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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Zystinknotenprotein Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2) ist ein wichtiger Wachstumsfaktor
in der Knochenbildung wahrend der Embryonalentwicklung und spielt ebenso eine wichtige Rolle
wahrend der Knochenregeneration. In der Forschergruppe ,Gradierte Implantate” sollen neben
BMP-2  zur  Knochenregeneration auch der transformierende Wachstumsfaktorp  zur
Knorpelzelldifferenzierung und Smad 8 L+MH2, ein modifizierter Transkriptionsfaktor, zur
Sehnenzellbildung eingesetzt werden. Alle drei Signalfaktoren werden mithilfe von Nanopartikeln,
die diese zeitlich gradiert abgeben, auf eine elektrogesponnene Polycaprolacton-Fasermatte, welche
das Basismaterial des Implantats darstellt, aufgebracht. Das entwickelte Implantat soll zur Reparatur
von defekten Sehnen-Knochen-Ubergingen eingesetzt werden.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf BMP-2 als osteoinduktives, implantatgebundenes
Protein, sowie dessen Freisetzung und Aktivitdt. Dazu werden im ersten Teil der Arbeit
Untersuchungen zur osteogenen Differenzierung durchgefiihrt. Es wird gezeigt, dass das osteogene
Potential von humanen mesenchymalen Stammzellen (MSC) stark spenderabhangig ist. So weisen
von den getesteten 17 Spendern nur finf die Merkmale einer erfolgreichen osteogenen
Differenzierung auf. Zusatzlich kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Kombination der
Faktoren PB-Glycerophosphat, BMP-2 und Ascorbat-2-Phosphat am effektivsten die osteogene
Differenzierung induziert.

Um bei den Freisetzungsuntersuchungen nur das bioaktive BMP-2 zu quantifizieren, wird in dieser
Arbeit der BMP-Responsive-Element-Luciferase-Test genutzt, der sensitiver und schneller
durchfihrbar ist als vergleichbare Verfahren wie z. B. der Alkalische Phosphatase Test. Der BMP-
Responsive-Element-Luciferase-Test wurde in der hier vorliegenden Promotionsarbeit unter anderem
auf die Durchfiihrung im 96-Loch-Plattenformat optimiert und ermdoglicht so einen hdéheren und
schnelleren Messdurchsatz der unterschiedlichen Proben.

Fir den Einsatz auf dem gradierten Implantat wird die Freisetzung und Aktivitdt von BMP-2 aus
organischen und anorganischen Nanopartikeln untersucht. Dabei werden anorganische
aminomodifizierte Partikel (SiNH;) und Aminohexylaminopropyl-modifizierte (SIAHAP) nanopordse
Silica-Nanopartikel sowie organische acetylierte Chitosan/Tripolyphosphat-Partikel (CS(58)/TPP und
CS(83)/TPP) und Alginat/Poly-L-Lysin-Partikel untersucht. Da zunichst nachgewiesen werden kann,
dass die eingesetzten Konzentrationen der Nanopartikel auf MSC nicht zytotoxisch wirken, wird
untersucht, ob die mit BMP-2-beladenen Partikel in vitro Osteogenese induzieren. Hierbei zeigen
insbesondere die anorganischen SiNH, sowie die organischen Chitosan-Nanopartikel eine Induktion
der osteogenen Differenzierung, die durch eine Hochregulation der untersuchten osteogenen
Markergene Osteopontin, Integrin-binding Sialoprotein, Runt-related transcription factor2 und
Osteocalcin belegt wird.

Stichworte: Bone Morphogenetic Protein-2, gradiertes Implantat, osteogene Differenzierung,
Freisetzung, Nanopartikel
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Abstract

Abstract

Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2), a cysteine knot protein, is an important growth factor for
bone formation during embryogenesis as well as during bone regeneration and repair. In the DFG
research unit ,,Graded implants” three growth factors, including BMP-2 to induce bone regeneration,
transforming growth factor B for chondrogenesis induction and Smad 8 L+MH2 to induce tendon
regeneration are used. They are planned to be released in a timely manner by nanoparticles which
are bound to a structured polycaprolacton fibre mat. The final implant is planned to be used for the

repair of rotator cuff defects.

The main focus of this thesis is the quantification of the activity and release of BMP-2 as an
osteoinductive implant-bound protein. To this purpose the first part of the thesis concentrates on
osteogenic differentiation. It is shown that human mesenchymal stem cells (MSC) exhibit a strong
donor-dependence regarding their osteogenic potential. Of the tested 17 donors only six exhibited
signs of osteogenic differentiation. In addition, the combination of the factors B-glycerophosphate,
BMP-2 und ascorbate-2-phosphate has proven to be the most efficient in induction of osteogenic

differentiation.

To make sure the only bioactive BMP-2 is measured during release experiments the BMP-responsive-
element-luciferase assay (BRE-Luc) was used. It has been shown to be more sensitive and faster than
the alkaline phosphatase assay. The BRE-Luc Assay was optimized for measurement in 96-well plates

ensuring the measurement of a higher number of probes at the same time.

Organic and inorganic nanoparticles can be used to release BMP-2 in the final implant. For this
purpose, the release and activity of BMP-2 from these particles was analyzed. Inorganic
aminomodified (SiNH,) und aminohexylaminopropyl-modified (SiAHAP) nanoporous silica
nanoparticles and organic acetylated chitosane/tripolyphosphate (CS(58)/TPP and CS(83)/TPP) und
alginate/poly-L-lysine-particles were used. All particles do not have cytotoxic effects on MSC and
were further tested for their potential to induce osteogenesis in vitro when being loaded with BMP-
2. Especially the inorganic SiNH; as well as the organic chitosan particles showed an induction of
osteogenic differentiation by upregulation of the osteogenic marker genes osteopontin, integrin-

bindung sialoprotein, runt-related transcription factor 2 and osteocalcin.

Keywords: Bone Morphogenetic Protein-2, graded implant, osteogenic differentiation, release
experiments, nanoparticles
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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Stammzellen

Stammzellen im Allgemeinen sind Zellen, die noch nicht auf ihre Funktion im Organismus
determiniert sind und welche in der Lage sind, sich selbst zu erneuern und zu differenzieren [1]. Sie
weisen je nach Spezialisierungsgrad keine oder nur eine geringe Differenzierung auf. Hierbei
unterscheidet man zwischen verschiedenen Arten von Stammzellen, die, je nach

Entwicklungsstadium, eine unterschiedliche Potenz aufweisen:

Totipotente Stammzellen kénnen in alle Zellen des Organismus und extraembryonales Gewebe
differenzieren, also ein neues lebensfdhiges Individuum formen. Die Zygote bis zur Morula (8-Zell-
Stadium) bestehen aus totipotenten Zellen. Nach einiger Zeit entwickelt sich diese weiter in die
Blastozyste, welche pluripotente Stammzellen (PSCs) enthalt. PSCs kdnnen in alle Zellen der drei
Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm, Endoderm) und der Keimbahn differenzieren, es handelt sich
hierbei zum Beispiel um embryonale Stammzellen (ESCs). Ein weiteres Beispiel fur pluripotente
Stammzellen sind sogenannte induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs), die kinstlich aus
somatischen Zellen hergestellt werden kénnen [2]. Nach der weiteren Differenzierung pluripotenter
Stammzellen in Zellen aus einem der drei Keimblatter werden diese zu multipotenten Stammzellen.
Dazu gehoren alle adulten Stammzellen: z. B. die hamatopoetischen Stammzellen, die
mesenchymalen Stammzellen und die endodermalen und ektodermalen Stammzellen. Diese
multipotenten Stammzellen kénnen nur noch weiter in Zellen des entsprechenden Keimblattes
differenzieren. So differenzieren hamatopoetische Stammzellen in die verschiedenen Zelltypen des
Blutes, mesenchymale Stammzellen in Zellen der Muskeln, Knochen und Knorpel, aus endodermalen
Stammzellen entstehen Zellen der Leber, des Darms und der Lunge und ektodermale Stammzellen
differenzieren in Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems sowie der Epidermis. Sie sind in
den jeweiligen Organen zu finden und dienen dazu, seneszente oder apoptotische Zellen zu

ersetzen [3]-[5].

Oligopotente Stammzellen kdnnen nicht mehr in alle Zellen des jeweiligen Keimblatts differenzieren,
nur noch in einige Zelltypen, wohingegen unipotente Zellen sich nur teilen kdnnen und aus ihnen

kein neuer Zelltyp entstehen kann.

18



1. Einleitung

1.1.1 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen werden seit der ersten Veroffentlichung von Friedenstein et al. [6] im
Jahr 1970 fiir eine Vielzahl von Forschungsthemen verwendet. Zum ersten Mal als mesenchymale
Stammzellen benannt wurden sie aber erst 1991 von Arnold Caplan [7]. Nachdem zunachst mit aus
dem Meerschweinchen und spater mit aus der Ratte [8] isolierten Zellen gearbeitet wurde, ist nun
auch bereits seit fast 30 Jahren das Protokoll zur Isolation und Expansion von humanen MSCs

weitgehend unverandert etabliert [9].

MSCs konnen sehr einfach aus einer Vielzahl von Geweben isoliert werden, dazu gehoren
Knochenmark, Nabelschnur [10], Placenta, Fettgewebe [11], Lunge, Leber und Haut [12]. Aufgrund
der unterschiedlichen Gewebequellen der MSCs wurden im Jahr 2006 von der ,International Society
for Cellular Therapy” (ISCT) drei Mindestkriterien festgelegt, die eine Zelle erfiillen muss, um als

mesenchymale Stammzelle bezeichnet zu werden [13].
1. MSC missen unter Standard-Kulturbedingungen plastik-adharent sein.

2. MSCs miussen folgendes Oberflaichenmarkerprofil aufweisen: CD105*, CD73*, CD90* sowie
CD45°, CD347, CD14 oder CD11b’, CD79a oder CD19 and HLA-DR'.

3. In vitro muss die Differenzierung von MSCs in Osteoblasten, Adipozyten und Chrondrozyten

moglich sein.

Das letzte Kriterium beschreibt die Multipotenz der mesenchymalen Stammzellen. MSCs sind schon
in diverse Gewebe differenziert worden, unter anderem Knorpel, Knochen, Sehnen, Ligamente und

Fettgewebe [14], [15], dargestellt in Abb. 1.
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Abb. 1: Isolation, Expansion und Differenzierung von MSCs. Mesenchymale Stammzellen kénnen aus verschiedenen
Geweben isoliert werden. Sie werden dann mittels entsprechender Oberflaichenfaktoren charakterisiert und in vitro
expandiert. AnschlieBend kann die Differenzierung in verschiedene Zellzweige erfolgen. Modifiziert nach Chen et al.,
2016 [16].

1.1.2 Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen

Eines der Kriterien zur Definition von MSCs ist die Fahigkeit der Differenzierung in die osteogene,
chondrogene und adipogene Zell-Linie. Um diese Differenzierung in vitro zu erzielen, werden die MSC
mit  entsprechenden  Wachstumsfaktoren und Medienzusdtzen in die gewinschte
Differenzierungsrichtung gelenkt. Dabei unterscheidet man zwei Phasen der Differenzierung: die
Determinierungs-Phase, in der die Zell-Linie festgelegt wird, und die terminale

Differenzierungsphase, in der die Reifung der jeweiligen Zelltypen stattfindet [16], [17].

Chondrogene Differenzierung von MSCs wird durch die dreidimensionale Kultivierung der Zellen in
Pellets sowie die Zugabe von Transforming Growth Factor B (TGF-B) erzielt [18], [19]. Dabei zeigt sich

die fortschreitende Differenzierung durch das Wachstum des dichter werdenden Pellets [20].
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AulRerdem werden die Markergene Kollagen Typ Il, Typ IX und Aggrecan bei der Knorpelbildung
exprimiert sowie die Biosynthese von Kollagen und Proteoglykanen angestofRen [19], [21]. Im Zuge
der Differenzierung wird hier auch die extrazellulare Matrix nach und nach degradiert, dies erfolgt

unter anderem durch Matrix Metalloproteasen (MMP), zum Beispiel MMP13 [22].

Der Einsatz von bioaktiven dreidimensionalen Scaffolds bietet eine optimale Mikroumgebung fiir die
Knorpelregeneration. So werden bereits Hydrogele [23] oder elektrogesponnene Matten [24], [25]

zur Kultivierung und Differenzierung von Chondrozyten eingesetzt.

Bei der adipogenen Differenzierung findet zunachst die Determinierung zu Praadipozyten statt,
anschlieRend erfolgt die terminale Differenzierung zu Adipozyten. Diese weisen auch neue
Funktionen im Vergleich zu den mesenchymalen Stammzellen auf wie die Lipid-Synthese und -
Speicherung sowie die Produktion von Adipozyten-spezifischen Proteinen [26]. Die Induktion der
Differenzierung in die adipogene Linie erfolgt durch die Zugabe von cAMP (cyclisches
Adenosinmonophosphat), Insulin und Glukokortikoiden [27]-[29]. Die im Zuge der Differenzierung
exprimierten Schliissel-Transkriptionsfaktoren Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y (PPARg)
und CCAAT/Enhancer binding protein a (C/EBPa) fiihren zur Einleitung der Differenzierungskaskade,
die in der terminalen Differenzierung der maturen Adipozyten endet[30], [31]. Die
Transkriptionsfaktoren PPARg und C/EBPa induzieren die Expression von fast allen mit der
Adipogenese verbundenen Genen. Dazu gehdren Glycerophosphat-Dehydrogenase, Fettsdure-
Synthase, Acetyl-CoA-Carboxylase, Malcenzym, Glut 4 (Glucose Transporter Typ 4) und Ap2
(adipocyte-selective fatty acid binding protein) [32]. Wahrend dieses Prozesses werden Lipid-

Tropfchen im Zytoplasma sichtbar, die mit der Zeit sehr grof8 werden.

Der Einsatz von Adipozyten und die Untersuchung der Adipogenese ist in vielen Forschungsgebieten
von hoher Relevanz. Ein besonders groRes Gebiet ist hier aber die Untersuchung von Fettleibigkeit

und damit assoziiertem Diabetes Typ Il [33].

1.1.3 Osteogene Differenzierung

Eine weitere Linie, in die MSC laut der Vorgaben der ISCT differenzieren kbnnen missen, ist die
osteogene Linie. Hier erfolgt zunichst die Determinierung der Zellen zu Osteoprogenitorzellen,
welche dann weiter zu Osteoblasten und final zu Osteozyten differenzieren. Wahrend der
Differenzierung werden unter anderem durch die Regulation des Transkriptionsfaktors RUNX2 (Runt-
related transcripton factor 2) die fir die Osteogenese relevanten Gene aktiviert. RUNX2 ist ein
Bestandteil des BMP (Bone Morphogenetic Protein) / TGF-B-Signalwegs, der im nachsten Kapitel

noch detaillierter beschrieben wird. BMP-2, BMP-4 und BMP-7 agieren via BMP-spezifische Smad-
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Proteinen und induzieren so die Transkription von RUNX2 [34], [35]. Der Transkriptionsfaktor ist
essentiell fir die osteogene Differenzierung und kann bereits in den Osteoprogenitorzellen

nachgewiesen werden [36]-[38].

Zielgene des Transkriptionsfaktors sind unter anderem Osteocalcin, Collal (Kollagen Typ |, alpha 1),
IBSP (Integrin-binding Sialoprotein) und Osteopontin, die alle eine wichtige Rolle in der Osteogenese
spielen [39]. Neben der Aktivierung der Zielgene wird RUNX2 auch eine antiproliferative Rolle in
(Pra-) Osteoblasten zugeordnet [40], [41]. Nach der Aktivierung der entsprechenden Zielgene muss
allerdings fir die weitere Reifung der Knochenzellen die Expression von RUNX2 reduziert werden,

somit ist der Transkriptionsfaktor im spateren Stadium der Differenzierung nicht mehr nachweisbar.

Als frihes Markergen wird die gewebeunspezifische Alkalische Phosphatase (ALPL) exprimiert. Ihre
Expression kann in den reifen Osteoprogenitoren und Praosteoblasten nachgewiesen werden. Die
Alkalische Phosphatase ist ein Zellmembran-gebundes Protein [42], [43]und reguliert vermutlich die
Adhdsion, Migration und Differenzierung der Osteoprogenitoren und Prdosteoblasten [44]. lhre
Expression erfolgt vor der Expression der nicht kollagenen Matrix-Molekiile Osteopontin, Osteocalcin

und IBSP [45]. Deren Expression beginnt erst im Stadium des (Pr&-)Osteoblasten.

Hierbei werden Osteopontin (SSP-1), ein sekretiertes Phosphoglycoprotein, und Integrin-binding
Sialoprotein (IBSP) sehr stark in Osteoblasten exprimiert [45], [46]. Der am spatesten exprimierte
Marker, aber auch der als am spezifischsten geltende, ist Osteocalcin oder bone gamma-
carboxyglutamic acid-containing protein (BGLAP). Das nicht-kollagene Protein wird ausschlieBlich in

postmitotischen Osteoblasten exprimiert [47].

Die Mineralisierung von Knochen erfolgt in den reifen Osteoblasten durch die Ablagerung von
Karbonat-Hydroxyapatit-Kristallen in der extrazelluldren Matrix, die aus Kollagen Typ | und den
vorher beschriebenen nicht-kollagenen Proteinen besteht [48], [49]. IBSP fungiert hier als Bindeglied
und ermoglicht durch seine Bindung an die Kollagen-Matrix die Bildung von

Hydroxyapatitkristallen [50], [51].

Ein Uberblick der Abldufe und der jeweiligen Genexpressionen ist in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2: Osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen. Dargestellt ist der schematische zeitliche Ablauf der

osteogenen Differenzierung. AuBerdem sind die wichtigsten Wachstums- und Transkriptionsfaktoren und deren
Expressionsmengen in chronologischer Reihenfolge der ersten Expression gezeigt (blau= hoch, weilR=niedrig). Hydroxyapatit
lagert sich im Zuge der Mineralisierung ein. Modifiziert nach Owen et al, 1990; Aubin, 1998; Bruderer et al., 2014 [36], [52],
[53].

In vitro erfolgt die Induktion der osteogenen Differenzierung durch die Zugabe von drei Faktoren.
Wie oben beschrieben ist die Aktivierung bzw. Erhohung der transkriptionellen Aktivitdt von RUNX2
essenziell fir das Fortschreiten der Differenzierung. Dies kann zum einen mittels Zugabe des
Glukokorticoids Dexamethason erfolgen, welches den Wnt/B-Catenin Signalweg aktiviert und somit
fir die Hochregulation der Proteinkinase Phosphatase-1 sorgt [54], [55], zum anderen sorgt BMP-2
(Bone Morphogenetic Protein 2) ebenfalls fiir die Aktivierung von RUNX2. Der hier aktivierte

Signalweg wird im nachsten Kapitel (1.2) noch genauer beleuchtet [56].

Um die Kollagen Typ-1 Fibrillenbildung zu erméglichen, wird eine Vitamin C-Quelle benétigt. Dies
kann zum Beispiel Ascorbinsdure oder das in Zellkultur stabilere Derivat Ascorbat-2-Phosphat (Asc)

sein [57], [58]. AuBerdem erhéht Ascorbinsdure die Expression der Alkalischen Phosphatase [59].

Da im Zuge der Mineralisierung Hydroxyapatit, ein Calcium-Phosphat, entsteht, ist auch eine externe
Phosphatquelle nétig. Dazu wird in der Literatur haufig ein hydrolysierbares, phosphathaltiges
Substrat wie B-Glycerophosphat (B-GP) verwendet [60]. Aber auch der Einsatz einer anorganischen
Phosphatquelle wie Dinatriumhydrogenphosphat ist moglich [61]. Des Weiteren ist zu bedenken,
dass die verwendeten Differenzierungsmedien in der Regel im Basalmedium schon 1mM
anorganisches Phosphat und 1,8 mM Calcium-lonen (Ca?*) enthalten.
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1.2 Bone Morphogenetic Protein-2

Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) gehort zur TGF-B-Superfamilie, die insgesamt 33
Wachstumsfaktoren umfasst. Die BMPs wurden zunachst als Bone inductive proteins entdeckt, da
diese aus demineralisierten Knochen gewonnen wurden und nachweislich einen positiven Einfluss
auf das Knochenwachstum haben [62], [63]. Inzwischen sind 15 verschiedene BMPs in Saugetieren
bekannt, die eine groRe Bandbreite an biologischen Effekten auf unterschiedlichste Zelltypen
aufweisen. BMPs sind wichtige Morphogene wahrend der Embryogenese und der weiteren
Entwicklung. Sie beeinflussen das Zellwachstum, Apoptose und Differenzierung [64]-[67]. Aber auch
im spateren Verlauf zeigen BMPs Einfluss auf die Signalweiterleitung bei der Initiierung von

Knochenreparatur, der Erhaltung von Gelenkstrukturen und den GefaBumbau [64], [65], [68].

BMP-2 ist ein homodimeres Zysteinknotenprotein, dessen Monomere durch Disulfid-Briicken
verbunden sind [69]. Es kann sich mittels Diffusion (iber einen Konzentrationsgradienten durch den
Koérper bewegen. Die Signallbertragung mittels BMP-2 kann sowohl tGber kanonische als auch nicht-

kanonische Signalwege erfolgen.

Im kanonischen Signalweg bindet BMP-2 an den BMP-Rezeptor Typ Il (BMPR-II), der sich auf der
Zellmembran befindet. Ist die Bindung erfolgt, bildet sich ein heterotetramerer Komplex mit dem
BMP-Rezeptor Typ | (BMPR-I) [70], [71]. Durch diese Komplexbildung wird BMPR-1 durch BMPR-II
transphosphoryliert und somit aktiviert. Dadurch koénnen die im Zytoplasma befindlichen
regulatorischen (R-) Smads phosphoryliert werden. Hierbei handelt es sich um Smad1, Smad5 und
Smad8. Die aktivierten R-Smads komplexieren sich mit dem Co-Smad Smad4 und sind als Komplex in
der Lage, in den Nukleus zu translozieren und dort als Transkriptionsfaktor zu fungieren [72], [73].

Hier erfolgt dann die Transkription der Zielgene (Abb. 3).

Es wurden diverse Zielgene von BMP identifiziert, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der
Differenzierung zu Osteoblasten exprimiert werden, und in drei Stufen je nach Zeitpunkt der
Genantwort eingeteilt. Wie bei allen Genantworten finden sich hier Gene fiir eine sofortige friihe
Antwort (immediate early response genes) (2 h nach der BMP-Stimulation), Gene fiir eine mittlere
friihe Antwort (6 h nach Stimulation) und Gene fir eine spate frilhe Antwort (nach 24 h) [74]. Gene,
die in die Signal-Weiterleitung involviert sind, gehéren zu den unmittelbar friih antwortenden Genen,
diese umfassen OASIS (Old Astrocyte Specifically Induced Substance), Prx2 (Peroxidase), TIEG (TGF-B
Inducible Early Growth Response), Snail und Id 1-3 (Inhibitor of differentiation 1-3). Die Id-Gene

gelten auch als sehr wichtige Zielgene der BMP-Wachstumsfaktoren [75].
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Die Gene, die in die Differenzierung von Osteoblasten involviert sind, gehdren hingegen eher zu den
mittel bis spat exprimierten Genen. BMP induziert diverse Gene, die mit der Differenzierung von

MSCs in Osteoblasten assoziiert sind, zum Beispiel Runx2 und Osterix [76].

— BMP-2
Zellmembran
BMPR-II BMPR-1,
phosphoryliert
=
-
W Smad4
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e @D ——)
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Abb. 3: BMP-2 Signalweg. Dargestellt ist der BMP-2 Signalweg, eingeleitet durch die Bindung von Homodimer BMP-2 an
den BMP-Rezeptor Typ Il (BMPR-Il). Blaue Sterne zeigen Phosphorylierung. Modifiziert nach Granjeiro et al., 2005 [77] und
Wang et al., 2014 [78].

1.3 Bioaktivitatsnachweis von BMP-2

Der Nachweis von Proteinen kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen. Eine weit verbreitete
Methode ist der ELISA (Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay). Hier wird das Protein mittels
spezifischer Antikorper detektiert und quantifiziert [79]. Auch fir BMPs ist diese Methode bereits gut
etabliert [80], [81]. Die Messmethode ist zwar sehr sensitiv, allerdings wird hier sowohl bioaktives als

auch inaktives Protein nachgewiesen.

Um ausschlieflich das bioaktive Protein nachzuweisen, werden daher haufig quantitative Bioassays
verwendet. Fir BMP-2 wird am héaufigsten der Alkalische-Phosphatase (ALP) Assay verwendet. Hier
wird mittels BMP-2 Zugabe die Induktion der Translation der Alkalischen Phosphatase eingeleitet und
dann Uber eine Substrat-Reaktion des ALP-Enzyms auf die Bioaktivitdt des eingesetzten BMP-2
rickgeschlossen [82], [83]. Da hier zundchst das Enzym ALP synthetisiert werden muss, handelt es
sich eine relativ langsame Antwort, welche 2-5 Tage dauert. AuRerdem ist dieser Assay nicht sensitiv

genug, um die geringe BMP-2-Konzentration in vielen biologischen Systemen zu untersuchen.

Ein weiterer Assay zur Quantifizierung von biologisch aktivem BMP-2 ist der sogenannte BRE-Luc-

Assay. Dieser wurde zuerst von Korchynski et al. durchgefiihrt [84]. Sie haben das BMP-Responsive
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Element (BRE) identifiziert, welches als Enhancer am Promotor von Id1 zu finden ist. Durch die
Anbindung des Enhancers an das Luziferase Reportergen ist eine direkte Messung der biologischen
Aktivitat moglich. BMP-2 bindet an BMPR-II, wie in 1.2 beschrieben und durch die Bindung des Smad-
Komplexes an das BRE erfolgt die Transkription und anschlieBende Translation der Luziferase. Durch
Zugabe des Substrats, welches Luciferin enthalt, erfolgt die Enzymreaktion und die entstehenden
Lichtsignale kénnen quantitativ bestimmt werden (Abb. 4) [85]. In den Studien von Korchynski und
ten Dijke konnte auRerdem gezeigt werden, dass der BRE-Luc Reporter ausschliellich von BMPs und
nicht von TGF-B, Aktivin oder Serum aktiviert wird und dadurch hervorragend als quantitativer Assay

fiir biologisch aktives BMP eingesetzt werden kann [84].

Luziferase

l Transkription

l Translation

Luziferase
Enzym

l + Substrat

Lichtsignal

Abb. 4: BRE-Luc Reporter-Assay. Dargestellt ist die Bindung des Smad-Komplexes am BRE-Element und die somit induzierte
Transkription und spatere Translation des Luziferase Enzyms, welches durch Substrat-Zugabe messbare Lichtsignale

produziert. Schematische modifizierte Darstellung nach [84], [86].
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1.4 Gradierte Implantate fiir Sehnen-Knochen-Verbindungen

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projektes in der Forschergruppe FOR2180 ,,Gradierte Implantate
fiir Sehnen-Knochen-Verbindungen®, die durch die DFG geférdert wird. Ziel dieser Forschergruppe ist
es, ein gradiertes Implantat fiir den Sehnen-Knochen-Ubergang an der Rotatorenmanschette zu
entwickeln. Warum dies wichtig ist und welche Losungsansatze hierzu verfolgt werden, wird im

folgenden Kapitel beleuchtet.

1.4.1 Chronische Degeneration der Enthese der Rotatorenmanschette und deren Reparatur

Die direkten Enthesen, die Sehnen-Knochen-Uberginge an der Rotatorenmanschette, deren
Funktion die Stabilisierung des Schultergelenks ist, sind haufig von Verletzungen betroffen. Durch
korperlich anstrengende Tatigkeiten oder die kontinuierliche chronische Belastung bis ins hohere
Alter treten immer wieder Risse auf. Insbesondere Personen, die alter als 80 Jahre sind, zeigen eine
40-80 %ige Wahrscheinlichkeit fir Verletzungen an dieser Enthese (Abb. 5) [87]—-[90]. Durch fehlende
Heilungsprozesse im adulten Organismus im Vergleich zum Embryo kann hier keine natirliche
Heilung dieses Risses erfolgen [91]. Chirurgische Eingriffe sind zwar moglich, weisen aber in vielen
Fallen nicht die gewlinschte Erfolgsquote auf. Durch die Muskel-Sehnen-Retraktion entstehen hier
Defekte mit kritischer GroRe, die nicht ohne extreme Spannung der Sehne repariert werden kénnen.

Dies hat haufig einen erneuten Riss der Naht zur Folge [92].

=

Muskel

Knochen
(Humeruskopf)

Abb. 5: Schematische Darstellung der Rotatorenmanschette mit dem entstandenen Defekt. Abbildung aus DFG-Vollantrag

,Gradierte Implantate fiir Sehnen-Knochen-Verbindungen, FOR2180“ [93].
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Und selbst wenn die chirurgische Reparatur der Enthese auf die beschriebene Art gelingt, ist es den

Patienten in der Regel nicht moglich, ihren urspriinglichen Bewegungsradius wiederzuerlangen [91].

Aus diesem Grund ist ein moglicher neuartiger Losungsansatz der Einsatz von Implantaten, um
einerseits die entstehende Liicke zwischen Sehne und Knochen zu fillen und andererseits die
Regeneration der Enthese zu stimulieren. Da es sich hier um eine direkte Enthese handelt, die sich
durch den graduellen Ubergang von Sehne zu Knochen auszeichnet, ist dies allerdings eine
besondere Herausforderung. Es handelt sich hierbei um den Ubergang von fibréser Sehne zu
unmineralisiertem Faserknorpel gefolgt von mineralisiertem Faserknorpel und der Anbindung an
Knochen (Abb. 6) [94]. Die verschiedenen Gewebe unterscheiden sich in ihrer Struktur, ihrer
Zusammensetzung und damit auch in ihren biomechanischen Eigenschaften und ihrer Funktionalitat.
Sehnenseitig sind die Kollagenfasern strukturiert ausgerichtet, wohingegen in der Knorpel- und
Knochenzone keine Ausrichtung der Fasern zu beobachten ist. In den unterschiedlichen Zonen sind
unterschiedliche Zelltypen (Tenozyten, Chondrozyten und Osteoblasten) zu finden sowie
unterschiedliche Komponenten der Extrazelluldrmatrix. Durch den Anstieg des Mineralgehalts durch
Calciumphosphate ergibt sich in Richtung des mineralisierten Faserknorpels eine langsame Erhéhung
der Steifigkeit.

Daher ist ein Implantat wiinschenswert, welches die natiirlichen Uberginge beriicksichtigt. Bisher
konnten solche Ansidtze noch nicht zu Erfolgen fihren, da hier entsprechende Charakteristika der
natiirlichen Uberginge fehlten bzw. nicht auf die unterschiedlichen Gradienten der Materialien
geachtet wurde [95]—[98]. So sind bereits Implantate entwickelt und untersucht worden, die in den
verschiedenen Zonen Materialien mit festgelegten Eigenschaften verwendet haben, aber keinen
Gradienten integrierten oder bei Einbindung eines Gradienten diesen nur im Hinblick auf einen

Parameter wie zum Beispiel dem Mineralgehalt entwarfen [95].
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Sehne Faserknorpel mineralisierter Knochen
Faserknorpel
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Abb. 6: Schematische Darstellung einer direkten Enthese aus den vier ineinandergreifenden Zonen. Kollagen I-(braun)
und Kollagen lI-(rot)-Fasern sind dargestellt. In der mineralisierten Faserknorpelzone setzt bereits eine Mineralisierung auf
Basis von Calciumphosphat ein (kleine schwarze Punkte). In der Knochenzone ist die Mineralisierung stark ausgepragt und
enthalt hier auch Kristalle (groBere schwarze Punkte). Abbildung aus DFG-Vollantrag ,Gradierte Implantate fir Sehnen-

Knochen-Verbindungen, FOR2180“ [93].

