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Zusammenfassung

Obwohl Knochengewebe generell die Fahigkeit zur Selbstheilung besitzt, treten hdufig Kno-
chendefekte kritischen Ausmafes auf, bei denen eine Transplantation von Ersatzgewebe er-
forderlich ist, um die Integritdt des Knochens wiederherzustellen. Auf dem Gebiet des Tissue
Engineerings von Knochen wird daran geforscht, funktionales Knochengewebe im Labor her-
zustellen, um der limitierten Verfiigbarkeit von Knochentransplantaten zu begegnen.

In dieser Arbeit wurden mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe als Zellquelle fiir
die Herstellung funktionalen Knochengewebes eingesetzt. Zunéchst wurde ihre Differenzier-
barkeit zu Knochengewebe mittels eines Enzymaktivitétstests, Standard-Farbemethoden und
der DNA-Chip-Technologie untersucht. Fiir die weiterfithrende Analyse der osteogenen Diffe-
renzierung wurde ein Protein-Chip entwickelt, mit dem typische Knochenmarker im Kultur-
medium von Zellen auf Proteinebene qualitativ und quantitativ untersucht werden konnen.
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der dynamischen Kultivierung, die gegeniiber der {ib-
lichen statischen Kultivierung die Qualitét des konstruierten Gewebes deutlich verbessert.
Mesenchymale Stammzellen und eine Modellzelllinie wurden einer mechanischen Stimulation
in Form von zyklischer Dehnung (5 %, 1 Hz) auf einem planaren Silikonsubstrat und in einem
Kollagen-Netzwerk unterworfen. Unterschiedliche zeitliche Muster von kurzzeitiger bis zu wie-
derholter Langzeitstimulation lieffen erkennen, dass bereits kurze Stimulation die osteogene
Differenzierung beeinflusst. Langere und wiederholte Stimulation fiihrten zu einer Anpassung
der Zellen an die aktive Umgebung, wobei sich besonders eine kontinuierliche Steigerung der
mechanischen Belastung eignete.

Um ein Knochengewebekonstrukt herzustellen, wurden mesenchymale Stammzellen auf der
keramischen Geriistsubstanz Sponceram® kultiviert. Die Oberflache der Keramik wurde funk-
tionalisiert, indem bioaktive Molekiile zur Verbesserung der Zelladhésion (Poly-L-Lysin und
ein RGD-Peptid) und zur Unterstiitzung der osteogenen Differenzierung (BMP-2) iiber poly-
mere Abstandshalter (Spacer) immobilisiert wurden. Die Tauglichkeit von Polyvinylsacchari-
den als Spacer fiir den Einsatz in der Zellkultur wurde nachgewiesen.

Mesenchymale Stammzellen wurden auf Sponceram® in dem Drehbettbioreaktor des Z® RP-
Systems unter osteogenen Differenzierungsbedingungen kultiviert. Nach sechswochiger Kulti-
vierung war das Konstrukt gewebeartig hochdicht mit Zellen bewachsen, die in mineralisier-
te extrazellulire Matrix eingebettet waren. Gegeniiber der statischen Vergleichskultivierung
wiesen die Zellen im Bioreaktor zu jeder Zeit deutlich erhohte Wachstumsraten auf, was die

Effizienz der dynamischen Kultivierung im Bioreaktor verdeutlichte.

Schlagworte: mesenchymale Stammzellen, Tissue Engineering, Knochen, mechanische Stimu-

lation, Bioreaktor



Abstract

Although bone tissue is generally capable of self healing, in the case of critical size bone de-
fects a transplantation of bone tissue or bone substitutes may be necessary to regain bone
integrity. Bone tissue engineering is aiming to grow functional bone tissue in wvitro in order to
overcome transplantable organ and tissue shortage.

The objective of this study was the growth of functional bone tissue basing on adipose tis-
sue derived mesenchymal stem cells. Initially, osteogenic differentiation of mesenchymal stem
cells was investigated using an enzyme activity test, standard staining methods of calcified
extracellular matrix and the DNA microarray technology. For deeper analysis of osteogenic
differentiation processes a protein microarray was developed aiming to detect typical bone
markers in cell culture medium at protein level qualitatively and quantitatively.

The main focus of this study were dynamic cultivation strategies which enhance tissue quality
of statically produced constructs. Cyclic elongation (5%, 1 Hz) was applied to mesenchymal
stem cells and a model cell line grown on a planar silicone substrate and in a collagen network,
respectively. The application of different time schemes including short time strain as well as
repeated and long time strain revealed promotion of osteogenesis by short time strain and
adaption by repeated and long time strain. For cellular adaption to physically active surroun-
dings, a continually increasing strain time was exceptionally effective.

To grow a three-dimensional bone tissue construct, mesenchymal stem cells were cultured on
the ceramic Sponceram® substrate. The surface of this ceramic material was functionalised
by immobilisation of bioactive molecules coupled to polymer spacers in order to enhance cell
adhesion (Poly-L-lysine and an RGD peptide) and osteogenic differentiation (BMP-2). Poly-
vinylsaccharides were proven to be suitable spacer molecules for cell culture application.

A bone tissue construct was grown using mesenchymal stem cells cultivated on Sponceram®
carrier discs in a rotating bed bioreactor system with osteogenic medium. After six weeks of
cultivation in the Z® RP bioreactor system a construct with extraordinarily high cell densities
was achieved where cells were embedded in thick layers of mineralized extracellular matrix.
Compared to the static control culture cells in the bioreactor had considerably higher growth

rates demonstrating the efficiency of the dynamic bioreactor cultivation.

Keywords: mesenchymal stem cells, tissue engineering, bone, mechanical stimulation, biore-

actor



1. Einleitung

Knochengewebe besitzt generell eine hohe Selbstheilungskapazitdt. Trotzdem treten haufig
Knochendefekte kritischer Grofe auf, die vom Korper selbst nicht wieder aufgefiillt und ge-
heilt werden konnen. Chirurgisch werden solche Defekte in der Regel mit einem autologen
Transplantat gefiillt. Dabei wird dem Patienten ein Stiick Knochen (meistens aus dem Becken-
kamm) entnommen und in die Defektstelle eingesetzt. Bei diesen autologen Transplantaten
besteht kaum ein Risiko der Krankheitsiibertragung oder einer Immunreaktion. Die Menge an
Knochengewebe, die fiir eine Entnahme zur Verfiigung steht, ist jedoch stark limitiert und es
wird eine zweite Operation zur Gewebeentnahme notwendig. Bei Fillen, in denen das autologe
Knochenmaterial nicht ausreicht oder z. B. eine Knochenkrankheit die Entnahme von Gewebe
verhindert, kann auf allogene Transplantate aus Spenderknochen zuriickgegriffen werden. Hier-
bei besteht die Gefahr einer Immunreaktion und infolgedessen einer Transplantatabstofsung
sowie der Ubertragung von Krankheitserregern. Alternativ zu Allotransplantaten werden auch
kiinstliche Transplantate aus Keramiken oder Biopolymeren eingesetzt. Fiir spezifische the-
rapeutische Applikationen ist eine Vielzahl solcher synthetischer oder natiirlicher Ersatzstoffe
erhéltlich. Thre Fahigkeit, die Bildung von Knochengewebe zu induzieren (Osteoinduktion),
ihre Integration in das Empfingergewebe, ihre mechanischen Fahigkeiten und ihr Uberdauern

nach der Transplantation sind bisher jedoch noch nicht vollstédndig zufriedenstellend.

Auf dem Gebiet des Tissue Engineerings wird intensiv daran gearbeitet, funktionelle Ge-
webeimplantate im Labor herzustellen. Die grundlegende Strategie zur Generierung solcher
funktionaler Konstrukte ist die Besiedelung von Trigermaterialien mit Zellen”®. Diese syn-
thetisieren ihre eigene spezifische extrazellulare Matrix und modifizieren so die mechanischen
Eigenschaften des gesamten Konstruktes. Indem bereits von vornherein ein gewebeartiges
Konstrukt implantiert wird, muss die Besiedelung nicht erst im Korper erfolgen, und die
Heilung wird entscheidend beschleunigt. Die Zellen auf dem Konstrukt fordern iiberdies die
Integration des Implantates in das umliegende Gewebe.

Forschungsschwerpunkte auf dem Gebiet des Tissue Engineerings sind heute vor allem auf
die zu verwendenden Zellen, die Eignung von Biomaterialien und die Bedingungen der Kul-
tivierung von Zellen und zellbesiedelten Konstrukten gerichtet. Um Immunreaktionen und

die Ubertragung von Krankheiten zu verhindern, wird in der Regel eine autologe Zellquel-
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le verwendet!'?. Fiir die Isolierung von Knochenzellen ist jedoch wiederum die Entnahme
von Knochengewebe erforderlich. Dariiberhinaus proliferieren primére Knochenzellen nur in
geringem Mafe, so dass sich eine Expansion bis zu gewebedhnlichen Zelldichten schwierig ge-
staltet. Hervorragend fiir das Tissue Engineering von Knochen geeignet sind mesenchymale
Stammzellen — nicht festgelegte Vorlauferzellen, die zu Knochenzellen differenzieren kénnen.
Mesenchymale Stammzellen konnen aus verschiedenen Geweben, darunter Fettgewebe und
Knochenmark, autolog gewonnen werden und weisen in vitro ein hohes Proliferationspotenzi-
al auf?!,

Biomaterialien werden nach Gesichtspunkten der Biokompatibilitit, der Zelladhésion und
ihrer mechanischen Eigenschaften ausgewahlt. Haufig kommen im Tissue Engineering von
Knochen Keramiken, Metalle und synthetische wie natiirliche Polymere zum Einsatz?”. Die
Oberfliche der Tragermaterialien kann zusétzlich zu den bei der Herstellung angewandten
Techniken zur Oberflichengestaltung biochemisch funktionalisiert werden. Uber die Immo-
bilisierung bioaktiver Molekiile wie Adhésions- und Wachstumsfaktoren kénnen spezifische
Signale an die Zellen iibermittelt, und zelluldre Prozesse wie Adhésion, Proliferation und Dif-
ferenzierung gezielt gesteuert werden.

Ein entscheidender Schritt bei der Herstellung kiinstlichen Gewebes ist die Kultivierung der
Zellen und des zellbesiedelten Konstruktes. Ubliche statische Kultivierungsmethoden unter-
liegen hauptséchlich zwei Limitierungen. Einerseits hat sich gezeigt, dass in statischer Kultur
hergestellte Gewebekonstrukte gegeniiber dem nativen Gewebe deutlich verminderte mecha-
nische Eigenschaften aufweisen’. Indem withrend der Kultivierung eine mechanische Stimu-
lation appliziert wird, konnen die Zellen an ihre zukiinftige mechanisch aktive Umgebung
gewOhnt werden. Fiir Knochenzellen haben sich dabei besonders die zyklische Dehnung und
die fliissigkeitsinduzierte Scherbeanspruchung bewéahrt. Dies sind auch die im nativen Kno-
chen vorherrschenden Krifte. Die Kontraktion von Muskeln iibt eine Zugkraft gegen den
Knochen aus, an dem sie tiber Sehnen verankert sind. In den kleinen Kanélchen (Canaliculi)
des Knochens spielen vor allem Fliissigkeitsstromungen eine Rolle, die eine Scherbeanspru-
chung auf die angrenzenden Knochenzellen ausiiben. Dariiber hinaus hat sich gezeigt, dass die
mechanische Stimulation selbst auch differenzierend auf mesenchymale Stammzellen wirken
kann’. Andererseits basieren in statischen Systemen die Néhr- und Sauerstoffversorgung und
der Abtransport von metabolischen Abfallprodukten auf Diffusionsprozessen, die fiir Zellen
in dicht und mehrschichtig bewachsenen Konstrukten nicht mehr ausreichend sind. Dieser
Beschrinkung statischer Kultivierung wird mit speziell entwickelten Bioreaktoren begegnet.
Uber unterschiedliche Ansitze zur Durchmischung und Zirkulation des Kulturmediums wird
die Diffusionslimitierung minimiert. Durch die Verwendung von Bioreaktoren kénnen hoch-
dichte dreidimensionale Gewebekonstrukte generiert werden, in denen die Zellen in ihre ge-

webetypische extrazellulire Matrix eingebettet sind'%*.



2. Aufgabenstellung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Generierung funktionaler Knochenkonstrukte im Rahmen
des Tissue Engineerings. Als Zellquelle fiir diese Konstrukte finden mesenchymale Stammzel-
len aus dem Fettgewebe (adMSCs) Verwendung, die zu Knochengewebe differenziert werden.
Diese osteogene Differenzierung wird zundchst mittels der DNA-Chip-Technologie auf Gen-
expressionsebene detailliert analysiert. Die fiir die Differenzierung der Zellen erforderlichen
Kultivierungsbedingungen werden ermittelt, indem die Effektivitit unterschiedlicher osteoin-

duktiver Zusétze zum Kulturmedium verglichen wird.

Um die osteogene Differenzierung nicht erst am Endpunkt einer Kultivierung bestimmen zu
kénnen, sondern auch durch Messung im Kulturiiberstand den zelluldren Status ermitteln
zu konnen, soll ein Protein-Chip entwickelt und etabliert werden. Mit diesem sollen spezi-
elle, fiir Knochen spezifische Markerproteine qualitativ und quantitativ nachzuweisen sein.
Die Oberfliche des Chips soll aus dreidimensional strukturiertem pordsen Polymethacrylat
aufgebaut werden. Zunéchst ist die Eignung einer solchen Oberfliche fiir den Einsatz in der
Protein-Chip-Technologie zu untersuchen. Im Folgenden soll dann ein Nachweissystem fiir

knochenspezifische, ins Kulturmedium sekretierte Proteine aufgebaut werden.

Der thematische Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf dem Einsatz dynamischer Kultivierungs-
bedingungen fiir die Entwicklung funktionaler Gewebestrukturen. Ein System zur Applikation
von mechanischer Stimulation in Form von zyklischer Dehnung wird in Zusammenarbeit mit
der Feinmechanik- und Elektronikwerkstatt des Instituts fiir Technische Chemie der Leibniz
Universitdat Hannover in der Tierzellkultur eingefiihrt. Mit diesem System wird im Folgenden
der Einfluss zyklischer Dehnung auf zelluldre Prozesse wie Proliferation und Differenzierung
untersucht. Die Effektivitat unterschiedlicher zeitlicher Stimulationsmuster wird in Hinblick
auf die Induktion von zelluldren Differenzierungs- und Anpassungsmechanismen verglichen.
Die Dehnung erfolgt zunéchst auf einem Silikonsubstrat mit planarer Oberflache und soll dann

auf ein Tragermaterial mit dreidimensionaler Struktur ausgeweitet werden.

Ein weiterer wichtiger Schritt fiir die Generierung eines Knochenkonstruktes ist die dyna-
mische Kultivierung der Zellen in einem Bioreaktorsystem auf einer geeigneten Trégersub-
stanz. Die mesenchymalen Stammzellen werden auf Sponceram® — einer von der Zellwerk

GmbH entwickelten Zirkondioxid-Keramik — kultiviert. Sponceram® soll iiberdies funktio-
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nalisiert werden, indem bioaktive Liganden, gebunden an polymere Spacermolekiile, auf der
Oberflaiche immobilisiert werden. Die Eignung von oxidierter Polymethacrylamidoglukose und
von Poly(Methacrylamidoglukose-co-Vinylpyrrolidon-co-Acrolein) als Spacer fiir den Einsatz
in der Zellkultur soll untersucht werden. Kompositmaterialien aus Sponceram® und Poly-
merspacern, an die bioaktive Liganden gekoppelt waren, werden in der Zellkultur getestet.
Als bioaktive Liganden kommen einerseits Poly-L-Lysin und ein RGD-Peptid zum FEinsatz,
um die Zelladhdsion auf dem Tragermaterial zu verbessern und andererseits BMP-2, um der

Keramik osteoinduktive Eigenschaften zu verleihen.

Das Z® RP-Bioreaktorsystem (entwickelt von der Zellwerk GmbH) soll angewandt werden,
um dreidimensionale Knochenkonstrukte aus mesenchymalen Stammzellen auf Sponceram®-
Triagern zu generieren. Unterschiedliche Fiitterungsstrategien sollen dabei angewandt und
verglichen werden. Ziel ist eine Gewebestruktur bestehend aus hochdicht wachsenden Zellen,

die in selbstproduzierte knochenspezifische extrazelluldre Matrix eingebettet sind.

Mit dieser Arbeit werden verschiedene Aspekte des Tissue Engineerings vereint. Unter Ver-
wendung mesenchymaler Stammzellen und eines funktionalisierten Trégermaterials werden
unter dynamischen Kultivierungsbedingungen gewebeartige Knochenkonstrukte hergestellt.
Mechanische Stimulation in Form von zyklischer Dehnung wird appliziert, um die biophy-
sikalischen Eigenschaften des Knochegewebes zu verbessern, wiahrend die Kultivierung im

Drehbettbioreaktor das Gewebewachstum optimiert.



3. Theoretische Grundlagen

3.1. Knochen

Knochengewebe ist ein dynamisches, hochgradig vaskularisiertes Gewebe mit einer intrinsi-
schen Kapazitit zur Heilung und zur Umstrukturierung ( Remodeling)*®. Seine Hauptrolle be-
steht in der Stiitzfunktion, er dient aber auch als Calciumspeicher. Dariiber hinaus unterstiitzt
das Skelett die Muskelkontraktion und schiitzt die inneren Organe. Abgesehen vom Zahnma-
terial ist der Knochen das hérteste Gewebe des menschlichen Korpers. Eine Kombination aus
mineralischer Hartsubstanz und flexiblen organischen Fasern verleihen dem Knochengewebe

Harte, ohne dass es dabei sprode ist.

Die Knochenzellen (Osteozyten) liegen einzeln in Lakunen (H6hlen) umgeben von harter Ma-
trix und sind untereinander durch lange diinne Ausléufer netzartig verbunden. Die Interzel-
lularsubstanz oder extrazellulire Matrix besteht zu 50 Prozent aus anorganischer Substanz,
zu 25-30Prozent aus organischer Substanz und zu 20-25Prozent aus Wasser. Die organi-
sche Substanz setzt sich hauptséchlich aus Kollagen TypI (95 %) und einem geringen Anteil
an Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen zusammen. Die anorganische Matrix besteht
im Wesentlichen aus Mineralsalzen, wobei Calciumphosphat in Form von Hydroxylapatit-
Kristallen [3Ca3(POy4)2 Ca(OH)2| den Hauptteil ausmacht (86 %). Die restliche anorganische
Matrix umfasst Calciumcarbonat (10 %) und geringe Mengen an Magnesiumphosphat, Cal-
ciumfluorid, Calciumchlorid und Alkalisalze. Die Apatitkristalle liegen in Léngsanordnung
parallel zu den Kollagenfasern, wobei die anderen organischen Bestandteile der extrazellu-
liren Matrix verbindend wirken'??. Die Knochensubstanz wird von Osteoblasten gebildet,
den Vorldufern der Osteozyten. Diese sondern in exozytotischen Vesikeln an Phospholipide
und Proteine komplexartig gebundenes Calcium ab sowie Phosphatasen (Alkalische Phospha-
tase und Pyrophosphatase), die Phosphat-Ionen von im Blut transportierten Phosphorsiu-
reestern abspalten. Die Phosphat-Ionen und das Calcium der Vesikel bilden intravesikulér
Calciumphosphat [Cag(POy)s], aus dem grofere Hydroxylapatit-Kristalle entstehen. Durch
das Kristallwachstum platzen die Vesikel, und die Apatitkristalle werden an Kollagenfasern
angelagert, wo sie als Kristallisationskeime fiir nachfolgend gebildetes Hydroxylapatit wir-

ken. Die Kollagenfasern werden auf diese Weise komplett von Hydroxylapatit umgeben®?. Die
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Knochenmatrix dient dem Korper als Calciumspeicher und ist stédndigem Auf- und Abbau
unterworfen. Das gesamte Knochencalcium des Korpers wird binnen ca. 200 Tagen einmal

ausgetauscht.

Die Knochenbildung lduft in zwei unterschiedlichen Prozessen ab. Bei der desmalen Ossifika-
tion differenzieren unspezifische mesenchymale Vorlauferzellen zu Osteoblasten, die zunéchst
eine nicht mineralisierte Matrix (Osteoid) abscheiden. In diese werden gebiindelte Kollagenfa-
sern eingebaut, an denen dann die Mineralisierung stattfindet. Knochen, die durch die desma-
le Ossifikation entstehen, sind das Schideldach und das Schliisselbein. Die meisten Knochen
werden jedoch indirekt {iber den Umbau von hyalinem Knorpel gebildet (enchondrale Ossifi-
kation). Diese beginnt schon wiahrend der Embryonalzeit und endet erst beim ausgewachsenen
Menschen % 123,

Noch wihrend der Embryonalentwicklung wird das primér gebildete Knochengewebe (Ge-
flechtknochen) in bleibenden Knochen (Lamellenknochen) umgewandelt. Im priméren Ge-
flechtknochen liegen die Kollagenfasern ohne besondere Orientierung vor, wihrend im La-
mellenknochen parallel angeordnete Kollagenfasern in Schichten arrangiert sind. Fiir diesen
Umbau schaffen Osteoklasten (Knochenabbauzellen) Kanéle, an deren Wénden sich Osteo-
blasten ansiedeln und Knochenmatrix abscheiden. Darin werden Kollagenfasern parallel und
spiralig steigend eingelagert und von Hydroxylapatit-Kristallen umgeben. Die Osteoblasten
der ersten Lage teilen sich mitotisch und die Tochterzellen lagern innen eine zweite Lamelle
auf die erste auf, wobei die Kollagenfasern gegenlaufig gekreuzt zu denen der ersten Lamelle
orientiert sind. Auf diese Weise werden weitere Lamellen gebildet, bis das Kanallumen so
eng ist, dass nur noch die zur Erndhrung notwendigen Blutgefifse und etwas Bindegewebe
Platz finden. Das gebildete System aus fiinf bis zwanzig (und mehr) ineinandergeschachtelten
Rohrenlamellen mit einem zentralen Kanal (Haversscher Kanal) heiftt Haverssches System
oder Osteon. Die Osteoblasten werden, sobald sie sich selbst vollstdndig mit Knochenmatrix
umgeben haben, zu mitotisch inaktiven Osteozyten und sondern auch keine Knochenmatrix
mehr ab. Die Osteozyten liegen flach und komprimiert zwischen den einzelnen Lamellen. Uber
diinne Ausléufer, die in winzigen Kanélen (Canaliculi) verlaufen, bleiben sie mit benachbarten
Zellen (auch {iber die Beschrinkung der Lamellen hinweg) in Kontakt!'® 123,

Bei Langknochen, wie Oberarm- und Oberschenkelknochen, Schien- und Wadenbein, ist nur
die dufsere Schicht aus harten, kompakten Haversschen Systemen (Compacta) aufgebaut. Das
Innere besteht aus einem Schwammwerk (Spongiosa) feiner Knochenbélkchen, dessen Maschen
mit Knochenmark gefiillt sind. Die groffen R6hrenknochen haben in ihrem Schaft eine von
Knochensubstanz freie Markhohle, wahrend in der Niahe der Knochenenden (Epiphysen) und
in diesen selbst das Knocheninnere von Spongiosa durchzogen ist, wie es auch in den kurzen

Knochen der Fall ist. Das urspriingliche, primére Knochenmark besteht aus dem Mesenchym,
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Abbildung 3.1.: Aufbau von Langknochen. Die Epiphyse ist komplett gefiillt mit Spongiosa,
wahrend die Epiphyse aufsen aus kompaktem Knochengewebe besteht und innen zur Mark-
hohle hin {iberzogen ist mit einer diinnen Schicht Spongiosa. Die Compacta ist aufgebaut
aus Haversschen Systemen, die aus Lamellen (Kollagenfasern und Hydroxylapatit), dazwi-
schenliegenden Osteozyten und dem zentralen Haversschen Kanal mit der Blutversorgung
bestehen. Quelle: atlasofanatomy.com.

das wahrend der enchondralen Ossifikation in den knorpeligen Vorlédufer einwandert und sich
einerseits an der Knochenbildung beteiligt und andererseits Blutzellen hervorbringt. Blutbil-
dendes und daher rotes Mark bleibt bis ins Alter nur in den Knochen des Stammes vorhanden,
wihrend das Mark in den Knochen der Extremitiiten verfettet (gelbes oder weifes Mark)!'%.
Der Umbau des Knochengewebes endet nicht mit Abschluss des Knochenwachstums, sondern
findet auch noch im Knochengewebe des Erwachsenen statt, allerdings immer weniger mit zu-
nehmendem Alter. Dadurch wird eine Anhdufung von Mikroschéden im Knochengewebe ver-
hindert. Durch Aufbau, Resorption und strukturellen Umbau kann sich dabei das Knochenge-
webe den Erfordernissen der Belastung anpassen®®. Wird durch erhohte Belastung (Training)
die Muskulatur kréftiger, reagiert der Knochen mit entsprechendem Dickenwachstum. Nicht
allein die Druckbelastung, sondern vor allem die Zugbeanspruchung durch die Muskulatur

beeinflusst wesentlich die Architektur des Knochens und seine dufere Formung'?% %9,
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Knochengewebe verfiigen iiber eine intrinsische Fahigkeit zur Selbstheilung. So kénnen die
dufere Knochenhaut (Periost) und die innere Knochenhaut (Endost, zwischen Compacta und
Spongiosa) jederzeit neue Knochensubstanz bilden. Die Heilung von Knochenbriichen erfolgt
hauptséchlich durch die Beteiligung der Knochenhédute. Durch den Reiz der Verletzung, mit
der jeweils auch eine Blutung (aus Geféfien des Periosts und den Haversschen Gefafsen) verbun-
den ist, bilden sie einen Kallus ({iberschiissig gebildeter jugendlich geflechtartiger Knochen),
der die Bruchstiicke miteinander verbindet. Der primér gebildete Geflechtknochen wird wieder
in Lamellenknochen umgebaut'”?>2%,

Grofsere Knochendefekte kénnen jedoch nicht mehr ohne weiteres repariert werden und bediir-
fen einer Knochentransplantation. Defekte kritischer Grofe (critical size defects), bei denen
mehrere Zentimeter Gewebe ersetzt werden miissen, kénnen infolge eines Traumas, einer Infek-
tion, einer Tumorerkrankung oder der Entfernung von orthopédischen Implantaten auftreten.
Derzeitige Behandlungsstrategien basieren entweder auf autologen oder allogenen Transplan-
taten oder auf Metallen, Keramiken bzw. Polymeren. Die autologe Transplantation ist dabei
der klinische ,Goldstandard“. Dabei wird eine Knochensektion vom Patienten selbst in den
Defekt transplantiert. Fin solches Transplantat liefert osteogene Zellen zusammen mit den es-
sentiellen osteoinduktiven — die Knochenbildung induzierenden — Faktoren. Gegeniiber einer
allogenen Transplantation von Spenderknochen haben autologe Transplantate den Vorteil,
dass keine Immunreaktion hervorgerufen wird, die in einer Implantatabstoffung resultieren
kann. Auch die Ubertragung von Krankheiten und die ,/ Transplantat-Wirt-Reaktion* (graft
versus host disease, GVHD) treten nicht auf. Die Entnahme von Gewebe zur Transplantation
(meistens aus dem Beckenkamm) ist jedoch ein zusédtzlicher Eingriff und kann zu langwierigen
Beschwerden fiihren. Aufterdem ist die Menge an Knochen fiir die Entnahme limitiert.

Eine interessante Alternative zu Allo- und Autotransplantaten sind Biomaterialien wie Ke-
ramiken und Biopolymere, da sie nicht den Limitierungen von Spenderknochen unterliegen.
Fiir spezifische therapeutische Applikationen ist eine Vielzahl synthetischer Ersatzstoffe er-
héltlich. Thre Einsetzbarkeit ist jedoch durch einige Defizite eingeschrankt: Sie verfiigen nicht
in ausreichendem Mafe iiber die Fahigkeit, die Bildung von Knochengewebe zu induzieren.
Ihre Integration in das Empfingergewebe ist nur gering, ihre mechanischen Eigenschaften
miissen noch verbessert werden und ihre Lebensspanne nach der Transplantation ist deutlich
zu niedrig.

Eine Losung fiir die genannten Schwierigkeiten wird in dem Feld der kiinstlichen Gewebe-
zucht, dem Tissue Engineering, angestrebt. Hierbei werden zur Herstellung von Implantaten
Biomaterialien mit Zellen kombiniert, um die Geweberekonstruktion entscheidend zu unter-

stitzen.
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3.2. Tissue Engineering von Knochen

Beim Tissue Engineering wird die Herstellung funktionaler Gewebe in vitro angestrebt, um
sie als biologische Ersatzmaterialien fiir verletzte oder erkrankte Gewebe und Organe in vivo
zu implantieren”®. Konzepte basierend auf dem Tissue Engineering werden nicht nur fiir die
Regeneration von Knochen, sondern fiir nahezu alle Gewebe verfolgt, darunter auch Knor-
pel'”® Leber!''®, Muskel’" 1%, Haut'??, Blutgefike® und Herzklappen”®. Der generelle Ansatz
im Tissue Engineering ist dabei, geeignete Zellen auf einem Geriistmaterial anzusiedeln, das
die Form und die mechanischen Eigenschaften des fertigen Konstruktes bestimmt. Biologische
Stimuli bestehend aus Wachstumsfaktoren oder mechanischen Faktoren steuern die Organi-

sation, Proliferation und Differenzierung der Zellen.

3.2.1. Biomaterialien

Gewebe bestehen grundsétzlich aus Zellen, die mehr oder weniger stark in eine extrazellu-
lare Matrix eingebettet sind. Die Matrix ist dabei nicht nur reine Gertiistsubstanz, sondern
fungiert vor allem als gewebespezifische Umgebung, die Nahrstoffe und Wasser liefert und
iiber Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiv an der Signaltransduktion teilnimmt. Im Tissue
Engineering miissen die einzelnen chemischen, biologischen, physikalischen und strukturel-
len Eigenschaften des Geriistmaterials daher spezifisch an das jeweilige Zielgewebe angepasst
werden. Fundamentale Eigenschaften miissen aber unabhéngig vom Zielgewebe fiir jede Ap-

plikation gewéhrleistet sein.

Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Integration des Konstruktes in das Empfangergewe-
be ohne eine Immunreaktion hervorzurufen ist die Biokompatibilitdt. Offenporige Strukturen
erlauben das Einwachsen von Zellen und gewéhrleisten die Diffusion von Néahrstoffen und
Sauerstoff sowie den Abtransport von metabolischen Nebenprodukten. Auch fiir die Vasku-
larisierung ist die Porositdt notwendig. Die Poren diirfen nicht zu klein sein, da sie sonst
durch Zellen verstopfen konnen, was die Penetration von Zellen ins Innere verhindert bzw.
zum Absterben innerer Zellschichten durch Mindererndhrung fithrt. Zu grofe Poren hingegen
vermindern die mechanische Stabilitdt des Konstruktes. Fiir die Konstruktion eines Knochen-
ersatzgewebes haben sich Porengrofien von 200-900 um bewihrt %27, Die Oberfliche selbst
muss eine gewisse Rauigkeit aufweisen, um die Zelladhésion zuzulassen, ein Vorgang, der
zusétzlich durch chemische und biologische Modifikationen der Oberflache beeinflusst werden
kann. Die mechanische Stabilitdt muss den Anforderungen des jeweiligen Gewebes angeglichen
werden. Das Konstrukt muss dem hydrostatischen Druck im Gewebe standhalten, ohne dass
seine Porenstruktur kollabiert. Die in der Klinik héufig eingesetzten Implantate aus Kerami-

ken und Metallen werden im Korper kaum abgebaut und bleiben immer ein Fremdkorper. Im
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Tissue Engineering wird ein bioabbaubares Ersatzmaterial angestrebt. Die Abbauraten miis-
sen dabei jedoch genau gesteuert werden, da ein zu schneller Abbau die Geweberegeneration
behindern wiirde und aufserdem zu einer Anh&ufung von Abbauprodukten des Konstruk-
tes fiihrt, die in hoheren Konzentrationen toxisch sein kénnen (z.B. Calcium-Ionen). Ein zu
langsamer Abbau hingegen verringert das Einwachsen von Gewebe, was wiederum zu einer
verlangsamten Regeneration fiihrt. Erschwerend kommt hinzu, dass die Resorptionsraten ent-
scheidend beeinflusst werden von individuellen Faktoren wie dem Gesundheitszustand und
Alter des Empféngers. Solange die Bioabbaubarkeit nicht punktuell und individuell gesteuert
werden kann, werden auch weiterhin nicht (oder nur sehr langsam) abbaubare Biomaterialien

Einsatz finden.

Fiir die In-vitro-Herstellung funktionalen Knochengewebes steht im Hinblick auf die Stiitz-
funktion von Knochen vor allem die mechanische Stabilitdt bei der Wahl eines geeigneten
Biomaterials im Vordergrund. Weitere entscheidende Faktoren sind die Féhigkeit, die Mi-
gration osteogener Zellen zur Implantatoberfliche zu unterstiitzen (Osteokonduktion) sowie
Stammzellen und Knochenvorldufer zu rekrutieren und deren osteogene Differenzierung zu
steuern (Osteoinduktion)”. Hauptsiichlich kommen Metalle, Keramiken und natiirliche oder
synthetische Polymere zum Einsatz, wobei Metalle und die meisten Keramiken biologisch
nicht abbaubar sind.

Metalle wie Titan sind biokompatibel und koénnen fiir Hartgewebe eingesetzt werden™ 2. Thre
Effizienz kann durch Beschichtungen mit bioaktiven Molekiilen verbessert werden. So kénnen
Komponenten der extrazelluldren Matrix die osteogene Differenzierung unterstiitzen.
Viele Arbeiten zeigten Erfolge mit natiirlichem oder synthetischem Hydroxylapatit?> 120191
und B-Tricalciumphosphat'?’, die iiber hervoragende osteokonduktive und osteoinduktive Ei-
genschaften verfiigen. Hydroxylapatit ist hochgradig stabil und fest, aber nicht resorbierbar
und verbleibt iiber Jahre an der Transplantationsstelle. -Tricalciumphosphat dagegen ist
deutlich besser resorbierbar, aber leicht briichig. Viele Studien beschéaftigen sich daher mit
Kompositmaterialien aus Hydroxylapatit und §-Tricalciumphosphat in unterschiedlichen Zu-
sammensetzungen '’ "

Polymere haben gegeniiber Metallen und den meisten Keramiken den Vorteil, bioabbaubar zu
sein. Beim Tissue Engineering von Knochen kommen einige natiirliche Polymere zum Einsatz,
die ein geringes immunogenes Potenzial aufweisen und moglicherweise bioaktiv sind. So sind

100, 132

Kollagen'"" 1% Fibrinogen , Chitosan', Stirke'””, Hyaluronsiure”! und Polyhydroxybu-

tyrat'?® als Geriistsubstanz im Tissue Engineering von Knochen beschrieben worden. Synthe-

tische Polymere haben gegeniiber den natiirlichen den Vorteil, dass ihre Materialeigenschaften
ohne weiteres gesteuert und modifiziert werden kénnen. Bekannte Vertreter sind vor allem Po-
lyhydroxycarbonséuren (Poly-L-Milchsiure PLA??, Polymilch-co-glykolsdure PLGA®?) und

Poly (e-caprolacton)*!.



3.2. TISSUE ENGINEERING VON KNOCHEN 13

3.2.2. Biologische Stimuli

Um die Verteilung, Proliferation und Differenzierung von Zellen auf einem Geriist zu steuern,
konnen biologische Stimuli wie Hormone und Zytokine (z.B. Wachstums- und Adhésions-
faktoren) oder auch mechanische Signale eingesetzt werden. Bioaktive Molekiile kénnen an
der Oberfliche der Geriistsubstanz immobilisiert bzw. in die pordse Struktur eingebracht
und im Idealfall kontrolliert freigesetzt werden. Dadurch sind sie ldngere Zeit verfiighar als
bei einer einmaligen Applikation. Die Biomolekiile, die beim Tissue Engineering von Kno-
chen hiufig zum Einsatz kommen, sind Knochenmorphogenese-Proteine! (bone morphogene-
tic proteins, BMPs), transformierender Wachstumsfaktor-3'"* (transforming growth factor-g3,
TGF-f), Insulin-artige Wachstumsfaktoren (insulin-like growth factors, IGF)'*"  vaskulir-
endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF)?, Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-2 (fibroblast growth factor-2, FGF-2)''' und Plittchen-entstammender
Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor, PDGF)!".

Die Entdeckung der BMPs geht zuriick auf Urist, der 1965 die Entdeckung machte, dass
demineralisierte Knochenmatrix eine Knochenbildung an einer fiir Knochen untypischen Ge-
webestelle auslésen kann (ektopische Knochenformierung)'"®. Diese Eigenschaft wurde spiter
auf die in der Knochenmatrix enthaltenen BMPs zuriickgefiihrt. Sie gehoren zu der TGF-g-
Superfamilie und bilden eine Gruppe von Signalproteinen, von denen BMP-2, -4, -6 und -7
diejenigen mit der stirksten osteoinduktiven Wirkung sind'”’. BMPs werden generell in die
Knochenmatrix eingebaut und verstarkt wahrend der frithen Phase der Knochenheilung ex-
primiert. Dabei ist ihre Hauptaufgabe die Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen und
deren Differenzierung zu Knochenzellen. Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht
vollstandig aufgeklért, aber BMP-2 wird eine Rolle bei der Expression osteogener Marker
wie Alkalischer Phosphatase und Osteocalcin zugeschrieben. Dies erfolgt vermutlich durch
Beeinflussung des Signaltransduktionswegs der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAP-
Kinasen). Auferdem ist BMP-2 wohl auch involviert in die Expression des Transkriptions-
faktors Cbfa-1/Runxz2, der frith in der Knochenbildung exprimiert wird. BMP-2 wurde be-
reits erfolgreich in priklinischen und klinischen Studien eingesetzt’%*?. Unter dem Namen
InductOs® ist rekombinant hergestelltes BMP-2 als Medikament zur unterstiitzenden Be-
handlung bei Knochenfrakturen Bandscheibenerkrankungen zugelassen.

TGF-3 ist ein Wachstumsfaktor mit vielfaltiger Wirkung. Unter anderem stimuliert er die
Proliferation und die Kollagenproduktion von Osteoblast-artigen Zellen'*” 'Y IGF wird nach
einer Knochenverletzung im heilenden Gewebe gefunden, wo es die Synthese von Kollagen I
und die Matrixbildung fordert®. Als potenter angiogener Faktor tritt VEGF verstérkt in hoch-
gradig vaskularisierten Geweben auf. Im Tissue Engineering wird VEGF hauptséchlich einge-

setzt, um die Angiogenese im Implantat zu fordern'”?. FGF-2 reguliert im Korper das Gleich-
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gewicht zwischen knochenbildenden Zellen (Osteoblasten) und knochenresorbierenden Zellen
(Osteoklasten). In wvitro wird es eingesetzt bei der Expansion mesenchymaler Stammzellen,
wo es die Proliferation fordert und die Zellen in einem undifferenzierten Zustand halt''' 173,
PDGEF spielt insbesondere eine grofe Rolle bei der Angiogenese, ist aber wahrscheinlich auch
an der Knochenregeneration beteiligt”®. Von Osteoblasten, Blutplittchen und Makrophagen
produziert, beeinflusst PDGF wahrscheinlich die Migration mesenchymaler Stammzellen zur

Wundheilungsstelle'**.

Neben biologisch aktiven Molekiilen werden auch mechanische Faktoren wahrend der Kultivie-
rung in vitro eingesetzt, um die Proliferation und Differenzierung von Zellen zu steuern. Eine
gezielte physikalische Belastung bestehend aus Dehnung, Kompression, Fliissigkeitsscherstress
oder dhnlichem kann Einfluss nehmen auf den zelluldren Differenzierungsstatus. Auferdem
kénnen Zellen so auf eine zukiinftige, mechanisch aktive, Umgebung im Koérper vorbereitet
werden (vgl. Abschnitt 3.4 Mechanische Stimulation, Seite 26). Bioreaktoren werden im T'issue
Engineering hauptséchlich eingesetzt, um die Erndhrung von dicht besiedelten Zellkonstrukten
zu gewéahrleisten. In Bioreaktoren konnen Kultivierungsparameter wie pH-Wert, Sauerstoff-
partialdruck und Temperatur reguliert und an die aktuellen Bediirfnisse der Zellen angepasst
werden, wodurch Gewebe reproduzierbar hergestellt werden kénnen. Dariiber hinaus kann ei-
ne Bioreaktorkultivierung direkt kombiniert werden mit der Applikation einer mechanischen

Stimulation (z. B. fliissigkeitsinduzierter Scherstress in einem Perfusionsbioreaktor, s.u.).

Bioreaktoren

Die klassischen Anwendungen fiir Bioreaktoren sind die industrielle Fermentation, die Auf-
arbeitung von Brauchwasser und die Produktion pharmazeutischer Substanzen und rekombi-
nanter Proteine wie Antikorper, Wachstumsfaktoren, Vakzine und Antibiotika. Die Erfahrung
mit diesen Reaktoren wurde iibertragen auf die Entwicklung miniaturisierter Reaktoren spe-
ziell fir die Applikation im Tissue Engineering. Hier werden sie eingesetzt, um die Versorgung
von Zellen mit Sauerstoff und N&ahrstoffen sowie den Abtransport metabolischer Nebenpro-
dukte zu optimieren. Bei der herkémmlichen statischen Zellkultur in Petrischalen, speziellen
Kulturflaschen oder Mikrotiterplatten sind die Transportprozesse rein diffusionskontrolliert.
Mit dieser Beschrankung kénnen nur sehr kleine Konstrukte ausreichend versorgt werden.
Bei groferen Konstrukten werden vor allem die Zellen im Inneren unterversorgt und ster-
ben ab. Auf der Oberfliche des Geriistes verbleibt eine Schicht aus Zellen in der von ihnen
abgesonderten extrazellularen Matrix. Eine gleichméfig dreidimensionale Verteilung von Zel-
len wird so nicht erreicht und die morphologischen und biomechanischen Eigenschaften des
Konstruktes sind denen von nativem Gewebe weit unterlegen. Eine friithe Modellrechnung be-

statigte diese experimentellen Daten und sagte voraus, dass die maximal erreichbare Dicke
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Abbildung 3.2.: Bioreaktoren im Tissue Engineering. (a) Spinnerflasche, (b) Bioreaktor
mit rotierender Geféfiwand, (c) Hohlfaserreaktor, (d) Perfusionsreaktor, (e) Bioreaktor zur
Applikation einer physikalischen Kraft (hier Druck). Quelle: Martin et al.''?.

eines Gewebes nur einen Millimeter betrégt, sofern der Transport allein diffusionskontrolliert
ist'®!. Um ein Gewebe mit einer klinisch geeigneten Dicke zu generieren, ist die Modulation
des Massentransportes ein essentieller Schliisselfaktor fiir die Nahrstoffversorgung und den
Abtransport metabolischer Nebenprodukte und damit fiir die Vitalitdt der Zellen im Inne-
ren eines grofsen Geriistes. In einem Bioreaktor wird der diffusionskontrollierte Transport um
konvektive Prozesse ergédnzt, was die Versorgung der Zellen optimiert. Bioreaktoren liefen
erstmalig die Herstellung von Konstrukten zu, die dicker als einen Millimeter waren'*">"3.
Dariiber hinaus soll ein Bioreaktor eine geeignete Umgebung fiir die Zellproliferation und
-differenzierung schaffen. Grundsétzliche Kultivierungsparamter wie pH-Wert, Sauerstoffpar-
tialdruck und Temperatur miissen also regulierbar sein. Die kontrollierten Kultivierungspara-
meter in einem Bioreaktor ermdglichen eine reproduzierbare Herstellung von Geweben.

