavierten, humanen Spongiosascheiben platziert, in den Bioreaktor Uberflihrt und
25 ml Stammzellmedium hinzugegeben. Die Spongiosascheiben (14 mm Durchmesser,

4 mm Hdéhe) waren vorher flir zwei Stunden in Stammzellmedium rehydriert worden.

2.1.6 Bioreaktor

Der Bioreaktor (Abb. 7) war durchsichtig, korrosionsfrei und mit Ethylenoxid
sterilisierbar. Ein Gasaustausch zwischen der Umgebung und der geschlossenen
zylindrischen Polyethylenkammer konnte Uber vier Sterilfilter (Schleicher & Schuell,
Dassel) stattfinden. Das Medium konnte nach Entfernung des Aufsatzes gewechselt
werden. Das Konstrukt wurde zwischen zwei flexiblen Silikonmembranen mechanisch
stimuliert. Durch die pneumatisch erzeugte Verschiebung der oberen Membran wurde
ein gleichmaBiger Druck auf das Konstrukt ausgelbt. Die untere Membran war Uber
eine Injectomat®-Leitung (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg) mit einem Druckwandler
verbunden, Uber den die Messung der Druckdnderung erfolgte. Ein in das Geréat
integrierter und programmierbarer Regelkreis ermdglichte die Steuerung des Drucks. Es
konnten stufenlos Dricke bis 11 kPa und Frequenzen bis 1 Hz erzeugt werden. Die
Versuche wurden einheitlich mit einer Frequenz von 0,5 Hz und einem Druck von 10
kPa durchgefuhrt. Ziel war eine Deformation von Ah/h = 20 % der Konstruktdicke (ca. 1
mm), da dies der axialen Kompression in osteosynthetisch stabilisierten Frakturen
entspricht [70].
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Abb. 7: Skizze des Bioreaktors.

2.1.7 Zellvitalitatstest

Die Zellvitalitat wurde mit dem CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay (Promega, USA) untersucht. Das Prinzip des Assays ist wie folgt: 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
(MTS) wird durch Dehydrogenasen, die in vitalen Zellen vorkommen, mit Hilfe von
Phenazinmethosulfat (PMS) zu einem Fomazansalz umgesetzt. Dieses kann im
Photometer bei A = 490 nm gemessen werden. Die Extinktion ist dabei proportional zur
Zellzahl [71, 72].

Der Zellvitalitatstest wurde zur Evaluierung der Zellzahl in Fibrinkonstrukten und in
Monolayerkulturen in 96-Well-Kulturplatten (Becton Dickinson, Heidelberg) verwendet.
Die Verdinnung der Ausgangslésung erfolgte mit Stammzellmedium nach
Herstellerangaben, so dass in der Testldsung Konzentrationen von 333 pug/ml MTS und
16 pg/ml PMS resultierten. Die Fibrinkonstrukte wurden in eine 24-Well-Kulturplatte
dberfuhrt, zweimal mit PBS gewaschen und mit 0,5 ml Testlésung versetzt. W&hrend

der Inkubation im Brutschrank wurden dreimal in 30-minttigen Abstdnden je 80 pl
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Medium abgenommen und zur Extinktionsmessung im ELISA-Reader (Dynex
Technologies, UK) in eine 96-Well-Kulturplatte gegeben.

Die Monolayerkulturen in den 96-Well-Kulturplatten wurden zweimal mit PBS
gewaschen, mit 100 pl Testlésung versetzt und im Brutschrank inkubiert. Nach 60
Minuten wurden einmalig 80 pl abgenommen, in eine neue 96-Well-Kulturplatte

gegeben und die Extinktion bei A = 490 nm bestimmt.

2.1.8 Statistik

Die Daten wurden mit dem zweiseitigen t-Test flr unabhangige Stichproben mit gleicher
Varianz unter SPSS 12.0.1 (SPSS, USA) ausgewertet. Die Signifikanzniveaus wurden
als p < 0,05 und p < 0,01 definiert.

2.2 Vorversuche

Die Matrix wurde hinsichtlich der optimalen Zelldichte, der O,-Séattigung innerhalb der
Konstrukte und des Einflusses der mechanischen Belastung auf die Zellvitalitat
getestet. Die Versuche wurden mit MSC durchgefiihrt. AuBerdem wurde die
Differenzierungsfahigkeit der MSC und Osteoblasten untersucht.

2.2.1 Einfluss der Zelldichte auf die Zellvitalitat

Es wurden jeweils drei Konstrukte mit folgenden Zelldichten angefertigt:

Tabelle 1: Gesamtzellzahl und Zelldichte je Konstrukt.

Zellen je Konstrukt Zelldichte (Zellen/ul Matrix)
0 Ohne Zellen

1x10° 140 Zellen/ul Matrix

5x10° 700 Zellen/pl Matrix

1x10° 1400 Zellen/ul Matrix
2x10° 2800 Zellen/pl Matrix
4x10° 5600 Zellen/pl Matrix
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Die Konstrukte wurden in 12-Well-Kulturplatten mit jeweils 7 ml Stammzellmedium, das
240 KIE/ml Aprotinin enthielt, gegeben. Im Anschluss an eine viertagige Inkubationszeit

mit taglichem Mediumwechsel wurde die Zellvitalitat bestimmit.

2.2.2 0O,-Messung in Abhangigkeit von Fibrinkonzentration und Zellzahl

Auch fur diesen Versuch wurden jeweils drei Konstrukte pro Gruppe angefertigt. Diese
enthielten keine, 1400 oder 2800 Zellen/ul Matrix.

Die Konstrukte wurden mit einer Venile (BD Venflow® Pro, USA) mit 0,7 mm
AuBendurchmesser waagerecht durchstochen und das Mandrin anschlieBend entfernt.
Nachdem von der Gegenseite des Kunststoffschlauchs die O.-MeBsonde ,Revoxode®
(GMS, Kiel) vorgeschoben worden war, wurde dieser entfernt. Die Konstrukte wurden in
einen Bioreaktor mit Stammzellmedium mit 240 KIE/ml Aprotinin Uberfihrt. Wegen der
Temperaturabhangigkeit der Methode erfolgten die Messungen erst nach dem
Temperaturausgleich. Die Sonde wurde aus dem Konstrukt zurlickgezogen und die
Sauerstoffkonzentration dabei an sieben verschiedenen Messpunkten, die durch Striche
auf der Sonde markiert waren, vom angeschlossenen LICOX CMP®-Monitor (GMS,

Kiel) abgelesen und protokolliert.

2.2.3 Einfluss von mechanischer Stimulation auf die Zellvitalitat

Es wurden sechs Konstrukte mit 1400 Zellen/pl Matrix hergestellt. Alle Konstrukte
wurden in Bioreaktoren Gberflhrt und Gber drei Tage kultiviert. Drei Konstrukte wurden
dabei mit einer Frequenz von 0,5 Hz und 10 kPa mechanisch belastet wahrend die
Ubrigen als Kontrollen dienten. Zur Untersuchung des Einflusses der dreitagigen Kultur
auf die Zellvitalitdt wurden am dritten Tag zusétzlich drei frische Konstrukte hergestellt.
Mit allen Konstrukten wurde der Zellvitalitatstest durchgeflhrt.
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2.2.4 Differenzierungsversuche

Zur Bestimmung des Differenzierungspotentials der MSC und Osteoblasten wurden die
Zellen versuchsweise osteogen und adipogen differenziert.

Fir die osteogene Differenzierung wurden die Zellen in drei Gruppen unterteilt:

Die undifferenzierten MSC der Gruppe A waren MSC, die ausschlieBlich mit
Zellkulturmedium behandelt wurden. Die pradifferenzierten MSC der Gruppe B waren
MSC, die bis zu einer 100 %igen Konfluenz gewachsen waren und anschlieBend mit
osteogenem Medium kultiviert wurden. Gruppe C bestand aus Osteoblasten, die wie die
Zellen in Gruppe B behandelt wurden. Nach 7 und 14 Tagen wurde die alkalische
Phosphatase-Aktivitat bestimmt. Zusatzlich wurde nach 14 Tagen eine Alizarinrot-
Farbung durchgefinhrt.

Far die adipogene Differenzierung wurden MSC und Osteoblasten ausgesét und das
Zellkulturmedium nach drei Tagen durch adipogenes Medium ersetzt.

Alle Versuche wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgefiihrt. Es wurden 2,6 x 10° Zellen

in 100 pl Stammzellmedium pro Well ausgesat.
2.2.4.1 Osteogene Differenzierung

Alkalische Phosphatase-Farbung (aP-Farbung)

Die Bestimmung der aP-Aktivitat erfolgte nach Messung der Zellzahl durch den
Zellvitalitatstest, damit diese in Bezug zueinander gesetzt werden konnten. Die Zellen
wurden dreimal mit PBS gewaschen und 200 pl des frisch angesetzten aP-
Substratpuffers, bestehend aus 1,3 mg para-Nitrophenolphosphat (Sigma-Aldrich,
Minchen) pro 1 ml 0,1 M Acetat-Puffer mit pH = 9,4 (Sigma-Aldrich, Minchen),
hinzugegeben. Die Platten wurden 30 Minuten lang im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden 180 pl der Lésung in eine neue 96-Well-Kulturplatte Gberfihrt und
im ELISA-Reader bei A = 405 nm gemessen.