1.4.2 Entwicklung eines gradierten Implantats fiir Sehnen-Knochen-Verbindungen

Zur Entwicklung eines Implantats, welches als Briicke zwischen Sehne und Knochen fungieren kann
und gleichzeitig moglichst nah an der urspriinglichen Physiologie bleibt, sind in der Forschergruppe
mehrere ineinandergreifende Konzepte bericksichtigt worden. Um sowohl im Einsatz fiir den
Patienten sicher als auch effizient und einfach in der Anwendung und Herstellung zu sein, handelt es
sich um ein zellfreies Implantat, welches mit den endogenen Stammzellen des Patienten interagiert.
Durch entsprechende Wachstumsfaktoren, die die Differenzierung der jeweiligen Zelltypen

induzieren, wird hier ein biologischer Impuls gesetzt.

Hierbei wird zur Induktion der Sehnenzelldifferenzierung der modifizierte Transkriptionsfaktor
Smad8 L+MH2 (Smad8 Linkerregion + Mad Homology Region 2) verwendet [99], [100]. Die Induktion
der Chondrogenese erfolgt durch TGF-Bs, da hier nachweislich ebenfalls narbenfreie Sehnenheilung
induziert wird [21], [101] und die Osteogenese wird mittels BMP-2 induziert, welches ebenfalls die

Wiederherstellung der Sehnen-Knochen-Verbindung im Allgemeinen stimuliert [102], [103].

Um die Abgabe der Wachstumsfaktoren sowohl zeitlich als auch lokal festzulegen, werden

Nanopartikel verwendet, die die entsprechenden Wachstumsfaktoren binden. Dazu werden sowohl
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anorganische Silica-Nanopartikel als auch organische Polymerpartikel aus Chitosan/Tripolyphosphat

(CS/TPP) oder Alginat-Poly-L-Lysin (Alg/PLL) verwendet.

Bei nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNP) handelt es sich um vielversprechende
Tragermaterialien von biologischem Material, da diese durch ihre Modifizierbarkeit an die
entsprechenden Faktoren angepasst werden kdnnen und ebenfalls als biokompatibel und
biodegradierbar gelten [104]-[106]. Die in dieser Arbeit verwendeten NPSNP wurden von ALEXANDRA
SATALOV und KAREN BESECKE aus dem Institut flr Anorganische Chemie der Leibniz Universitat
Hannover hergestellt, modifiziert und zur Verfigung gestellt. Die Partikel lassen sich mit
unterschiedlichen funktionellen Gruppen modifizieren. So lasst sich Variabilitat bei der
Oberflachenladung und der Hydrophobizitat erzielen, um unterschiedlichste Biomolekile optimal an

die NPSNP binden zu kdnnen.

Neben den anorganischen NPSNP wurden in dieser Arbeit auch organische Nanopartikel im Hinblick
auf ihr BMP-2-Freisetzungsverhalten und ihr osteogenes Differenzierungspotential untersucht. Dabei
handelt es sich zum einen um Chitosan/Tripolyphosphat (CS/TPP)-Partikel, die bereits in vorherigen
Arbeiten erfolgreich fir die Freisetzung von BMP-2 verwendet wurden [107], sowie Alginat-Poly-L-
Lysin (Alg/PLL)-Partikel. Beide Partikelarten wurden von STEFFEN Sypow (Institut fir Technische
Chemie, Technische Universitdt Braunschweig) hergestellt und zur Verfligung gestellt. Es handelt sich
um zu Nanopartikeln verarbeiteten Hydrogelen, die sich sehr gut als Freisetzungssystem fir
Signalproteine  eignen [108]. Die verwendeten Nanopartikel sind biokompatibel und
biodegradierbar [109] und eignen sich sehr gut fir eine gezielte Freisetzung von Wachstumsfaktoren.

Es werden zwei unterschiedlich stark acetylierte Chitosane verwendet: CS(58) und CS(83).

Als Tragermaterial dienen biodegradierbare, elektrogesponnene Fasermatten aus Polycaprolacton,
die ebenfalls gradiert genutzt werden [110]. So werden sehnenseitig gerichtete Fasern und
knochenseitig ungerichtete Fasern genutzt. Auf diese Weise werden in dem geplanten Implantat
mehrere Gradienten der Freisetzung bericksichtigt: zeitliche und rdaumliche Freisetzung der
entsprechenden  Wachstumsfaktoren  sowie die  biomechanischen  Eigenschaften der

unterschiedlichen Gewebetypen (Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung des gradierten Implantats. Die in vivo existierenden Gradienten (Abb. 6) werden hier
durch Gradienten mit unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften sowie der rdumlichen und zeitlichen Freisetzung von
bioaktiven Proteinen nachgebildet. Die in der Abbildung dargestellten Nanopartikel reprdsentieren die unterschiedlichen
Anbindungs- und Freisetzungssysteme. Zur Fixierung des Implantats im Gewebe ist auf der Sehnenseite eine Annaht
vorgesehen, auf der Knochenseite der Einsatz von Knochenankern. Abbildung aus DFG-Vollantrag , Gradierte Implantate fiir

Sehnen-Knochen-Verbindungen, FOR2180“ [93].

31



2. Ziele dieser Arbeit

2 Ziele dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich im ersten Teil mit der osteogenen Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen. Hier sollen die optimalen Bedingungen zur Differenzierung ermittelt
werden. Dies beinhaltet im ersten Schritt die Selektion der entsprechenden Spender, da hier
aufgrund der Verwendung von primdren Zellen wesentliche Spender-spezifische Unterschiede
auftreten koénnen. Im Folgenden werden die Differenzierungszutaten genauer betrachtet und
selektiert. Insbesondere BMP-2 als zentraler Wachstumsfaktor soll in der praktischen Untersuchung

auf seine Induktionskapazitdten hin untersucht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit geht es speziell um BMP-2 als bioaktives, Implantat-gebundenes Protein.
Zunachst erfolgt die Charakterisierung des Wachstumsfaktors sowie die Optimierung eines
geeigneten Bioaktivitdtsassays. Im letzten Teil wird die Freisetzung von BMP-2 aus organischen und

anorganischen Nanopartikeln untersucht.
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3 Methoden

3.1 Ethikerkldrung

Fir diese Arbeit werden humane Knochenmarkprdparationen von Patientlnnen verwendet. Die
Genehmigung des Ethik-Komitees der Medizinischen Hochschule Hannover liegt vor (Nr. 565-2009).
Die Proben wurden bei orthopadischen Eingriffen von Patientlnnen mit gutem Allgemeinzustand
bzw. ohne Nebenerkrankungen aufer Osteoarthritis entnommen. Von allen Spendern liegt eine
schriftliche, informierte und freiwillige Zustimmung vor und personliche Informationen wurden
anonymisiert. Eine Liste der verwendeten Spender sowie deren Alter und Geschlecht befindet sich im

Anhang (Tabelle A10).

3.2 Zellkultur

Samtliche Experimente mit humanen oder murinen Zellen werden an der Sicherheitswerkbank mit
sterilem Material durchgefiihrt. Die Zellen werden alle bei 5% CO, (Kohlenstoffdioxid), 85 %
Luftfeuchtigkeit und 37 °C inkubiert und regelmaRig durch lichtmikroskopische Beobachtung

morphologisch tberprift.

3.2.1 Aufreinigung und Kultivierung von primdren humanen mesenchymalen Stammzellen aus

Knochenmark

Alle in der Arbeit verwendeten primaren humanen mesenchymalen Stammzellen (MSCs) werden aus
Knochenmark (KM) isoliert. Dieses wird aus dem Hiiftkopf gewonnen (zur Verfliigung gestellt von
DR. THILO FLOERKEMEIER, Annastift, MHH), mit 12.500 U Heparin versetzt (ca. 10 ml Knochenmark), um
Gerinnung zu verhindern, und mittels Dichtegradientenzentrifugation getrennt. Die entnommenen
Proben werden zundchst im Verhaltnis 1:4 mit PBS verdiinnt und durch Resuspendieren gemischt.
Die Suspension wird durch ein 100 um Zellsieb filtriert und anschlieBend in einem konischen 50 ml-
Roéhrchen auf Biocoll (1/2 Volumen der Menge des verdiinnten Knochenmarks) (Dichte 1,077 g/ml)
geschichtet. Um einen Dichtegradienten zu erhalten, wird bei Raumtemperatur (RT) fiir 30 min und

500 x g ohne anschlieRendes Bremsen zentrifugiert [111].
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Abb. 8: Auftrennung der Knochenmarksuspension nach der Zentrifugation auf dem Biocoll-Gradienten.

Die mononukledren Zellen (Abb. 8) werden mit einer Pasteurpipette abgenommen, mit 30 ml PBS
gewaschen und anschliefend bei 500 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet
wird in 10 ml MSC-Expansionsmedium (MSC-GM) resuspendiert und in einer T75 Zellkulturflasche
ausgesat. Um die mononukledren Zellen und Zelldebris zu entfernen, wird das Medium am nachsten

Tag gewechselt und die Zellen werden bis zur Passagierung weiter kultiviert.

3.2.2 Einfrieren und Auftauen von MSCs und Zelllinien

Um Zellen einzufrieren, wird eine definierte Zellzahl (meist 0,5 -1*10° ¢ pro Kryoréhrchen) bei 200 x g
5 min zentrifugiert und das Pellet wird in einem Gemisch aus 95% FCS und 5% DMSO
(Dimethylsulfoxid) aufgenommen und kontrolliert zunadchst im -80 °C-Ultratiefkiihlschrank und dann
in der -150 °C-Tiefkuhltruhe eingefroren. Das kontrollierte Einfrieren erfolgt durch die Nutzung von

einem Kryo-Einfriergerat mit einer Abkihlgeschwindigkeit von ca. 1 °C/min.

Um eingefrorene Zellen wieder aufzutauen, werden diese moglichst schnell im Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut und in frisches geeignetes Medium in einer geeignet groBen Zellkulturflasche gegeben.
Wenn die Zellen adhariert sind, nach ca. 2-4 h, wird das Medium gewechselt, um das DMSO und tote
Zellen aus dem Medium zu entfernen. Als Alternative kdnnen die Zellen auch direkt nach dem
Auftauen in 2-4 ml Medium aufgenommen werden und bei 200 x g fiir 5 min zentrifugiert werden.
Nun befindet sich das DMSO im Uberstand, dieser wird entsorgt und das Zellpellet wird in frischem

Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche gegeben.
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3.2.3 Kultivierung von priméaren Zellen und immortalisierten Zelllinien

Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 70 % werden Zellen (MSCs, C2C12 und C3H10TY?) passagiert
und mit einer Zelldichte von 2000 c/cm? oder einer fiir das Experiment geeigneten Menge wieder
ausgesat. Um die Zellen abzulosen, wird zunachst das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gewaschen und anschlieRend mit einer den Boden benetzenden Menge (Tabelle 1)
Trypsin (1:250)/Ethylendiamintetraacatet (EDTA) (0,5 %/0,2 %) fiur ca. 5 min inkubiert. Das Ablosen
der Zellen wird durch mikroskopische Kontrolle bestatigt. Die Enzymreaktion wird mit serumhaltigem
Medium gestoppt und die Zellen werden in ein konisches Rohrchen Uberfiihrt und mit einer Fuchs-

Rosenthal-Zahlkammer gezahilt.

Tabelle 1: Bendtigte Trypsin-Menge zur Zellablésung.

GroRe der Zellkulturflasche (cm?)  Menge Trypsin/EDTA (ml)

25 1
75 2
175 3
300 5

3.2.4 Gelatinieren von Zellkulturplatten

Um eine bessere Anhaftung der Zellen, insbesondere wahrend der Osteogenese, an die
Zellkulturplatten und —flaschen zu gewdhren, werden diese mit einer 2 % Gelatine B-Losung (in
ddH,0) beschichtet. Dazu werden 0,1 ml/cm? von der autoklavierten 2 %igen Gelatine B-Lésung auf
die Wachstumsflache gegeben und mindestens eine Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wird
das Zellkulturgefa® zweimal mit PBS gewaschen und bis zur weiteren Verwendung mit PBS

Uberschichtet bei 4 °C gelagert.

3.2.5 Osteogene Differenzierung

Um Zellen osteogen zu differenzieren, werden in dieser Arbeit verschiedene Methoden und

Medienzusammensetzungen verwendet, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird.
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Osteogene Differenzierung wurde hauptsachlich mit den primaren MSCs durchgefiihrt, aber auch mit
Zelllinien wie C2C12-Zellen. Hier unterscheiden sich die Zusammensetzungen der Basalmedien

(Tabelle 2).

Tabelle 2: Osteogenese-Basalmedien.

MSC 90 % DMEM FG0415

10 % FCS

25mM HEPES

1% Penicillin/Streptomycin
C2C12 Expansionsmedium s. Anhang

Des Weiteren werden verschiedene Zusdtze bendtigt, um eine osteogene Differenzierung zu
induzieren: eine Phosphatquelle, die von organischen oder anorganischen Stoffen bereitgestellt
werden kann, Vitamin C, um die Kollagenfibrillenbildung anzuregen, und ein Faktor zur Aktivierung
der osteogenen Signalwege (BMP-2 oder Dexamethason) (Tabelle 3). In dieser Arbeit werden
unterschiedliche Rezepturen zur Induktion der osteogenen Differenzierung untersucht, welche im

Ergebnisteil genauer beschrieben werden.

Tabelle 3: Verwendete Zusidtze zur Induktion der osteogenen Differenzierung (Endkonzentrationen).

Phosphatquelle 10 mM B-Glycerophosphat
3mM NaH,P04/Na;HPO,
Vitamin C-Quelle 50 pg/mi Ascorbinsaure
50 uM Ascorbat-2-Phosphat
Osteogene Signalinduktion 10—-100 nM Dexamethason

50— 200 ng/ml BMP-2

Die Zellen werden zunéchst mit einer Zelldichte von 5000 ¢/cm? ausgesit und bis zur Konfluenz ca. 3 -
4 Tage wachsen gelassen. Dann wird mit dem entsprechenden Osteogenese-Medium die
Differenzierung eingeleitet. Je nach Versuchsziel werden im Verlauf der Differenzierung RNA-Proben

und Zellextrakte gewonnen und/oder Zellen fiir anschlieRende histologische Farbungen fixiert.
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3.2.6 Fixieren der Zellen fiir histologische Farbungen

Zur anschlieRenden histologischen Farbung werden die Zellen fixiert. Dazu werden die Zellen
zunachst mit PBS gewaschen und anschliefend fiir 30 min mit 4 % PFA (Paraformaldehyd) in TBS
(Tris-gepufferte Kochsalzlosung) fixiert (500 ul fir ein Loch einer 6-Loch-Platte). Nach Ende der
Inkubationszeit werden die Zellen 3 x mit TBS gewaschen und bis zur weiteren Verwendung mit TBS

gelagert.

3.2.7 Alizarinrot S-Farbung

Um Calciumionen kolorimetrisch nachzuweisen, wird die Alizarinrot S-Farbung durchgefiihrt. Diese
basiert auf dem Prinzip, dass das eingesetzte Alizarinrot S (Natriumalizarinsulfonat) einen Chelat-
Komplex mit den Calciumionen formt und sich dabei die Farbe von Kupferbraun zu Rot

verandert [112].

Zur Durchfiihrung der Farbung werden die zuvor mit PFA fixierten Zellen zunachst dreimal mit ddH,0
gewaschen. Dann wird 1 ml einer 1 % (w/v) Alizarin Rot-Lésung (pH 4,2) fiir eine Stunde auf die Zellen
gegeben. AnschlieRend wird zweimal mit ddH,O gewaschen und der gefarbte Zellrasen wird

fotografisch dokumentiert.

Zur Quantifizierung der Farbung kann eine Zelllyse mit einer 10 % Essigsaure / 20 % Methanol-Losung
durchgefiihrt werden. Die Lésung wird 45 min auf den Zellen inkubiert, anschlieRend wird die
Zellschicht in 1,5 ml Eppendorf GefalRe transferiert, 30 sec gevortext und 10 min bei 85 °C erhitzt.
Nach einer 5-miniitigen Abkiihlphase auf Eis werden die Proben 10 min bei 20.000 x g zentrifugiert
und somit von Zelltrimmern befreit. Zur Kalibration wird eine Standardreihe definierter Mengen

Alizarinrot S (Tabelle 4) verwendet. Es wird die Optische Dichte (OD) bei 405 nm bestimmt.

Tabelle 4: Kalibrationsreihe Alizarinrot S.

Alizarinrot S (mM) 1 % (w/v) Alizarinrot S L6sung ddH,0

2,08 50 pl 950 pl
1,04 500 pl der 2,08 mM Loésung 500 pl
0,52 500 ul der 1,04 mM Losung 500 ul
0,26 500 pl der 0,52 mM Lésung 500 pl
0,13 500 ul der 0,26 mM Losung 500 ul
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0 oul 500 ul

3.2.8 Von Kossa-Farbung

Bei der von Kossa-Farbung werden die Anionen von Calcium-Salzen, wie Carbonat, Phosphat, Oxalat,
Sulfat, Chlorid oder Sulfocyanid gefarbt. Bei den hier zu analysierenden Zellen, die putativ osteogen
differenzieren, handelt es sich hauptsachlich um Hydroxyapatit, also Calciumphosphat. Hierbei
werden die Calcium-lonen des Salzes durch Silber-lonen ersetzt und es entsteht Silberphosphat.
Durch Lichteinfluss wird das Silberphosphat fotochemisch abgebaut und es lasst sich ein metallischer

Silberniederschlag beobachten.

Die Zellen werden zundchst mit 5 % (w/v) Silbernitratlosung fir 30 min bei RT gefarbt. AnschlieRend
wird 2 - 3x mit vollentsalztem (VE-) Wasser gewaschen und zur Reduktion des Silbers 1 min mit 1 %
Pyrogallol gefarbt. Nach erneutem Waschen (2-3x) mit VE-Wasser wird 5min mit 5%
Natriumthiosulfat gefarbt, um die Silberfarbung zu fixieren. Die Zellen werden mit H,O gewaschen
und kénnen bei Bedarf mit Kernechtrot fiir 10 min gegengefarbt werden. Da hier die Zellfarbung

sofort dokumentiert wird, ist kein Eindeckeln nétig.

3.2.9 Oil Red O-Farbung

Fir den histologischen Nachweis einer adipogenen Differenzierung werden die gebildeten
Fetttropfchen auf den Zellen mittels Oil Red O angefdarbt. Es handelt sich hierbei um einen

fettloslichen, rot farbenden Azofarbstoff [113].

Zur Herstellung der Farbelésung werden zundachst 300 mg vom Qil Red O-Pulver in 100 ml 99 %
Isopropanol gel6st. AnschlieRend werden 3 Teile dieser Stammldsung mit 2 Teilen dH,O gemischt
und 10 min ruhen gelassen, um eine 0,18 %ige Losung herzustellen. Im letzten Schritt wird diese

Arbeitslésung noch mit einem Faltenfilter filtriert und sollte innerhalb von 2 h aufgebraucht werden.

Fir die Farbung der fixierten Zellen werden diese zunachst einmal mit H,O und einmal mit 60 %
Isopropanol fir 2-5 min gewaschen. Dann wird die Oil Red O-Arbeitslosung auf die Zellen gegeben
und fir 20 min inkubiert. Nach erfolgreicher Farbung werden die Zellen mehrmals mit
Leitungswasser gewaschen, bis sich dieses nicht mehr rot verfarbt. Bis zur Dokumentation werden

die Zellen mit H,0 bedeckt gelagert.

38



3. Methoden

3.2.10 Kolorimetrische Calcium- und Phosphationen-Bestimmung

Fir die Bestimmung und genauere Quantifizierung der Calcium-und Phosphationen, die sich im Laufe
der osteogenen Differenzierung akkumulieren und durch Biomineralisation zu Hydroxyapatit
kristallisieren, werden die Zellen zundchst mit 4 % PFA in TBS 30 min bei RT fixiert. AnschlieBend
werden sie mit 600 pl einer 1 M HCI-Lésung und mit Hilfe eines Zellschabers abgeldst und bei 37 °C
und 500 rpm fiir 48 h geschiittelt, um die Zellextrakte zu gewinnen. Die Trennung von Debris erfolgt
durch einen Zentrifugationsschritt von 10 min bei 20.000 x g. Die Uberstdnde kénnen dann bis zur

weiteren Analyse bei -20 °C gelagert werden.

Die Analyse der Calciumionen erfolgt mit einem kolorimetrischen Assay (Total Calcium LiquiColor) bei
dem, anders als im Herstellerprotokoll angegeben, eine Standardreihe zur Normierung der
Ergebnisse genutzt wird (Tabelle 5). Alle anderen Schritte erfolgen wie vom Hersteller vorgegeben.
Zusammenfassend werden jeweils vom Standard und von den Zellextrakten in Duplikaten 2 pl in eine
96-Loch-Platte gegeben. Die Proben missen ggf. vorher noch in ddH,0 verdinnt werden. Das
Working Reagent, bestehend aus gleichen Teilen Color und Base, wird 15 min vor der Verwendung
angesetzt und inkubiert. Dann werden 200 pl des Working Reagents auf die Proben gegeben und
mindestens 1 min inkubiert. AnschlieRend wird die Absorption bei 550 nm bestimmt. Anhand der

mitgefiihrten Standardreihe kann nun die Konzentration der Calciumionen berechnet werden.

Die Quantifizierung der Phosphationen erfolgt ebenfalls mittels kolorimetrischem Nachweis
(QuantiChrom Phosphate Assay Kit). Auch hier erfolgt der Abgleich der Ergebnisse Uber eine
Standardreihe (Tabelle 5). Es werden jeweils 50 pl des Standards und der Proben in Duplikaten in
eine 96-Loch-Platte pipettiert. Anschliefend erfolgt die Inkubation mit 100 ul Reagent fiir 30 min und

eine Absorptionsmessung bei 620 nm.

Die Ergebnisse beider Messungen werden in pM angegeben und der Quotient aus Calcium und
Phosphat sollte idealerweise 1,65 betragen [114], da dies dem Quotienten der beiden lonen in

Hydroxyapatit in humanem Knochen entspricht.
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Tabelle 5: Eingesetzte Standardreihen fiir die Calcium- und Phosphatbestimmung.

Calcium-Standardreihe (uM)  Phosphat-Standardreihe (uM)

24,95 30
19,96 25
12,48 20
7,49 15
4,99 10
2,5 5

0 0

3.2.11 Herstellung einer stabilen Reportergenzelllinie

Die im Folgenden beschriebene Reporterzelllinie zum Nachweis von bioaktivem BMP-2 wurde bereits
vor einigen Jahren mittels Transfektion der murinen C2C12-Zelllinie hergestellt [115]. Dazu wurden
C2C12-Zellen sowohl mit dem BRE-Luc-Reporterplasmid [84] als auch mit einem Selektionsplasmid
pAG60, welches ein G418 (Geneticin)-Resistenzgen enthilt, mit DOSPER™ nach Herstellerangaben
transfiziert. Die Selektion erfolgte mit 750 pg/ml G418, wobei positive Klone gepickt und klonal

expandiert wurden, um eine stabile Zelllinie zu erzeugen.

3.2.12 Reportergenassay zum Nachweis von bioaktivem BMP-2

Zum Nachweis und zur Quantifizierung von aktivem BMP-2 kommt der BRE-Luc-Test (BMP-
Responsive-Element-Luziferase-Test) zum Einsatz (siehe 3.2.11). Hier wird unter Zuhilfenahme eines

Reportergensystems aktives BMP-2 in Konzentrationen von 1 ng/ml — 500 ng/ml nachgewiesen [116].

Die Durchfihrung erfordert zunachst die Aussaat der Zelllinie in eine 24-Loch-Platte mit einer
Zelldichte von 35.000 c/Well. Die Zellen werden hier ohne G418 im Medium ausgesat. Nach der
Adhéasion der Zellen, die nach ca. 4 h abgeschlossen ist, werden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend in 500 pl/Loch serumfreiem Medium (ber Nacht weiter kultiviert. Am nichsten Tag
werden sowohl die zu testenden Proben als auch eine Kalibrationsreihe verschiedener bekannter

BMP-2-Konzentrationen auf die Zellen gegeben und fiir weitere 24 h inkubiert.
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Fir die Messung werden die Zellen nun gewaschen und mit 70 pl Reporter Lyse Puffer 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen abgeschabt und 10 min bei 21.000xg und 4°C
zentrifugiert. 7,5 pl des lysierten Uberstandes werden in Dreifachbestimmung in einer weilen 96-
Loch-Platte mit 25 pl SteadyGlo Luciferase Substrat versetzt, 5 min inkubiert und vermessen. Die
Lumineszenz-Messung erfolgt mit einer Integrationszeit von einer Sekunde bei einer Sensitivitat von

135 RLU/sec.

Als Alternative zu dem Standardprotokoll wird in dieser Arbeit auch die Messung in 96-Loch-Platten
durchgefiihrt. Diese Methode eignet sich fiir Proben, deren Zytokompatibilitat fir die Zellen bereits
zuvor untersucht wurde. Sie ist weniger zeitintensiv und bietet aufgrund der Reduktion der

Arbeitsschritte ebenfalls eine geringere Abweichung zwischen den Messwerten.

Hier werden die Zellen mit einer Zelldichte von 6.500 c/Well in einer sterilen weien 96-Loch-Platte
ausgesat. Die Aussaat erfolgt, wie oben beschrieben, ebenfalls in Medium ohne Antibiotika. Auch
hier werden die Zellen nach Adhdrenz mit PBS gewaschen und weiter in 100 pl/Loch serumfreiem
Medium U.N. kultiviert. Es werden jeweils 100 pl/Loch vom Standard und den Proben auf die Zellen
gegeben und die Messung erfolgt ebenfalls nach 24 h. Hierzu werden 100 pl SteadyGlo Luciferase
Substrat (enthalt sowohl den Lysepuffer, als auch das bendtigte Substrat) in jedes Loch gegeben.
Nach 5-mindtiger Inkubation werden die lysierten Zellen nochmal resuspendiert und die
Lumineszenz-Messung erfolgt mit einer Integrationszeit von einer Sekunde bei einer Sensitivitdt von

135 RLU/sec.

3.2.13 Alkalische-Phosphatase Nachweis

Das Enzym Alkalische Phosphatase (nichtgewebespezifische Isoform, ALPL) ist ein wichtiger
Biomarker fiir osteogen differenzierte Zellen. Aber auch als Aktivitatsnachweis fiir BMP-2 wird seine
Bestimmung haufig angewandt [117]. ALPL ist ein ubiquitdres Enzym, welches die Hydrolyse von
Phosphatestern bei einem pH von 3 katalysiert. Die meistgenutzte Methode, um die Enzymaktivitat
nachzuweisen, ist die Umwandlung von p-Nitrophenylphosphat zu p-Nitrophenol, welches gelb ist

und somit photometrisch detektiert werden kann (Abb. 9).
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Abb. 9: Enzymreaktion Alkalische Phosphatase.

Fir den Assay werden 3 x 10* C2C12 Zellen oder 1,3 x 10* MSCs pro Well einer 96-Loch-Platte
ausgesat. Nach Adhdrenz (ca. 2-4h) wird das Medium zu 100 ul 2% FCS-haltigem Medium
gewechselt und die Zellen werden G.N. darin inkubiert. Die zu untersuchenden Proben werden auf
die Zellen gegeben und diese werden fir weitere 3 oder 7 Tage inkubiert. Fiir die Messung der ALPL-
Aktivitat wird zunachst das Medium abgesaugt und mit 150 ul PBS gewaschen. Danach werden die
Zellen mit 110 pl ALP-Puffer (0,1 M Glycin pH 9,6, 1 mM MgCl;, 1 mM ZnCly) + 1 % Igepal CA-630 fir
1 h bei RT lysiert. Nach der Lyse wird 5 min bei 1000 x g zentrifugiert und 100 pl des Uberstands
werden in eine neue Mikrotiterplatte gegeben. Es werden 100 pl 1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat
hinzugegeben und die Platte wird fir 15 min bei RT inkubiert. AbschlieBend erfolgt eine

Absorptionsbestimmung bei 405 nm.

3.2.14 Proteinbestimmung

Um die Gesamtproteinmenge der Zelllysate zu bestimmen, wird die Proteinbestimmung nach
Bradford angewandt. Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) bildet in
saurer Losung mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe. Durch diese
Komplexbildung mit Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten, anionischen

Sulfonatform stabilisiert und das Absorptionsmaximum verschiebt sich von 420 nm auf 595 nm [118].

Als Standard wird BSA verwendet und eine Kalibrationsreihe von 0-250pug/ml im

Verdiinnungsmedium der Proben angesetzt.

Die zu vermessenden Proben werden jeweils 1:10 verdiinnt und sowohl die Proben als auch die
Kalibrationsreihe werden in Dreifachbestimmung vermessen. Es werden jeweils 10 pl der Proben und
200 ul des Bradford-Reagenzes in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Die Platte wird 30 min bei RT

inkubiert, bevor die Absorption bei 595 nm bestimmt wird.
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3.2.15 BrdU - Zellproliferationassay

Zur Quantifizierung der Zellproliferation wird der BrdU-ELISA angewendet. Dabei wird
Bromdesoxyuridin (BrdU), ein chemisches Analog des Nukleosids Thymidin, wahrend der Zellteilung
in neu synthetisierte DNA-Strdnge anstelle von Thymidin inkorporiert (Abb. 10). Nach einer
teilweisen Denaturierung der doppelstrangigen DNA kann das BrdU immunchemisch detektiert

werden.
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Abb. 10: Chemische Strukturen der DNA-Nukleoside Thymidin und BrdU. Strukturen adaptiert von lball, 1966 (BrdU) [5]
und Young, 1969 (Thymidin) [6].

Zur Durchfliihrung des Assays werden zunéachst Zellen, hier C2C12 BRE-Luc, mit einer Zelldichte von
2 x 10% ¢/Well in 100 pl Zellkultur-Medium in einer 96-Loch-Platte ausgesat, inklusive der nétigen
Wells fiir die Kontrollen ohne Zellen und ohne Zugabe vom BrdU-Reagenz. Nach dem Anhaften der
Zellen (2 h) werden jeweils 100 ul vom Testreagenz (BMP-2 in verschiedenen Konzentrationen)
hinzugegeben. Nach 2 h werden 20 ul BrdU-Reagenz (1x verdiinnt in Zellkultur-Medium) in die
entsprechenden Wells gegeben. Die Zellen werden nun fir weitere 22 h inkubiert. Die lange
Inkubation mit dem BrdU-Reagenz verringert das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis, sie muss allerdings fir

jeden Zelltyp neu etabliert werden.

AnschlieBend werden die Zellen fixiert. Dazu wird zundchst das Medium abgenommen und
anschlieRend 200 pl/Well der Fixierungslosung hinzugegeben und fir 30 min bei RT inkubiert. Die
Fixierungsloésung wird entfernt und die Platte wird auf einem Papiertuch vorsichtig trocken geklopft.
Nach 3-maligem Waschen mit dem 1x in dH,0-verdiinntem Waschpuffer werden 100 pl/Well vom
anti-BrdU-Detektions-Antikorper auf die Platte gegeben und 1 h bei RT inkubiert. Nach erneuten
Waschschritten (3x) werden 100 pl/Well des Peroxidase Goat anti-mouse 1gG Konjugates fiir 30 min
bei RT inkubiert. AnschlieBend wird erneut dreimal mit 1x Waschpuffer und einmal mit dH,O

gewaschen. Es wird mit 100 pl/Well TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) Substrat fir 30 min bei RT
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im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wird mit weiteren 100 pl/Well Stop-Lésung (1 M H,SO,) gestoppt

und die optische Dichte wird bei 450 nm mit der Referenzwellenlange 550 nm gemessen.