In einem Bioreaktor konnen iiberdies mechanische Stimuli appliziert werden, die den me-
chanisch aktiven Bedingungen in vivo dhneln und Einfluss nehmen auf Proliferation und
Differenzierung der Zellen. Die biologischen und mechanischen Eigenschaften des generierten
Gewebes konnen auf diese Weise entscheidend verbessert werden.

Damit die Gewebekonstrukte fiir klinische Versuche und einen spéteren Einsatz in der The-
rapie akzeptabel sind, muss die Kultivierung unter Einhaltung der Regeln der Guten Herstel-
lungspraxis (good manufacturing practice, GMP) durchgefithrt werden. Die GMP-Richtlinien
setzen einen Standard an die Produktionsabldufe und -rdume und sichern somit die Qualtitéat
der Produkte ab.

Spinnerflaschen Die hiufigsten fiir einen Einsatz im Tissue Engineering beschriebenen Bio-
reaktortypen sind Spinnerflaschen, Perfusionssysteme und Reaktoren mit rotierender Gefaf-

wand (rotating wall vessel, RWV, vgl. Abbildung 3.2). Spinnerflaschen werden in der Regel
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verwendet fiir die Kultivierung von Suspensionszellen. Das Medium und die in ihm suspendier-
ten Zellen werden mit einem Magnetriithrkern am Flaschenboden geriihrt. Fiir die Kultivie-
rung von Konstrukten aus adhérenten Zellen auf einer Geriistsubstanz wurden modifizierte
Spinnerflaschen beschrieben. Beispielsweise konnen die zellbesiedelten Geriistsubstanzen in
einem Korbchen oder mit Nadeln am Deckel befestigt im Medium héngen (vgl. Abbildung
3.2 (a)). Die turbulente Vermischung der Néhrstoffe in der Spinnerflasche verbessert die bio-
chemische Zusammensetzung und die Morphologie der hergestellten Gewebekonstrukte durch
Verringerung der Konzentrationsgrenzschicht an der Oberflache des Konstruktes. Verglichen
mit der statischen Zellkultur wiesen Konstrukte aus Spinnerflaschen héhere Zelldichten und
eine gleichmiRigere Verteilung der Zellen im Konstrukt auf'™. Die turbulente Strémung und
der damit verbundene erhchte Scherstress induzieren héufig um das Konstrukt herum die
Bildung einer fibrosen Kapsel, die die Erndhrung interner Zellen unterbindet. Obwohl die
Turbulenzen einen niitzlichen Effekt fiir den Massentransport haben, existiert ein empfindli-
ches Gleichgewicht zwischen der Erhéhung des Massentransfers und einer schidlichen Stérke
des entstehenden Scherstresses''?.

Hauptséchlich werden Spinnerflaschen im Tissue Engineering fiir eine dynamische Besiedelung
eingesetzt, bei der Zellen durch Kollision mit der Geriistsubstanz auf diese aufgebracht wer-
den®. Eine einheitliche Besiedelung legt den Grundstein fiir ein spéteres gleichmiifiig durch-
wachsenes Konstrukt, wird allerdings auch in einer Spinnerflasche nicht erreicht. Die Effizienz
der Besiedelung in der Spinnerflasche ist héufig gering und die Zellen wachsen hauptséchlich
an der Oberflache, was vermutlich auf eine ineffiziente Konvektion der Zellen in die innere

Region des Geriists zuriickzufiihren ist.

Rotating Wall Vessel In Bioreaktoren mit rotierenden Gefawanden, die urspriinglich von
der NASA entwickelt worden sind, werden die Konstrukte in einem dauerhaften Schwebezu-
stand kultiviert (vgl. Abbildung3.2, (b)). Die nach unten gerichtete Schwerkraft wird dabei
von der Zentrifugalkraft, die durch die Rotation der Gefifwand verursacht wird, aufgehoben”.
Die Drehung der Gefafswand verursacht eine laminare Mediumstromung, in der die Konstrukte
einer sehr geringen Scherbeanspruchung ausgesetzt sind. Auf dieser Technik basierende Syste-
me werden hauptsédchlich fiir die Generierung von Weichgeweben eingesetzt, die auch in vivo
keinen groferen Fliissigkeitsscherstress erfahren. Fiir die Herstellung von Knorpelkonstrukten
hat sich dieses System im Vergleich mit Spinnerflaschen und anderen Bioreaktoren besonders
bewéhrt, was sich in einer Forderung der chondrogenen Differenzierung und des Wachstums
von Knorpelgewebe auswirkte'”" 7. Knorpelzellen auf Microcarriern assemblierten spontan
zu groferen gewebedhnlichen Strukturen und erreichten eine Dicke von bis zu flinf Millime-
tern?. Fiir die Generierung von Hartgeweben wie Knochen allerdings hat sich diese Technik
im Vergleich als weniger leistungsfiahig herausgestellt. Sikavitsas et al. fiihrten eine vergleichen-

de Studie durch, bei der die Osteogenese mesenchymaler Stammzellen in drei verschiedenen
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Kultursystemen untersucht wurde'*®. Eine Nihrstofflimitierung wurde in allen drei Syste-
men beobachtet: im statischen System, in der Spinnerflasche und im Reaktor mit rotierender
Gefafswand. Zellwachstum und Mineralisierung fanden hauptséchlich auf der Obeflache der
Konstrukte statt. Im Reaktor mit rotierender Gefafswand war die Differenzierung der Zellen
sehr gering, was mit den geringen mechanischen Stimuli in Zusammenhang gebracht wurde.
Im statischen System war das Hauptproblem die limitierte Versorgung der Zellen in der Abwe-
senheit von Fliissigkeitsstromen. Trotzdem war hier die Differenzierung weiter fortgeschritten
als im Reaktor mit rotierender Gefaftwand. In der Spinnerflasche waren die Konstrukte am
weitesten ausgereift, die Zellzahl war am hochsten, Mineralisierung und Differenzierung wa-
ren am weitesten fortgeschritten. Demnach hat sich dieses Bioreaktorsystem mit rotierender

Wand fiir die Herstellung grofser Gewebekonstrukte als wenig geeignet erwiesen.

Hohlfaserreaktoren Hohlfaserreaktoren werden hauptsichlich fiir die Proteinproduktion

t3992 und bestehen aus Hohlfasern, in denen die Zellen kul-

durch Séugetierzellen eingesetz
tiviert werden, umspiilt von Medium, aus dem die Zellen Néhrstoffe entnehmen und an das
sie die produzierten Proteine abgeben (vgl. Abbildung 3.2 (c)). Modifizierte Hohlfaserreakto-
ren wurden auch fir die Herstellung von Sdugergeweben in wvitro vorgeschlagen. Ein solcher
Hohlfaserreaktor besteht in seiner einfachsten Form aus einem geschlossenen Gefaft gefiillt
mit Medium und Zellen, in die ein Biindel semipermeabler Hohlfasern eingebracht ist. Die
Hohlfasern stellen den Zellen Néahrstoffe zur Verfiigung und transportieren Stoffwechselne-
benprodukte ab; sie spielen also eine dhnliche Rolle wie Blutgefafie in vivo. Der Hauptvorteil
eines solchen Reaktors ist, dass Nahrstoffe ins Innere eines Gewebes gebracht werden kénnen.
Allerdings entstehen an den Hohlfasern bedeutende Gradienten von Néhrstoffen und Stoff-
wechselnebenprodukten, was wiederum zu einer heterogenen Verteilung von Zellen fiihrt!'®37,
Unmittelbar um die Hohlfaser herum entsteht eine gut versorgte Zellschicht, mit steigendem
Abstand jedoch nimmt die Versorgung ab. Davon sind Zelldichte, Morphologie und Differenzie-
rung betroffen. Fiir eine homogene Zellpopulation ist daher eine sehr hohe Zahl an Hohlfasern
notwendig. Potter et al. berichteten von der Herstellung eines ein Millimeter dicken Knor-
pelkonstruktes in einem Hohlfaserreaktor'”. Dies stellt jedoch nur eine geringe Verbesserung
gegeniiber Reaktoren basierend auf einem Riihrgefafs dar.

Fiir die Herstellung von Hartgeweben ist ein Hohlfaserreaktor jedoch wenig geeignet: Kno-

chenzellen kénnen durch Einlagerung von Calcium in die extrazellulire Matrix eine Diffusi-

onssperre errichten, die eine Erndhrung der néchstduferen Zellschicht stark behindert.

Perfusionsbioreaktoren Das Konzept des Hohlfaserreaktors wurde ausgeweitet auf ein Sys-
tem, in dem Medium kontinuierlich durch eine dreidimensionale offenporige Geriistsubstanz
stromt, die mit Zellen besiedelt ist (vgl. Abbildung 3.2 (d)). Der diffusionskontrollierte Mas-

sentransport wird hierbei nicht nur an der Peripherie des Konstruktes sondern auch im Inneren
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des Konstruktes um konvektive Prozesse erganzt. Zuséatzlich wird durch die Fliissigkeitsstro-
mung eine mechanische Stimulation in Form von Scherbeanspruchung induziert. Die Tatsache,
dass Fliissigkeitsscherstress die Osteogenese in vivo bekanntermafien férdert, hat dazu gefiihrt,
dass Perfusionssysteme héufig bei der Entwicklung von Knochengewebekonstrukten Einsatz
finden'>?. Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, die parallel unter statischen
Bedingungen und in einem Perfusionssystem kultiviert wurden, zeigten einen stark erhéhten
Mineralisierungsgrad der von den Zellen im Perfusionsreaktor abgeschiedenen extrazellulé-
ren Matrix'®. Auf dem statisch kultivierten Konstrukt hatten sich die Zellen nur auf der
Oberflache angesiedelt, wihrend Zellen und extrazelluldre Matrix in dem Konstrukt im Per-
fusionssystem homogen verteilt waren.

Perfusionsreaktoren werden nicht nur zur Kultivierung sondern auch zur Besiedelung von Ge-
riistsubstanzen genutzt'®?. Gegeniiber der konventionellen statischen Besiedelungsmethode
fiihrt die dynamische Besiedelung im Perfusionssystem zu hoheren anfanglichen Zelldichten
und zu einer einheitlichen Verteilung von Zellen und extrazelluldrer Matrix im Konstrukt'??.
Die guten Ergebnisse mit Perfusionsreaktoren zeigten, dass eine angemessenene Perfusion
fiir die Generierung funktionaler Knochenkonstrukte forderlich ist. Auch in vivo werden die

Umbauprozesse des Knochens von der Stromung interstitieller Fliissigkeit beeinflusst.

Mechanisch stimulierende Reaktoren Mechanische Dehnung, Beugung, Torsion, Kompres-
sion und zyklischer hydrostatischer Fliissigkeitsdruck sind wichtige Regulatoren der Zellphy-
siologie und beeinflussen die Genexpression und die Synthese extrazelluldrer Matrix. Vor allem
beim muskuloskelettalen Tissue FEngineering kénnen sie die Gewebebildung unterstiitzen.

Die Applikation einer physikalischen Stimulation in einem Bioreaktor muss spezifisch an das
zu generierende Gewebe angepasst werden. Fiir die Herstellung von Blutgefifsen wurden zum
Beispiel glatte Muskelzellen auf einem tubulédren Gertist pulsatil radial gedehnt, was die struk-
turelle Organisation des Blutgeféfies erhdhte und dafiir sorgte, dass es nach der Implantation
offen blieb'?”. Auch zyklische Dehnung verbesserte die Gewebeorganisation und die Elastinex-
pression von glatten Muskelzellen und erhéhte die mechanischen Eigenschaften von Geweben
aus Skelettmuskelzellen”'. Kompression und Scherung von Chondrozyten eingebettet in eine

45 und ver-

dreidimensionale Umgebung stimulierte die Synthese von Glucosaminoglykanen
besserte die mechanischen Eigenschaften des resultierenden Knorpels''*. Translational- und
Rotationsstimulation mesenchymaler Stammzellen in einem Kollagen-Gel induzierte die Aus-
richtung der Zellen und die Bildung orientierter Kollagenfasern’. Sehnenspezifische Gene wur-
den vermehrt exprimiert.

Fiir die Herstellung funktionalen Knochengewebes hat sich besonders der fliissigkeitsindu-
zierte Scherstress in Perfusionsreaktoren als vorteilhaft erwiesen. Auch andere Reaktortypen,
die mit mechanischer Dehnung oder Beugung arbeiten, zeigten Erfolge bei der Knochenbil-

dung® '1°.
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Eine spezifische mechanische Stimulierung kann nicht nur die Entwicklung eines Gewebes
unterstiitzen und seine mechanischen Eigenschaften verstdrken, sondern auch direkt die Dif-
ferenzierung multipotenter Zellen in Richtung spezieller Gewebe fordern (vgl. Abschnitt 3.4,

Seite 26).

3.2.3. Zellen

Neben Biomaterial und Kultivierungsbedingungen ist die Wahl der Zellquelle der entschei-
dende Schritt fiir die Konstruktion eines kiinstlichen Gewebes. Da die Zellen die biologischen
und mechanischen Eigenschaften des Gewebes bedeutend beeinflussen, miissen die verwende-
ten Zellen dieselben oder zumindest sehr dhnliche Eigenschaften aufweisen wie diejenigen, die
im nativen Gewebe vorliegen. Um ein Knochengewebe herzustellen, kommen also im engeren
Sinne nur Knochenzellen in Frage.

Die Quelle fiir die Zellen kann autolog sein (patienteneigene Zellen) oder allogen (Spender-
zellen). Autologe Zellen haben den Vorteil, dass sie weder eine Immunreaktion auslésen noch
das Implantat selbst auf den Empfinger reagiert (graft versus host disease, GvHD). Die Uber-
tragung von Infektionskrankheiten kann ebenfalls weitgehend ausgeschlossen werden, sofern
nicht bei der Kultivierung Erreger eingeschleppt werden (z.B. iiber Tierseren). Der Nachteil
der autologen Zellquelle ist, dass die Zellen in einer separaten Operation gewonnen werden
miissen, was nicht nur ein hoheres Risiko fiir den Patienten darstellt, sondern auch zu ernst-
haften Beschwerden an der Explantationsstelle fithren kann. Aufierdem ist die Zahl der Zellen,
die vom Patienten selbst gewonnen werden kénnen, haufig limitiert. Fiir Knorpel z. B. steht
kaum Spendergewebe zur Verfiigung, fiir Knochen nur in geringem Mafse. Bei ungeniigender
Zellzahl kann auf eine allogene Zellquelle ausgewichen werden, wobei dann aber auf die ge-
nannten Vorteile der patienteneigenen Zellen verzichtet werden muss. Es besteht ein erhohtes
Risiko der ImplantatabstoRung und der Ubertragung von Infektionskrankheiten.

Die terminal differenzierten Zellen, die aus dem Spendergewebe isoliert werden, verfiigen héau-

1'*. Eine Expansion solcher Zellen zu

fig nur iiber ein eingeschrinktes Proliferationspotenzia
gewebeiahnlichen Zelldichten in wvitro kann schwierig werden. Eine Alternative zu terminal
differenzierten Zellen stellen Stammzellen dar, da diese im Prinzip iiber eine beinahe unein-
geschriankte Proliferationskapazitat verfiigen. Stammzellen werden iiber zwei fiir sie typische
Eigenschaften definiert: die Fahigkeit, iber lange Zeitrdume identische Kopien ihrer selbst
zu erzeugen (Selbsterneuerung) und auferdem Zellen unterschiedlicher Gewebezugehéorigkeit

16 " Je nachdem, wieviele unterschiedliche Arten von Gewebezellen sie her-

hervorzubringen
vorbringen kénnen, werden sie als toti-, pluri- oder multipotent bezeichnet. Die Stammzell-
forschung hat gezeigt, dass Stammzellen auch in wvitro gezielt zu gewebespezifischen Zellen

differenziert werden kénnen. Damit werden sie zu einer interessanten Zellquelle fiir das Tissue
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Engineering, da sie zundchst im undifferenzierten Zustand vervielfaltigt werden kénnen, um
sie dann, angepasst an das jeweils zu bildende Gewebe, zielgerichtet zu differenzieren.

Das Interesse der Forschung hat sich zunéchst auf die embryonalen Stammzellen gerichtet,
die als innere Zellen der Blastozyste alle Gewebe eines Embryos bilden kénnen (Pluripotenz).
Die Gewinnung embryonaler Stammzellen ist aber in Deutschland aufgrund ethischer Aspekte
nicht zuléssig (weltweit existieren allerdings keine einheitlichen gesetzlichen Regelungen). Ba-
sierend auf diesen Erwégungen wurden vermehrt alternative Zellquellen untersucht. Auch im
erwachsenen Organismus existieren Stammzellen, die jedoch in ihrem Differenzierungspotenzi-
al eingeschrankt sind. Diese adulten Stammzellen sind verantwortlich fiir Geweberegeneration
und Umstrukturierungsprozesse, indem sie neue Zellen hervorbringen, die differenzieren und
die alten Zellen ersetzen. Adulte Stammzellen sind fiir jedes Gewebe beschrieben worden, sogar
fiir Nervengewebe, dessen Regenerationspotenzial sehr eingeschriankt ist'™. Groke Aufmerk-
samkeit erhalten zurzeit die mesenchymalen Stammzellen. Diese Zellen kénnen mit einfachen
Methoden aus verschiedenen Geweben isoliert werden und zu allen Geweben mesenchymalen
Ursprungs (Knochen, Knorpel, Sehnen, Bénder, Muskeln und dhnliche) differenzieren. Damit
konnen sie als Zellquelle fiir das Tissue Engineering verschiedener Gewebe dienen. Gegeniiber
den embryonalen Stammzellen haben sie (neben ethischen Gesichtspunkten) den Vorteil, dass

sie autolog gewonnen werden konnen, was die Kompatibilitdt des Implantats deutlich erhoht.

3.3. Mesenchymale Stammzellen

Die Entdeckung der mesenchymalen Stammzellen geht zuriick auf Arbeiten der Gruppe von
Friedenstein, die im Knochenmark neben den blutbildenden (hdmatopoetischen) Zellen auch

=

eine Population adhérenter Zellen entdeckten®. Kulturen dieser Zellen bildeten kleine Kolo-
nien von zwei bis vier Zellen, die einige Tage inaktiv blieben und dann begannen, sich rasch
zu vervielfaltigen. Friedenstein nannte diese Zellen fibroblastére koloniebildende Einheiten
(fibroblast colony forming units CFU-F). Nach mehreren Passagen wiesen die Zellen eine ein-
heitliche spindelférmige Morphologie auf. Aufferdem beobachteten Friedenstein et al., dass die
Zellen zu knochen- oder knorpeldhnlichen Kolonien differenzieren konnten.%%6:98,54,59,57,55

Die Arbeiten von Friedenstein wurden in den 1980er Jahren von mehreren Arbeitsgruppen
aufgenommen und weitergefithrt, wobei sich zeigte, dass die durch Friedensteins Methode
isolierten Zellen multipotent waren und zu Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten dif-
ferenzieren konnten. Zusammen mit ihrer Adhérenz zu Zellkulturplastik und ihrem Potenzial
zur Selbsterneuerung wurde dieses Differenzierungspotenzial zum Charakteristikum fiir eine

Zellpopulation, die im Verlauf der weiteren Jahre eine Vielzahl von Namen erhielt. Heute wer-
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den solche Zellen entweder nach ihrer Herkunft als Knochenmarkstromazellen (marrow stromal
cells, MSCs) oder aufgrund ihres Differenzierungspotenzials als mesenchymale Stammzellen
(mesenchymal stem cells, MSCs) bezeichnet. Letztere Bezeichnung wurde urspriinglich von
Caplan vorgeschlagen®’.

Genauere Untersuchungen der mesenchymalen Stammzellen zeigten, dass es sich nicht um
homogene Kulturen, sondern um Mischpopulationen von Zellen mit unterschiedlichen Eigen-
schaften handelt. Es fanden sich Zellen unterschiedlicher Morphologie, die ungleiche Prolife-
rationsraten aufwiesen und auch beziiglich ihres Differenzierungspotenzials voneinander ab-
wichen. Kulturen mesenchymaler Stammzellen sind in der Regel zusammengesetzt aus Zellen,
die in ihrer Differenzierung unterschiedlich weit vorangeschritten sind. Neben undifferenzier-
ten Stamm- und Progenitorzellen sind auch solche Vorléauferzellen enthalten, die bereits auf
eine bestimmte Differenzierungsrichtung festgelegt und nur noch wenige Schritte von einer

terminalen Differenzierung entfernt sind'** 9.

Nachdem sie zunéchst iiber ihre Fahigkeit, in vitro in Knochen, Fett und Knorpel zu diffe-
renzieren, identifiziert worden waren, zeigten weitere Studien eine Differenzierung von MSCs
sowohl in vitro als auch in vivo in nahezu alle Gewebe mesenchymalen Ursprungs, darunter
auch Sehne, Muskel und die Himatopoese unterstiitzendes Stroma'*.

Lange Zeit wurde angenommen, dass adulte Stammzellen in ihrer Entwicklung so weit festge-
legt sind, dass aus ihnen nur Zellen desjenigen Gewebes entstehen kénnen, aus dem sie selbst
stammen. Dieses deterministische Prinzip geriet allerdings ins Wanken, nachdem Transdiffe-
renzierungen von himatopoetischen Stammzellen zu Leberzellen'®? und von neuralen Zellen
zu himatopoetischen Zellen'® gelungen sind. Auch fiir mesenchymale Stammzellen wird mitt-
lerweile eine solche Stammzellplastizitit postuliert und ihre Transdifferenzierung zu Zellen
neuroektodermalen Ursprungs und entodermalen Ursprungs (neuronale Zellen, Endothelzel-
len'?? und spontan zuckende Myotuben'®) fiir mdglich gehalten. Die meisten Studien, die
die Bildung von neuronalen oder Gliazellen aus MSCs zeigten, wurden allerdings in wvitro
durchgefiithrt™"°. Nur wenige Studien zeigten in vivo eine Differenzierung zu Zellen mit neu-
ronalen Eigenschaften'':'7. Hofstetter et al. berichteten, dass die ,neuronalen“ Zellen keine
spannungsgesteuerten lonenkanéle aufwiesen, die fiir die Generierung von Aktionspotenzia-
len notig sind’?. Damit konnen diese Zellen kaum als echte Neuronen klassifiziert werden.
Trotzdem hé&ufen sich weiterhin Studien, die eine Bildung von Zellen des Nervengewebes wie
Neuronen, Astrozyten'®®, Oligodendrozyten’" und Schwannzellen” in vitro aus MSCs berich-
ten. Uber die Mechanismen dieser Differenzierung ist eine intensive Debatte entstanden, in der
die tatsachliche Differenzierung einzelner mesenchymaler Stammzellen zu Neuronen oder auch
Myoblasten der Hypothese gegeniibersteht, dass eine Fusion einer meschenchymalen Stamm-
zelle mit einer somatischen gewebespezifischen Zelle (Neuron oder Myoblast) ausschlaggebend

fiir die neuen neuronalen oder myoblastéaren Eigenschaften ist.



22 KAPITEL 3. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Mittlerweile wurden MSCs und MSC-ahnliche Zellen aus verschiedenen Geweben isoliert, dar-
197 peripheres Blut'?’, Haut'’, Spongiosa des Knochens'%?, Periost'**, Pla-

147

unter Fettgewebe
zenta”, Amnionfliissigkeit'®®, Nabelschnurblut®’, Nabelschnurgewebe!*” und auch aus ver-
schiedenen fetalen Geweben wie Amnionmembran’, Blut, Knochenmark, Leber und Lun-
ge!9732 Die Hypothese wurde aufgestellt, dass Zellen mit charakteristischen mesenchymalen

Stammezelleigenschaften in offenbar allen postnatalen Geweben und Organen anséssig sind.

Aufgrund der Heterogenitidt der Kulturen konzentrieren sich viele Untersuchungen auf die
Charakterisierung von MSC-Kulturen. Dabei stellte sich heraus, dass der Oberflichenantigen-
phénotyp der MSCs nicht einzigartig ist, sondern Eigenschaften mesenchymaler, endothelialer,
epithelialer und Muskelzellen vereint. Dabei ist bis heute weder ein einzelner noch eine Kom-
bination von Markern gefunden worden, die spezifisch auf MSCs exprimiert werden. Daher
steht formal der Beweis der Existenz von mesenchymalen Stammzellen in ihrer Stammzellni-
sche in vivo noch aus.

Die meisten Studien stimmen dariiber {iberein, dass MSCs die Oberflichenantigene CD13,
CD29, CD31, CD44, CD54, CD63, CD71, CD73 (SH3/4), CD90, CD105 (SH2), CD106,
CD140b, CD166 und Stro-1 exprimieren, wahrend sie die typischen hdmatopoetischen Mar-
ker (CD11, CD14, CD34, CD45) nicht aufweisen®” 3% 161 Abweichungen in der Expressi-
on der Oberflichenantigene konnen in Abhéngigkeit von der Gewebeherkunft der Zellen,
der Isolierungs- und der Kultivierungsmethoden auftreten. CD106 zum Beispiel wird auf
Knochenmark-MSCs (bone marrow stromal cells, BMSCs) exprimiert, auf MSCs aus dem
Fettgewebe (adipose tissue derived MSCs, adMSCs) hingegen nicht'?®. Im Knochenmark ist
CD106 funktional mit der Himatopoese in Zusammenhang gebracht worden, so dass sein Feh-
len auf adMSCs mit der Lokalisation dieser Zellen in einem nicht-hdmatopoetischen Gewebe
im Einklang steht. Aufserdem treten Begleitzellen auf, die zunéchst bei der Isolierung nicht
abgetrennt wurden und erst wahrend der folgenden Passagen in Kultur verschwinden. Die-
se konnen Faktoren ausschiitten, die die Expression der Oberflichenmarker beeinflussen. Das
Oberflichenantigenprofil von MSCs in vitro muss daher nicht unbedingt mit den Bedingungen
in vivo Ubereinstimmen.

Die Expression bestimmter Oberflichenantigene wird h&ufig neben den bekannten Eigen-
schaften von MSCs als zusétzliches Selektionskriterium zur Isolierung oder Anreicherung von
MSCs eingesetzt. Dabei werden mit einer unterschiedlichen Auswahl an Antikérpern vermut-
lich leicht unterschiedliche Zellpopulationen isoliert. Mittlerweile gibt es unzéahlige Methoden
zur Isolierung und Expansion von MSCs. Mangels Standardisierung ist der Vergleich von pu-
blizierten Daten verschiedener Gruppen schwierig. Zusétzlich ist noch zu beachten, dass auch
Alter, Geschlecht und physische Kondition der Spender einen Einfluss auf das Expressions-

profil haben.
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Die autologe Verfiigbarkeit von MSCs, ihre relativ einfache Isolierung und Expansion in Zell-
kultur und die Tatsache, dass MSCs in wvitro in verschiedene Zelltypen differenziert werden
kénnen, machen MSCs zu einer vielversprechenden Stammzellquelle fiir klinische Applikatio-
nen im Bereich des Tissue Engineerings. In der Tat sind MSCs eine der wenigen Stamm-
zellpopulationen, die bereits in der Klinik eingesetzt werden. Infolge ihres osteogenen und
chondrogenen Differenzierungspotenzials wurden MSCs bereits eingesetzt, um die Reparatur
grofter Knochen- und Knorpeldefekte zu unterstiitzen. Ermutigende Resultate mit Implanta-
ten und ez vivo kultivierten BMSCs (zunéchst im Nacktmausmodell und dann in groferen

27,95, 134)

Tieren flihrten zu ersten klinischen Versuchen bei Patienten mit verschiedenen seg-

mentalen Defekten von Langknochen (zwischen 4 und 7 cm Lénge), bei denen alle traditionel-

138 Den Patienten wurde Knochenmark

len therapeutischen Ansétze erfolglos gewesen waren
entnommen, aus dem BMSCs isoliert wurden. Ein dreidimensionales Hydroxylapatit-Geriist
der Grofle und Gestalt des jeweils fehlenden Knochenfragments wurde mit den ez vivo expan-
dierten Zellen besiedelt und mit externer Fixierung in den Defekt implantiert. Die Implantate
zeigten eine gute Integration und die Genesung wurde deutlich frither erreicht als bei Pa-
tienten, die mit Standardmethoden behandelt wurden. Eine Nachfolgeuntersuchung sechs bis
sieben Jahre nach der Implantation zeigte keine Komplikationen, keine Zeichen von Schmer-
zen, Schwellungen oder Infektionen in der Gegend des Implantats''’. Das Implantat war gut
in das benachbarte Gewebe integriert und es traten keine sekundéren Frakturen auf. Dies
belegt die Stabilitét eines solchen Konstruktes iiber lange Zeit.

Von einem weiteren klinischen Einsatz mesenchymaler Stammzellen berichteten Lendeckel et
al.'"Y. Sie reparierten bei einem siebenjdhrigen Médchen einen grofflichigen Schideldefekt,
der nach einer schweren Kopfverletzung zurilickgeblieben war. Da sie nicht gentigend autolo-
ges Knochengewebe entnehmen konnten, isolierten sie autologe MSCs aus dem Fettgewebe
und brachten sie in den Schideldefekt ein, wo sie durch Fibrinkleber gehalten wurden. Ei-
ne mechanische Fixierung wurde erreicht durch zwei grofe resorbierbare portse Implantate.
Der postoperative Verlauf wurde als ereignislos beschrieben und Computertomografie-Bilder
zeigten die Bildung neuen Knochens und einen nahezu gleichméafigen Schédelknochen drei
Monate nach der Operation.

Helder et al. schlugen ein experimentelles Operationskonzept vor, bei dem in einer einstufigen
zwei- bis dreistiindigen Operation Fettgewebe isoliert wird, die adMSCs daraus aufgearbeitet,
mit bioaktiven Agenzien osteogen stimuliert und auf einem Geriist aus Hydroxylapatit und
(-Tricalciumphosphat in den Defekt implantiert werden. Bei einer Spinalfusion (lokale Ver-
steifung der Wirbelsdule durch Fusionierung zweier Wirbel) im Ziegenmodell haben Helder et
al. diese Prozedur bereits erfolgreich durchgefiihrt ™.

Eine etwas anders geartete Therapie eines Knochendefektes fiihrten Horwitz et al. durch. Sie

schlugen eine Behandlung der genetischen Krankheit Osteogenesis imperfecta mit Knochen-
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markstammzellen vor’®. Dieser Krankheit liegt eine Genmutation von KollagenI zugrunde,
wodurch das zugehorige Protein nicht korrekt gebildet werden kann. Patienten mit Osteo-
genesis imperfecta leiden an Knochendeformationen, einer starken Briichigkeit der Knochen
(,Glasknochenkrankheit) und weisen eine insgesamt geringe Knochenmasse und ein verlang-
samtes Wachstum auf. Auch andere Bindegewebe sind betroffen, da das Vorkommen von
Kollagen I nicht auf Knochengewebe beschréankt ist. Horwitz et al. zeigten zunéichst, dass ei-
ne allogene Knochenmarktransplantation bei Kindern mit schwerer Osteogenesis imperfecta
Knochenwachstum und -mineralisierung beschleunigen kénnen”®. Wihrend der Mineralgehalt
des Knochengewebes auch iiber langere Zeit mit dem gleichaltriger Kinder vergleichbar blieb,
hielt das beschleunigte Wachstum jedoch nicht lange an. Etwas spater behandelten Horwitz et
al. Kinder mit schwerer Osteogenesis imperfecta, die bereits eine Knochenmarktransplantation
erhalten hatten, mit einer zweimaligen Infusion von allogenen mesenchymalen Stammzellen’.
Bei fiinf von sechs Kindern integrierten sich die Zellen in ein oder mehrere Gewebe und die

Wachstumsgeschwindigkeit der Kinder nahm zu.

Bedeutend fiir die klinische Anwendung sind die neuesten Berichte {iber die immunologischen
Eigenschaften der mesenchymalen Stammzellen. Sie werden als nicht oder nur gering immuno-
gen betrachtet, was bedeutet, dass sie der Detektion durch das Immunsystem des Empfangers
eventuell entgehen kénnen. Dies konnte eine allogene Transplantation ohne Immunsuppressi-
on ermoglichen. MSCs exprimieren zwar geringe Level von MHC-Klasse-I-Molekiilen, was zu
einer Aktivierung von T-Zellen fiihren kénnte, aber die fiir die Immunreaktion nétigen kosti-
mulierenden Faktoren (CD40, CD80, CD86) werden nicht exprimiert, so dass kein sekundéres
Signal auftritt und die T-Zellen inaktiv bleiben®*. MHC-Klasse-II-Molekiile werden von MSCs
iiberhaupt nicht gebildet.

Neben der niedrigen Immunogenitit werden den MSCs auch immunmodulatorische und im-
munsuppressive Eigenschaften zugeschrieben. Zahlreiche Studien zeigen, dass MSCs fahig

128,16,187 " Gie konnen

sind, die Funktion verschiedener Immunzellen in vitro zu modulieren
die T-Zellaktivierung und -proliferation inhibieren, die Reifung und Funktion dendritischer
Zellen vermindern und die Proliferation, Differenzierung und Chemotaxis von B-Zellen inhi-
bieren®#% 1743 Diese Eigenschaften verleihen den MSCs die Fahigkeit, eine bereits ausgeldste
Immunreaktion zu unterdriicken.

Die Aufkldrung der Mechanismen, die den mdglichen immunmodulatorischen Effekten der
MSCs zugrunde liegen, bleibt eine kritische und ungeloste Aufgabe. Die bisher bekannten Da-
ten zu den immunologischen Eigenschaften der MSCs sind noch nicht ausgereift und beinhal-
ten noch Widerspriiche. So wird meistens die humane MSC-vermittelte Immunsuppression ge-
geniiber aktivierten T-Lymphozyten auf die Sekretion antiproliferativer 16slicher Faktoren zu-

riickgefithrt'*% 1. Es wurden aber auch Hinweise gefunden, dass ein direkter Zell-Zell-Kontakt

notwendig ist, so dass zumindest ein Teil der immunsuppressiven Effekte der humanen MSCs
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gegeniiber aktivierten T-Zellen auf Zell-Zell-Kontakten basiert””'*”. Eine Hypothese ist, dass
MSCs nach Transplantation oder systemischer Applikation zu anderen Geweben und Organen
wandern (homing). Tatséachlich wurde in Tierstudien beobachtet, dass MSCs zu lymphoiden

193 yund an Stellen mit Gewebeschaden oder Tumorwachstum anwachsen' 3.

Organen migrieren
Die immunsuppressiven Fahigkeiten der MSCs haben ein klinisches Interesse geweckt fiir eine
mogliche unterstiitzende Anwendung bei der Organtransplantation und der Transplantation
hidmatopoetischer Stammzellen. Eine Applikation von MSCs wird als potenzielle Zelltherapie
angesehen fiir die Verhinderung von Implantatabstoffung und Behandlung der graft versus
host disease (GvHD). Die Fahigkeit der MSCs, GvHD zu unterdriicken oder riickgingig zu
machen, wurde bereits mehrfach beschrieben. Eine systemische Infusion ex vivo expandier-
ter adMSCs konnte bei M&usen nach der Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen
eine letale GvHD kontrollieren'®”. Die Einsetzbarkeit von MSCs zur Immunmodulation oder
-suppression wird derzeit in mehreren européischen klinischen Studien (Phase I-1II) getestet.
Dabei werden hamatopoetische Stammzelltransplantate in Kombination mit in vitro expan-
dierten MSCs eingesetzt und der therapeutische Nutzen von MSCs fiir die Pravention akuter
GvHD nach einer allogenen Stammzelltransplantation untersucht. Ein Riickschlag war aller-
dings die Beobachtung einer Abstofsungsreaktion humaner MSCs bei Ratten mit intaktem
Immunsystem, wahrend das Transplantat bei immunologisch nicht-kompetenten Ratten ak-
zeptiert wurde®®. Diese Studien unterstiitzen die Auffassung, dass allogene MSCs nur bei
Patienten mit beeintrachtigtem Immunsystem oder an immunprivilegierten Stellen anwach-
sen konnen, aber bei Patienten mit intaktem Immunsystem eine Immunreaktion auslosen.

Aufgrund ihrer Fahigkeit, Immunreaktionen zu modulieren und auferdem die Geweberepa-
ratur zu unterstiitzen, wurden MSCs als potenzielle Behandlung fiir verschiedene Autoim-
munkrankheiten vorgeschlagen. Tatsédchlich wurden MSCs in experimentellen Tiermodellen
von Multipler Sklerose und Diabetes erfolgreich eingesetzt, allerdings weniger erfolgreich fiir
Rheumatoide Arthritis'™. Aufierdem kénnte die Infusion von MSCs protektive Wirkungen
haben auf Neuronen bei einer Riickenmarksverletzung'?, einem Schlaganfall®*® oder amyotro-
pher Lateralsklerose''®. In den hierzu durchgefiihrten Studien schienen die therapeutischen
Effekte der MSCs nicht mit einer direkten neuronalen Differenzierung assoziiert zu sein. Trotz
der vielen Hinweise, dass MSCs zu fast allen Zelltypen differenzieren kénnen, schienen the-
rapeutische Effekte meistens mit ihrer immunmodulatorischen Kapazitdt verbunden zu sein
und der Stimulation des Uberlebens und der funktionalen Genesung von ansissigen Zellen
in den verletzten Organen. Dabei spielt vermutlich die Produktion trophischer Faktoren ei-
ne Rolle, die das Uberleben und die Reparatur geschidigter Zellen unterstiitzen sowie lokale
Vorlauferzellen rekrutieren'’.

Mégliche negative Aspekte der Immunsuppression von MSCs kénnten sein, dass sie das Wie-

derauftreten der Leukédmie ermdglichen kénnten, bei deren Behandlung mit himatopoetischen
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Zellen sie unterstiitzend eingesetzt wurden. Es ist auch nicht auszuschlieffen, dass die Immun-
suppression das Auftreten letaler Infektionen zulassen'’’. Daten, die solche Effekte belegen,
gibt es bisher allerdings nicht.

Wenig ist bekannt iiber das Uberleben von MSCs in vivo und es gibt keine klinischen Studien,
die berichten, ob MSCs nach der Transplantation im Gewebe vorhanden bleiben. Obwohl die
wenigen bisher durchgefiihrten klinischen Studien die Sicherheit der MSC-Infusion bestétigen,
konnte das Fehlen nachteiliger Effekte auf ein limitiertes Uberleben der MSCs zuriickzufiih-
ren sein. In Tierexperimenten sind 6fter unerwartete Effekte aufgetreten. So wurden kiirzlich
Calcifizierungen in Mausherzen gefunden, die nach einem Infarkt mit MSCs behandelt wor-
den waren (ektopische Knochenbildung)®’. Einige Studien mit Mausen deuten an, dass durch
spontane Mutationen von mesenchymalen Stammzellen Tumore entstehen kénnen. Beim Men-
schen ist dieses Phéinomen bisher noch nicht beschrieben worden''?. Bei humanen adMSCs
und murinen BMSCS wurde eine spontane Transformation in Langzeitkulturen beobachtet.
Humane adMSCs konnen sicher durch die Standard-ez vivo-Expansionsperiode von sechs bis
acht Wochen gebracht werden. Bei einer Langzeitkultivierung in vitro (vier bis fiinf Monate)
konnen sie jedoch eine spontane Transformation durchlaufen.'® Fiir den klinischen Einsatz
von MSCs bleiben also Bedenken beziiglich ihres bisher zu wenig untersuchten Potenzials sys-
temischer Immunsuppression. Eine ektopische Gewebebildung und maligne Transformation

.. . =4
miissen unbedingt ausgeschlossen werden'?”.

3.4. Mechanische Stimulation

Knochen ist wie viele andere Gewebe mechanisch aktiv, indem er nicht nur der Schwerkraft
unterworfen ist, sondern vor allem als Ankerpunkt fiir die Muskulatur dient, die bei der Kon-
traktion Zugkrifte auf das Skelett ausiibt'?>. An Art, Stirke und Hiufigkeit der auftretenden
physikalischen Kréfte passt sich das Skelett durch Umstrukturierungsprozesse an. Wird die
Muskulatur durch vermehrtes Training verstérkt, so reagiert der Knochen mit Dickenwachs-
tum. Auf der anderen Seite nimmt die Knochenmasse ab, wenn die koérperliche Bewegung
eingeschrankt wird. Besonders stark sind diese Auswirkungen bei Astronauten nach langerem
Aufenthalt in der Schwerelosigkeit zu beobachten®® %,

Der Mechanismus der Mechanotransduktion, also die Art, wie die physikalischen Krifte von
den Knochenzellen wahrgenommen und weitergeleitet werden und letztendlich zu einer zellu-
laren Antwort fiithren, ist derzeit Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Die Zellen, die eine
mechanische Belastung des Knochens wahrnehmen, verarbeiten und weiterleiten und damit
die Rolle von Mechanosensoren iibernehmen, sind héchstwahrscheinlich die Osteozyten?":*®.

Wahrgenommen wird von ihnen nicht nur die primére Deformation (Zugkrafte von Muskeln,
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Kompressionskrifte durch Stauchung) des Knochens, sondern vor allem Fliissigkeitsstrome,
die durch die Belastung in der extrazelluliren Matrix ausgelost werden'**. Ein Strom von in-
terstitieller Fliissigkeit durch die Lakunen, in denen die Zellkérper der Osteozyten liegen, und
die Canaliculi, durch die sich deren diinne Ausléufer erstrecken, verursacht Scherkréfte (Fliis-
sigkeitsscherstress) und induziert elektrische Potenziale (Strémungspotenziale). Uber mecha-
nosensitive Ionenkanile®” ¢ Fokalkontakte®’> 'Y (bestehend aus Integrinen, iiber die das Zy-
toskelett der Zelle an der extrazelluldren Matrix verankert ist) und einen putativen G-Protein-
gekoppelten Mechanotransduktor'*! gelangt das Signal in das Zellinnere, wo Signaltransduk-
tionskaskaden letztendlich im Zellkern die Genexpression modifizieren. Der zytoplasmatische
Calciumspiegel wird schnell erhdht durch Einstrom von Calcium-Ionen iiber aktivierte Calci-
umkanéle der Plasmamembran und durch die Aktivitat der Phospholipase C und den Inositol-
1,4,5-trisphosphat-(IP3)-Signaltransduktionsweg, der die Freisetzung von Calcium-Ionen aus
intrazelluldren Speichern induziert. Calcium-abhéngige Kinasen wie die Proteinkinase C und
Ras aktivieren Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPK), die zusétzlich auch von der foka-
len Adhisions-Kinase (FAK) aktiviert werden'"”. Auch die ATP-Ausschiittung von Knochen-
zellen, die innerhalb einer Minute nach einer mechanischen Stimulation auftritt®?, ist iiber
G-Proteine gekoppelt an die Signalwirkung intrazellulérer Calcium-Ionen®® (ausfiihrliche Ab-
bildung der Signaltransduktionswege, siche Anhang C.2, Seite 165). Die einzelnen Signalwege
fithren letztlich zu einer Aktivierung (oder Deaktivierung) bestimmter Transkriptionsfaktoren,
die in den Zellkern wandern und dort die Genexpression beeinflussen. So fiihrt die mechani-
sche Stimulation zur vermehrten Bildung von Wachstumsfaktoren wie IGF (I und II), VEGF,
TGF-51, BMP-2 und -4, die iiber autokrine und parakrine Mechanismen benachbarte und
weiter entfernte Zellen beeinflussen'’”. Uber die entsprechenden Rezeptoren 16sen sie dann
ihrerseits Signaltransduktionskaskaden aus. Diese interzelluldre Weiterleitung der Signale, an
der auch Prostaglandine und Stickstoffmonoxid beteiligt sind®* ''”, verstirkt die Reaktion auf

die mechanische Belastung.

Im Tissue Engineering hat die Applikation physikalischer Kréfte Einsatz gefunden, nachdem
festgestellt wurde, dass in statischer Kultur hergestellte Gewebekonstrukte haufig eine deut-
lich geringere mechanische Stabilitit aufwiesen als das native Gewebe?. Durch mechanische
Stimulationen wahrend der Kultivierung in wvitro sollen die Zellen an ihre zukiinftige aktive
Umgebung gewohnt werden. Aufserdem zeigte sich, dass Differenzierungsprozesse und Proli-
feration von Stamm- und Vorlduferzellen durch mechanische Stimulation in vitro beeinflusst
werden konnen”.