Alizarinrot-Farbung
Die Alizarinrot-Farbung dient dem Nachweis kalzifizierter Matrix. Die Wells wurden
zweimal mit 0,25 ml destilliertem Wasser pro Well gewaschen. Sie wurden mit 50 pl 0,5

% Alizarin Red S (Sigma-Aldrich, Minchen), das in Wasser geldst war und einen pH
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von 4,0 hatte, Uberschichtet und zehn Minuten lang inkubiert. Die Wells wurden viermal
mit 0,2 ml destilliertem Wasser pro Well fur jeweils finf Minuten gewaschen. 100 pl
10%iges Cetylpyridiniumchlorid (Merck, Darmstadt), das in Wasser geldst war, wurde in
die Wells gegeben und fir 20 Minuten inkubiert. Dadurch léste sich das Alizarinrot.
Jeweils 10 pl der Lésung und 10 pl der Cetylpyridiniumchlorid-Lésung, die als
Negativkontrolle diente, wurden in neue 96-Well-Kulturplatten tberflhrt und mit jeweils
90 ul PBS verdinnt. Die Extinktion wurde im ELISA-Reader bei A = 562 nm ermittelt.

2.2.4.2 Adipogene Differenzierung

Die Differenzierung der Zellen wurde regelmaBig am Phasenkontrastmikroskop
kontrolliert, wobei die adipogene Differenzierung anhand der zunehmenden
Fettvakuolen sichtbar war. Zum Zeitpunkt t1 = 1 Woche und t2 = 4 Wochen wurde eine
digitale Photodokumentation (CoolPix 4500; Nikon, Dlsseldorf) durchgeflhrt.

2.3 Hauptversuch
2.3.1 Pradifferenzierung

Es erfolgte simultan die Gewinnung von Osteoblasten und MSC von drei Patienten,
zwei Frauen und einem Mann. Sie waren 71, 74 und 51 Jahre alt. Muskuloskeletale
Krankheiten, mit Ausnahme der zur Operation fihrenden Coxarthrose, waren im Vorfeld
anamnestisch ausgeschlossen worden. Die Zellen der Spender wurden nicht gepoolt.
Die isolierten Zellen wurden nach Passage 4 in drei Gruppen aufgeteilt und in T300-
Zellkulturflaschen (300 cm?) kultiviert:

Gruppe A (undifferenzierte MSC)
Die Gruppe A bestand aus MSC, die ausschlieBlich mit Stammzellmedium kultiviert
wurden. lhre Konfluenz betrug nie mehr als 90 %.
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Gruppe B (pradifferenzierte MSC)
In der Gruppe B wurden MSC bis zu 100 % Konfluenz vermehrt. AnschlieBend wurden
die Zellen durch Kultivierung mit osteogenem Medium Gber 7 Tage pradifferenziert.

Gruppe C (Osteoblasten)
Die Gruppe C bestand aus Osteoblasten, die wie die MSC in Gruppe B bis zu 100 %
Konfluenz gezlchtet und anschlieBend fir 7 Tage mit osteogenem Medium kultiviert

wurden.

2.3.2 Versuchsbeschreibung

Nach Expansion und Prédifferenzierung der Zellen in der Monolayerkultur erfolgte die
Herstellung der Konstrukte. Pro Gruppe wurden zwei Konstrukte mit 1400 Zellen/pul
Matrix angefertigt und in die Bioreaktoren tberfuhrt. Ein Konstrukt wurde mechanisch
stimuliert, das zweite verblieb unstimuliert als Kontrolle. Nach drei Tagen zyklischer
Belastung mit 0,5 Hz und 10 kPa erfolgte die Isolation der RNA aus den Konstrukten.
Nach einer Reinheitsprifung der RNA wurde diese mit einem fir die Osteogenese
spezifischem Microarray (GEArray Q Series Human Gene Array: HS-026; Superarray,
USA) untersucht. Mit dem Microarray konnte die Expression folgender Gene bestimmt
werden (Tabelle 2):
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Tabelle 2: Untersuchte Gene auf dem Microarray HS-026.

Gene
Gene Abklirzung (ohne verwendete
Abkirzung)
Alkalische Phosphatase aP Fibronectin
.Bone morphogenetic protein“-1-8 BMP Cyclophilin A
Glyceraldehydphosphatdehydrogenase | GAPDH B-Actin
ribosomales Protein L13a RPL13A Integrin, a1-3,5,M; B1

BMP-Rezeptor BMP-R Kalzium-sensibler Rezeptor
“intercellular adhesion molecule” ICAM “Cluster of differentiation” 36
“Insulin-like growth factor” 1, 2 IGF ,CD36 antigen-like 1°
IGF-1-Rezeptor IGF-1-R ,CD36 antigen-like 2"
)leo)l(lagen -1, IVa3/4/5, VI, IX a2, X- Col Annexin V

,smal mothers against

decapentap|egic9-1-7, 9 SMAD Arylsulfatase E
Matrixmetalloprotease-2, 8-10, 13 MMP Homeobox 7
Granulozyten-Makrophagen Kolonie GM-CSF ,oasic helix-loop-helix
stimulierender Faktor transcription factor”
Granulozyten Kolonie stimulierender G-CSF “cysteine proteinase

Faktor inhibitor“ 1, 2

“epidermal growth factor” EGF Osteonectin

EGF-Rezeptor EGF-R Cathepsin K

“fibroblast growth factor” 1-3 FGF Osteocalcin

FGF-Rezeptor 1-3 FGF-R Decorin

VEGF-Rezeptor VEGF-R Biglycan

“nuclear factor k B” NFkB MSH homeobox homolog 2
“platelet-derived growth factor” PDGF pUC18 Plasmid DNA
“runt-related transcription factor 2” RunX2

“(sex determining region Y)-box 9” SOX9

Osteopontin OPN

“transforming growth factor-63"1-3 TGF-B

TGF-B-Rezeptor Typ |, Il ErERL

Tumornekrosefaktor-a TNF-a

“vascular cell adhesion molecule” VCAM

Vitamin-D-Hormon-Rezeptor VD-R

“vascular endothelial growth factor” A, VEGF

B, C
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2.3.3 RNA-Isolierung, Reinheitskontrolle und Auswertung der Genexpression
2.3.3.1 RNA-Isolierung

Alle Arbeiten erfolgten unter Einhaltung gréBtmdglicher Hygiene und Sorgfalt zur
Vermeidung von Kontaminationen mit Fremd-DNA und RNasen.

Bei der RNA-Isolierung wurde mittels RNeasy® Mini-Kit (Quiagen, Hilden)
hochkonzentrierte ,messenger“-RNA (mRNA) gewonnen. Das Konstrukt wurde dazu in
ein 50 ml EinweggefaB3 gegeben, in dem 1,5 ml RLT Puffer und 15 pul B-
Mercaptoethanol vorgelegt waren. Es erfolgte die Homogenisierung mit einem Mixer
(Ultra-Turbax T8; IKA Labortechnik, Staufen). Nach Aufteilung der Flussigkeit in zwei
1,5 ml EppendorfgefaBe wurde die Zentrifugation in einer Ultrazentrifuge (Mikro 22 R;
Hettich, Tuttlingen) bei 19000 g und 10 °C fiir vier Minuten durchgefiihrt. Der Uberstand
wurde unter Vermeidung der Mithahme von Fibrinresten abpipettiert und in ein neues
Eppendorfgefa3 gegeben.

In den weiteren Schritten wurde mit 16600 g und 10 °C zentrifugiert. Die RNA-
Extraktion erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die gewonnene RNA wurde in
RNase-freiem Wasser bei -140 °C gelagert.

2.3.3.2 Quantitats- und Qualitatskontrolle der RNA

Quantitatskontrolle

Die Kontrolle der RNA-Menge wurde mit Hilfe eines UV-Photometers (Ultrospec 2100
pro; Biochrom, Berlin) bei A = 260 nm und 280 nm durchgefthrt. Der Quotient der
Absorptionen bei 260 zu 280 nm und die RNA-Konzentration wurden fir jede Probe

dokumentiert.

Qualitatskontrolle

In Zusammenarbeit mit dem Deutsches Rheuma-Forschungszentrum (DRFZ) wurde am
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA) die Qualitat der RNA untersucht. Dabei
wurde die Menge der 28S- und 18S-RNA-Untereinheiten gemessen und der 285/18S-

Quotient bestimmt. Dieser sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen [73, 74].
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2.3.3.3 Umschreibung der RNA in cDNA und Chip-Hybridisierung

Die mRNA wurde kurz vor Verwendung aufgetaut. Die Proben wurden mit Hilfe einer
Vakuumpumpe (Concentrator 5301; Eppendorf, Hamburg) eingeengt, so dass 1,5 ug
RNA in 9 pl Probenvolumen resultierten.