3.2.16 Zytotoxizitatsassay MTT

In dieser Arbeit wird mit anorganischen und organischen Nanopartikeln gearbeitet, die
Wachstumsfaktoren freisetzen sollen. Um die Zytotoxizitat dieser Partikel zu ermitteln, wird der 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid ~ (MTT)-basierte  ,CellTiter 96°  Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay” von Promega verwendet [119]. Bei diesem Test wird eine
gebrauchsfertige Farbelosung, die MTT enthalt, zu den Zellen gegeben. Wahrend der Inkubationszeit
setzen mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen das Tetrazolium in das gelb gefarbte

Formazan Produkt um (Abb. 11) [120], [121].
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Abb. 11: Strukturformeln von MTT und farbigen Formazan.

Fir den Assay werden zunichst Zellen (MSCs oder C2C12 BRE-Luc) mit einer Zelldichte von
1750 c/Well in eine 96-Loch-Platten ausgesdt. Nachdem die Zellen adhériert sind, werden die
Nanopartikel in den zu testenden Konzentrationen hinzugegeben. Die Zellen werden fiir 24 h, 3 d und
7 d inkubiert. 4 h vor dem jeweiligen Messzeitpunkt werden 15 pl Farbelosung zu den Zellen gegeben
und diese weitere 4 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend werden 100 ul Solubilisierungs-
Lésung/Stop Mix zu den Zellen gegeben, um das gebildete Formazan in Losung zu bringen und die
Reaktion zu stoppen. Nach 1 h Inkubationszeit wird der Inhalt der Wells noch einmal gut gemischt
und anschlieBend wird die Absorption bei 570 nm gemessen. Als Referenzwellenlange werden

630 nm gewahlt.
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3.3 Molekularbiologie

3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturproben

3.3.1.1 RNA-Isolation mit Trizol
Um RNA zu weiteren Analysen aus Zellen zu isolieren, werden diese zunachst gewaschen und
anschlieRend mit 600 ul (6-Loch-Platten (LP)) TriReagent lysiert. Dieses Lysat wird bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur RNA-Isolierung werden 60 puL 3-Brom-1-Chlorpropan zugegeben und uUber Kopf sorgfiltig
gemischt. Anschliefend wird bei 4 °C, 15 min und 20.000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wird in
ein neues Eppendorf-GefaR Uberfihrt, 300 ul Isopropanol dazugegeben, invertiert und 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wird die RNA durch Zentrifugation 4 °C, 30 min, 20.000 x g pelletiert. Der
Uberstand wird verworfen und das RNA-Pellet wird mit 80 % eiskaltem Ethanol gewaschen und ein
weiteres Mal fiir 15 min bei 4 °C und 20.000 x g zentrifugiert. Das Ethanol wird entfernt und das
Pellet entweder bei RT oder 37°C getrocknet und in 20ul dH,O aufgenommen. Um
Sekundarstrukturen aufzulésen, erfolgt ein Loseschritt fir 10 min bei 60 °C. AnschlieRend wird die
Konzentration photometrisch oder mittels NanoDrop® gemessen. Die isolierte RNA wird bei -80 °C

gelagert.

3.3.1.2 RNA-Isolation mit Quiagen RNeasy

Eine zweite Methode zur RNA-Isolation ist die Sdulenaufreinigung mittels RNeasy Kit von Quiagen.
Die Isolierung erfolgt wie vom Hersteller angegeben und wird hier kurz beschrieben. Die Zellen
werden mit RLT-Puffer lysiert (600 pul fir ein Loch einer 6-LP). Die Lysate werden entweder sofort

weiter prozessiert oder bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Es wird 1 Volumen 70 % Ethanol zum Lysat gegeben, gut gemischt und bis zu 700 ul des Gemischs
werden in eine RNeasy Mini Spin-Saule tberfiihrt (Schritt kann wiederholt werden) und fiir 15 s bei
>8000 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. 350 ul RW1 Puffer werden auf die
RNeasy-Siule gegeben und fiir 15 s bei > 8000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. 10 ul
DNase | Stocklésung werden mit 70 ul RDD Puffer vorsichtig gemischt und fir 15 min bei RT auf die
Saulenmembran gegeben. AnschlieRend werden 350 pl RW1 Puffer dazugegeben und fir 15 s bei
>8000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. 500 pl RPE Puffer werden auf die Siule
gegeben, es wird 15 s bei > 8000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Es werden erneut
500 pl RPE Puffer auf die Saule gegeben und fiir 2 min bei = 8000 x g zentrifugiert. Zur Trocknung der

Membran wird die RNeasy-Sdule in ein neues Auffanggefdl gegeben und bei hochster
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Geschwindigkeit (21.000 x g) fir 1 min zentrifugiert. Die Sdule wird in ein neues 1,5 ml AuffanggefaRl
Gberfiihrt und 30 pul RNase-freies Wasser werden direkt auf die Sdulenmembran gegeben.
AnschlieBend wird bei 28000 x g fir 1 min zentrifugiert. Die Konzentration der eluierten RNA wird

bestimmt und diese wird bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.3.2 DNase-Verdau und cDNA-Synthese

Zur Analyse bestimmter Markergene erfolgt die Transkription der mRNA in cDNA. Es werden
zwischen 200ng und 1pg RNA verwendet, abhidngig von der Ausgangskonzentration der
eingesetzten RNA. Die RNA wird so mit dH,O verdiinnt, dass sich ein Endvolumen von 10 pl ergibt.
Fir RNA, die mittels Trizol-Aufreinigung isoliert wurde (siehe 3.3.1.1), wird vor der cDNA-Synthese
noch ein DNase-Verdau durchgefihrt. Hierflir wird 1 ul 10x Reaction-Puffer und 1 ul DNase |
dazugegeben und der DNase-Verdau erfolgt fir 30 min bei 37 °C. AnschlieBend werden
1 ul 50 mM EDTA zur Deaktivierung der DNase und 1 pl oligo(dT).s Primer (100 uM) hinzugeben,
gemischt und 10 min bei 65 °C inkubiert. Im letzten Schritt werden 4 ul 5x Reaktions-Puffer, 1 pl
RiboLock RNase-Inhibitor, 2 pul dNTPs und 1 ul RevertAid Reverse Transkriptase, eine rekombinante
M-MuLV Reverse Transkriptase, zu dem Gemisch gegeben. Die Transkription erfolgt 5 min bei 25 °C,
60 min bei 42 °C. Ein abschlieRender Schritt fiir 5 min bei 70 °C stellt eine Inaktivierung des Enzyms

sicher.

Fir den Nachweis und die Quantifizierung der spezifischen Markergene werden entweder eine
semiquantitative oder eine quantitative ‘real-time’ PCR (Polymerasekettenreaktion) benutzt. Beide

werden im Folgenden beschrieben.

3.3.3 Semiquantitative Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur spezifischen Amplifizierung eines
definierten DNA-Abschnittes. Als Ausgangsmaterial dient eine geringe Menge doppelstrangiger DNA
(Template-DNA). Dabei amplifiziert eine verwendete thermostabile DNA-Polymerase den
komplementéren Strang ausgehend von zwei kurzen (20 -40 bp) Oligonukleotiden (Primer), die
spezifisch an die Template-DNA binden und dadurch den gewiinschten Bereich flankieren. Diese PCR-
Reaktion beginnt zunachst mit einem Denaturierungs-Schritt, bei dem die doppelstrangige DNA bei
94 °C in ihre Einzelstrange aufgeschmolzen wird. AnschlieRend folgt die Anlagerung der spezifischen
Primer an die vorliegenden Einzelstrange. Dieser Schritt, das Annealing, erfolgt bei Temperaturen
zwischen 50°C und 70°C. Die genauen Temperaturen richten sich dabei nach den

Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer.
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Die 3-OH-Enden der Primer werden im letzten Schritt von der DNA-Polymerase bei 72 °C verlangert.
Die Dauer dieses Vorgangs hangt von der Léange des zu amplifizierenden Fragments sowie von der
Prozessivitdt der eingesetzten Polymerase ab. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Tag-

Polymerase® liegt die Elongationszeit bei 1000 bp / 60 sec.

Durch die mehrfache Wiederholung dieser drei Schritte (30-35 x) wird das gewlinschte Fragment

exponentiell vermehrt. Folgendes Programm wird fiir die PCR verwendet:

94 °C 1:30 min

94 °C 0:20 min

Tm °C 0:20 min 30— 35 Zyklen

72°C 1000 bp = 1:00 min

72°C 15:00 min

15 °C Pause

Die Annealing-Temperatur (Twm) ergibt sich aus den jeweiligen Schmelztemperaturen der Forward-
und Reverse-Primer (Tabelle A12). Diese werden zuniachst einzeln berechnet (Tm(F); Tm(R)) und

anschlieRend gemittelt:

T (FR)=34x—2TC 1678 395 10 (1)
= — JEEE————
M A+G+C+T O A+GHCHT
_ Ty (F) + Ty (R) (2)

M 2

Dabei stehen A, C, G und T fiir die Basen der DNA Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin. Die
tatsachlich angewandten Annealingtemperaturen kénnen geringfligig von den berechneten Werten

abweichen.

Trotz des Einsatzes der gleichen Menge RNA fiir die cDNA-Synthese kann die erhaltene cDNA-Menge
zwischen den Proben variieren. Aus diesem Grund wird zunadchst ein Abgleich mit einem

Housekeeping-Gen wie Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Hypoxanthin-Guanin-
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Phosphoribosyltransferase (HPRT) oder Aktin B durchgefiihrt. Diese Gene werden konstitutiv
exprimiert und sind nicht vom Zellzyklus, Differenzierung oder anderen metabolischen
Veranderungen betroffen. Anhand dieser Gene wird die Menge der eingesetzten cDNA fiir den
Markergenvergleich angeglichen. Diese ist in der Regel 10-mal hoher als die eingesetzte Menge cDNA
fir den Housekeeping-Gen-Abgleich, da die Markergene meist in geringerer Menge exprimiert

werden.

Das Pipettierschema fiir diesen Abgleich sieht wie folgt aus:

105ul  H,0

4,0 ul 5x-GoTag-Polymerase-Puffer

2,0 ul 25 mM MgCl,

0,4 ul dNTP (10 mM)

1l Forward Primer

1ul Reverse Primer

0,1 ul GoTag-Polymerase

1ul cDNA (1:100 oder 1:1000 verdiinnt)

3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte werden abhdngig von ihrer GroRRe auf ein 1 % oder 2 % Agarose-Gel aufgetragen.
Um die DNA sichtbar zu machen, wird ein Farbstoff mit in das Gel gegeben, der bei Bindung an DNA
grine Fluoreszenz emittiert (Serva DNA Stain Clear G, 4pul in 100 ml Agarose). Zur
GroRenbestimmung der DNA-Fragmente wird ein Marker (100 bp oder 1kb) mitgefiihrt. Das
Agarose-Gel wird bei einer Spannung von 120V ca. 30 min laufen gelassen und die
Bandendokumentation erfolgt dann mittels UV-llluminator bei 530 nm. Zur semiquantitativen

Auswertung der Bandenintensitaten kann die Software Image) verwendet werden.

3.3.5 Semiquantitative Auswertung von DNA-Bandenintensitdaten mittels Image)

Zunachst wird die Datei mit dem Gelbild ge6ffnet und das Bild wird mittels ,Edit — invert” invertiert,
was zu einer Umwandlung in ein 8 bit-Bild fiihrt. Als Nachstes wird mittels der Rechteck-Funktion die

erste Bande ausgewahlt, dabei muss darauf geachtet werden, dass dieses weder so groR ist, dass
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weitere Banden hineinragen, noch so klein, dass nicht die komplette Bande erfasst werden kann.
Durch Dricken der ,1“ oder Auswahlen des ,Select First Lane“-Befehls wird diese Bande als erste
ausgewahlt. Jede weitere Bande wird durch Verschieben des ersten Rechtecks auf die nachste Bande
und durch anschlieBendes Dricken der ,2“ oder Auswdahlen des Befehls ,Select Next Lane“
ausgewahlt. Wenn alle gewiinschten Banden ausgewahlt wurden, ,3“ oder den Befehl ,Plot Lanes”
verwenden. Es Offnet sich ein Fenster, in dem alle Densitogramme der ausgewahlten Banden
untereinander angezeigt werden. Aus diesen Kurven wird jeweils das Integral berechnet, welches bei
hoheren Bandenintensitaten grofler ist und so zur semiquantitativen Bestimmung genutzt werden

soll.

3.3.6 Quantitative Real-Time-PCR

Bei der quantitativen real-time PCR kann die Menge eines spezifischen Gens quantitativ ermittelt
werden. Das Grundprinzip basiert auf der konventionellen PCR, jedoch wird hier in jedem
durchlaufenen Zyklus ein Fluoreszenzfarbstoff in die amplifizierte DNA eingebaut, der quantitativ
gemessen werden kann. So kann in Echtzeit die Amplifikation des jeweiligen DNA-Fragments verfolgt

werden.

Zundachst wird die doppelstrangige cDNA denaturiert. Wahrend dieses Schrittes wird das Signal des
Fluoreszenzfarbstoffes am 5‘-Ende der AppliedBiosystems™ TagMan™-Sonde durch den MGB (minor
groove binder) -nichtfluoreszierenden Quencher am 3‘-Ende der Sonde unterdriickt. Im nachsten
Schritt erfolgt das Annealing der Primer und der Sonde an die spezifischen Ziel-Sequenzen. Die Taqg-
Polymerase beginnt einen komplementaren DNA-Strang zu synthetisieren. Bei Erreichen der
TagMan-Sonde spaltet die endogene 5‘-Nuklease-Aktivitdt der Polymerase diese und trennt so den
Fluoreszenzfarbstoff vom Quencher (Abb. 12). So werden in jedem Zyklus mehr Farbstoff-Molekiile

freigesetzt und die Fluoreszenzintensitat ist somit proportional zum synthetisierten Genprodukt.
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‘v Denaturierung des Templats und Annealing

e
oymer?
DNAP Sonde ’

I'I'I'I'I'P 2% O7TTTrTTTTTe

Forward primer ~

Forward primer . Neu-synthetisierte DNA O

Abb. 12: Mechanismus der Tagman-Sonden wahrend qRT-PCR. Modifiziert nach [122].

Die Amplifikation des Zielgens kann somit in einer Kurve dargestellt werden, die ein exponentielles
Wachstum aufweist. Mittels eines relativ gewahlten Schwellenwerts, der fir alle analysierten Gene
gleich ist, kann die Zykluszahl ermittelt werden, an dem dieser fiir die jeweilige Probe erreicht ist.
Dieser Wert wird als Ci-Wert bezeichnet und ist umgekehrt proportional zur vorhandenen
Genmenge. Bei der Verwendung von Tagman-Assays wird dieser Wert zusatzlich noch durch einen

Referenzfarbstoff (ROX™) normalisiert [122].

Fur die Berechnung der relativen Genexpressionsunterschiede wird die 222“-Methode angewandt.

Die Herleitung der Formel wird im Folgenden erlautert:
Die grundlegende Gleichung zur exponentiellen Amplifikation einer PCR lautet:
Xn=Xo*(1—Ex)" (3)

Dabei ist X, die Anzahl der Zielmolekiile der Genamplifikation nach einer bestimmten Zyklenzahl n. X
ist hierbei die initiale Zahl der Zielmolekile und Ex bezeichnet die Effizienz der Zielgenamplifikation.
Eine Effizienz von 1 wiirde bedeuten, dass alle Molekiile mit jedem Zyklus verdoppelt werden. Diese
Annahme kann als wahr angesehen werden, wenn das Amplikon nicht gréRer als 150 bp ist und die
Mg**-Konzentration im Reaktionsansatz optimiert ist. Dies ist bei der Verwendung von Tagman-

Assays der Fall. Dabei ergibt sich folgende Formel:
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Rsamaingy =10
Die Kontrolle ist hier die unbehandelte, experimentelle Kontrolle. Dabei ist
AAC; = ACi(Behandlung) — AC;(Kontrolle) (5)
und
AC; = Ci(Zielgen) — C.(Referenzgen) (6)

Beim Referenzgen handelt es sich um das Housekeeping-Gen, welches schon bei der
semiquantitativen PCR erldutert wurde (3.3.3). So ergibt sich als sogenannter fold change, die
relative Genexpression, in Bezug zur unbehandelten Kontrolle die in dieser Arbeit angewandte

Formel:

Fold change = 272AC (7)

3.3.7 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung von DNA aus Plasmiden oder transkribierter RNA wird zunachst eine PCR mit dem

entsprechenden Sequenzierprimer in folgendem Ansatz durchgefiihrt:
6 ul  dH,0

4 ul  5x Puffer

2yl Ready Mixvi1.1

4 pl  Primer 0,8 uM

4ul DNAO,2g/l

Die PCR wird mit folgendem Programm durchgefihrt:

96 °C  00:30 min

50°C  00:15 min 25 Zyklen

60°C  04:00 min
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15 °C Pause

Nach der PCR werden die Sequenzierproben mittels der Centri Pure MINI Desalt Z-50 Saule
aufgereinigt. Dazu wird die Saule 15 min bei RT dquilibriert und dann kurz gevortext, um Luftblasen
zu entfernen. Die Sdule wird mit AuffanggefaR bei 1000 x g fiir 2 min zentrifugiert und der Durchfluss
wird verworfen. 400 ul dH,O werden auf die Sadule gegeben und erneut bei 1000 xg 2 min
zentrifugiert. Das Auffanggefdl® und dessen Inhalt werden verworfen. Die PCR-Probe wird auf die
Sadule gegeben und es wird mit dem Sammelgefdal bei 1000 x g 2 min zentrifugiert. 5 ul des
aufgereinigten PCR-Produkts werden mit 25 pl dH,O versetzt und im Insitut fir Mikrobiologie der

Medizinischen Hochschule Hannover sequenziert.

3.4 Biomaterialien

3.4.1 Herstellung von nanoporésen Silica-Nanopartikeln

In dieser Arbeit werden organische und anorganische Nanopartikel verwendet. Bei den
anorganischen Nanopartikeln handelt es sich um nanoporose Silica-Nanopartikel (NPSNP). Diese
wurden von ALEXANDRA SATALOV und KAREN BESECKE (Institut fiir Anorganische Chemie, Leibniz
Universitdt Hannover) zur Verfligung gestellt. Zur Herstellung der Partikel werden zunachst
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) (3,16 g, 8,67 mmol) und Diethanolamin (DEA) (0,23 g,
2,19 mmol) in 75 ml hochreinem Wasser und 13,4 ml Ethanol abs. gelost und fiir 30 min bei 40 °C
gerihrt. Anschliefend wird tropfchenweise TEOS (Tetraethylorthosilicat) (8,56 ml, 36,63 mmol) zur
tensidischen Losung hinzugegeben. Diese Losung wird 2 h geriihrt, um ein weilles Prazipitat zu
generieren. Die Losung wird zentrifugiert, mehrere Male mit hochreinem Wasser und Ethanol abs.
gewaschen und U.N. bei 60 °C getrocknet. Um das organische Material zu entfernen, wird das

getrocknete Produkt bei 550 °C fiir 5 h und einer Heizrate von 1 K/min kalziniert [123].

Um funktionelle Gruppen an die Oberfliche der NPSNP anzubringen, wird eine adaptierte Post-
Grafting-Technik angewandt [124]. Dazu werden die kalzinierten NPSNP (500 mg) zunéachst in 20 ml
Toluol dispergiert. Dann werden (3-Aminopropyl)trimethoxysilane (125 ul, 0,53 mmol) und 1,8-
Diazabicyclo [5.4.0]lundec-7-ene (DBU) (75 ul, 0,50 mmol) hinzugefiigt, um Aminopropylsilyl-
modifizierte NPSNP (Si-NH;) zu synthetisieren. Die Suspension wird anschlieRend auf 80 °C erhitzt
und fur 2 h gerihrt. Die entstandene Partikellosung wird zentrifugiert und mit hochreinem Wasser

und Ethanol abs. gewaschen und 0.N. bei 60 °C getrocknet.
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Zur Herstellung der Propyl-NH-hexyl-NH,-modifzierten NPSNP (Si-AHAP) wird das gleiche Protokoll
durchgefiihrt, wobei hier N-(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilan (191 ul, 0,7 mmol) und DBU
(75 pl, 0,50 mmol) zu den kalzinierten NPSNP (500 mg) gegeben wird [125].

3.4.2 Herstellung von Chitosan/Tripolyphosphat bzw. Alginat/Poly-L-Lysin-Nanopartikeln

Die in dieser Arbeit eingesetzten organischen Nanopartikel werden von STEFFEN SyDOW (Institut flr
Technische Chemie, Technische Universitdt Braunschweig) hergestellt. Zur Herstellung der
Chitosan/Tripolyphosphat (TPP) Partikel wird 1 mg/ml gereinigtes Chitosan in 0,1 % (v/v) Essigsdure
gelost. Es wird jeweils Chitosan mit einem Deacetylierungsgrad von 58 % (CS58) oder 83 % (CS83)
verwendet. Das TPP wird in Millipore Wasser mit einer Konzentration von 1 mg/ml geldst. Nach dem
Losungsprozess wird das TPP zligig mit der Chitosan-Losung im Verhaltnis 1:3 gemischt. Dieser
Prozess resultiert in definierte Nanopartikel, deren PartikelgréRen und Zeta-Potential direkt nach der

Synthese analysiert werden [107].

Des Weiteren werden Alginat/Poly-L-Lysin Partikel hergestellt. Dazu werden ebenfalls eine 1 mg/ml
Alginat-Losung und eine 1 mg/ml Poly-L-Lysin-Lésung in Millipore Wasser hergestellt. Die beiden

Losungen werden ebenfalls gemischt, allerdings im Verhaltnis 1:4 [126] .

3.5 Datenanalyse und Statistik

Zur Auswertung wurde GraphPad Prism 7 verwendet. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt

und wie folgt angegeben:

ns oder keine Angabe P>0,05

* P<0,05
o P<0,01
xRk P <0,001
Rl P <0,0001

Lichtmikroskopische und fluorenzenzmikroskopische Bilder wurden mit BioVoxxel Image) oder

CellSense Standard 1.16 (Olympus) bearbeitet.
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4 Ergebnisse

Der Fokus dieser Arbeit liegt sowohl auf der Freisetzung und Aktivitdt von BMP-2 aus Nanopartikeln,
die im spateren Verlauf auf die PCL-Fasermatten aufgebracht werden sollen, als auch auf der
Bestimmung der optimalen Menge von BMP-2, um eine osteogene Differenzierung einzuleiten. Aus
diesem Grund sind die Ergebnisse dieser Arbeit in zwei Abschnitte aufgeteilt. Abschnitt 4.1
beschaftigt sich mit der osteogenen Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen
inklusive der Untersuchungen zu osteogenem Potential und Einfluss verschiedener
Differenzierungszutaten und deren Konzentration. Im Abschnitt 4.2 dieser Arbeit wird BMP-2 als
bioaktives, implantatgebundenes Protein betrachtet. Insbesondere werden hier der
Bioaktivitatsnachweis wie auch die Freisetzung des Proteins aus organischen und anorganischen

Nanopartikeln beleuchtet.

4.1 Untersuchungen zur osteogenen Differenzierung

Im Rahmen der Untersuchungen zur osteogenen Differenzierung wurden zunachst geeignete MSC-
Spender identifiziert und anschlieRend die optimale Zusammensetzung von Differenzierungszutaten
ermittelt. Diese Untersuchungen waren notwendig, da sich im friihen Verlauf der Arbeiten und aus
Publikationen zeigte, dass nicht alle Spender von MSC Uber ein ausreichendes osteogenes Potential
verfligen [9], [127], [128]. Erst nach dem Auffinden von geeigneten Spendern konnten weitere
Parameter wie die geeignete Zusammensetzung und Konzentration der verschiedenen eingesetzten
Differenzierungsreagenzien ermittelt werden. Zusatzlich wurden so Erkenntnisse Uber die in-vitro-

Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen ermittelt.

4.1.1 Osteogenes Potential von mesenchymalen Stammzellen aus verschiedenen Spendern

In den dieser Dissertation vorangegangenen experimentellen Arbeiten hatten sich wiederholt
Unstimmigkeiten bei der Differenzierung von primdren mesenchymalen Stammzellen in die
osteogene Richtung gezeigt. Da dies insbesondere fiir die Untersuchung der Aktivitdit von
Wachstumsfaktoren und der Freisetzung von Nanopartikeln essenziell ist, wurde zunachst das

osteogene Potential der Stammzellen von unterschiedlichen Spendern betrachtet.

Um das AusmaR und die Reproduzierbarkeit der osteogenen Differenzierung von MSC
unterschiedlicher Spender zu untersuchen, wurden 17 Spender im Hinblick auf ihr osteogenes

Potential untersucht. Dies wurde in drei Etappen durchgefiihrt: In den ersten beiden wurde nach

54



4. Ergebnisse

positiven Ergebnissen gescreent und in der dritten wurde eine Reproduktion dieser Ergebnisse

angestrebt. Im Folgenden werden die Ergebnisse aller drei Versuche geblindelt dargestellt.

Die Zellen der untersuchten Spender wurden in 6-Loch-Platten ausgesat und fir 21 Tage unter
Zugabe von 50 uM Ascorbat-2-Phosphat und 10 mM B-Glycerophosphat sowie alternativ 100 nM
Dexamethason oder 200 ng/ml BMP-2 differenziert. Damit wurden, wie in der Einleitung (1.1.3)
erwdhnt, die in der Literatur am meisten etablierten Differenzierungszutaten gewahlt [57]-[60]. In
folgenden Experimenten wurde anstelle von Dexamethason die Zugabe von 200 ng/ml BMP-2
(rekombinant human aus E.coli) untersucht. Da dieser Wachstumsfaktor im weiteren Verlauf dieser
Arbeit eine Schllsselrolle spielt und bereits als osteoinduktiver Wachstumsfaktor bekannt ist [76],
war es essenziell, Spender zu identifizieren, die ein hohes osteogenes Potential nach Induktion mit

BMP-2 aufweisen.

Die Zellen wurden nach 21 Tagen fixiert und mittels Alizarinrot S und von Kossa-Farbung gefarbt, um
Calcium- bzw. Phosphat-lonen nachzuweisen (Abb. 13). Dabei fiel auf, dass die fixierten Zellen sich
trotz vorsichtiger Behandlung teilweise ablésten (MSC 72 BMP-2, MSC 76 Dex, MSC 111 BMP-2). Aus
diesem Grund konnte hier nicht genau festgestellt werden, ob die Farbung tatsachlich negativ war
oder sich die Zellstruktur durch das Ablésen nur so verandert hatte, dass keine positive Farbung

mehr moglich war.

AulRerdem ist deutlich erkennbar, dass in den Differenzierungsansatzen mit Dexamethason mehr
calciumhaltige Ablagerungen mittels der Alizarinrot S-Farbung nachzuweisen waren als mit BMP-2 im
Differenzierungsmedium (MSC 55, MSC 59, MSC 77, MSC 111, MSC 112). BMP-2 erwirkte nur bei
Patient 112 eine positive Alizarinrot S-Farbung. Bei einigen anderen Spendern (MSC 101, MSC 122,
MSC 125, MSC 126, MSC 127) konnte eine sehr schwache Farbung nachgewiesen werden.
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MSC 42 MSC 55 MSC 59 MSC 72 MSC 76 MSC 77 MSC 101 MSC 108
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Abb. 13: Alizarinrot S-Farbung von differenzierten MSCs verschiedener Spender. Dargestellt sind die 17 getesteten MSC-
Spender und die Alizarinrot S-Farbung nach 21 Tagen Differenzierung mit Dexamethason oder BMP-2. Die fehlenden

Konditionen wurden nicht untersucht.

Alizarinrot S

:l Dexamethason
B cve:

0.4

0.3

Alizarinrot S-Konzentration [mM]

0.14

Abb. 14: Quantitative Messung der Alizarinrot S-Farbung. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen

(n=3). n.a. = nicht auswertbar.
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Zusatzlich zur optischen Beurteilung der Alizarinrot S-Farbung wurde die Farbung mittels einer
Absorptionsbestimmung quantifiziert (Abb. 14). Hier bestatigt sich der optische Eindruck, dass die
Intensitdt der Farbung bei den Differenzierungsansdtzen mit Dexamethason starker ausfallt.
Insbesondere die Spender MSC 59, MSC 77, MSC 111 und MSC 112 weisen hier sehr starke Calcium-

Ablagerungen von bis zu 2 mM auf.

Als zweite kolorimetrische Methode wurde die von-Kossa-Farbung durchgefihrt. Diese ist ebenfalls
eine Methode, Calciumphosphat-Ablagerungen auf den differenzierten Zellen nachzuweisen, die,
dhnlich Hydroxyapatit, wahrend der Knochenzelldifferenzierung angereichert werden. Hierbei
reagiert das Reagenz mit dem Phosphat-Rest der Calciumphosphat-Verbindung und bietet somit eine
erganzende Methode des Nachweises der erfolgreichen osteogenen Differenzierung. Hier wurden

ebenfalls alle Zell-Spender untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 15 dargestellt.

MSC 42 MSC 55 MSC 59 MSC 72 MSC 76 MSC 101 MSC 108 MSC 109

BMP-2

MSC111  MSC112  MSC115  MSC122  MSC125  MSC126  MSC127  MSC 128
BMP-2 g

Abb. 15: von-Kossa-Farbung der MSCs von ausgewdhiten Spendern zur Untersuchung des osteogenen Potentials.
Dargestellt sind die 17 getesteten MSC-Spender und die von Kossa-Farbung nach 21 Tagen Differenzierung mit

Dexamethason oder BMP-2. Die fehlenden Konditionen wurden nicht untersucht.

Die Differenzierung mit Dexamethason insbesondere bei den Spendern MSC 59 und MSC 112 weist
eine starke Silberfarbung auf. Da nicht alle Zellen fiir die Differenzierung mit BMP-2 zur Verfligung
standen, ist die Aussagekraft eingeschrankt; allerdings zeigt keiner der getesteten Spender ein

positives Signal in der von-Kossa-Farbung.
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Als weiterer unabhangiger Calcium- und Phophatnachweis wurden die Extrakte der fixierten Zellen
nach osteogener Differenzierungskultur kolorimetrisch vermessen. Dieser Schritt wurde
durchgefiihrt, da sich wahrend der vorherigen Farbemethoden Unstimmigkeiten zeigten (z. B.
MSC 125 mit Dexamethason positiv fiir Alizarinrot S, aber negativ bei von-Kossa-Farbung) und diese
nicht immer reproduzierbar fiir alle Spender durchgefiihrt werden konnten. Ein kolorimetrischer
Nachweis eignet sich daher als zweite Methode, die Kalzifizierung der fortschreitend
differenzierenden Zellen zu untersuchen. Hierbei ist die genauere Quantifizierung und somit
ebenfalls die Ermittlung des Verhaltnisses zwischen Calcium und Phosphat und der anschlieende

Vergleich zum natiirlich vorkommenden Hydroxyapatit moglich.
Die Ergebnisse dieser Bestimmungsmethode sind in Abb. 16 gezeigt.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich sowohl mehr Calcium als auch mehr Phosphat wahrend der
Differenzierung mit Dexamethason in den Zellen anreichern. Hier sind besonders die Spender MSC
59, MSC 72, MSC 77 und MSC 112 diejenigen, welche die groRte Menge an Calciumphosphat
produzieren. Trotz der geringeren Calciumphosphat-Produktion sind die Unterschiede bei der
Differenzierung mit BMP-2 ausgepragter. Hier zeichnen sich ebenfalls die Spender MSC 72, MSC 77
und MSC 112 als positiv ab.

Zusatzlich wurden die Zellen jede Woche mikroskopiert und morphologisch dokumentiert (Abb. 17).
Diese Dokumentation bestdtigte die teilweise schon makroskopisch sichtbaren stellenweise
abgel6sten Zellen. Es entstanden einige Locher im Zellrasen, die dann von neuen Zellen ausgefillt
wurden, die sich langgestreckter ausbreiteten. AulRerdem zeigten sich Bldaschen auf den Zellen, bei
denen es sich evtl. um Fettbldschen handeln kénnte. Um dieser Vermutung weiter nachzugehen,
wurde zusatzlich mit einigen differenzierten Zellen eine Oil Red O-Farbung (ORO-Farbung)

durchgefihrt (Abb. 18).