Technisch wurden viele unterschiedlichen Moglichkeiten realisiert, wie kultivierte Zellen physi-
kalischen Kréften unterworfen werden kénnen. Die Wahl des mechanischen Stimulus ist dabei
abhéangig von dem jeweiligen Zielgewebe und wird in der Regel an die in vivo vorherrschenden

Krifte angepasst. So werden Endothelgewebe, die in vivo die Auskleidung von Blutgeféifien bil-
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Decreased osteoclast
differentiation

Abbildung 3.3.: Modell der Mechanotransduktion im Knochen. Fliissigkeitsscherstress an
Osteozyten (OCY) induziert einen Influx extrazelluldrer Calcium-Ionen durch spannungs-
gesteuerte (V) und evtl. mechanosensitive (M) Ionenkanile. Der Scherstress fithrt zu einer
Ausschiittung von ATP, das an die Purinozeptoren P2X (ionotroph) und P2Y (metabotroph)
benachbarter Zellen bindet. Die folgenden Signaltransduktionskaskaden erhéhen den intra-
zelluldren Calciumpegel und fithren zu der Ausschiittung von Prostaglandin E; (PGEs), das
wiederum die Knochenbildung foérdert. Auch Parathormon (PTH) und Wnt sind an der me-
chanisch induzierten Knochenbildung beteiligt. Stickstoffmonoxid (NO), gebildet von der NO-
Synthase (NOS), ist ein starker Inhibitor der Knochenresorption und wirkt wahrscheinlich
durch die Inhibition der RANKL-Expression und Verstiarkung der Osteoprotegerin-(OPG)-
Produktion. (RANKL verstarkt die Osteoklastendifferenzierung, wihrend OPG diesen Pro-
zess unterdriickt.) Quelle: Robling et al.'**.

den, mit Medium iiberstromt, wodurch ein Scherstress induziert wird. Das Tissue Engineering
von Sehnen und Bandern bedient sich dagegen hauptséchlich der Dehnung. Eine Kompression
wiederum wird fiir die Herstellung von Knorpelkonstrukten verwendet. Fiir die Generierung
von Knochenkonstrukten werden in der Regel Fliissigkeistsscherstress (in Anlehnung an die
Fliissigkeitsstrome in den Canaliculi) und / oder Dehnung bzw. Beugung (basierend auf den
durch die Muskulatur ausgeiibten Kréften) angewandst.

Die einfachste technische Realisierung ist die Dehnung eines zellbesiedelten elastischen Sub-
strates. Sind die Zellen fest auf dem gedehnten Material verankert, so wirkt sich die Dehnung

des Substrats in einer Zugkraft auf die Zellen aus. Gleichzeitig sind die Zellen bei einem sol-
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chen Versuchsaufbau einem fliissigkeitsinduzierten Scherstress unterworfen, vermittelt durch
die Bewegung des Mediums, die wiederum von der zyklischen Dehnung des Substrats hervor-
gerufen wird.

Als Kulturoberfliche ist prinzipiell jedes elastische Material geeignet, auf dem Zellen adh&-
rent wachsen, ohne in ihrer Proliferations- oder Differenzierungskapazitit beeintrachtigt zu

101" Kollagen’, Polyurethan®® und

sein. Beschrieben wurden Dehnungsversuche auf Elastin
Silikon'?®. Der Einsatz von Polymeren bietet den Vorteil, dass die Zellen nicht nur in zwei-
dimensionaler Umgebung kultiviert, sondern auch in ein Gel eingebettet werden koénnen, in
dem sie dreidimensional wachsen, oder auf ein dreidimensionales Polymernetzwerk aufgebracht
werden konnen.

Die Biotechnologiefirma Gencompare hat mit Flexercell® ein System auf den Markt gebracht,
das eine runde Silikonmembran und darauf adhérente Zellen radial dehnt, indem am Rand der
Membran ein Vakuum angelegt wird. Die Produktpalette ist inzwischen ausgeweitet worden
auf die Stimulation von Zellen eingebettet in ein (Kollagen-)Gel und andere Stimulationsmodi
wie Kompression und Scherstress (Quelle: www.gencompare.com).

Die Applikation von mechanischer Dehnung erfolgt in der Regel zyklisch in Anlehnung an die
Vorgénge in vivo. Auch die Muskelkontraktion im Kérper ist keine statische Belastung. Viel-
mehr setzt sich die Anspannung eines kompletten Muskels zusammen aus einer periodischen
Folge von Kontraktion und Entspannung einzelner Muskelfasern. Die Frequenz einer solchen
zyklischen Stimulation wird meistens in wvitro basierend auf den physiologischen Werten auf

einen Wert von einem Hertz festgelegt, die von Kaspar et al. als optimal ermittelt wurde® .

Viele Studien befassten sich mit der Stidrke der Dehnung, wobei sich herausstellte, dass in
vitro eine Dehnung von mindestens zwei Prozent notwendig ist, um messbare biochemische
Effekte auszulosen. Im Knochengewebe betragt jedoch die Deformation, die durch Bewegung
erzeugt wird, normalerweise nur ein Zehntel dieses Wertes, wiahrend grofsere Belastungen in
vivo zu Frakturen fiihren wiirde. Eine von You et al. vorgeschlagene Hypothese erklért diese
Diskrepanz mit einer Verstdrkung der Belastung auf zelluldrer Ebene, induziert von Fliissig-
keitsstromen durch die feinen Canaliculi, deren ohnehin geringes Volumen fast vollstéandig von
den Ausldufern der Osteozyten eingenommen wird. Obwohl durch nur geringe Deformation
des gesamten Gewebes ausgelost, konnten die Stromungen durch die engen Kanélchen auf die
Aktinbiindel der Osteozytenfortsitze eine viel stdrkere Stimulation ausiiben, die ausreicht, um
intrazellulire Signalkaskaden auszuldsen'””. In wvivo fiihrt eine zu starke Belastung zu Frak-
turen. In wvitro kann eine iibertriebene mechanische Belastung zunéchst an einer Induktion
zelluldrer Reparaturmechanismen erkannt werden und spéter an einer erhdhten Apoptosera-
te'®% 13 Die in vitro verwendeten Dehnungsstiirken liegen basierend auf vielen Experimenten

94,148,166

zumeist zwischen einem und zehn Prozent . In diesem Bereich konnen messbare zel-

luldre Reaktionen induziert werden, ohne eine Zellschadigung hervorzurufen.
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Whiéhrend sich fiir die Frequenz und die Stérke einer zyklisch applizierten mechanischen Sti-
mulation relativ einheitliche Bereiche etabliert haben, variiert die Dauer einer mechanischen
Belastung in vitro stark. Es sind Experimente beschrieben worden, bei denen schon kurzzeitige
Stimulationen von wenigen Minuten zellulire Effekte zeigten””. Andere Autoren applizierten
eine mechanische Belastung entweder kontinuierlich oder mit mehr oder weniger langen Pau-

sen iiber Wochen”> "%,

Fiir das Tissue Engineering sind viele unterschiedliche Strategien entwickelt worden. Mesen-
chymale Stammzellen sind als Zellquelle fiir die Generierung funktionalen Knochengewebes
optimal geeignet. Auf einem addquaten Tragergeriist werden sie unter dynamischen Bedingun-
gen expandiert und osteogen differenziert. Die dynamische Kultivierung erfiillt dabei mehrere
Funktionen. Einerseits wird im Bioreaktor die Nahrstoffversorgung optimiert, so dass in kiir-
zester Zeit gewebedhnlich dicht bewachsene Konstrukte hergestellt werden kénnen. Durch me-
chanische Stimulation kann andererseits ein osteogen differenzierender Stimulus iibermittelt

werden und das Gewebe wird auf die zukiinftige physikalisch aktive Umgebung konditioniert.



4. Praktische Arbeiten

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind eine hervorragend geeignete Zellquelle fiir das Tissue
Engineering von Knochen. Sie lassen sich leicht isolieren, in Kultur vermehren und zu Kno-
chenzellen differenzieren. MSCs koénnen aus verschiedenen Geweben isoliert werden, wobei
Knochenmark auch heute noch die meist gebrauchte Quelle ist und die Knochenmark-MSCs
(BMSCs) am besten charakterisiert sind. Die Entnahme von Knochenmark ist jedoch héufig
begleitet von Beschwerden und dauerhaften Schmerzen, wihrend die Ausbeute an Zellen rela-
tiv gering ist. Alternativ sind MSCs aus vielen verschiedenen Geweben isoliert worden, wobei
sich Nabelschnurblut bzw. -gewebe und Fettgewebe als die praktikabelsten und erfolgreichsten
herausgestellt haben. Nabelschniire werden nach der Geburt in der Regel verworfen, was sie
als Quelle fiir Zellen interessant macht. Allerdings stehen Nabelschnur-MSCs zurzeit nur sel-
ten autolog zur Verfiigung, was weiterhin als Nachteil anzusehen ist, bis die immunologischen
Eigenschaften der MSCs vollstdndig charakterisiert sind. Fettgewebe kann in groferen Men-
gen (bis zu einem Liter) gewonnen werden als Knochenmark, und auferdem ist die Ausbeute
an MSCs aus Fettgewebe (1-3% der kernhaltigen Zellen’?) viel hoher als bei Knochenmark
(0,01-0,0001 % der kernhaltigen Zellen“®'?). Im Vergleich zu einer Knochenmarkaspiration
ist eine Fettabsaugung ein leichter Eingriff. Auch bei plastischen Operationen kann eine grofe
Menge an Fettgewebe anfallen. MSCs aus Fettgewebe (adMSCs) wurden mit denen aus Kno-
chenmark (BMSCs) verglichen und es zeigte sich, dass sie in den wesentlichen Eigenschaften

wie Proliferationskapazitit und Differenzierungspotenzial iibereinstimmten'™.

In der vorliegenden Arbeit wurden adMSCs fiir die Herstellung von Knochengewebe in vitro
eingesetzt. Die adMSCs wurden vom Osterreichischen Roten Kreuz in Linz bzw. vom Ludwig
Boltzmann Institut fiir experimentelle und klinische Traumatologie in Wien bezogen, wo sie
isoliert und grundcharakterisiert worden waren. Im Vordergrund der Arbeit stand die mecha-
nische Stimulation, die im Tissue Engineering eingesetzt werden kann, um die Differenzierung
von Stamm- und Progenitorzellen wie MSCs zu beeinflussen. Zusétzlich kann eine mechanische
Stimulation wihrend der Kultivierung die Zellen auf ihre kiinftige mechanisch aktive Umge-
bung in vivo vorbereiten. Insbesondere wurde hier die Auswirkung einer zyklischen Dehnung
auf die osteogene Differenzierung von adMSCs untersucht.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war eine dynamische Kultivierung von adMSCs in

einem Drehbettbioreaktor. In diesem speziellen Reaktor werden die auf einer Matrix adhérent
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wachsenden Zellen abwechselnd durch das Kulturmedium und die gasgefiillte Kopfraumat-
mosphére rotiert. Bioreaktoren spielen im Tissue Engineering eine grofe Rolle, da bei der
herkémmlichen (statischen) Kultivierung Zelldichten, die denen im nativen Gewebe entspre-
chen, nicht erreicht werden kénnen. Die Erndhrung der Zellen ist in einer statischen Kultur
durch den diffusionskontrollierten Transport der Néhrstoffe im Medium limitiert, so dass bei
einer hohen Zellzahl und bei dicken Zellschichten, die Erndhrung nicht mehr gewéhrleistet

werden kann.

4.1. Analyse der osteogenen Differenzierung

Die osteogene Differenzierung von MSCs ist in der Literatur ausfiihrlich beschrieben. Die
Entwicklungsprozesse von einer Stammzelle zu einem Matrix synthetisierenden Osteoblas-
ten werden in der Regel in drei Phasen eingeteilt: Proliferationsphase — Entwicklung und
Reifung der extrazelluldren Matrix (Matrixmaturation) — Mineralisierung der extrazelluldren
Matrix' ™. Wihrend sich die Zellen immer weiter spezialisieren, verlieren sie ihre typischen
Stammzelleigenschaften und damit die Féahigkeit, identische Kopien ihrer selbst hervorzu-
bringen (Selbsterneuerung) und ihr breites Differenzierungspotenzial. Auch die Proliferati-
onsrate selbst sinkt. Bei der Analyse der osteogenen Differenzierung werden in der Regel
die Genexpression und Synthese typischer ,Knochenmarker” untersucht, deren Rolle im Kno-
chengewebe weitgehend bekannt ist. Kollagen I, Alkalische Phosphatase, Osteopontin, Osteo-
calcin, Knochen-Sialoprotein-2 (bone sialoprotein-2), core binding factor-a1 (Cbfa-1/Runz2)
und Parathormonrezeptor 1 werden wahrend der Differenzierung der Zellen bzw. der Reifung
und Mineralisierung der Matrix unterschiedlich reguliert. Cbfa-1/Runz2 ist ein Transkripti-
onsfaktor, der die Expression verschiedener knochenspezifischer Gene reguliert. Daher ist er
wahrend der osteogenen Differenzierung eines der ersten Gene, die exprimiert werden. Das
wohl am héufigsten untersuchte Protein ist die Alkalische Phosphatase, die im Knochen die
Phosphat-Ionen fiir die Mineralisierung liefert. Wahrend der Differenzierung wird sie bereits
frithzeitig verstiarkt synthetisiert. In der Mineralisierungsphase jedoch ldsst ihre Genexpressi-
on deutlich nach. Osteopontin ist ein stark saures, Calcium bindendes, glykosyliertes Phos-
phoprotein, das von Knochenzellen in die Matrix sekretiert wird. Die Osteopontinprodukti-
on weist einen biphasischen Verlauf auf und Osteopontin wird zunéchst noch wahrend der
Proliferationsphase synthetisiert. Spéter, bei fortgeschrittener Differenzierung, wird es erneut
verstiarkt gebildet und zwar noch vor anderen Matrixproteinen wie Knochen-Sialoprotein-2
und Osteocalcin. Knochen-Sialoprotein-2 ist ein Sialinsdure-haltiges Protein der extrazellu-
laren Knochenmatrix. Bereits zu einem frithen Zeitpunkt wéhrend der Differenzierung wird
es voriibergehend (transient) gebildet. Mit fortschreitender Differenzierung geht seine Syn-

these wieder zurlick, bis es in differenzierten, Matrix produzierenden Osteoblasten erneut
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Abbildung 4.1.: Phasen der osteogenen Differenzierung und Expression typischer Knochen-
marker. Quelle: Owen et al.'*".

verstarkt gebildet und in die extrazellulare Matrix eingebaut wird. Ein weiteres knochenspe-
zifisches Protein ist Osteonectin, das an Hydroxylapatit und Kollagen bindet und dadurch
die organischen Matrixkomponenten mit der mineralischen Knochenmatrix verbindet. In na-
tivem Knochengewebe initiiert es vermutlich die aktive Mineralisierung'”'. Osteocalcin, das
10-20 % des Gesamt-Knochen-Proteins ausmacht, wird erst sehr spat in der osteogenen Dif-
ferenzierung, ndmlich in der Mineralisierungsphase synthetisiert'?. Mit seinen carboxylierten
Glutaminsdure-Resten bindet es an das kristalline Calcium und begrenzt damit die Knochen-

bildung, wie Gen-Deletions-Experimente bei Mausen nahelegten.

Bevor die adMSCs fiir die eigentlichen Experimente (mechanische Stimulation und Bioreak-
torkultivierung) eingesetzt wurden, erfolgte eine Charakterisierung hinsichtlich ihrer osteo-
genen Differenzierbarkeit. Um Erfolg und Fortschritt der osteogenen Differenzierung zu be-
urteilen, wurde die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase gemessen und die Mineralisierung
der extrazelluldren Matrix durch Farbungen mit Alizarinrot und nach von Kossa nachgewie-
sen. Zusétzlich wurde die Expression einiger typischer Knochenmarker mittels einer RT-PCR
tiberpriift. Mit der DNA-Chip-Technologie wurde die Expression von etwa 250 Genen, die
mit der osteochondralen Entwicklung in Beziehung stehen, gleichzeitig untersucht. Fiir diese
Versuche wurden die Zellen auf Standardzellkulturplastik (T-Flaschen und Mikrotiterplatten)

kultiviert.
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Die Signale, die zur Differenzierung von Stammzellen in vivo fiihren, sind bis heute nicht
vollsténdig erforscht. In der Zellkultur kann die osteogene Differenzierung von MSCs durch
Zugabe von Dexamethason, Ascorbinsdure und einer Phosphatquelle induziert werden. Dexa-
methason ist ein synthetisches Glucocorticoid und als pharmazeutisches Praparat zur innerli-
chen und dufserlichen Anwendung als Antiphlogistikum, Antiarthritikum und Antiallergikum
im Handel. In Abhéngigkeit von der Konzentration, in der Dexamethason zu einer MSC-
Kultur gegeben wird, kann es die osteogene, adipogene oder chondrogene Differenzierung
induzieren®”. Fiir eine osteogene Differenzierung sind dufierst geringe Konzentrationen (meis-
tens 10nM) ausreichend. Ascorbinsdure wird zugesetzt, da die Kollagensynthese Vitamin-C-
abhéngig ist. Ascorbinséure ist an der Hydroxylierung von Prolin zu Hydroxyprolin und von
Lysin zu Hydroxylysin beteiligt, die beide zur strukturellen Stabilisierung von Kollagen bei-
tragen. Wahrend der osteogenen Differenzierung wird Hydroxylapatit in die extrazelluldre
Matrix eingebaut. Die dafiir nétigen Calcium-Ionen sind in den meisten Kultivierungsmedien
ausreichend vorhanden, wiahrend Phosphat zusétzlich zugegeben werden muss. Als Phosphat-
lieferant kann Ascorbinséurephosphat eingesetzt werden, iiblich ist aber auch (wie hier) die
Zugabe von B-Glycerolphosphat. Auch Wachstumsfaktoren wie die Knochenmorphogenese-
Proteine, insbesondere BMP-2; werden héufig verwendet, um die osteogene Differenzierung

zu induzieren.

Von MSCs ist bekannt, dass sie in Kultur stark vermehrt werden koénnen. Langzeitige Kulti-
vierung in vitro allerdings geht einher mit einem reduzierten Proliferationspotenzial und fiihrt
letztendlich zur Einstellung des Wachstums®’. Diese replikative Seneszenz ist ein generelles
Phénomen, das bei den meisten somatischen diploiden Zellen beobachtet wird. Zuriickzufiih-
ren ist sie auf die Telomerverkiirzung wéhrend der Mitose. Zusétzlich verlieren MSCs mit
zunehmender Kultivierungsdauer an Differenzierungspotenzial.

Die adMSCs wurden vom Osterreichischen Roten Kreuz bzw. dem Ludwig Boltzmann Institut
fiir experimentelle und klinische Traumatologie in einer frithen Passage (P 0 oder P 1) bezogen
und iiber einige Passagen expandiert. Alle Experimente wurden mit adMSCs von frithen Pas-
sagen (P 3 - P5) durchgefiihrt, damit ausreichend Zellen vorhanden waren, ohne dass bereits

Verdnderungen des Differenzierungs- und Proliferationspotenzials bestanden.

Alkalische Phosphatase AdMSCs wurden zunéchst expandiert und anschlieftend durch Zu-
gabe osteogener Zusitze in das Kultivierungsmedium zur Differenzierung angeregt (genaue
Zusammensetzung des Mediums s. Anhang B.1, Seite 134). Bei den osteogenen Stimulantien
handelte es sich um Ascorbinséure, 3-Glycerolphosphat und Dexamethason (10nM: DM-10
bzw. 1 uM: DM-1000). Dariiber hinaus wurden unterschiedliche Konzentrationen des Wachs-
tumsfaktors BMP-2 zugegeben (10ng/mL: BMP 10, 20 ng/ml: BMP 20, 50 ng/ml: BMP 50).
Als Vergleich wurden auferdem adMSCs in Standard-Proliferationsmedium (NM) kultiviert.
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Abbildung 4.2.: Aktivitdt der Alkalischen Phosphatse von adMSCs kultiviert in Standard-
Proliferationsmedium (NM) und mit osteogenen Differenzierungsmedien unter Zusatz von
Dexamethason (10nM: DM-10 bzw. 1 xM: DM-1000) und unterschiedlichen Konzentratio-
nen BMP-2 (10ng/mL: BMP-10, 20ng/mL: BMP-20, 50ng/mL: BMP-50). Die auf die
DNA-Konzentration normalisierten Daten sind angegeben als Mittelwerte von vier Einzelex-
perimenten + Standardfehler. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse (p < 0,05) sind mit *
gekennzeichnet.

4 7 1 14
Kultivierungstage

Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase wurde durch eine einfache kolorimetrische Methode
bestimmt, bei der ein farbloses Substrat (p-Nitrophenylphosphat) zu einem gelben Farbstoff
umgesetzt wird (Versuchsdurchfithrung s. Anhang B.1.1, Seite 134). Die Inkubationszeit mit
dem Substrat wurde konstant gehalten, so dass die Farbstoffkonzentration (photometrisch
bestimmt) als Maf fiir die Enzymaktivitéit dienen konnte.

Nach vier und sieben Tagen Kultivierung mit den verschiedenen osteogenen Medien zeigten
die adMSCs eine messbare Aktivitét der Alkalischen Phosphatase (Abbildung 4.2). Nach elf
Tagen bzw. zwei Wochen war die Aktivitéit wieder abgeklungen. Dieses Ergebnis steht mit dem
Fortschritt der Mineralisierungsphase der osteogenen Differenzierung in Einklang, in der wie
oben beschrieben die Alkalische Phosphatase nicht mehr gebildet wird. Ein Vergleich der Aus-
wirkungen der unterschiedlichen osteogen stimulierenden Medien zeigt, dass nach vier Tagen
der Kultivierung die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase bei Zugabe von 10 nM Dexame-
thason am hochsten war. Die hohere Dexamethasonkonzentration (1 M) wirkte sich nach
vier Tagen in einer geringeren Enzymaktivitdt der Alkalischen Phosphatase aus. Die Zuga-
be von BMP-2 bewirkte eine steigende Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase bei steigender
BMP-2-Konzentration an Tag vier der Kultivierung. Interessanterweise wiesen auch die Ver-
gleichszellen, die in Standard-Proliferationsmedium kultiviert worden waren, eine messbare
Aktivitat der Alkalischen Phosaphatase auf. Diese Beobachtung der Bildung von Alkalischer

Phosphatase in Zellen, die ohne osteogen stimulierende Substanzen kultiviert worden waren,
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Abbildung 4.3.: Farbung mineralisierter extrazelluldrer Matrix von adMSCs nach 14-t&-
giger Kultivierung nach von Kossa bzw. mit Alizarinrot. Links: Von-Kossa-Farbung von
adMSCs kultiviert mit 10nM BMP-2. Der Pfeil markiert eine Stelle mit angeférbter extra-
zelluldrer Matrix. Mitte: Alizarinrot-Farbung von adMSCs kultiviert mit 20nM BMP-2.
Rechts: Mineralisierungsknoten in einer adMSC-Kultur mit 50nM BMP-2 angeférbt mit
Alizarinrot.

ist wahrscheinlich auf die hohe Zelldichte im Experiment zuriickzufiithren. Auch in der Lite-
ratur ist beschrieben worden, dass mesenchymale Stammzellen spontan differenzieren konnen
und Alkalische Phosphatase produzieren, wenn sie konfluent — in einer dichten Schicht — wach-
sen'?”. An Tag sieben der Kultivierung war die Aktivitiat der Alkalischen Phosphatase bei den
Zellen mit 10nM und 1 uM Dexamethason bereits riickldufig. Die BMP-2-Zusétze bewirkten
an Tag sieben bei 20 ng/mL eine Erhéhung der Enzymaktivitat gegeniiber Tag vier, wiahrend
bei 50 ng/mL BMP-2-Zugabe die maximale Aktivitat bereits iiberschritten war. 10 ng/mL
BMP-2 reichten nicht aus, die Alkalische Phosphatase nennenswert zu stimulieren.

Bereits geringe Mengen an Dexamethason (in Gegenwart von Ascorbinsdure und 3-Glycerol-
phosphat) sind also ausreichend, um die mesenchymalen Stammzellen, mit denen hier gear-
beitet wurde, zur Produktion von Alkalischer Phosphatase anzuregen. BMP-2 hingegen, das
starke osteoinduktive Eigenschaften aufweist, filhrte zu einer weniger starken Anregung der
Alkalischen-Phosphatase-Synthese. Zur weiteren Charakterisierung der osteogenen Differen-
zierung wurden im Folgenden die Calcifizierung der extrazelluliren Matrix und die Genex-

pression von Knochenmarkern untersucht.

Mineralisierung Zusétzlich zu der Bestimmung der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase
wurde untersucht, ob die extrazellulire Matrix der adMSCs, kultiviert mit den unterschied-
lichen Differenzierungsmedien, mineralisiert wurde. Die Matrixmineralisierung ist die letzte
Phase der osteogenen Differenzierung. Zu Beginn dieser Phase wird die Produktion von Al-
kalischer Phosphatase eingestellt. Daher wurden fiir die Anfarbung mineralisierter Matrix die
Zellen fiir langere Zeitrdume kultiviert, in denen die Alkalische Phosphatase bereits riicklaufig
war. Nach sieben, elf und vierzehn Tagen wurden die Zellen mit Alizarinrot bzw. nach von
Kossa angefarbt (Durchfithrung s. Anhang B.1.3, Seite 135).
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Nach sieben Tagen zeigte keine der Farbungen mineralisierte extrazellulare Matrix (Bilder
aller Féarbungen befinden sich im Anhang B.1.3, Seite 138f.). Nach elf Tagen waren beide
Féarbungen leicht positiv und nach vierzehn Tagen waren die Farbungen bei allen Medien
deutlich positiv (Abbildung 4.3). In den Medien mit 20 ng/mL und 50 ng/mL BMP-2 waren
Strukturen sichtbar, die besonders stark angefarbt wurden (Abbildung 4.3 rechts). An sol-
chen ,Mineralisierungsknoten* (bone nodules) wird die Mineralisierung stark initialisiert und
pflanzt sich von dort aus fort.

Die Farbung der extrazellularen Matrix zeigte, dass die Zellen weitgehend unabhéngig vom
Medium ihre Matrix nach zwei Wochen Kultur mineralisierten. In den konfluenten Kulturen
fand eine spontane Differenzierung der adMSCs statt, die insofern als osteogen-ahnlich be-
zeichnet werden kann, als sie in einer messbaren Synthese von Alkalischer Phosphatase und
in einer leichten Mineralisierung der extrazellularen Matrix resultierte. Eine starke Matrixmi-
neralisierung wurde nach zwei Wochen nur in den mit BMP-2 versetzten Medien beobachtet.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die geringe Aktivitat der Alkalischen Phosphatase in
diesen Medien auf eine schon fortgeschrittene osteogene Differenzierung zuriickzufithren war.
Demnach forderte das als DM-10 bezeichnete Medium mit 10 nM Dexamethason die Diffe-
renzierung von adMSCs besser als DM-1000, wihrend BMP-2 schon in geringsten Konzen-
trationen die osteogenen Prozesse beschleunigte. Diese Ergebnisse stehen mit Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen im Einklang, die dhnliche Effekte von BMP-2 berichten'”'. Auch
Jorgensen et al. berichteten, dass die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase durch BMP-2
nicht beeinflusst wurde, aber die Expression von Osteocalcin und die Matrixmineralisierung
verstiirkt wurden®’. BMP-2 fiihrte also (im gleichen Zeitraum) zu einem deutlich fortgeschrit-
teneren osteogenen Phénotyp als die alleinige Zugabe von Dexamethason.

Mit der Alkalischen Phosphatase und der Matrixmineralisierung wurden ein sehr frither und
ein sehr spéater Marker der osteogenen Differenzierung untersucht. Im Folgenden wurden mit
RT-PCR und DNA-Chip-Technologie die Genexpression weiterer typischer Knochenmarker

analysiert.

4.1.1. Untersuchung der osteogenen Differenzierung mittels
DNA-Chip-Technologie

Die molekularbiologische Technologie der DNA-Chips erlaubt die gleichzeitige Analyse tau-
sender Gene. Durch den hohen Parallelisierungsgrad konnen komplexe genetische Vorgénge
untersucht werden, was ein breites Anwendungsspektrum — vom Lebensmittelbereich iiber
Medizin und Pharmakologie bis hin zur Umwelttechnik — eréffnet. Insbesondere kénnen auch
Entwicklungs- und Differenzierungsvorgénge in Zellkulturen untersucht werden, indem ein
Genexpressionsprofil der Zellen aufgenommen wird und zelluldre Antworten auf Genexpressi-

onsebene untersucht werden.
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Abbildung 4.4.: Knochen-Knorpel-Chip der Zelllinie MG-63. Die einzelnen Gensonden lie-
gen jeweils in Tripletts vor. Links: Standard-Proliferationsmedium (NM) gegen osteogenes
Differenzierungsmedium (DM). Mitte: NM gegen BMP-2-haltiges osteogenes Differenzie-
rungsmedium (BMP). Rechts: DM gegen BMP.

Ein DNA-Chip besteht aus einem Glastrager, auf dem Oligonukleotide bekannter Sequenz als
Sensormolekiile immobilisiert sind. Die zu untersuchende DNA wird mit einem Fluoreszenz-
farbstoff markiert und auf den DNA-Chip gegeben, wo sie an die Molekiile mit komplementérer
Sequenz bindet. Zur Untersuchung zweier unterschiedlicher Proben werden diese mit verschie-
denen Fluorophoren markiert und kénnen dann zugleich auf einem Chip verglichen werden.

In dieser Arbeit wurde ein DNA-Chip mit hauptsichlich knochen- und knorpelspezifischen
Genen eingesetzt, um die osteogene Differenzierung von adMSCs zu untersuchen. Dieser DNA-
Chip wurde am Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover entwickelt
und hergestellt. Etwa 250 Oligonukleotidsequenzen von Genen, die vorwiegend bei osteochon-

dralen Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen eine Rolle spielen, wurden immobilisiert.

adMSCs Mit dem DNA-Chip wurde untersucht, welchen Einfluss die unterschiedlichen os-
teogenen Medien bei adMSCs auf die Expression knochenspezifischer Gene haben. Dazu wur-
den adMSCs (interne patientenspezifische Bezeichnung huF 35, vgl. Anhang B.1, Seite 133)
parallel mit den osteogenen Medien DM-10 und BMP 10 kultiviert, sowie zum Vergleich mit
Standard-Proliferationsmedium (NM). Die Gesamt-RNA wurde aus den jeweiligen Zellen iso-
liert und die mRNA in ¢cDNA revers transkribiert, wobei jeweils entweder an Fluorescein
oder an Biotin gekoppeltes dCTP eingebaut wurde (genaue Durchfiihrung s. Anhang B.3,
Seite 145). Durch die spezifische reverse Transkription der Boten-RNA (mRNA) représentiert

die cDNA den Expressionsstatus der Zellen, also alle zum Zeitpunkt der Isolierung aktiven
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Tabelle 4.1.: DNA-Chip-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knochenmarker in
adMSCs (huF 35), die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Stan-
dard-Proliferationsmedium, DM: osteogenes Differenzierungsmedium mit Dexamethason,
BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt).

(= Nicht exprimiert, T schwach exprimiert, 71 mittelstark exprimiert, 117 stark exprimiert.)

NM DM BMP
Kollagen I a1 ™ N N
Kollagen I o2 T N T
Alkalische Phosphatase - - 1
Cbfa-1/Runz2 - - -
Osteocalcin - — T
Osteopontin - - -
Osteonectin T T I
BMP-2 - - -
BMP-4 - - 1
BSP-2 - - 1

Gene. Die markierte cDNA wurde aufgereinigt und auf den Chip aufgetragen. Dabei wur-
den jeweils zwei zu vergleichende Proben mit einem unterschiedlichen Marker (Fluorescein
bzw. Biotin) gelabelt und auf einen Chip aufgetragen, wo die Sonden mit den entsprechen-
den Nukleotidsequenzen der cDNA hybridisieren, sofern das zugehorige Gen in den Zellen
exprimiert worden war. Bei der anschliefenden Tyramid-Signalamplifikationsreaktion (TSA-
System) wurde iiber einen Fluoresceinantikorper bzw. iiber Streptavidin Peroxidase an die
hybridisierte cDNA gebunden. Die Peroxidase reagiert mit Tyramid — gebunden an Cyanin 3
bzw. Cyanin 5 — und erzeugt dabei ein starkes Fluoreszenzsignal.

Die DNA-Chips wurden in einem Fluoreszenzscanner eingelesen, wobei Scans mit unterschied-
lichen Laserstirken und verschiedenen Einstellungen der Vorspannung des Fotomultipliers
(gain) durchgefithrt wurden. Die Fluoreszenzintensitiat der einzelnen Spots wurde im Folgen-
den fiir jeden Scan mittels eines Programmes ausgewertet, das Cornelia Repenning im Rah-
men ihrer Doktorarbeit am Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover
entwickelt hat. Dabei wurden auch die Sattigungseffekte der Fluoreszenzintensitét beriick-
sichtigt. Auf dem Chip sind alle Gensonden als Tripletts angeordnet (vgl. Abbildung 4.4).
Die Fluoreszenzintensitiaten dieser Tripletts wurden gemittelt und nach einer Hintergrund-
Bereinigung auf Laserstérke und gain normiert. Mit einem studentischen ¢-Test wurde die
Genexpression der Zellen, die unter verschiedenen Differenzierungsbedingungen (Standard-
Proliferationsmedium NM,; dexamethasonhaltiges osteogenes Differenzierungsmedium DM,
BMP-2-haltiges osteogenes Differenzierungsmedium BMP) kultiviert worden waren, mitein-

ander verglichen.
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Zunachst wurde gezielt die Expressionsstiarke der bekannten Knochenmarker ausgewertet,
darunter Kollagen I, Alkalische Phosphatase, Osteocalcin, Osteopontin, Osteonectin, BMP-2,
BMP-4, Cbfa-1/Runz2 und Knochen-Sialoprotein-2 (BSP-2). Von KollagenI waren auf dem
Chip Sonden fiir die Gene beider Ketten (ol und a2), aus denen das Molekiil aufgebaut ist.
Die Regulation der beiden Ketten kann durchaus unterschiedlich sein. In allen drei Proben
(NM, DM-10, BMP) wurden die beiden Kollagenketten, und Osteonectin exprimiert. Alkali-
sche Phosphatase, Osteocalcin, BMP-4 und BSP-2 wurden nur in den Zellen, die mit BMP-2
differenziert worden waren, nachgewiesen (Tabelle 4.1).

Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurde zusétzlich von denselben RNA-Proben eine
RT-PCR durchgefiihrt. Dafiir wurde aus der isolierten Gesamt-RNA die mRNA in ¢cDNA
umgeschrieben und diese in PCRs mit verschiedenen Primern fiir knochenspezifische Ge-
ne eingesetzt (Durchfithrung s. Anhang B.2, Seite 140f.). Dabei wurden Kollagen I, Alkali-
sche Phosphatase, Cbfa-1/Runz2, Osteocalcin, Osteopontin und BMP-4 nachgewiesen (Ab-
bildung 4.5). Mit der PCR wurden also einige Knochenmarker nachgewiesen, die auf dem
DNA-Chip negativ waren. Bei der PCR wird die eingesetzte DNA-Menge (theoretisch) in je-
dem Zyklus verdoppelt, so dass auch geringste DNA-Spuren detektiert werden kénnen. Auch
bei dem DNA-Chip wurde mittels des TSA-Systems eine Signalverstirkung erreicht, die Sen-
sitivitat reicht jedoch nicht an die der PCR heran. Parallel betrachtet, zeigten die Ergebnisse
der RT-PCR und des DNA-Chip-Experiments, dass adMSCs sich durch das Differenzierungs-
medium (DM) zu Knochenzellen entwickelten und die typischen Knochenmarker exprimier-
ten. Die Zugabe von BMP-2 verstirkte den osteogenen Phénotyp der Zellen dahingehend,
dass die Expressionsraten mehrerer Knochenmarker (Alkalische Phosphatase, Osteocalcin,
Osteonectin, BMP-4 und BSP-2) deutlich héher waren als ohne BMP-2. Die Detektion von
Knochenmarkern in den NM-Proben in der PCR deutete auch hier wieder auf eine spontane
Differenzierung von Zellen ohne eigentlichen osteogenen Stimulus hin. Diese Beobachtung ist
wahrscheinlich (wie auch bei dem Test der Aktivitdt von Alkalischer Phosphatase) auf hohe
Zelldichten zuriickzufiihren. Die Zellen waren nahezu bis zur Konfluenz kultiviert worden, um
ausreichend RNA isolieren zu kénnen.

Zuséatzlich zu den typischen bekannten Knochenmarkern wurden diejenigen Gene ausge-
wertet, die in den adMSCs mit den drei Kultivierungsmedien unterschiedlich reguliert wa-
ren (vollstindige Auflistung der regulierten Gene und der benutzten Abkiirzungen s. An-
hang B.3, Seite 148). Dabei wurde deutlich, dass durch BMP-2 die Expression einer Vielzahl
von Knochen- und Knorpel-assoziierten Genen beeinflusst wurde. Gegeniiber dem Standard-
Proliferationsmedium (NM) waren durch BMP-2 32 Gene verstdrkt exprimiert (hoch regu-
liert) und im Vergleich mit dem Dexamethason-haltigen Differenzierungsmedium ohne BMP-2
(DM) 11 Gene. Durch DM waren deutlich weniger Gene hoch reguliert, namlich sechs im

Vergleich zum BMP-Medium und sieben im Vergleich zum Standardmedium. Im Standard-
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Abbildung 4.5.: PCR-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knochenmarker in
adMSCs (huF 35), die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Standard-
Proliferationsmedium, DM: osteogenes Differenzierungsmedium mit Dexamethason,
BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt). GAPDH: Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase, Coll: Kollagen I, OC: Osteocalcin, AP: Alkalische Phosphatase,
OPN: Osteopontin. Die relative Bandenstérke, bezogen auf diejenige der GAPDH, ist unter
den einzelnen Banden angegeben.

Proliferationsmedium (NM) waren gegeniiber dem Differenzierungsmedium ohne BMP-2 nur

drei Gene und gegeniiber dem BMP-2-Medium lediglich zwei Gene hochreguliert.

Die durch die Zusétze zum Kulturmedium regulierten Gene codierten hauptséichlich fiir
Proteine der extrazellularen Matrix und der Signaltransduktion. BMP-2 erhdhte z.B. die
Genexpression des Knochenmatrixproteins BSP-2. Auch die Expression des Prokollagen-C-
Endopeptidase-Verstérker-Proteins (procollagen C-endopeptidase enhancer protein, PCOLCE)
war hochreguliert. Dabei handelt es sich um ein Glykoprotein, das an Prokollagenl — eine
Kollagen-I-Vorstufe — bindet und dessen Prozessierung fordert, indem es die Aktivitat der
C-Proteinase erhoht. Die enzymatische Abspaltung der amino- und der carboxyterminalen
Peptidsequenz, die als N- und C-Propeptid bezeichnet werden, ist Ausloser fiir die Sekretion
von Prokollagen und fithrt zu den hochstrukturierten tripelhelikalen Fibrillen des Kollagens.
BMP-1, dessen Expression ebenfalls durch BMP-2 stimuliert wurde, ist kein enger Verwandter
der anderen BMPs der TGF-3-Superfamilie. Vielmehr ist es eine Prokollagen-C-Proteinase,
eine in den extrazelluliren Raum sekretierte Metallo-Protease, die unter Bindung von Cal-
cium die C-terminalen Peptide von Prokollagen I, IT und III schneidet. Reguliert wird seine
Aktivitdt von PCOLCE. Auferdem kann BMP-1 an BMP-2 und BMP-4 binden und deren
Signalwirkung regulieren. BMP-1 spielt damit sowohl bei der Knochen- als auch bei der Knor-

pelbildung eine Rolle.

Zu den durch BMP-2 induzierten Signaltransduktoren gehéren CYR 61, IL6ST, LECT 2
und TIP 39. Der Cystein-reiche angiogene Induktor 61 (cysteine-rich angiogenic inducer 61,
CYR61) wird von einem immediate early gene (IEG) codiert, das von verschiedenen Wachs-
tumsfaktoren induziert werden kann. (IEGs sind schnell und transient durch einen Stimulus
aktivierte Gene, im Gegensatz zu late response genes, die erst deutlich spater — meist durch
ein IEG-Produkt — aktiviert werden.) Bei der osteogenen Differenzierung von mesenchyma-
len Stammzellen spielt CYR 61 bekanntermafen eine bedeutende Rolle'””. Der Interleukin-6-

Signaltransduktor (interleukin 6 signal transducer, IL6ST) wird von vielen Zytokinen durch
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Bindung an ihren Rezeptor aktiviert. Seine Aktivierung férdert die osteogene Differenzierung
humaner mesenchymaler Stammzellen®’. LECT 2 (leukocyte cell-derived chemotazin 2) ist ein
Protein mit vielen Funktionen. Unter anderem stimuliert es das Wachstum von Chondrozy-
ten und Osteoblasten und ist an der Skelettentwicklung, Knorpelbildung und der osteogenen
Differenzierung beteiligt'®®. TIP 39 (tuberoinfundibular 39 residue protein precursor) ist mit
dem Parathormon verwandt, das beim Calciummetabolismus und der Knochenentwicklung
eine Schliisselrolle spielt.

Neben den erwdhnten knochenspezifischen Genen wurden durch BMP-2 auch viele allge-
meine Signaltransduktoren und Molekiile der extrazelluliren Matrix verstérkt exprimiert:
CAV 1, IGFBP2 und 4, NFyB, ADAM 10 und 17, DPT, HAS1 und MMP 17. Caveolin 1
(CAV 1) inhibiert die BMP-Signaltransduktion, indem es an eine Typ-II-BMP-Rezeptorkette
(BMPR-II) bindet. Die Signaltransduktion der BMPs wird aktiviert, indem BMP an eine
Typ-II-Rezeptorkette bindet, wodurch diese aktiviert wird und nun die Typ-I-Rezeptorkette
phosphorylieren kann. Durch diese Transaktivierung werden die intrazelluldren Signalkaska-
den in Gang gesetzt'?'. Eine gentechnische Uberexpression von Caveolin 1 in mesenchymalen
Stammzellen unterdriickt die adipogene Differenzierung'®'. Dariiber hinaus spielt Caveolin 1
bei den morphologischen Anderungen der Seneszenz eine bedeutende Rolle, indem es die Ak-
tivitat der fokalen Adhésionskinase und die Bildung der Aktinstressfasern reguliert®’. Die
hier beobachtete erhéhte Expression von CAV 1 durch BMP-2 im Kulturmedium héngt nicht
unbedingt mit Seneszenz zusammen. Eine auf die BMP-2-Kulturen beschrinkte Seneszenz
erscheint wenig wahrscheinlich und wird auch nicht von anderen Daten gestiitzt. Vielmehr
stand hier die Regulierung der Caveolin 1-Expression entweder mit einer Unterdriickung der
adipogenen Differenzierung in Zusammenhang oder aber die Zellen steuerten der dauerhaften
Anwesenheit von BMP-2 entgegen, indem sie die BMP-Rezeptoren iiber Caveolin 1 blockier-
ten. Zellen reagieren hiufig auf eine dauerhafte Aktivierung von Rezeptoren durch Bindung
der zugehorigen Liganden mit einer verdanderten Rezeptorexpression. Die Bindungsproteine
der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (insulin-like growth factor binding protein, IGFBP)
regulieren die Aktivitdt der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren, die bei Wachstums- und
Entwicklungsprozessen eine grofse Rolle spielen. Der Transkriptionsfaktor NF-v ist ein tri-
merer Komplex und bindet an eine spezifische DNA-Sequenz in der Promotor-Region vie-
ler Gene und reguliert dadurch eine Vielzahl zelluldrer Prozesse. Die Familie der ADAM-
Metallo-Peptidasen (a disintegrin and metalloprotease) besteht aus Zelloberflichenproteinen
mit potenziellen Adhésions- und Protease-Doménen. ADAM 10 und 17 sind an der Konver-
sion von Tumornekrose-Faktor a beteiligt, ein zentrales Zytokin mit pleiotroper Wirkung.
Dermatopontin (DPT) ist ein Protein der extrazelluldren Matrix vieler Gewebe und spielt
bei Zell-Matrix-Interaktionen und dem Matrixaufbau eine Rolle. Postuliert wird eine modifi-

zierende Wirkung auf die Aktivitdt von TGF-3, zu dessen Superfamilie auch BMP-2 gehort.
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Tabelle 4.2.: DNA-Chip-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knorpelmarker in
adMSCs (huF 35), die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (DM: osteo-
genes Differenzierungsmedium mit Dexamethason, BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich
mit BMP-2 versetzt, NM: Standard-Proliferationsmedium; COMP: cartilage oligomeric ma-
triz protein).