Die Umschreibung der mRNA in cDNA, das Labeling und die PCR wurden mit dem
GEArray AmpoLabeling-LPR-Kit (Biomol, Hamburg) nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Es wurde ein Thermocycler (Mastercycler personal; Eppendorf, Hamburg)
verwendet.

Im ersten Schritt fand die Anlagerung des reverse Transkriptase-Primers statt, wofir die
Proben mit dem Primer fur drei Minuten auf 70 °C erhitzt und anschlieBend zehn
Minuten auf 37 °C abgeklhlt wurden.

Im zweiten Schritt erfolgte die Umschreibung der RNA in cDNA. Daftr wurden die
Proben mit der reversen Transkriptase versetzt und fir 25 Minuten auf 37 °C und funf
Minuten auf 85 °C erhitzt sowie anschlieBend auf Eis gestellt.

Im dritten Schritt fanden das Labeling der RNA und die PCR statt. Nach Zugabe des
Biotin-16-dUTP (Roche Diagnostics, Penzberg) und der DNA-Polymerase wurden die
Proben initial far finf Minuten auf 85 °C erwarmt. Es folgten 30 Zyklen, in denen die
Proben jeweils eine Minute auf 85 °C, 50 °C und 72 °C erhitzt wurden. Zuletzt wurden
die Proben erst fur fiinf Minuten auf 72 °C und zwei Minuten lang auf 94°C erwarmt und
anschlieBend auf Eis gestellt.

Die Vorbereitung und Hybridisierung der Array-Membran wurde in einem
Hybridsierungsofen (OV1, Biometra, Gottingen) bei 56 °C und 10 U/min in
Schottflaschen (GL45; Schott, Mainz) durchgefiihrt. GEAhyb Hybridization Solution und
Array-Membran stammten aus dem GEArray Q Series Human Gene Array: HS-026.

Je 3 ml der angewarmten GEAhyb Hybridization Solution wurden mit 300 pg
Lachssperma-DNA (Eppendorf, Hamburg) versetzt. Die Array-Membranen wurden 1
Stunde lang mit 2 ml dieser Lésung prahybridisiert.

Die Inkubation erfolgte mit 50 ul Probelésung und 750 pl der GEAhyb Hybridization
Solution Uber Nacht im Hybridisierungsofen.

Die Membranen wurden je zweimal mit 5 ml Waschlésung 1 und 2 15 Minuten lang

gewaschen.
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Alle weiteren Chemikalien stammten aus dem GEArray Chemiluminescent Detection-Kit
(Sigma-Aldrich, Midnchen). Die anschlieBenden Schritte wurden bei Raumtemperatur
und 10 U/min auf einem Rollenmischgerat (RM5; Karl Hecht KG, Sondheim)
durchgefthrt. Durch 40-minttige Inkubation mit 2 ml Solution Q wurde der Array
gestoppt.

Der Puffer F aus dem Detection-Kit wurde im Verhaltnis 1:8000 mit aP gemischt. Die
Bindung der aP wurde durch Zugabe von 2 ml Puffer F mit aP zu den Arrays Uber zehn
Minuten erreicht. Die Arrays wurden anschlieBend viermal mit 4 ml Puffer F ohne aP
jeweils fnf Minuten, sowie zweimal mit 2 ml Puffer G eine Minute lang, gewaschen.
Zum Schluss wurde durch Einwirken von 1 ml CDP-Star (Applied Biosystems, USA)
Uber drei Minuten das Substrat fir die Chemilumineszenz-Reaktion bereitgestellt. Die
Arrays wurden danach eben auf eine Folie gelegt und mit einer weiteren eingedeckt. Es
wurden mehrere Aufnahmen auf Roéntgenfilm (T-mat plus DG Film; Kodak, USA) mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten angefertigt und direkt entwickelt.

2.3.3.4 Auswertung

Die Réntgenfilme wurden mit 1200 dpi in Graustufen eingescannt (CanoScan LiDe 50;
Canon, Krefeld) und im TIFF-Format gespeichert. Die Bilder wurden mit Adobe®
Photoshop® Elements 2.0 (Adobe, USA) begradigt und invertiert. Die
Weiterverarbeitung erfolgte mit ScanAlyze (Eisen Lab, USA), Excel und dem GEArray-
Analyzer 1.3 (Superarray, USA), wobei die Negativkontrolle von den Werten subtrahiert
und diese Uber das ,Housekeeping“-Gen Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
(GAPDH) normalisiert wurden. Die Nachweisgrenze wurde aufgrund der
Testungenauigkeit auf 10 % der GAPDH-Expression festgesetzt. Es wurden nur
Anderungen der RNA-Expression beriicksichtigt, bei denen sich die Werte mindestens

verdoppelten bzw. halbierten.
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3 Ergebnisse

Die Isolation der MSC und der Osteoblasten verlief problemlos. Die erste Passage der
MSC wurde nach zehn Tagen durchgefiihrt. Weitere Passagen erfolgten wdchentlich.
Die Adhasion der Osteoblasten aus den Spongiosastiicken bendtigte vier zusatzliche
Tage. Daher erfolgte hier die erste Passage nach zwei Wochen. Alle weiteren
Passagen wurden wie bei den MSC wdchentlich durchgefihrt.

3.1 Vorversuch

3.1.1 Charakterisierung der Fibrinkonstrukte

Die hergestellten Fibrinkonstrukte waren runde Scheiben mit einem Durchmesser von
14 mm bei einer H6he von 4 mm. Alle Konstrukte waren elastisch verformbar. Die

Zellen waren bis in die Randbereiche hinein gleichmaBig verteilt. Es kam nicht zu einer
Clusterbildung (Abb. 8).

Abb. 8: Randbereich eines Fibrinkonstruktes nach 3 Tagen im Bioreaktor ohne Belastung (HE-Farbung,
OriginalvergréBerung 10fach).
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3.1.1.1 Einfluss der Zelldichte auf die Gesamtzellvitalitait

Die Extinktion bei 490 nm, verursacht durch Formazansalzbildung bei der
Verstoffwechselung von MTS, nahm mit der Zellzahl stetig zu (Abb. 9). Da die MTS-
Verstoffwechselung ein Gradmesser fir die Gesamizellvitalitdt ist, kann die
Extinktionskurve zur Einschatzung der Gesamtsituation der Zellen herangezogen
werden.

Ab 2800 Zellen/ul Matrix konnte die Extinktion trotz taglichen Mediumwechsels nicht
mehr wesentlich gesteigert werden. Deshalb wurde in den weiteren Versuchen mit
Zelldichten von 1400 und 2800 Zellen/ul Matrix gearbeitet.

0,80
0,70
0,60
0,50

0,40 -

0,30
—— Gesamtzellvitalitat

Extinktion bei 490 nm -

0,20 ~

0,10 ~

0,00 \ \ \ \

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zellzahl/ul Matrix

Abb. 9: Extinktion bei 490 nm in Abhangigkeit von der Zellzahl/ul Matrix mit eingetragener
Standardabweichung der Stichprobenwerte nach viertagiger Kultur im Bioreaktor, n = 3.

3.1.1.2 Sauerstoffmessung in Abhangigkeit von der Zellzahl

Die Sauerstoffsattigung in den Konstrukten mit 1400 Zellen/ul Matrix betrug ab einer
Entfernung von 2 mm vom Rand 81 % und bei 2800 Zellen/ul Matrix 75 % der im
Medium. Dies entspricht Sauerstoffpartialdriicken von ca. 120 mmHg bzw. 112 mmHg
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im Konstrukt gegentber 150 mmHg im Medium. Damit konnte gezeigt werden, dass
keine Hypoxie in den Konstrukten herrschte.

100,0 +
95,0
90,0
85,0

80,0 ~

Sauerstoffsattigung [%]

75,0

70,0 1 1 1 1 1 | | !
Medium Rand 2 mm 4 mm Mitte 4 mm 2 mm Rand Medium

Entfernung vom Konstruktrand
ohne Zellen —— 1400 Zellen/pl Matrix —=— 2800 Zellen/ul Matrix

Abb. 10: Ortliche Aufldsung der Sauerstoffsattigung der Konstrukte mit eingetragener
Standardabweichung, n = 3.

Im Versuch zur Bestimmung der optimalen Zelldichte konnte zwar eine Steigerung der
Zellvitalitat bis 2800 Zellen/ul Matrix gezeigt werden, allerdings nur bei taglichem
Mediumwechsel. In den weiteren Versuchen in Bioreaktoren sollte jedoch das Medium
fur drei Tage verbleiben. Zur Vermeidung der verstarkten Anhdufung von
Stoffwechselprodukten im Medium und den dadurch entstehenden negativen Einflissen
auf die Zellen, wurden daher fir die weiteren Experimente Konstrukte mit einer
Zelldichte von 1400 Zellen/ul Matrix verwendet.