Hier zeigt sich bei allen untersuchten Spendern nach der Differenzierung mit Dexamethason ein

vermehrtes Auftreten von Fettblaschen, die durch die Farbung rot eingefarbt sind.
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Abb. 16: Kolorimetrische Calcium- und Phosphatbestimmung der Extrakte der fixierten, putativ differenzierten Zellen zur Bestimmung des osteogenen Potentials. Gezeigt sind die
Ergebnisse nach der 28-tigigen Differenzierung der MSC aus 17 verschiedenen Spendern, jeweils mit BMP-2 (Calciumbestimmung in pM (A), Phosphatbestimmung in uM (B)) und mit

Dexamethason (Calciumbestimmung in uM (C), Phosphatbestimmung in uM (D)). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen (n=3), n.a.= nicht auswertbar.
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Abb. 17: Morphologische Untersuchung der differenzierten MSCs von unterschiedlichen Spendern zur Untersuchung des osteogenen Potentials. Hier sind die Ergebnisse der MSC der 17

Donoren nach 21 Tagen der Differenzierung in der mikroskopischen Betrachtung dargestellt.
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MSC 108

BMP-2 —d21

Dex-d21

MSC 112 MSC 122 MSC 126

BMP-2 —d21

Dex—d21

Abb. 18: Oil Red O-Farbung von ausgewahlten Spendern zur Untersuchung des osteogenen Potentials. Bei den Zellen der
Spender, die bereits durch mikroskopische Betrachtung scheinbare Fettblaschen auf dem Zellrasen zeigten, wurde eine Oil

Red O-Farbung durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind hier nach 21 Tagen Differenzierung und in 10facher VergréRerung gezeigt.

4.1.2 Einfluss von Differenzierungsinduktoren

Zur Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in osteogene Vorlduferzellen werden
induzierende Faktoren bendétigt. Diese beinhalten eine Phosphatquelle, eine Vitamin C-Quelle zur
Aktivierung der Kollagen-Fibrillenbildung und einen Signalinduktor zu Aktivierung der osteogenen
Signalwege. Der Einfluss dieser verschiedenen Induktionszutaten wird im nachsten Abschnitt ndaher

beleuchtet.

4.1.2.1 Einfluss unterschiedlicher Phosphatquellen
In einer friheren Arbeit [61] wurde der Einfluss der Phosphatquelle wadhrend der osteogenen

Differenzierung untersucht. Dabei wurde bisher nicht die Uberpriifung in Kombination mit BMP-2 als
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4. Ergebnisse

Signal-Induktor Uberprift. Daher wurden hier verschiedene Kombinationen von Induktionszutaten
untersucht (Abb. 19). Es wurde zum einen erneut der variierende Einfluss von Dexamethason und
BMP-2 als Signalinduktoren zur osteogenen Differenzierung betrachtet. AulRerdem wurde eine
anorganische (3 mM Natriumdihydroxyphosphat, Na;HPO4) mit einer organischen Phosphatquelle
(10 MM B-Glycerophosphat, B-GP) verglichen, um die beste Kombination an Induktionszutaten fir

eine erfolgreiche osteogene Differenzierung von MSC zu ermitteln.

A: Kontrolle
Medium ohne Zusitze
B: Osteogenes Medium D: Osteogenes Medium
B-GP, ASC, BMP-2 Na,HPO,, ASC, Dex
+ 50uM Ascorbat-2 Phosphat (ASC) + 50uM Ascorbat-2 Phosphat (ASC)
+200ng/ml BMP-2 + 100nM Dexamethason (Dex)
C: Osteogenes Medium E: Osteogenes Medium
R-GP, ASC, Dex Na,HPO,, ASC, BMP-2
+ 50uM Ascorbat-2 Phosphat (ASC) + 50uM Ascorbat-2 Phosphat (ASC)
+ 100nM Dexamethason (Dex) +200ng/ml BMP-2

Abb. 19: Ubersicht der in verschiedenen Kombinationen eingesetzten Differenzierungszutaten.

Es wurden MSC von vier verschiedenen Spendern mit den vier verschiedenen Kombinationen der
Induktionszutaten sowie einer Kontrolle ohne Induktionszutaten flir 28 Tage kultiviert. Dabei wurden
sowohl RNA-Proben zur Ermittlung der Genexpression nach Tag 7, 14, 21 und 28 genommen als auch
die morphologischen Unterschiede mittels Durchlichtmikroskopie festgehalten. Exemplarisch werden
hier die Ergebnisse mit der Zellpraparation MSC 61 nach Tag 28 (Abb. 20) dargestellt. Alle weiteren
Abbildungen befinden sich im Anhang (Abb. A55, Abb. A56, Abb. A57, Abb. A58).
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4. Ergebnisse

Abb. 20: Morphologische Unterschiede der verschiedenen Induktions-Konditionen zur osteogenen DlIfferenzierung an
Tag 28 (MSC 61). Gezeigt sind die lichtmikroskopischen Bilder nach einer Differenzierung mit den verschiedenen, in den

Bildern beschrifteten, Differenzierungszutaten nach 28 Tagen.

Abb. 20 zeigt den Fortschritt der osteogenen Differenzierung nach 28 Tagen. Es ist deutlich zu
erkennen, dass alle Konditionen dicht gewachsene Zellschichten aufweisen, wobei die Zelldichte bei

der Kontrolle am wenigsten komprimiert erscheint.

AulRerdem sind bei allen untersuchten Bedingungen mehr oder weniger stark ausgepragte gelbliche
Ablagerungen zu erkennen. Diese sind am prominentesten bei der Kombination Na;HPO4/Asc/Dex
vorzufinden, gefolgt von B-GP/Asc/Dex und B-GP/Asc/BMP-2. Nahezu keine Ablagerungen finden sich
bei der Differenzierung mit Na;HPO4/Asc/BMP-2.

Im folgenden Schritt wurden Genexpressionsanalysen von fiir die osteogene Differenzierung
wichtigen Genen durchgefiihrt. Diese wurden im ersten Schritt semiquantitativ (Abb. 21) und in

einem erneuten Versuchsdurchlauf mittels gRT-PCR (Abb. 22) durchgefiihrt.

Abb. 21 zeigt die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR. Dabei wurden neben den fir die

osteogene Differenzierung bekannten Markergenen ALPL, OPN, BGLAP und IBSP betrachtet.

Zusatzlich wurden die Markergene der adipogenen Differenzierung FABP4 und PPAR-y untersucht, da
eine BMP-2-abhangige Adipogenese beschrieben ist [129].

Der GAPDH-Abgleich zeigt die vergleichbare Expression des Housekeeping-Gens und ermoglicht so

eine zuverlassige Interpretation der folgenden Genexpressionsergebnisse.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse einiger fehlender Konditionen (MSC 61: d14+d21 C+D, MSC 62: d21 D) sind durch das

vorzeitige Abldsen des Zellrasens vor dem geplanten Versuchsende begriindet.

o

(2}

¥ wmsc 97 usc msc 914 isc msc 921 \isc
61 62 61 62 61 62

T Q0 U QO v CO[IFTYQ vY9%9 CO|y @ v 9

<
S Il Sl X
¢

GAPDH

et ALPL

OPN

Abb. 21: Markerexpressionsbestimmung durch semiquantitative RT-PCR. Dargestellt sind die Ergebnisse nach 7, 14 und 21
Tagen Differenzierung mit den verschiedenen Kombinationen der Differenzierungszutaten (A: Kontrolle; B: B-GP, Asc,
BMP-2; C: B-GP, Asc, Dex; D: Na;HPOQ4, Asc, Dex; E: Na;HPO4, Asc, BMP-2). Zur besseren Sichtbarkeit wurde die Zielbande
von BGLAP mit griinen Pfeilen markiert.Abbildung zusammengesetzt aus den Aufnahmen von zwei gleichzeitig

durchgefiihrten Agarose-Gelelektrophoresen.

Bei der Genexpression von ALPL findet eine nahezu kontinuierliche Genexpression Uber alle
Zeitpunkte und alle Konditionen statt, einschlielich der Kontrollkondition A. OPN wird hauptsachlich
mit der Kondition B zu Tag 7 und Tag 14 exprimiert. Auch BGLAP (mit griinen Pfeilen markiert) wird,
wenn auch nur schwach, nur bei Kondition B exprimiert, dies aber lber alle Zeitpunkte hinweg. IBSP
wird als friihes Markergen bei Kondition B an Tag 7 exprimiert, mit fortschreitender Zeit der

Differenzierung wird allerdings IBSP auch in der Kontrollgruppe exprimiert.

Die Markergene fiir die adipogene Differenzierung FABP4 und PPAR-y werden vom Spender MSC 62

an Tag 14 und 21 bei den Konditionen C und D exprimiert.
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4. Ergebnisse

Um die Validitdt der erhaltenen Ergebnisse zu bestatigten, wurde das Experiment mit drei
verschiedenen MSC-Spendern (MSC59, MSC61, MSC115) und den vier unterschiedlich
zusammengesetzten Differenzierungsmedien wiederholt. Zur besseren Quantifizierung wurde die

Genexpressionsanalyse mittels gRT-PCR durchgefiihrt (Abb. 22).

Fir diesen Versuchsaufbau wurden die Markergene der jeweiligen Differenzierungen einzeln

analysiert und anschlieRend die Ergebnisse der drei MSC-Praparationen gemittelt.

Die Analyse der Genexpression zeigt eine 50-fache Erhohung der ALPL-Expression bei der
Induktionskombination Dex/B-GP/Asc (iber den Verlauf bis Tag 21, wobei an Tag 21 die

Genexpression bei allen Konditionen um den Faktor 50 im Vergleich zur Kontrolle erhdht ist.

BGLAP wird hauptsachlich bei den Konditionen mit BMP-2 exprimiert und die Genexpression steigt
Uber den Verlauf der Differenzierung zu den verschiedenen Messzeitpunkten bis Tag 21 immer

weiter an.

Bereits ab Tag 7 bis zu Tag 21 wird IBSP mit BMP-2 im Differenzierungsmedium nach oben reguliert.
Auch OPN weist eine 100-fach erhdhte Genexpression bei der Kombination aus BMP-2 und B-GP im

Vergleich zur Kontrolle und den anderen untersuchten Konditionen auf.

Ebenso wie ALPL weisen auch BGLAP, IBSP und OPN an Tag 21 mit allen Differenzierungskonditionen

eine sehr stark erh6hte Genexpression im Vergleich zur Kontrolle auf.

Als weiteres Mittel zur Untersuchung einer erfolgreich verlaufenen osteogenen Differenzierung
wurde der Hydroxyapatitgehalt in Form einer kolorimetrischen Calcium- und Phosphatbestimmung

an Tag 28 der Differenzierung ermittelt (Abb. 23).

Sowohl der Calcium- als auch der Phosphatgehalt der Matrix der differenzierten Spender ist bei
Zugabe von B-Glycerophosphat deutlich erhéht im Vergleich zur Kontrolle und den Konditionen mit
der anorganischen Phosphatquelle. Aber auch die Zugabe von Na,HPQO, fiihrt zu einer signifikanten

Erhéhung der Calcium- und Phosphatkonzentration im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 22: Ergebnisse der qRT-PCR Genexpressionsanalyse nach 7, 14, 21 und 28 Tagen Differenzierung mit unterschiedlich zusammengesetzten Differenzierungsmedien.

Genexpressionsveranderungen im Vergleich zur Kontrolle ohne Differenzierungszutaten fiir die osteogenen Markergene ALPL (A), BGLAP (B), IBSP (C) und OPN (D). Dargestellt sind die
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Ergebnisse von 3 Differenzierungsversuchen (MSC 59, MSC 61 und MSC 115) als Mittelwert mit Standardabweichung. Die Daten wurden auf die jeweilige Expression des Housekeeping-Gens

bezogen.
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Abb. 23: Calcium- und Phosphatbestimmung der osteogenen Differenzierungen mit unterschiedlichen Induktionszutaten.
(A) zeigt die Ergebnisse der kolorimetrischen Calcium-Bestimmung, in (B) sind die Ergebnisse der Phosphat-Bestimmung
dargestellt. Gezeigt sind die gemittelten Ergebnisse von 3 Differenzierungsversuchen (Ergebnisse fir MSC 59, MSC 61 und

MSC 115 gemittelt) an Tag 28 der Differenzierung mit den jeweiligen Standardabweichungen.
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4.1.2.2 Untersuchung des Einflusses von unterschiedlichen Konzentrationen der

Induktionszutaten BMP-2 und Dexamethason
Im Rahmen der Forschergruppe sind die genaue Ermittlung der Konzentration und der
Zugabezeitpunkt von BMP-2 fiir eine zuverlassige osteogene Differenzierung besonders relevant.
Trotz der Tatsache, dass in der Literatur haufig 200 ng/ml BMP-2 verwendet werden, kann auch eine
geringere Konzentration zur Induktion der Osteogenese ausreichen, aullerdem kann eine zu hohe
Konzentration von BMP-2 in vivo zu Odemen, ektopischer Knochenformung und
Nervenwurzelirritationen fiihren [130]-[132]. Um diese Effekte zu untersuchen, wurden
verschiedene BMP-2-Konzentrationen (50 ng/ml, 100 ng/ml und 200 ng/ml) mit verschiedenen
Konzentrationen Dexamethason (10 nM und 100 nM) verglichen. Hierbei zeigte sich, dass eine
Zugabe von 200 ng/ml BMP-2 zum Differenzierungsmedium die hochste Genexpression im Vergleich
zu den Kontrollen der osteogenen Markergene ALPL, IBSP und OPN hervorruft, die dann mit
sinkender BMP-2-Konzentration sukzessive abnimmt (Abb. 24). Dexamethason zeigt beim Einsatz
einer 100 nM-Lésung eine um den Faktor 40 erhoéhte Expression von ALPL. AuRerdem ist die
Expression der adipogenen Markergene FABP und PPARy um das 12-fache bzw. das 30-fache erhoht
(Abb. 25).
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Abb. 24: Expression der osteogenen Markergene wihrend des Konzentrationsvergleichs von BMP-2 und Dexamethason.
Gezeigt ist jeweils die Genexpression von ALPL (A), IBSP (B) und OPN (C) nach Tag 14, 21 und 28 der osteogenen
Differenzierung. Dargestellt sind die Ergebnisse von 3 Spendern (MSC 77, MSC 111, MSC 112) als Mittelwert mit

Standardabweichung.
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Abb. 25: Expression der adipogenen Markergene wahrend des Konzentrationsvergleichs von BMP-2 und Dexamethason.
Gezeigt ist jeweils die Genexpression von PPARy (A) und FABP (B) nach Tag 14, 21 und 28 der osteogenen Differenzierung.
Dargestellt sind die Ergebnisse von 3 Spendern (MSC 77, MSC 111, MSC 112) als Mittelwert mit Standardabweichung.

Auch in diesem Versuch wurde die Calcium- und Phosphatkonzentration der unterschiedlichen
Konditionen sowohl mittels Alizarinrot S (Abb.26) als auch mittels des kolorimetrischen

Nachweisverfahrens fir Calcium und Phosphat (Abb. 27) ermittelt.
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Abb. 26: Alizarinrot S-Firbung des Konzentrationsvergleichs zwischen BMP-2 und Dexamethason. Dargestellt sind die

mikroskopischen Aufnahmen der Alizarot S-Farbung sowie die makroskopische Betrachtung der kompletten Wells.

Makroskopisch zeigt die Farbung mit Alizarinrot S keine signifikanten Unterschiede beim Einsatz der
unterschiedlich konzentrierten Induktoren fiir die Osteogenese oder zur Kontrolle (Abb. 26). Die
mikroskopische Betrachtung der eingefarbten Zellschicht zeigt einige dunklere Areale beim Einsatz

von 100 ng/ml und 200 ng/ml BMP-2 sowie 10 nM Dexamethason.

Auch die Analyse des Calcium- und Phosphatgehalts der verschiedenen Proben ldsst keine eindeutige
Aussage zu. AulSer der Tatsache, dass sich der Calcium- und Phosphatgehalt mit von Tag 22 zu Tag 28
fortschreitender Osteogenese bei nahezu allen Proben verdoppelt hat, kann aufgrund der hohen
Standardabweichung der verschiedenen Versuchskonditionen keine weitere Aussage getroffen

werden.
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- und Phosphatbestimmung des Konzentrationsvergleichs zwischen BMP-2 und Dexamethason. Gezeigt
73

Calcium

ist jeweils die Bestimmung des Calciumgehalts in den Zellextrakten (A) bei den Differenzierungen mit verschiedenen

Mengen BMP-2 und Dexamethason sowie die entsprechende Grafik zur Darstellung des Phosphatgehalts (B).

Abb. 27
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4.2 BMP-2 als Teil eines Implantats — Freisetzung, Lagerung & Aktivitat

4.2.1 BMP-2 Aktivitatsnachweis

Um die Bioaktivitdt von BMP-2 nachzuweisen, gibt es mehrere Moglichkeiten. Es kann eine
Differenzierung durchgefihrt werden, um Zellen in die osteogene Linie zu differenzieren. Da diese
Methode allerdings sehr zeitintensiv und, wie vorher in dieser Arbeit gezeigt (4.1.1), nicht immer

erfolgversprechend ist, werden hier zwei andere Methoden angewandt.

Alkalische Phosphatase gilt als eines der Zielgene von BMP-2 und ein entsprechender Enzymnachweis

wird in der Literatur haufig zum Bioaktivitdtsnachweis eingesetzt [133]-[135].

Als weiterer Bioaktivitditsnachweis wird in dieser Arbeit der sogenannte BRE-Luc-Assay (BMP-
Responsive-Element-Luziferase-Assay) verwendet, der ebenfalls hadufig in der Literatur genutzt wird
und als Hauptnachweisverfahren in dieser Arbeit dient. Fir beide Nachweismethoden sind
unterschiedliche Inkubationszeiten und Nachweisgrenzen bekannt, die hier noch einmal fir die

eigene Anwendung evaluiert und bestétigt werden.

4.2.1.1 BRE-Luc- Plasmidnachweis in der C2C12-Zelllinie und Sequenzierung des Plasmids

Das verwendete Plasmid, welches das BMP-Responsive-Element enthélt, wurde zuvor von
Korchynskyi et al. [84] beschrieben. Da die Zelllinie, welche dieses Plasmid Uberexprimiert, langere
Zeit nicht mehr verwendet wurde, wurde das beschriebene Konstrukt aus dem genannten Paper mit
dem vorhandenen Plasmid in der verwendeten Zelllinie verglichen (Abb. 28). Hierbei zeigt sich, dass

etwas mehr als die Halfte der publizierten Sequenz mit derjenigen im vorliegenden Plasmid identisch

ist.
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
|
BRE_Korchynski (W N R ——
Sequenzierung  AGGTACCGAGCTCTTACGCGTG HNCRNCGGGGTGGGGGCGCGTTCGTC
CONSENSUS  +cesevssccccscscssccsces CELEELUCCAEC s sssvvvssssses

Abb. 28: Sequenzvergleich Plasmid pGL3/BRE-Luc und publizierte Sequenz (Korchynskyi et al.). Dargestellt ist die von
Korchynskyi et al. publizierte Sequenz des Reporterplasmids (obere Zeile), die aus den Reporterzellen isolierte
Plasmidsequenz (mit plasmidspezifischen Primern ermittelt, mittlere Zeile) und der Vergleich beider Sequenzen (untere

Zeile). Die tibereinstimmenden Basen sind in griin dargestellt und abweichende in rot.

Um die Expressionsstarke des Plasmids in den putativen Reporterzellen nachzuweisen, wurde eine
PCR mit der isolierten RNA, die in cDNA umgeschrieben wurde, durchgefiihrt (Abb.29). Die
Expression des Plasmids ist nur sehr gering und nur in der unverdiinnten Variante nachweisbar.

Sowohl die Positivkontrolle, die aus dem reinen Plasmid besteht, als auch das Housekeeping-Gen
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HPRT-1 sind bereits bei einer 1:1000 Verdiinnung auf dem gelelektrophoretischen Foto nachweisbar.
Nachdem der Nachweis des Plasmids in den C2C12-Zellen erfolgt war, wurde der Reportergentest im

Folgenden fiir die Arbeiten in der Forschergruppe etabliert und optimiert.

Abb. 29: Gelelektrophorese der cDNA aus den putativen Reporterzellen. Nach der RNA-Isolation wurde diese in cDNA
umgeschrieben und in unverdiinnter Form, sowie in 1:10, 1:100 und 1:1000 Verdiinnung mittels PCR amplifiziert. Als

Positiv-Kontrolle wurde das reine Plasmid in den gleichen Verdiinnungen verwendet.

4.2.1.2 BMP-Responsive Element-Luciferase-Assay: Etablierung
Um die Bioaktivitdat von BMP-2 nachzuweisen, wird in dieser Arbeit hauptsachlich der BRE-Luc-Assay
verwendet. Dieser wurde im Laufe der Arbeit optimiert, um einen hoheren Probendurchsatz durch

den Einsatz von 96-Loch-Platten zu ermdglichen.

Da hier alle Ergebnisse dargestellt sind, ist immer angegeben, mit welchem Format die jeweilige
Untersuchung durchgefiihrt wurde. Im Rahmen der Etablierung wurde die 24-LP-Methode mit der
96-LP-Methode verglichen. Dabei zeigte sich, dass mit beiden Methoden eine lineare Standardreihe
erzielt werden kann (Abb. 30). Die gemessenen relativen Lichteinheiten (RLU) waren bei der Messung
mit der 24-LP-Methode ca. 3-mal héher. Dennoch zeigte sich, dass die Standardabweichungen der

einzelnen Messwerte mit der 96-LP-Methode wesentlich geringer sind.
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Abb. 30: Vergleich der Standardreihen zur Etablierung eines optimierten BRE-Luc-Assays. Dargestellt sind die Messwerte
des BRE-Luc-Assays mit der 24-LP-Methode (Regressionsgerade: y=1,551x-8,652, R2=0,9942) und der 96-LP-Methode
(Regressionsgerade: y=0,5386x-7,409, R2=0,9945) fiir BMP-2-Konzentrationen von 2,5 — 500 ng/ml. Dargestellt sind die

Ergebnisse einer Doppelbestimmung.

Der Gehalt von fotalem Kalberserum (FCS) im Zellkulturmedium kann ebenfalls Einfluss auf die
Signalstarke der Luziferase im Reportergenassay zum Nachweis von bioaktivem BMP-2 haben. FCS
enthalt viele verschiedene Proteine, die firr die Kultivierung von Zellen in vitro notwendig sind. Da in
dieser Arbeit auch Freisetzungsproben und andere Proben aus Experimenten untersucht werden
sollen, die FCS oder andere Proteine beinhalten, welche ggf. die erhaltenen Ergebnisse beeinflussen
kénnten, wurde der Einfluss von FCS auf die Standardreihe des Assays untersucht. Dazu wurden die
Reporterzellen wie gewohnt ausgesat und nach der Anhaftung (ca. 4 h) wurde ein Mediumwechsel
mit FCS-haltigem (10%) oder FCS-freiem Medium (0 %) durchgefiihrt. Dann erfolgte die

Weiterbehandlung nach Protokoll bis zur Luziferase-Messung.

Dabei zeigte sich, dass sowohl mit 10 % FCS als auch mit 0% FCS im Zellkulturmedium eine

zuverlassige lineare Standardreihe ermittelt werden konnte (Abb. 31).
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Abb. 31: Einfluss von FCS auf die Signalstirke der Luziferase. Hier wurden jeweils die Standardreihen von 2,5 — 500 ng/ml
BMP-2 nach einer 24-stiindigen Inkubationszeit in FCS-haltigem (Regressionsgerade 10%: y=3,555x+209,5; R,=0,9375) oder
FCS-freiem Medium (Regressionsgerade 0%: y=0,7609x+68,28; R,=0,8242) miteinander verglichen. Es erfolgte eine

Bestimmung von n=6 im 24-Loch-Platten-Format.

Da die Kultivierung der Zellen zunachst in 10 % FCS-haltigem Medium stattfindet und dieses erst nach
der Adhédsion der Zellen aus dem Medium entfernt wird, wurde zusatzlich untersucht, wie ein

zusatzlicher Waschschritt sich auf das Luziferase-Signal auswirkt.

Dazu wurde der oben beschriebene Versuch wiederholt und zusatzlich die Option eines

Waschschritts nach der Adhéasion der Zellen in die Versuchsplanung mit aufgenommen.

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass zwischen den Proben, die einen zusatzlichen
Waschschritt unterlaufen sind, und den nicht gewaschenen Proben eine signifikante Abweichung der
RLU/sec auftritt. AuRerdem hat sich die Standardabweichung der gewaschenen Proben halbiert

(Abb. 32).

77



4. Ergebnisse

25004
: e e e K :
Je de ek

2000+
Q

g 15001
3

& 1000+

* KKk
5004
0-
ol Q‘b ol
o\e \\Q o\
0{\& \Q
N
g
-!‘.b
gx
ch
o\e

Abb. 32: Auswirkung eines Waschschrittes auf die Signalschwankungen im BRE-Luc-Assay. Dargestellt sind die Ergebnisse
des BRE-Luc-Assays nach der Messung der Proben. Es wurden jeweils 200 ng/ml BMP-2 entweder in 0 % FCS kultiviert
(n=36), in 0 % FCS nach einem Waschschritt mit PBS (n=24) oder in 10 % FCS (n=36) kultiviert bis zum Messzeitpunkt.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nach einem Einfrieren der Lysate wurde ebenfalls untersucht.
Dabei zeigte sich, dass dies zu einem erheblichen Signalverlust der gemessenen Luziferase-Aktivitat

(in RLU/sec) fuhrt (Abb. 33).
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Abb. 33: Messung der Luziferase-Aktivitit nach Einfrieren der Uberstinde bei -20 °C im Vergleich zu frisch gemessenen

Proben. Es wurden jeweils 2 identische Proben mit Dreifachbestimmung der Luziferase-Aktivitat gemessen.
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4.2.1.3 Kinetik zur Ermittlung des besten Messzeitpunkts

Da durch das BMP-2 zunachst der Signalweg aktiviert werden muss (Abschnitt 1.2 und 1.3), um den
ID1-Promotor zu aktivieren, wurde mittels einer kinetischen Untersuchung ermittelt, nach welchem
Inkubationszeitraum die Luziferase-Messung der BMP-2-Proben die hochsten Messergebnisse liefert

und somit optimal ist.

Dafiir wurde sowohl im 24 Loch-, als auch im 96 Loch-Platten-Format eine Kinetik durchgefiihrt. Die
Zellen wurden gleichzeitig ausgesat und mit BMP-2 induziert. Die Messung erfolgte nach den
angegebenen Zeitpunkten (Abb. 34). Die Trends der Ergebnisse sind im 24- und 96-Loch-Platten
Format vergleichbar, daher sind hier nur die Ergebnisse aus der 96-Loch-Platten-Messung dargestellt.
Die Ergebnisse der 24 LP-Methode finden sich im Anhang (Abb. A59). Es zeigte sich, dass schon nach
einer Inkubationszeit von 3 h ein Signal der Luziferase zu messen ist. Die Unterschiede der
verschiedenen gemessenen Konzentrationen sind hier allerdings noch nicht deutlich unterscheidbar,

was auch an den nicht-linearen Regressionen deutlich wird.

Allerdings verdreifacht sich das Luziferase-Signal in den nachsten Stunden und erreicht sein
Maximum nach etwa 17-24 h. Eine langere Inkubationszeit fiihrt zu einer erneuten Reduktion des

gemessenen Signals.
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BMP-2 [ng/ml]
Inkubationszeit Steigung y-Achsenabschnitt R?
1h 0,00434+0,0186 23,12+7,573 0,00899
3h 0,8675+0,4511 7456+ 1836 0,3814
5h 2,212+0,9474 1321+385,7 0,4761
7h 3,759 + 1,068 1252 +435 0,6735
85h 3,595+1,564 1853 +636,5 0,4684
155h 4,436+ 1,096 880,7 +446,1 0,732
17,5h 4,846+1,118 893,9+455,3 0,7578
159,5h 5,715+ 1,268 919+516,1 0,7721
21,5h 6,057 + 1,105 738,6 +449,7 0,8337
24h 3,906+ 0,7995 624,3+325,5 0,7991
32h 3,989+0,6321 458,9+257,3 0,8691
48h 2,962 +0,2645 119,6 + 107,7 0,9543
Abb. 34: Kinetik der BRE-Luc-Aktivitit nach 1-48h im 96-Loch-Platten-Format. Die Messung erfolgte in

Dreifachbestimmung im 96-Loch-Platten-Format. Es wurden jeweils Standardreihen von 10-1000 ng/ml BMP-2 miteinander
verglichen. Diese sind hier als Balkendiagramm zur besseren Einschatzung der Signalstarke (A) und als Messpunkte mit

dazugehoriger Regressionsgeraden und deren Steigung, y-Achsenabschnitt und R,-Wert (B) dargestellt.

80



4. Ergebnisse

4.2.1.4 Einfluss von Phenolrot im Medium auf die Genauigkeit der Messergebnisse

Es wird postuliert, dass Medium ohne Phenolrot einen Effekt auf die Genauigkeit der Luziferase-
Messung haben kann. Insbesondere einige Hersteller von Luziferase-Assay Reagenzien empfehlen
den Einsatz von Phenolrot-freien Medien [136], [137]. Aus diesem Grund wurde untersucht,
inwieweit sich die Standardkurven zwischen Zellkulturmedium mit und ohne Phenolrot
unterscheiden. Dazu wurden die Reporterzellen wahrend des gesamten Versuchszeitraums jeweils
mit Basalmedium (DMEM) mit oder ohne Phenolrot kultiviert. Als Standardreihe wurden BMP-2-
Konzentrationen zwischen 0,25 und 500 ng/ml eingesetzt. Hier wurde weiterhin untersucht,
inwiefern sich die Sensitivitat des Assays beim Einsatz von phenolrotfreiem Medium verbessert. Die
Ergebnisse sind in Abb. 35 dargestellt. Die Standardreihe, die im phenolrothaltigen Medium
gemessen wurde, weist insbesondere beim Einsatz vom 500 ng/ml BMP-2 eine 1,5-fache
Signalverstarkung (3855 RLU/sec zu 6107 RLU/sec) auf. Aber auch die geringeren BMP-2-
Konzentrationen liefern hohere RLU-Werte. Im Bereich der kleinen Konzentrationen zwischen 0,25

und 5 ng/ml BMP-2 kénnen keine wesentlichen Unterschiede der Messwerte gezeigt werden.
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Abb. 35: Einfluss von Phenolrot im Zellkulturmedium auf die Signalstarke des Signals im BRE-Luc-Assay. Dargestellt sind
die Ergebnisse des Vergleichs einer Standardreihe mit BMP-2 (0,25 — 500 ng/ml), die jeweils in phenolrothaltigem Medium
(Regressionsgerade: y=12,24x-80,02, R2=0,9922) und in phenolrotfreiem Medium (Regressionsgerade: y=7,732x+55,97,
R2=0,9904) gemessen wurde. In der zweiten vergroRerten Abbildung sind die kleineren Messwerte von 0,25 — 5 ng/ml noch

einmal detailliert dargestellt. Der Versuch wurde mit n=3 durchgefihrt.

4.2.1.5 Vergleich des Alkalische Phosphatase-Assays und des BRE-Luc-Assays zur Bestimmung der
biologischen Aktivitat von BMP-2

Zum Bioaktivitatsnachweis von BMP-2 gibt es unterschiedliche Methoden. Eine weit verbreitete
Methode ist der Alkalische Phosphatase-Assay. Neben dem in dieser Arbeit hauptsachlich
verwendeten BRE-Luc-Assay wird dieser ebenfalls haufig in der Literatur zum Nachweis der
Bioaktivitat vom BMP-2 angewandt. Der Assay basiert auf dem Prinzip der Aktivierung der alkalischen
Phosphatase durch BMP-2. Zur Bestimmung der Aktivitdit des Enzyms wird das farblose p-
Nitrophenylphosphat zu den Zellen gegeben, welches dann von der alkalischen Phosphatase in p-
Nitrophenol umgewandelt wird. AnschlieBend wird die Absorption des Produkts bei 450 nm

photometrisch bestimmt.