(— Nicht exprimiert, 1 schwach exprimiert, 77 mittelstark exprimiert, 711 stark exprimiert.)

NM DM BMP
Aggrecan T n 17
Versican T - T
Kollagen IT a1 117 [N} 17
Kollagen IX a1 T 1 T
Kollagen IX a2 T 1 T
Kollagen IX a3 - - -
Kollagen X a1 - - T
Kollagen XI a1 T n 17
Kollagen XI a2 T - 1
COMP - - -

Matrix-Metallo-Proteinasen sind eine Familie Struktur-dhnlicher Metalloproteasen, die bei
einem Gewebe-Umbau die extrazelluldre Matrix abbauen. MMP 17 aktiviert MMP 2 (Gela-
tinase A), die Kollagen IV abbaut. Kollagen IV ist der Hauptbestandteil der Basallamina, einer
diinnen, festen Matrix-Schicht, die hauptséchlich zwischen Epithel- und Bindegewebe gebildet
wird. Die Basallamina iibt wahrscheinlich einen Einfluss auf die Differenzierung von Zellen
aus und bildet ein Geriist, an dem Zellen entlangwandern und sich anlagern konnen. Die
Hyaluronan-Synthase 1 (HAS 1) wird in mesenchymalen Progenitorzellen exprimiert®!. Thre
verstarkte Expression in den BMP-2-stimulierten Zellen zeigt, dass die osteogene Differenzie-

rung noch nicht abgeschlossen sein kann.

Bei den wenigen Genen, die durch Differenzierungsmedium ohne BMP-2-Zusatz (DM) bzw.
durch das Standard-Proliferationsmedium reguliert wurden, handelte es sich weitgehend um
Signaltransduktoren und um einige Molekiile der extrazelluldren Matrix, ohne dass jedoch ein
direkter Zusammenhang mit der osteogenen Differenzierung nachgewiesen werden konnte.

Einige der verstérkt exprimierten Gene in den drei unterschiedlichen Medien waren typisch
fiir Knorpel. Daher wurde, wie zuvor bei Knochenmarkern, auch die Expressionsstérke von
typischen Knorpelmarkern (Aggrecan, Versican, KollagenII, IX, X und XI und COMP) un-
tersucht. Aggrecan und Versican gehoren zur gleichen Familie von Proteoglykanen — hoch-
molekularen Bestandteilen der extrazelluldren Matrix, bei denen an einem Proteinriickgrat
viele Kohlenhydratkomponenten gebunden sind. Die Proteoglykane bilden die gelartige, aber
stabile extrazellulare Matrix von Knorpel. Wie in allen anderen Bindegeweben sind auch im
Knorpel Kollagene in der extrazelluldiren Matrix zu finden. Als knorpelspezifisch werden im

Allgemeinen die Kollagene II, IX, X und XI betrachtet. Das oligomere Knorpelmatrix-Protein
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(cartilage oligomeric matriz protein, COMP) ist ein Glykoprotein der extrazelluliren Matrix
im Knorpel und wird als Knorpel-Differenzierungsmarker betrachtet, der spezifischer ist als
Kollagen II.

In den adMSCs wurde die Genexpression einiger Knorpelmarker wie Aggrecan, KollagenII
und Kollagen XI nachgewiesen, der hochspezifische Knorpelmarker COMP war allerdings ne-
gativ (Tabelle 4.2).

Auch unter den regulierten Genen fanden sich einige, die mit Entwicklungs- und Differen-
zierungsprozessen im Knorpel in Zusammenhang stehen. So wurden durch BMP-2 Aggrecan,
ADAMTS 1, die Kollagene VI, IX und X verstéarkt exprimiert. Die ADAM-Metallo-Peptidase
mit Thromospondin-Typ-1-Motiv 1 baut die extrazelluldre Knorpelmatrix ab, indem es Aggra-
can spaltet. Die Genexpression anderer Knorpelproteine wie Kollagen XI und Matrix-Metall-

Proteinase 1, die Kollagen I, IT und III degradiert, wurde durch BMP-2 herunter reguliert.

Zusammenfassend zeigte dieses DNA-Chip-Experiment, dass die adMSCs in der Zellkultur
sehr leicht osteogen differenziert werden kénnen. Die Zugabe von Dexamethason oder BMP-2
zum Zellkulturmedium bewirkte die Expression von Knochenmarkern. Bereits konfluentes
Wachstum der adMSCs war ausreichend, um eine Differenzierung zu induzieren. Die Untersu-
chung der Aktivitdt von Alkalischer Phosphatase und die Farbung von Calciumablagerungen
in der extrazellularen Matrix zeigten aber, dass die Zugabe von Dexamethason oder BMP-2
notig war, um auch diese Eigenschaften von Knochenzellen bei den adMSCs hervorzurufen.
Der DNA-Chip zeigte, dass es sich bei der hier beobachteten Differenzierung wahrscheinlich
um eine osteochondrale Differenzierung handelt, bei der Knorpel gebildet wurde, der dann
verknocherte. Dies erklart die Beobachtung des gemischten Knochen-Knorpel-Phénotyps der
adMSCs im DNA-Chip-Experiment. Bei der Beurteilung der DNA-Chip-Ergebnisse muss be-
achtet werden, dass es sich bei den mesenchymalen Stammzellen um Mischpopulationen unter-
schiedlicher Zellen mit individuellem Phénotyp handelt, die in ihrer Differenzierung verschie-
den weit fortgeschritten sind. Auf externe Stimuli reagieren die einzelnen Zellen vermutlich
unterschiedlich und die Ergebnisse aller Experimente mit adMSCs — sofern sie nicht auf Ein-
zelzellniveau durchgefiihrt werden — sind immer als Mittelung {iber verschiedene Reaktionen

einzelner Zellen zu interpretieren.

Die Eigenschaften und das Verhalten von mesenchymalen Stammzellen in vitro ist nicht nur
davon abhéngig, welche Zusammensetzung an einzelnen Subpopulationen isoliert wurde, son-
dern auch von Alter, Geschlecht und Allgemeinzustand des Patienten zur Entnahmezeit. Um
zu Uberpriifen, inwiefern auch die osteogene Differenzierung von diesen Faktoren abhéngt, wur-
de ein weiteres DNA-Chip-Experiment mit Zellen einer anderen Patientin durchgefiihrt (hier
huF 53, oben huF 35, vgl. Anhang B.1, Seite 133). Auch diese adMSCs liefsen sich sehr leicht

differenzieren, indem sie mit Dexamethason-haltigem Medium (DM-10) oder unter Zusatz von
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BMP-2 (50 ng/mL) kultiviert wurden. Die wichtigsten Knochenmarker wurden exprimiert, wo-
bei sich ein dhnliches Muster ergab wie fiir die huF35 beschrieben wurde (vgl. Tabelle 4.3 und
Tabelle 4.1, Seite 39). Allerdings waren insgesamt deutlich weniger Gene reguliert als bei dem
vorigen Experiment und es handelte sich bei ihnen beinahe ausschlieflich um Komponenten
der extrazelluldren Matrix (Darstellung aller regulierten Gene s. Anhang B.3.1, Seite 148).
BMP-2 regulierte die Genexpression von KollagenI, der Hauptkomponente der organischen
Knochenmatrix, hoch. Auch Osteonectin und Kollagen V, das hdufig in Verbindung mit Kol-
lagen I gefunden wird, wurden durch BMP-2 verstiarkt exprimiert. Weiterhin waren Fibronek-
tin, ein extrazelluldres Glykoprotein, und Vitronektin, das in mineralisierter Matrix gefunden
wird, hochreguliert. Mit Kollagen XI wurde durch BMP-2 auch ein typischer Knorpelmarker
verstarkt exprimiert. Das einzige Signaltransduktionsprotein, das unter BMP-2-Bedingungen
eine hohere Expression aufwies, war WNT1 inducible signaling pathway protein 2 (WISP2),
welches zur Familie der Bindegewebswachstumsfaktoren gehort. Dabei handelt es sich um Si-
gnaltransduktionsfaktoren, die verschiedene Entwicklungsprozesse regulieren. WISP2 wird in
Knochengewebe stark exprimiert und spielt vermutlich eine Rolle im Umbau von Knochen.
Im Differenzierungsmedium ohne BMP-2-Zusatz (DM) waren ebenfalls einige Komponenten
der extrazellularen Matrix und Signaltransduktoren hoch reguliert. Von diesen stehen Deco-
rin und Pleiotrophin im Zusammenhang mit Knochen. Decorin ist ein kleines zelluléres oder
auch perizellulares Matrixproteoglycan, das im Bindegewebe an Kollagen-I-Fibrillen bindet.
Decorin ist am Auf- und Umbau der extrazellularen Matrix beteiligt, indem es Synthese und
Degradation von Komponenten der extrazellularen Matrix reguliert und vor allem die Fibril-
lenbildung von Kollagenen steuert. Aufierdem kann es als Bindeglied zwischen Kollagen I und
Kollagen VI dienen. Pleiotrophin (OSF1, PTN), das ebenfalls in DM verstérkt exprimiert war,
spielt eine grofe Rolle bei der Knochenmineralisierung. So wurde in OSF1-transgenen Mausen
eine Zunahme der Knochenmasse beobachtet®. Weitere, nicht knochenassoziierte Gene, deren
Expression in osteogenem Differenzierungsmedium verstarkt wurde, umfassten das gewebe-
unspezifische Kollagen VI, die Matrix-Metallo-Proteinase 2, Metallothionein 2A — ein Kupfer-
und Zink-bindendes Protein mit weitgehend ungeklarter Funktion — und Cardiotrophin 1 — ein
Regulatorprotein, das in Zusammenhang mit der Entwicklung von Nerven- und Muskelgewebe
steht, aber auch bei der Signaltransduktion in Adipozyten eine Rolle spielt.

Im Standard-Proliferationsmedium (NM) waren nur Kollagen I, das in Knorpel den Hauptteil
der kollagenen Matrix ausmacht, und das gewebeunspezifische Kollagen IV verstiarkt expri-

miert.

Die Analyse der Expression typischer Knorpelmarker ergab ein dhnliches Bild wie in dem
vorigen Experiment (vgl. Tabelle 4.4 mit Tabelle 4.2). Hauptséchlich wurden Kollagen IT und
XI exprimiert, in DM-Medium zuséatzlich Aggrecan und Kollagen IX, in BMP-2-Medium auch
COMP.
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Tabelle 4.3.: DNA-Chip-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knochenmarker in
adMSCs (huF 53), die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Stan-
dard-Proliferationsmedium, DM: osteogenes Differenzierungsmedium mit Dexamethason,
BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt).

(= Nicht exprimiert, T schwach exprimiert, 77 mittelstark exprimiert, 117 stark exprimiert.)

NM DM BMP
Kollagen I a1 T T ™
Kollagen I a2 N N T
Alkalische Phosphatase - T 1
Cbfa-1/Runz2 - - -
Osteocalcin - T -
Osteopontin - -
Osteonectin T 1 T
BMP-2 - - -
BMP-4 - 7 1
BSP-2 - - —

Die beiden Kulturen mesenchymaler Stammzellen zeigten im Wesentlichen dhnliche Reaktio-
nen auf die verschiedenen Kulturmedien. Ein Vergleich der beiden DNA-Chip-Experimente
im Hinblick auf spenderbedingte Unterschiede ist nur bedingt zuléssig, da die beiden Versu-
che nicht parallel durchgefiihrt wurden und daher nicht exakt dieselben Parameter zugrunde
lagen. Der Nachweis von Knochenmarkern auf Expressionsebene zeigte, dass die Zellen be-
reits durch geringe Mengen an Dexamethason im Medium (in Anwesenheit von Ascorbinsdure
und (-Glycerolphosphat) differenziert werden konnen. Der Zusatz von BMP-2 verstirkte bzw.
beschleunigte die Differenzierung, erwies sich aber nicht als unbedingt fiir eine osteogene Dif-
ferenzierung notwendig. Die Bestimmung der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase und die
Farbung der Matrixmineralisierung bestéitigten die Untersuchungen auf Genexpressionsebe-
ne. Die beobachteten Unterschiede der Genregulation kénnen einerseits spenderbedingt sein,
andererseits aber auch durch leichte Abweichungen der Kultivierungsbedingungen verursacht

worden sein.

MG-63 Da es sich bei den mesenchymalen Stammzellen um eine Mischpopulation handelt,
deren Zusammensetzung und biologische Eigenschaften abhéngig waren von Alter, Geschlecht
und Allgemeinzustand des Spenders, konnen die Ergebnisse der DNA-Chip-Experimente nur
bedingt verallgemeinert und vorsichtige Riickschliisse auf die Regulation der osteogenen Dif-
ferenzierung gezogen werden. Aus diesem Grund wurde ein weiteres DNA-Chip-Experiment
durchgefiihrt, bei dem eine Modellzelllinie untersucht wurde. Dabei wurde die Zelllinie MG-63
gewihlt — humane immortalisierte Zellen, urspriinglich isoliert aus einem Osteosarkom — die
in der Literatur als Knochenvorlduferzelllinie beschrieben wird. Die MG-63 wurden wie die

adMSCs mit Dexamethason-haltigem Differenzierungsmedium mit und ohne zuséatzlichem
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Tabelle 4.4.: DNA-Chip-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knorpelmarker in
adMSCs (huF 53), die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Standard-
Proliferationsmedium, DM: Differenzierungsmedium mit Dexamethason, BMP: Differenzie-
rungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt; COMP: cartilage oligomeric matriz protein).
(= Nicht exprimiert, T schwach exprimiert, 71 mittelstark exprimiert, 117 stark exprimiert.)

NM DM BMP

Aggrecan - 1 -
Versican - - -
Kollagen IT a1 N I T
Kollagen IX al - - T
Kollagen IX a2 - T T
Kollagen IX a3 - 1 -
Kollagen X a1 - - -
Kollagen XTI a1 T N T
Kollagen XI o2 - — —
COMP - - T

BMP-2 (50 ng/mL) osteogen differenziert. Die Genexpression der Zellen in Abhéngigkeit vom
Kultivierungsmedium wurde mit einem DNA-Chip untersucht. Zusétzlich wurde aus densel-
ben Proben eine RT-PCR fiir typische Knochenmarker durchgefiihrt. Zunéchst wurde auf
den DNA-Chips die Expression der typischen Knochenmarker ausgewertet (Tabelle 4.5) und
mit der RT-PCR (Abbildung 4.6) verglichen. PCR und DNA-Chip stimmten darin iiberein,
dass in allen Medien die typischen Knochenmarker stark exprimiert wurden. KollagenI, Al-
kalische Phosphatase, Cbfa-1/Runz?2, Osteocalcin, Osteopontin, Osteonectin, BMP-2, BMP-4
und BSP-2 wurden relativ unabhéngig vom Kultivierungsmedium exprimiert. Auch die Zellen
in Standard-Proliferationsmedium ohne osteogene Stimuli wiesen also einen Knochenphéno-
typ auf und waren in ihrer Differenzierung bereits fortgeschritten. MG-63 reagierten also sehr
leicht auf externe Stimuli mit einer osteogenen Differenzierung und bereits konfluentes Wachs-
tum fiihrte zu einem Knochenphénotyp. Damit werden auch die in der Literatur voneinander
abweichenden Beschreibungen der Zellen als Vorlaufer- bzw. als Knochenzellen erklart.

Unabhéngig vom Knochenphénotyp wurde auch in den MG-63-Zellen durch verschiedene os-
teogene Zusitze zu den Kulturmedien die Genexpression unterschiedlich reguliert. Wie auch
bei den adMSCs handelte es sich bei den regulierten Genen hauptséchlich um Komponenten
der extrazelluldren Matrix und von Signaltransduktionswegen (vollsténdige Auflistung der
regulierten Gene s. Anhang B.5, Seite 150). BMP-2 stimulierte die Genexpression der osteoin-
duktiven Proteine BMP-2 und Pleiotrophin (OSF1), beides Proteine, die in der Knochenent-
wicklung eine bedeutende Rolle spielen. Aufserdem waren zwei regulierende Bindungsproteine
fiir den insulindhnlichen Wachstumsfaktor verstiarkt exprimiert. Mit Thrombospondin 1 war
auch ein Protein der extrazelluldren Matrix hoch reguliert. Interessanterweise wurde durch
BMP-2 auch Smad 3 verstéirkt exprimiert, das die von BMP-2 und Cbfa-1/Runz?2 induzierten
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Tabelle 4.5.: DNA-Chip-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knochenmarker in
MG-63-Zellen, die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Stan-
dard-Proliferationsmedium, DM: osteogenes Differenzierungsmedium mit Dexamethason,

BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt).

(= Nicht exprimiert, T schwach exprimiert, 77 mittelstark exprimiert, 117 stark exprimiert.)

NM DM BMP
Kollagen X a1 ™7 ™7 N
Kollagen X a2 T T N
Alkalische Phosphatase 7 il 1
Cbfa-1/Runz2 il il il
Osteocalcin ™ T N
Osteopontin ™ T N
Osteonectin N (N T
BMP-2 n n n
BMP-4 n n n
BSP-2 1 n n

transkriptionalen Aktivitdten inhibiert und damit die Zelldifferenzierung hemmt. Dies ist eine
zelluldre Reaktion auf die permanente Anwesenheit des Differenzierungsfaktors BMP-2 und
bewirkt eine zusétzliche Regulierung seiner Effekte. Eine dhnliche Auswirkung war auch bei
den adMSCs beobachtet worden, wo im BMP-2-haltigen Medium Caveolin 1 verstarkt expri-
miert war.

Im Differenzierungsmedium ohne BMP-2-Zusatz waren einige Matrixkomponenten verstéirkt
exprimiert, darunter die Kollagene IT, I1I, XVI und XIX, Matrilin 1 und Dermatopontin. Kol-
lagen II ist ein typisches Knorpelkollagen und die Kollagene XVI und XIX treten zumeist
in Verbindung mit KollagenI oder II auf. Kollagen III hingegen kommt in dehnbaren Gewe-
ben wie der Lunge oder auch in Narbengewebe vor. Auch bei Matrilin 1 handelt es sich um
ein knorpelspezifisches Protein. Es wird auch als cartilage matriz protein bezeichnet und ist
am Aufbau des filamentosen Netzwerkes in der extrazellularen Matrix beteiligt. Zu den im
Dexamethason-haltigen Medium verstarkt exprimierten Signaltransduktoren gehdrten keine,
die direkt mit Differenzierungsprozessen im Knochen oder Knorpel in Verbindung stehen.
Die Expression von Knochenmarkern, sowohl mit dem DNA-Chip als auch mit der RT-PCR
nachgewiesen, belegte eindeutig den osteogenen Phanotyp der MG-63-Zellen, nachdem sie in
Dexamethason-haltigem Differenzierungmedium kultiviert worden waren. Einige der durch
Dexamethason regulierten Gene standen in Zusammenhang mit Knorpel, was eine enchon-
drale Ossifikation andeutete.

Anders als bei den adMSCs war bei den MG-63-Zellen auch im Standard-Proliferationsme-
dium eine Reihe von Genen der Signaltransduktion und von Komponenten der extrazellu-

laren Matrix verstarkt exprimiert. Einige der regulierten Matrixkomponenten waren typisch
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Abbildung 4.6.: PCR-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knochenmarker in
MG-63-Zellen, die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Standard-
Proliferationsmedium, DM: osteogenes Differenzierungsmedium mit Dexamethason,
BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt). GAPDH: Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase, Coll: Kollagen I, OC: Osteocalcin, AP: Alkalische Phosphatase,
OPN: Osteopontin. Die relative Bandenstérke, bezogen auf diejenige der GAPDH, ist unter
den einzelnen Banden angegeben.

fiir Knorpel, darunter KollagenII und XI, von Knorpel abgeleitetes Morphogenese-Protein 1
(cartilage-derived morphogenetic protein-1, CDMP1), ein Mitglied der TGF-3-Superfamilie.
Bei den Signaltransduktoren waren einige knochenspezifische Faktoren reguliert, darunter
SOX 4 (sex determining region y-box 4 ), ein Mediator der Parathormoneffekte. Auch das in
Knochengewebe stark exprimierte WISP2 war im Standardmedium verstéarkt exprimiert. Ob-
wohl die Expressionsstirke der Knochenmarker in allen Proben vergleichbar war, unterschied
sich also der Differenzierungsstatus in nicht osteogen stimulierten MG-63-Zellen von dem der
gezielt differenzierten Zellen. Einige Komponenten der extrazellularen Matrix, die typisch fiir
Knorpel sind, waren im Standard-Proliferationsmedium (NM) verstérkt exprimiert, wiahrend
bei den Transkriptionsfaktoren die osteogen wirkenden hoch reguliert waren. Bei einer zel-
luldren Reaktion auf einen externen Stimulus ist die Expression von Transkriptionsfaktoren
immer einer der ersten Effekte. Die Transkriptionsfaktoren kénnen dann wiederum die Ex-
pression von anderen Genen, wie z. B. solche, die fiir Komponenten der extrazellulare Matrix
codieren, beeinflussen. Obwohl die MG-63 unter NM-Bedingungen also bereits einen Kno-
chenphénotyp aufwiesen, bildeten sie immer noch zusétzlich Knorpelmatrix, die im Rahmen
der enchondralen Ossifikation in Knochenmatrix umzubauen war. Die zugehorige Osteogene-
se wurde offensichtlich gerade initiiert, indem einige Transkriptionsfaktoren gebildet wurden,
die die Knochenbildung férdern. In den osteogenen Medien DM und BMP war dieser Prozess
bereits weiter fortgeschritten.

Die Untersuchung der Expression typischer Knorpelmarker zeigte in allen hier verwendeten
Medien eine deutliche Expression von Genen, die fiir Proteine der extrazelluliren Matrix von
Knorpel codieren (Tabelle 4.6). Im osteogenen Differenzierungsmedium mit und ohne BMP-2-
Zusatz waren aber andere mit Knorpel und der chondrogenen Differenzierung in Zusammen-
hang stehende Gene herunter reguliert. Die osteochondrale Differenzierung wurde hier also
mittlerweile abgeschlossen und die Umwandlung des gebildeten Knorpels zu Knochen wurde

verstarkt.
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Tabelle 4.6.: DNA-Chip-Ergebnisse fiir die Genexpression typischer Knorpelmarker in
MG-63, die mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Standard-Prolifera-
tionsmedium, DM: osteogenes Differenzierungsmedium mit Dexamethason, BMP: Differen-
zierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt; COMP: cartilage oligomeric matriz protein).
(= Nicht exprimiert, T schwach exprimiert, 77 mittelstark exprimiert, 117 stark exprimiert.)

NM DM BMP

Aggrecan 1 [l n
Versican N T N
Kollagen IT a1 T NN} N
Kollagen IX a1l 1N T N
Kollagen IX o2 T T N
Kollagen IX a3 N (N N
Kollagen X a1 N N T
Kollagen XI a1 N T T

Kollagen XI a2 N T ™
COMP T 1 T

Die Vorversuche zur osteogenen Differenzierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Fett-
gewebe in vitro haben gezeigt, dass diese sehr leicht durch den Zusatz von Dexamethason,
Ascorbinsdure und (-Glycerolphosphat zum Kulturmedium zu Knochenzellen differenziert
werden konnten. Diese Differenzierung war dabei keine reine Induktion der Expression von
Knochenmarkern, sondern wurde von der Expression von typischen Knorpelmarkern begleitet.
Es handelte sich also um eine osteochondrale Differenzierung bzw. eine enchondrale Ossifika-
tion. Ein konfluentes Wachstum fiihrte bei den adMSCs bereits zur Expression von Knochen-
markern, was bei den folgenden Experimenten bedacht werden musste. Fiir die Expansion der
Zellen im undifferenzierten Zustand wurden die Zellen daher deutlich subkonfluent kultiviert.
Die Messung der Enzymaktivitdt von Alkalischer Phosphatase und die Farbung calcifizierter
extrazellularer Matrix zeigten, dass osteogene Stimulantien erforderlich sind, um diese typi-
schen Eigenschaften von Knochenzellen zu induzieren. Konfluentes Wachstum allein war nicht
ausreichend, um diese Effekte zu erzielen. Die Zugabe von BMP-2 fiihrte bereits in niedriger

Konzentration zu einer beschleunigten Osteogenese.

4.1.2. Entwicklung eines Protein-Chips zum Nachweis der osteogenen

Differenzierung

Eine weit verbreitete Methodik bei biologischen Fragestellungen ist die Untersuchung der
Expression relevanter Gene mittels RT-PCR oder auch DNA-Chip-Technolgie, um aus An-
derungen der Genexpression auf biologische Prozesse zu schlieften. Die Transkription ist aber
nur der erste Schritt der komplexen Regulation der Proteinbiosynthese. Die gebildete RNA

kann vor der eigentlichen Translation unterschiedlich prozessiert werden (Splicing). Besonders
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Abbildung 4.7.: Chemische Struktur von Glycidylmethacrylat-co-Ethylenglycoldimeth-
acrylat (GMA-EDMA).

extrazellulare Proteine werden nach der Translation zusétzlich modifiziert, indem sie z. B. gly-
kosyliert werden oder indem einzelne Peptidsequenzen herausgeschnitten werden, bevor die
Proteine sekretiert werden. Bei jedem einzelnen dieser genannten Schritte kann die Zelle regu-
lierend eingreifen. Die Aktivierung eines Gens und die Synthese von mRNA ist daher zwar ein
deutliches Zeichen fiir eine Anderung von zelluldiren Prozessen, jedoch ist erst der Nachweis
des (aktiven) Proteins ein sicherer Beleg fiir die Aktivierung zelluldrer Mechanismen.

Um ein bestimmtes Protein auch in Anwesenheit vieler anderer nachzuweisen, wird haufig ei-
ne Immundetektion verwendet, bei der die hochspezifische Antigen-Antikérper-Bindung aus-
genutzt wird. Typische auf einer Immundetektion basierende Techniken sind Western-Blot,
ELISA und Immunhistochemie.

Eine relativ neue, mit den etablierten Verfahren konkurrierende Methode zum Protein-
Nachweis sind Protein-Mikrochips. Sie vereinen die Technologie der Immundetektion mit
dem hohen Parallelisierungsgrad, der Quantifizierbarkeit und der Sensitivitdt der DNA-Chip-
Technologie. Im Hinblick auf verschiedene Fragestellungen sind diverse Realisierungsmoglich-
keiten fiir Protein-Chips vorgeschlagen worden. Ihnen allen liegt zugrunde, dass auf einer Tra-
geroberfliche Proteine aus einer Probe mit Hilfe spezifischer Antikorper gebunden und iiber
einen Fluoreszenzmarker detektiert werden. Haufig finden Antikorper-Chips Anwendung, bei
denen gut charakterisierte Antikorper auf einer Oberfliche immobilisiert sind und dort das
Zielprotein binden. Fiir die Immobilisierung eines Antikoérpers auf dem Chip werden grund-
sitzlich zwei Trigersysteme eingesetzt. Entweder wird eine Glasoberfliche chemisch so modifi-
ziert, dass die Proteinbindung unterstiitzt wird, oder aber es wird eine spezielle Membran oder
ein Hydrogel auf einer Glas- oder Polymer-Oberflache fixiert. Solche dreidimensionale Tra-
gersysteme verfliigen aufgrund der groferen Oberflache liber eine héhere Bindungskapazitét.
Zusétzlich wurde in vielen Studien eine erhdhte Stabilitdt der Antikérper in der raumstruk-
turierten Mikroumgebung von dreidimensional gestalteten Oberflichen beschrieben. Damit
gewinnen die dreidimensionalen Oberfléchen an Sensitivitdt und der dynamische Bereich der

Detektion ist grofer.
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Abbildung 4.8.: Immobilisierungsreaktion von Proteinen auf einer Poly(GMA-EDMA)-
Oberflache.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Protein-Chip zur Analyse von knochenspezifischen Pro-
teinen im Zellkulturiiberstand entwickelt. Diese Arbeiten entstanden in enger Kooperation
mit Marina Slabospitskaya vom Institut fiir Makromolekulare Verbindungen der Russischen
Wissenschaftsakademie in Sankt Petersburg und Johanna Walter vom Institut fiir Technische
Chemie der Leibniz Universitdt Hannover im Rahmen ihrer Dissertationen. Als Oberfldche
zur Immobilisierung eines Antikérpers wurde ein makropordses Polymethacrylat aus Glyci-
dylmethacrylat (GMA) und Ethylenglycoldimethacrylat (EDMA, Struktur in Abbildung 4.7)
verwendet. Polymethacrylate werden dank ihrer chemischen Stabilitdat haufig als Chromato-
graphiematerial eingesetzt. Sie kdnnen mit einer porésen Struktur hergestellt werden, die auch
im trockenen Zustand stabil ist. Diese porose Struktur bietet den Proteinen ein dreidimen-
sionales Gertist, an das sie binden kénnen. Die Bindung von Proteinen bzw. des gesamten
Komplexes aus einem oder mehreren Antikorpern, Analyt und Fluoreszenzmarker ist nur in
ausreichend grofien Poren moglich. Andererseits verringern grofse Poren die mechanische Sta-
bilitdt des Polymers.

In dieser Arbeit wurde ein Copolymer aus GMA und EDMA eingesetzt, das aus unterein-
ander verbundenen Polymer-Mikroglobuli aufgebaut war, die von Poren separiert wurden.
Die Porengrofse betrug etwa 1 um und die strukturelle Festigkeit des Materials wurde durch
einen erheblichen Grad an Quervernetzung gewahrleistet. An die Polymethacrylat-Oberflache
konnen Proteine in einer einfachen einstufigen Reaktion kovalent binden, indem eine Ami-
nogruppe eines Proteins mit dem Epoxid des Glycidylmethacrylats reagiert. Auf diese Weise
konnen Proteine dauerhaft auf dem Polymethacrylat immobilisiert werden (Abbildung 4.8).

Die ersten Polymethacrylat-Chips waren von Marina Slabospitskaya in Sankt Petersburg her-
gestellt worden, indem mit Flussséure zunéchst eine zentrale Vertiefung (18 x 60 mm) in einen
herkémmlichen Objekttrager gedtzt wurde, in der dann Methacrylatmonomere polymerisiert
wurden. Damit das Methacrylat fest mit dem Glas verbunden war, wurde die Glasoberfla-
che vor der Polymerisierung mit Methacrylsidure-|3-(trimethylsilyl)-propylester| aktiviert, wo-
durch Methacrylsdure an die Glasoberfliche gebracht wurde, an deren Doppelbindung die
Polymerisierung startete.

Die Verwendbarkeit der Glastriger mit Polymethacrylat-Oberfliche als Protein-Mikrochip
wurde zundchst mit einem Modellsystem aus Maus-Immunglobulin G (IgG) und an ein Fluo-

rophor gekoppeltes Anti-Maus-IgG getestet. Mit diesem System wurden zunéchst grundlegen-
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Abbildung 4.9.: Schematische Zeichnung der Antikérpersysteme des Protein-Chips. Links:
Maus-IgG immobilisiert auf der Chipoberfliche, daran Anti-Maus-IgG mit dem Fluorophor
(Alexa-555). Rechts: Sandwich aus Fanger-Antikorper, Analyt und biotinyliertem Detekti-
onsantikorper gebunden von Fluorophor (Cy3 / Cy5)-gekoppeltem Streptavidin.

de Versuche zur Methodenentwicklung durchgefiihrt. Spéater wurden dann exemplarisch zwei
Systeme aufgebaut, mit denen die (humanen) Knochenproteine KollagenI und Osteopontin
nachgewiesen wurden (Abbildung 4.9).

Die (monoklonalen) ,Fanger“-Antikorper (Maus-IgG, bzw. Anti-Osteopontin oder Anti-Kol-
lagen ), die spezifisch den Analyten (Osteopontin bzw. KollagenI) aus einer komplexen Pro-
teinlosung an die Chip-Oberflache binden, wurden in einem Kontakt-Druckverfahren auf die
Oberflache gebracht (gespottet). Dabei taucht ein Ring in die Antikorper-Losung, so dass
sich im Ring ein Fliissigkeitsfilm bildet. Eine diinne Nadel (Pin) durchsticht diesen Film und
setzt auf die zu bedruckende Oberflache auf, wobei sie 100 pL Fliissigkeit auf der Oberfla-
che hinterldsst. In der Regel wurden 500 pL. pro Spot aufgebracht, indem die Nadel fiinfmal
aufsetzte. Auf die Oberfliche wurden jeweils zehn Spots derselben Losung gedruckt, deren
Fluoreszenzintensitit bei der Auswertung gemittelt wurde. Fiir die eigentliche Immobilisie-
rungsreaktion fand nach dem Drucken eine Inkubation statt, wiahrend der die Antikérper
kovalent an das Polymethacrylat banden (genaue Durchfithrung s. Anhang B.4, Seite 155f.).
Auf diese Protein-Chips wurden dann die zu analysierenden Proben (Anti-Maus-IgG gebun-
den an Alexa Fluor 555 bzw. Losungen mit Osteopontin oder Kollagen I) gebunden. Die Fluo-
reszenzintensitit der einzelnen Spots wurde mit einem Fluoreszenzscanner gemessen, wobei
jeder Chip mit unterschiedlicher Vorspannung des Fotomultipliers (gain) eingelesen wurde,

um Sattigungseffekte der Spots beriicksichtigen zu kénnen.

Methodenentwicklung Fiir die Entwicklung der Methodik und des Umgangs mit den neu-
artigen Polymethacrylat-Mikrochips wurde Maus-IgG und an Alexa Fluor 555 gekoppeltes
Anti-Maus-IgG als Modellsystem verwendet. Die erste Fragestellung betraf grundlegende Pa-

rameter der Durchfiihrung wie Pufferwahl, zu immobilisierende Proteinmenge und Inkuba-
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tionstemperatur. Die reaktiven Gruppen des Polymethacrylats sind Epoxid-Gruppen, an die
Aminogruppen der Proteine nukleophil angreifen kénnen. Eine solche Reaktion lduft bevor-
zugt in einer basischen Umgebung ab, wihrend andererseits das pH-Optimum der meisten
Proteine im neutralen Bereich liegt. Als Puffer fiir das zu immobilisierende Protein wurden
daher Borat-Puffer (pH9,5), Carbonat-Puffer (pH9,5) und PBS (pH7,5) getestet. Die Kon-
zentration des zu immobilisierenden Proteins (hier Maus-IgG) wurde in einem Bereich von
0,2-1 mg/mL variiert, wobei jeweils 500 pL der einzelnen Losungen auf je zehn Spots des Chips
aufgebracht wurden, was einer Proteinmenge von 0,1-0,5ng pro Spot entsprach. Die eigent-
liche Immobilisierungsreaktion wurde durch 17-stiindige Inkubation zum Vergleich bei zwei
Temperaturen (4° C bzw. bei 37° C) durchgefiihrt (genaue Durchfithrung s. Anhang B.4.2,
Seite 155). Anschliefend wurde die Oberfliche mit Alexa-Fluor-555-Anti-Maus-IgG inkubiert
und die mittlere Signalintensitét (signal mean SM) und das Signal-Rausch-Verhéltnis (signal
to noise ratio, SNR, s. Anhang B.4.3, Seite 156) ausgewertet.

Nachweisbar war Maus-IgG in allen Puffersystemen ab einer Konzentration von 0,4 mg/mL
im Spotting-Puffer, im PBS-Puffer auch schon bei 0,2mg/mL (Abbildung 4.10). Als Nach-
weisgrenze galt dabei ein Signal-Rausch-Verhéltnis oberhalb von drei. Es zeigte sich, dass alle
drei Puffer geeignet waren und keinen nennenswerten Einfluss auf die mittlere Signalintensitét
hatten. Da sich ein hoherer pH-Wert nicht als forderlich erwiesen hatte, wurde fiir alle fol-
genden Experimente PBS als Spotting-Puffer gewéhlt. Die Immobilisierungstemperatur hatte
einen deutlichen Einfluss auf die mittlere Signalintensitét, die nach Immobilisierung bei 37° C
deutlich héher war als bei 4° C. Daher wurde bei allen weiteren Experimenten die Immobili-

sierung bei 37° C durchgefiihrt.

Eine Verbesserung der Signalqualitéit kann in der Regel durch Blocken der Oberfliche erreicht
werden. Dazu wurde der Chip vor der Hybridisierung des Analyten mit Rinderserumalbumin
(bovine serum albumin BSA) inkubiert, das unspezifisch an die Oberfliche bindet, so dass im
Folgenden weder Analyt noch Detektionsantikorper kovalente Bindungen mit der Methacrylat-
Oberflache eingehen konnten. Dadurch wurde die Hintergrundintensitédt deutlich verringert,

was sich in einer Erhohung des Signal-Rausch-Verhéltnisses auswirkte (Abbildung 4.11).

Die Abhéngigkeit der Signalintensitéit von der immobilisierten Proteinmenge wurde noch ein-
mal genauer untersucht, indem unterschiedliche Volumina einer Maus-IgG-Lésung auf einen
Chip gespottet wurden. Wie zu erwarten, stieg die mittlere Signalintensitédt zunédchst linear
an, flachte dann aber ab und strebte einem Grenzwert zu, bei dem die Oberflache mit Protein
geséttigt war (Abbildung 4.12). Das Signal-Rausch-Verhéltnis zeigte einen dhnlichen Kurven-
verlauf, bei dem zunéchst ein linearer Anstieg aufgrund steigender Signalhdhe bei gleichblei-
bendem Hintergrund auftrat, gefolgt von einer Abflachung durch die Sattigung der Oberflache.
Um eine moglichst hohe mittlere Signalintensitét und ein maximales Signal-Rausch-Verhéltnis

zu erhalten, wurden fiir die folgenden Experimente 0,5ng/Spot immobilisiert.
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Abbildung 4.10.: Protein-Chip mit Maus-IgG. Mittlere Signalintensitdt (SM) und Signal-
Rausch-Verhéltnis (SNR) in Abhéngigkeit von Puffer und Konzentration des zu immobi-
lisierenden Proteins und der Immobilisierungstemperatur. Die eingesetzten Puffer waren
Boratpuffer (BP), Carbonatpuffer (CP) und PBS, das Protein lag in den Konzentrationen
0,2mg/mL, 0,4mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL und 1,0mg/mL vor. Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert von 10 einzelnen Spots + Standardabweichung. Statistisch signifikante Un-
terschiede sind mit * fiir 0,001 < p < 0,05 und ** fiir p< 0,001 gekennzeichnet. Die Nachweis-
grenze ist als unterbrochene Linie dargestellt (--).

An die Immobilisierung des Féanger-Antikorpers schloss sich ein Waschvorgang an, der nicht
kovalent gebundene Antikorper entfernen sollte. Unspezifisch gebundener Antikorper kann
genau wie kovalent gebundener Antikérper an den Analyten binden. Allerdings kann der
Antikorper-Analyt-Komplex wihrend der folgenden Waschvorgéinge von der Oberfliche ent-
fernt werden, so dass die mittlere Signalintensitdt sinkt. Auch eine Verschlechterung des
Signal-Rausch-Verhéltnisses kann auftreten, wenn der Komplex innerhalb der Oberflache dif-
fundiert und so die Hintergrundfluoreszenz erhéht. Zur Entfernung unspezifisch gebundener
Antikoérper wurde die Chip-Oberfliche zunéchst mit PBS, danach mit einer Kochsalzlésung
und erneut mit PBS gewaschen. Die Dauer dieser drei einzelnen (gleich langen) Waschgén-
ge wurde mit dem Maus-IgG-System optimiert, indem unterschiedliche Waschzeiten (5min,
20 min, 40 min, 60 min) verglichen wurden. Die mittlere Signalintensitét stieg zunéchst bei
Erhchung der Waschzeit an und erreichte nach 40-miniitigem Waschen ein Plateau, wahrend
das Signal-Rausch-Verhéltnis bereits bei 20-mintitigem Waschen sein Maximum erreichte (Ab-
bildung 4.13). Der Anstieg der Signalintensitit bei Verldngerung der Waschzeit erkldrt sich
dadurch, dass unspezifisch gebundener Fanger- Antikorper entfernt wurde, bevor er den Ana-
lyten binden konnte. Bei spateren Waschgéngen wurde auf diese Weise kein Analyt von der
Oberfliche entfernt. Dadurch stieg das molare Verhéltnis von Analyt zu Fanger-Antikoérper
und folglich auch die Menge an gebundenem Analyt. Das Signal-Rausch-Verhéltnis stieg, da

die Diffusion unspezifisch gebundener Antikérper innerhalb der Oberflache verhindert wurde.
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Abbildung 4.11.: Verbesserung der Signalqualitit durch Blocken der Oberfliche des
Protein-Chips mit BSA. Links: Fluoreszenzsignale auf der ungeblockten (oben) und ge-
blockten Oberfliche (unten). Rechts: Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR) der Signale mit und
ohne Blocken. Maus-IgG wurde in den Konzentrationen 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL,
0,8 mg/mL und 1,0 mg/mL und unterschiedlichen Puffern immobilisiert: Boratpuffer (BP),
Carbonatpuffer (CP) und PBS. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von 10 einzelnen Spots
+ Standardabweichung. Alle Werte waren nach dem Blocken signifikant hoher als ohne Blo-
cken (p < 0,001). Die Nachweisgrenze ist als unterbrochene Linie dargestellt (--).

Der soweit optimierte Polymethacrylat-Chip wurde verglichen mit einem kommerziellen Chip
mit planarer (zweidimensionaler) Oberfliche und funktionellen Aldehyd-Gruppen. Fiir diesen
,Aldehyd-Chip*“ wurde das Protokoll an die Herstellerangaben zur Durchfiihrung mit kiirze-
rer Immobilisierungs- und Waschzeit angepasst (Durchfithrung s. Anhang B.4.2, Seite 155).
Signalintensitédt und Signal-Rausch-Verhéltnis waren auf der Methacrylat-Oberflache deutlich
hoher als auf der Glasoberfliche mit Aldehydgruppen (Abbildung 4.14). Die hohere Signal-
intensitét korrelierte mit der hoheren Bindungskapazitit der dreidimensionalen Oberflache.
Dieser Vergleich vermittelt einen Eindruck des Potenzials der Methacrylat-Oberflache, die
offensichtlich gut geeignet ist fiir die Anwendung in der Protein-Chip-Technologie.