3.1.1.3 Einfluss von mechanischer Stimulation auf die Gesamtzellvitalitat

Die Gesamtzellvitalitdt von Konstrukten unmittelbar nach Herstellung und der von
unstimulierten Konstrukten, die fir drei Tagen in Bioreaktoren kultiviert wurden, zeigten
fast identische Werte. Bei den Konstrukten nach dreitagiger mechanischer Stimulation
zeigte sich eine Steigerung der Gesamtzellvitalitdt gegenuber den anderen beiden
Versuchsgruppen, die jedoch keine Signifikanz erreichte (Abb. 11).
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Die Bedingungen im Bioreaktor mit und ohne mechanische Stimulation beeintrachtigten
die Zellen in ihrer Vitalitdt offenbar nicht. Daher wurden im Hauptversuch die

beschriebenen Konstrukte mit 1400 Zellen/ul Matrix eingesetzt.

0,80 T
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0,60 ~
: ‘
£ 050 [ [
D
<
T 0,40 - l \
f=
]
£ 0,30 A
£
i 0,20 -
0,10 A
0,00 ‘
Konstrukt Tag 0 unstimulierte Konstrukte  stimulierte Konstrukt Tag 3
Tag 3

Abb. 11: Extinktion bei 490 nm mit eingetragener Standardabweichung der Stichprobenwerte von
Konstrukten unmittelbar nach de Herstellung und nach 3 Tagen im Bioreaktor mit und ohne mechanische

Stimulation, n = 3.

3.1.2 Differenzierungsversuche

3.1.2.1 Osteogene Differenzierung

aP-Farbung

Die Zellen der Gruppe B und C konfluierten vor der Stimulation mit osteogenem
Medium in allen Fallen. Die Expression der alkalischen Phosphatase, gemessen durch
die Extinktion bei 405 nm und bezogen auf die Gesamtzellvitalitdt, war nach 7 Tagen in
der Gruppe B um 80 % und in der Gruppe C um 60 % gegenlber der Gruppe A
gesteigert (p < 0,05 bzw. p < 0,01; Abb. 12). Nach 14 Tagen war die aP-Expression in
der Gruppe B um 350 % und in der Gruppe C um 233 % gegentber der in der Gruppe
A erhéht (p < 0,01).
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Abb. 12: Extinktion bei 405 nm als MaB der aP-Expression bezogen auf die Extinktion bei 490 nm als
MaB der Gesamtzellvitalitdt mit eingetragener Standardabweichung der Stichprobenwerte in Abh&ngigkeit
von der Kulturdauer, n=4; * =p < 0,05; ** = p < 0,01.

Alizarinrot-Farbung

Auch beim Nachweis von Kalziumeinlagerungen konfluierten die Zellen vor der
Stimulation mit osteogenem Medium in allen Fallen. Schon mikroskopisch fielen
Kalziumablagerungen in den Wells der Gruppen B und C auf. In einigen Wells bildeten
sich diese kaum, was auch mit niedrigeren Werten bei den Extinktionsmessungen
korrelierte. Trotz der groBen Standardabweichungen war die
Kalziumionenkonzentration der Gruppe B im Durchschnitt 65fach und in der Gruppe C
62fach gegenlber der Gruppe A erhdht (p < 0,05; bzw. p < 0,01).
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Abb. 13: Kalziumionenkonzentration in den Gruppen A, B und C, dargestellt durch den Alizarinrot-Test
bei einer Extinktion von 562 nm, mit eingetragener Standardabweichung der Stichprobenwerte, n = 4; * =
p < 0,05; " =p < 0,01.

Die gesteigerte aP-Expression und der Nachweis von Kalziumioneneinlagerungen
zeigen, dass sowohl die MSC als auch die Osteoblasten durch Stimulation mit

osteogenem Medium zur osteogenen Differenzierung angeregt wurden.

3.1.2.2 Adipogene Differenzierung

MSC, die mit adipogenem Medium Kkultiviert wurden, bildeten nach 14 Tagen
Fettvakuolen, was als beginnende Differenzierung hin zu Adipozyten gewertet wurde
(Abb. 14). Nach 28 Tagen hatten die Vakuolen an Zahl und GréBe zugenommen (Abb.
15). In den Osteoblasten dagegen bildeten sich Uber die gesamte Kulturdauer von 28

Tagen hinweg nur in wenigen Zellen Fettvakuolen (Abb. 16).
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Abb. 14,

Abb. 15: Nativ Aufnahmen der adipogenen Differenzierung von MSC nach 14 bzw. 28 Tagen
(Phasenkontrast, OriginalvergréBerung: 100fach).

Abb. 16: Native Aufnahme von Osteoblasten nach 28 Tagen in Kultur mit adipogenem Medium
(Phasenkontrast, OriginalvergréBerung: 100fach).

3.2 Hauptversuch: RNA-Expressionsanalyse von Osteoprogenitorzellen

Es konnten durchschnittlich 4,3 ug RNA [Spanne: 1,7 bis 7,3 pg] je Konstrukt isoliert
werden. Die Reinheit der Proben wurde mit Hilfe des im Bioanalyzer gemessenen
Quotienten der 18s-/28s-Untereinheiten, der im Schnitt bei 1,78 lag [Spanne: 1,39;
2,58], gepruft. Bei allen eingesetzten Proben gelang die RNA-Analyse mittels Chip-
Hybridisierung. Dargestellt sind im folgenden die Ergebnisse, bei denen die RNA-
Expression im Durchschnitt einer Gruppe mindestens tber 10 % der Expression des
.Housekeeping“-Gens GAPDH lag, die Expression zwischen zwei Gruppen sich



Ergebnisse 36

mindestens halbierte bzw. verdoppelte und bei denen die Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen signifikant waren (p < 0,05).
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Abb. 17: Bioanalyzer-Auswertung einer Probe.

3.2.1 Einfluss von osteogenem Medium auf MSC

Zur Untersuchung des Einflusses von osteogenem Medium auf die MSC wurden die
RNA-Expressionen der unstimulierten Gruppen A und B, also der undifferenzierten und
pradifferenzierten MSC, gegenibergestellt (Abb. 18). Zum Vergleich wurden die
Ergebnisse fur die Osteoblasten der Gruppe C ebenfalls aufgetragen.

In der Gruppe B sank die Werte der Expression von Integrin a3 auf 49 % und von
Osteopontin auf 12 % derjenigen in der Gruppe A (p < 0,05). Weiterhin war die
Expression von TNF-a in der Gruppe B um 290 % gegenulber der in Gruppe A erhéht (p
< 0,05).

In der Gruppe C war das Expressionsniveau von Integrin a3 und Osteopontin &hnlich
demjenigen in Gruppe B, wahrend sich die Werte fir TNF-a parallel zu denen aus
Gruppe A entwickelten.
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Abb. 18: Anderung der RNA-Expression durch Kultivierung von MSC mit osteogenem Medium. Die
Standardabweichung der Stichprobenwerte ist eingetragen, * = p < 0,05.

3.2.2 Beeinflussung der RNA-Expression durch mechanische Stimulation

Die RNA-Expression der mechanisch stimulierten Konstrukte wurde durch die der
unbelasteten Konstrukte der selben Gruppe geteilt.

Bei den undifferenzierten MSC der Gruppe A wurde durch mechanische Stimulation die
Expression von MMP-13 um 547 % gesteigert (p < 0,05). Weiterhin wurden in der
Gruppe B, den pradifferenzierten MSC, die Expressionsraten von RPL13A und SMAD-7
auf 40 bzw. 43 % der Kontrollen gesenkt (p < 0,05). Die RNA-Expressionsrate der
Gruppe C fir RPL13A und SMAD-7 war erhéht, ahnlich der in Gruppe A, wahrend die
Expression von MMP-13 vermindert war (Abb. 19).
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Abb. 19: Anderung der RNA-Expression durch mechanische Stimulation in den Gruppen A, B und C mit
eingetragener Standardabweichung, * = p < 0,05.

3.2.3 Beeinflussung der Mechanosensitivitat durch die Differenzierungsstufe

Es wurde die RNA-Expression den Gruppen A und B nach mechanischer Stimulation
verglichen (Abb. 20). Eingezeichnet sind zum Vergleich ebenfalls die Werte fur die
Gruppe C nach Stimulation. Die Expression folgender zellularer Gene unterschied sich
signifikant (p < 0,05):

Far Annexin V betrug die RNA-Expression in der Gruppe B 36 %, fur den EGF-
Rezeptor 46 %, fur Integrin B1 36 % und fir SMAD-7 28 % derjenigen der Gruppe A.
Das Expressionsniveau in der Gruppe C war fir alle Gene ahnlich dem in Gruppe B mit

Ausnahme von Integrin B1 das auf dem Niveau der Gruppe A lag.
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Abb. 20: Unterschiede in der RNA-Expression zellularer Proteine in den Gruppen A, B und C nach
mechanischer Stimulation mit eingetragener Standardabweichung der Stichprobenwerte, * = p < 0,05.

Weitere signifikante Unterschiede (p < 0,05) bestanden in der RNA-Expression
folgender, vorwiegend extrazellularer, Proteine zwischen den Gruppen A und B (Abb.
21):

Die Expression von Cathepsin K sank in der Gruppe B gegentber der Gruppe A auf 24
%, die von MMP-13 auf 24 %, von MMP-9 auf 36 % und diejenige von Osteopontin auf
17 %.