Da es sich bei der BRE-Luc-Reporterzelllinie um eine C2C12-Zelllinie handelt, wurde diese zum
Vergleich der Aussagen beider Assays verwendet. Auferdem wurden jeweils die gleichen

Konzentrationen der identischen Charge BMP-2 fiir den Vergleich der beiden Assays genutzt. Beide
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Assays wurden parallel begonnen und jeweils nach dem im Methodenteil dieser Arbeit

beschriebenen Protokoll ausgefiihrt (Abschnitt 3.2.12 und 3.2.13).

Bei der Messung der ALP-Aktivitat nach BMP-2 Zugabe wurde an zwei Zeitpunkten gemessen, an Tag
3 und an Tag 7. Nach 3-tagiger Inkubation ist bei den Zellen, denen 0-50 ng/ml BMP-2 zugesetzt
wurden, kein Signal messbar. Bei Zugabe von 500 ng/ml BMP-2 ist eine OD [450 nm] von 1,6

messbar.

Nach 7-tagiger Inkubation ist die OD [450 nm] auf 2,4 gestiegen. Bei 50 ng/ml BMP-2 ist eine OD
[450 nm] von 0,36 messbar. Die Werte von 0 ng/ml und 5 ng/ml liegen bei ca. 0,2 (Abb. 36, A).

Die BRE-Luc-Messung wurde, wie im Protokoll beschrieben, nach 24 h durchgefiihrt und
ausgewertet. Hier wurde bei 0 ng/ml BMP-2 der Wert 12,8 RLU/sec gemessen. Dieser steigt bereits
bei Zugabe von 5 ng/ml auf 24 RLU/sec. 50 ng/ml BMP-2 erzielen einen Wert von 79,1 RLU/sec und

nach der Zugabe von 500 ng/ml BMP-2 konnte ein Wert von 418,5 RLU/sec gemessen werden.
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Abb. 36: Vergleich des Alkalische Phosphatase-Assays und des BRE-Luc-Assays zur Bestimmung der biologischen Aktivitat
von BMP-2. Dargestellt sind die Ergebnisse des Alkalische Phosphatase-Assay (A) nach 3 und 7 Tagen Inkubation der

verschiedenen Konzentrationen BMP-2. Es wurden C2C12 Zellen verwendet und der Assay wurde in Dreifachbestimmung



4. Ergebnisse

durchgefiihrt. Die Ergebnisse des BRE-Luc-Assays sind in (B) gezeigt. Hier wurden zwei biologische Replikate in

Dreifachbestimmung vermessen und 24 h inkubiert.

4.2.1.6 Normalisierung der Messergebnisse des BRE-Luc-Assays

Die ermittelten Messergebnisse miissen normalisiert werden, um biologische Schwankungen wie z.
B. proliferationsbedingt unterschiedliche Zellmengen bei langeren Inkubationszeitraumen
bericksichtigen zu konnen. Da in der Zelllinie kein Dual-Luciferase System [138] etabliert ist, muss
diese Normalisierung mittels der Proteinkonzentration oder der Zellzahl erfolgen. Daher wurden

verschiedene Methoden getestet, um eine Normalisierung der Messergebnisse zu ermdglichen.

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration in den Lysaten, die bei der Messung im 24-Loch-System
erzeugt werden, wurde sowohl der Bradford-Proteinassay als auch der BCA-Proteinassay als
mogliches Normalisierungssystem untersucht. Als Proteinstandard wurde hier BSA in
unterschiedlichen Konzentrationen im Lysepuffer (Reporter Lysis Buffer-RLB) gel6st. Dabei konnte im
Bradford-Assay keine Standardreihe generiert werden. Die im BCA-Assay erzeugte Standardreihe

wies Linearitat auf und das Bestimmtheitsmal betrug 0,995 (Abb. 37).
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Abb. 37: Normalisierung der Messergebnisse des BRE-Luc-Assay durch Proteinbestimmung mittels Bradford-Methode

und BCA. Dargestellt sind die jeweiligen Standardreihen, die sich durch die Messung im Bradford-Assay (A) und mittels des
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BCA-Assays (B) im Reporter Lysis Buffer des Luziferase System ergaben. Regressionsgerade in (B) (nicht dargestellt): y =
0,0007x +0,1342, R? = 0,995.

Da sich durch die Verwendung des Assays im 96-Loch-Format keine Moglichkeit mehr bietet, die
Lysate der Zellen fir die Luziferase Messung und fir die Bestimmung der Proteinkonzentration zu
verwenden, da diese nicht abgenommen werden miissen, wurden hier der DNA-Gehalt und die
Zellzahl der verschiedenen Wells zur Normierung der Ergebnisse verwendet. Zur Ermittlung des DNA-
Gehalts diente der BrdU-Assay. AuRerdem wurde eine manuelle Zdhlung der Zellen durchgefiihrt. Da
unter Umstdanden auch die Zugabe von BMP-2 einen Einfluss auf die Proliferation der Zellen haben
kann, wurden die Untersuchungen unter Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen BMP-2
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass DNA-Gehalt bzw. Zellzahl in allen Proben unabhangig von

der BMP-2 Konzentration konstant bleiben (Abb. 38).
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Abb. 38: Bestimmung der DNA-Menge und der Zellzahl der BRE-Luc-Reporterzellen in einer 96-Loch-Platte mit Einfluss
von BMP-2. Dargestellt sind die Ergebnisse der BrdU-Messung (A) und der manuellen Zellzdhlung (B) der BRE-Luc-

Reporterzellen. Es wurden jeweils 6 Wells pro Konzentration (0-1000 ng/ml BMP-2) untersucht.

4.2.2 BMP-2 als osteoinduktives Biomolekiil

Im Rahmen der Forschergruppe ,Gradierte Implantate” soll BMP-2 als eines von drei Molekilen an
Nanopartikel angebunden, auf eine PCL-Fasermatte aufgebracht und aus den Nanopartikeln
freigesetzt werden (siehe 1.4.2). Aus diesem Grund ist es wichtig zu verstehen, wie sich das Protein
verhalt, wenn sich die Umgebungsbedingungen wie pH-Wert, Salzgehalt oder Temperatur andern.
Natdirlich ist dies final bei der Einbringung des fertigen Implantats in den Menschen wichtig, aber
auch in Vorversuchen in Tiermodellen oder bei der Untersuchung der Freisetzung des Proteins aus
den Tragermaterialen. Es miissen geeignete Bedingungen gefunden werden, um eine spatere
Quantifizierung der Freisetzung und Aktivitat des Proteins moglich zu machen. Dazu wurden in dieser

Arbeit grundlegende Untersuchungen durchgefihrt.

4.2.2.1 Léslichkeitsuntersuchungen von BMP-2

Proteine besitzen, abhangig von ihrer Struktur und ihren physikalischen und chemischen
Eigenschaften, bei unterschiedlichen pH-Werten eine unterschiedliche Loslichkeit. Bei extremen pH-
Werten neigen sie dazu, auszufallen und zu aggregieren. Daher wurde das Verhalten von BMP-2 in
unterschiedlichen Puffersystemen mit verschiedenen pH-Werten untersucht. Diese Arbeiten
erfolgten in Zusammenarbeit mit BASTIAN QUAAS und wurden bereits publiziert [139]. Hier wird

hauptsachlich auf die Bioaktivitat der Proben eingegangen.

Zur Analyse des Verhaltens von BMP-2 wurden 25 pug/ml des Proteins jeweils Uber Nacht in den
jeweiligen Puffersystemen inkubiert. Die entsprechenden Proben wurden jeweils als
Proteinsuspension vermessen. AuBRerdem wurden alle Proben fiir 15 min bei 17.000 x g zentrifugiert,
um eventuelle Aggregate zu sedimentieren. Von diesen Proben wurde jeweils der Uberstand
vermessen. Es erfolgte die Messung der BMP-2 Bioaktivitdt mit dem BRE-Luc-Assay. Die Ergebnisse

sind in Abb. 39 dargestellt.

Die Bioaktivitatsbestimmung der verschiedenen BMP-2-Suspensionen zeigt, dass sich in jeder

Pufferlésung und bei jedem pH-Wert bioaktives BMP-2 nachweisen l&sst.

Bei der Messung der Uberstinde ist nur bis pH 7 bioaktives BMP-2 nachzuweisen. Die relativen
Lichteinheiten und damit die Proteinaktivitat verringern sich allerdings von pH 2 bis pH 7 stetig. Bei

pH-Werten groRer als 7 ist nahezu kein bioaktives BMP-2 mehr nachzuweisen. Lediglich bei pH 10,5
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ist ein geringer Anstieg der Loslichkeit zu verzeichnen, der sich durch einen Anstieg der Luziferase-

Aktivitat auf ca. 250 RLU/sec darstellt.
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Abb. 39: Biologische Aktivitdit von BMP-2 bei verschiedenen pH-Werten und in verschiedenen Puffersystemen. Die
Abbildungen zeigen jeweils die Messwerte der BRE-Luc-Messung der Suspensionen (A) und der Uberstinde (B) bei
verschiedenen pH-Werten von pH 2 bis pH 11 in unterschiedlichen Puffersystemen (Natriumacetat-Essigsaure,
Zitronensdure-NaOH, MES, PBS, MOPS, TRIS, CHES, CAPS). Es handelt sich hier um die Mittelwerte und

Standardabweichungen von drei unabhdngigen Messungen.

Es wurden ebenfalls die Puffer ohne BMP-2 untersucht, um eine Stérung der Messung durch den
Einfluss des Puffers auszuschlieRen. Diese Ergebnisse finden sich im Anhang (Abb. A60). Hier war

allerdings nur ein Hintergrundrauschen messbar und keine Luziferase-Aktivitdt nachzuweisen.

4.2.2.2 Sterilisation von BMP-2

Das fertige Implantat muss vor der Implantation nach den Regelungen der DIN EN ISO 14937
sterilisiert werden. Aus diesem Grund wurde untersucht, inwieweit Strahlensterilisation mit
unterschiedlichen Strahlungen und unterschiedlichen Dosen einen Einfluss auf die Bioaktivitat von
BMP-2 hat. Es wurden jeweils 400 ng/ml BMP-2 fir die Bestrahlung von JULIUS SUNDERMANN (Institut
fir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Technische Universitdit Braunschweig)
gefriergetrocknet und dann mit verschiedenen Strahlungsdosen (15 kGy oder 25 kGy) und -arten (y-

Strahlung, B-Strahlung und Rontgenstrahlung (X)) sterilisiert. Nach der Sterilisation wurden die
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Proben mit dH,O resolubilisiert und es wurde die Bioaktivitdt mittels BRE-Luc-Assay sowie die

Proteinkonzentration mittels NanoDrop 2000 ermittelt.

Aufgrund zu geringer Konzentration der Proteinlosung lieferte die Messung der Proteinkonzentration

keine aussagekraftigen Ergebnisse (Anhang: Abb. A61).

Die Ergebnisse der Bioaktivitatsmessung sind in Abb. 40 dargestellt. Neben den zu untersuchenden
Proben wurden ebenfalls Kontrollen mitgefiihrt, um den mdglichen Einfluss der Lyophilisation oder
der Bestrahlung genau festlegen zu kénnen. Dabei wurde der Einfluss der Lyophilisation (,Keine
Bestrahlung”) als auch der Einfluss des Transports der lyophilisierten Proben (,Transport®)
untersucht. Zusatzlich wurden auch Proben von nicht lyophilisiertem und nicht sterilisiertem Protein
mitgefiihrt (,Nicht gefriergetrocknet”). Fiir diese Untersuchungen wurden zwei unterschiedliche
Kroyschutz-Losungen verwendet: IBG und SPS. Es zeigt sich, dass bei allen vermessenen Proben
bioaktives Protein nachzuweisen ist. Dabei schwanken die Werte hier zwischen 267 ng/ml (Keine

Bestrahlung, IBG) und 520 ng/ml (Nicht gefriergetrocknet, SPS).

Sterilisation von BMP-2
800-

600

z m IBG
-2.1400_ B SPS

200

Abb. 40: Auswirkung der Sterilisation von BMP-2 auf die Bioaktivitdt. Es wurden jeweils 400 ng/ml BMP-2 lyophilisiert und
dann mit den jeweils angegebenen Strahlungsarten und -dosen sterilisiert. AnschlieBend wurde das lyophilisierte Protein
wieder resuspendiert und die Bioaktivitat mittels BRE-Luc vermessen. Hier sind die sich auf der mitgefiihrten Standardreihe
ermittelten Konzentrationen bioaktiven Proteins dargestellt. Bei IBG und SPS handelt es sich um zwei unterschiedliche

Kryoschutz-Losungen. Kontrollen n=12, Bestrahlungen n=18.
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4.2.3 Organische und anorganische Nanopartikel und deren BMP-2 Freisetzung

Im Rahmen der Forschergruppe , Gradierte Implantate” sollen Nanopartikel auf eine PCL-Fasermatte
aufgebracht werden, welche dann gradiert die Wachstumsfaktoren freisetzen sollen. Die
eingebrachten Nanopartikel sollen eine Differenzierung in Knochen-, Knorpel- und Sehnenzellen
induzieren. Fir diesen Schritt ist es zunachst wichtig, dass die eingebrachten Nanopartikel keine
zytotoxische Wirkung auf die kdrpereigenen Zellen haben. Um dies zu untersuchen, wurden in dieser
Arbeit Zytotoxizitatsuntersuchungen mit MSCs durchgefiihrt. Aulerdem wurde auch der Einfluss auf
die Zelllinie C2C12 BRE-Luc untersucht, da im nachsten Schritt untersucht wurde, ob das abgegebene
BMP-2 weiterhin bioaktiv ist. Im letzten Schritt der in vitro Untersuchungen wurden mit BMP-2
beladene Partikel auf deren osteocinduktive Wirkung untersucht, indem eine osteogene
Differenzierung liber vier Wochen durchgefiihrt wurde. Sowohl die Zytotoxizitdatsuntersuchungen als

auch die Untersuchungen zur osteogenen Differenzierung wurden mit der MSC 112 durchgefihrt.

Da sowohl mit anorganischen nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NSPNP) als auch und mit
organischen Chitosan/Tripolyphosphat (CS/TPP)- und Alginat/Poly-L-Lysin (Alg/PLL)-Partikeln
gearbeitet wurde, wird in den folgenden Kapiteln zunachst auf die anorganischen und dann auf die

organischen Partikel genauer eingegangen.

4.2.3.1 Anorganische nanoporoése Silica-Nanopartikel

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Funktionalisierungen der anorganischen NPSNP
(beschrieben in 1.4.2) untersucht, welche sich bereits in Voruntersuchungen als geeignet
herausstellten [125]. Im Folgenden werden die unfunktionalisierten Partikel (SiOH),
aminomodifizierte Partikel (SiNH2) und NPSNP modifiziert mit einer Aminohexylaminopropyl-Gruppe

(SIAHAP) miteinander verglichen.

Um Folgeexperimente reproduzierbar durchfiihren zu kénnen, wurde zunachst die Zytotoxizitat der
NPSNP in der Zellkultur untersucht. Da hier sowohl Experimente zur osteogenen Differenzierung von
MSCs als auch Bioaktivitatsuntersuchungen mit den C2C12 BRE-Luc-Zellen durchgefiihrt werden

sollten, wurde die Zytotoxizitat bei beiden Zelltypen untersucht.

Dazu wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 5000 c/cm? in einer 96-Loch-platte ausgesit. Nach
der Anhaftung der Zellen (nach ca. 4 h) wurden die jeweiligen NPSNP in den entsprechenden
Konzentrationen (0 pg/ml, 10 pg/ml, 100 ug/ml, 250 pug/ml, 500 pug/ml, 1000 ug/ml) fur jeweils 24 h,
3 Tage oder 7 Tage kultiviert. AnschlieRend wurde ein MTT-Assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) durchgefiihrt, um die Zellviabilitat zu ermitteln. Dazu wurden jeweils die
Zellen ohne Nanopartikel-Zugabe als 100 % viabel angenommen.
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Da laut DIN EN ISO 10993-5 [140] eine gemessene Zellviabilitdt von >70 % als maRig toxisch gilt,
wurde dieser Grenzwert hier in den Ergebnissen zur besseren Orientierung markiert (horizontale rote
Linie). In Abb. 41 sind alle Ergebnisse der Untersuchungen dargestellt. Die SiOH-Partikel weisen
sowohl fiir die C2C12 BRE-Luc-Zellen (Abb.41A) als auch fir die MSCs (Abb.41B) bei allen
Konzentrationen eine hohe Zellviabilitat auf. Lediglich bei der Zugabe von 500 pg/ml zu den C2C12-
Zellen betragt die Zellviabilitat nach einem Tag 65 %. An Tag 3 und Tag 7 ist dieser Wert wieder héher
als 70 %.

Die Si-NH,-Partikel zeigen auBer bei der Zugabe von 10 pug/ml bei allen héheren NP-Konzentrationen
eine stark reduzierte Zellviabilitit der C2C12-Zellen zwischen 40% (1000 pug/ml)und 48 %
(100 pg/ml) an Tag 1. Dieser Wert erhoht sich bei allen Konzentrationen an Tag 3 und ebenfalls an
Tag 7, hier liegt die Viabilitdt immer bei ca. 80 %. Die Zugabe der Partikel auf MSCs hat einen
groReren Effekt auf die Zellviabilitdt. Diese ist hier bei allen Proben und zu allen Zeitpunkten deutlich
reduziert und liegt zwischen 37 % (250 pg/ml, Tag 3) und 63 % (250 pg/ml, Tag 1). Lediglich die
Zugabe der geringsten Partikelkonzentration von 10 pug/ml weist an Tag 1 eine Viabilitdt von 105 %

und an Tag 7 eine Viabilitat von 83 % auf.

Die Zugabe der Si-AHAP Partikel resultiert sowohl bei den C2C12 BRE-Luc-Zellen als auch bei den MSC
in einer hohen Zellviabilitdt von 73 % (MSC, Tag 1) bis 86 % (BRE-Luc, Tag 7) bei Einsatz einer
Partikelkonzentration von 10 pug/ml. Bei Zugabe hoherer Konzentrationen der Partikel sinkt die
Viabilitat der Zellen an Tag 1 auf unter 55 %. Dies ist bei den MSCs auch an Tag 3 noch bei allen
Konzentrationen der Fall. Hier steigt an Tag 7 die Viabilitdat der Zellen, auf die 100 pg/ml Partikel

gegeben wurden, auf 76 %.

Bei der Untersuchung der C2C12 BRE-Luc-Zellen an Tag 3 steigt im Vergleich zu Tag 1 die Zellviabilitat
bei Zugabe von 100 pg/ml Si-AHAP-Partikel und 250 pg/ml Partikel auf 79 % bzw. 77 %. Bei Zugabe
von 500 pg/ml bzw. 1000 ug/ml der Partikel ist an Tag 7 ein Anstieg auf 69 % Zellviabilitat zu

verzeichnen.
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Abb. 41: Zytotoxizitatsuntersuchungen von nanopordésen Silica-Nanopartikeln auf C2C12 BRE-Luc-Zellen und MSCs (MSC
112). Dargestellt sind die Ergebnisse der Zytotoxizitditsmessung mittels MTT nach 1, 3 und 7 Tagen. Es wurden

unterschiedlich modifizierte NPSNP (A&D: SiOH, B&E: SiNH2, C&F: SiAHAP) auf BRE-Luc-Zellen (A-C) und MSCs (D-F)

untersucht. Die Messung erfolgte als n=3, gezeigt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung.

Um die Ergebnisse des kolorimetrischen MTT-Assays zu validieren, wurden ebenfalls
lichtmikroskopische Aufnahmen der unterschiedlichen NPSNP auf den C2C12 BRE-Luc-Zellen und den

MSCs nach 24 h und nach 72 h aufgenommen.
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Abb. 42: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zytotoxizitdtsuntersuchungen von NPSNP auf C2C12 BRE-Luc-Zellen.
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Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von C2C12 BRE-Luc-Zellen, die mit unterschiedlichen Konzentrationen
(10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml und 1000 pg/ml) der drei unterschiedlichen modifizierten NPSNP (Si-OH, Si-
AHAP, Si-NH2) behandelt wurden. Die Aufnahmen wurden nach 24 h und 72 h gemacht. Der MaRstab betragt 100 um.

In Abb. 42 sind die lichtmikroskopischen Aufnahmen der BRE-Luc-Viabilitdtsuntersuchungen mit den
unmodifizierten und den modifizierten NPSNP dargestellt. Dabei zeigt sich zum einen eine
Aggregation der Nanopartikel, insbesondere bei héheren Konzentrationen von 500 bzw. 1000 pg/ml.
Insbesondere die Si-AHAP und Si-NH»-Partikel weisen sehr grofle Aggregate auf. Zum anderen nimmt

mit steigender Partikelkonzentration die Zelldichte ab.

Ahnliche Beobachtungen kdénnen ebenfalls bei den Untersuchungen mit den mesenchymalen
Stammzellen gemacht werden (Abb.43), wobei hier das Zellwachstum bei steigender

Nanopartikelkonzentration noch starker inhibiert wird.
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Abb. 43: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zytotoxizitdtsuntersuchungen von NPSNP auf MSC (MSC 112). Dargestellt
sind lichtmikroskopische Aufnahmen von MSC, die mit unterschiedlichen Konzentrationen (10 pug/ml, 100 pug/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml und 1000 pg/ml) der drei unterschiedlichen modifizierten NPSNP (Si-OH, Si-AHAP, Si-NH2) behandelt wurden.

Die Aufnahmen wurden nach 24 h und 72 h gemacht. Der Malstab betrdgt 100 um.

Um zu untersuchen, ob der MES-Puffer, in dem die NPSNP gel6st sind, einen zytotoxischen Effekt auf
die Zellen hat, wurden unterschiedliche Verdiinnungen des Puffers im Zellkulturmedium untersucht.
Dabei zeigte sich, dass sogar bei hohen Konzentrationen des MES-Puffers - einer 1:1 Verdinnung -

die Zellen keine morphologischen Verdanderungen im Vergleich zur Kontrolle aufweisen (Abb. A62).

Da die Beladung der Silica-Partikel nur indirekt mittels ELISA ermittelt werden kann, indem das nicht
gebundene BMP-2 im Beladungsmedium vermessen wird, wurde in dieser Arbeit die direkte
Beladung der Partikel mittels BRE-Luc-Assay untersucht. Dazu wurden jeweils 500 pg/ml NPSNP auf

die C2C12 Zellen gegeben. Als Kontrolle wurde ebenfalls der Uberstand und das Waschwasser des

93



4. Ergebnisse

Waschschrittes mit vermessen. Dieser Test diente zur Untersuchung, ob an Partikel gebundenes

BMP-2 ebenfalls mittels BRE-Luc-Assay vermessen werden kann (Abb. 44).
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Abb. 44: Freisetzung von bioaktivem BMP-2 von NPSNP. Es wurde die mittels Bioaktivititsmessung (BRE-Luc) die Menge
an gebundenem BMP-2 an den Partikeln (SiOH, SiNH2 und SIAHAP) sowie die im Uberstand und im Waschwasser

vorhandene Menge quantifiziert (n=3).

Die Untersuchungen zeigen, dass sich auf den unmodifizierten NPSNP am wenigsten BMP-2 befindet,
nahezu 0 ng/mg. Dafiir ist eine sehr hohe Menge im Waschwasser dieser Partikel zu finden. Die
aminomodifizierten Partikel zeigen eine Beladung von ca. 80 ng/mg Partikel und auf den AHAP-
modifizierten Partikeln sind ca. 120 ng/mg BMP-2 nachweisbar. Die Mengen, die sich im Uberstand
und im Waschwasser der zuletzt erwdhnten Partikel befinden, sind allerdings nahezu genauso hoch,

wie die auf den Partikeln gebundenen Mengen BMP-2.

Da die Bindung von BMP-2 an die SiAHAP-Partikel am effektivsten funktionierte (siehe 5.2.4.1),

wurden weitere funktionelle Untersuchungen mit diesen Partikeln durchgefihrt.

Im BRE-Luc-Assay wird der Promotor des ID1-Gens, eines Immediate Early Gens, verwendet, um
einen schnellen Aktivitatsnachweis zu erzielen. Neben ID1 ist auch ID3 ein sogenanntes Immediate
Early Gen, welches kurze Zeit nach der Inkubation mit BMP-2 exprimiert wird [141]. Daher wurde vor
der Durchfihrung einer zeitintensiven Differenzierung zunachst die Aktivierung des ID1 und des ID3
Gens nach einer Inkubation von 2 h mit den Si-AHAP-Partikeln betrachtet. Dazu wurden MSC in einer
6-Loch-Platte mit einer Zelldichte von 3000 c¢/cm? ausgesat. Nach Erreichen der Konfluenz (4 Tage)
wurden 250 pg Si-AHAP-Partikel beladen mit 200 ng/ml BMP-2 auf die Zellen gegeben und fiir 2 h
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die RNA der Zellen isoliert, in cDNA transkribiert und
anschlielend die Genexpression der beiden Immediate Early-Gene betrachtet. Als Kontrollen wurden

reines Zellkulturmedium, Partikel ohne BMP-2-Beladung und BMP-2 in |6slicher Form verwendet.
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Abb. 45: Genexpression der Gene ID1 und ID3 nach einer 2-stiindigen Inkubation von MSC mit SiAHAP-Partikeln +/- BMP-
2. Dargestellt sind die auf die unstimulierte Kontrolle (0 h gleich 1 gesetzt) normalisierten fold-changes der
Genexpressionen von ID1 und ID3 nach 2-stiindiger Inkubation mit MSC 61. Gezeigt sind sind die Mittelwerte aus 3

Messungen mit Standardabweichungen.

Sowohl die ID1- als auch die ID3-Genexpression verandert sich bei den unterschiedlichen Konditionen
nicht signifikant. Die Genexpression beider Gene zeigt keine Verdanderung bei der Kontrolle nach 2-
stundiger Inkubation (Fold change: 1D1=0,94; ID3=1,12). Die Genexpression von ID1 erhéht sich auf
einen fold change von 1,32 bei Zugabe von 200 ng/ml BMP-2 zum Medium, die Zugabe von mit
BMP-2 beladenen Partikeln fihrt zu einem fold change von 2,51. Der Verlauf der Genexpression von
ID3 ist dhnlich. Die Zugabe von BMP-2 fihrt zu einer Erhéhung der Expression von 1,58. Die Zugabe
der unbeladenen Partikel fiihrt zu einer Expressionserhéhung von 1,69. Bei Zugabe von mit BMP-2-

beladenen SiAHAP-Partikeln erhéht sich die Genexpression um 2,51 (Abb. 45).

Zur weiteren Untersuchung dieses positiven Trends und im Hinblick auf das Anwendungsziel der
Forschergruppe wurde mit den vorher beschriebenen drei Partikelsorten eine Differenzierung fiir 28
Tage mit MSCs (MSC 112) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Genexpression der osteogenen
Markergene sowie die Calcium- und Phosphatproduktion mittels Alizarinrot S-Farbung und der

kolorimetrischen Bestimmung analysiert.

Die Messung der Calcium- und Phosphatmenge mittels kolorimetrischer Messung sowie die Alizarin-
Rot S-Farbung zum Nachweis von Calcium in der Zellmatrix konnten keine eindeutigen Ergebnisse
liefern (siehe Abb. A63 und Abb. A64). Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen sind in Abb. 46
dargestellt. Hier wurden die Expressionsstarken der Gene jeweils in Relation zu Tag 0 der

Differenzierung als fold change dargestellt.
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Abb. 46: Genexpressionsanalysen ausgewdhlter osteogener Markergene nach der osteogenen Differenzierung mit Silica-
Nanopartikeln. Dargestellt sind die ermittelten fold changes der Genexpression zur Kontrolle, die ohne Zugabe von
Differenzierungsfaktoren kultiviert wurde. Es wurden die Expressionen der Gene ALPL (A), BGLAP (B), RUNX2 (C), OPN (D)
und IBSP (E) nach 14 und nach 28 Tagen analysiert. In F ist die Legende dargestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n=3

mit Standardabweichungen, die Signifikanzen sind durch Sterne gekennzeichnet.

Die Analyse der Genexpression nach der osteogenen Differenzierung mit Silica-Nanopartikeln ergab

sehr stark schwankende Expressionsstarken. Dabei sind dennoch signifikante Unterschiede zu
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vermerken: Die Kontrolle ohne Partikel weist an Tag 14 eine signifikante Steigerung der
Genexpression von OPN (-BMP-2=9, +BMP-2=204) und IBSP (-BMP-2=15, +BMP-2=81) auf. An Tag 28
sind ebenfalls erh6hte Genexpressionen von BGLAP (-BMP-2=9, +BMP-2=104), RUNX2 (-BMP-2=134,
+BMP-2=285), OPN (-BMP-2=274, +BMP-2=1229) und IBSP (-BMP-2=55, +BMP-2=1031) zu erkennen.
ALPL zeigt bei der Kontrolle an Tag 28 eine signifikante Hochregulation der Genexpression (-BMP-
2=275, +BMP-2=605), jedoch nicht bei den getesteten Silica-Nanopartikeln.

Die Untersuchung der SiOH-Partikel ergab signifikante Anderungen der Genexpression von BGLAP
(-BMP-2=0,92, +BMP-2=1,64), OPN (-BMP-2=50, +BMP-2=70) und IBSP (-BMP-2=16, +BMP-2=40)
beim Vergleich von unbeladenen zu mit BMP-2 beladenen Partikeln an Tag 28. Wesentlich héhere
Steigerungen konnten bei den SiAHAP-Partikeln bei IBSP an Tag 14 (-BMP-2=10, +BMP-2=42) und Tag
28 (-BMP-2=25, +BMP-2=193), sowie bei BGLAP an Tag 28 (-BMP-2=3,82, +BMP-2=10,15) und OPN an
Tag 28 (-BMP-2=36, +BMP-2=100) gemessen werden. Die Analyse der SiNH,-Partikel ergab
Steigerungen der Genexpression mit den BMP-2 beladenen Partikeln an Tag 14 und Tag 28 sowohl
bei OPN (d14: -BMP-2=10, +BMP-2=22, d28: -BMP-2=43, +BMP-2=146) als auch beim IBSP (d14: -
BMP-2=5, +BMP-2=27, d28: -BMP-2=25, +BMP-2=221).

4.2.3.2 Organische Chitosan/Tripolyphosphat- und Alginat/Poly-L-Lysin-Partikel

Analog zu den NPSNP wurde zunichst die Zytotoxizitdt der organischen Chitosan/Tripolyphosphat
(CS/TPP)-Partikel sowie der Alginat-Poly-L-Lysin (Alg/PLL)-Partikel in der Zellkultur untersucht. Um
sowohl Experimente zur osteogenen Differenzierung von MSC als auch Bioaktivitatsuntersuchungen
mit den C2C12 BRE-Luc-Zellen durchfiihren zu kénnen, wurde die Zytotoxizitdt mit beiden Zelltypen
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 5000 ¢/cm? in einer 96-LP ausgesit.
Nach der Anhaftung der Zellen (nach ca. 4 h) wurden die jeweiligen Nanopartikel in den
entsprechenden Konzentrationen (0 pg/ml, 156,25 pg/ml, 312,5 pg/ml, 625 pg/ml, 1250 ug/ml) fur
jeweils 24 h, 3 Tage oder 7 Tage kultiviert. AnschlieRend wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt, um die
Zellviabilitat zu ermitteln. Dazu wurden jeweils die Zellen ohne Nanopartikel-Zugabe als 100 % viabel

angenommen.