Nachweis von Knochenmarkern Nach den erfolgreichen Versuchen mit dem Maus-IgG-
Modellsystem, wurden Nachweissysteme fiir zwei exemplarische Knochenmarker (Osteopontin
und Kollagen I) aufgebaut. Fiir den Nachweis von Knochenmarkern wurde auf den klassischen
Sandwich-Assay zuriickgegriffen, bei dem der Analyt durch einen Fanger-Antikorper auf der
Oberflache immobilisiert und dann durch einen markierten Detektions-Antikérper nachge-
wiesen wird (Abbildung 4.9). Fiir beide Antikorper kommen theoretisch monoklonale und
polyklonale Antikorper in Frage. Fiir den Fanger-Antikorper ist jedoch ein monoklonaler An-

tikorper besser geeignet, da dieser eine definierte spezifische Bindungsstérke fiir den Analyten
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Abbildung 4.12.: Abhéngigkeit der mittleren Signalintensitét (SM) und des Signal-Rausch-
Verhiiltnisses (SNR) vom immobilisierten Volumen an Maus-IgG. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert von 10 einzelnen Spots + Standardabweichung. Die Nachweisgrenze ist als unter-
brochene Linie dargestellt (--).

aufweist, die in jedem Spot gleich ist. Fiir die Detektion des auf der Oberfliche gebundenen
Analyten ist zu beachten, dass die Epitope des Analyten nicht durch den Fénger-Antikorper
abgedeckt sind. Es kann daher zwar ein weiterer monoklonaler Antikérper zur Detektion ein-
gesetzt werden, jedoch miissen die Epitope des Analyten fiir diesen Antikorper rdumlich von
der Bindungsstelle zum Fanger-Antikérper weit entfernt sein. Zur Vermeidung dieser Kom-
plikation kommt als Detektionsantikérper haufig ein polyklonaler Antikérper zum Einsatz, so
dass die Wahrscheinlichkeit der Epitopverdeckung gering ist. Uberdies besitzen polyklonale
Antikorper hiufig eine hohere Affinitdt und sind preisgiinstiger als monoklonale Antikorper.
Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden fiir den Nachweis von Knochenmarkern am Bei-
spiel von Osteopontin und Kollagen I monoklonale Fanger- Antikorper zur Immobilisierung auf

der Chip-Oberflache eingesetzt und polyklonale Detektionsantikérper. Letztere waren biotiny-
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Abbildung 4.13.: Abhéngigkeit der mittleren Signalintensitét (SM) und des Signal-Rausch-
Verhiiltnisses (SNR) von der Waschzeit nach der Immobilisierung von Maus-IgG. Dargestellt
ist jeweils der Mittelwert von 10 einzelnen Spots + Standardabweichung.
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Abbildung 4.14.: Vergleich der GMA-EDMA-Oberfliche mit einem Glastriger mit Alde-
hydgruppen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der Signalintensitat (SM) und des Signal-
Rausch-Verhéltnisses (SNR) von 10 einzelnen Spots + Standardabweichung. Die Nachweis-
grenze ist als unterbrochene Linie dargestellt (--). Die kleinen Abbildungen zeigen die Signale
auf der GMA-EDMA-Oberfléche (links) bzw. auf der Aldehyd-Oberfliche (rechts).

liert, so dass beide Knochenmarker durch Inkubation mit Fluoreszenzfarbstoff (z. B. Cyanin 3
oder Cyanin 5) gekoppeltem Streptavidin gleichzeitig detektiert werden konnten.

Mit diesem Detektionssystem wurden erste Experimente durchgefiihrt, bei denen Osteopon-
tin und Kollagen I in Standard-Losungen (0,01 pg/mL und 1 ug/mL) nachgewiesen wurden.
Zusétzlich erfolgte ein Nachweis der beiden Proteine im Zellkulturiiberstand. Dafiir wurde
der Uberstand der humanen Knochenzelllinie SAOS-2 und undifferenzierter mesenchymaler
Stammzellen verwendet. In SAOS-2-Zellen war die Expression dieser beiden Knochenmarker
mit einer RT-PCR nachgewiesen worden (Ergebnisse nicht dargestellt), wihrend undifferen-
zierte adMSCs kein Osteopontin produzieren und nur minimale Mengen an Kollagen I. Die
Zellen waren jeweils fiinf Tage lang ohne zwischenzeitlichen Mediumwechsel oder Passagieren
kultiviert worden, bevor vom Medium eine Probe fiir den Protein-Chip gezogen wurde. Bei
diesen Versuchen wurden Osteopontin und Kollagen I zunéchst auf getrennten Chips nachge-
wiesen.

Osteopontin war in der Standard-Losung mit 1 ug/mL nachweisbar (Abbildung 4.15), jedoch
nicht mehr bei 0,01 ug/mL. Auch im Zellkulturiiberstand von SAOS-2-Zellen wurde Osteo-
pontin nachgewiesen, jedoch wie erwartet nicht im Kulturmedium undifferenzierter adMSCs
(Ergebnisse nicht dargestellt). KollagenI lieferte in der Standard-Loésung mit 1 pg/mL und im
Kulturmedium der SAOS-2-Zellen ein deutliches Signal, wurde aber weder in der Standard-
Losung geringerer Konzentration noch im Uberstand der MSCs detektiert. Allerdings war
die Hintergrundintensitat auf dem Kollagen-Chip so hoch, dass das Signal-Rausch-Verhéltnis
auch bei den deutlichen Signalen der Standard-Losung und des SAOS-Mediums unterhalb
der Nachweisgrenze lag. Der hohe Hintergrund des Kollagen I-Chips deutete eine nicht zu
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Abbildung 4.15.: Nachweis von Osteopontin (und KollagenI) in einer Standardlésung und
Kulturmedium von SAOS-2-Zellen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der Signalintensitéat
(SM) und des Signal-Rausch-Verhéltnisses (SNR) von 10 einzelnen Spots + Standardabwei-
chung. Die Nachweisgrenze ist als unterbrochene Linie dargestellt (--).

vernachlassigende unspezifische Bindung des zugehoérigen Detektionsantikorpers an. Fiir wei-
tere Experimente, besonders fiir einen Chip, auf dem beide (oder spiter noch mehr) Proteine
parallel nachgewiesen werden, ist ein spezifischerer Detektionsantikorper erforderlich. Das zu-
grunde liegende Versuchsprinzip wurde mit diesen Experimenten erfolgreich angewandt. Fiir
die Detektion von Osteopontin steht hiermit ein spezifischer Assay zur Verfiigung, der mit

demselben Prinzip auf viele andere Proteine iibertragen werden kann.

Quantifizierung Mit dem bisherigen Layout des Proteinchips mit einer grofflichigen Po-
lymethacrylatschicht ist nur eine qualitative Aussage liber die Anwesenheit des Analyten
moglich. Zwar ist in der mittleren Signalintensitit prinzipiell eine quantitative Informati-
on enthalten, doch muss diese zunéchst iiber eine interne Standardreihe kalibriert werden,
bevor aus der Fluoreszenzintensitat auf die Analytkonzentration in Losung geschlossen wer-
den kann. Um eine Standardreihe mitfiilhren zu konnen, wurde das Format der Proteinchips
grundlegend abgeandert. In herkémmliche Glas-Objekttrager (75 mm x 25 mm) wurden in der
Feinmechanikwerkstatt des Instituts fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover
mit einem Diamantfréskopf 16 rechteckige Vertiefungen (6 mmx 6 mm, 200 um tief) gefrést,
in denen die Methacrylat-Monomere polymerisiert wurden. Dadurch ergaben sich auf einem
Chip 16 separate Felder, auf die jeweils gleiche oder unterschiedliche Proteine immobilisiert
werden konnten. Mit Hilfe einer speziellen Hybridisierungskammer konnten die einzelnen Fel-
der mit unterschiedlichen Analytlésungen (Standards bzw. Proben) hybridisiert werden. Mit
diesem Layout konnen auf einem einzigen Chip mehrere unterschiedliche Proben (oder Mehr-
fachbestimmungen einer Probe) gemessen werden und gleichzeitig kann eine Standardreihe

zur Kalibrierung auf mehreren Feldern mitgefithrt werden. Fiir die Fixierung der Hybridi-
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Abbildung 4.16.: Protein-Chip mit Methacrylat-Oberfliche in Form von 16 separaten Fel-
dern. Mit der Hybridisierungskammer (ganz links) konnen die einzelnen Felder mit unter-
schiedlichen Losungen inkubiert werden. Der Metallblock dient zur Fixierung der Hybridi-
sierungskammer auf dem Chip.

sierungskammer wurde in der Feinmechanikwerkstatt eigens ein Metallblock hergestellt, in
dem die Kammer durch relativ gleichméfigen Druck auf dem Chip befestigt wurde, ohne dass
dieser brach (Abbildung 4.16).

Auf einem Chip mit 16 separaten Feldern wurden die Feld-zu-Feld-Unterschiede mit dem
Maus-IgG-System untersucht, indem auf jedes Feld zehn Spots mit Maus-IgG aufgebracht
wurden und die Felder getrennt voneinander mit der gleichen Anti-Maus-IgG-Lésung inku-
biert wurden. Die mittlere Signalintensitit der einzelnen Felder zeigte teilweise grofse Abwei-
chungen (Abbildung 4.17) mit einer Feld-zu-Feld-Standardabweichung ( coefficient of variation
CV, s. Anhang B.4, Seite 156) von 30-70 %. Grund fiir diese hohen Abweichungen einzelner
Felder sind wahrscheinlich Unregelméfigkeiten im Polymethacrylat, die entweder von Uneben-
heiten der gefriasten Glasoberfliche verursacht werden oder beim Polymerisieren durch eine
ungleichméfige Verteilung der UV-Strahlung verursacht wurden.

Um die Polymerisierung und damit die Monolith-Oberflache zu optimieren, wurden verschie-
dene Ansétze verfolgt. Die Polymerisierung wurde in einer Kammer mit weifen Wéanden zur
Reflexion der UV-Strahlen durchgefiihrt und die Entfernung der UV-Lampe vom Chip wurde
verdndert, ohne dass die Ergebnisse sich wesentlich verbesserten. Um eine mdglichst plane
und gleichméfige Oberfliche zu erhalten, wurde der Chip wihrend der Polymerisierung von
einer stabilen Folie abgedeckt, so dass der Fliissigkeitspegel nicht mehr konkav, sondern plan
war. Auf diese Weise wurde auflerdem wihrend der Polymerisierung der Radikalfanger Sauer-
stoff ausgeschlossen. Die daraus entstandenen Monolith-Oberflichen waren zwar plan, jedoch
waren sie so briichig, dass die Oberflache bereits beim Spotten brach. Ein anderer Ansatz war,
die Felder mit Monomerenlosung zu iiberfillen und das {iberschiissige Polymer abzuschleifen,
wobei spezielles Schleifpapier eingesetzt wurde, das die Glasoberfliche nicht schédigt. Die so
gebildeten Monolith-Oberflichen waren so plan, dass sie durch Tasten nicht mehr vom Glas
zu unterscheiden waren. Aber auch hier wurde eine hohe Briichigkeit festgestellt, so dass die

Oberflache beim Spotten brach. Durch Abdecken wéhrend der Polymerisierung und durch das
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Abbildung 4.17.: Feld-zu-Feld-Unterschied auf dem Protein-Chip mit 16 Feldern. Links:
Chip mit groer Abweichung zwischen den einzelnen Feldern (CV =74 %). Rechts: optimier-
ter Chip mit geringerer Abweichung zwischen den einzelnen Feldern (CV =10 %). Dargestellt
ist jeweils der Mittelwert der Signalintensitdt (SM) von 10 einzelnen Spots auf einem Feld +
Standardabweichung.

Abschleifen wurde offensichtlich die Porenstruktur des Polymethacrylats in Mitleidenschaft
gezogen, so dass die mechanische Stabilitdt nicht mehr gegeben war. Der Boden der Vertiefun-
gen des Objekttragers konnte etwas planer gestaltet werden, indem beim Frésen ein engerer
Frasweg gefahren wurde, so dass zunéchst entstandene Grate teilweise weggeschliffen wurden.
Auch ein weiterer Frisgang zur Entfernung der zunéchst entstandenen Grate wurde in Be-
tracht gezogen. Durch Kombination dieser Methoden konnten Chips hergestellt werden, bei
denen die Feld-zu-Feld-Abweichung nur noch 10-20 % betrug. Diese Werte liegen bereits im
Bereich der in der Literatur beschriebenen minimalen Werten von ca. 10 %. Jedoch gelang die
Herstellung von Chips mit geringen Feld-zu-Feld-Unterschieden bisher nicht reproduzierbar.

Die Methacrylat-Polymerisierung muss daher noch weiter optimiert werden.

In dieser Arbeit wurde ein Protein-Chip zum Nachweis von Knochenmarkern in Zellkultur-
iiberstdnden entwickelt. Die monolithische Polymethacrylat-Oberflache zeigte sich als sehr gut
geeignet fiir die Immobilisierung von Proteinen und wurde erfolgreich eingesetzt zur Detek-
tion zweier exemplarischer Knochenmarker (Osteopontin und KollagenI). Das urspriingliche
Layout des Proteinchips mit einer grofsen zentralen Polymer-Oberfliche wurde in ein 16-Feld-
Format geéndert, mit dem prinzipiell auch eine Quantifizierung moglich ist, indem eine Stan-
dardreihe zur Kalibrierung mitgefiihrt wird. Die Weiterentwicklung dieses Proteinchips zur
quantitativen Detektion verschiedener Knochenmarker eroffnet die Moglichkeit, bereits wih-
rend der Kultivierung (z. B. in einem Bioreaktor) den osteogenen Differenzierungszustand von

Zellen zu analysieren.



62 KAPITEL 4. PRAKTISCHE ARBEITEN

4.2. Mechanische Stimulation

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der dynamischen Kultivierung von Knochenzellen be-
stehend aus mechanischer Stimulation und Bioreaktorkultivierung. Da Knochen wie die meis-
ten Gewebe im Korper permanent physikalischen Kraften ausgesetzt ist, erscheint es plausibel,
dass fiir die Generierung eines funktionalen Knochengewebes in vitro ebenfalls physikalische
Krifte forderlich sind. Tatséchlich hat sich gezeigt, dass kiinstliche Knochenkonstrukte, die
in statischer Zellkultur hergestellt worden waren, verglichen mit natiirlichem Gewebe eine
verminderte mechanische Stabilitit aufwiesen’. Eine mechanische Stimulation wihrend der
Kultivierung kann hingegen Zellen an ihre zukiinftige mechanisch aktive Umgebung gewoh-
nen und dazu anregen, vermehrt stabilisierende Komponenten in die extrazellulare Matrix
einzubauen, wodurch das Konstrukt verfestigt wird. Stamm- und Progenitorzellen konnen bei
einer dynamischen Kultivierung zur Differenzierung angeregt werden und je nach Stimulus
zu Knochenzellen, Knorpelzellen oder auch Fibroblasten von Sehnen oder Bandern differen-
zieren. Die verwendeten Stimuli miissen also dem Zielgewebe angepasst werden und sind
in der Regel den Bedingungen in vivo nachempfunden. Fiir Knorpelkonstrukte werden vor-
wiegend Kompressionskréfte eingesetzt, wihrend fiir Fibroblasten Dehnung bevorzugt wird.
Knochengewebe ist in wvivo einerseits Kompressionskraften, die durch die Gravitation und
durch stauchende Bewegungen entstehen, ausgesetzt. Andererseits dient das Skelett der Mus-
kulatur als Ankerpunkt und erfiahrt durch diese Zugkréfte, die fiir die Umstrukturierung von
Knochengewebe eine bedeutende Rolle spielen. Diese verformenden Krafte wiederum losen in
den engen Canaliculi des Knochens Fliissigkeitsstromungen aus, die an den Zellausldufern der
Osteozyten in den Canaliculi und den Zellkérpern in den Lakunen eine Scherbeanspruchung
bewirken. Im Tissue Engineering von Knochen kommen daher hiufig einerseits Perfusions-
systeme zum Einsatz, bei denen ein Konstrukt von Medium durchspiilt wird, und andererseits
unterschiedliche Systeme, bei denen Knochenzellen auf elastischen Substraten gedehnt wer-
den. Im Gegensatz zu Geweben wie Haut oder Lunge ist fiir Knochen eine lineare Dehnung
eher adédquat als eine radiale Dehnung. Neidlinger-Wilke et al. beschrieben 1994 eine technisch
sehr einfache Realisierung einer linearen Dehnung, bei der rechteckige flexible Schalen aus ei-
nem zellkulturkompatiblen Silikon in einer speziellen Apparatur mit einem Exzenterantrieb
gedehnt wurden'?®. Van Griensven et al. iibernahmen das generelle Layout dieses Systems
und optimierten es dahingehend, dass einzelne Stimulationseinheiten einen eigenen Motor er-
hielten und getrennt von einander angetrieben werden konnten'”".

In der Feinmechanikwerkstatt des Instituts fiir Technische Chemie der Leibniz Universitat
Hannover wurden angelehnt an den Prototyp der Arbeitsgruppe von Prof. M. van Griensven
zehn Einspannvorrichtungen mit Schrittmotoren hergestellt, mit denen fixierte Silikonschalen

zyklisch gedehnt werden konnten (Abbildung 4.18, technische Zeichnung in Anhang C, Sei-
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Abbildung 4.18.: Einspannvorrichtung fiir die mechanische Stimulation, mit der eine Sili-
konschale fixiert wird und iiber eine Antriebswelle von einem Motor an einer Seite gedehnt
werden kann.

te 159). Jede Vorrichtung ist vorgesehen, eine Silikonschale beidseitig zu fixieren, wobei eine
der Klemmbacken iiber eine Welle vom Schrittmotor vor und zuriick bewegt wird. Die Motoren
wurden iiber einen Wasserkreislauf gekiihlt, so dass bei langerer Betriebszeit die entstehende
Wirme abgefiihrt werden konnte. Fiir die Wasserkiihlung und die Ansteuerung der Motoren
wurden spezielle Anschliisse in den Inkubator eingebaut. Die Steuerung der Maschinen wurde
von der Elektronikwerkstatt der Technischen Chemie hergestellt. Uber ein Steuerungsgerit
und die dazu entwickelte Software konnten einzelne Maschinen unabhéngig voneinander oder
auch gleichzeitig angesteuert werden. Die Software wurde den Bediirfnissen wiederholt an-
gepasst und eine Zeitsteuerung eingegliedert, {iber die einzelne Versuchsprofile programmiert
werden konnten.

Die eigentliche mechanische Stimulation von kultivierten Zellen wurde verwirklicht, indem die
Zellen in dehnbaren Silikonschalen kultiviert wurden und die gesamte Schale mit den adhé-
renten Zellen gedehnt wurde. Die Ubertragung der Zugkraft von der Kulturoberfliche auf die
Zellen basiert auf festen Kontaktpunkten der Zellen zur Kulturoberfliche. Neidlinger-Wilke
et al. untersuchten die Ubertragung der Dehnung auf die adhéirenten Zellen und die Vertei-
lung der applizierten Zugkraft iiber die Kulturoberfliche mittels Phasenkontrastmikroskopie.
Eine Schale mit adhdrenten Zellen wurde mit einem Raster versehen und im gedehnten und
entspannten Zustand untersucht. Neidlinger-Wilke et al. charakterisierten die Kraftverteilung
auf der Kulturoberfliche und schlossen auf nahezu homogene Kraftfelder auf der gedehnten
Oberfliche. Die einseitige Elongation der Schale bewirkte eine biaxiale Kraft auf der Kul-
turoberfliche, die eine longitudinale Elongationskomponente und eine transversale Kontrak-
tionskomponente aufwies. Die Dehnung einer Schale um drei Prozent bewirkte eine mittlere
longitudinale Elongation der Oberflache von 2,8 Prozent mit einer transversalen Kontraktion
von 0,9 Prozent. Die transversale Kontraktion war iiber die gesamte Kulturoberfliche homogen
verteilt und zeigte keine Unterschiede zwischen Mitte und Rand der Schale. Die Elongation

der Kulturoberfliche wurde nahezu vollstdndig auf die adhérenten Zellen iibertragen.
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Abbildung 4.19.: Krifteverteilung auf der Oberflache einer Silikonschale (prozentual auf die
Lénge der Schale bezogen) simuliert auf Basis der Finiten-Elemente-Methode. Links: Longi-
tudinale Komponente, Mitte: transversale Komponente, rechts:Wolbung (z-Komponente).

In Zusammenarbeit mit Daniel Riechers wurde mit einem Finite-Elemente-Verfahren die Deh-
nung einer Silikonschale entlang der Langsachse mit der Software Ansys um fiinf Prozent si-
muliert und die Kréfteverteilung auf der Kulturoberfliche visualisiert (Abbildung 4.19). Die
Simulation ergab, dass die Dehnung einer Silikonschale entlang der Léngsachse sich nicht nur
in einer longitudinalen Elongation auswirkt, sondern, wie auch von Neidlinger-Wilke et al. be-
schrieben, in einer transversalen Kontraktion. Zusétzlich ergab sich noch eine z-Komponente,
bedingt durch eine Einwéirtswolbung des Schalenbodens. Die Krifteverteilung der longitudi-
nalen Elongation auf der Kulturoberflache zeigte sich in der Simulation weitgehend homogen
mit Werten von etwa fiinf Prozent. In der Ndhe der Fixationsstellen allerdings waren die Kraf-
te starker und die Elongation betrug sechs bis acht Prozent. Fiir die transversale Kontraktion
ergab die Simulation eine homogene Kréfteverteilung und eine Auslenkung um etwa drei Pro-
zent. Die z-Komponente, also die Wélbung des Schalenbodens war von Neidlinger-Wilke et al.
vernachlassigt worden. Sie spielt auch nur dann eine Rolle, wenn sich grofe rdumliche Gradi-
enten der Wolbung ergeben. Eine weitgehend gleichméfige Wolbung wirkt sich auf Zellen, die
nur 10-50 pm grof sind, nicht aus. Die Simulation ergab, dass die Wélbung {iber den Grofsteil
der Kulturoberflache konstant ist und nur in der N&he der Fixierungsstellen einen Gradienten
bildet, der allerdings nicht so steil ist, dass er nennenswerte Effekte hervorruft.

Die Computersimulation basierend auf der Finite-Elemente-Methode zeigte also, dass bei der
Dehnung einer Silikonschale entlang der Léngsachse drei Kraftkomponenten auftreten. Die
longitudinale Elongation weist keine hundertprozentig gleichméfige Verteilung auf, ist aber
in der Schalenmitte homogen und nur an den Schalenenden etwas hoher. Die transversale
Kontraktion macht einen hoheren Anteil aus, als zunéchst anzunehmen war. Bei einer fiinf-
prozentigen Dehnung betragt sie immerhin etwa drei Prozent und ist relativ gleichméfig tiber
die gesamte Kulturflache verteilt. Die Wélbung des Schalenbodens ist im Vergleich zu den bei-
den anderen Kraftkomponenten vernachléssigbar. Die auf der Kulturflache adhérierten Zellen
erfahren also gleichzeitig Elongations- und Kontraktionskrafte. Auferdem verursacht die zy-
klische Dehnung der Schale Fliissigkeitsstrome im Medium, die wiederum Scherstress auf die
Zellen ausiiben. Wie auch im Korper wirken in diesem Testsystem also komplex zusammen-

gesetzte Krifte auf die Zellen ein.
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Abbildung 4.20.: Silikonschale fiir die zyklische Dehnung von Zellen. Aufenmafie: 80 mm x
30mm X 10 mm (Lénge x Breite x Hohe). Zentrale Vertiefung: 50 mm x 23 mm.

4.2.1. Stimulation mesenchymaler Stammzellen auf einer zweidimensionalen
Kulturoberflache

Die Schalen fiir die Dehnungsexperimente wurden aus einem giekbaren additionsvernet-
zenden Zweikomponenten-Silikonkautschuk (Elastosil®, Wacker Chemie AG) hergestellt,
der biokompatibel und nicht zytotoxisch ist. Von der Feinmechanikwerkstatt wurden spe-
zielle Gussformen gefertigt fiir die Herstellung von Schalen mit den Aufsenmafsen von
80mm x 30 mm x 10mm (Lénge x Breite x Hohe) und einer zentralen Vertiefung fiir die Kul-
tivierung von 50 mm x 23 mm (Abbildung 4.20). Um die sterile Handhabung zu gewéhrleis-
ten wurden die Schalen mit einer semiokklusiven Folie verschlossen, die einen Gasaustausch
zuldsst, Keime und Wassertropfen aber zuriickhélt, so dass das Medium wéhrend des Ver-
suches nicht verdunstet. Neue Schalen wurden autoklaviert und dann mehrere Tage lang
in Medium ohne Serumzusatz inkubiert, um alle 16slichen Bestandteile herauszuwaschen.
Vor der Besiedelung mit Zellen erfolgte eine Inkubation der Kulturoberfliche mit Standard-
Proliferationsmedium, wobei sich Proteine, Wachstums- und Adhésionsfaktoren auf der Ober-
fliche absetzten, die die Adhésion von Zellen unterstiitzen.

Mesenchymale Stammzellen wurden vor dem Stimulationsversuch eine Woche lang mit osteo-
genem Differenzierungsmedium (DM-10) kultiviert und dann in die Silikonschalen ausplat-
tiert. Zur Synchronisierung des Zellzyklus wurde 24 Stunden vor Beginn der Stimulation die
Serumkonzentration von zehn Prozent auf ein Prozent reduziert. Wahrend des eigentlichen
Versuches wurden die Zellen mit osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert (detaillier-
te Beschreibung der Durchfiihrung s. Anhang C, Seite 159). Bei den Dehnungsexperimenten
wurden die Schalen mit einer Frequenz von 1 Hz zyklisch um fiinf Prozent gedehnt. Die Dauer
der Stimulation wurde variiert und betrug 15 Minuten, 60 Minuten oder zwei Stunden. Jede
Versuchsreihe war aufgebaut aus drei Gruppen mit jeweils sechs Schalen. Eine Gruppe wurde
der jeweiligen Stimulation einmal unterzogen, eine weitere Gruppe wurde dreimal hinterein-
ander stimuliert, wobei zwischendurch eine Regenerationszeit eingelegt wurde, die doppelt so

lang war wie die vorangegangene Stimulation. Die dritte Gruppe diente als statische Kontrol-
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Abbildung 4.21.: Viabilitdt zyklisch gedehnter adMSCs. Silikonschalen mit adhérierten
adMSCs wurden einmal (1xS) oder dreimal (3xS) fiir die angegebene Zeit (15 min, 60 min,
2h) mit 1 Hz zyklisch um 5 % gedehnt. Die Daten sind angegeben als Mittelwerte von jeweils
6 Proben + Standardfehler. Statistisch signifikante Abweichungen von den Kontrollwerten
sind mit ** (fiir p <0,001) gekennzeichnet.

le und wurde genauso behandelt wie die anderen Schalen, allerdings ohne dass sie stimuliert
wurden. Bei der Versuchsreihe mit zweistiindiger Stimulation wurden zwei getrennte Kontroll-
gruppen mitgefiihrt, jeweils eine fiir die einmalige und die dreimalige Stimulation. Dadurch
wurde die um zwolf Stunden ldngere Kultivierungszeit der dreimalig stimulierten Zellen auf

den Silikonschalen bertiicksichtigt.

Nach der mechanischen Stimulation wurde die Viabilitdt der Zellen mit einem MTT-Test un-
tersucht, die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase bestimmt und die Expression von Kno-
chenmarkern mit einer RT-PCR. nachgewiesen. Durch den Vergleich aller Messwerte mit den
statischen Kontrollen wurden zelluldre Reaktionen, die durch die Silikonoberflache ausgeltst
wurden, und sémtliche nicht beeinflussbaren Kultivierungsparameter (wie Schwankungen der

Temperatur, der Mediumzusammensetzung, der Kultivierungszeit etc.) beriicksichtigt.

Der MTT-Test ergab, dass die Viabilitat der Zellen wiahrend der Dehnungsversuche erhal-
ten blieb (Abbildung 4.21). Lediglich durch dreimalige Stimulation von zwei Stunden sank
die Viabilitat der Zellen etwas ab. Die zyklische Dehnung iibte also keinen zellschddigenden

Stress aus, der an einer verminderten Proliferationsrate zu erkennen wére.

Das Expressionsmuster von Knochenmarkern zeigte sich abhéngig vom angewandten Stimula-
tionsprofil (Abbildung 4.22). Im 15-Minuten-Experiment war die Genexpression von Kollagen I

in den einmalig stimulierten Zellen etwas geringer als in den dreimalig stimulierten und den
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Abbildung 4.22.: Expressionsraten (RT-PCR) typischer Knochenmarker und Kollagen ITI
in zyklisch gedehnten adMSCs. Silikonschalen mit adhérierten adMSCs wurden einmal (1xS)
oder dreimal (3xS) fiir die angegebene Zeit (15min, 60 min, 2h) mit 1Hz zyklisch um 5%
gedehnt. Die Daten sind angegeben als experimentelle Mittelwerte aus jeweils 6 Proben,
bezogen auf die Expression von GAPDH (dargestellt als transparente Ebene).

Zellen der Kontrollproben. Osteocalcin war in den stimulierten Zellen gegeniiber den Kontrol-
len erhoht. Osteopontin und BMP-2 waren in den einmalig stimulierten Zellen etwas geringer
exprimiert als in den Zellen der Kontrollproben, in den dreimalig stimulierten Zellen jedoch
deutlich stérker. Die Alkalische Phosphatase war in den stimulierten Zellen stérker exprimiert
als in den Kontrollen, wobei die Expressionsrate in den einmalig stimulierten Zellen hoher war
als bei der wiederholten Stimulation. BMP-4 war nur geringfiigig exprimiert.

Bei dem Experiment mit 60-miniitiger Stimulationszeit war die Expression der meisten Kno-
chenmarker in den einmalig stimulierten Zellen deutlich hoher als in den beiden anderen
Versuchsgruppen. Besonders deutlich war dies bei Osteopontin, das nur in den einmalig sti-
mulierten Proben nachzuweisen war, aber auch bei der Alkalischen Phosphatase, BMP-2 und

BMP-4 war die Expression in den einmalig stimulierten Proben deutlich héher als bei den drei-
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malig stimulierten Zellen und den statischen Kontrollen. Die Expression von KollagenI war
kaum von der Stimulation beeinflusst und in den beiden stimulierten Gruppen nur tendenziell
hoher als bei der statischen Kontrolle. Osteocalcin war ebenfalls in den einmalig stimulierten
Proben am stérksten exprimiert, zeigte aber auch in den beiden anderen Gruppen eine be-
trachtliche Expressionsrate.

Einmalig zwei Stunden zyklische Dehnung fiihrten verglichen mit der statischen Kontrolle zu
einer leicht hoheren Expression von Kollagen I und Osteocalcin und zu einer deutlich stérke-
ren Osteopontin-Expression. Die Expressionsraten von BMP-2 und BMP-4 waren bei einmalig
stimulierten Zellen und den statischen Kontrollen vergleichbar. Alkalische Phosphatase war
in den stimulierten Zellen deutlich geringer exprimiert als in den Zellen der Kontrollproben.
Nach einer dreimaligen Stimulation waren die Expressionsraten von KollagenI und Osteo-
calcin in derselben Grofenordnung wie bei den statischen Kontrollen, wihrend BMP-2 und
BMP-4 nur geringfiigig exprimiert waren und Osteopontin nicht detektierbar war.

Der Nachweis der typischen Knochenmarker Osteocalcin und Osteopontin, sowie BMP-2,
BMP-4 und KollagenI zeigte, dass die mesenchymalen Stammzellen zu Knochenzellen diffe-
renzierten. Mafgeblich dafiir war die einw6chige Vordifferenzierung der Zellen mit osteogenem
Medium. Der Nachweis von Osteocalcin, das erst mit Beginn der Mineralisierungsphase der
osteogenen Differenzierung gebildet wird, weist darauf hin, dass der Differenzierungsstatus der
Zellen bereits weit fortgeschritten war. Die mechanische Stimulation hatte spezifische Auswir-
kungen auf die Expression von Knochenmarkern. Dabei zeigte sich, dass die grofsten Effek-
te durch dreimalig 15 Minuten zyklische Dehnung und durch einmalig 60 Minuten erreicht
wurden. Die {ibrigen Versuchsreihen zeigten geringere Auswirkungen auf die Knochenmar-
kerexpression. Ist also die Beeinflussung der osteogenen Differenzierung von mesenchymalen
Stammezellen das alleinige Ziel eines Versuches, so sind relativ kurze Stimulationszeiten aus-
reichend, um maximale Effekte auf die Genexpression zu bewirken. Léngere Stimulationen

bewirken offensichtlich keine dauerhafte Erhéhung der Expression knochenspezifischer Gene.

Kollagen I1I ist ein Protein, das vorwiegend in extrazelluldarer Matrix dehnbarer Geweben wie
der Lunge, aber auch in Narben vertreten ist. In Knochen tritt es unter normalen Umstanden
nicht auf. Wird es in mechanisch stimulierten Zellen gebildet, so kann dies als Zeichen dafiir
gedeutet werden, dass leichte Zellschdden aufgetreten und Reparaturmechanismen aktiviert
worden sind. Kollagen-III-Produktion kann daher zur Abschédtzung iiberméfiger Stimulation
herangezogen werden®'. Einmalig 15 Minuten zyklische Dehnung resultierten gegeniiber den
statischen Kontrollen in einer deutlich erhohten Kollagen-I1I-Expression (Abbildung 4.22).
Nach dreimaliger 15-miniitiger Stimulation war die Kollagen-ITI-Expression ebenfalls héher
als in den Kontrollproben, aber deutlich geringer als in den einmalig stimulierten Zellen. Ein
ghnliches Bild ergab sich bei dem Experiment mit 60-miniitiger Stimulation. Im 2-Stunden-

Experiment hingegen war die Kollagen-ITI-Expression in den einmalig stimulierten Proben
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im Bereich der Kontrollproben, wahrend die dreimalig stimulierten Zellen eine deutlich ge-
ringere Kollagen-III-Expression aufwiesen. Allen drei Versuchsreihen war gemein, dass die
Kollagen-III-Expression nach einmaliger Stimulation im Vergleich mit den Kontrollen erhoht
war, die Erh6hung jedoch nach dreimaliger Stimulation weit geringer ausgeprigt war. Dieser
Effekt deutet eine Anpassung der Zellen an die physikalisch aktive Umgebung an. Auslo-
send fiir diese Anpassung kann sowohl eine Verlangerung der Stimulationsdauer, als auch
eine Repetition sein. Die Wiederholung der Stimulation fiihrte in allen Féllen zu niedrigeren
Expressionsraten von Kollagen III als eine einmalige Stimulation. Nach einmalig zweistiindi-
ger Stimulation war die Expression im Bereich der Kontrollproben und eine Wiederholung
fiihrte zu einer noch geringeren Expressionsrate als in den statischen Kontrollen. Um zu
erreichen, dass sich Zellen an eine physikalisch aktive Umgebung gewOhnen, sind also lan-
gere Stimulationszeiten und / oder eine Wiederholung der Stimulation erforderlich. Zunéchst
reagieren die Zellen demnach, indem sie die Expression spezifischer Gene regulieren. Bei an-
haltender / wiederholter Stimulation wird die Genexpression dann wieder auf geringere Ex-
pressionsraten zuriickgefahren. Nach dreimalig zwei Stunden zyklischer Dehnung war keines
der untersuchten Gene mehr starker exprimiert als in statischen Kontrollen. Ein grundlegen-
der Mechanismus, wie sich Zellen an eine physikalisch aktive Umgebung gewohnen, ist also
offensichtlich die Verstarkung der extrazellularen Matrix, um Gewebeschiddigungen vorzubeu-
gen. Bei erstmaliger Stimulation ist daher eine deutliche Verstdrkung von Genexpression und
Biosynthese von Komponenten der extrazellularen Matrix zu erwarten. Ist die Matrix stabil
genug, um den physikalischen Kréiften standzuhalten, ist bei anhaltender Stimulation nur noch
eine basale Expression und Synthese stabilisierender Matrixkomponenten zu erwarten, damit
die Stabilitdt aufrechterhalten werden kann. Wird die Stimulation eingestellt, so ist damit zu
rechnen, dass auch Genexpression und Synthese der entsprechenden Matrixkomponenten zu-
riickgeht. Dass ldngere Stimulationszeiten nicht mit einer permanent erhohten Genexpression
der untersuchten Knochenmarker einhergingen, ist also wahrscheinlich auf die Anpassung der
Zellen an die aktive Umgebung zuriickzufiithren und muss nicht heiffen, dass langere Stimula-

tionszeiten weniger erfolgreich oder nicht nachhaltig waren.

Die erste Reaktion von Zellen auf duflere Stimuli ist die Weiterleitung des Signals ins Zellinne-
re iiber Signaltransduktionsketten, die letztendlich im Zellkern die Genexpression steuern. Die
Anderung der Genexpression ist damit die sekundire Reaktion der Zellen auf den Stimulus.
Daran schliefst sich im Folgenden die Proteinbiosynthese an. Wirken sich externe Stimuli wie
eine mechanisch aktive Umgebung auf die Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix aus,
so sind diese Anderungen nicht so unmittelbar messbar wie die Anderung der Genexpression.
Vielmehr reflektiert die Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix immer kumulierte Ef-
fekte tiber den Zeitraum der Lebensdauer der einzelnen Proteine.

Um nicht nur die Effekte der mechanischen Stimulation auf Genexpressionsebene zu untersu-
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Abbildung 4.23.: Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase in zyklisch gedehnten adMSCs.
Silikonschalen mit adhérierten adMSCs wurden einmal (1xS) oder dreimal (3xS) fiir die ange-
gebene Zeit (15 min, 60 min, 2h) mit 1 Hz zyklisch um 5 % gedehnt. Die Daten sind angegeben
als Mittelwerte von jeweils 6 Proben £+ Standardfehler, die Werte der Enzymaktivitat sind
normiert auf den MTT-Test. Statistisch signifikante Abweichungen von den Kontrollwerten
sind mit * gekennzeichnet (fiir p < 0,05).

chen, wurde auch die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase bestimmt. Dabei wurde nicht die
Enzymkonzentration im Medium bestimmt, wo geringfiigige Anderungen nur schwer messbar
sind, sondern das Enzym wurde im Zellpellet gemessen, wo sich Anderungen zeitlich frii-
her manifestieren. Dazu wurden die Zellen nach der Stimulation von den Schalen geldst und
gewaschen. Die Zellmembrane wurden aufgeschlossen, so dass in die Membran eingelagerte
Alkalische Phosphatase fiir den Test zugénglich war. Auf diese Weise wurde hauptséchlich
membranverankerte und intrazelluldre (vesikuldre) Alkalische Phosphatase bestimmt. Da die
extrazellulare Matrix nicht abgetrennt wurde, floss auch die dort verankerte Alkalische Phos-
phatase mit in den Test ein.

Die mechanische Stimulation bewirkte bei kurzzeitiger Stimulation (einmal und dreimal 15 Mi-
nuten) zunéchst eine niedrigere Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase gegeniiber den stati-
schen Kontrollen (Abbildung 4.23). Bei ldngerer Stimulation (einmal 60 Minuten und einmal
zwei Stunden) war die Enzymaktivitéat in den stimulierten und den Zellen der Kontrollproben
im gleichen Bereich. Erst bei langerer und wiederholter Stimulation war dann eine hthere Ak-
tivitdt in den stimulierten Zellen zu messen. Auf Proteinebene waren also die Auswirkungen
einer zyklischen Dehnung erst bei deutlich ldngerer und wiederholter Stimulation zu messen,
als auf der Ebene der Genexpression. Die geringere Enzymaktivitat nach kurzzeitiger Stimu-

lation (bezogen auf die statischen Kontrollen) ist wahrscheinlich auf eine nicht ausreichende



4.2. MECHANISCHE STIMULATION 71

Abbildung 4.24.: Silikonschale mit einem Boden aus Matristypt® fiir die zyklische Deh-
nung von Zellen.

Stabilitdt der extrazelluliren Matrix zuriickzufiihren. Zunéchst verankerte Alkalische Phos-
phatase wurde durch stressinduzierte Lasionen der Matrix ins Medium abgegeben, so dass sie
in den Aktivitatstest nicht mit einging. Die auf Genexpressionsebene gemessene verstérkte
Synthese von Alkalischer Phosphatase fiihrte nach langerer Stimulationszeit zunéchst zu ei-
ner Enzymaktivitdt im Bereich der Kontrollen und bei ldngerer und wiederholter Stimulation
zu der gemessenen erhéhten Aktivitat. Die Expression des Alkalische-Phosphatase-Gens bei
ldngerer Stimulation (dreimal eine Stunde bzw. einmal und dreimal zwei Stunden) hatte sich
noch nicht auf der Proteinebene ausgewirkt und wére wahrscheinlich erst zu einem spéteren
Zeitpunkt zu messen gewesen. Aus diesen Daten ist nicht ersichtlich, ob vielleicht auch eine
kurzzeitige Stimulation auf Proteinebene dhnliche Effekte wie die lingere zyklische Dehnung
hat. Dazu wéren Untersuchungen mit unterschiedlichen zeitlichen Absténden zur eigentlichen
Stimulation erforderlich. Von Interesse wére in diesem Zusammenhang auch die Untersuchung
anderer Komponenten der extrazelluldren Matrix, wobei der entwickelte Protein-Mikrochip er-

folgreich Einsatz finden koénnte.

Mit Hilfe der mechanischen Stimulation konnte auf die osteogene Differenzierung von adMSCs
Einfluss genommen werden. Abhéngig von der Stimulationsdauer zeigten sich spezifische Ef-
fekte auf Genexpressionsebene, die besonders nach kurzzeitiger Stimulation deutlich waren.
Langere und wiederholte Stimulation fiihrten dazu, dass sich die Zellen der physikalischen

Aktivitat anpassten.

4.2.2. Stimulation einer Modellzelllinie in einem dreidimensionalen

Kollagen-Netzwerk

In den Silikonschalen adhérierten die Zellen auf einer planaren (zweidimensionalen) Ober-
flache, wie es bei der Standardkultivierung adhérenter Zellen immer der Fall ist. Fiir die
Konstruktion funktionaler Gewebe im Rahmen des Tissue Engineerings ist es notwendig, Zel-

len auf der Oberflache dreidimensional strukturierter Gertiste zu kultivieren. Die im Tissue
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Engineering von Knochen géngigsten Geriistmaterialien sind Keramiken (Hydroxylapatit und
(-Tricalciumphosphat), die eine hohe mechanische Stabilitiat aufweisen, aber nicht flexibel sind
und damit nicht in das hier verwendete System zur mechanischen Stimulation integriert wer-
den kénnen. Kollagen I, Hauptbestandteil der organischen Knochenmatrix, bot sich aufgrund
seiner Flexibilitdt und Dehnbarkeit als Geriistmaterial fiir mechanische Stimulationsversuche
an. Von der Firma Dr. Suwelack Skin & Health Care AG wurde Matristypt® aus einem drei-
dimensionalen (bovinen) Kollagen-Netzwerk zur Anwendung bei der Blutstillung entwickelt.
Dieses Material wurde in den folgenden Versuchen als dehnbarer Trager in Stimulationsver-
suchen eingesetzt. Die Silikonschalen wurden so modifiziert, dass die Kulturoberfliche aus
zwei Millimeter dickem Matristypt® bestand, auf dem die Zellen kultiviert und mechanisch
stimuliert wurden (Abbildung 4.24).

Bei den Stimulationsexperimenten im dreidimensionalen Kollagen-Netzwerk wurden deutlich
mehr Zellen pro Silikonschale ausplattiert, da die Kulturoberfliche nicht auf zwei Dimensionen
beschrankt war und daher mehr Zellen aufnehmen konnte. Aufserdem war fiir zufriedenstellen-
de Ergebnisse der RNA-Isolierung eine moglichst hohe Zellzahl notwendig, da eine bedeutende
Menge an Zellen bzw. RNA im Kollagen-Netzwerk zuriickblieb. Um eine ausreichende Zellzahl
in einer angemessenen Zeit zur Verfiigung zu haben, wurden fiir diese Experimente die Kno-
chenvorlduferzellen MG-63 als Modellzelllinie eingesetzt. Im Vergleich mit den mesenchymalen
Stammzellen wachsen MG-63-Zellen deutlich schneller, so dass jederzeit ausreichend Zellen fiir
die Experimente vorhanden waren. Die Zellen wurden eine Woche vor Versuchsbeginn auf das
Kollagengeriist in den Silikonschalen ausplattiert. Auf diese Weise war die Kultivierungszeit in
dem dreidimensionalen Netzwerk unabhéngig von der Stimulationszeit bei allen Versuchsrei-
hen etwa gleich lang und langere Kultivierungszeiten durch langere Stimulation fielen weniger
ins Gewicht. Die Ergebnisse der Stimulationsexperimente auf Matristypt® entstanden im

Rahmen der Diplomarbeit von Stefanie Béhm.