Die Expression von MMP-13 der Gruppe C lag auf dem Niveau der Gruppe B, wahrend
Cathepsin K auf dem von Gruppe A lag. Osteopontin und MMP-9 wurden auf einem

mittleren Niveau, zwischen den Expressionsraten der Gruppe A und B, exprimiert.
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Abb. 21: Anderung der RNA-Expression extrazelluldrer Proteine zwischen den Gruppen A, B und C nach
mechanischer Stimulation mit eingetragener Standardabweichung der Stichprobenwerte, * = p < 0,05.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von mechanischer Stimulation auf die RNA-
Expression von Osteoprogenitorzellen unterschiedlicher Differenzierungsstufen
verglichen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die undifferenzierten MSC durch
mechanische Stimulation am starksten osteogen differenzieren. Zudem gab es
Anzeichen daflir, dass die nativen MSC nach Einbringung in die Fibrinmatrix starker
osteogen differenzieren als bereits osteogen pradifferenzierte MSC.

In den Vorversuchen konnte weiterhin festgestellt werden, dass sich die verwendete
Fibrinmatrix flr den Einsatz in den beschriebenen Bioreaktoren eignet und die optimale
Zelldichte bei 1400 Zellen/pl Matrix liegt.

4.1 Methodenkritik

Zellvitalitatsmessung

Der MTS Test ist eine Methode mit ausreichender Reliabilitdt zur Bestimmung der
Zellvitalitat in 2D [71, 72]. Jedoch kdnnen die Ergebnisse in dreidimensionalen
Konstrukten verfélscht werden, da die Diffusionsstrecke fir das MTS zu den Zellen in
der Mitte des Konstrukts zunimmt. Gorodetsky konnte allerdings zeigen, dass sich der
MTS Test zur Darstellung der Zellvitalitdt von MSC in Fibrinkonstrukten eignet [75].

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten tendenziell, aber nicht signifikant erhdhten
Werte bei den stimulierten Konstrukten koénnten zudem Folge der verkirzten
Diffusionsstrecke aufgrund der geringgradigen Verformung der Konstrukte durch die

mechanische Stimulation sein.

RNA-Analyse

Mikroarrays eignen sich nur fiir den semiquantitativen Nachweis von RNA [76, 77]. Uber
deren Reliabilitdt gehen die Meinungen weit auseinander. Vascotto sieht die Methode
als ein genaues, etabliertes Verfahren an [78], wahrend sie flr Bustin zu ungenau ist
[79].

.Housekeeping“-Gene wie GAPDH, Cyclophilin A, B-Actin und RPL13A werden zur
Normalisierung der Ergebnisse herangezogen, um die Vergleichbarkeit verschiedener
Versuche zu gewahrleisten. Da GAPDH das gangigste ,Housekeeping“-Gen ist [77, 78,
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80], wurde es in dieser Arbeit zur Normalisierung der Ergebnisse verwendet. Als
Problem stellte sich heraus, dass die Expression von GAPDH sehr hoch war und
dadurch bei der Entwicklung der Réntgenfilme die Sattigung schnell erreicht war. Dies
schrankte die Entwicklungszeiten ein, weshalb Uber 50 % der untersuchten Gene nicht
sinnvoll ausgewertet werden konnten, da ihre Werte unterhalb der Nachweisgrenze
lagen. Zudem war die Expression des ,Housekeeping“-Gens RPL13A nicht ausreichend
stabil. Dies wurde schon durch Tricarico und weiteren Arbeitsgruppen beschrieben [81,
82]. Da in den beschriebenen Versuchen das Screening von Genen im Vordergrund
stand, kann die Reliabilitdt dieser Methode als angemessen betrachtet werden. Zur
Vermeidung falsch positiver Ergebnisse wurden zudem nur Anderungen beriicksichtigt,
bei denen sich die Werte mindestens halbierten bzw. verdoppelten.

Letztlich muss festgestellt werden, dass ein Nachweis auf RNA-Ebene noch nicht
gleichbedeutend mit Menge und Aktivitat fertiger Proteine ist, da die RNA post-
translational noch modifiziert wird und die Transkriptionsraten inkonstant sind.
Beispielsweise kann MMP-9 in MSC zwar auf RNA-, jedoch nicht auf Protein Ebene
nachgewiesen werden [83].

Statistik

Zur Auswertung der Daten wurde der t-Test fir unverbundene Stichproben verwendet.
Dieser Test ist robust gegeniber mébglichen Abweichungen der Normalverteilung [84,
85]. Allerdings nehmen die falsch positiven Ergebnisse bei einer Fallzahl von n = 2 zu
stark zu. Die Ergebnisse im Hauptversuch der Gruppe C wurden deshalb statistisch
nicht ausgewertet, da in dieser Gruppe zwar die Anzlchtung von Zellen gelang, bei
einem Versuchsansatz aber technische Probleme bei der Durchflihrung auftraten und
somit nur zwei Datensatze vorliegen. Trotzdem wurden die verbliebenen Resultate
aufgefliihrt, da sie der Veranschaulichung der anderen Ergebnisse dienen und

zumindest Tendenzen gegeniber den anderen Gruppen zu erkennen sind.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Fibrinmatrix

Die Matrices sollten mit der héchsten Zelldichte, bei der die Zellen noch ausreichend
versorgt werden, beladen werden. Durch die Kenntnis der benétigten Zellzahl kann die
Expansionsphase minimiert werden. Die Expansion sollte in 2D Kulturen erfolgen, da
die Zellzahlen einfacher und schneller erreicht werden als in 3D Konstrukten [59].

Die von anderen Autoren verwendeten Zelldichten variieren stark. Bensaid et al.
benutzten beispielsweise eine Dichte von 25 Zellen/pl Matrix, wobei sie vor allem die
Proliferation innerhalb der Fibrinmatrices untersuchen wollten [62]. Die Arbeitsgruppe
um Gorodetsky hingegen arbeitete mit Ausgangszelldichten von 4000 Zellen/ul Matrix,
die sie auf Uber 20000 Zellen/pul Matrix steigerten [64, 75]. Allerdings stammten diese
Zellen aus M&usen, denen eine hdhere Proliferationsrate im Vergleich zu humanen
Zellen unterstellt werden kann. Zudem wurden die Konstrukte in Form von ,Microbeads*
hergestellt, die durch eine vergrdoBerte Oberflaiche mehr Zellen direkten Kontakt zum
Medium ermdglichen. Es konnte gezeigt werden, dass bei Steigerung der Zellzahl die
Gesamtzellvitalitdt von MSC in den verwendeten Fibrinmatrices stetig zunahm. Ab einer
Zelldichte von etwa 1400 Zellen/ul Matrix fiel die Zunahme geringer aus, und ab 2800
Zellen/pl Matrix war kaum noch eine Steigerung mdglich. Dies wurde als Hinweis auf
zunehmende negative Einflisse auf die Vitalitdt der einzelnen Zellen gewertet. Daflr
verantwortlich kénnte eine Kontakthemmung der Zellen untereinander, eine mangelnde
Nahrstoffversorgung oder Apoptose sein.

Die im Rahmen der Experimente hergestellten Konstrukte wurden auf eine Héhe von 4
mm begrenzt. Um die Sauerstoffdiffusion als mdglichen limitierenden Faktor
ausschlieBen zu kdnnen, wurde die Sauerstoffsattigung in den Konstrukten untersucht.
Dabei stellte sich heraus, dass bei einer Zelldichte von 1400 Zellen/pul Matrix
Sauerstoffpartialdriicke von ungeféhr 120 mmHg herrschten. Auch bei Steigerung der
Zelldichte auf 2800 Zellen/ul Matrix lag der Partialdruck noch bei 112 mmHg und damit
deutlich Giber dem in vivo (iblichen Partialdruck von 25 mmHg. In Ubereinstimmung mit
Griffith et al. muss daher davon ausgegangen werden, dass andere Faktoren als die
Sauerstoffversorgung limitierend fur die Zelldichte sind, wie z.B. die Versorgung mit

Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen [86]. Um dieses Problem zu 16sen, wurde bereits
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versucht, Konstrukte zu vaskularisieren oder einer Matrix neoangiogenetische Faktoren
hinzuzuftigen [87].

In den Experimenten zur Zelldichte wurde das Medium taglich gewechselt, wodurch
Stoffwechselprodukte der Zellen aus dem Medium entfernt wurden. Da aber die
Konstrukte im Bioreaktor drei Tage lang im gleichen Medium bleiben sollten, wurde zur
Vermeidung einer zu starken Anreicherung von Stoffwechselprodukten die Konstrukte
nur mit 1400 Zellen/ul Matrix beladen. In den Vorversuchen zur mechanischen
Stimulation zeigte sich eine gleichbleibende Gesamtzellvitalitdt in den unstimulierten
Konstrukten gegentber frisch hergestellten. Dies ist ein Hinweis dafir, dass die Zellen
unter diesen Bedingungen ausreichend mit Nahrstoffen versorgt werden und die
Zelldichte von 1400 Zellen/pl Matrix fur die Bedingungen optimal ist.