Da laut DIN EN ISO 10993-5 [140] eine gemessene Zellviabilitat von >70 % als maRig toxisch gilt,
wurde dieser Grenzwert hier in den Ergebnissen zur besseren Orientierung dargestellt. In Abb. 47
sind alle Ergebnisse der Untersuchungen abgebildet. Dabei sind die Konzentrationen 156,25 pg/ml
und 312,5 ug/ml der Alg/PLL-Partikel weder fir die C2C12 BRE-Luc-Zellen noch fiir die MSC
zytotoxisch. Im Test der MSC sind 625 pg/ml auch an Tag 1 noch tolerierbar, die Zellviabilitat sinkt
aber an Tag 3 auf 57 %. An Tag 7 ist sowohl bei den C2C12 BRE-Luc-Zellen als auch bei den MSCs

wieder ein Anstieg der Zellviabilitat von 625 pg/ml der Alg/PLL-Partikel Gber 70 % zu verzeichnen.
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Die CS(58)/TPP-Partikel sind beim Test mit den BRE-Luc-Zellen bis 625 pug/ml nicht zytotoxisch, mit
den MSC an Tag 1 auch noch mit einer Konzentration von 1250 pg/ml nicht. Die Zellviabilitat sinkt
hier an Tag 3 und Tag 7 auf 53 % bzw. 55 %. Auch die CS(83)/TPP-Partikel zeigen bis 625 pug/ml keine
zytotoxischen Effekte bei den C2C12 BRE-Luc-Zellen und den MSC.
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Abb. 47: Zytotoxizitatsuntersuchungen von organischen CS/TPP und Alg/PLL-Nanopartikeln auf C2C12 BRE-Luc-Zellen und
MSCs (MSC 112). Dargestellt sind die Ergebnisse der Zytotoxizitdtsmessung mittels MTT nach 1, 3 und 7 Tagen. Es wurden
Alginat/Poly-L-Lysin-Partikel (A&D) sowie unterschiedlich acetylierte Chitosan/Tripolyphosphat-Partikel (B&E: CS(58)/TPP,
C&F: CS(83)/TPP) auf BRE-Luc-Zellen (A-C) und MSCs (D-F) untersucht. Die Messung erfolgte als n=3, gezeigt sind jeweils

Mittelwert und Standardabweichung.

Um die Ergebnisse des kolorimetrischen MTT-Assays zu validieren, wurden lichtmikroskopische
Aufnahmen der unterschiedlichen Partikel auf den C2C12 BRE-Luc-Zellen und den MSCs nach 24 h

und nach 72 h aufgenommen.
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Abb. 48: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zytotoxizitdtsuntersuchungen von organischen Nanopartikeln auf C2C12
BRE-Luc-Zellen. Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von C2C12 BRE-Luc-Zellen, die mit unterschiedlichen
Konzentrationen (156,25 pug/ml, 312,5 pg/ml, 625 pg/ml und 1250 pg/ml) der drei unterschiedlichen organischen
Nanopartikel (Alg/PLL, CS(58)/TPP, CS(83(/TPP) behandelt wurden. Die Aufnahmen wurden nach 24h und 72h

vorgenommen.

In Abb. 48 sind die lichtmikroskopischen Aufnahmen der BRE-Luc-Viabilitdtsuntersuchungen mit den

organischen Nanopartikeln dargestellt. Die optische Analyse zeigt einen allgemeinen Anstieg der

Zellzahl nach 72 h. Die Kultivierung mit 1250 pug/ml flihrt nach 72 h zu einer geringeren Zellzahl. Dies

ist auch bei den Chitosan-Nanopartikeln zu beobachten. Hier sind auch nach 24 h bei den CS(58)/TPP-
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Partikeln bei einer Konzentration von 625 pg/ml und 1250 pg/ml weniger Zellen zu sehen. Ahnlich ist
die Beobachtung bei den CS(83)/TPP-Partikeln. Es sind nach 24 h bei einer Konzentration von
1250 pg/ml und nach 72 h bei 625 pg/ml und 1250 pug/ml weniger Zellen zu erkennen. Grundsatzlich

sehen aber alle sichtbaren Zellen gesund aus.

Ahnliche Beobachtungen kdnnen ebenfalls bei den Untersuchungen mit den mesenchymalen
Stammzellen gemacht werden (Abb. 49). Hier scheint die Zellzahl im Allgemeinen geringer als bei den

C2C12 BRE-Luc-Zellen zu sein.

Analog zu den anorganischen Nanopartikeln wurde auch mit den Chitosan-Nanopartikeln ein
funktionaler Test zur Freisetzung von BMP-2 verrichtet. Hierzu wurde eine vierwdchige osteogene
Differenzierung von MSC 112 durchgefiihrt. Getestet wurden die drei verschiedenen Nanopartikel
jeweils mit BMP-2 beladen oder unbeladen. Ebenfalls wurde I6sliches BMP-2 sowie eine
Medienkontrolle mitgefiihrt. Zum Nachweis von alkalischer Phosphatase wurde ebenfalls ein
Nachweis (iber zytochemische Farbung durchgefiihrt. Auflerdem wurden der Calcium- und
Phosphatgehalt der extrazellularen Matrix mittels Alizarinrot S und colorimetrisch der Calcium- und
Phosphatgehalt gemessen. Leider waren diese Ergebnisse uneindeutig und werden in dieser Arbeit
nicht weiter besprochen. Sie sind aber im Anhang (Abb. A65, Abb. A66, Abb. A67) zu finden.
Zusatzlich wurden wiederum Genexpressionsanalysen fir bekannte Markergene fiir die Osteogenese

durchgefihrt.
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Abb. 49: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zytotoxizitdtsuntersuchungen von organischen Nanopartikeln auf MSC.
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von MSC (MSC 112), die mit unterschiedlichen Konzentrationen
(156,25 pg/ml, 312,5 ug/ml, 625 pg/ml und 1250 pug/ml) der drei unterschiedlichen organischen Nanopartikel (Alg/PLL,
CS(58)/TPP, CS(83(/TPP) behandelt wurden. Die Aufnahmen wurden nach 24 h und 72 h gemacht.

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen sind in Abb. 50 dargestellt. Es werden jeweils die fold
changes zu der Kontrolle von Tag 0 beschrieben. Hier ergeben sich beim Vergleich der jeweilig
gepaarten Konditionen mit und ohne BMP-2 hauptsachlich signifikante Unterschiede bei der
Kontrolle mit l6slichem BMP-2. An Tag 14 ist ein Anstieg der Genexpression von IBSP zwischen der
Kontrolle (14,8) und der mit BMP-2-behandelten Probe (80,9) zu erkennen. An Tag 28 sind diese
signifikanten Unterschiede auch bei ALPL (-BMP-2=275, +BMP-2=605), OPN (-BMP-2=273, +BMP-
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2=1229), BGLAP (-BMP-2=9, +BMP-2=104), IBSP (-BMP-2=55, +BMP-2=1031) und RUNX2 (-BMP-
2=134, +BMP-2=285) zu sehen. Die untersuchten Nanopartikel zeigen wenige signifikante
Anderungen in der Genexpression. An Tag 14 ist bei CS(83)/TPP eine signifikant erhdhte Expression
von RUNX2 bei den mit BMP-2 beladenen Partikeln (102) im Gegensatz zu den unbeladenen Partikeln
(6,8) zu sehen. Aber auch bei ALPL, IBSP und OPN ist ein Trend zu einer hoheren Genexpression der

mit BMP-2-beladenen Partikel zu erkennen.

Die mit BMP-2-beladenen CS(53)/TPP-Partikel zeigen einen signifikanten Anstieg der OPN-Expression
an Tag 28 (-BMP-2=94, +BMP-2=153), aber auch hier sind bei OPN, BGLAP, IBSP und RUNX2 leicht

erhohte Genexpressionen beim Einsatz von BMP-2 zu erkennen.

Entsprechende Untersuchungen zur Veranderung der Genexpression nach 14- bzw. 28-tagiger
Kultivierung wurden auch mit den Alg/PLL-Nanopartikeln durchgefiihrt. Die hierbei erhaltenen

Ergebnisse nach der quantitativen Real-Time-PCR sind in Abb. 51 dargestellt.

Hier sind bei den beiden Genen OPN und RUNX keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression zwischen den unbeladenen Kontrollen und den mit BMP-2-beladenen Nanopartikeln
zu ermitteln. Die Expression von IBSP ist sowohl an Tag 14 (Kontrolle = 6,6, BMP-2 = 23) als auch an

Tag 28 (Kontrolle = 26, BMP-2 = 129) erhoht.

Die veranderten Genexpressionen von ALPL und BGLAP weisen allgemein sehr geringe Werte auf.
Hier sind dennoch Unterschiede zu erkennen. So unterscheiden sich an Tag 14 (Kontrolle = 1,23,
BMP-2 = 3,57) die Expressionen von ALPL leicht voneinander. An Tag 28 sind diese wieder reduziert
(Kontrolle = 0,69, BMP-2 = 0,87). Auch die BGLAP-Expression von den BMP-2-beladenen Alg/PLL-
Partikeln ist an Tag 14 hoher (3,65) als die der Kontrolle (0,42). An Tag 28 ist dieser Unterschied
etwas geringer (Kontrolle = 0,43, BMP-2 = 1,8).
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Abb. 50: Genexpressionsanalysen ausgewdhlter osteogener Markergene nach der osteogenen Differenzierung mit
Chitosan-Nanopartikeln. Dargestellt sind die ermittelten fold changes der Genexpression zur Kontrolle, die ohne Zugabe
von Differenzierungsfaktoren kultiviert wurde. Es wurden die Expressionen der Gene ALPL (A), BGLAP (B), RUNX2 (C), OPN
(D) und IBSP (E) nach 14 und nach 28 Tagen analysiert. In F ist die Legende dargestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus

n=3 Proben mit Standardabweichungen. In A — E sind die Abweichungen zwischen den Kontrollen und den BMP-2
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enthaltenden Proben (durch Balken) sowie die Abweichungen zu Tag O (durch einzelne statistische Signifikanzen)

dargestellt.
200+ *
. d14
150+
=3 d14 + BMP-2
1004 sk B 428
50+ B d28 + BMP-2

Fold change

ALPL BGLAP IBSP OPN RUNX2

Abb. 51: Genexpressionsanalysen ausgewadhlter osteogener Markergene nach der osteogenen Differenzierung mit
Alginat/PLL-Nanopartikeln. Dargestellt sind die ermittelten Genexpressionsverdnderungen (Fold change) im Vergleich zur
Kontrolle, die ohne Zugabe von Differenzierungsfaktoren kultiviert wurde. Es wurden die Expressionen der Gene ALPL,
BGLAP, IBSP, OPN und RUNX2 nach 14 und nach 28 Tagen analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n=3 mit
Standardabweichungen. Die statistische Signifikanz ist durch den p-Wert angegeben. Hier sind die Abweichungen zwischen
den Kontrollen und den BMP-2 enthaltenden Proben (durch Balken) sowie die Abweichungen zu Tag 0 (durch einzelne

Sterne) dargestellt.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit werden im ersten Teil die osteogene Differenzierung der MSCs von verschiedenen
Spendern sowie der Einfluss unterschiedlicher Differenzierungszutaten auf die Qualitat der
Differenzierung untersucht. Der zweite Teil der Arbeit konzentriert sich auf die Freisetzung und den
biologischen Nachweis von BMP-2. Hierbei wird der Fokus auf die spatere Einbindung des

Wachstumsfaktors in das Implantat fur die Rotatorenmanschette gesetzt.

Die ermittelten Ergebnisse wurden im vorherigen Kapitel beschrieben und werden im Folgenden im
Hinblick auf bereits veroffentlichte Erkenntnisse auf deren Relevanz und Anwendbarkeit genauer
beleuchtet. Insbesondere fir die Weiterfilhrung der Arbeiten in der Forschergruppe , Gradierte

Implantate” helfen diese Erkenntnisse zielfihrende Ergebnisse zu erzielen.

5.1 Untersuchungen zur osteogenen Differenzierung

5.1.1 Osteogenes Potential von mesenchymalen Stammazellen aus verschiedenen Spendern

Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit genauer beschrieben (4.1.1), wurden Zellen von 17 Spendern im
Hinblick auf ihr osteogenes Potential untersucht. Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um das
Ausmal} und die Reproduzierbarkeit der osteogenen Differenzierung von MSCs unterschiedlicher

Spender zu beurteilen.

Um das grundsatzliche osteogene Potential zu bestimmen, wurden die in der Literatur am haufigsten
verwendeten Faktoren zur Einleitung der osteogenen Differenzierung verwendet: 100 nM
Dexamethason oder 200 ng/ml BMP-2 sowie in allen Fallen 50 uM Ascorbat-2-Phosphat und 10 mM

B-Glycerophosphat.

Zum Nachweis der erfolgreichen Differenzierung wurden die differenzierten Zellen nach 21 Tagen
fixiert und gefarbt, um mittels der Alizarinrot S- und der von Kossa-Farbung jeweils den Calcium- und
den Phosphatgehalt der differenzierten Zellen nachzuweisen. Einige der Zellschichten |6sten sich
wahrend des Farbeprozesses allerdings ganz oder teilweise ab, was eine weitere Analyse unmoglich
machte. Die Analyse der librigen Zellen wies eine sehr geringe Quote an positiv gefarbten Zellen auf.
Bei der Differenzierung mit BMP-2 zeigte nur ein Spender (MSC 112) eine positive Alizarinrot S-
Farbung, mit Dexamethason vier Spender (MSC 59, MSC 77, MSC 111, MSC 112). Andere Spender
zeigten eine schwache rote Farbung. Hier handelt es sich entweder um Artefakte, die durch Farbung
von Zelldebris entstanden sind, oder eine bisher weniger weit vorangeschrittene Differenzierung.

Diese Unterscheidung lasst sich mit den bekannten Informationen nicht weiter treffen.

105



5. Diskussion

Die Bildung von Calciumphosphat konnte mittels der von Kossa-Farbung nur bei den Spendern MSC

59 und MSC 112, die 21 Tage mit Dexamethason differenziert wurden, bestatigt werden.

Als zweite unabhdngige Methode wurden die Extrakte der Zellen durch ein kolorimetrisches
Nachweisverfahren erneut im Hinblick auf den Calcium- und Phosphatgehalt analysiert. Dabei
bestatigten sich einige der zuvor ermittelten Zellprdparationen als Bildner von Hydroxyapatit, und

zwar die Zellen der Spender MSC 59, MSC 72, MSC 77 und MSC 112.

Da Dexamethason in Kombination mit anderen Zytokinen ebenfalls die adipogene Differenzierung
von mesenchymalen Stammzellen einleitet [142], ist die Beobachtung von Fettblaschen auf den
Zellen einiger Spender, die durch die Oil Red O-Farbung bestatigt wurde, naheliegend. Es wurde
bereits bestatigt, dass das Schicksal der Differenzierung der Zellen in Abhdngigkeit bestimmter
Faktoren entschieden wird [143]. Die genaue epigenetische Untersuchung der Unterschiede
zwischen den Chargen, die sich eher in die adipogene, und denen, die sich eher in die osteogene
Differenzierung bewegen, fihrte aber in Rahmen dieser Arbeit zu weit und sollte in nachfolgenden

Arbeiten noch genauer untersucht werden.

Alle im Ergebnisteil dargestellten Ergebnisse wurden in Tabelle 6 zur besseren Ubersicht noch einmal
zusammengestellt. Hier wurden die jeweils als positiv befundenen Testergebnisse farbig
hervorgehoben. Alle weillen Felder bedeuten also, dass kein positives Testergebnis erzielt wurde. Die
unterschiedlichen Intensitaten der Farben zeigen z.B. die Intensitdt der Farbung, zum Beispiel wies
Spender 112 eine besonders starke Alizarinrot S-Farbung auf, Spender 59 eine mittelstarke und

Spender 55 noch eine schwache Farbung.
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Tabelle 6: Ubersicht der Ergebnisse der Untersuchungen zum osteogenen Potential von MSCs unterschiedlicher Spender.

Kolorimetrische

Passage bei Alizarinrot S- Von Kossa- Calcium- und .
Donor # Geschlecht Alter . . ORO-Farbung
Aussaat Farbung Farbung Phosphat-
bestimmung

42 5 weiblich 42
55 5 mannlich 36
59 6 mannlich 52
72 6 weiblich 69
76 4 weiblich 74
77 4 weiblich 81
101 4 weiblich 45
108 3 mannlich 60
109 3 mannlich 63
111 3 mannlich 79
115 4 mannlich 79
122 3 weiblich 72
125 3 weiblich 71
126 3 mannlich ?

127 3 weiblich 48
128 4 weiblich 41

uolssnysiq ‘s
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Obwohl sowohl mit der Alizarinrot S- als auch mit der von Kossa-Farbung und dem kolorimetrischen
Nachweis Calcium-lonen auf unterschiedliche Weise nachgewiesen werden, kénnen hier nicht immer
alle drei Assays Ubereinstimmend den Fortschritt der osteogenen Differenzierung dokumentieren.
Spender 72, zum Beispiel, weist keine positive Alizarinrot S-Farbung auf, zeigt aber bei der
Durchfiihrung mittels von Kossa-Farbung eine leicht erhdhte Anlagerung von Silberionen und der
kolorimetrische Nachweis von Calcium-lonen in Zellextrakten ergibt 6 UM bei der Differenzierung mit
BMP-2 und ca. 20 uM mit Dexamethason. Im Vergleich zu vorherigen Untersuchungen, bei denen der
kolorimetrische Nachweis von Calcium genutzt wurde, handelt es sich hierbei um geringe Werte, in

Schack et al. konnten bis zu 12 mM Calcium nachgewiesen werden [61].

Da die Genexpression grundsatzlich schneller ablduft als die nachfolgende Proteinbiosynthese, sollte

diese in weiteren Versuchen ebenfalls analysiert werden.

Es scheint so, als ob die Geschwindigkeit der osteogenen Differenzierung von Spender zu Spender
variiert. Einige Zellen sind nach 21 Tagen noch in einer friiheren Phase der Differenzierung, wahrend
der die bekannten Markergene einer frihen Differenzierung, ALPL und IBSP, nachzuweisen waren,
wohingegen andere Chargen bereits kleine Mengen Hydroxyapatit produzieren und die friihen

Markergene nicht mehr nachzuweisen waren.

Aufgrund der bei der Durchfiihrung der Arbeit erzielten Erkenntnisse, weisen die Zellen aller
untersuchten Spender keine gleich hohe Fahigkeit zur osteogenen Differenzierung auf. Von den 17
untersuchten Spendern sind nur die Zellpraparationen von fiinf Spendern fiir die Untersuchungen
zum Einfluss auf die osteogene Differenzierung geeignet (MSC 59, MSC 72, MSC 76, MSC 111 und
MSC 112).

Um den genaueren Hintergriinden weiter auf den Grund zu gehen, sind weitere Analysen im Hinblick
auf die Genexpression wahrend der Differenzierung sowie zu den epigenetischen Unterschieden der

einzelnen Spender notwendig.

5.1.2 Einfluss von Differenzierungszutaten

5.1.2.1 Einfluss von unterschiedlichen Phosphatquellen

Aufbauend auf friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe wurde in diesem Teil der Arbeit erneut der
unterschiedliche Einfluss von Dexamethason und BMP-2 als Signalinduktoren zur osteogenen
Differenzierung betrachtet. AuRerdem wurde eine anorganische (3 mM Natriumdihydroxyphosphat,

Na;HPO.) mit einer organischen Phosphatquelle (10 mM B-Glycerophosphat) verglichen, um die
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beste Kombination an Induktionszutaten fiir eine erfolgreiche osteogene Differenzierung von MSCs

Zu ermitteln.

Der Vergleich der verschiedenen Bedingungen wurde durch lichtmikroskopische Bilder festgehalten.
Dabei zeigte sich bei allen Konditionen eine erhéhte Zelldichte, die wesentlich ausgepragter in den
induzierten Differenzierungsansatzen als in den nicht induzierten Kontrollen war. Weiterhin sind bei
allen Konditionen Ablagerungen zu finden, die am haufigsten bei der Kombination Na;HPO4/Asc/Dex
auftreten, gefolgt von B-GP/Asc/Dex und B-GP/Asc/BMP-2. Nahezu keine Ablagerungen finden sich
bei der Differenzierung mit Na;HPO4/Asc/BMP-2.

Bei diesen Ablagerungen handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um extrazellulare Matrix oder
um Hydroxyapatit, welches im Laufe der Differenzierung von den sich gebildeten Osteoblasten
abgegeben wird. Um diese Annahme zu bestéatigen, wurden die Extrakte der Zellen gewonnen, um
aus diesen den Calcium- und Phosphatgehalt zu ermitteln. Diese kolorimetrische Analyse des
Calcium- und Phosphatgehalts bestatigt diese Beobachtung, dass sich hier Hydroxyapatit eingelagert
hat. In der Literatur wird das Verhaltnis von Calcium zu Phosphat bei Hydroxyapatit in humanem
Knochen mit einem Wert von 1,63-1,67 [144] angegeben. In den eigenen Untersuchungen liegt
dieses Verhaltnis je nach Kondition bei 0,3-1,1. Es spricht dafiir, dass hier die osteogene
Differenzierung noch nicht vollstandig abgeschlossen ist Obwohl eine vollstdandige Vergleichbarkeit
zwischen der in vivo- und in vitro-Situationnicht garantiert werden kann, missen hier weitere
Untersuchungen zur Mineralisierung unternommen werden, um die Griinde fiir diese Abweichungen

besser zu verstehen.

Um die Ergebnisse der Differenzierung noch besser beurteilen zu kénnen, wurde eine Analyse der
Genexpression sowohl semiquantitativ als auch quantitativ durchgefiihrt. Hier zeigte sich eine friihe
Expression von ALPL an Tag 7 gefolgt von einer starken Expression von IBSP und OPN bei der
Kombination der Differenzierungszutaten BMP-2/ B-GP/Asc. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass
insbesondere diese Kombination zu einer erfolgreichen osteogenen Differenzierung inklusive der

gewlinschten Genexpression fiihrt.

Zieht man alle ermittelten Ergebnisse dieser Arbeit in Betracht, hat die organische Phosphatquelle B-
Glycerophosphat in Kombination mit BMP-2 den effektivsten Einfluss auf die osteogene
Differenzierung. In der zuvor erschienenen Veroffentlichung der Arbeitsgruppe wurde die
anorganische Phosphatquelle Natriumdihydroxyphosphat in Kombination mit Dexamethason als
geeignet beschrieben [61]. Allerdings wurden in dieser Publikation auch nur die beiden

Phosphatquellen miteinander verglichen und kein Vergleich zwischen Dexamethason und BMP-2
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vorgenommen. Da in dieser Arbeit beide Kombinationen untersucht wurden, ldsst sich
schlussfolgern, dass eine Kombination aus BMP-2 und B-Glycerophosphat eine erfolgreichere
osteogene Differenzierung induziert als die Kombination aus Dexamethason und

Natriumdihydroxyphosphat.

Da bereits im vorherigen Teil dieser Arbeit das unterschiedliche osteogene Potential verschiedener
Spender von MSC festgestellt wurde, muss man auch hier betrachten, ob es spenderspezifische
Unterschiede gibt. Daflir ware es allerdings notig, geeignete Strategien zu finden, da eine Vielfalt
zelluldarer Prozesse hierfiir infrage kommt. Mit einer genaueren Kenntnis spenderspezifischer
Unterschiede konnten sodann bessere Strategien fiir eine in vitro-Differenzierung der Zellen

entwickelt werden.

5.1.2.2 Untersuchung des Einflusses von unterschiedlichen Konzentrationen der Induktionszutaten
Wie auch schon in 5.1.1 beschrieben, zeigt sich in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten
der starke Einfluss von Dexamethason auf die adipogene Differenzierung der MSC. Die ermittelten
Ergebnisse zeigen, dass sich der Einsatz von Dexamethason als Differenzierungszutat sehr stark auf
die Expression der adipogenen Markergene FABP und PPARy auswirkt und im Gegensatz zu BMP-2
nur einen sehr geringen positiven Einfluss auf die Expression der osteogenen Markergene zu haben
scheint. Unter Umstdnden ist die hier eingesetzte Menge zu hoch, um die Zellen in eine osteogene
Linie zu differenzieren. Diese Annahme wird auch durch eine neue Publikation von Elena Della Bella
et al. bestatigt, sie zeigt, dass eine geringere Konzentration von Dexamethason (10 nM) die
Markerexpression von IBSP und BGLAP verstarkt und gleichzeitig zu einer geringeren Konzentration
von Adiponektin, einem weiteren Markergen fir Adipogenese, fiihrt. Weiterhin wird hier postuliert,
dass, obwohl auch eine kurzzeitige Zugabe am Anfang der Differenzierung schon vorteilhafter fir die
Zellen ist, ein vollstandiges Ersetzen von Dexamethason durch andere Strategien oder Faktoren die
orthopdadische Forschung wesentlich verbessern wiirde. Dabei sind insbesondere Faktoren nétig, die
die Expression von SOX9 herunterregulieren, aber dabei die Hochregulation der PPARy-Expression
nicht induzieren [145]. Fir folgende Experimente sollte auch die Untersuchung von geringeren

Dexamethasonkonzentrationen in Betracht gezogen werden.

Im Gegensatz dazu zeigt BMP-2 bereits in einer Konzentration von 100 ng/ml einen positiven Einfluss
auf die Osteogenese, weil hier bereits eine erhéhte Genexpression von ALPL an Tag 14 und OPN an
Tag 21 zu beobachten ist. Die optimale Genexpression ist allerdings eher durch den Einsatz einer
200 ng/ml konzentrierten Losung gewahrleistet. Diese Konzentration wurde daher auch im zweiten

Teil dieser Arbeit flir die Freisetzungsexperimente als Kontrolle eingesetzt.
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Wie bereits zuvor beschrieben sind die Genexpression, die Bildung und der mogliche Nachweis von
Hydroxyapatit zeitlich versetzte Ereignisse. Dies erklart die Tatsache, dass bei diesem Experiment
weder durch histologische noch durch kolorimetrische Farbungen Hydroxyapatit nachgewiesen
werden konnte. Auch hier missen weitere Untersuchungen erfolgen, die den Einfluss einer langeren

Differenzierungsphase auf die Bildung von Hydroxyapatit genauer beleuchten.
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5.2 BMP-2 als Teil eines Implantats — Freisetzung, Lagerung & Aktivitat

5.2.1 BMP-2 Aktivitdtsnachweis

5.2.1.1 BRE-Luc- Plasmidnachweis in den Zellen & Sequenzierung

Das urspriingliche DNA-Plasmid wurde der Arbeitsgruppe von den Herstellern zur Verfigung gestellt
und daher zunachst nicht in seiner Qualitat hinterfragt. In der hier vorgelegten Arbeit wurde
nunmehr eine Sequenzierung vorgenommen. Bei dieser Sequenzierung ergab sich eine Diskrepanz
mit der von den Herstellern veréffentlichten Sequenz, die in der folgenden Abbildung noch einmal
dargestellt ist (Abb. 52). Das in unserer Arbeitsgruppe verwendete Plasmid enthalt nur eine Halfte
der beschriebenen palindromischen Sequenz und wird nur sehr gering in den verwendeten Zellen

exprimiert. Dies ist in den Ergebnissen durch die Sequenzierung und die PCR dargestellt (4.2.1.1).

5-CGCGGCGCCAGCCTGACAGCCCG-3 (sense)
3-CGCGGTCGGACTGTCGGGCAGGA-5 ]

5-TCCTGGCGTCTAACGGTCTGAG-3 (sense)
3-CCGCAGATTGCCAGACTCGATC-5

ten Dijke, 2002

5 JETAGC TCAGAQCG T TRGABGCHAGGACGGHETQTCAGEETBGCGACGCE
31 GAGECTGGCAA GTCCTGCCHGAGTGTCEGABCGCGGCGL]
51GCGCE’AGCCTGA AGC-cGrccTRGORTCTAACGETCHGAG

3 \CGCGETCEGACT GICEGGCAGGACCGEAGAT TGCCAGAC TCGATE

SBE
CCGC- konserviertes Element
CAGC- konserviertes Motiv

Abb. 52: Grafische Darstellung des BMP-Responsive Elements nach Korchynskyi et al.. Dargestellt ist die Struktur des BRE-

Luc-Elements, wie es im Paper beschrieben ist, zur Veranschaulichung in grafischer Form und mit farbiger Legende.

Da die im Folgenden erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Durchfiihrung des Assays in der aktuellen
Form dennoch funktioniert, wurden die Zellen mit dem enthaltenen Plasmid so in dieser Arbeit

verwendet.

Parallel dazu wurde eine Gensynthese in Auftrag gegeben, mit dem Ziel, das in der Publikation
beschriebene Element komplett nachzubauen und eine neue Zelllinie zu etablieren. Unsere
Erwartung war es, durch eine exaktere Nachbildung des BRE-Elements ein noch sensitiveres
Nachweisverfahren entwickeln zu kénnen. Leider stellte sich sowohl die Gensynthese als auch die

darauffolgende Klonierung als sehr schwierig dar. Die genauen Schwierigkeiten wahrend der
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Synthese wurden vom Hersteller nicht weiter benannt. Allerdings lasst sich vermuten, dass sich
aufgrund der in Abb. 52 dargestellten palindromischen Sequenz eine Haarnadelstruktur bildet, die
eine weitere Addition von Basen bzw. nachfolgend die weitere Handhabung einschlieBlich Klonierung
als sehr herausfordernd gestaltet, da diese Strukturen das fehlerfreie Ablesen von DNA durch

Polymerasen erschweren oder verhindern [146], [147].

Da sich hier auch nach wiederholten Bemihungen keine zufriedenstellenden Ergebnisse produzieren

lieBen, wurde dieses Projekt in der vorliegenden Arbeit nicht weiterverfolgt.

5.2.2 BRE-Luc-Etablierung

Der BRE-Luc-Assay, der bereits seit einigen Jahren fiir den Bioaktivitdtsnachweis von BMP-2 genutzt
wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit so etabliert, dass mehr Proben gleichzeitig und vergleichbarer
miteinander gemessen werden kénnen. Hierzu wurde der Assay neu auf ein 96-Loch-Platten-Format

ausgelegt und einige der Reagenzien sowie Schritte in den Methoden angepasst.

Naheliegend ist der Befund, dass die gemessenen RLU-Werte bei der Durchfiihrung des Assays im 24-
Loch-Platten-Format deutlich hoéher sind. Hier werden mehr Zellen, die das BRE-Luc-Plasmid
enthalten, und mehr Luziferase-Substrat eingesetzt. Dadurch erhoht sich der gemessene relative

Wert der Lichteinheiten erheblich.

Dennoch zeigt sich bei der Durchfiihrung mit der 96-Loch-Platten-Methode eine reduzierte
Standardabweichung fiir die Standardreihe mit definierten BMP-2-Mengen. Diese wird bereits
deutlich, wenn man nur die Doppelbestimmung betrachtet. Dies ist unter anderem durch die
veranderte Methodik zu begriinden. Bei der Messung im 24-Loch-Platten-Format werden die Proben
lysiert, in Eppendorf-GefaRe tberfiihrt, zentrifugiert und anschlieBend in einer 96-LP vermessen. Bei
der Durchfihrung der Messung mit der 96-LP-Methode erfolgt die Lyse und die anschlieende
Messung der Luziferase-Aktivitat in der gleichen Platte. Somit werden Pipettierungenauigkeiten und

weitere dullere Einflisse maRgeblich reduziert.

FCS bzw. dessen Bestandteile haben ebenfalls einen groBen Einfluss auf den BRE-Luc-Assay. Eine
Durchfiihrung des Assays mit Benutzung von 10 % FCS-haltigem Medium ist zwar moglich, fihrt aber
zu einem weit hoheren Basalwert, welches zu Abweichungen insbesondere im kleinen
Konzentrationsbereich flihren kann. Das liegt daran, dass hier das FCS einen héheren Messwert als

das im Medium befindliche BMP-2 hervorruft und die Messung damit verfalscht.

AulRerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, wie wichtig ein zusatzlicher Wachschritt bei der

Durchfiihrung des Assays ist, da insbesondere Reste von FCS, die ungleichmiRig auf die
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verschiedenen Proben verteilt auftreten kdnnen, groRe Streuungen im Luziferase-Signal und damit

den erhaltenen MeRwerten hervorrufen.

Weiterhin wurde betrachtet, inwiefern das Einfrieren einen Einfluss auf die Luziferase-Aktivitat hat.
Dabei zeigte sich ein erheblicher, fast vollstandiger Signalverlust bei der Messung der zuvor
eingefrorenen Proben. Eine sofortige Messung der Proben ist also unabdinglich, da durch das

Einfrieren der Proben keine zuverldssigen Messergebnisse mehr erzielt werden kénnen.

5.2.2.1 Kinetik zur Ermittlung des besten Messzeitpunkts

Der BRE-Luc-Assay beruht auf der Aktivierung des ID1-Promotors, welches nachfolgend zur
Transkription und Translation des Luziferase-Gens fiihrt. Dies ist ein biologischer Vorgang, der einige
Stunden in Anspruch nimmt. Wann genau der beste Zeitpunkt ist, um die Messung durchzufiihren,

wurde in diesem Versuchsteil untersucht.

Die RNA-Expression von Id1 konnte bei der Untersuchung von C2C12-Zellen bereits 1 h nach der
Behandlung mit BMP-2 nachgewiesen werden [82]. Die Proteinexpression von Id1 konnte bereits
nach 4 h erwiesen werden [148]. Hierbei handelt es sich allerdings um eine qualitative Beobachtung
der Proteinexpression, bei der keine Unterschiede in der Expressionshohe zu verschiedenen

Zeitpunkten untersucht wurden.

Auch in unserem Assay kann bereits nach 3-stiindiger Inkubation mit den BRE-Luc-Reporterzellen ein
Luziferase-Signal gemessen werden. Dieses ist allerdings noch sehr schwach und insbesondere die
klare Eingrenzung der verschiedenen Konzentrationen BMP-2 ist zu einem so friihen Zeitpunkt noch
nicht moglich. Die hochsten Messsignale wurden nach 17-24h gemessen, hier ist es sehr gut moglich,
eine Gerade mittels linearer Regression durch die verschiedenen Messpunkte zu legen und auf diese
Weise eine Standardreihe zu erhalten, mit Hilfe dieser die Konzentrationen der eingesetzten Proben

ermittelt werden kénnen.

Daher wurden alle Messungen nach 17-24-stiindiger Inkubation mit den Testsubstanzen
durchgefiihrt. Selbstverstandlich wurde hier darauf geachtet, dass die Messung aller zu einem

Experiment gehdrenden Proben nach der gleichen Inkubationszeit erfolgte.

5.2.2.2 Einfluss von Phenolrot im Medium auf die Genauigkeit der Messergebnisse
Phenolrot im Zellkulturmedium hat bei einigen anderen Assays Auswirkungen auf das Messergebnis.
Insbesondere bei der Anwendung mit Fluoreszenzmessungen gibt es interessante Beobachtungen,

die ein erhdhtes Hintergrundsignal beim Einsatz von Phenolrot-haltigem Medium messen [149]. Aus
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diesem Grund wurde hier ebenfalls untersucht, inwiefern Phenolrot auf die Messergebnisse des BRE-

Luc-Assays Einfluss nimmt.

Der Vergleich der Messergebnisse mit und ohne Phenolrot im Medium zeigt, dass die Kurve ohne
Phenolrot einen steileren Verlauf aufweist, aulRerdem sind insbesondere im hohen
Konzentrationsbereich die gemessenen relativen Lichteinheiten insgesamt hoher als bei der Messung
mit phenolrothaltigem Medium. Dennoch zeigt die lineare Regression aus den Messpunkten bei
beiden Standardreihen eine sehr gute Anpassungsgiite, welche durch das BestimmtheitsmalR, das bei
beiden Regressionen bei >0,99 liegt, gezeigt wird. Ebenfalls wird bei der Betrachtung der kleineren
Konzentrationen von BMP-2 deutlich, dass auch hier die gemessenen RLU/sec so gering sind, dass
keine relevanten Unterschiede zwischen den beiden Messmethoden festgestellt werden kénnen. Die
Anwesenheit von Phenolrot im Medium fihrt hier sogar zu einem héheren Signal. Diese Erkenntnis
zeigt, dass durch Verzicht auf Phenolrot keine Erhohung der Sensitivitdt erzielt werden kann. Der
BRE-Luc-Assay kann im Allgemeinen zwischen einer BMP-2-Konzentration von ca. 5 ng/ml bis

1000 ng/ml zuverladssige Messergebnisse liefern.

5.2.2.3 Vergleich des Alkalische Phosphatase-Assays und des BRE-Luc-Assays zur Bestimmung der
biologischen Aktivitat von BMP-2

Zum Vergleich der verschiedenen Verfahren zum Bioaktivitatsnachweis von BMP-2 wurden hier die
Ergebnisse aus dem Alkalische Phosphatase-Assay und dem BRE-Luc-Assay miteinander verglichen.
Beide Assays sind sehr gut geeignet, um die Bioaktivitdit von BMP-2 nachzuweisen, allerdings
beruhen die beiden Assays auf unterschiedlichen Prinzipien. Wahrend der BRE-Luc-Assay auf der
Aktivierung eines Promotors eines friihen Antwortgens (Id1) von BMP-2 basiert, ist beim Alkalische
Phosphatase-Assay die Transkription des Alkalische Phosphatase-Gens sowie die anschlieRende

Translation in das entsprechende Enzym als BMP-2-Antwort notwendig, um ein Signal zu generieren.

Dementsprechend ergibt sich bereits ein zeitlicher Unterschied. Wie an den Ergebnissen sichtbar
wird, liefert der ALP-Assay erst nach 7 Tagen zufriedenstellende Ergebnisse, wohingegen der BRE-

Luc-Assay bereits nach 24 h ausgewertet werden kann.

AulRerdem unterscheiden sich die beiden Assays in der Sensitivitdt. Mittels BRE-Luc-Assay kénnen
BMP-2-Mengen von minimal 5 ng/ml noch nachgewiesen werden. Der ALP-Assay hingegen erfordert

mindestens 50 ng/ml, um eine zuverldssige Quantifizierung von BMP-2 zu ermdglichen.

Aufgrund einer Publikation wurde in dieser Arbeit in einigen Experimenten untersucht, inwiefern
eine sensitivere Ausfiihrung des ALP-Assay machbar ist [150]. Hier konnte allerdings kein Erfolg

verzeichnet werden. Da der BRE-Luc-Assay sich als zeitsparender und sensitiver erwies und fir die
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Arbeiten zur Verfligung stand, wurden die essenziellen Untersuchungen, wie sie auch im zweiten Teil

dieser Arbeit beschrieben werden, ausnahmslos mit dem BRE-Luc-Assay durchgefiihrt.

5.2.2.4 Normalisierung der Messergebnisse des BRE-Luc-Assays
Um die Vergleichbarkeit der gemessenen BMP-2-Konzentrationen zu gewahrleisten und ebenfalls zu
verdeutlichen, dass die ausgesate Zellzahl reproduzierbar ist, wurden verschiedene Methoden zur

Normalisierung der Messergebnisse verwendet.

Da bei der Durchfiihrung der 24-LP-Methode des BRE-Luc-Assays Zelllysate hergestellt werden, von
denen nicht das komplette Volumen fiir die Luziferase-Messung bendétigt wird, bietet sich eine

Untersuchung des Proteingehalts als Normalisierungsmethode an.

Hierzu wurden zwei unterschiedliche Methoden betrachtet, die Bradford-Methode und die BCA-
Proteinbestimmung. Es wurde der Proteinstandard BSA im Lysepuffer aufgel6st und daraus eine
Konzentrationsreihe hergestellt. Dann wurden die jeweiligen Proteinbestimmungsverfahren

durchgefihrt.

Wie in den Ergebnissen dargestellt (4.2.1.6) konnte nur mit der BCA-Methode eine lineare
Standardreihe erzeugt werden. Mit der Bradford-Methode konnte kein BSA im RLB nachgewiesen
werden. Die Inhaltsstoffe des Reporter Lysis Buffer sind nicht bekannt, allerdings enthalten Zelllyse-
Puffer in der Regel Detergenzien wie Triton-X, Tween oder SDS, die dabei helfen, | Proteine in
|6slicher Form freizusetzen. Diese alkalischen Detergenzien kénnen einen Einfluss auf den Bradford-

Assay haben. Dies wurde bereits von Marion M. Bradford beobachtet [118].

5.2.3 BMP- 2 als osteoinduktives Biomolekl

5.2.3.1 Loslichkeitsuntersuchungen von BMP-2

Im Rahmen der Untersuchungen zur Stabilitdt und biologischen Aktivitait von BMP-2 aus E.coli
wurden in Zusammenarbeit mit BASTIAN QUAAS (Institut fir Technische Chemie, Leibniz Universitat
Hannover) Lo6slichkeitsuntersuchungen mit BMP-2 in verschiedenen Puffersystemen und bei
verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Neben den in dieser Arbeit ndher beleuchteten
Bioaktivitaitsmessungen (Abb. 39) wurden in der Publikation ebenfalls Analysen zur Loslichkeit und
Stabilitdit mittels dynamischer Lichtstreuung, Thermal Shift Assay und intrinsischen

Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt.

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass die Loslichkeit von BMP-2 nicht nur vom pH-Wert,
sondern auch vom Puffertyp abhangig ist. Bei einem pH-Wert zwischen pH 2 und pH 5 ist BMP-2 in

allen Puffern loslich, wohingegen sich bei pH6 und pH 7 eine Abhangigkeit vom Puffer zeigt.
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Wahrend das Protein im Phosphatpuffer bereits unloslich ist, |6st es sich noch in MES- und MOPS-
Puffer. Diese pufferabhingige Loslichkeit ist dadurch begriindet, dass es sich bei MOPS und MES und
zwitterionische Puffer handelt und der Phosphatpuffer divalente Anionen enthélt. Diese vernetzen

sich mit den BMP-2 Dimeren, was zur Prazipitation des Proteins fiihrt [139].

Ab einem pH-Wert 7 bilden sich in allen Puffersystemen Prazipitate. Allerdings findet sich hier auch

eine Ausnahme. Bei pH 11 ist teilweise I6sliches Protein nachweisbar (Abb. 53A).
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Abb. 53: pH- und pufferabhangige Loslichkeit und thermische Stabilitdt von BMP-2. (A) Es wurde BMP-2 in 50 mM MES
(pH 5) in den dargestellten Puffern zu einer Endkonzentration von 25 pg/ml verdiinnt. Die Menge an léslichem BMP-2
wurde nach Uber-Nacht-Inkubation bestimmt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardabweichung (n=3-5).
(B) Temperatur-abhangige SYPRO-Orange Fluoreszenz von l6slichem BMP-2 unter saurem (Citrat, pH 3), prazipitiertem
BMP-2 bei neutralem (Phosphat, pH 6) und teilweise 16slichem BMP-2 unter basischen Konditionen (CAPS, pH 11). Die RFUs
in jedem Experiment wurden normalisiert, indem der hochste Wert auf 1 gesetzt wurde (nRFU). Modifiziert nach Quaas et

al., 2019 [139].

Neben der Léslichkeit von BMP-2 bei unterschiedlichen pH-Werten wurde ebenfalls die thermische
Stabilitat der Aggregate untersucht. Dabei zeigte sich, dass die BMP-2-Prézipitate im Phosphatpuffer
bei pH 6 die groRte Stabilitdt aufweisen und eine Denaturierung des Proteins erst bei 62 °C erfolgt,

wohingegen die Denaturierung schon bei 41 °C bei pH 3 und bei 32 °C bei pH 11 erfolgt (Abb. 53B).

Neben der weiterhin vorhandenen Bioaktivitdt und der hoheren Stabilitdt der BMP-2-Prazipitate
konnte in der Arbeit von Quaas et al. ebenfalls gezeigt werden, dass die Proteinprazipitate nach einer

Resuspension in MES-Puffer (pH 5) zu 85-98 % wieder resolubilisiert werden konnten.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen die hohe Bereitschaft von BMP-2, Aggregate zu formen. Bisher

wurden insbesondere bei der Anwendung in der biopharmazeutischen Forschung besondere
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Anstrengungen unternommen, diese Aggregatbildung zu unterbinden [151]. Die hier gezeigten
Ergebnisse und insbesondere die Tatsache, dass die stabileren und dennoch bioaktiven Protein-
Prazipitate mit geeignetem Puffer und pH-Wert (MES, pH 5) wieder in ihre urspriingliche Form
resolubilisiert werden kdnnen, kann insbesondere bei der Entwicklung von Proteinpraparaten in der

klinischen Forschung Innovation ermdoglichen.

5.2.3.2 Sterilisation von BMP-2

Der Einflusses von Strahlensterilisation auf die Bioaktivitdt von BMP-2 und die damit verbundenen
eventuellen Probleme bei der Sterilisation des gesamten Implantats wurden dies in dieser Arbeit
untersucht. Die Ergebnisse, die in 4.2.2.2 dargestellt sind, machen deutlich, dass die
Strahlensterilisation keinen Einfluss auf die Bioaktivitdt von BMP-2 hat. In der Literatur wird haufig
y-Strahlung eingesetzt. Diese hat sich als sehr effektive Sterilisationsmethode von biologischen
Geweben bewdhrt und wird aullerdem insbesondere bei Wirkstoffabgabesystemen wie PLGA-
Nanopartikeln oder Poly-e-Caprolacton Nanospharen erfolgreich eingesetzt [152]-[154]. Da sowohl
BMP-2 als auch TGF-B und Smad8 L+MH2 im Zuge der Arbeit der Forschergruppe FOR2180 an
Nanopartikel gebunden werden sollen, muss die endgiltige Sterilisationsmethode fiir alle

Komponenten funktionieren und wird so bei jedem weiteren Schritt untersucht.

Weiterhin wurden hier die eher geringen Strahlendosen von 15 kGy und 25 kGy untersucht, da sich in
der Vergangenheit gezeigt hat, dass diese Dosen keine oder geringe negative Einfliisse auf die
Knochenbildung haben. Diese Untersuchungen wurden bereits mit BMP-2, welches auf einem
Polyelektrolyt-Multilayer-Film geladen wurde, und mit demineralisierten Knochen durchgefiihrt. Hier
wurden unterschiedliche Strahlendosen von 15 kGy bis 50 kGy miteinander verglichen und deren
Effekte auf die Knochenzelldifferenzierung mittels ALP-Assay oder ektopischer Knochenbildung
untersucht. Dabei stellt sich in beiden Studien heraus, dass es dosis-abhidngige Effekte der
Strahlensterilisation auf die Knochenbildung gibt, die bis 25 kGy noch vertretbar sind (Reduzierungen
um ca. 25 %). Allerdings zeigte sich, dass eine Strahlendosis von 50 kGy fir dieses Anwendungsgebiet
zu hoch ist, da hier eine starke Reduktion des gewiinschten biologischen Effekts zu beobachten

ist [154], [155].
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5.2.4 Organische und anorganische Nanopartikel und deren BMP-2 Freisetzung

Im Rahmen der Forschergruppe FOR2180 sollen geeignete Carrier fiir die drei Wachstumsfaktoren
BMP-2, TGF-B und SMADS8 L+MH2 gefunden werden. Zu diesem Zweck wurden sowohl anorganische
nanoporose Silica-Nanopartikel als auch organische Chitosan/Tripolyphosphat (CS/TPP)- und

Alginat/Poly-L-Lysin (Alg/PLL)-Partikel bezuglich lhres Freisetzungsverhaltens von BMP-2 untersucht.
Die Ergebnisse werden in den folgenden beiden Abschnitten diskutiert.

5.2.4.1 Anorganische nanopordse Silica-Nanopartikel

Diese Arbeit behandelt primar BMP-2 als Wachstumsfaktor in der osteogenen Differenzierung und
den Nachweis der Bioaktivitdt des Wachstumsfaktors. Dazu wurden entsprechende Nanopartikel, die
als Carrier des Wachstumsfaktors in Frage kommen, auf Zytotoxizitdt und die erfolgreiche Freigabe
eines bioaktiven Wachstumsfaktors untersucht. Als anorganische Kandidaten wurden in vorherigen
Arbeiten bereits die unfunktionalisierten Partikel (SiOH), aminomodifizierte Partikel (SiNH,) und
NPSNP modifiziert mit einer aminohexylaminopropyl-Gruppe (SiAHAP) identifiziert [125]. Aus diesem

Grund wurden diese umfangreicher analysiert.

Zunachst wurde im Rahmen einer Zytoxizitatsuntersuchung festgestellt, welche Konzentrationen der
Nanopartikel far primdare MSC und C2C12 BRE-Luc-Zellen weiterhin eine zufriedenstellende

Zellviabilitat gewahrleisten.

Die Untersuchung der SiOH-Partikel zeigte den geringsten Einfluss auf die Zellviabilitdt der Zellen.
Hier ist eine Unterschreitung des Richtwerts nur an Tag 1 auf den C2C12-BRE-Luc-Zellen zu

beobachten (65%).

Die Ergebnisse der anderen beiden Partikel-Modifikationen sind deutlich schlechter in Bezug auf die
Zellviabilitat. Hier ist an Tag 1 lediglich die geringste Konzentration 10 pug/ml noch im vertretbaren
Bereich. Allerdings steigen die Viabilitdtswerte an Tag 3 und 7 bei beiden Zelltypen wieder an. Hier
wird allerdings auch deutlich, dass die gemessen Viabilitaten mit den MSC immer geringer sind als

mit den BRE-Luc-Zellen.

Es ist nicht verwunderlich, dass unterschiedliche Zelltypen unterschiedlich stark auf die Zugabe von
Substanzen reagieren. Insbesondere beim Vergleich einer primaren Zelle und einer Zelllinie ist zu
erwarten, dass die priméren Zellen empfindlicher auf duere Einflisse reagieren. Dennoch ist es
wichtig festzuhalten, dass auch hier eine Erholung der Zellen, die sich als Wiederaufnahme des
Zellzyklus mit Proliferation darstellt, an den spateren Kultivierungstagen stattfindet und diese nicht

nach der Exposition der Nanopartikel absterben.
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Die Menge an reduziertem MTT ist proportional zu der metabolischen Aktivitat der Zellen, was auf
die Zellviabilitat schlieen lasst. Die Zugabe von NPSNP zu den Zellen, die sich auf die Zellschicht
legen, kann hier aber zwei unterschiedliche Effekte hervorrufen: Einerseits konnten die Zellen durch
die Schicht an Nanopartikeln eine verringerte Nahrstoffzufuhr durch das Zellkulturmedium erhalten,
da die Oberfliche der Zellen durch die Nanopartikel minimiert wird [156]. Dies fihrt zu einer
verringerten metabolischen Aktivitdt. Andererseits kann die Zugabe von Fremdfaktoren in die
Zellkultur eine Stressreaktion in den Zellen auslésen, die sich als erhohte metabolische Aktivitat
dulert [157]. Aus diesem Grund wurden hier die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Zellen
genutzt, um den Einfluss der NPSNP auf die Zellen genauer zu untersuchen. Die Aufnahmen
bestatigen die zuvor im MTT-Assay gemessenen Daten in Bezug auf die Zellviabilitat. Des Weiteren
sind insbesondere bei Zugabe von groBeren Mengen, 500 pg/ml und 100 pg/ml, der SiNH,- und
SiAHAP-Partikel sehr viele Aggregate der Nanopartikel zu erkennen, wobei sich diese dennoch
gleichmaRig liber die Zellschicht verteilen. Die Aggregate korrelieren mit reduzierten Zellzahlen in
den entsprechenden Wells. Eine hohe Anzahl an Nanopartikeln, kann, wie auch schon oben
beschrieben, die Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr behindern und fihrt daher zu einem reduzierten
Zellwachstum. Diese Beobachtungen kénnen sowohl bei den C2C12 BRE-Luc-Zellen als auch bei den
MSC gemacht werden, wobei die primaren Zellen, wie auch schon bei der Messung mit dem MTT-
Assay, eine hohere Sensitivitdt aufweisen und die Zellzahl viel starker reduziert ist. Im weiteren
Verlauf der Untersuchungen dieser Arbeit wurde mehr auf die funktionellen Eigenschaften der
beladenen Partikel eingegangen. Hierzu wurde zunachst die Effektivitit der Beladung der

unterschiedlichen Partikelarten untersucht.

Da die Beladung der Silica-Partikel nur indirekt mittels ELISA ermittelt werden kann, indem das nicht
gebundene BMP-2 im Beladungsmedium vermessen wird, wurde in dieser Arbeit die direkte
Beladung der Partikel mittels BRE-Luc-Assay untersucht. Dazu wurden jeweils 5 mg NPSNP in einer
5 pg/ml BMP-2/MES-Losung inkubiert und jeweils 500 ng/ml Partikel auf die C2C12-Zellen gegeben.
Als Kontrollen wurden der Uberstand und das Waschwasser des Waschschrittes mit vermessen, um
zu untersuchen, inwieweit an Partikel gebundenes BMP-2 ebenfalls mittels BRE-Luc-Assay vermessen
werden kann (Abb. 44). Die Messung zeigte, dass die unmodifizierten SiOH-Partikel nahezu kein
aktives BMP-2 gebunden haben. Dies lasst sich auf die vermutlich schwachen Interaktionen zwischen
den Wasserstoffbindungen der Silanol-Gruppen der Silica-Nanopartikel und BMP-2 zuriickfihren.
Trotz der positiv geladenen Bindetasche, der Cavity |, die als Heparin-Bindestelle im BMP-2-Dimer
postuliert ist [69], scheinen die Wasserstoffbinde-Wechselwirkungen keinen grofRen Einfluss auf die

Adsorption von BMP-2 an die Partikel zu haben.
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An den NPSNP mit positiv geladenen Stickstoffgruppen, SiNH; und SiAHAP, konnten ca. 80 ng/mg
bzw. ca. 120 ng/mg BMP-2 mittels BRE-Luc-Assay nachgewiesen werden. Die hohere Adsorptionsrate
vom BMP-2 an diesen Partikeln spricht fiir mogliche elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
den Stickstoffgruppen und den negativ geladenen Regionen an der Spitze und in der Mitte der
konkaven Seite des BMP-2-Dimers, die sogenannte Cavity Il. Es handelt sich hierbei um die mogliche

Bindestelle fiur einen der beiden BMP-2-Rezeptoren [125].

Wie zuvor erwdhnt, wurden die hier ermittelten Ergebnisse mit denen des ELISA verglichen. Dieser
wurde von A.SATALOV durchgefiihrt und ist in Abb. 54 dargestellt. Auch bei dieser Messung ist die
geringste der gemessenen Mengen an BMP-2 37 ng/mg an die unmodifizierten Nanopartikel
gebunden. Die beiden anderen modifizierten NPSNP zeigen eine wesentliche héhere Adsorptionsrate

von BMP-2, namlich zwischen 800 ng/mg und 900 ng/mg.

Somit wird hier deutlich, dass die im ELISA gemessenen Werte deutlich hoher sind als die im BRE-Luc-
Assay ermittelten. Dies wird primar daran liegen, dass im BRE-Luc Assay nur biologisch aktives BMP-2
gemessen wird. Denaturiertes oder durch den Rezeptor nicht zugangliches Protein kann hier nicht
erfasst werden. Es ist dahr sehr wahrscheinlich, dass lediglich ein geringer Anteil des

partikelgebundenen Proteins tatsachlich biologisch aktiv ist.

Um zu untersuchen, welchen Effekt partikelgebundenes BMP-2 auf die osteogene Differenzierung

von MSCs hat, wurden weitere Experimente durchgefihrt.

Vor der eigentlichen Untersuchung der osteogenen Differenzierung wurde hier der Effekt auf die
Expression der sogenannten Immediate Early Gene Id1 und Id3 untersucht. Hierbei handelt es sich
um molekulare Schalter-Gene, die fiir negativ regulierende Transkriptionsfaktoren kodieren. Durch
diese Transkriptionsfaktoren wird die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in andere
Richtungen auRer der Osteogenese blockiert [158], [159]. Da die vorher untersuchten Si-AHAP
Partikel eine kontinuierliche BMP-2-Abgabe zeigten (Abb. 44), wurden diese in diesem Experiment

verwendet.
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Abb. 54: Quantifizierung des an NPSNP adsorbierten BMP-2 mittels indirekter ELISA-Messung im Vergleich zur BRE-Luc-
Messung. (A) Indirekte ELISA-Messung durchgefiihrt von ALEXANDRA SATALOV. (B) BRE-Luc Messung der gleichen Proben.

Abbildung modifiziert aus Dissertation A.Satalov [125].

Es wurde nach 2 h die Genexpression von Id1 und Id3 ermittelt. Hierzu wurden Kontrollen ohne BMP-
2 jeweils mit l6slichem BMP-2 und partikelgebundenem BMP-2 verglichen. Die Ergebnisse sind in
Abb. 45 dargestellt. Auch wenn hier keine signifikanten Anderungen an der Genexpression ermittelt
werden konnten, ist dennoch sichtbar, dass die Genexpression nach 2-stlindiger Inkubation mit
partikelgebundenem BMP-2 hoéher ist als die mit |6slichem BMP-2. Ebenfalls ist zu sehen, dass die
nicht beladenen Partikel eine Genexpression, die mit der von l6slichem BMP-2 ausgeldsten
Genexpression vergleichbar ist, induzieren. Die Beobachtung, dass auch unbeladene Silica-Partikel
einen positiven Einfluss auf die osteogene Differenzierung haben kdnnen, ist nicht neu. Diese wurde
bereits in Yang et al. [160] publiziert. AuBerdem ist bekannt, dass die Differenzierung durch die
Freisetzung von Silicium durch die lysosomale Degradation der Partikel in den Zellen positiv

beeinflusst wird. Dies wurde bereits in mehreren Veroffentlichungen thematisiert [161]-[164].

Dennoch wird dieser Effekt durch die Anbindung von funktionalen Faktoren wie BMP-2 noch
verstadrkt, wie unsere Beobachtungen beim Vergleich der Genexpression von Id1 und Id3 zwischen
|6slichem und partikelgebundenem BMP-2 zeigen. BMP-2 neigt zur Aggregation, dies wurde in Quaas
et al. [139] tiefergehend thematisiert. Die verwendeten Si-AHAP (Propyl-NH-hexyl-NH,)-Partikel

weisen durch ihr hohes Zeta-Potential bei pH 7 eine hohe kolloidale Stabilitat auf [125]. Durch die
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Bindung vom BMP-2 an die Partikel kann so mehr vom Wachstumsfaktor mit den Zellen interagieren,

da sich hier weniger Aggregate bilden kdnnen.

Wie zuvor beschrieben, ist die Durchfiihrung einer osteogenen Differenzierung als funktionelle
Untersuchung sehr relevant. Dazu wurden die zuvor als am geeignetsten erscheinenden NPSNP-
Modifikation untersucht: Si-AHAP und Si-NH,. Des Weiteren wurden ebenfalls die unmodifizierten
SiOH-Partikel untersucht. Alle Partikel wurden in der Osteogenese mit MSC unbeladen und mit BMP-
2 beladen untersucht. AuRerdem wurde ebenfalls der osteogene Effekt von I6slichem BMP-2 als
Positivkontrolle betrachtet. Als Analyse sollten neben der Untersuchung der Genexpression von
relevanten Markergenen ebenfalls die Ablagerung von Kalziumphosphat untersucht werden. Dies
geschah mithilfe eines kolorimetrischen Nachweises von Calcium und Phosphat als Bestanteile der
extrazellularen Matrix und durch die Farbung mit Alizarinrot S. Die dabei erzielten Ergebnisse
konnten nicht ausgewertet werden, da die Messungen und Farbungen sehr uneindeutig waren (siehe
dazu um Anhang Abschnitt 7.1.10). Die namensgebende Porositdit der NPSNP macht eine
aussagekraftige Farbung bzw. kolorimetrische Messung unmoglich. Insbesondere bei der Farbung mit
Alizarinrot S ist deutlich zu erkennen, dass der Farbstoff von den Partikeln aufgenommen wird. Trotz
mehrerer Wasch- und Zentrifugationsschritte konnten hier keine zu verwertenden Ergebnisse erzielt

werden.

Dennoch erzielte die Analyse der Genexpression einige aussagekraftige Ergebnisse. Mittels
statistischer Auswertung wurde hier untersucht, welche Verdanderung der Genexpression zwischen
BMP-2-haltigem Differenzierungsmedium und BMP-freier Kontrolle zu signifikanten Anderungen
fihrte. Die Differenzierung wurde (ber 28 Tage durchgefiihrt und es wurden jeweils die

Genexpressionen an Tag 14 und an Tag 28 ermittelt. Die genauen Werte sind in 4.2.3.1 beschrieben.

Der Vergleich der Expressionsergebnisse aus der Differenzierung mit den verschiedenen Silica-
Nanopartikeln und der Kontrolle zeigte eine erhdhte Expression RUNX2 und ALPL an Tag 28 bei der
partikelfreien Kontrolle und den Si-NH,-Partikeln. Sowohl der Transkriptionsfaktor RUNX2 als auch
die Alkalische Phosphatase werden im Laufe der osteogenen Differenzierung eher in der friihen
Phase bei der Differenzierung zu Prdosteoblasten exprimiert [36], [52], [53]. Diese hohen
Expressionsunterschiede kdnnen bei den Si-OH- und Si-AHAP-Partikeln nicht beobachtet werden.
Hier scheint die osteogene Differenzierung wesentlich schneller voranzuschreiten. Diese
Beobachtung bestatigt sich durch die hohen Expressionsunterschiede bei BGLAP an Tag 28 bei diesen

beiden Partikelsorten.
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Wie schon vorher beschrieben, sorgt die Bindung von BMP-2 an die Partikel dafiir, dass das Protein
wesentlich weniger aggregiert. Die Partikel ermdglichen eine kontinuierliche Abgabe des Proteins an
die Zellen und die geringen Mengen BMP-2, die hier kontrolliert abgegeben werden, sorgen durch
den raumlichen Abstand ebenfalls fiir weniger Aggregation. Dadurch kann mehr BMP-2 an die
entsprechenden Rezeptoren binden und so fiir einen schnelleren Ablauf der osteogenen
Differenzierung sorgen. AuBRerdem werden hier Giber den Zeitraum von vier Wochen im Laufe der Zeit
immer kleinere Mengen BMP-2 abgegeben. So zeigen die Freisetzungsraten bei Si-OH nur in den
ersten 7 Tagen eine Freisetzung von 0,9 ng/mg BMP-2 pro Tag, bei Si-NH, sind es in den ersten 7
Tagen 10 ng/mg BMP-2 pro Tag, in der zweiten Woche noch 1 ng/mg BMP-2 pro Tag. Si-AHAP zeigt
Uber einen Freisetzungszeitraum von 14 Tagen eine kontinuierliche Freisetzungsrate von 2,7 ng/mg
BMP-2 pro Tag (vgl. dazu Freisetzungsdaten aus Dissertation von A. Satalov [125]), wohingegen
immer die gleiche Menge von |6slichem BMP-2 (200 ng/ml) in das Zellkulturmedium gegeben wird.
Zwar degradiert Uiber den Inkubationszeitraum auch das |6sliche BMP-2 in der Zellkultur, dennoch
sind gerade im spateren Verlauf der Differenzierung die zugesetzten Mengen wesentlich héher als
bei der Freisetzung aus den Nanopartikeln. In einer Studie mit MSC aus adipésem Gewebe wurde
gezeigt, dass bereits eine 15-minitige Inkubation der Zellen mit BMP-2 zu einer Aktivierung der
osteogenen Differenzierungskaskade fiihrt [165]. Eine weitere Studie zeigt, dass die alleinige
kontinuierliche Verabreichung von BMP-2 zum Zellkulturmedium zwar zu einer erhéhten Expression
von ALP fuhrt, aber die Mineralisierung der Matrix hier eher schwach ist [166]. Um herauszufinden,
ob die Differenzierung hier nur langsamer verlduft oder pausiert bzw. ob andere Effekte die
unterschiedliche Genexpression beeinflussen, miissen noch weitere Analysen durchgefiihrt werden.
Es sollten ebenfalls konzentrations- und zeitabhangige Studien zur Gabe von l6slichem Protein
durchgefiihrt werden. AuBerdem ist es fiir die endgiiltige Analyse und Schlussfolgerung zu den

geeignetsten Partikeln unabdingbar, Analysen zur Matrixmineralisierung durchzufihren.