Wie bei den Stimulationsversuchen auf der Silikonoberfliche wurde jede Versuchsreihe in drei
Gruppen aus jeweils sechs Schalen aufgeteilt, von denen eine Gruppe einmalig und eine drei-
malig stimuliert wurde und die dritte Gruppe als statische Kontrolle diente. Es wurden insge-
samt fiinf Experimente mit unterschiedlicher Dauer der zyklischen Dehnung durchgefiihrt, die
15 Minuten, 60 Minuten, 2 Stunden, 4 Stunden und 8 Stunden betrug. Bei der Versuchsreihe
mit achtstiindiger Stimulation wurde eine weitere Kontrollgruppe mitgefiihrt, die parallel zu
der dreimaligen Stimulation kultiviert wurde. Bei diesem Versuch verldngert sich die Kulti-
vierungszeit der dreimaligen gegeniiber der einmaligen Stimulation um 48 Stunden, was trotz
der einw6chigen Vorkultivierung ins Gewicht fallt. Mit der zusétzlichen Kontrollgruppe wur-
de dies beriicksichtigt. Zusétzlich wurde eine weitere Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der die
genannten Stimulationszeiten nacheinander appliziert wurden, wobei nach jeder Stimulation

eine doppelt so lange Pause eingelegt wurde. In dieser Versuchsreihe wurden die Zellen wie
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Abbildung 4.25.: Viabilitdt (links) und Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (rechts) in
zyklisch gedehnten MG-63 im Kollagen-Netzwerk. Silikonschalen mit MG-63 auf Matristypt®
wurden einmal (1xS) oder dreimal (3xS) fiir die angegebene Zeit (15 min-8 h bzw. alle Stimu-
lationszeiten hintereinander in ansteigender Anordnung) mit 1 Hz zyklisch um 5% gedehnt.
Die Daten sind angegeben als Mittelwerte von jeweils 6 Proben + Standardfehler. Statistisch
signifikante Abweichungen (mit p < 0,05) von den Kontrollwerten sind mit * gekennzeichnet.

im ,, Training” Stimulationszyklen mit permanent steigender Dauer unterzogen.

Bei den auf Matristypt® stimulierten MG-63-Zellen wurden wie bei den obigen Versuchen
mit adMSCs die Viabilitdt, die Genexpression spezifischer Knochenmarker und Kollagen ITI
und die Enzymaktivitdt von Alkalischer Phosphatase im Vergleich mit den statischen Kon-
trollen untersucht. Zusétzlich wurde das Vorhandensein von Alkalischer Phosphatase und
Cbfa-1/Runz2 auf Proteinebene immunhistologisch untersucht und die Mineralisierung der
extrazelluldren Matrix durch die Zellen durch Farbungen mit Alizarinrot und nach von Kossa

iiberpriift.

Die Viabilitat der MG-63 zeigte sich deutlich von der zyklischen mechanischen Dehnung be-
einflussbar. Kurzzeitige Stimulation von 15 Minuten fiihrte zunéchst zu einer erhéhten Via-
bilitdt im Vergleich zu den statischen Kontrollen (Abbildung 4.25 links). Nach wiederholter
15-minitiger Stimulation war dieser Effekt jedoch schon wieder abgeklungen und die Via-
bilitdt von stimulierten Zellen war im Bereich der Zellen der Kontrollproben. Bei ldngerer
Stimulation war die Viabilitat der gedehnten Zellen deutlich geringer als die der Kontrollen
und erst bei Langzeitstimulationen von dreimal vier bzw. acht Stunden oder der ansteigenden
Stimulationsdauer war die Viabilitdt der stimulierten Zellen wieder im Bereich der Kontroll-
zellviabilitdt. Wahrend die Viabilitat von adMSCs durch die mechanische Stimulation kaum
beeinflusst worden war, zeigten die MG-63-Zellen deutliche Viabilitdtsunterschiede in Abhén-
gigkeit von der Stimulationsdauer. Wahrscheinlich steht diese Beobachtung in Zusammenhang

mit den stark unterschiedlichen Teilungsraten der Zellen. MG-63 weisen eine Verdopplungs-
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zeit von etwa 24 Stunden auf, die adMSCs hingegen von mehreren Tagen. Eine Anderung der
Proliferationsrate ist daher fiir adMSCs innerhalb des Versuchszeitraums kaum messbar, da
die Zellzahl kaum ansteigt. In den MTT-Test der adMSCs geht daher hauptséchlich die Stoft-
wechselaktivitdt der Zellen und ihre Sterberate ein. Die MG-63 hingegen teilen sich so schnell,
dass zu Versuchsende in der Regel deutlich mehr Zellen vorhanden sind als zu Beginn. Dadurch
fliefsen in den MTT-Test bei zunehmender Versuchsdauer neben der Stoffwechselaktivitat und
dem Zelltod vor allem die Proliferationsrate und ihre Anderungen ein. Auf die mechanische
Stimulation reagierten MG-63 kurzzeitig mit einer Erhéhung der Proliferation / Viabilitét.
Dieser voriibergehende Effekt basiert wahrscheinlich auf der besseren Versorgung der Zellen,
da die Bewegung des Mediums fiir eine bessere Durchmischung sorgt. Gradienten, die bei al-
leiniger Diffusion der N&hr- und Abfallstoffe entstehen, werden dabei abgebaut. Bei langerer
zyklischer Dehnung hingegen sanken die Werte gegeniiber den statischen Kontrollen deutlich
ab. Vermutlich wurde in dieser Phase die Proliferation verlangsamt, um zunéchst durch Syn-
these entsprechender Proteine die extrazellulire Matrix und die Zellen selbst (Zytoskelett) zu
stabilisieren. Erst nach ausreichender Anpassung an die mechanisch aktive Umgebung wur-
de dann die Proliferation wieder erhoht und die Werte des MTT-Tests stiegen wieder auf
das Niveau der Zellen der Kontrollproben an. Bei der Versuchsreihe mit langsam ansteigen-
der Stimulationsdauer liefen diese Prozesse offensichtlich schneller ab als bei einer einfachen
Wiederholung einer langeren Stimulation. Die Viabilitat / Proliferation war bei dem Versuch
mit ansteigender Stimulationsdauer, der sich iiber knapp 30 Stunden erstreckt, bereits leicht
iiber dem Wert der statischen Kontrollen, wihrend nach dreimal vier Stunden Stimulation
(Versuchszeitraum 38 Stunden) bzw. dreimal acht Stunden (Versuchszeitraum 56 Stunden)
der Wert der Zellen der Kontrollproben nur knapp erreicht wurde. (Bei dem Vergleich zwi-
schen dreimal stimulierten Zellen und Kontrollen bei vierstiindiger Stimulationszeit war die

um zwolf Stunden langere Kultivierung der stimulierten Zellen zu berticksichtigen.)

Die Analyse der Genexpression spezifischer Knochenmarker ergab auch bei den MG-63-Zellen
spezifische Verdnderungen durch unterschiedliche Stimulationsmuster (Abbildungen 4.26 und
4.27). Nach einmalig 15-miniitiger Stimulation wurden nur geringe Effekte beobachtet. Die
Expressionsraten von Kollagen I und Osteopontin waren gegeniiber den statischen Kontrollen
deutlich und die von Osteocalcin und der Alkalischen Phosphatase leicht erhéht. Nach dreimal
15 Minuten Stimulation war die Genexpression der untersuchten Knochenmarker im Bereich
der Kontrollwerte. Osteopontin war leicht geringer exprimiert und die Alkalische Phosphatase
hoher als in den Zellen der Kontrollproben.

Im 60-Minuten-Experiment zeigten KollagenI, Osteocalcin und Osteopontin in den stimu-
lierten Zellen niedrigere Expressionsraten als in den Zellen der Kontrollproben, wobei die Ex-
pression nach einmaliger Stimulation am niedrigsten war. Im Fall der Alkalischen Phosphatase

hingegen zeigten die Werte einen genau umgekehrten Trend mit der héchsten Expressionsra-
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te in den einmalig stimulierten Zellen und der niedrigsten in den Zellen der Kontrollproben.
BMP-4 war in den Zellen der Kontrollproben und in den einmalig stimulierten Zellen ahnlich
stark exprimiert, nach dreimaliger Stimulation jedoch geringer.

Bei der Versuchsreihe mit zweistiindiger Stimulationszeit war die Expression der meisten un-
tersuchten Knochenmarker in den dreimalig stimulierten Zellen am hochsten: bei Kollagen I,
Osteocalcin, Osteopontin, Alkalischer Phosphatase und bei BMP-4. Nur BMP-2 war in den
einmalig stimulierten Zellen leicht stérker als in den wiederholt stimulierten Zellen exprimiert
und in den statischen Kontrollen deutlich héher als in den stimulierten Zellen. Bei Kollagen I
und Osteocalcin waren die Expressionsraten in den einmalig stimulierten Zellen gegeniiber den
Kontrollen verringert, bei Osteopontin und der Alkalischen Phosphatase lagen sie im gleichen
Bereich und bei BMP-2 waren sie erhoht.

Beim Expriment mit vierstiindiger Stimulation waren die Effekte weniger ausgeprigt als bei
dem zwei-Stunden-Experiment. Fiir alle untersuchten Gene war die Expression in den einma-
lig stimulierten Zellen am hoéchsten. Kollagen I, Osteopontin und BMP-4 waren in den Zellen
der Kontrollproben am geringsten exprimiert, wiahrend die Expressionsrate von Osteocalcin
in den wiederholt stimulierten Zellen gleich hoch war wie in den Zellen der Kontrollproben
und die von Alkalischer Phosphatase in den dreimalig stimulierten Zellen gegeniiber den Kon-
trollen leicht verringert.

Eine einmalig achtstiindige Stimulation wirkte sich in gegeniiber den Kontrollen verringerten
Expressionsraten von Kollagen I und BMP-4 aus. Die Expression von Osteocalcin wurde nicht
beeinflusst, die von Osteopontin erhéht. Dreimalig achtstiindige zyklische Dehnung wirkte
sich nicht auf die Expression von Kollagen I, Osteocalcin und BMP-4 aus. Osteopontin und
Alkalische Phosphatase wurden nach der wiederholten Langzeitstimulation verstirkt expri-
miert.

Bei der Versuchsreihe mit langsam ansteigender Stimulationsdauer zeigte die Genexpressi-
on aller untersuchten Knochenmarker keine Beeinflussung durch die zyklische Dehnung. Die
Expressionsraten lagen in den stimulierten Zellen im gleichen Bereich wie in den Zellen der
Kontrollproben.

Wie bei den mesenchymalen Stammzellen wurde durch die PCR der Phénotyp der Zellen als
Knochenzellen untermauert. Der Nachweis von spaten Knochenmarkern, vor allem Osteocal-
cin wies darauf hin, dass die Zellen bei Versuchsende bereits die Mineralisierungsphase der
Differenzierung begonnen hatten. Die Modellzelllinie im dreidimensionalen Kollagen-Netzwerk
reagierte allerdings in Bezug auf die Expression von Knochenmarkern grundlegend anders als
die adMSCs auf der planaren Silikonoberfliche. Die Genexpression der untersuchten Kno-
chenmarker zeigte einen Trend dahingehend, dass durch mechanische Stimulation zunéchst
eine kurzzeitige Hochregulation ausgel6st wurde, die dann aber iiber einen ldngeren Zeitraum

in eine verringerte Expressionsrate umschlug. Erst ab dreimalig zweistiindiger Stimulation
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Abbildung 4.26.: Expressionsraten (RT-PCR) typischer Knochenmarker und Kollagen ITT
in zyklisch gedehnten MG-63. Silikonschalen mit Boden aus Matristypt® und darin adhé-
rierten MG-63 wurden einmal (1xS) oder dreimal (3xS) fiir die angegebene Zeit (15 min,
60 min, 2h) mit 1 Hz zyklisch um 5% gedehnt. Die Daten sind angegeben als experimentelle
Mittelwerte aus jeweils 6 Proben, bezogen auf die Expression von GAPDH.

erreichte die Expression der Knochenmarker wieder die Kontrollwerte und war dann sogar
gegeniiber diesen deutlich erh6ht (dreimal 2 Stunden und einmal 4 Stunden). Noch ldngere
Stimulation fiihrte dann dazu, dass sich die Genexpression wieder auf die Werte der stati-
schen Kontrollen einpendelte (dreimal 8 Stunden und ansteigende Stimulationsdauer). Ahn-
liche zeitliche Abldufe hatte auch der MTT-Test ergeben, der zeigte, dass die Viabilitdt sich
kurzzeitig erhéhte, dann unter das Kontrollniveau sank und erst bei langzeitiger Stimulation
wieder das Niveau der Kontrollen erreichte. Die Versuche mit mesenchymalen Stammzellen
auf der planaren Silikonoberfliche hatten kontrdre Ergebnisse erbracht. Die Genexpression
der Knochenmarker war nach mittellanger Stimulation von ein bis zwei Stunden hochregu-
liert worden und bei langerer Stimulation wieder auf das Niveau der statischen Kontrollen
gesunken. Im Kollagen-Netzwerk wurden die Knochenmarker der MG-63-Zellen jedoch im
selben Zeitraum entgegengesetzt reguliert und waren schwécher exprimiert als in den Zellen

der Kontrollproben. Erst lingere Stimulationszeiten von vier Stunden resultierten in einer
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Abbildung 4.27.: Expressionsraten (RT-PCR) typischer Knochenmarker und Kollagen ITI
in zyklisch gedehnten MG-63. Silikonschalen mit Boden aus Matristypt® und darin adhi-
rierten MG-63 wurden einmal (1xS) oder dreimal (3xS) fur die angegebene Zeit (4h, 8 h bzw.
alle Stimulationszeiten hintereinander in ansteigender Anordnung) mit 1 Hz zyklisch um 5 %
gedehnt. Die Daten sind angegeben als experimentelle Mittelwerte aus jeweils 6 Proben,
bezogen auf die Expression von GAPDH.

erhohten Genexpression der Knochenmarker. Dieser Erhohung schloss sich dann wie bei den
adMSCs auf Silikon eine Anpassung an die aktive Umgebung an und die Knochenmarkerex-
pression glich sich den Zellen der Kontrollproben an. Die beiden Versuchsreihen unterschieden
sich grundsétzlich in zwei Dingen. Einerseits wurden verschiedene Zellen untersucht (primére
mesenchymale Stammzellen und eine Modellzelllinie), die unterschiedliche Proliferationsra-
ten, Phéanotyp und Genotyp aufwiesen. Andererseits wurde auf grundséitzlich verschiedenen
Gertistsubstanzen (planares Silikon — dreidimensionales Kollagen-Netzwerk) kultiviert. Zellart
und Gertistsubstanz hatten beide einen wesentlichen Einfluss auf die Ergebnisse der Analysen.
Im Kollagen-Netzwerk fiihrten nur sehr kurze oder aber langere zyklische Dehnung zu erh6h-
ten Genexpressionsraten von Knochenmarkern, wahrend Stimulationszeiten mittlerer Lange
verminderte Expressionsraten bewirkten. Diese Reaktion der Zellen kénnte direkt auf das
Kollagen-Netzwerk, an dem die Zellen verankert waren, zuriickzufithren sein. Im Gegensatz

zu den Zellen auf Silikon, die eine nur vergleichbar diinne Schicht extrazelluldrer Matrix um
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sich herum aufgebaut hatten und diese bei mechanischer Stimulation stabilisierten, befanden
sich die MG-63-Zellen bereits in einem stabilen Netzwerk aus Kollagen, auf das sie wihrend
der einwochigen Kultivierung vor der Stimulation ihre eigene Matrix aufgelagert hatten. Bei
diesem Vergleich erscheint es plausibel, dass die Zellen erst bei ldnger anhaltender Stimulation
mit vermehrter Matrixbildung reagieren (Trainingseffekt). Zuvor mussten sich die Zellen offen-
sichtlich zunéchst auf die herrschenden Bedingungen einstellen und hielten in ihrer bisherigen
Matrixbildungstétigkeit inne, um die Matrix dann gezielt an die mechanischen Bedingungen
anzupassen.

Ein weiterer Aspekt ist, dass die Dehnung des Kollagen-Netzwerkes nicht zu vergleichen ist
mit der Dehnung der planaren Silikonsoberflache. In einem Netzwerk werden nur diejenigen
Fasern, die parallel zur Dehnungsachse ausgerichtet sind, vollstéandig gedehnt. Die Dehnungs-
kréfte, die auf die Zellen im Kollagen-Netzwerk wirken, sind deutlich komplexer als auf der
planaren Silikonoberflache.

Eine anhaltende Erhohung der Expression von Knochenmarkern war nicht zu erwarten, weil
die Expression aller Knochenmarker transient ist. Eine kurzzeitige Erh6hung der Knochenmar-
kerexpression hingegen ist ein Zeichen dafiir, dass die osteogene Differenzierung beschleunigt
wurde, was in der Regel von Dauer ist, auch wenn die Genexpression wieder riicklaufig ist.
Die verstarkte Expression der Knochenmarker nach 15-miniitiger Stimulation wies daher auf
eine beschleunigte Differenzierung der Zellen hin. Die im Folgenden riickldufigen Genexpres-
sionsraten deuteten nicht etwa eine Dedifferenzierung an, die Zellen verringerten nur ihre
Matrixsyntheseaktivitat. Fiir die erneute Erhéhung der Genexpression nach vier Stunden Sti-
mulation sind entweder Zellen, die sich bisher nicht differenziert haben, verantwortlich oder
bereits in ihrer Differenzierung fortgeschrittene Zellen, die erneut Knochenmatrix synthetisie-
ren. Die Nachhaltigkeit der stimulationsbedingten Effekte kann anhand der Genexpressions-
rate nur vermutet werden. Die Verminderung der Expressionsraten bei ldngerer Stimulation
deuteten eine Anpassung der Zellen an. Analysen auf Proteinebene, die Zusammensetzung der

extrazelluldren Matrix und der Grad ihrer Calcifizierung gaben weiteren Aufschluss (s. u.).

Die Expression von Kollagen IIT wurde von der mechanischen Stimulation &hnlich beeinflusst
wie die der Knochenmarker. Auf einmalige Stimulation reagierten die Zellen in dem Kollagen-
Netzwerk mit einer erhchten Expression von Kollagen ITI gegeniiber den statischen Kontrollen,
was auf eine Schidigung von Zellen und Matrix hindeutete. Die Ausnahme war die zweistiin-
dige Stimulation, bei der die Kollagen-ITI-Expression das gleiche Niveau erreichte wie in den
Zellen der Kontrollproben, und die achtstiindige Stimulation, bei der Kollagen III nicht nach-
weisbar war. Diese Beobachtungen deuteten darauf hin, dass die Zellen sich wahrend einer
zweistiindigen Stimulation auf die Umgebungsaktivitét einstellten. Nach vierstiindiger Stimu-
lation war die Expressionsrate wieder leicht hoher als in den Kontrollen, die Zellen mussten also

erneut nachbessern, um der zyklischen Dehnung standzuhalten. Nach acht Stunden zyklischer
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Dehnung war die Kollagen-ITI-Expression dann offenbar vollstdndig zuriickgegangen. Die Wie-
derholung der Stimulation hatte, abhéngig von der Stimulationsdauer, unterschiedliche Effek-
te auf die Kollagen-III-Expression der Zellen. Die wiederholte kurzzeitige Stimulation fiihrte
zu einer Verminderung der anfanglich erhohten Expressionsrate. Bei Kurzzeitstimulation war
also eine Wiederholung ausreichend, um eine Anpassung der Zellen zu erreichen. Dieser Ef-
fekt wurde auch bei den Knochenmarkern beobachtet, die bei einmaliger Stimulation verstarkt
exprimiert wurden, nach dreimaliger Stimulation aber wieder das Kontrollniveau erreicht hat-
ten. Bei einer Stimulationsdauer von 60 Minuten hingegen zeigte sich ein anderes Bild. Hier
verstirkte die Wiederholung die schon nach einmaliger Stimulation erhéhte Expression von
Kollagen III. Eine zweimalige Wiederholung der Stimulation war hier nicht ausreichend, um
eine Anpassung der Zellen an die Stimulation zu erreichen. Wéhrend der zweistiindigen Sti-
mulationsdauer hatten die Zellen dann offenbar ausreichend Zeit, sich an die Bedingungen
anzupassen, was sich in einer Kollagen-III-Expressionsrate im Bereich der statischen Kontrol-
len zeigte. Auch die Knochenmarker waren gegeniiber den Kontrollen nicht mehr so deutlich
vermindert exprimiert. Die Wiederholung der zweistiindigen Stimulation fiithrte dann erneut
zu einer Verstarkung der Expression von Kollagen ITI und der Knochenmarker. Hatten sich
nach zweistiindiger Stimulation die Expressionsraten von Kollagen III und der Knochenmar-
ker weitgehend stabilisiert, so 16sten weitere zwei Stunden Stimulation erneut die Erhohung
der Expressionsraten aus, wie es schon bei der kurzzeitigen Stimulation von 15 Minuten der
Fall gewesen war. Auch hier wirkte sich dann eine Wiederholung in einem Riickgang der Ex-
pression auf das Kontrollniveau aus. Wurde die Stimulationsdauer noch einmal verléngert,
so zeigten die Zellen (nach achtstiindiger Stimulation) weitgehend ausgeglichene Expressi-
onsraten beim Vergleich zwischen stimulierten Zellen und Kontrollen. Bei einer wiederholten
Langzeitstimulation hingegen wurde eine stark erhohte Kollagen-III-Expression beobachtet,
wahrend die Knochenmarkerexpression weitgehend im Bereich der statischen Kontrollen lag.
Diese verstarkte Expression von Kollagen III deutete an, dass die wiederholte Langzeitstimu-
lation ein Ubermaf an mechanischer Aktivitit bedeutete. Der MTT-Test hatte gezeigt, dass
die angedeutete Schadigung allerdings nicht so stark war, dass eine stark verminderte Zell-
viabilitdt gemessen worden wéare. Die Expression von Kollagen ITI und der Knochenmarker
wurde in der Versuchsreihe mit kontinuierlich steigender Stimulationsdauer nach Abschluss
aller Stimulationsperioden nicht beeinflusst. Hier hatten sich die Zellen offensichtlich sehr gut
an die mechanische Stimulation angepasst.

Die Untersuchung der Genexpression von Kollagen III und einiger typischer Knochenmarker
zeigte, dass MG-63-Zellen im Kollagen-Netzwerk in mehrstufigen, komplexen Prozessen auf ei-
ne mechanische Stimulation reagierten. Die Expression von Knochenmarkern und Kollagen ITI
(interpretierbar als Induktion von Reparaturmechanismen) wurde sporadisch induziert und

wieder vermindert, bis eine optimale Anpassung an die mechanische Aktivitdt erreicht war.
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Abbildung 4.28.: Immunhistochemischer Nachweis von Alkalischer Phosphatase in me-
chanisch stimulierten MG-63-Zellen im Kollagen-Netzwerk. Alkalische Phosphatase (AP)
wird durch griine Fluoreszenz angezeigt. Die Zellkerne fluoreszieren durch die Farbung mit
DAPI blau. Das Kollagen-Netzwerk selbst zeigt eine schwache griine Hintergrundfluoreszenz.
Links: statische Kontrollen des 2h-Experiments, Uberlagerung der AP-Fiarbung und der
DAPI-Farbung. Mitte und rechts: Kontrolle des 4h-Experiments, AP-Farbung (links) und
Uberlagerung mit DAPI-Farbung (rechts).

Um eine solche Anpassung der Zellen zu erreichen, war eine Verldngerung der Stimulationszeit
teilweise erfolgreich, wihrend eine Wiederholung von langzeitiger Stimulation sogar eher nach-
teilige Effekte zeigte. Als optimal stellte sich fiir die Anpassung der Zellen eine kontinuierliche

Steigerung der Stimulationsdauer heraus.

Auf Proteinebene wurde, wie auch bei den mesenchymalen Stammzellen auf Silikon, die Ak-
tivitdt der Alkalischen Phosphatase gemessen. Auf Genexpressionsebene war die Alkalische
Phosphatase im 60-Minuten-Experiment gegeniiber den Kontrollen erhoht, in allen anderen
Versuchen aber eher im gleichen Bereich wie bei den Zellen der Kontrollproben. Im Aktivi-
tatstest wurde hingegen nur anfénglich (im 15-Minuten-Experiment) eine erhohte Aktivitéit
gemessen (Abbildung 4.25, rechts). Nach ein- und zweistiindiger Stimulation lag die Aktivitét
der Alkalischen Phosphatase bei niedrigeren Werten oder im Bereich der statischen Kontrol-
len. Nur nach dreimalig vier oder acht Stunden Stimulation war die Enzymaktivitdt erhoht.
In der Versuchsreihe mit kontinuierlich ansteigender Stimulationsdauer war die Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase in stimulierten und Zellen der Kontrollproben gleich. Auf Proteinebe-
ne zeigten sich also im Vergleich zur Genexpression leicht abweichende Ergebnisse. Natiirlich
kann die Proteinbiosynthese auch nach der Genexpression noch reguliert sein, wodurch die
Genprodukte nicht zu einem gereiften Protein umgesetzt werden. Andererseits bestand bei
dem Aktivitatstest die zusdtzliche Schwierigkeit, dass der von dem Enzym gebildete Farbstoff
nicht komplett aus dem Kollagen-Netzwerk gelost werden konnte und daher im Vergleich zu
dem Test mit mesenchymalen Stammzellen von der Silikonoberflache eine zusétzliche Fehler-

quelle bestand.
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Zur Absicherung wurde die Alkalische Phosphatase immunhistochemisch nachgewiesen. Dazu
wurden von jeder Versuchsreihe Gefrierschnitte hergestellt, in denen die Alkalische Phospha-
tase nachgewiesen wurde, indem zunéchst ein primérer Antikorper gegen Alkalische Phos-
phatase und dann ein sekundirer, fluoreszenzmarkierter Antikérper gegen den Priméranti-
korper gebunden wurden. Gleichzeitig wurden die Zellkerne mit DAPI angefarbt (Durchfiih-
rung s. Anhang C.2, Seite 162). Mit dieser Methode wurde Alkalische Phosphatase in den
meisten Proben nachgewiesen (Abbildung 4.28, Tabelle 4.7). Der Nachweis von Alkalischer
Phosphatase war positiv fiir die stimulierten Zellen des 15-Minuten-Versuches, fiir die Kon-
trolle und die einmalig stimulierten Zellen des 60-Minuten-Versuches, fiir dreimal stimulierte
Zellen und Kontrollen des 2-Stunden-Versuches, fiir einmalig stimulierte Zellen und Kontrol-
len des 4-Stunden-Versuches, fiir die Kontrollen des 8-Stunden-Versuchs und fiir stimulierte
Zellen und die der Kontrollproben bei der kontinuierlich ansteigenden Stimulationsdauer. Der
immunhistochemische Nachweis der Alkalischen Phosphatase in den einzelnen Proben ver-
mittelte in Verbindung mit der quantitativen Aussage des Aktivitétstests einen Eindruck von
den Effekten der Stimulation auf die Alkalische Phosphatase. Bei gleichzeitiger Betrachtung
der immunhistochemischen Ergebnisse und des Aktivitétstests zeigte sich, dass nach kurzzei-
tiger Stimulation von einmalig und wiederholt 15 Minuten der Alkalische-Phosphatase-Spiegel
gegeniiber den Zellen der Kontrollproben erhdht war. Langere Stimulationszeiten fiihrten zu
einer verringerten Synthese und die kontinuierlich ansteigende Stimulationsdauer fiihrte zu
gleichen Werten in den Zellen der Versuche und der Kontrollen. Obwohl die Daten aus PCR,
Aktivitatstest und Immunhistochemie nicht vollig tibereinstimmen, war eine gemeinsame Ten-
denz dahingehend erkennbar, dass kurzzeitige Stimulation zunéchst zu einer vermehrten Ex-
pression und Synthese von Alkalischer Phosphatase fiihrte. Bei laingerer Stimulation war diese
Erhohung dann wieder riickldufig. Die kontinuierlich steigende Stimulation fithrte bei allen
Analysen (Viabilitat, Knochenmarker, Kollagen III) zu vergleichbaren Werten in stimulierten

Zellen und Kontrollen.

Der Status der osteogenen Differenzierung der MG-63-Zellen nach den Stimulationsversuchen
war anhand der untersuchten Knochenmarker abschatzbar. Wahrend frithe Knochenmarker

(besonders Cbfa-1/Runz2) weder in der PCR noch immunhistochemisch nachweisbar waren

Tabelle 4.7.: Immunhistologischer Nachweis von Alkalischer Phosphatase in MG-63 im
Kollagen-Netzwerk, die mit dem angegebenen Zeitmuster stimuliert worden waren. + posi-
tive, — negative Nachweisreaktion.

15 min 60 min 2h 4h 8h ansteigd.
1xS 3xS K 1xS 3xS K 1xS 3x8S K 1xS 3x8S K 1xS 3xS 1xK 3xK 1xS K

+ + [+ - +[- + +]+ - +]- + - +1+ +
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Abbildung 4.29.: Alizarinrot- (links) und Calceinférbung (rechts) eines Diinnschnitts von
MG-63 nach 3 x 8h Stimulation im Kollagen-Netzwerk.

(Ergebnisse nicht dargestellt), wurden einige spiate Knochenmarker detektiert (insbesondere
Osteocalcin), die darauf hindeuteten, dass die Zellen weit in der Differenzierung fortgeschrit-
ten waren und sich bereits in der Mineralisierungsphase befanden. Um dies zu {iberpriifen,
wurde mit Hilfe spezieller Farbungen die Calcifizierung der extrazellularen Matrix iiberpriift.
Alizarinrot ist ein Farbstoff mit Anthrachinon-Grundgeriist, der mit Calcium eine rote Chelat-
verbindung eingeht. Calcein ist ein Fluorescein-Derivat und kann Calcium chelatisieren, was
in einer starken griinen Fluoreszenz resultiert. Beide Farbstoffe wurden verwendet, um die
Matrixmineralisierung im Kollagen-Netzwerk nachzuweisen (Abbildung 4.29). Die Farbungen
wiesen in nahezu allen Proben die Anwesenheit von Calciumablagerungen nach (Tabelle 4.8),
was den fortgeschrittenen Differenzierungsstatus der Zellen belegte. Immunhistochemische
Farbungen sind nicht ohne weiteres quantifizierbar, so dass keine Unterschiede beziiglich der
Mineralisierung in Abhéngigkeit von dem applizierten Stimulationsversuch festzustellen wa-
ren. Da Mineralisierungsprozesse allerdings iiber lange Zeitrdume ablaufen, waren in dem

Versuchszeitraum ohnehin nur geringe Unterschiede zu erwarten.

Die mechanische Stimulation von Zellen, die in Form einer zyklischen Dehnung flexibler

Gerlistsubstanzen mit darauf adhérierten Zellen realisiert wurde, zeigte einen spezifischen

Tabelle 4.8.: Nachweis von Calciumablagerungen durch Alizarinrot- und Calceinfarbung
von Diinnschnitten von MG-63 im Kollagen-Netzwerk, die mit dem angegebenen Zeitmuster
stimuliert worden waren. + positive, — negative Nachweisreaktion.

15 min 60 min 2h 4h 8h ansteigd.
1xS 3x8S K 1xS 3xS K 1xS 3x8S K 1xS 3x8S K 1xS 3xS 1xK 3xK 1xS K

+ - -+ + +]+ + +[+ + +#]1+ + + +1+ +
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Einfluss auf die Expression von Knochenmarkern in Knochenvorlduferzellen. Mesenchyma-
le Stammzellen aus dem Fettgewebe reagierten schon auf kurzzeitige Stimulation mit einer
verstiarkten Expression von Knochenmarkern. Auf Proteinebene fiihrte erst langere bzw. wie-
derholte Stimulation zu einer erhohten Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase. Auch die Mo-
dellzelllinie MG-63 im dreidimensionalen Kollagen-Netzwerk reagierte sofort auf kurzzeitige
Stimulation mit einer erhohten Expression von Knochenmarkern. Langere Stimulationszeiten
fiihrten dann zu verringerten Expressionsraten, die bei noch ldngerer Stimulation erneut an-
stiegen und sich dann wieder dem Level der Kontrollen anglichen. Die Differenzierung erfolgte
hier also in mehreren Schiiben und die Zellen reagierten auf anhaltende mechanische Stimu-
lation nicht kontinuierlich, sondern durch sporadische Regulierung.

Dass sich Zellen anhaltender bzw. wiederholter mechanischer Aktivitdt anpassen kénnen, wur-
de anhand der Stérke der zelluldren Reaktion auf kurzzeitige und ldngere bzw. wiederholte
Stimulation abgeschétzt. Die nach kurzer Stimulation messbar angestiegenen Expressionsra-
ten von Knochenmarkern wurden bei langerer Stimulation nicht aufrechterhalten. Eine Wie-
derholung der Stimulation fiihrte nicht wieder zu einer dhnlich starken Reaktion. Zelluladre
Reparaturmechanismen, zu denen die Synthese von Kollagen III z&hlt, aber zu einem gewis-
sen Teil auch die Verstiarkung der extrazelluldren Matrix durch stabilisierende (knochenspe-
zifische) Proteine, wurden hauptséchlich bei einmaliger Stimulation von relativ kurzer Dauer
aktiviert. Langere und wiederholte Stimulationen fiihrten zu einer verringerten Expression der
zugehorigen Gene. Die vermehrte Kollagen-I1I-Expression bei wiederholter Langzeitstimula-
tion deutete im Zusammenhang mit der leicht verringerten Zellviabilitéit auf ein Ubermaf an

Stress hin.

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung mechanischer Stimulation auf eine Population von
Zellen untersucht. Im Fall der Zelllinie MG-63 handelte es sich um klonale Zellen und damit
um eine weitgehend homogene Zellpopulation. Bei den mesenchymalen Stammzellen hingegen
wurde mit einer Mischpopulation gearbeitet, die Zellen verschiedenen Phénotyps mit unter-
schiedlichem osteogenen Status und variierender Differenzierbarkeit enthielt. Die Effekte der
Stimulation wurden nicht auf Einzelzellniveau untersucht, so dass die beobachteten Verdnde-
rungen der Viabilitdt und Genexpression grundsétzlich auf zwei Mechanismen beruhen kann.
Der nach der Stimulation fortgeschrittenere Differenzierungszustand der gesamten Zellpopu-
lation wurde entweder erreicht, indem die einzelnen Zellen differenzierten, oder aber indem
der fortgeschrittenere Zelltypus selektiv angereichert wurde. Diese Fragestellung wird auch
in der Literatur weitgehend vernachlassigt. Besonders vor dem Hintergrund des Tissue En-
gineerings ist nicht der zugrunde liegende Mechanismus ausschlaggebend, sondern einzig das
Ergebnis des fortgeschritteneren Differenzierungszustandes. Fiir die Grundlagenforschung zu
den Mechanismen der osteogenen Differenzierung werden jedoch Studien an klonalen Zellen

oder sogar auf Einzelzellniveau durchgefiihrt.
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In der Literatur ist vielfach beschrieben, welche Auswirkungen eine mechanische Stimulation
auf Knochenvorlauferzellen haben kann. Haufig wurden erhohte Proliferationsraten und eine
erhohte Expression knochenspezifischer Gene (Alkalische Phosphatase, Kollagen I, Osteocal-
cin, Osteopontin) und auch eine verstirkte Mineralisierung gemessen®”**. Die beobachteten
Ergebnisse einzelner Arbeitsgruppen sind jedoch stark davon abhéngig, welche Zellen einge-
setzt wurden und wie die mechanische Stimulation realisiert wurde. Bei der mechanischen
Stimulation hat sich bis heute kein Standard durchgesetzt und es gibt mit Flexercell® von
Gencompare nur ein System auf dem Markt, das {iber ein relativ breites Anwendungsspektrum
verfiigt. Folglich benutzt jede Arbeitsgruppe ein anderes, zumeist selbst entwickeltes System.
Bei der zyklischen Dehnung variieren das Substrat, auf dem gedehnt wird, und grundlegende
Stimulationsparameter wie Frequenz, Dehnung und zeitliches Muster der Dehnung.

Nur wenige Arbeitsgruppen befassen sich mit einer zyklischen mechanischen Dehnung huma-
ner mesenchymaler Stammzellen fiir die Entwicklung eines funktionalen Knochenkonstruktes.
Simmons et al. beobachteten bei humanen MSCs eine verminderte Proliferationsrate und eine
verstarkte Mineralisierung nach einer biaxialen zyklischen Dehnung um drei Prozent mit einer
Frequenz von 0,25 Hz'%". Ignatius et al. fiihrten eine uniaxiale Stimulation von Knochenvorldu-
ferzellen in einem Kollagen-Gel durch und beobachteten eine Erhéhung der Proliferationsrate
und der Knochenmarkerexpression (Cbfa-1/Runz2, Alkalische Phosphatase, Osteopontin, Os-
teocalcin und KollagenI)”". Nach einer zwei- bzw. dreiwéchigen zyklischen Dehnung (0,2 %,
1Hz) von MSCs beobachteten Wiesman et al. eine Erhéhung der Genexpression von Kolla-

184 Nach drei Wochen war aukerdem die Mineralisierung gegeniiber den

gen I und Osteonectin
statischen Kontrollen signifikant erhéht. In zwei Studien fand wie in der vorliegenden Arbeit
eine Stimulation auf einem Substrat aus Kollagen I statt. Sumanasinghe et al. dehnten MSCs
in einem dreidimensionalen Kollagen-I-Geriist um zehn und zwolf Prozent mit einer Frequenz
von 1 Hz fiir vier, sieben und vierzehn Tage jeweils vier Stunden pro Tag ohne den Zusatz
osteogener Substanzen. Die Viabilitdt der Zellen wurde wahrend des Versuchszeitraums auf-

rechterhalten, die Proliferationsraten waren jedoch leicht riickgingig'®®

. Nach zweiwd6chiger
Stimulation war die Expressionsrate von BMP-2 gegeniiber den statischen Kontrollen erhoht.
Ward et al. beobachteten bei einer Dehnung um 3-5 % eine Verstarkung der Osteogenese (er-
hohte Expressionsraten osteogener Marker), wihrend adipogene, chondrogene und neurogene
Marker geringer exprimiert wurden®*. Aufierdem stieg die Mineralisierung der extrazelluliren
Matrix durch die mechanische Stimulation an. Friedl et al. berichteten von einer verstéarkten
Expression frither Knochen- und Knorpelmarker (Cbfa-1/Runz?2, Osteonectin, Osteopontin,
Alkalische Phosphatase, sowie SOX9, Lumican und Decorin) nach dreitdgiger Stimulation un-
differenzierter MSCs um 0,3 %°'. Haasper et al. stimulierten MSCs in der von van Griensven
entwickelten Stimulationsapparatur in Silikonschalen um zwei bzw. acht Prozent mit einer Fre-

67

quenz von 1 Hz fiir drei Tage jeweils zwei Stunden pro Tag®’. Sie beobachteten eine verstérkte
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Expression von FosB, einem Transkriptionsfaktor, der bei der Regulation der osteogenen Dif-

ferenzierung eine Rolle spielt, sowie von Cbfa-1/Runz2 und Kollagen I.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur zyklischen Dehnung humaner mesen-
chymaler Stammzellen komplettieren die Ergebnisse der anderen Arbeitsgruppen. Anhand
der Literaturstellen kann der Einfluss unterschiedlicher Stimulationsmuster auf mesenchymale
Stammzellen nur abgeschétzt werden. Die einzelnen Versuchsparameter und auch die jewei-
ligen Zellen weichen so stark voneinander ab, dass die Ergebnisse nicht zu verallgemeinern
sind. In der vorliegenden Arbeit wurden einzelne zeitliche Stimulationsmuster appliziert und
die zelluldren Reaktionen humaner mesenchymaler Stammzellen untersucht. Wie bei Sumana-
singhe et al. blieben die Zellen auch bei langerer Stimulation viabel. Fiir die Expressionsraten
von Knochenmarkern hat sich gezeigt, dass tatsachlich, wie auch in der Literatur beschrie-
ben, durch mechanische Stimulation eine verstarkte Expression und damit eine Steigerung
der osteogenen Differenzierung erreicht werden kann. Verlingerung und Wiederholung der
Stimulation fithrte zu einer Anpassung der Zellen an die mechanisch aktive Umgebung. Dafiir
stellte sich das zeitliche Muster mit kontinuierlich ldnger werdender Stimulation als besonders
geeignet heraus.

Die mechanische Stimulation kann mit zwei unterschiedlichen Zielen angewandt werden, ndm-
lich um Zellen an eine mechanisch aktive Umgebung zu gewéhnen und die mechanischen Fi-
genschaften kiinstlicher Gewebekonstrukte zu verstéirkten, oder aber um die Differenzierung
von Stamm- und Progenitorzellen zu beeinflussen. Die hier dargestellten Ergebnisse zeigten,
dass die Differenzierung von Zellen schon durch kurzzeitige Stimulation angeregt werden kann.
Nachhaltigere Effekte und insbesondere die Anpassung der Zellen wurden jedoch erst durch
langere bzw. wiederholte Stimulation erreicht. Besonders hervorgetan hat sich dabei ein zeit-
liches Stimulationsmuster, bei dem mit kurzzeitiger Stimulation begonnen und im Folgenden
die Stimulationsdauer kontinuierlich gesteigert wurde. Wie auch bei der Genesung oder beim
Training die korperliche Belastung langsam gesteigert wird, ist also offensichtlich auch auf
zelluldrer Ebene eine gesteigerte Belastung optimal.

Mit den durchgefiihrten Versuchen wurde das Potenzial von mechanischer Stimulation als
Werkzeug im Tissue Engineering demonstriert. Bereits kurzzeitige Stimulation fordert die
osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen. Wiederholte und ldngere Stimulation
fithrt dazu, dass sich die Zellen an eine aktive Umgebung anpassen. Dabei wird die extrazellu-
lare Matrix verstéarkt, was die biologischen und physikalischen Eigenschaften eines Konstruktes
entscheidend verbessern kann. Fiir das Tissue Engineering von Knochen kann die Applikati-
on mechanischer Stimulation entscheidende Fortschritte bringen, indem die osteogene Diffe-
renzierung beschleunigt wird und die mechanischen Eigenschaften eines Gewebekonstruktes

verbessert werden.
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Abbildung 4.30.: Links: Sponceram®-Scheibe fiir die Bioreaktorkultivierung,
Mitte: Sponceram®-Stiickchen fiir Viabilititstests, rechts: Mikrostruktur (Quelle:
www.zellwerk.biz).

4.3. Kultivierung im Bioreaktor

Die grundlegende Strategie der Herstellung eines kiinstlichen Gewebes ist die Kultivierung
geeigneter Zellen auf einem speziellen Geriistmaterial. Die Wahl der Zellen und des Geriistes
ist dabei an das jeweilige Zielgewebe anzupassen. Im Tissue Engineering von Knochen sind
die entscheidenden Anspriiche an das Gerilistmaterial Biokompatibilitdt und mechanische Sta-
bilitdat. Damit Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung sowie der Abtransport metabolischer Ab-
fallstoffe auch im Inneren des Konstruktes gewéhrleistet sind, muss das Material pords sein.
Osteokonduktion und Osteoinduktion sind forderliche Materialeigenschaften, die bei natiirli-
chen Knochenmatrixbestandteilen wie Hydroxylapatit und g-Tricalciumphosphat auftreten.
In der Chirurgie kommen aber auch héufig inerte Metalle wie Titan zum Einsatz.