In der Literatur gibt es widersprichliche Angaben Uber die Reaktion der Zellen auf die
mechanische Stimulation in Fibrinkonstrukten, gemessen anhand der Zellvitalitat.
Zhuang beschrieb eine gesteigerte Zellvitalitdt nach mechanischer Stimulation [88],
dagegen zeigte Weyts eine Verminderung [89]. Die gegensinnigen Ergebnisse kénnen
wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Versuchsbedingungen, wie zum Beispiel
Starke und Art der Belastung, zurlickgeflihrt werden. In den hier beschriebenen
Experimenten zeigten die Zellen nach drei Tagen im Bioreaktor, mit und ohne
mechanische Stimulation, eine unverandert hohe Zellvitalitdt. Diese nahm bei den
belasteten Konstrukten teilweise sogar zu, was allerdings durch die kirzere
Diffusionsstrecke fir das MTS erklarbar wére, da die Konstrukte durch die Belastung
etwas an Hohe verloren hatten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die verwendeten
Fibrinkonstrukte fir die Kultur von Zellen mit und ohne mechanische Stimulation eignen,
jedoch bei Verwendung in Zellkulturversuchen mit dreitdgiger Dauer ohne
Mediumwechsel nicht mit mehr als 1400 Zellen/ul Matrix beladen werden sollten.

4.2.2 Zelldifferenzierung durch stimulierende Medien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MSC und Osteoblasten aus humanem Gewebe
gewonnen. Die Bezeichnung MSC ist unter vielen Autoren umstritten, da es sich haufig
um heterogene Zellpopulationen handelt, die Fibroblasten, Osteoblasten und



Diskussion 45

Endothelzellen enthalten [31, 32, 41, 90, 91]. Um Zellen als MSC bezeichnen zu
kdnnen, muss mindestens deren Multipotenz nachgewiesen werden [41].

Osteoblasten, die durch Auswachskulturen gewonnen werden, unterscheiden sich in
ihrer Differenzierungsfahigkeit von MSC, die durch Dichtegradientenzentrifugation
isoliert werden [31].

In den Experimenten zur osteogenen Differenzierung konnte in Ubereinstimmung mit
Pittenger [41] und weiteren Autoren [26, 34, 92-95] nachgewiesen werden, dass unter
Kultur mit osteogenem Medium sowohl MSC als auch Osteoblasten nach 7 bzw. 14
Tagen eine vermehrte alkalische Phosphatatse-Aktivitat gegentber den Kontrollen
zeigten und ebenfalls nach 14 Tagen in beiden Zellpopulationen Kalziumeinlagerungen
schon lichtmikroskopisch erkennbar waren, die mit dem Alizarinrot-Test quantifiziert
werden konnten.

Die Kultur beider Zelllinien mit adipogenem Medium zeigte, dass sich die MSC zu 50 %
in Adipozyten differenzierten, wéhrend in den Osteoblastenkulturen nur einzelne
Adipozyten zu finden waren. Die wenigen Zellen in den Osteoblastenkulturen, die sich
adipogen differenzierten, kdnnen Verunreinigungen mit anderen Zelllinien, wie zum
Beispiel MSC, gewesen sein. Dieses Problem wurde schon durch Declerq et al.
beschrieben [45]. Allerdings ist bei den beschriebenen Versuchen davon auszugehen,
dass der Einfluss von mdglichen Verunreinigungen vernachlassigbar ist, da es sich nur
um einzelne Zellen pro mikroskopischem Gesichtsfeld handelte. Es kénnte sich bei
diesen Zellen aber auch um Osteoblasten mit einem geringen verbliebenen
Differenzierungspotential handeln.

Auf eine chondrogene Differenzierung wurde in dieser Arbeit verzichtet, da MSC, die in
Adipozyten und Osteoblasten differenzieren kénnen, ebenfalls ein chondrogenes
Differenzierungspotential besitzen [91].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in der vorliegenden Arbeit isolierten
MSC multipotent waren, wahrend die Osteoblasten nur die Fahigkeit zur Osteogenese
besaBen. Die MSC erfillen somit die fir die Charakterisierung geforderte
Eigenschaften. Die Osteoblasten kdnnen als osteogene Zellen eingestuft werden,
allerdings kann anhand dieser Ergebnisse keine definitive Aussage Uber ihren genauen
osteogenen Differenzierungsgrad gemacht werden. Die Experimente haben aber
gezeigt, dass die im Hauptversuch verwendeten Zellen der Gruppe A als
undifferenzierte MSC, der Gruppe B als pradifferenzierte MSC und der Gruppe C als

Osteoblasten bezeichnet werden kénnen.
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4.2.3 Mechanosensitivitat von Osteoprogenitorzellen

Hinweise darauf, dass Osteoprogenitorzellen mechanosensitiv sind gibt es schon lange
[46, 96]. Zur Untersuchung dieses Phdnomens wurden verschiedene Bioreaktoren zur
mechanischen Stimulation von Zellen angefertigt. Wichtige Parameter, die Einfluss auf
die Vergleichbarkeit dieser Experimente haben, sind die verwendeten Zellen, das
Material der Matrix, 2- oder 3D-Anordnungen und die Stimulationsart.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MSC, préadifferenzierte MSC und Osteoblasten in eine
3D-Fibrinmatrix eingebracht und tber drei Tage zyklischer mechanischer Kompression
von 10 kPa mit einer Frequenz von 0,5 Hz ausgesetzt.

In vivo Ergebnisse von Rubin et al. wiesen darauf hin, dass die Belastungsfrequenz
eine wichtige Rolle bei der Adaptation von Knochen an mechanische Stimulation spielt
[97]. In vitro zeigte sich eine Frequenz von 0,5 Hz als besonders geeignet, die
Proliferationsrate von MSC zu erhéhen [98]. Zudem entsprechen zyklische Belastungen
physiologischen Aktivititen wie Gehen und Laufen [99]. Aus diesen Grinden wurde in
den beschriebenen Versuchen ebenfalls eine Frequenz von 0,5 Hz gewahit.

Als Belastungsart wurde in dieser Arbeit mechanische Kompression verwendet. Dabei
wurden die Konstrukte mit 10 kPa belastet, was einer Komprimierung um 20 % der
Konstrukth6he oder etwa 1 mm entsprach. Dies ist vergleichbar der Deformation des
Frakturhamatoms bzw. frihen Kallus nach osteosynthetischer Versorgung von
Frakturen [70]. Nagatomi und Matziolis konnten nachweisen, dass MSC durch
mechanische Kompression vermehrt Kollagen | produzieren [46, 55]. Dies wurde als
Hinweis auf eine fortgeschrittene osteogene Differenzierung gewertet.

Die Uberwiegende Zahl der Versuche wurde bisher in zweidimensionalen Anordnungen
durchgefihrt. Es ist bekannt, dass sich Osteoprogenitorzellen in einer 2D-Kultur anders
verhalten als in einer 3D-Kultur mit Matrix [58]. So untersuchte Mauney MSC nach
Besiedlung von teilmineralisierter Spongiosa, die anschlieBend biaxialer Dehnung
ausgesetzt wurde [100]. Ignatius benutzte Osteoblasten in einer Kollagen-I-Matrix, die
mit uniaxialen Zugkraften deformiert wurde [101]. In beiden Ansatzen konnte unter
anderem ein Anstieg der Kollagen-I-Synthese festgestellt werden. Vorteilhaft an der in
dieser Arbeit verwendeten Fibrinmatrix ist ihre nachgewiesene osteoinduktive
Eigenschaft und ihre bereits verbreitete Anwendung in der Klinik [63].
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Neben der Biomechanik bestimmt auch die Biologie der Zellen deren Reaktion auf
mechanische Stimuli. So konnten Weyts et al. zeigen, dass Zellen mit weitergehender
osteogener Differenzierung auf uniaxiale Zugkrafte mit einer gesteigerten
Proliferationsrate reagieren [89]. Vergleiche zu dieser Arbeit sind jedoch wegen der

unterschiedlichen mechanischen Stimuli schwierig.