5.2.4.2 Organische Chitosan/Tripolyphosphat (TPP)- und Alginat/Poly-L-Lysin (PLL)-Partikel

Es gibt bereits mehrere Publikationen, in denen auf Chitosan-Beschichtungen immobilisiertes BMP-2
erfolgreich als osteoinduktive Beschichtung verwendet wurde. Hier wurden in in vivo-Experimenten
die osteoinduktiven Eigenschaften von Chitosan in Verbindung mit BMP-2 gezeigt [107], [167], [168].
Aus diesem Grund wurde auch in dieser Arbeit dieser Effekt genauer untersucht. Neben den beiden
unterschiedlich stark acetylierten Chitosan/Tripolyphosphat-Partikel CS(58)/TPP und CS(83)/TPP
wurden ebenfalls Alginat/Poly-L-Lysin-Partikel [169], [170] betrachtet. Nanogele aus diesen Partikeln
wurden bereits erfolgreich fir Experimente zur zeitlichen Abgabe von Wirkstoffen und

Zellverkapselungen verwendet [171], [172]. AuRerdem haben wir im Rahmen der Forschergruppe
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FOR2180 bereits Untersuchungen zur chondrogenen Differenzierung mit TGF-Bs beladenen Chitosan-

Partikeln durchgefihrt [173].

Wie auch schon mit den anorganischen Nanopartikeln wurden hier zunachst Studien zur Zytotoxizitat
der Nanopartikel sowohl mit primaren mesenchymalen Stammzellen als auch mit der Zelllinie C2C12
BRE-Luc durchgefiuhrt. Wahrend die beiden Chitosan-Partikelarten erst ab einer Konzentration von
1250 pg/ml zytotoxische Effekte auf die beiden Zellarten zeigen, sind die Alg/PLL-Partikel bereits ab
312,5 pug/ml fir die C2C12 BRE-Luc-Zellen und ab 625 pg/ml fur die MSCs zytotoxisch. Da sich das
Zellwachstum bei einer Partikelkonzentration von 625 pug/ml nach sieben Tagen wieder normalisiert,

wurden in den folgenden Differenzierungsexperimenten jeweils 500 ug/ml Partikel eingesetzt.

Die Analyse der Genexpressionsdaten nach 14 Tagen und nach 28 Tagen zeigte sowohl bei der
Kontrolle als auch bei den beiden verschiedenen Chitosan/Tripolyphosphat-Partikeln eine osteogene
Differenzierung mit BMP-2, welches sich durch den Anstieg der Markergenexpression von
Osteopontin, Integrin-bindung Sialoprotein, RUNX2 und BGLAP kennzeichnete. Allerdings war auch
die Expression dieser Gene bei der Kontrolle ohne Zugabe von Nanopartikeln und BMP-2 hoher als

die anderen Kontrollen in vorherigen Experimenten.

Moglicherweise haben die Chitosan-Nanopartikel einen leicht inhibierenden Effekt auf den Ablauf
der Differenzierung. AulRerdem ist der Effekt der mit BMP-2 beladenen Partikel geringer als der vom
reinen BMP-2. Das liegt womoglich an der Konzentration des BMP-2. In der Kontrolle wurde BMP-2
bei jedem Mediumwechsel manuell in der gleichen Konzentration zugegeben, wohingegen die
Chitosan-Partikel unterschiedliche Menge BMP-2 wahrend des gesamten Differenzierungszeitraums
freigeben. In der physiologischen Umgebung ist eine langsame Abgabe des Wachstumsfaktors
vorteilhaft, da bei einer zu hohen Menge an BMP-2 ein hohes Risiko von ektopischer

Knochenformation besteht.

Die Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen mit der Alg/PLL-Partikellésung in Kombination

mit BMP-2 zeigte einen wesentlich geringeren Effekt auf die Expression der osteogenen Markergene.

Auch bei den Untersuchungen mit TGF-B; in Kombination mit den organischen Nanopartikeln zur
Induktion der chondrogenen Differenzierung induzierten die Alg/PLL-Partikel eine weniger stark

ausgepragte Differenzierung als die verwendeten Chitosan-Partikel [173].
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Quantifizierung der Freisetzung und Aktivitat des
Signalfaktors BMP-2 zur Induktion der osteogenen Differenzierung. Dabei gliedert sich die Arbeit in
zwei Abschnitte: Der erste Teil beschéaftigt sich mit den Untersuchungen zur osteogenen
Differenzierung, der zweite Teil konzentriert sich auf die Funktion von BMP-2 als osteoinduktives und

implantatgebundenes Biomolekail.

Obwohl die osteogene Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen in vitro haufig zur
Untersuchung von experimentellen Fragestellungen eingesetzt wird, gibt es eine Reihe von
Herausforderungen. In dieser Arbeit wurden zunachst Untersuchungen zum osteogenen Potential
verschiedener Donoren von MSC durchgefiihrt, da sowohl die Literatur als auch eigene Erfahrungen
gezeigt haben, dass sich die Zellen unterschiedlicher Knochenmarkspender unterschiedlich gut
osteogen differenzieren lassen. Aus wissenschaftlicher Neugier und aufgrund des Bedarfs nach einer
Auswahl geeigneter Zellpraparationen fir die folgenden Versuche wurden daher Zellen von 17
Spendern mit den aus der Literatur bekannten Induktionszutaten Dexamethason, B-Glycerophosphat
und Ascorbat-2-Phosphat fiir 28 Tage osteogen differenziert. Um den Fortschritt der Differenzierung
zu bestimmen, wurden sowohl Genexpressionsanalysen der osteogenen Markergene IBSP, BGLAP,
ALPL, RUNX2 und OPN durchgefiihrt als auch die Calcium- und Phosphatkonzentration der Matrix
kolorimetrisch bestimmt, um die Bildung von Hydroxyapatit nachzuweisen. Dabei ergab sich, dass die
jeweiligen Spender entweder im Hinblick auf die Genexpression gerade in der Differenzierung
befindlich waren oder sie bereits eine Matrixmineralisierung zeigten. Das heif3t, die Differenzierung
schritt je nach Spender unterschiedlich schnell voran. AuBerdem konnten nur bei fiinf der getesteten
17 Zellpraparationen Merkmale von fortgeschrittener osteogener Differenzierung gemessen werden.
Die Tatsache, dass das osteogene Potential bei unterschiedlichen Spendern so stark variiert, wird
auch in der Literatur immer wieder beleuchtet, jedoch gibt es hier noch keine eindeutige Erklarung
fir dieses Phdanomen. In nachsten Schritten sollten hier weitere Untersuchungen wie zum Beispiel

Genom- oder Metabolomanalysen der einzelnen Spender vorgenommen werden.

Da zum einen in friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe bereits die Unterschiede im Hinblick auf die
Induktion der osteogenen Differenzierung mittels verschiedener Phosphatquellen (3 mM
Natriumdihydroxyphosphat oder 10 mM B-Glycerophosphat) betrachtet wurden und zum anderen
der Fokus dieser Arbeit auf dem Einsatz von BMP-2 liegt, wurden Kombinationen von verschiedenen
Differenzierungszutaten vergleichend untersucht. Dabei erwies sich die Kombination von pB-

Glycerophosphat, BMP-2 und Ascorbat-2-Phosphat als die erfolgreichste. Ein interessantes Ergebnis
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dieser Untersuchung war die teilweise adipogene Differenzierung der Zellen aufgrund der Zugabe
von Dexamethason und die Erkenntnis, dass hier eine Anpassung der eingesetzten Konzentration
erfolgen muss. Dexamethason ist ein bekannter Induktor von osteogener und adipogener
Differenzierung und lenkt die Zellen jeweils mit Hilfe zuséatzlicher Faktoren in die jeweilige
Differenzierungs-Richtung. Die in der Literatur am meisten zitierte Induktionsmethode weist aber
gegebenenfalls Schwiachen auf. Hier sollten weitere Untersuchungen mit geringeren Konzentrationen
an Dexamethason erfolgen, um diese Theorie zu bestatigen. Weiterhin wurde in friiheren Arbeiten
die anorganische Phosphatquelle Na,HPO, in Kombination mit Dexamethason flir geeigneter als die
organische Phosphatquelle B-Glycerophosphat identifiziert und stellte sich hier als weniger passend
fir die Induktion der osteogenen Differenzierung mit BMP-2 heraus. Mdéglicherweise besteht hier
auch ein Spender-spezifischer Zusammenhang, der in weiteren Untersuchungen noch genauer
beleuchtet werden sollte. Generell sollten hier noch weitere Experimente mit weiteren Donoren

erfolgen, um eine hohere biologische Variabilitat zu erzielen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der sensitive und schnelle Bioaktivitdtsassay BRE-Luc optimiert. Das
Reportergen Luziferase wurde an einen Enhancer des Promotors eines Immediate Early Response
Gens von BMP-2 fusioniert, das BMP-Responsive-Element, und ermdoglicht so einen schnellen und
zuverlassigen Nachweis von bioaktivem BMP-2. Andere Assays wie zum Beispiel der in der Literatur
haufig verwendete Alkalische Phosphatase-Assay sind weniger sensitiv und bendtigen auch

wesentlich mehr Zeit zur Durchfiihrung.

Der Assay wurde so angepasst, dass nun die Messung in einer 96-Loch-Platte erfolgen kann und
weniger Pipettierschritte notwendig sind. Dadurch werden Messungenauigkeiten durch haufige
Zwischenschritte minimiert und zusatzlich der Probendurchsatz maximiert. Gerade im Hinblick auf
die erfolgten Freisetzungsuntersuchungen, fir die Uber vier bis acht Wochen jeden Tag Proben
genommen werden miussen, ist dies ein wesentlicher Vorteil. Zusatzlich wurde der geeignetste
Messzeitpunkt fiir den Assay mittels Kinetik bestimmt und auf 17-24 h festgelegt. Es wurde mittels
BrdU-Assay und Zellzéhlung gezeigt, dass BMP-2 keinen Einfluss auf das Zellwachstum uUber diesen

kurzen Zeitraum hat, so dass hier keine zusatzliche Normalisierung der Ergebnisse notwendig ist.

Der BRE-Luc-Assay bietet somit wesentliche Vorteile zur Quantifizierung von bioaktivem BMP-2 im
Vergleich zum Alkalische Phosphatase-Assay. Mit Hilfe des Assays konnte in der Arbeit das
Loslichkeitsverhalten von BMP-2 unter verschiedenen Pufferbedingungen erwiesen werden. Bei
diesen Untersuchungen zeigte sich, dass die Loslichkeit von BMP-2 nicht nur vom pH-Wert, sondern
auch vom Puffertyp abhéngig ist. Bei einem pH-Wert zwischen pH 2 und pH5 ist BMP-2 in allen

Puffern I6slich, wohingegen sich bei pH 6 und pH 7 eine Abhangigkeit vom Puffer zeigt. Das Protein
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|6st sich in MOPS und MES, da es sich um zwitterionische Puffer handelt, wahrend es im
Phosphatpuffer bereits unloslich ist, da dieser divalente Anionen enthélt. Allerdings zeigt BMP-2 trotz
der Aggregation in einigen Puffern und pH-Werten in allen getesteten Puffersystemen Bioaktivitat.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Aggregate sich mit MES pH 5 wieder resolubilisieren
lassen. Diese Erkenntnis ist flir den Einsatz von BMP-2 in Implantatsystemen essenziell, denn sie
macht den Einsatz von BMP-2-Aggregaten moglich. Da es sich bei BMP-2 um ein Protein handelt,
welches schnell aggregiert, kann diese Erkenntnis die Implantatforschung und den Einsatz von BMP-2

zur Knochenregeneration stark verandern.

Im Zuge der eigenen Implantatforschung wurde im letzten Teil der Arbeit die Freisetzung und
Aktivitat von BMP-2 aus organischen und anorganischen Nanopartikeln untersucht. Dabei wurden
anorganische aminomodifizierte Partikel (SiNHz) und aminohexylaminopropyl-modifizierte (SIAHAP)
nanoporose Silica-Nanopartikel untersucht sowie auch organische acetylierten

Chitosan/Tripolyphosphat-Partikel CS(58)/TPP und CS(83)/TPP und Alginat/Poly-L-Lysin-Partikel.

Es konnte gezeigt werden, dass die eingesetzten Konzentrationen der Nanopartikel nicht wesentlich
zytotoxisch auf MSC wirken. In der weiteren Analyse wurden Differenzierungsanalysen mit den
Nanopartikeln durchgefiihrt. Dabei zeigte sich ein deutlicher kurzfristiger Effekt von freigesetztem
BMP-2 auf die ID1 und ID3 Genexpression beim Einsatz von SiNH2- und SiAHAP-Partikeln. In der
langfristigen Differenzierung mit den Nanopartikeln konnten teilweise Anstiege bei der
Genexpression ermittelt werden. Hierbei wurde deutlich, dass die Differenzierung mit den SiOH- und
SiAHAP-Partikel langsamer verlduft als beim Einsatz der SiNH,-Partikel. Die SiNH,-Partikel
exprimierten an Tag 28 das spate osteogene Markergen BGLAP, die anderen beiden NPSNP-
Modifikationen zeigten bei der Differenzierung mit BMP-2-Beladung eine Erhohung der

Genexpression der friihen Markergene RUNX2 und ALP.

Die BMP-2-beladenen Chitosan-Nanopartikel induzierten zwar Uber die 28 Tage die osteogene
Differenzierung, was durch den Anstieg der jeweiligen Markergenexpression deutlich wurde, zeigten
aber keine Verbesserung im Vergleich zur partikelfreien Kontrolle. Womoglich muss hier noch am
Freisetzungsmechanismus gearbeitet werden. Die Induktion durch die Alg/PLL fiel weniger stark aus,

was ebenfalls bei der chondrogenen Differenzierung mit TGF- beobachtet werden konnte.

Sowohl mit den anorganischen als auch mit den organischen Nanopartikeln war kein Nachweis der
Matrixmineralisierung der Zellen moglich. Es ist unklar, ob die abgegebene Menge an BMP-2
eventuell insbesondere am Ende der Differenzierung nicht mehr ausreichte, um diese weiter

voranzutreiben oder ob der Zeitraum der Analyse zu kurz war. In weiteren Analysen missen diese
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Fragen weiter beleuchtet werden. Die Differenzierungsexperimente sollten liber einen ldangeren
Zeitraum wiederholt werden und das Freisetzungsverhalten der unterschiedlichen Partikelsorten
sollte weiter untersucht werden. Wahrend der Zusammenstellung dieser Arbeit wurden bereits
Untersuchungen mit Nanopartikeln, die auf PCL-Fasermatten aufgebracht wurden, durchgefiihrt. Es
ist vorstellbar, dass diese Untersuchungen erfolgversprechender sind, da hier die Nanopartikelschicht

nicht direkt auf den Zellen liegt, sondern die Zellen auf der PCL-Matte angesiedelt werden kdnnen.
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A Anhang

A.1 Verwendete Gerdte, Materialien und Chemikalien

7.1.2 Gerdte

Tabelle A7: Ubersicht der verwendeten Gerite.

Gerat

Hersteller, Ort

Analysenwaage

CO»-Inkubator

COy-Inkubator

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentation
Heiz-Thermomixer MHR 23
Horizontales Gelelektrophorese-System
Laboklav 160V-FA

Laboklav 25M

Magnetriihrer RCT Basic
Mikrotiterplattenphotometer Synergy |
Mikrowelle

Photometer Genesys 10 Bio

Real Time PCR System Step One Plus
Sterilwerkbank

Thermocycler TProfessional Basic
Transferpette

Trockenschrank
Ultratiefkiihlschrank -80°C
UV-Kivette aus Quarzglas

Vortex Mixer VTX-3000 L

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Olympus Life Science, Waltham, USA

Intas, Gottingen, Deutschland

Ditabis, Pforzheim, Deutschland

BRL, Gaithersburg, USA

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss, Deutschland
SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss, Deutschland
IKA-Werke, Staufen, Deutschland

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutschland
Sharp, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Applied Biosystems, Kalifornien, USA

BDK, Sonnenbuihl-Genkingen, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Hellma, Miihlheim, Deutschland

Kefo, Ljubljana, Slowakei
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Gerat

Wasserbad

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal
Zentrifuge Heraeus Biofuge Pico 17
Zentrifuge Heraeus Biofuge Pico 21

Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Hersteller, Ort

P-D Industriegesellschaft, Dresden, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
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A.1.2 Materialien

Tabelle A8: Verwendete Materialien.

Material

Hersteller, Ort

Farbekivette
Folien Optical Adhesive Covers (qRT)

Loch-Platte 6/12/24/48/96-Loch

MicroAmpTMFast Optical 96-Well Reaction

Plate

MicroAmpTMOptical Adhesive Film
Mikroreaktionsgefal 1,5/2 ml
Parafilm

Pasteurpipetten

PCR Multiply-puStrip Pro 8er Kette
PCR-GefalRe 0,2 ml

Pipetten Plastik 5/10/25 ml

Pipettenspitzen 10/200/1000/1250 pl
Spritze 20 ml

Zellkulturflasche 25/75/175 cm?2

Zellkulturflasche 300 cm?2
Zellsieb 100 um

Zentrifugenréhrchen 15/50 ml

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, USA

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Starlab, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
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A.1.3 Verwendete Chemikalien, Losungen und Kits

Tabelle A9: Verwendete Chemikalien, Losungen und Kits.

Chemikalien, Losungen, Kits

Hersteller, Ort

1-Brom-3-chlorpropan
2-Mercaptoethanol (fiir mRNA-Aufreinigung)
2-Propanol
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

Alizarinrot S
Ascorbat-2-Phosphat

bFGF, human

Biocoll

Bovines Serum Albumin

BrdU Cell Proliferatin ELISA
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat

DAPI
dATP/dCTP/dGTP/dNTP/dTTP
Dexamethason
Dimethylsulfoxid
Dinatriummonohydrogenphosphatdihydrat
Dithiotreitol (DTT)

DMEM high glucose

DMEM low glucose

DNA Stain Clear G

EDTA-Na;x 2 H,O

EGF, human

Essigsaure konzentriert

Ethanol p.a. abs.

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Peprotech, Hamburg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

abcam

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

GE Healthcare, Munchen, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
SERVA, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Peprotech, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Chemikalien, Losungen, Kits
Ethidiumbromid

FCS Hyclone

Ficoll-400

Gelatine Typ B

GenelET Gel Extraction Kit
Glucose

HEPES (1 M)

JETSTAR Plasmid Purification Kit 2.0 Maxi

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat-Monophosphat

Oil Red O

Para-Formaldehyd

PBS

QuantiChrom Phosphate Assay Kit

RevertAid First Strand cDNA-Synthesis Kit

Ribolock Rnase Inhibitor

Salzsdure (37 %)

Taq Man Fast Advanced Master Mix
Taq Man Probes

Total Calcium LiquiColor
TriReagent RNA Solution (Trizol)
Trypsin/EDTA (10x)

B-Glycerophosphat-Pentahydrat

Hersteller, Ort

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

life technologies, Carlsbad, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Genomed, Lohne, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Bioassay Systems

life technologies, Carlsbad, USA

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

life technologies, Carlsbad, USA

life technologies, Carlsbad, USA

Stanbio

Ambion, Austin, USA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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A.2 Spenderiibersicht der mesenchymalen Stammzellen

Tabelle A10: Ubersicht der verwendeten MSC-Spender.

Spender- Geschlecht Alter Passage Entnahmeort

nummer
42 weiblich 49 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
55 mannlich 36 DIAKOVERE Annastift - Orthopéadische Klinik der MHH
59 mannlich 52 Unfallchirurgie Medizinische Hochschule Hannover
72 weiblich 69 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
76 weiblich 74 DIAKOVERE Annastift - Orthopéadische Klinik der MHH
77 weiblich 81 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
101 weiblich 45 DIAKOVERE Annastift - Orthopéadische Klinik der MHH
108 mannlich 60 DIAKOVERE Annastift - Orthopéadische Klinik der MHH
109 mannlich 63 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
111 mannlich 79 DIAKOVERE Annastift - Orthopéadische Klinik der MHH
112 weiblich 76 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
115 mannlich 79 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
122 weiblich 72 DIAKOVERE Annastift - Orthopéadische Klinik der MHH
125 weiblich 71 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
126 mannlich ? DIAKOVERE Annastift - Orthopéadische Klinik der MHH
127 weiblich 48 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
128 weiblich 41 DIAKOVERE Annastift - Orthopadische Klinik der MHH
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A.3 Verwendete Primer

7.1.5 gRT-PCR Primer

Tabelle A11: Verwendete qRT-PCR Primer.

Assay ID Name Alternativname Farbstoff
Hs01060665 gl ACTB beta-Actin FAM
Hs00758162 m1 ALPL Alkalische Phosphatase FAM
Hs01587814 g1 BGLAP Osteocalcin FAM
Hs00609791_m1 FABP4 Fatty acid binding protein 4 FAM
Hs02758991 g1 GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase FAM
Hs00173720_m1 IBSP Integrin Binding Sialoprotein FAM
Hs03676575 s1 ID1 Inhibitpr of differentiation 1 FAM
Hs00171409 ml1 ID3 Inhibitpr of differentiation 3 FAM
Hs01115513 m1 PPARg Peroxisome proliferator-activated receptor gamma FAM
Hs03004310 g1 RPS29 Ribosomal Protein S29 FAM
Hs00231692_m1 RUNX2 Runt-related transcription factor 2 FAM
Hs00959010 m1 SPP1 Osteopontin FAM
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7.1.6 Semiquantitative PCR-Primer

Tabelle A12: Verwendete Primer semiquantitative PCR.

Gen Organismus  FragmentgrofSe [bp] Annealingtemp. [°C] Annealingzeit [s] Sequenz
pGL3-Vektor_for 267 54,2 30 ctagcaaaataggctgtccc
pGL3-Vektor_rev 54,2 30 ctttatgtttttggcgtcttcca
GAPDH human_for human 566 60 30 gcaggggggagccaaaaggg
GAPDH human_rev human 566 60 30 tgccagecccagegtcaaag
TNAP_for human 526 57,3 30 ctggacctcgttgacacctg
TNAP_rev human 526 57,3 30 gacattctctcgttcaccge
SSP-1 / OPN_for human 348 54 30 ccaagtaagtccaacgaaag
SSP-1/ OPN_rev human 348 54 30 ggtgatgtcctegtctgta
BGLAP / Osteocalcin_for ~ human 218 58,2 20 ctcctegecctattggec
BGLAP / Osteocalcin_rev  human 218 58,2 20 ccaactcgtcacagtccgg
IBSP_for human 450 54 30 aatgaaaacgaagaaagcgaa
IBSP_rev human 450 54 30 atcatagccatcgtagcecttg
FABP4_for human 418 60 30 gtacctggaaacttgtctcc
FABP4_rev human 418 60 30 gttccaatgcgaacttcagtcc
PPAR-g_for human 630 54,2 45 gaatgtcgtgtctgtggaga
Gen Organismus  FragmentgrofRe [bp] Annealingtemp. [°C] Annealingzeit [s] Sequenz
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LST

PPAR-g_rev
Basigin_for
Basigin_rev
PTH/PTHrPrec_for
PTH/PTHrPrec_rev
Autotaxin /ENPP2_for
Autotaxin /ENPP2_rev
Dhrs3_for

Dhrs3_rev

human

human

human

human

human

human

human

human

human

630
357
357
321
321
468 /393 /381
468 /393 /381
509

509

54,2
52,5
52,5

65

65

54,3 (54)
54,3 (54)
53,7 (54)

53,7 (54)

45

30

30

30

30

30

30

30

30

tgaggagagttacttggtcg
taaagaaaacccaccccgtagatt
acagacccgtggecctcataaa
gcacgcgcaactacatccaca
agccccacaggtacttcttetct
cagggagaccacggatttgataac
aggtcgcccatagaggaggtgt
tgagaaatgcctgaaggagacgac

tcagtgggggaaagaggttg



A. Anhang

A.1 Zusatzliche Ergebnisse

7.1.6.2 Einfluss unterschiedlicher Phosphatquellen auf die osteogene Differenzierung

A

Kontrolle =~~~ B-GP, Asc, BMP-2 B-GP, Asc, Dex

Na;HPOy; Asc, BMP-2 ' Na,HPO,; Asc, Dex

Kontrolle . e “| B-GP, Asc, BMP-2 = . | B-GP, Asc, Dex

Na,HPO,, Asc, Dex

Abb. A55: Morphologische Unterschiede der verschiedenen Induktions-Konditionen zur osteogenen Differenzierung an
Tag 7 und Tag 14 (MSC 61). Gezeigt sind die lichtmikroskopischen Bilder nach einer Differenzierung mit den verschiedenen,

in den Bildern beschrifteten Differenzierungszutaten nach 7 Tagen (A) und 14 Tagen (B).

158



A. Anhang

Kontrolle B-GP,Asc, BMP-2 ~~ | B-GP, Asc,Dex. .

Na,HPO,, Asc, BMP-2

Abb. A56: Morphologische Unterschiede der verschiedenen Induktions-Konditionen zur osteogenen Differenzierung an
Tag 28 (MSC 59). Gezeigt sind die lichtmikroskopischen Bilder nach einer Differenzierung mit den verschiedenen, in den

Bildern beschrifteten Differenzierungszutaten nach 28 Tagen.

Kontrolle ' B-GP, Asc, BMP-2

Na,HPO,, Asc, BMP-2

Abb. A57: Morphologische Unterschiede der verschiedenen Induktions-Konditionen zur osteogenen Differenzierung an
Tag 21 (MSC 62). Gezeigt sind die lichtmikroskopischen Bilder nach einer Differenzierung mit den verschiedenen, in den

Bildern beschrifteten Differenzierungszutaten nach 21 Tagen. Die Differenzierung wurde anschliefend abgebrochen.
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Kontrolle

Abb. A58: Morphologische Unterschiede der verschiedenen Induktions-Konditionen zur osteogenen Differenzierung an
Tag 28 (MSC 115). Gezeigt sind die lichtmikroskopischen Bilder nach einer Differenzierung mit den verschiedenen, in den

Bildern beschrifteten Differenzierungszutaten nach 28 Tagen.

7.1.7 BRE-Luc-Kinetik 24-Loch-Platte

2000-
1500-
o 1000+ B 0 ng/ml BMP-2
$ 500+ i i I B 200 ng/ml BMP-2
> 1007 —
|
1.4

Abb. A59: BRE-Luc-Kinetik im 24-Lochplattenformat. Dargestellt ist die Kinetik de BRE-Luc-Assays mit jeweils 200 ng/ml

und 0 ng/ml als Kontrolle. Gemessen wurden die Zeitpunkte von 1-24 h. n=3.
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7.1.8 Loslichkeitsuntersuchungen von BMP-2 in verschiedenen Pufferl6sungen
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R g g 3 g 0 g0 g0 g g a7 2% S %Y
R R R PN RET RN Lt Lt Pt Rt P Lo Y R o 3
F N R LEELRELRE R RV R @F R LRGN TR RN R
PR VTP ITORgL & & R oI R VRV T
z’\\ & ef\k £2\o:;’ ;;b\) ‘»’\"J <& W @0 I\ é\o < A (}2‘ (}2‘ C d?g o ] ] Q,b\o
@ &;\%y &
& L& F P ¥
& & & &L L N
& SIS & R
@S V2
v S &
AR

Abb. A60: BRE-Luc-Messung der fiir die Loslichkeitsuntersuchung von BMP-2 verwendeten Puffer. Dargestellt sind
Bioaktivitdatsmessungen der verwendeten Puffer auf den C2C12 BRE-Luc-Zellen ohne Zugabe von BMP-2, um

Kreuzreaktionen auszuschliefen. Dargestellt als n=3 mit Standardabweichung.
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7.1.9 Sterilisation von BMP-2

Nicht gefriergetrocknet IBG
Nicht gefriergetrocknet SPS
X-ray 25kGy SPS

X-ray 25kGy IBG

X-ray 15kGy SPS

X-ray 15kGy IBG

Beta 25kGy SPS

Beta 25kGy IBG

Beta 15kGy SPS

Beta 15kGy IBG

Gamma 25kGy SPS

Gamma 25kGy IBG

Gamma 15kGy SPS

Gamma 15kGy SPS

Gamma 15kGy SPS

Gamma 15kGy IBG

Gamma 15kGy IBG

Keine Bestrahlung SPS

Keine Bestrahlung IBG

o
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Abb. A61: Konzentrationsbestimmung der sterilisierten BMP-2 Proben mittels NanoDropTM. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei Messwerten der unterschiedlich sterilisierten BMP-2-Proben in den beiden Lyophilisierungsschutz-

Rezepturen.
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7.1.10 Anorganische nanopordse Silica-Nanopartikel

Abb. A62: Untersuchungen zum Effekt von MES-Puffer auf C2C12-Zellen. Dargestellt ist jeweils die Menge an MES, die mit
Zellkulturmedium auf ein Gesamtvolumen von 500 pl aufgefillt wurde. Nach 24 h wurden die Zellen mikroskopisch

dokumentiert.
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Abb. A63: Kolorimetrische Calcium- und Phosphatbestimmung der Extrakte nach 28 Tagen osteogener Differenzierung
mit NPSNP. Dargestellt sind die Ergebnisse der kolorimetrischen Calcium- (A) und Phosphatbestimmung (B) der aus den
putativ differenzierten Zellen gewonnenen Extrakte, die 28 Tage unter verschiedenen Bedingungen mit NPSNP kultiviert

wurden.
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Abb. A64: Alizarinrot S-Farbung der putativ mit NPSNP differenzierten Zellen nach 28 Tagen. Dargestellt sind die
verschiedenen Konditionen (siehe Beschriftung), die bei dem Differenzierungsversuch mit den NPSNP untersucht wurden.

Nach Ende der Differenzierung wurden die Zellen fixiert und nach Protokoll mit Alizarinrot S gefarbt.

7.1.11 Organische Chitosan/Tripolyphosphat- und Alginat/Poly-L-Lysin-Partikel

Abb. A65: Alizarinrot S-Firbung der putativ mit organischen Chitosan/TPP und Alg/PLL differenzierten Zellen nach 28

Tagen. Dargestellt sind die verschiedenen Konditionen (siehe Beschriftung), die bei dem Differenzierungsversuch mit den
organischen Partikeln untersucht wurden. Nach Ende der Differenzierung wurden die Zellen fixiert und nach Protokoll mit

Alizarinrot S gefarbt.
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Abb. A66: Kolorimetrische Calcium- und Phosphatbestimmung der Extrakte nach 28 Tagen osteogener Differenzierung
mit CS/TPP-Partikeln. Dargestellt sind die Ergebnisse der kolorimetrischen Calcium- (A) und Phosphatbestimmung (B) der
aus den putativ differenzierten Zellen gewonnenen Extrakte, die 28 Tage unter verschiedenen Bedingungen mit CS/TPP

kultiviert wurden.
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Abb. A67: Kolorimetrische Calcium- und Phosphatbestimmung der Extrakte nach 28 Tagen osteogener Differenzierung
mit Alg/PLL-Partikeln. Dargestellt sind die Ergebnisse der kolorimetrischen Calcium- (A) und Phosphatbestimmung (B) der
aus den putativ differenzierten Zellen gewonnenen Extrakte, die 28 Tage unter verschiedenen Bedingungen mit Alg/PLL

kultiviert wurden.
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