Sponceram® ist eine Keramik basierend auf dotiertem Zirkondioxid, die von der Zellwerk
GmbH speziell fiir die Kultivierung adhirenter Zellen in einem Bioreaktorsystem entwickelt
wurde. Zirkondioxid (auch Zirkonia) ist chemisch inert, mechanisch hart und &duferst stabil.
Gegeniiber anderen Keramiken weist Zirkondioxid deutlich bessere mechanische Eigenschaf-
ten auf und wurde daher schon frith als Biomaterial eingesetzt. In-vitro- und In-vivo-Tests
haben gezeigt, dass Zirkondioxid biokompatibel ist und keine zytotoxischen Eigenschaften
aufweist'*. Haupteinsatzgebiet von Zirkondioxid als Biomaterial sind kiinstliche Hiifttrans-
plantate, aber auch als Material fiir Zahnimplantate wird es zunehmend verwendet. Die von
der Zellwerk GmbH entwickelten Sponceram®-Zelltriiger sind stark pords mit Makro- und
Mikroporen und werden mit unterschiedlichen Porengrofsen (600 und 900 pum), sowie unter-
schiedlicher spezifischer Oberfliche (0,8-2,0m?/g) hergestellt. Zusiitzlich konnen die Triger
mit unterschiedlichen Beschichtungen, unter anderem auch Hydroxylapatit, versehen sein. In
Abhéangigkeit von der gewiinschten Applikation werden Scheiben fiir die Anwendung in einem
Bioreaktorsystem fabriziert oder auch verschiedene Implantatformteile hergestellt.

Fiir die Kultivierung von Knochenzellen auf Sponceram® als Trigermaterial wurde Spon-
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Abbildung 4.31.: Mikro-Computertomographie von Sponceram® 30-90, durchgefiihrt am
Ludwig Boltzmann Institut fiir experimentelle und klinische Traumatologie, Wien. Die Ke-
ramik ist grau dargestellt und die Poren durch Kugeln verschiedener Farbe simuliert. Die
Farbcodierung von blau nach rot entspricht der Grofe der simulierten Kugeln.

ceram® 30-90 mit einer PorengréRe von 600um (laut Hersteller) und einer spezifischen
Oberfliche von 2,0m?/g mit und ohne Hydroxylapatitbeschichtung eingesetzt. Die Mikro-
Computertomographie-Aufnahmen, die am Ludwig Boltzmann Institut fiir experimentelle und
klinische Traumatologie, Wien, unter der Leitung von Prof. Dr. Martijn van Griensven ent-
standen sind (Abbildung 4.31), vermitteln einen Eindruck von der offenporigen Struktur von
Sponceram® 30-90, das eine gute Versorgung von Zellen gewihrleisten kann. Etwa 80 % des
Volumens von Sponceram® entfallen auf Poren (Herstellerangabe 85 %), die unterschiedliche
Durchmesser von einigen Mikrometern bis zu knapp einem Millimeter aufweisen.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Sponceram® 30-90 (Abbildung 4.32) zeigen
die oberflachlichen Makroporen (etwa 600 yum), die von untereinander verbundenen kleineren
Poren unterbrochen sind. Eine starke Vergrofserung der Oberflidche zeigt eine Strukturierung
der Oberfliche im Nanometerbereich. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von dem
mit Hydroxylapatit beschichteten Material brachten stdbchenférmige Apatit-Ablagerungen
zum Vorschein, die die Oberflache in einer weitgehend gleichméfigen Schicht von einigen

Mikrometern Dicke bedecken.

4.3.1. Zellwachstum auf Sponceram

Bevor Sponceram® als Trigersubstanz fiir eine Bioreaktorkultivierung eingesetzt werden
konnte, wurde das Wachstum der zu verwendenden Zellen auf Sponceram® untersucht. Da-
zu wurden mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe (adMSCs) und Zellen der Linie
MG-63 zuniichst auf kleinen Stiickchen (Durchmesser etwa 3 mm, bzw. 15-20 mg) Sponceram®
und mit Hydroxylapatit beschichtetem Sponceram® (Sponceram®-HA) kultiviert. Die Zell-
viabilitdt wurde im Verlauf der Kultivierung zu verschiedenen Zeitpunkten mit einem MTT-

Test gemessen.
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Abbildung 4.32.: Elektronenmikroskopie von Sponceram® 30-90 (oben) und mit Hydro-
xylapatit beschichtetem Sponceram® 30-90 (unten).

Sowohl adMSCs als auch MG-63 zeigten auf den Sponceram®-Stiickchen ein gutes Wachstum,
das weitgehend unabhéngig von der Hydroxylapatitbeschichtung war (Abbildung 4.33). Die
deutlich héheren absoluten Werte von MG-63 im MTT-Test waren auf die hohere Prolifera-
tionsrate dieser Zelllinie gegeniiber den primiren adMSCs zuriickzufithren. Weitere Untersu-
chungen des Wachstums von MG-63 auf groferen Sponceram®-Scheiben zeigten, dass diese
Zellen nicht fest genug adhérierten, sondern sich durch geringe mechanische Beanspruchungen
ablosten und als Zellcluster im Medium schwammen. Als Modellzelllinie fiir Untersuchungen
auf Sponceram® war MG-63 daher nicht geeignet. Stattdessen wurde die Maus-Fibroblasten-
Zelllinie MC3T3-E1 verwendet, deren Wachstum auf Sponceram® bereits ausfiihrlich charak-
terisiert worden ist'®*. MC3T3-E1-Zellen konnen ebenfalls leicht zu Knochenzellen differen-

ziert werden.
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Abbildung 4.33.: Viabiltiit von MG-63 (links) und adMSCs (rechts) auf Sponceram®
und Sponceram®-HA. Die Daten sind angegeben als Mittelwerte von fiinf Einzelexperimen-
ten + Standardfehler. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse (p < 0,05) sind mit * gekenn-
zeichnet.

4.3.2. Funktionalisierung der Oberflache von Sponceram

Das Tragermaterial muss in einem funktionalen Gewebekonstrukt nicht allein eine Geriist-
funktion {ibernehmen. Durch gezielte Modifikation von Geriistsubstanzen kdnnen diese die
Zelladhésion aktiv verbessern und auch in zelluldre Mechanismen wie die Proliferation und
Differenzierung eingreifen. Eine solche Funktionalisierung eines Trégermaterials kann durch
die Bindung von bioaktiven Reagenzien erreicht werden. Adhésions- und Wachstumsfaktoren
koénnen an die Geriistsubstanz adsorptiv oder kovalent gebunden werden. Die Immobilisierung
von Wachstumsfaktoren auf der Oberfliche eines Tragermaterials hat den Vorteil, dass auf
eine dauerhafte Zugabe zum Kulturmedium verzichtet werden kann. Bioaktive Molekiile kon-
nen auf der Oberflache eines Implantates Signale an die Zellen auch nach der Implantation in
den Korper iibertragen und auf diese Weise Wachstum und Differenzierung der Zellen steuern.
Die direkte Bindung bioaktiver Molekiile an die Oberfléche eines Tragermaterials fithrt oftmals
zu einem Aktivitdtsverlust der Molekiile, die so auf der Oberfliche angeordnet sind, dass ihre
Rezeptorbindungsstelle verdeckt ist. Daher werden héufig ,,Abstandshalter (Spacer) einge-
setzt, die selbst auf das Tragermaterial gebunden werden und an die wiederum das eigentliche
bioaktive Molekiil als Ligand gebunden wird. Um den nétigen Abstand von der Oberfliche zu
gewihrleisten, werden makromolekulare Spacer eingesetzt, in der Regel Polymere, die — wie
auch das Gerilistmaterial selbst — biokompatibel und nicht immunogen sein miissen. Wasserlos-
liche Polymere haben den Vorteil, dass bei der Oberflichenmodifikation nicht auf organische
Losungsmittel zuriickgegriffen werden muss, was die Biokompatibilitédt beeintrachtigen wiirde.
Dariiber hinaus sollten die Polymere nicht bzw. nur langsam oder reguliert bioabbaubar sein,
um die bioaktiven Liganden iiber einen moglichst langen Zeitraum verfiigbar zu halten.

Polyvinylsaccharide wurden bereits vielfach fiir ihren Einsatz in Gentherapien und als drug

delivery-System erforscht. In der medizinischen und pharmazeutischen Industrie finden Poly-
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Abbildung 4.34.: Polymerisierung und Oxidation von N-Methacrylamidoglukose.

vinylsaccharide bereits breite Anwendung. Als Spacer sind Polymere mit Saccharidgruppen
besonders interessant, weil sie auf der Geriistoberflache Strukturen bilden, die den Glykopro-

teinen auf der Zelloberfliche dhneln.

In dieser Arbeit wurden Polymere von N-Methacrylamidoglukose als Spacer eingesetzt, um
verschiedene bioaktive Liganden auf der Oberfliche von Sponceram® zu immobilisieren. Poly-
L-Lysin und ein RGD-Peptid wurden als bioaktive Liganden zur Verbesserung der Zelladh&-
sion an die Oberfliche gebracht. Poly-L-Lysin dient héufig als Beschichtung von Zellkultur-
oberflachen und verbessert durch seine positiven Ladungen die erste Phase der Zelladh&sion
(Bindung der Zellen an die Oberflache). RGD steht fiir eine Sequenz aus drei Aminoséuren
(Arginin-Glycin—-Aspartat), die in vielen Molekiilen der extrazelluldren Matrix auftaucht und
als Erkennungssequenz fiir die Bindung von Zellen durch Integrine dient. RGD-Sequenzen
werden hiufig verwendet, um die biochemischen Eigenschaften von Tragersubstanzen zu ver-
bessern. Indem einem Material spezifische Eigenschaften von extrazellularer Matrix — z. B. in
Form eines RGD-Peptids — verliehen werden, kénnen Verbesserungen der Biokompatibilitat
und der Integration des Materials in das Empfangergewebe erreicht werden. RGD-Peptide
nehmen im Gegensatz zu Poly-L-Lysin nicht nur Einfluss auf die Bindung der Zellen an eine
Oberflache, sondern kénnen auch die nédchsten Phasen der Zelladhésion — das Spreiten der
Zellen, den Aufbau des Aktin-Zytoskeletts und die Ausbildung der Fokalkontaktpunkte — for-
dern”. Um die osteogene Differenzierung zu steuern, wurde auker diesen Ahisionsfaktoren
auch BMP-2 immobilisiert, wodurch der Oberflache eine osteoinduktive Wirkung verliehen
werden sollte.

Fiir die Kopplung bioaktiver Liganden an das Polymer aus N-Methacrylamidoglukose (MAG)
wurden in das Polymer Aldehydgruppen eingebracht, mit denen die Aminogruppen der Ligan-
den zu Iminen (Schiff’sche Basen) reagieren konnen. Die C=N-Doppelbindung wurde in einer
anschlieflenden Reduktion in die stabilere C-N-Einfachbindung konvertiert. Um Aldehydgrup-
pen in die Polymere einzubringen, wurden zwei unterschiedliche Wege verfolgt. Zum einen
wurde Poly-N-Methacrylamidoglukose mit Periodat oxidiert. Bei dieser Reaktion wird der
Zuckerring unter Entstehung zweier Aldehydgruppen gedffnet (Abbildung 4.34). Alternativ

zur Oxidation des Homopolymers wurde N-Methacrylamidoglukose mit Acrolein-Diethylacetal
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Abbildung 4.35.: Synthese und Abspaltung der Schutzgruppe von Poly(Methacryl-
amidoglukose- co-Vinylpyrrolidon-co-Acrolein). DMF: Dimethylformamid, AIBN: Azo-bis-
(isobutyronitril).

(DAAC) copolymerisiert. Die Acetalgruppe ist eine Schutzgruppe fiir das Aldehyd bei der Po-
lymerisierung und wurde im Nachhinein wieder abgespalten. Es hat sich allerdings gezeigt,
dass eine Copolymerisierung der beiden Monomere nicht zu dem gewiinschten Produkt mit
gleichmaéfiger (statistischer) Verteilung der beiden Monomere fiihrt. Vielmehr besteht das ge-
bildete Polymer groftenteils aus N-Methacrylamidoglukose und weist nur geringe Spuren von
Acrolein-Diethylacetal auf. Wird als drittes Monomer N-Vinylpyrrolidon eingefiihrt, entsteht
ein ternédres Polymer, bei dem Methacrylat zwar immer noch den Hauptanteil ausmacht, in
dem Acrolein aber ebenfalls erheblich vertreten ist (Abbildung 4.35). N-Vinylpyrrolidon findet
wie N-Methacrylamidoglukose bereits breite Anwendung im pharmazeutischen und medizini-

schen Bereich.

Die Eignung der Polymere als Spacer fiir die Immobilisierung bioaktiver Liganden im Tissue
Engineering von Knochen wurde in dieser Arbeit untersucht. Dafiir wurde der Einfluss der ein-
zelnen Komponenten des Polymers sowie der Konjugate (Kopplungsprodukte von Polymer und
Ligand) und der vollstandigen Kompositmaterialien (Konjugate adsorbiert an Sponceram®)
auf die Viabilitdt von Zellen analysiert. Als Modellzelllinie wurden die Knochenvorlduferzel-
len MC3T3-E1 (Mausfibroblasten) eingesetzt. Diese Arbeiten entstanden im Rahmen eines
Kooperationsprojekts mit dem Institut fiir Makromolekulare Verbindungen der Russischen
Wissenschaftsakademie in Sankt Petersburg (DFG Ka 1784 /4-1), wo die Polymere synthe-
tisiert wurden. Die ersten Kopplungsreaktionen bioaktiver Liganden an die Polymere und
die Adsorption an Sponceram® wurden von Victor Korzhikov aus Sankt Petersburg wih-
rend eines in seine Dissertation eingebundenen sechsmonatigen Gastaufenthalts am Institut
fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover durchgefiihrt. Weitergefiihrt wurden
diese Arbeiten von Stefanie Roker im Rahmen ihrer Doktorarbeit und Franziska Bode in ihrer

Diplomarbeit am Institut fiir Technische Chemie.

Zunachst wurde die Zytotoxizitat der einzelnen Polymerbestandteile untersucht, indem die
entsprechenden Polymere in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL und
0,7mg/mL) dem Kulturmedium zugesetzt wurden. Die Entwicklung der Viabilitat von
MC3T3-E1-Zellen, kultiviert auf Zellkulturplastik, wurde iiber elf Tage beobachtet. Zum Ein-

satz kamen die folgenden Polymere: Polymethacrylamidoglukose im urspriinglichen Zustand
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Abbildung 4.36.: Zytotoxizitit von Polymethacrylamidoglukose (pMAG) und dem Oxi-
dationsprodukt (ox-pMAG), Polyvinylpyrrolidon (pVP), Poly(Methacrylamidoglukose-co-
Vinylpyrrolidon) p(MAG-VP), Poly(Methacrylamidoglukose-co-Vinylpyrrolidon-co-Acrole-
in-Diacethal) p(MAG-VP-DAAC) und Poly(Methacrylamidoglukose-co-Vinylpyrrolidon-co-
Acrolein) p(MAG-VP-Ac). Die Polymere wurden in den Konzentrationen 0,1 mg/mL,
0,5mg/mL und 0,7 mg/mL zum Kulturmedium von MC3T3-E1-Zellen zugefligt und zu ver-
schiedenen Kultivierungszeitpunkten wurde ein MTT-Test durchgefiihrt. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert aus fiinf Einzelwerten £+ Standardfehler. Statistisch signifikante
Unterschiede zur Kontrolle sind mit * fiir 0,001 < p < 0,05 und ** fiir p< 0,001 gekennzeich-
net. Links: Polymerkonzentration 0,1 mg/mL. Rechts: unterschiedliche Polymerkonzentra-
tionen, Kultivierungszeitpunkt Tag 4. Die mit + gekennzeichneten Werte sind linear abhingig
von der eingesezten Polymerkonzentration.

und als Oxidationsprodukt, Polyvinylpyrrolidon, das Copolymer aus Methacrylamidogluko-
se und Vinylpyrrolidon und das ternére Polymer mit geschiitzter Aldehydgruppe und nach
der Konversion zur Aldehydgruppe. Die Viabilitdt der Zellen wurde durch die Polymere in
geringster Konzentration (0,1 mg/mL) nur anfinglich beeintrichtigt, bei lingerer Kultivie-
rung zeigten sich keine Unterschiede zu Zellen der Kontrollproben, die ohne jeglichen Zusatz
von Polymeren zum Medium kultiviert worden waren (Abbildung 4.36 links). Auch in An-
wesenheit hoherer Konzentrationen von nicht oxidierter Polymethacrylamidoglukose, Polyvi-
nylpyrrolidon und dem Copolymer aus Methacrylamidoglukose und Vinylpyrrolidon blieb die
Zellviabilitat erhalten (Abbildung 4.36 rechts). Oxidierte Polymethacrylamidoglukose und die
terndren Polymere mit Acrolein-Diethylacetal vor und nach der Entschiitzungsreaktion fiihr-
ten bei hoheren Konzentrationen zu einer deutlich verminderten Zellviabilitat. Ursache fiir die
beobachteten zytotoxischen Effekte waren die Aldehydgruppen, die vermutlich mit Proteinen
auf der Zelloberfliche reagierten und dadurch grundlegende Prozesse der Zellen storten. Das
Diacetal war ebenso reaktiv wie die Aldehyde, was auf eine Abspaltung der Schutzgruppe
hindeutete. Dafiir kénnten ubiquitale Glykosidasen verantwortlich sein. Fiir den Einsatz der
Polymere als Spacer war demnach darauf zu achten, dass in Gegenwart von Zellen keine frei-

en Aldehydgruppen auftraten. Die Aldehydgruppen wurden in das Polymer eingebracht, um
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Abbildung 4.37.: Viabilitit von MC3T3-E1 auf Polymerspacern (Polymethacrylamido-
glucose pMAG, oxidiertes pMAG und Poly(Methacrylamidoglukose-co-Vinylpyrrolidon-co-
Acrolein) pMVA) adsorbiert auf Sponceram®. Statistisch signifikante Unterschiede zur Kon-
trolle (p < 0,05) sind mit * gekennzeichnet.

bioaktive Liganden kovalent an den Spacer koppeln zu kénnen. Nach der Kopplungsreaktion
sollten daher die Aldehydgruppen nicht mehr frei vorliegen. Nur durch Abspaltung von Li-
ganden koénnten erneut Aldehydgruppen auftreten. Um dies zu vermeiden, wurde das Imin,
das bei der Reaktion der Aminogruppe eines Liganden mit der Aldehydgruppe entsteht, in

das stabilere Amin uberfiihrt.

Im néchsten Schritt wurden die polymeren Spacer — (oxidierte und nicht oxidierte) Polymeth-
acrylamidoglukose und das ternére Polymer aus Methacrylamidoglukose, Vinylpyrrolidon und
Acrolein (nach Abspaltung der Diacetalgruppe) — auf Sponceram® adsorbiert. Die dabei ent-
standenen Komposite wurden kurze Zeit mit Medium inkubiert (genaue Durchfiihrung s. An-
hang D.2, Seite 166). Diese Prozedur ist iiblich bei der Besiedelung von Trigermaterialien
und fiihrt zu einer unspezifischen Adsorption von Mediumbestandteilen. Dabei reagieren un-
gebundene Aldehydgruppen, die bei Zellkontakt zytotoxische Effekte haben, mit Proteinen
des Mediums, so dass keine zytotoxischen Effekte zu erwarten waren. Die Komposite wur-
den im Folgenden mit Zellen besiedelt und deren Viabilitat tiber einen Zeitraum von zwolf
Tagen verfolgt (Abbildung 4.37). Dabei wurden keinerlei schiadigende Effekte durch die Po-
lymerspacer festgestellt, vielmehr war eine tendenzielle Erhchung der Zellviabilitdt auf den

Kompositmaterialien im Vergleich zu unmodifiziertem Sponceram® festzustellen.
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Abbildung 4.38.: Viabilitit von MC3T3-E1 auf Kompositen aus Sponceram®, Poly-
merspacer (Polymethacrylamidoglukose pMAG, links bzw. Poly(Methacrylamidoglukose-co-
Vinylpyrrolidon-co-Acrolein) pMVA| rechts) und bioaktiven Liganden (RGD-Peptid, Poly-
L-Lysin pLL bzw. BMP-2) oder ohne Ligand (OH). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert
aus flinf Einzelwerten £+ Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrolle
sind mit * fiir 0,001 <p < 0,05 und ** fiir p<0,001 gekennzeichnet.

Nachdem sich die Polymerspacer im Komposit mit Sponceram® als biokompatibel und nicht
zytotoxisch herausgestellt hatten, wurden die ersten Liganden an die Polymere gekoppelt, wo-
bei zunachst jeweils nur ein Ligand ans Polymer gekoppelt wurde. Die entstandenen Konju-
gate aus Polymethacrylamidoglukose bzw. Poly(Methacrylamidoglukose-co-Vinylpyrrolidon-
co-Acrolein) und Poly-L-Lysin, RGD-Peptid bzw. BMP-2 wurden an Sponceram® adsorbiert
und die Komposite mit MC3T3-E1-Zellen besiedelt. Erneut wurde zunéchst die Zellviabilitéat
auf den Kompositen mit dem MTT-Test untersucht. Als Vergleich diente hier aufter unmodifi-
ziertem Sponceram® auch ein Komposit mit den Polymeren, die reduziert worden waren, um
die Einfliisse des Polymers und der Liganden separat betrachten zu kénnen (Abbildung 4.38).
Obwohl sich zu einigen Zeitpunkten leichte Unterschiede zwischen einzelnen Materialien zeig-
ten, hatten die Komposite iiber den gesamten Versuchszeitraum gesehen kaum Einfluss auf die
Viabililtat der MC3T3-E1-Zellen. Wahrend des Versuchszeitraums von knapp zwei Wochen
fand also offensichtlich keine Abspaltung von Liganden in einem solchen Maf statt, dass dabei
entstehende Aldehydgruppen messbare zytotoxische Effekte auslosen wiirden. Die Biokompa-

tibilitdt der Komposite ist damit in vitro nachgewiesen worden.

Mit den vorangegangenen Versuchen wurde gezeigt, dass die Konjugate zur Funktionalisierung
von Tragermaterialien im Tissue Engineering hervorragend geeignet sind. Sie sind {iberaus
einfach in der Handhabung und haben sich als biokompatibel erwiesen. Uber die Kopplung
gewiinschter bioaktiver Liganden an die Polymerspacer kénnen diverse Signale iibertragen
werden. Fiir den Einsatz im Tissue Engineering von Knochen wurden Liganden in Betracht

gezogen, die entweder die Adhésion von Zellen verbessern oder aber die osteogene Differen-
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Abbildung 4.39.: DAPI-Farbung zur Untersuchung der Adhésion von MC3T3-E1 auf Kom-
positen aus Sponceram®, Polymerspacer (Polymethacrylamidoglukose pMAG) und bioakti-
ven Liganden (RGD-Peptid, Poly-L-Lysin pLL). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert aus
drei Einzelexperimenten + Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrol-
le sind mit * fiir p < 0,05 gekennzeichnet. Links: DAPI-Firbung nach 1h auf Sponceram®
(oben) und auf dem Komposit mit pMAG-PLL (unten).

zierung unterstiitzen. Auf diesem Hintergrund wurden Poly-L-Lysin, ein RGD-Peptid und
BMP-2 als Liganden gewahlt. Victor Korzhikov und Stefanie Roker ist es im Rahmen ih-
rer Dissertationen gelungen, diese Liganden nicht nur einzeln an die Polymere zu koppeln,
sondern auch Doppel- und Tripelkonjugate herzustellen, die zwei oder drei unterschiedliche
Liganden gleichzeitig tragen”®.

Die zukiinftige Aufgabe in diesem Projekt ist es, die Aktivitdt dieser Liganden nachzuweisen
und mit unmodifiziertem Sponceram® bzw. im Kulturmedium gelésten BMP-2 zu vergleichen.
Erste Versuche in diese Richtung sind bereits im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchge-
fiihrt worden, indem der Einfluss von Poly-L-Lysin bzw. dem RGD-Peptid im Komposit auf
die Adhésion von Zellen untersucht wurde. Dazu wurden die entsprechenden Konjugate (Po-
lymethacrylamidoglukose mit Poly-L-Lysin oder RGD und ein Doppelkonjugat mit beiden
Liganden) auf Sponceram®-Scheiben (Durchmesser 1cm) adsorbiert und MC3T3-E1-Zellen
auf die Komposite gebracht. Zum Vergleich wurden auch Poly-L-Lysin und RGD ohne Spacer
auf Sponceram® adsorbiert. Nach kurzer Zeit der Inkubation (eine Stunde und zwei Stunden)
und nach 24 Stunden wurden die Kerne der auf dem Komposit adhérierten Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI angeférbt und die Intensitéat der Fluoreszenz quantifiziert (Durch-
fithrung s. Anhang D.2, Seite 167). Die DAPI-Farbung zeigte, dass die Zahl der adhérierten

Zellen auf den Kompositen deutlich hoher war als auf unmodifiziertem Sponceram® (Abbil-
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dung 4.39). Eine erhohte Zellzahl wurde erreicht, indem Poly-L-Lysin mit und ohne Spacer
immobilisiert wurde. Poly-L-Lysin ist selbst so grof}, dass es bei der Adsorption keinen , Ak-
tivitdtsverlust” erfahrt. Da es selbst ein Homopolymer ist, werden bei der Adsorption keine
Bindungsstellen fiir die Zellen verdeckt. Das viel kleinere RGD-Peptid hingegen zeigte kaum
eine Wirkung auf die Zelladh#ision, wenn es allein auf Sponceram® adsorbiert wurde. Die
RGD-Sequenz in dem kurzen Peptid wurde von den Zellen nach der Adsorption nicht mehr
erkannt. Der Polymerspacer zeigte hier ausgezeichnete Wirkung. Die Zellzahl auf den Kon-
strukten mit dem Konjugat aus Polymethacrylamidoglukose und RGD-Peptid war deutlich
hoher als auf purem Sponceram® oder nach der alleinigen Adsorption des RGD-Peptids. Das
Doppelkonjugat aus Polymethacrylamidoglukose und den beiden Liganden RGD und Poly-L-
Lysin fiihrte ebenfalls zu einer erhohten Zellzahl, brachte aber gegeniiber den Monokonjugaten
bzw. Poly-L-Lysin allein keine weiteren Vorteile. Die Effekte der beiden Liganden wirkten also
nicht additiv und die Erh6hung der Ligandenkonzentration im Polymer, die stattfand, wenn
an das Konjugat mit Poly-L-Lysin RGD als zweiter Ligand gekoppelt wurde, wirkte sich nicht
in einer weiteren Verstarkung der Effekte aus.

Die Effektivitat eines Liganden gekoppelt an einen Polymerspacer und adsorbiert an
Sponceram® wurde mit dem RGD-Peptid klar belegt. Der entsprechende Nachweis der Aktivi-
tdt von BMP-2 als Ligand steht noch aus. Auch die Unterschiede zwischen dem Homopolymer
aus Methacrylamidoglukose und dem ternéren Polymer aus Methacrylamidoglukose, Vinyl-
pyrrolidon und Acrolein sind noch nicht in ausreichendem Maf herausgearbeitet worden. Die
Verwendung von zwei Adhésionsfaktoren ist nach den bisherigen Ergebnissen nicht nétig, das
weitaus preisgiinstigere Poly-L-Lysin reicht aus, um die Zelladhésion maximal zu férdern. Auf
RGD kann daher fiir die hier beschriebene Anwendung zur Besiedelung von Sponceram® mit
Knochenzellen verzichtet werden. Fiir andere Anwendungen kann die Verwendung von RGD-
Peptiden trotzdem durchaus sinnvoll sein, da eine selektive Zelladhésion erméglicht wird.
Dabei wurde deutlich gezeigt, dass fiir die erfolgreiche Verstirkung der Adhésion mit RGD-
Peptid ein Spacer notwendig ist, um die Peptidsequenz fiir die Zellen zugénglich zu machen.
Das hier untersuchte System zur Funktionalisierung von Trégermaterialien fiir den Einsatz
im Tissue Engineering zeigte deutlich das Potenzial solcher Funktionalisierungen auf. Die
Eigenschaften von Geriistsubstanzen kénnen optimiert und modifiziert werden. Speziell im
Hinblick auf die Herstellung von Implantaten kénnen iiber die Funktionalisierung eines Kon-
strukts zelluldre Prozesse wie Proliferation und Differenzierung gesteuert werden, was iiber
eine systemische Applikation von Wachstumsfaktoren nur eingeschrinkt moglich ist. Uber
die Abbauraten von Polymerspacern kann die Verfiigbarkeit von Wachstumsfaktoren auf der
Konstruktoberflache gesteuert werden und mehrphasig regulierte Signalkaskaden werden er-
moglicht. Auf &hnliche Weise kdnnen auch so genannte Controlled-Release-Systeme entwickelt

werden.
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Abbildung 4.40.: Z® RP-Bioreaktor mit 20 Sponceram®-Scheiben auf einer Welle, die
magnetgekoppelt angetrieben wird. Im vorderen Bereich pOs-, pH- und Temperatursensoren
sowie Anschliisse fiir Medium und Begasung. Quelle: www.Zellwerk.biz.

4.3.3. Kultivierung in einem Drehbettbioreaktor

In statischer Zellkultur ist der Transport von Nahrstoffen und Metaboliten rein diffusions-
kontrolliert. Mit dieser Beschriankung sind in statischer Kultur gewebeartige Konstrukte mit
dichten und vielschichtig gewachsenen Zellen kaum erreichbar, die um sich herum dicke Schich-
ten extrazellularer Matrix ablagern. Um die Versorgung solcher Konstrukte mit Nahrstoffen
und Sauerstoff sicherzustellen, muss unter dynamischen Bedingungen kultiviert werden. Spe-
ziell fiir diese Anwendung sind diverse Bioreaktoren entwickelt worden. Die Firma Zellwerk
GmbH hat ein Bioreaktorsystem fiir die Kultur adhérenter Zellen entwickelt. Urspriinglich fiir
die Produktion von Erythropoetin entwickelt, wurde das Einsatzgebiet des Z® RP-Systems
auf die schnelle und kontrollierte Expansion adhérenter Zellen unter verschiedenen Aspekten,
wie Zellexpansion fiir eine Zelltherapie, Produktion von Biopharmaka oder Herstellung von
Implantaten fiir die Regenerative Medizin ausgeweitet. Dr. Kirstin Suck hat anhand der Zell-
linie MC3T3-E1 eindrucksvoll nachgewiesen, dass bei der Kultivierung im Z® RP-Bioreaktor
hochdichte 3-D-Kulturen erreicht werden, bei denen die Zellen gewebeartig in extrazelluldre
Matrix eingebettet sind. Dariiber hinaus wurde die osteogene Differenzierung der MC3T3-E1-
Zellen allein durch die Kultivierungsbedingungen induziert, ohne dass osteogene Zusétze ins
Medium gegeben wurden'%*.

Im Z® RP-Bioreaktor werden Sponceram®-Scheiben auf einer Welle fixiert, die durch einen
Magnetantrieb beriihrungslos in Rotation versetzt wird (Drehbettreaktor). Das Kulturgefaf
aus Glas wird zur Hélfte mit Kulturmedium gefiillt, so dass sich die Zellen auf den rotieren-

den Scheiben abwechselnd im Medium und in dem gasgefiillten Kopfraum befinden. Auf diese
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Abbildung 4.41.: Z® RP-Bioreaktor-System aus Bioreaktor im Breeder und der Kontroll-
einheit. Quelle: www.Zellwerk.biz.

Weise wird eine optimale Versorgung der Zellen mit Néhrstoffen aus dem Medium und mit
Sauerstoff aus der Kopfraumatmosphére sichergestellt. Der Reaktor erlaubt weitreichende
Modifikationen und ist anpassbar an die Kultivierung von Zellen auf speziellen Implantat-
Formteilen. Der Bioreaktor wird im Z® RP GMP- Breeder betrieben, einer beheizbaren Steril-
werkbank, iiber die einerseits die Reaktortemperatur reguliert wird und die andererseits eine
sterile Manipulation am Bioreaktor (wie die Ansaat von Zellen, Probenahme, Wechsel von
Medium-Flaschen, Schlauchwechsel, Sensortausch oder Zellernte) erlaubt. In Kombination mit
dem Breeder ist eine Kultivierung unter GMP-Bedingungen durchfiihrbar. Im vorderen (dem
Motor gegeniiberliegenden) Reaktorteil befinden sich die Anschliisse fiir die Sensoren (pH,
pOg2, Temperatur), den Mediumzu- und -ablauf und die Begasung des Kopfraums (perforier-
tes Begasungsrohr) sowie des Mediums (Sparger). Die Regelung aller Kultivierungsparameter
(pH-Wert, pOg-Wert, Temperatur im Medium und Mediumzufuhr) erfolgt iiber die 7Z® RP-
Kontrolleinheit. Die Einstellung des pH-Wertes im Medium findet iiber eine geregelte Zufuhr
von COs in Abhéngigkeit von dem aktuellen pH-Wert statt, der vom pH-Sensor im Reaktor
gemessen wird. Der Volumenstrom des COs ist iber ein Manometer an der Front der Kontroll-
einheit manuell einstellbar. CO9 kann entweder iiber den Sparger direkt in das Kulturmedium
oder aber in die Kopfraumatmosphére geleitet werden. Bei zu geringem pH-Wert kann mit
Base entgegen geregelt werden. Die Kopfraumatmosphére wird in der Regel mit Luft versorgt,
deren Volumenstrom von der Kontrolleinheit {iber einen Massendurchflussregler (mass flow
controller) eingestellt wird, kann aber auch manuell durch ein Manometer an der Front der

Kontrolleinheit angepasst werden. In die Kopfraumatmosphére konnen aulerdem Sauerstoff,
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Stickstoff und CO4 eingeleitet werden. Der Volumenstrom von Sauerstoff und Stickstoff wird
in der Kontrolleinheit ebenfalls durch einen Massendurchflussregler eingestellt und ist durch
ein Manometer manuell anpassbar. Sauerstoff und Stickstoff kénnen, wie auch COs, sowohl
in den Kopfraum als auch durch den Sparger ins Medium geleitet werden. Das Medium wird
wahrend der Kultivierung durchgéngig in einem Zirkulationskreislauf gefiihrt, indem es im
unteren Reaktorteil abgezogen und iiber ein Mediumrohr, das parallel zum Begasungsrohr in
den Kopfraum ragt, wieder eingetropft wird. Zu dem zirkulierenden Medium kann kontinu-
ierlich oder nach Bedarf frisches Medium aus einer Reservoir-Flasche zugefithrt werden. Ein
Mediumablauf, der sich auf halber Hohe befindet, sorgt dafiir, dass der Fiillstand des Reaktors
niemals die Halfte {ibersteigt. Bei hoherem Fiillstand wiirden sich sonst Zellen im Zentrum der
Sponceram®-Scheibe permanent im Medium befinden, ohne iiber die Kopfraumatmosphére
mit Sauerstoff versorgt zu werden.

Einen sehr dhnlichen Bioreaktor entwickelten auch Chen et al. fiir die Generierung von Knor-
pel. Zell-Geriist-Konstrukte werden mit Nadeln auf einem rotierenden Schaft befestigt, so dass
sie sich wie die Zellen im Z® RP-System alternierend durch die Gasphase im Kopfraum und
das Medium bewegen’®. In diesem Reaktor war allerdings keinerlei Sensorik vorgesehen, die

fiir die kontrollierte Kultivierung unabdingbar ist.

Die Kultivierung im Bioreaktor erfolgte zundchst mit der Modellzelllinie SAOS-2, bei der es
sich um eine humane Knochenzelllinie aus einem Osteosarkom handelt. Die Zellen wurden ex-
tern auf eine unbeschichtete Sponceram®-Scheibe und auf eine mit Hydroxylapatit beschich-
tete Scheibe (Sponceram®-HA) gesiedelt und nach Adhision iiber Nacht in den Bioreaktor
eingesetzt. Als Vergleich wurden parallel zwei Scheiben (Sponceram® und Sponceram®-HA)
statisch kultiviert (genaue Durchfithrung s. Anhang D.3, Seite 168). Als Kultivierungspa-
rameter wurden eine Temperatur von 37° C, ein Soll-pH-Wert von 7,3 und ein Sauerstoff-
partialdruck von minimal 70 % vorgegeben. COs wurde durch ein kurzes perforiertes Rohr
(statt Sparger) ins Medium geleitet. Eine Regulation mit Base wurde nicht durchgefiihrt.
Der Kopfraum wurde mit Luft begast. Bei einem Abfall des Sauerstoffpartialdruckes unter
den Minimalwert war die Zudosierung von Sauerstoff vorgesehen (was bei dieser Kultivierung
nicht auftrat). Die Rotation der Scheiben betrug 1 rpm.

Waéhrend der Kultivierung wurden regelméfig Glukose- und Laktatgehalt des Mediums ge-
messen. Glukose wird von den Zellen bei anaerobem Stoffwechsel zu Laktat metabolisiert. Da
Laktat in hoheren Konzentrationen zytotoxisch wirkt, wurde bei zu hoher Laktatkonzentrati-
on (oberhalb von 1,7mg/mL) das Kulturmedium teilweise durch frisches ersetzt. Es erfolgte
keine kontinuierliche Zugabe von frischem Kulturmedium. Die SAOS-2-Zellen wurden iiber
einen Zeitraum von 35 Tagen im Bioreaktor (bzw. statisch als Kontrollen) kultiviert. Nach
dieser Zeit wurde der Reaktor gedffnet und die Scheiben entnommen. Fiir einen Uberblick

iiber die Zellzahl auf den Scheiben wurden die Zellkerne mit DAPI angeférbt und ein Stiick
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Abbildung 4.42.: Glukoseverbrauch (links) und Laktatproduktion (rechts) bei der Kul-
tivierung von SAOS-2 im Z® RP-System. Dargestellt sind die kummulativen Raten bzw. die
mittleren Werte pro Tag (kleines Diagramm).

jeder Scheibe mit Toluidinblau angeférbt. Einlagerungen von Calcium in die extrazelluldre
Matrix wurden durch Farbungen mit Alizarinrot, Calcein und nach von Kossa nachgewiesen.
Zusétzlich wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von kleinen Stiicken der Konstrukte
gemacht.

Glukoseverbauch und Laktatproduktion in den statischen Kontrollen zeigten sich unabhéingig
vom Sponceram®-Material (normal bzw. HA-beschichtet) und verliefen wihrend der Kulti-
vierung nahezu parallel (Abbildung 4.42). Im Bioreaktor waren Glukoseverbrauch und Lak-
tatproduktion in den ersten zwei Kultivierungswochen hoher als in den statischen Kontrollen,
bei langerer Kultivierungszeit jedoch deutlich niedriger. Besonders in den ersten Tagen war
im Bioreaktor der Glukoseverbrauch hoch, stagnierte dann aber nahezu im restlichen Verlauf
der Kultivierung. Bei der Betrachtung von Glukoseverbrauch und Laktatproduktion ist zu be-
achten, dass bei den statischen Kontrollen die beiden Scheiben (normal und HA-beschichtet)
einzeln gemessen wurden, wahrend sie im Reaktor zu gleichen Teilen in die Messung eingin-
gen. Bei gleichen Verbrauchsraten miisste also der Glukoseverbrauch im Reaktor genau der
Summe aus den beiden statischen Kontrollen entsprechen. Die Glukoseverbrauchs- und Lak-
tatproduktionsraten deuteten an, dass die Zellen in den statischen Kontrollen deutlich besser
gewachsen sind als im Bioreaktor. Die Bedingungen im Reaktor waren also offensichtlich noch
nicht optimal eingestellt. Die anfidnglich deutlich héheren Raten im Reaktor wiesen darauf
hin, dass eine Limitierung vorlag, die mit der durchgefiihrten Analytik nicht erfasst wurde.
Der Zeitpunkt fiir einen Mediumwechsel wurde anhand der Laktatkonzentration festgelegt
(Glukose war in ausreichender Menge verfiighar, auch wenn die Laktatproduktion bereits
sehr hoch war). Das geringere Mediumvolumen machte bei den statischen Kontrollen einen
haufigeren Mediumwechsel erforderlich. Dabei wurden wahrscheinlich die Limitierungen (wie
Verbrauch essentieller Aminosduren oder Produktion zytotoxischer Metabolite wie Ammoni-

um) behoben, die im Bioreaktor durch selteneren Mediumwechsel weiterhin erhalten blieben.
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Abbildung 4.43.: Toluidinblau- (A,B)und DAPI-Farbung (C) von SAOS-2-Zellen kulti-
viert im Z® RP-Bioreaktor. A, B: Sponceram® (N, links) und Sponceram®-HA (rechts)
der Z® RP- (A) und der statischen Kultivierung (B). Unbesiedelte Materialien jeweils un-
ten. C: Sponceram® (links) und Sponceram®-HA (rechts) der Z® RP- (oben) und der
statischen Kultivierung (unten). N: unbeschichtetes Sponceram®, HA: mit Hydroxylapatit-
Beschichtung.

Die Ubersichtsfarbung mit Toluidinblau fithrte zu einer starken Blaufirbung der Konstruk-
te (Abbildung 4.43). Mikroskopisch waren keine Einzelzellen erkennbar. Die Konstrukte aus
der statischen Kultivierung zeigten eine etwas stérkere Blaufirbung als diejenigen aus der
Reaktorkultivierung. Diese Beobachtung wurde unterstiitzt von Glukoseverbrauch und Lak-
tatproduktion, die stdrkere Wachstumsraten in den statischen Kontrollen vermuten liefsen.
Toluidinblau- und DAPI-Farbung zeigten allerdings, dass trotz der suboptimalen Bedingun-
gen im Reaktor, die von Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten nahegelegt wurden,
etliche Zellen auf der Keramik wuchsen.

Die Féarbungen mit Alizarinrot bzw. nach von Kossa wiesen deutlich Calciumablagerungen
auf den Konstrukten nach (Abbildung 4.44). Der Vergleich zwischen statischer und dynami-
scher Kultivierung im Bioreaktor zeigte bei den Féarbungen eine Tendenz zu starkerer Bildung
von Matrix im statischen System (vor allem sichtbar bei Alizarinrot). Diese beiden Farbun-
gen von unbeschichtetem Sponceram® und mit Hydroxylapatit beschichtetem Sponceram®
waren nur bedingt vergleichbar, da die Beschichtung calciumhaltig ist und daher mit ange-
farbt wurde. Die Quantifizierbarkeit der Calcein-Féarbung erlaubte einen direkten Vergleich
zwischen unbeschichtem und mit Hydroxylapatit beschichtetem Sponceram®, indem die Fluo-

reszenzintensitdten von unbesiedelten Materialien von den Werten der Konstrukte abgezogen
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Abbildung 4.44.: Alizarinrot- (links)und von-Kossa-Farbung (rechts) von SAOS-2-Zellen
kultiviert im Z® RP-Bioreaktor bzw. nach statischer Kultur. Unter den jeweiligen Pro-
ben sind Farbungen der jeweiligen unbesiedelten Matrizes dargestellt. N: unbeschichtetes
Sponceram®, HA: mit Hydroxylapatit-Beschichtung.

wurden. Die Calcein-Farbung wies eine Mineralisierung von dynamisch und statisch kultivier-
ten Sponceram®-Konstrukten nach, wiahrend Sponceram®-HA nur geringfiigige Calciumab-
lagerungen aufwies (Abbildung 4.45).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Sponceram®-Stiicken aus dem Reaktor zeigten auf
beiden Materialien (normal und HA-beschichtet) einzelne Zellen, die Ausldaufer bildeten, aber
keinen dichten Zellrasen oder dicke Schichten extrazellulirer Matrix. Auf Sponceram®-HA
gruben sich die Zellen regelrecht in die Beschichtung ein (Abbildung 4.46 unten). Auf dem
statisch kultivierten normalen Sponceram® zeigten die elektronenmikroskopischen Aufnah-
men viele kugelige Gebilde, bei denen es sich offensichtlich um Zellen handelte, die extrazellu-
lare Matrix in Form von Kugeln ablagerten (Abbildung 4.47 oben). Auf statisch kultiviertem
Sponceram® wuchsen mehr Zellen als im Bioreaktor. Auf der Hydroxylapatitbeschichtung bil-
dete sich stellenweise ein dichter Zellrasen aus. Die Glukoseverbrauchsraten hatten bereits auf
stirkere Zellproliferation bei statischer Kultivierung hingewiesen, was durch die Elektronen-
mikroskopie bestatigt wurde. Gewebeartige Strukturen aus dicht aneinanderliegenden Zellen,
eingebettet in selbstproduzierte extrazelluldre Matrix, wurden jedoch in statischer Kultur
selbst nach fiinfwochiger Kultivierung nicht erreicht.