4.2.3.1 Einfluss von osteogenem Medium

Durch den Vergleich der undifferenzierten MSC der Gruppe A mit den pradifferenzierten
MSC der Gruppe B, jeweils ohne mechanische Stimulation, konnte der Einfluss des
osteogenen Mediums auf die Genexpression der Zellen bestimmt werden. Dabei zeigte
sich, dass Integrin a3 in der Gruppe A verstarkt exprimiert wurde gegenuber der
Gruppe B. Es gibt Hinweise dafir, dass die Wahrnehmung von mechanischer
Stimulation auf zellularer Ebene und deren osteoinduktive Wirkung durch
integrinvermittelte Zell-ECM-Kontakte ermdglicht wird [102, 103]. Integrine sind
Proteine, die sich aus zwei transmembrandsen, nicht kovalent gebundenen a- und B-
Untereinheiten zusammensetzen (Abb. 22). Jedes Integrin bindet mit seinem
extrazellularen Anteil an ein bestimmtes Proteinrepertoire. Integrin a3 bindet zum
Beispiel mit Integrin B1 vor allem an Kollagene und Fibronectin [104-106]. Der
intrazellulare Anteil der B-Untereinheiten lagert sich an Ankerproteine wie Talin, a-Aktin
oder Filamin an. Diese wiederum binden an Aktinfilamente, wodurch die Migration und
Polaritat der Zellen beeinflusst wird [107, 108].
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Abb. 22: Integrinaufbau und -funktion nach Docheva [102]

Moursi zeigte fir Integrin o3, dass dies fur die osteogene Differenzierung von
Osteoblasten in vitro bendtigt wird [106]. Die Steigerung der Integrinexpression in dieser
Arbeit wird als ein Hinweis auf eine Férderung der osteogenen Differenzierung der MSC
gewertet. Daflr spricht auch die vermehrte Expression von Osteopontin ebenfalls in
Gruppe A. Osteopontin ist ein nicht-kollagenéses Matrixprotein [109], das in der friihen
Osteogenese eine zentrale Rolle spielt [110]. Eine erhéhte Expression findet sich in der
frihen Phase der Frakturheilung und wird daher u.a. von Kawahata als Trigger fur die
Osteogenese angesehen [111].

Die einzige Expressionserhdhung in der Gruppe B gegeniber der Gruppe A zeigte
TNF-a. Es hat in verschiedenen Geweben vielfaltige Aufgaben. In MSC bewirkt es eine
Hemmung der durch BMP-2 induzierten Osteogenese, indem es die Aktivierung von
SMAD-1, -5 und -8 verhindert und zur verstarkten Expression des inihibitorischen
SMAD-6 fihrt [112].

Aufgrund der veradnderten RNA-Expression ist eine weitergehende osteogene
Differenzierung der undifferenzierten MSC gegendber den préadifferenzierten MSC

anzunehmen. Dies ist Uberraschend, da eine starkere osteogene Differenzierung der
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pradifferenzierten MSC, die mit osteogenem Medium kultiviert wurden, angenommen
worden war. In den Versuchen zur Zelldifferenzierung konnten wir, in Ubereinstimmung
mit anderen Autoren [26, 34, 41, 92-95], schon nach 7 Tagen eine vermehrte Aktivitat
der alkalischen Phosphatase feststellen. Allerdings beruhen die in der Literatur
beschriebenen Ergebnisse auf Untersuchungen in 2D-Experimenten. Die im
Hauptversuch verwendeten Zellen wurden jedoch nach einwdchiger Stimulation mit
osteogenem Medium aus den Zellkulturflaschen gelést und in die Fibrinmatrices
eingebracht. Es ist bereits beschrieben, dass die Zellen durch das Ablésen eine
Dedifferenzierung erfahren [113]. Inwieweit die wiederholte Kultivierung mit osteogenem
Medium zu einer erneuten Osteogenese flhrt, ist bisher unzureichend geklart. Zudem
waren die pradifferenzierten MSC aufgrund der langeren Verweildauer in den
Zellkulturflaschen zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns wesentlich dichter gewachsen
als die MSC. Fur die pradifferenzierten MSC verringerte sich dadurch das Verhéltnis der
Zell-Zellkontakte in den Fibrinmatrices gegendber den Bedingungen in den
Kulturflaschen starker als fur die undifferenzierten MSC.

4.2.3.2 Mechanische Stimulation

In der Gruppe A konnte eine Versechsfachung der RNA-Expression von MMP-13 durch
mechanische Stimulation festgestellt werden. MMPs gehéren zur Gruppe der Zink
abhangigen Endopeptidasen. Es wurden bisher mindestens 25 identifiziert. Neben
sezernierten MMPs kommen auch membranstéandige vor. Durch ihre proteolytische
Aktivitat kénnen sie in vivo Wachstumsfaktoren, die in die ECM eingebaut sind [114,
115], freisetzen, welche die Neoangiogenese und Zelldifferenzierung beeinflussen
[116]. MMPs vereinfachen zudem im Zusammenspiel mit Integrinen die Migration von
Zellen. Integrine induzieren Anderungen im Zytoskelett, wodurch die Zellkontraktilitt
erhdht wird. MMP [6sen gleichzeitig ECM-Bestandteile in der Zellumgebung auf und
ermdglichen dadurch einen gréBeren Bewegungsspielraum der Zellen [105].

Kasper et al. haben bereits eine Zunahme der MMP-Aktivitdt durch mechanische
Stimulation beschrieben. Sie postulierten, dass MMPs von zentraler Bedeutung bei der
Umsetzung mechanischer Signale in eine geanderte Funktion der MSC sind. Allerdings
konnten sie keine Anderung auf RNA-Ebene feststellen [83]. Schieker nennt MMPs,

insbesondere MMP-9 und -13, als Proteine von differenzierten Osteoblasten [30]. Aus
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diesen Grinden deutet eine starkere Expression von MMP-13 auf eine weitergehende
Differenzierung der MSC hin.

Eine erhdhte Expression von MMP-13 koénnte im Falle der Implantation eines
Konstruktes die Regeneration beglnstigen, indem es den Umbau der umgebenden
Matrix férdert, dadurch Wachstumsfaktoren freisetzt und ein Einwachsen neuer GeféaB3e

unterstitzt.

Bei den prédifferenzierten MSC der Gruppe B war die RNA-Expression von SMAD-7
durch mechanische Stimulation halbiert. SMAD-7 spielt bei der Regulation des
BMP/TGF-B-Signalweges eine wichtige Rolle [49]. Da es sich hierbei um einen
inhibitorischen SMAD handelt [49], kann dieser Signalweg vermehrt aktiviert werden
und somit theoretisch die Osteogenese geférdert werden [51].

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl native als auch
pradifferenzierte MSC durch mechanische Stimulation osteogen differenzieren.

4.2.3.3 Mechanisch stimulierte Zellen im Gruppenvergleich

Beim Vergleich der RNA-Expressionsprofile nach mechanischer Stimulation zeigte sich
eine vermehrte Aktivierung sowohl des BMP/TGF-B- als auch integrinabhangigen
Signalweges in der Gruppe A gegeniber der Gruppe B. In der Gruppe A war ebenfalls
die Expression vom EGF-Rezeptor und einiger osteoblastenspezifischer Proteine wie
Osteopontin und Annexin V gesteigert.

Das am starksten erhéht exprimierte Gen des BMP/TGF-B-Signalweges in der Gruppe
A war SMAD-7. Dieses ist ein inhibitorischer SMAD, der unter anderem die
Degradierung von SMAD-2 beschleunigt [49]. Daher ist eine Hemmung des BMP/TGF-
B-Signalweges durch eine gesteigerte Expression von SMAD-7 anzunehmen. Jedoch
wurden der TGF-B-Rezeptor Typ | und SMAD-2 ebenfalls signifikant (p < 0,05)
Uberexprimiert, wenn auch nicht in Héhe der geforderten Verdoppelung (Daten nicht
gezeigt). Eine Erhdhung der Rezeptordichte fuhrt bei MSC zur verstarkten
Ansprechbarkeit auf die entsprechenden Liganden und in der Folge zur osteogenen
Differenzierung [117]. Es kann angenommen werden, dass dieser Effekt durch SMAD-2

unterstitzt wird, da es die Wirksamkeit von TGF-B-vermittelten Signalen erhéht [118].
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Welche Effekte Uberwiegen, kann anhand der Expressionsédnderung von regulierten
Genen eingeschatzt werden. Ein von einigen Autoren postuliertes Gen ist RunX2 [119,
120]. Dessen Expression war allerdings in allen Proben &hnlich hoch (Daten nicht
gezeigt). Das kdnnte an der bereits vor der Stimulation bestehenden Differenzierung
aufgrund der Kulturbedingungen in den Zellkulturflaschen oder den Fibrinkonstrukten
liegen. Zohar beschrieb, dass MSC, sobald sie auf einer Oberflache adhéarieren, bereits
osteogene Marker exprimieren [121] und Perka konnte die osteogeneseférdernde
Wirkung von Fibrinmatrices auf diese Zellen zeigen [63]. Auswirkungen einer
osteogenen Stimulation mussen deshalb in anderen Markern als RunX2 gesucht
werden, wie z.B. Osteopontin. Dieses wurde in der Gruppe A verstarkt exprimiert. Es ist
bereits beschrieben, dass durch Stimulation mit TGF-B8 die Osteopontinexpression
gesteigert werden kann [122]. Osteopontin spielt in der Osteogenese eine zentrale
Rolle [110, 111]. Die vorliegenden Ergebnisse deuten daher auf eine weitergehende
osteogene Differenzierung der MSC hin (Abb. 23).

Ligand

TGF-L-Rezeptor Typ |

Fezeptor Typ Il

e

Abb. 23: Unterschiede im BMP/TGF-B-Signalweg zwischen mechanisch stimulierten MSC und
pradifferenzierten MSC, modifiziert nach Attisano und Wrana [50].
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Wie beim Vergleich der unbelasteten Gruppen A und B war ein Integrin in der Gruppe A
verstarkt exprimiert. Anstatt des Integrins a3 war es in dieser Gruppe das Integrin B1.
Dieses bindet mit den Integrinen a1-3 vor allem an Kollagene [104-106]. Gronthos
zeigte, dass bei Kultivierung mit Antikbrpern gegen Integrin B1 in vitro die Fahigkeit der
MSC zur Bildung kalzifizierter Matrix abnimmt [105], wahrend Schmid et al. nachweisen
konnten, dass eine verstarkte Epression von Integrin B1 und a2 zu einer gesteigerten
osteogenen Differenzierung fahrt [103].

Die vermehrte Expression von Integrin B1 und von Aktivatoren des BMP/TGF-B-
Signalweges lasst, wie bei den mechanisch nicht stimulierten Gruppen auch, eine
starkere osteogene Differenzierung der Zellen der Gruppe A vermuten.

Eine weitere Klasse von Proteinen, die in der Gruppe A vermehrt exprimiert wurden,
waren die MMPs, insbesondere MMP-9 und -13. AuBer durch mechanische Stimulation
[83] kdénnen diese ebenso durch eine Aktivierung des BMP/TGF-B-Signalweges und
Integrin vermittelt Gberexprimiert werden [123, 124]. Globus et al. stellten fest, dass die
Expression von MMPs durch Anderung des Integrin B1-Anteils in der ECM reguliert wird
[124]. Brakebusch et al. beschrieben eine MMP-13 Expressionssteigerung durch
Stimulation von Integrin a1/B1 [125]. Wie bei den mechanisch stimulierten MSC kann
auch diese Anderung als ein Indiz fiir eine weitergehende osteogene Differenzierung
der nativen MSC verglichen mit den pradifferenzierten MSC gewertet werden.

Weiterhin war der EGF-Rezeptor in der Gruppe A gegentiber der Gruppe B
Uberexprimiert. Dieser unterstitzt die Proliferation und Differenzierung von
Osteoprogenitorzellen in der friihen Phase der Matrixmineralisierung [126]. Weiterhin
wurde in vivo festgestellt, dass EGF-Rezeptor-defiziente Mause weniger Osteoblasten
und Osteoklasten und eine daraus resultierende verzdgerte Ossifikation aufweisen
[127]. Beschrieben ist auBerdem eine Interaktion zwischen Integrin 1 und dem EGF-
Rezeptor, die zu gesteigerten Effekten der beiden Proteine flhrt [128].

Cathepsin K war in der Gruppe A ebenfalls hochreguliert. Es férdert die
Osteoklastenfunktion [129] und tragt zu einem schnelleren Umbau und dadurch zu einer
beschleunigten Wiederherstellung des Knochengewebes bei. Weiterhin wurde in der
Gruppe A Annexin V verstarkt exprimiert. Es ist als kalziumbindendes Protein fur die
frihe Phase der Matrixmineralisierung von Bedeutung [130] und somit einen weiteren
Hinweis fir die fortgeschrittene osteogene Differenzierung der nativen MSC liefert.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Zellen der Gruppe A eine

vermehrte Aktivierung mehrerer fir die Osteogenese entscheidender Signalwege
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zeigen als die osteogen pradifferenzierten MSC der Gruppe B. Undifferenzierte MSC
sind daher vielversprechende Kandidaten flr eine autologe Zelltherapie des
Knochendefekts unter Gewabhrleistung adaquater biomechanischer

Rahmenbedingungen zur mechanischen Stimulation der Zellen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung (deutsch)

Bei der Therapie kritischer Knochendefekte im Rahmen des Tissue Engineerings wird
versucht, mit zellbasierten Verfahren neue Behandlungsmdglichkeiten zu schaffen. Der
Einsatz von mesenchymalen Stammzellen (MSC) scheint aufgrund ihres Proliferations-
und Differenzierungspotentials vielversprechend. Um die Zellen auf ihren Einsatz in vivo
vorzubereiten, sollten diese pradifferenziert werden. Dazu bietet sich mechanische
Stimulation an.

Ziel dieser Arbeit war es, mit einem neuartigen Bioreaktor den Einfluss mechanischer
Stimulation auf die osteogene Differenzierung von verschiedenen Osteoprogenitorzellen
in einer 3D-Fibrinmatrix auf RNA-Ebene zu bestimmen. In Vorversuchen sollte zudem
die Eignung der Fibrinmatrix fir die Verwendung in den Bioreaktoren bestimmt werden.
Bei der Untersuchung zur Zelldichte in den verwendeten Konstrukien konnte die
Gesamtzellvitalitdt ab einer Zelldichte von 2800 Zellen/ul Matrix kaum noch gesteigert
werden. Durch Messung der Sauerstoffsattigung wurde eine Hypoxie der Zellen in den
Konstrukten mit bis zu 2800 Zellen/ul Matrix ausgeschlossen. Da die Konstrukte im
Hauptversuch drei Tage lang im gleichen Medium verbleiben sollten, wurde in den
folgenden Versuchen Konstrukte mit 1400 Zellen/ul Matrix verwendet. Die Messung der
Gesamtzellvitalitdt nach dreitagiger mechanischer Stimulation zeigte daraufhin keine
Unterschiede zwischen belasteten Konstrukten und den Kontrollen.

In den Versuchen zur Wirkung mechanischer Stimulation wurden undifferenzierte und
durch siebentagige Kultur mit osteogenem Medium pradifferenzierte MSC sowie aus
Auswachskulturen  stammende  Osteoblasten  miteinander  verglichen.  Die
Gegenuberstellung von nativen und préadifferenzieten MSC ohne mechanische
Stimulation zeigte Uberraschenderweise eine starkere Expression osteogener Marker
bei den nativen MSC. Dies koénnte durch Dedifferenzierung der pradifferenzierten MSC
bei der Mobilisierung zur Konstruktherstellung erklart werden. Bei den Untersuchungen
zur Differenzierung durch mechanische Stimulation konnte festgestellt werden, dass
sowohl native als auch pradifferenzierte MSC in der Osteogenese involvierte Gene, wie
MMP-13 und SMAD-7, Uberexprimierten. Die deutlichsten Unterschiede traten beim
Vergleich der verschiedenen Zellarten nach mechanischer Stimulation auf. Sowohl
Gene, die im BMP/TGF-B-Signalweg eine Rolle spielen, als auch Integrin 81 und
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weitere wurden in mechanisch stimulierten nativen MSC vermehrt exprimiert. Diese
Ergebnisse deuten auf eine bessere Ansprechbarkeit von undifferenzierten MSC auf
mechanische Stimulation hin. Damit sind diese vielversprechende Kandidaten flr die
autologe Behandlung von Knochendefekten unter Einsatz mechanischer Stimulation zur

Pradifferenzierung.

5.2 Abstract (english)

To treat critical bone defects tissue engineers try to achieve new therapeutical options
by using cell-based processes. The use of mesenchymal stem cells (MSC) seems to be
promising due to their proliferation and differentiation potential. To prepare these cells
for use in vivo, they should be predifferentiated. This might be achieved by mechanical
stimulation.

The aim of this study was to investigate the influence of mechanical stimulation on
osteogenic differentiation of different osteoprogenitor cells in a 3D-fibrin-matrix on the
RNA level. To generate mechanical stimuli a novel bioreactor was used. Preliminary
experiments should estimate the suitability of the fibrin-matrix for its use in bioreactors.
The preliminary tests showed an increase of total cell viability up to a density of 2800
cells/uL matrix which barely changed with higher cell densities. Hypoxia of the cells in
constructs with up to 2800 cells/uL matrix was excluded by measurement of the oxygen
saturation. During the main tests the constructs were to remain in the same solution for
three days, hence constructs with 1400 cells/uL matrix were used for the following
experiments. The measurement of total cell viability after three days of mechanical
stimulation showed no differences between mechanical stress exposed and control
constructs.

In the experiments on the effect of mechanical stimulation, native MSC,
predifferentiated MSC, which had been cultured in osteogenic solution for seven-days,
and osteoblasts, which were derived from outgrowth-cultures, were compared.
Surprisingly, the comparison of native and predifferentiated MSC without mechanical
stimulation showed a higher expression of osteogenic markers among the native MSC.
This could be explained by dedifferentiation of already predifferentiated MSC during the
mobilization of cells to form constructs. The studies of differentiation by mechanical

stimulation showed that both native and predifferentiated MSC overexpressed genes
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involved in osteogenesis, such as MMP-13 and SMAD-7. The most significant
differences occurred in the comparison of the different types of cells after mechanical
stimulation. Genes involved in the BMP/TGF-B-signaling-pathway, as well as Integrin 31
and others were higher expressed in mechanically stimulated native MSC. These
results indicate a greater responsiveness of native MSC to mechanical stimulation.
Therefore they are promising candidates for the autologous treatment of critical bone

defects, using mechanical stimulation for predifferentiation.
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