Die Kultivierung einer humanen Knochenzelllinie (SAOS-2) im Z® RP-System iiber einen
Zeitraum von fiinf Wochen zeigte, dass ein gelegentlicher Mediumwechsel in Abhéngigkeit
von der Laktaktkonzentration im Kulturmedium keine ausreichende Versorgung von Zellen
gewdhrleistet. Die parallel durchgefiihrte statische Kultivierung, bei der das Medium eben-
falls bei zu hoher Laktatkonzentration ausgetauscht wurde, fiihrte zu stérkerer Proliferation
der Zellen. Dies war wohl auf den haufigeren Mediumwechsel aufgrund des geringeren Kultur-
volumens zuriickzufiihren. Bei der statischen Kultivierung wurden jedoch keine gewebeartigen
Zellkonstrukte erzielt, die Zelldichte war relativ gering und es bildete sich kein durchgéngiger

oder gar vielschichtiger Rasen von Zellen eingelagert in extrazelluldre Matrix.
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Abbildung 4.45.: Fluoreszenzintensitit der Calcein-Farbungen von SAOS-2-Zellen kulti-
viert im Z® RP-Bioreaktor bzw. unter statischen Bedingungen.

Mit mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe (adMSCs) wurde eine weitere Kultivie-
rung im Z® RP-System durchgefithrt. Je zwei Scheiben Sponceram® und Sponceram®-HA
wurden extern mit adMSCs besiedelt. Nach einer Adhésionsphase iiber Nacht wurden die
Scheiben in den Reaktor eingesetzt. Zwei weitere Scheiben (normal und HA-beschichtet) wur-
den besiedelt und statisch kultiviert. Bei der Kultivierung im Bioreaktor wurden die Parameter
der vorherigen Kultivierung angepasst (pH 7,3, 37° C, Rotation 1rpm). Als Kultivierungsme-
dium diente hier osteogenes Differenzierungsmedium, um die Differenzierung der Stammzellen
zu Knochenzellen zu induzieren. Im Gegensatz zu der Kultivierung der SAOS-2-Zellen wur-
de der Reaktor im Perfusionsmodus betrieben. Die Zufuhrrate frischen Mediums wurde dem
Verbrauch der Zellen angepasst, wobei Glukoseverbrauch und Laktatproduktion mafgebend
waren. Der Kopfraum wurde mit Luft begast. Ab einem Sauerstoffpartialdruck unterhalb von
70 % wurde Sauerstoff in den Kopfraum zugefiihrt. Die pH-Regulierung wurde durch Zugabe
von COq durch den Sparger direkt ins Medium realisiert, ohne dass mit Base entgegen geregelt
wurde.

Die adMSCs wurden iiber einen Zeitraum von 47 Tagen im Z® RP-System kultiviert. Durch re-
gelméfkige Probenahme wurden Glukose- und Laktatkonzentration sowie die Aktivitdt der Al-
kalischen Phosphatase im Medium bestimmt. Nach der Kultivierung wurde durch Farbung mit
Toluidinblau bzw. DAPI die Zelldichte auf den einzelnen Sponceram®-Scheiben verglichen.
Calciumablagerungen in der extrazelluliren Matrix wurden durch Standard-Férbemethoden
(Alizarinrot, von Kossa, Calcein) nachgewiesen. Von kleinen Stiicken wurden elektronenmi-

kroskopische Aufnahmen gemacht.
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Abbildung 4.46.: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von SAOS-2 kultiviert im Z® RP-
Bioreaktor. Oben: unbeschichtetes Sponceram®, unten: Sponceram®-HA. Die Pfeile kenn-
zeichnen Zellen.

Glukoseverbrauch und Laktatproduktion stiegen wiahrend der Kultivierung kontinuierlich an
(Abbildung 4.48). Uber die Kultivierungszeit von 47 Tagen wurden insgesamt 17 g Glukose
verbraucht. Etwa an Tag 40 erreichten Glukoseverbrauch und Laktatproduktion im Bioreaktor
ein Plateau und nahmen in den folgenden sieben Tagen nicht weiter zu. Die Kultivierung wur-
de daher nach 47 Tagen gestoppt. Glukoseverbrauch und Laktatproduktion war zu entnehmen,
dass die Zellen stark proliferierten. Besonders der Vergleich mit der vorherigen Kultivierung,
bei der der Gesamtverbrauch von Glukose bei etwa 0,7 g lag, verdeutlicht die hohe Proliferati-
onsrate. Die Versorgung der Zellen durch den Perfusionsbetrieb war hier also deutlich besser
als bei der Kultivierung der SAOS-2-Zellen mit gelegentlichem Mediumwechsel. Bei den stati-
schen Kontrollen waren Glukoseverbrauch und Laktatproduktion wesentlich niedriger als im
Bioreaktor. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum verbrauchten die statisch kultivierten

Zellen auf Sponceram® nur 2,4g Glukose, die Zellen auf der mit Hydroxylapatit beschich-
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Abbildung 4.47.: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von SAOS-2 statisch kultiviert.
Oben: unbeschichtetes Sponceram®, unten: Sponceram®-HA. Die Pfeile kennzeichnen Zel-
len.

teten Scheibe sogar nur 0,3 g. Obwohl auch auf den statisch kultivierten Scheiben die Zellen
merklich proliferierten und zahlreiche Mediumwechsel erforderlich waren, war die Proliferati-
onsrate im Z® RP-Bioreaktor weitaus hoher, was die {iberaus gute Versorgung der Zellen mit
Néhrstoffen verdeutlicht.

Die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase im Bioreaktor blieb iiber die gesamte Kultivierung
im selben Bereich (Abbildung 4.49), wihrend sie bei den statischen Kontrollen iiber den gesam-
ten Kultivierungszeitraum nicht nachweisbar war. Unter Beriicksichtigung der wihrend der
Kultivierung zunehmenden Zellmasse ergab sich eine kontinuierliche Abnahme der Enzymak-
tivitdt (Enzymaktivitdt bezogen auf den Glukoseverbrauch). Es ist bekannt, dass Alkalische
Phosphatase, wie andere Knochenmarker auch, nur transient wahrend der Differenzierung
gebildet wird. Bei fortschreitender Differenzierung (in der Mineralisierungsphase) wird die

Syntheserate von Alkalischer Phosphatase wieder verringert. Die Abnahme der Aktivitdt von
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Abbildung 4.48.: Glukoseverbrauch (links) un

d Laktatproduktion (rechts) bei der Kulti-

vierung von adMSCs im Z® RP-System. Dargestellt sind die mittleren Werte pro Tag bzw.

die kummulativen Raten (kleines Diagramm).

Alkalischer Phosphatase im Kulturmedium wies

ferenzierung der Zellen hin, was jedoch erst nach

also auf eine fortschreitende osteogene Dif-

der abgeschlossenen Kultivierung durch die

Féarbung von mineralisierter Matrix endgiiltig nachzuweisen war.

Nachdem die Kultivierung beendet war, wurden

die Zellen auf der Sponceram®-Scheibe mit

Toluidinblau angeférbt. Die Farbung der Scheiben aus dem Reaktor war so intensiv, dass die

Scheiben vollstdndig blau gefiarbt wurden (Abbildung 4.50 A, B) und auch mikroskopisch kei-

ne Einzelzellen voneinander zu unterscheiden waren (nicht gezeigt). Ein Unterschied zwischen

normalem Sponceram® und Sponceram®-HA war nicht auszumachen. Die DAPI-Firbung der

Zellkerne auf dem Sponceram®-Geriist zeigte eine kompakte Zellschicht auf der Sponceram®-
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Abbildung 4.49.: Aktivitit der Alkalischen Phosphatase von adMSCs kultiviert im Z® RP-

Bioreaktor.
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Abbildung 4.50.: Toluidinblau- (A, B) und DAPI-Fiarbung (C) von adMSCs kultiviert
im Z® RP-Bioreaktor. A, B: Sponceram® (N, links) und Sponceram®-HA (rechts) der
Z®RP- (A) und der statischen Kultivierung (B). Darunter Mikroskopie der beiden sta-
tischen Kontrollen. Unbesiedelte Materialien jeweils unten. C: Sponceram® (links) und
Sponceram®-HA (rechts) der Z® RP- (oben) und der statischen Kultivierung (unten).
N: unbeschichtetes Sponceram®, HA: mit Hydroxylapatit-Beschichtung.

Oberfliche (Abbildung 4.50 C). Auf Sponceram®-HA schien die Zelldichte etwas geringer zu
sein (Abbildung 4.50 jeweils rechts). Ein dhnliches Bild ergab sich auch fiir die statisch kul-
tivierten Scheiben. Bei den intensiv blau gefdrbten Scheiben waren bei mikroskopischer Be-
trachtung auf der Oberflache keine Einzelzellen zu erkennen. In etwas tiefer gelegenen Poren
war die Zelldichte deutlich geringer, so dass einzelne Zellen unterschieden werden konnten. Die
Zellen wuchsen also nicht ausschlieftlich oberflachlich, sondern infiltrierten auch die Poren, wo
die Zelldichte allerdings deutlich geringer war. Bei der DAPI-Farbung der statisch kultivier-
ten Scheiben zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen unbeschichtetem Sponceram®
und Sponceram®-HA. Wihrend sich auf Sponceram® eine dichte Zellschicht gebildet hatte,
wurden auf der Hydroxylapatit-Beschichtung nur wenige einzelne Zellkerne angeférbt. Diese
Ergebnisse untermauerten die Werte des Glukoseverbrauchs, der auf Sponceram®-HA deut-
lich geringer war als auf Sponceram®. Die Hydroxylapatit-Beschichtung hat sich demzufolge
als nicht forderlich fiir das Wachstum der adMSCs herausgestellt.

Die Farbungen der Konstrukte aus dem Bioreaktor und der statischen Kultivierung mit Aliza-
rinrot und nach von Kossa resultierten in einer deutlich positiven Féarbung (Abbildung 4.51),
was eine starke Calcifizierung der extrazelluliren Matrix belegte. Auf den ersten Blick konn-

ten keine Unterschiede zwischen Sponceram® mit und ohne Hydroxylapatit-Beschichtung
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Abbildung 4.51.: Alizarinrot- (oben) und von-Kossa-Férbung (unten) von adMSCs kul-
tiviert im Z® RP-Bioreaktor bzw. nach statischer Kultur. Unter den jeweiligen Proben sind
Farbungen der jeweiligen unbesiedelten Matrizes dargestellt. B: Mikroskopische Aufnahmen
der Farbungen der statischen Kontrollen (jeweils oben besiedelt, unten unbesiedelt, links
Sponceram® (N), rechts Sponceram®-HA).

festgestellt werden. Allerdings wird das in Hydroxylapatit enthaltene Calcium bei diesen Re-
aktionen mit angeférbt, was zu einer hoheren Hintergrundfirbung des Sponceram®-HA im
Vergleich zu normalem Sponceram® fithrt. Bei den statischen Kontrollen erschien die von-
Kossa-Farbung auf Hydroxylapatit deutlich stirker als auf unbeschichtetem Sponceram®.
Auch bei der Alizarinrot-Farbung war ein solcher Trend erkennbar. Die Farbung der Konstruk-
te mit Calcein und die Messung der Fluoreszenzintensitét zeigte bei normalem Sponceram®
einen mehr als doppelt so hohen Wert als auf dem mit Hydroxylapatit beschichteten Material
(Abbildung 4.52). Diese Beobachtung wurde sowohl bei den dynamisch als auch bei den sta-
tisch kultivierten Scheiben gemacht. Der in den beiden anderen Matrixfarbungen beobachtete
Trend der stérkeren Calcifizierung auf Hydroxylapatit wurde durch die Calcein-Féarbung nicht
bestétigt. Unter Beriicksichtigung der deutlich geringeren Zellzahl auf Hydroxylapatit war das
Ausmaf der Calcifizierung auf beiden Materialien etwa im selben Bereich.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Konstrukte aus dem Z® RP-Bioreaktor zeigten auf
normalem Sponceram® eine dicke gewebegdhnliche Schicht, die die gesamte Oberfliche der Ke-
ramik bedeckte. Einzelne Zellen konnten nicht ausgemacht werden. Das Gewebe infiltrierte

auch Mikroporen und iiberbriickte teilweise Makroporen. Die Gewebeschicht wies faserartige
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Abbildung 4.52.: Fluoreszenzintensitit der Calcein-Farbungen von adMSCs kultiviert im
7Z® RP-Bioreaktor bzw. unter statischen Bedingungen.

Strukturen auf (Abbildung 4.53). An einer Bruchkante konnte die Dicke der Schicht auf iber
20 um abgeschitzt werden (vgl. Abbildung 4.53, oben rechts). Auf Sponceram®-HA war die
Oberfliche nicht vollstindig von Gewebestrukturen bedeckt. Vielmehr waren einzelne Zel-
len gut sichtbar. Zelluldre Strukturen tiberbriickten Makroporen und infiltrierten Mikroporen
(Pfeile in Abbildung 4.53). Bei der statisch kultivierten Sponceram®-Scheibe wurde ebenfalls
eine geschlossene Schicht aus Zellen und extrazelluldrer Matrix gebildet (Abbildung 4.54).
An einigen Stellen zeigten sich auch hier kugelige Gebilde, bei denen es sich wahrscheinlich
um Zellen eingebettet in ihre extrazellulare Matrix handelte. In einem Riss des gebildeten
Gewebes waren faserige Strukturen erkennbar, die nach oben durch globulére Ablagerungen
abgeschlossen wurden. Dabei handelte es sich wahrscheinlich um Kollagenfasern, die eine netz-
artige Matrix bilden und auf die eine mineralische Schicht aufgelagert war. Auf dem mit Hy-
droxylapatit beschichteten Sponceram® war nach statischer Kultivierung keine durchgéngige
Gewebeschicht abgelagert. Vielmehr zeigten sich einzelne zelluldre Strukturen, die teilweise
einzelne Makroporen iiberbriickten. Bei starker Vegréferung wurde die beginnende Minerali-
sierung als globuldre Ablagerungen auf faserartigen Grundstrukturen sichtbar, bei denen es

sich wahrscheinlich um Kollagen I handelte.

Bei der Kultivierung von humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe
(adMSCs) auf Sponceram® im Z® RP-Bioreaktorsystem wurde das Ziel eines gewebedhn-
lichen Konstruktes erreicht. Auch bei statischer Kultivierung wurde eine geschlossene dichte
Zellschicht mit extrazelluldrer Matrix auf Sponceram® gebildet. Der Glucoseverbrauch zeigte

aber, dass durch die Bioreaktorkultivierung im selben Zeitraum deutlich mehr Biomasse auf-
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Abbildung 4.53.: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von adMSCs kultiviert im Z® RP-
Bioreaktor. Oben: unbeschichtetes Sponceram®, unten: Sponceram®-HA. Die Pfeile zeigen
auf Poren iiberbriickende bzw. infiltrierende Zellstrukturen.

gebaut wurde als in statischer Kultur. Auf dem keramischen Geriist von Sponceram® bildete
sich eine dicke Schicht, bestehend aus Zellen eingebettet in extrazelluldre Matrix. Wihrend
der Kultivierung schritt aufferdem die osteogene Differenzierung — ausgelost durch osteogene
Zusatze zum Kulturmedium — voran, was zu einer allméhlich sinkenden Aktivitdt der Akali-
schen Phosphatase und vor allem zu einer starken Mineralisierung der extrazelluldren Matrix
flihrte.

Uberraschenderweise unterschied sich das Zellwachstum auf Sponceram® deutlich von dem
auf Sponceram®-HA. Nur auf Sponceram® wurde eine gewebedhnlich dichte Zellschicht be-
obachtet, auf Sponceram®-HA hingegen wuchsen nur einzelne Zellen. Entgegen den Erwar-
tungen zeigte sich die Hydroxylapatit-Beschichtung in diesem Versuch nicht férderlich fiir das
Zellwachstum mesenchymaler Stammzellen. Die anféngliche Untersuchung der Zellviabilitat
auf kleinen Sponceram®-Stiickchen hatte solche Ergebnisse nicht angedeutet, sondern gleiche
Proliferationsraten auf beiden Materialien gezeigt (Kapitel 4.3.1, Seite 87). Auch bei der vor-

angegangenen Kultivierung von SAOS-2-Zellen auf Sponceram® und Sponceram®-HA zeigte
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Abbildung 4.54.: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von adMSCs statisch kultiviert.
Oben: unbeschichtetes Sponceram®, unten: Sponceram®-HA. Die Pfeile links oben deuten
auf kugelige Gebilde, bei denen es sich wahrscheinlich um in extrazelluldre Matrix eingebet-
tete Zellen handelt. Oben rechts ist die Faserstruktur der extrazelluldren Matrix durch einen
Pfeil gekennzeichnet.

sich kein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Materialien. Es ist also wahrscheinlich,
dass ein geringeres Wachstum auf Sponceram®-HA auf die verwendeten adMSCs beschriinkt
ist. Hydroxylapatit wird in der Literatur ausfiihrlich beschrieben und wird im Tissue Enginee-
ring von Knochen hiufig eingesetzt, da es stark osteoinduktiv wirkt'"%'“!  Es ist daher auch
moglich, dass die osteogene Differenzierung der Zellen durch die Hydroxylapatit-Beschichtung
enorm beschleunigt wird, was zu einer Einstellung der Proliferation fiihren wiirde. Die Férbun-
gen der Calcifizierungen waren auf Hydroxylapatit bezogen auf die deutlich geringere Zellzahl
mindestens ebenso stark, was diese Hypothese unterstiitzte. Bei den hier durchgefiihrten Ex-
perimenten war insbesondere die Besiedelung der Hydroxylapatit-Keramik schwierig, was sich
zu bereits anfinglich geringeren Raten fiir Glukoseverbrauch und Laktatproduktion fiihrte.

Trotzdem zeigten die Analysen nach der Kultivierung ein Wachstum von Zellen, die iiber-
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dies eine durchaus viable Morphologie aufwiesen. Naheliegend ist also, dass die Beschichtung
bestimmte Materialparameter wie die Benetzbarkeit verdnderte, so dass der Besiedelungsvor-
gang (Anhaftung und Infiltration) physikalisch erschwert wird, ohne dass direkter Einfluss
auf Zellwachstum, Proliferation oder Differenzierung genommen wurde. Die Vorexperimente
und die Bioreaktorkultivierungen lagen aufserdem zeitlich weit auseinander. Fiir die Kultivie-
rung im Z® RP-Reaktor kam eine andere Charge von HA-Scheiben zum Einsatz als fiir die
MTT-Tests im Mikrotiterplatten-Format. Eine chargenbedingte Variation der Sponceram®-

HA-Eigenschaften war nicht auszuschliefsen.

Im Z® RP-Bioreaktor werden die Zellen einem Fliissigkeitsscherstress ausgesetzt, ausgelost
von der Rotation der Scheiben durch das Medium. Fliissigkeitsscherstress ist ein wesentlicher
mechanischer Stimulus im Knochen in vivo und es ist bekannt, dass diese Scherkréfte die osteo-
gene Differenzierung induzieren kénnen. Wie stark der Einfluss der Fliissigkeitsscherbeanspru-
chung (im Vergleich zu den Mediumzusétzen) auf die osteogene Differenzierung der adMSCs
in diesem Experiment war, kann nicht abgeschitzt werden. Dafiir sind weitere Kultivierun-
gen mit Standard-Proliferationsmedium und unterschiedlichen Konzentrationen an osteogenen
Zusitzen erforderlich. Sollte die osteogene Differenzierung im Z® RP-Bioreaktor nicht spon-
tan initiiert werden, so ist eine biphasische Kultivierungsstrategie moglich, bei der die Zellen
zunédchst expandiert werden und die Differenzierung erst spéater durch gezielten Zusatz von
osteogenen Stimulantien induziert wird. Da die Proliferationsrate wahrend der Differenzierung
sinkt, konnten auf diese Weise im Vergleich zu der hier durchgefithrten Kultivierung, bei der
die Differenzierung zu Kultivierungsbeginn induziert wurde, héhere Zelldichten in geringerer

Zeit erreicht werden.

In dieser Arbeit wurden erstmalig humane mesenchymale Stammzellen im Z® RP-Drehbett-
reaktorsystem kultiviert und zu Knochengewebe differenziert. Das erzielte Konstrukt wies ge-
webeartige Zelldichten und eine stark calcifizierte extrazelluldre Matrix auf. Die Versorgung
der Zellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff war iiber die gesamte Kultivierungszeit ausreichend.
Uber eine Kultivierungszeit von 40 Tagen zeigten die Zellen hohe Proliferationsraten, was zu
einem dicht bewachsenen Gewebekonstrukt fiithrte, bei dem die Zellen faserige extrazellulére
Matrix absonderten, auf denen Mineralien kristallisierten.

Mit diesem Versuch wurde das Potenzial des Z® RP-Bioreaktorsystems fiir die Herstellung
funktionaler Gewebekonstrukte aufgezeigt. Um im Rahmen des Tissue Engineerings Implan-
tate mit gewebedhnlicher Struktur zu generieren, erscheint der Einsatz von Bioreaktoren un-
verzichtbar. Indem diese die Versorgung der Zellen optimieren, bringen sie gegeniiber der
statischen Kultivierung Konstrukte mit wesentlich tiberlegener biologischer und mechanischer

Qualitat hervor.



5. Zusammenfassung und Ausblick

Tissue Engineering ist eine vielversprechende Forschungsrichtung, die in naher Zukunft neue
Losungen fiir die Medizin hervorbringen wird. Bei grofen Knochendefekten sieht der bis-
herige chirurgische Standard eine autologe Knochentransplantation vor. Diese weist jedoch
wesentliche Nachteile auf, darunter hauptséchlich die limitierte Verfiigbarkeit entnehmbaren
Knochengewebes. Die alternative allogene Transplantation von Spenderknochen bringt ande-
rerseits die Risiken der Immunreaktion und einer Ubertragung von Krankheitserregern mit
sich. Auf dem Gebiet des Tissue Engineerings wird an der Herstellung von Gewebeimplanta-
ten im Labor gearbeitet, indem Zellen autologen Ursprungs auf Tréagermaterialien kultiviert
werden.

In dieser Arbeit wurden mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe fiir die Generierung
funktionalen Knochengewebes eingesetzt. Zunichst wurde die osteogene Differenzierbarkeit
dieser Zellen, die im Grunde zur Differenzierung in alle mesenchymalen Gewebe beféhigt sind,
untersucht. Die Analyse der Enzymaktivitdt von Alkalischer Phosphatase, die Farbungen von
mineralisierter Matrix und die Untersuchung der Genexpression typischer Knochenmarker
mittels RT-PCR und DNA-Chip-Technologie zeigten, dass die osteogene Differenzierung der
adMSCs in vitro durch gezielte osteogene Zusétze zum Kulturmedium zu induzieren war.
Fiir die ndhere Untersuchung osteogener Differenzierungsvorgédnge wurde ein Protein-Chip
entwickelt, mit dem in Zukunft die Anwesenheit von Knochenmarkern wéhrend einer Kulti-
vierung im Medium qualitativ und quantitativ untersucht werden kann. Die Eignung einer
dreidimensional strukturierten Polymethacrylat-Oberflache fiir den Einsatz bei der Protein-
Chip-Technologie wurde mit einem Testsystem aus Maus-Immunglobulin und Anti-Maus-
Immunglobulin nachgewiesen. Anhand zweier beispielhafter Knochenmarker (KollagenI und
Osteopontin) wurde im Folgenden ein Analysesystem im Sandwich-Format aufgebaut. Ein mo-
noklonaler Fanger-Antikorper, der den Analyten aus dem Gemisch an die Oberfldche band,
wurde auf der Oberfliche immobilisiert. Die Detektion erfolgte {iber einen polyklonalen, an
Biotin gekoppelten Antikorper. Mittels eines an Streptavidin gebundenen Fluoreszenzfarb-
stoffes waren dann alle an der Oberflache immobilisierten Analyten in einem Schritt detek-
tierbar. Die Praktikabilitdt des entwickelten Protein-Chips wurde anhand von Osteopontin
nachgewiesen, das im Kulturmedium von Knochenzellen detektiert wurde. Fiir das in die-

ser Arbeit etablierte System stehen einige Moglichkeiten zur Weiterentwicklung offen. Der
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Detektionsantikorper zum Nachweis von KollagenI neigte zu unspezifischen Bindungen. Der
Chip ist weiterhin auf ein grofseres Spektrum von Knochenmarkern auszuweiten, so dass eine
detaillierte Analyse des osteogenen Zustandes einer Kultur erreicht wird. In Hinblick auf die
Quantifizierung ist besonders die reproduzierbare Herstellung der Oberflichen mit konstanten
physikochemischen Eigenschaften weiterhin zu optimieren.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der dynamischen Kultivierung mesenchymaler Stamm-
zellen. Dabei kam einerseits eine mechanische Stimulation in Form von zyklischer Dehnung
zum Einsatz und andererseits die Kultivierung in einem Drehbettbioreaktor. Fiir die Applika-
tion der mechanischen Stimulation wurden in der Feinmechanik- und der Elektronikwerkstatt
des Instituts fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover zehn Stimulations-
maschinen mit zugehoriger Steuerung und Bedienungssoftware hergestellt. Diese wurden im
Folgenden eingesetzt, um mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe auf einem dehnba-
ren (planaren) Silikonsubstrat einer fiinfprozentigen zyklischen Dehnung mit einer Frequenz
von einem Hertz zu unterzichen. Die Genexpression typischer Knochenmarker — untersucht
mit RT-PCR — zeigte sich deutlich abhingig von Dauer und Wiederholung der applizierten
Dehnung. Wihrend eine kurzzeitige Stimulation (bis zu einer Stunde) die Expression von Kno-
chenmarkern, also die osteogene Differenzierung, beschleunigte, fiihrte eine langere und / oder
wiederholte Stimulation dazu, dass die Zellen sich an die aktive Umgebung gew6hnten. Die
Viabilitat der Zellen blieb bei allen Versuchen erhalten.

Da die native Umgebung von Zellen keine planare Oberfliche, sondern ein dreidimensiona-
ler Verband aus Zellen und extrazellularer Matrix ist, wurde die Applikation der mechani-
schen Stimulation auf eine dreidimensional strukturierte Geriistsubstanz ausgeweitet. In einem
Kollagen-I-Netzwerk (Matristypt®) wurden die Knochenvorlduferzellen MG-63 als Modell-
zelllinie zyklisch gedehnt (5%, 1 Hz). Diese Zellen reagierten auf die applizierte mechanische
Stimulation mit einer mehrphasigen Regulation der Genexpression von Knochenmarkern. Die
Expression dieser Markergene wurde sporadisch induziert und wieder vermindert, bis eine op-
timale Anpassung an die mechanische Aktivitét erfolgt war. Auch hier zeigte sich wieder, dass
bereits kurzzeitige Stimulation Auswirkungen auf die osteogene Differenzierung hat, wihrend
sich die Zellen langerer und wiederholter Stimulation anpassten. Im Hinblick auf die Anpas-
sung der Zellen an die physikalische Aktivitéit hat sich besonders ein zeitliches Stimulations-
muster mit kontinuierlich steigender Stimulationsdauer, regelméfig von Pausen unterbrochen,
hervorgetan. Die mechanische Stimulation in Form von zyklischer Dehnung hat sich als her-
vorragende Methode zur Unterstiitzung der osteogenen Differenzierung erwiesen. Zusatzlich
konnten iiber eine mechanische Stimulation Zellen an eine aktive Umgebung gewohnt werden,
wodurch die mechanische Stabilitét eines Gewebekonstruktes entscheidend verbessert wird.
Im Rahmen der Dissertation von Daniel Riechers erfolgt eine Weiterentwicklung der Silikon-

schalen, so dass in ihnen ein Impedanzsignal messbar war. Mit der elektrischen Zell-Substrat-
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Impedanzmessung (electric cell-substrate impedance sensing, ECIS) konnen adhéirente Zellen
online beobachtet und charakterisiert werden. Die isolierende Zellmembran beeinflusst den
Wechselstromwiderstand (Impedanz), der abféllt, wenn eine Wechselspannung an Elektroden
angelegt wird, auf denen Zellen adhiirieren. Damit sind {iber Anderungen des Impedanz-
signals alle zellularen Prozesse beobachtbar, die einen Einfluss auf den Bedeckungsgrad der
Elektroden bzw. auf Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kontakte haben. Die Adhésion von Zellen
(Anheftung — Spreitung — Zellwachstum), Zellproliferation, Anderungen der Zellmorphologie
(z.B. im Rahmen von Differenzierungsprozessen) und die Absonderung von extrazellularer
Matrix sind direkt messbar. Die Impedanzmessung in den Silikonschalen ist insofern eine
Herausforderung, als die Dehnung der Schalen auf die Elektroden iibertragen werden muss,
wozu die Elektroden selbst dehnbar sein miissen. Um das zu erreichen, kénnen die Elektroden
als diinne Schicht auf Silikon aufgedampft werden, so dass sich eine durchgéngig dehnbare
Oberflache bildet. Neben der Messung des Impedanzsignals kdnnen auch andere Sensoren in
die Silikonschalen integriert werden. Durch Uberwachung des pH-Wertes und des Sauerstoff-
partialdrucks im Kulturmedium sind direkte Riickschliisse auf das Wachstumsverhalten der
Zellen moglich.

Eine grofe Rolle im Tissue Engineering spielt auch das Geriistmaterial. In dieser Arbeit wur-
de die auf Zirkondioxid basierende Keramik Sponceram®, die bereits breite Anwendung fiir
Hiiftimplantate und als Zahnersatzmaterial findet, als Geriistmaterial fiir die Generierung ei-
nes funktionalen Knochenkonstruktes eingesetzt. Durch Modifizierung der Oberfléche eines
Materials konnen Signale an Zellen iibermittelt werden, ohne dass Zusatzstoffe zum Kultur-
medium notig sind. Eine solche Funktionalisierung wird erreicht, indem bioaktive Molekiile
kovalent oder adsorptiv an der Oberfliche immobilisiert werden. Polymere Spacermolekiile
werden eingesetzt, um einen Aktivitidtsverlust der Molekiile bei der Immobilisierung zu ver-
hindern. In dieser Arbeit wurde die Eignung zweier Polymere (Polymethacrylamidoglukose
und Poly|Methacrylamidoglukose-co-Vinylpyrrolidon-co-Acrolein|) als Spacer bestétigt. Die-
se zeigten in Verbindung mit den bioaktiven Liganden keinerlei zytotoxische Eigenschaften.
Als bioaktive Liganden kamen Poly-L-Lysin und ein RGD-Peptid zur Verbesserung der Zellad-
hésion und BMP-2 zur osteogenen Differenzierung zum Einsatz. Die biologische Wirksamkeit
von Poly-L-Lysin und von RGD-Peptid wurde in einem Adhésionsassay nachgewiesen. Wah-
rend RGD nach Adsorption ohne Spacer von den Zellen nicht mehr erkannt wurde, stellte die
Kopplung an einen polymeren Spacer seine Wirksamkeit wieder her. Die biologische Wirk-
samkeit von BMP-2 nach der Kopplung und der Immobilisierung wurde in dieser Arbeit noch
nicht eingehend untersucht. Seine osteoinduktiven Eigenschaften auf dem Kompositmaterial
miissen noch ausfiihrlich untersucht und mit dem Zusatz von BMP-2 zum Kulturmedium ver-
glichen werden. Die Effektivitdt dieses Systems zur Funktionalisierung von Oberflichen mit

bioaktiven Molekiilen konnte erfolgreich bestétigt werden.
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Die Generierung eines gewebeartigen Knochenkonstruktes wurde durch Kultivierung me-
senchymaler Stammzellen in einem Drehbettbioreaktor erreicht. Die Zellen wurden auf
Sponceram®-Scheiben im Z® RP-Bioreaktorsystem 47 Tage lang kultiviert. Uber diesen Zeit-
raum wurden sie hervorragend versorgt und wiesen gegeniiber den statischen Kontrollen in
der Petrischale deutlich verstarkte Wachstumsraten auf. Die Analysen nach abgeschlossener
Kultivierung erwiesen auf den Keramikscheiben eine dicke, geschlossene Gewebeschicht von
hochdicht gewachsenen Zellen. Diese waren eingebettet in eine faserige extrazelluldare Matrix,
auf der sich mineralische Kristalle abgelagert hatten. Dieses Bioreaktorsystem ist also hervor-
ragend dazu geeignet, funktionale Gewebekonstrukte zu generieren.

Fiir Knochenkonstrukte mit optimalen biochemischen und biomechanischen Eigenschaften ist
eine Kombination von mechanischer Stimulation und Bioreaktorkultivierung anzustreben. Der
Drehbettbioreaktor sorgt fiir die optimale Erndhrung des Konstruktes auch bei hoher Zelldich-
te, wahrend durch eine mechanische Stimulation die Zellen auf eine physikalisch aktive Um-
gebung vorbereitet werden. Durch verstérkte Synthese von Komponenten der extrazelluldren
Matrix werden dabei die mechanischen Eigenschaften des gesamten Konstruktes entscheidend

verstarkt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Knochengewebe im Labor hergestellt werden kann, indem
mesenchymale Stammzellen auf einem keramischen Geriist unter dynamischen Bedingungen
kultiviert werden. Bis zum klinischen Einsatz solcher in vitro generierten Gewebekonstrukte
besteht allerdings noch Optimierungsbedarf. Insbesondere muss der zeitliche Rahmen von der
Gewebeentnahme fiir die Isolierung der autologen Zellen bis zur Implantation des konstruier-
ten Gewebes moglichst gering gehalten werden. In Hinblick auf die Bediirfnisse des einzelnen
Patienten ist der zeitlich mogliche Aufwand gegen die Anspriiche an die Qualitdt des Gewebes
abzuwigen. Dieser Gesichtspunkt konnte entscheidend beeinflusst werden, wenn die aktuellen
Untersuchungen der Immunprivilegien mesenchymaler Zellen bestétigt werden. In diesem Fall
wiéren allogene Transplantationen moglich und damit der Aufbau von Zell- und Gewebeban-
ken, die Produkte auf Vorrat herstellen und lagern kénnten. Fiir autologe Konstrukte ist jedoch
weiterhin der zeitliche Aspekt ausschlaggebend. Die Kultivierung in einem Bioreaktor bietet
hier den Vorteil der optimalen Nahrstoffversorgung, was ein maximales Zellwachstum gewéhr-
leistet. Zurzeit erfordern Bioreaktoren allerdings bereits beim Animpfen eine hohe Zellzahl.
Diese Strategie ist in Hinblick auf eine mogliche Zeitersparnis zu iiberdenken. Die Zellexpansi-
on fiir die Bioreaktorkultivierung unter statischen Bedingungen sollte moglichst kurz gehalten
werden, da die rein diffusionskontrollierte Nahrstoffversorgung die Zellproliferation limitiert.
Bei der Verwendung mesenchymaler Stammzellen erscheint eine Kultivierungsstragie, bei der
die Zellen zunéchst in undifferenziertem Zustand expandiert werden, um anschlieffend gezielt
zur Differenzierung angeregt zu werden, ideal. In der letzten Kultivierungsphase ist die Appli-

kation einer mechanischen Stimulation — moglichst integriert in den Bioreaktor — forderlich.



117

Die Zellen erfahren einen zusétzlichen differenzierenden Reiz und werden auf die zukiinftige
aktive Umgebung vorbereitet. Bei dieser Anpassung wird die extrazelluldre Matrix verstarkt
und dadurch die mechanischen Eigenschaften des gesamten Konstruktes entscheidend verbes-
sert.

Die Herstellung von Gewebekonstrukten fiir den medizinischen Einsatz als Implantat erfor-
dert die Einhaltung von GMP-Richtlinien zur Qualititssicherung der Produktionsablaufe und
-umgebung. Auf diesem Hintergrund ist die vermehrte Einrichtung von Laborrdumen, die
den GMP-Richtlinien entsprechen, erforderlich. Bioreaktoren erlauben eine strenge Kontrolle
einzelner Kultivierungsparameter und gewéhrleisten die Reproduzierbarkeit der Gewebeher-
stellung unter kontrollierten Bedingungen. Dies ist fiir den medizinischen Einsatz unbedingt
erforderlich. Das Z® RP-Bioreaktorsystem mit dem Breeder ist auf die Anforderungen der
GMP-Richtlinien bereits eingerichtet.

Das wachsende Verstdndnis der dem Gewebewachstum zugrunde liegenden zelluldren und
molekularen Prozesse wird angewandt, um humane Gewebe in vitro zu erzeugen und so die
Limitierungen transplantierbarer Gewebe und Organe zu {iberwinden. Erste kommerzielle
Tissue-Engineering-Produkte sind in Form von Knorpelkonstrukten und kiinstlicher Haut in
den letzten Jahren auf den Markt gekommen. Auch erste Knochenkonstrukte erreichen be-
reits Marktreife. Eine einheitliche gesetzliche Regelung betreffend die Einstufung der Tissue-
Engineering-Produkte als Arzneimittel oder Medizinprodukte steht in naher Zukunft an. Bis
zum standardisierten Einsatz von Tissue-Engineering-Produkten in der Medizin bedarf es je-
doch noch einer weitreichenden Optimierung der Herstellungsprozesse und klinischer Studien

im kontrollierten experimentellen Umfeld.
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A. Statistik

Fiir Ergebnisse aus mehreren Einzelexperimenten wurden Mittelwert und Standardfehler be-
rechnet. Um Unterschiede zwischen einzelnen Versuchsgruppen statistisch zu verifizieren, wur-
den die Daten auf Normalverteilung und gleiche Varianzen gepriift und im Anschluss ein stu-
dentischer ¢t-Test durchgefiihrt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden als statistisch
signifikant gewertet ab p < 0,05. Waren die Proben nicht normalverteilt oder wiesen ungleiche
Varianzen auf, so wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Bei mehreren voneinander
unabhéingigen Eingangsgrofen (z1, xo, ...) mit den zugehorigen Fehlern (Axq, Azs, ...) wurde
der Fehler des aus den Mittelwerten der Eingangsgrofen errechneten Ergebnisses (Ay) anhand

der Fehlerfortpflanzung nach Gaufs berechnet:

A= (22 a4 (2 am) + (A1)
Yy = o1 z1 D4 X9 e .




B. Analyse der osteogenen Differenzierung

B.1. Zellkultur

AdMSCs Die mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe (adMSCs) wurden vom Os-
terreichischen Roten Kreuz in Linz bezogen. Insgesamt kamen bei den Versuchen die Zellen
von drei weiblichen Spendern zum Einsatz. Beim Osterreichischen Roten Kreuz wurden die
Zellen vor dem Versand auf ihre Differenzierbarkeit, ihre Oberflichenantigene und ihre Vita-
litdt nach dem Einfrieren/Auftauen getestet. In Tabelle B.1 sind die Informationen iiber den
jeweiligen Spender und die Versuche, fiir die die jeweiligen Zellen benutzt wurden, zusammen-

gefasst.

MG-63 (ECACC Nr. 86051601) wurden von der Européischen Sammlung fiir Zellkulturen
(ECACC) bezogen. Es handelt sich um humane Osteoblasten-artige Zellen, die urspriinglich

aus einem Osteosarkom isoliert worden sind.

SAOS-2 (ACC243) wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen (DSMZ) bezogen. SAOS-2 sind humane Osteosarkomzellen, die adhérent in einer
Monoschicht (Monolayer) wachsen und eine Verdopplungszeit von etwa 43 Stunden aufwei-

sen.

Tabelle B.1.: Interne Bezeichnung der unterschiedlichen adMSCs, Geburtsjahr der jeweili-
gen Spenderin und Versuchsreihen, bei denen die jeweiligen Zellen eingesetzt wurden.

Interne Bezeich- || Geburtsjahr der | Versuchsreihen

nung Spenderin
huF 35 1955 Voruntersuchungen, DNA-Chip
huF 53 1982 mechanische Stimulation (15 min, 60 min, 2h),

DNA-Chip
huF 68 1983 7Z® RP-Lauf
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MC3T3-E1 (ACC210) wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) bezogen. Sie wurden urspriinglich aus dem Schédeldach eines Mé&u-
seembryos isoliert und wachsen adhérent in einem Monolayer mit einer Verdopplungszeit von

2-3 Tagen. MC3T3-E1-Zellen koénnen leicht zu Kollagen-I-produzierenden Osteoblasten diffe-
93

renzieren”.

Die primdren MSCs und die Zelllinien MG-63, SAOS-2 und MC3T3-E1 wurden in Zell-
kulturflaschen bei 37°C, 5% COy und 95 % Feuchtigkeit kultiviert. AAMSCs wurden ein-
mal in drei bis fiinf Wochen passagiert, das Medium wurde einmal pro Woche zu 75% er-
setzt. MG-63, SAOS-2 und MC3T3-E1 wurden einmal pro Woche 1:10 geteilt, ihr Medium
zweimal pro Woche komplett ausgetauscht. Fiir die Expansion der Zellen wurde Standard-
Proliferationsmedium verwendet. Um die Knochenvorlauferzellen MG-63 und MC3T3-E1 bzw.
die mesenchymalen Stammzellen gezielt zu Knochenzellen zu differenzieren, wurden Medien

mit osteogenen Zusétzen (Differenzierungsmedium und BMP-2-Medium) verwendet.

Standard-Proliferationsmedium (NM)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
10% fetales Kélberserum (FCS)
50U/mL  Penicillin
50 pug/mL  Streptomycin
Fiir die adMSCs wurden zusétzlich 2mM L-Glutamin zugesetzt.

Differenzierungsmedium (DM-10)
Standard-Proliferationsmedium
10nM  Dexamethason
0,3mM Ascorbinsdure

10mM  SB-Glycerolphosphat

BMP-2-Medium (BMP x)
Differenzierungsmedium

x (= 10-50) ng/mL BMP-2

B.1.1. Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase

In einer 96-Loch-Platte wurden pro Vertiefung 5.000 Zellen in 200 uI. Medium ausplattiert.
Wiéhrend der folgenden Kultivierung wurde nach Bedarf das Medium gewechselt.
Nach dem entsprechenden Zeitraum der Kultivierung wurde das Medium abgezogen und der

Zellrasen mit PBS gewaschen. Pro Vertiefung wurden 200 uL. PBS zugegeben und die Platte
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wurde bis zum Test eingefroren. Dadurch wurden die Zellen aufgebrochen, so dass die Alkali-
sche Phosphatase fiir die Messung zugénglich wurde. Zu je 50 uL. der Proben wurden 125 L
p-Nitrophenylphosphat (Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) Liquid Substrate System for
FELISA) gegeben, das von der Alkalischen Phosphatase wihrend der folgenden halbstiindi-
gen Inkubation bei 37° C zu gelbem Nitrophenol umgesetzt wurde. Die Konzentration dieses
Farbstoffs wurde photometrisch durch Messung der Extinktion bei 405 nm im Plattenlesegerét
bestimmt. Die Extinktion E4g5 wurde auf die Zellzahl normiert, indem sie auf den DNA-Gehalt

der Zellen (gemessen mit dem PicoGreen®-Assay s.u.) bezogen wurde.

B.1.2. PicoGreen-Assay

Fiir die Bestimmung des DNA-Gehaltes wurden die Proben 1:5 mit TE-Puffer verdiinnt
und zu 100 uL der verdiinnten Proben wurden 100 uL PicoGreen®-Verdiinnung (0,5 pL
PicoGreen® in 99,5 uL TE-Puffer) gegeben. Die Proben wurden bei Raumtemperatur fiinf Mi-
nuten im Dunkeln inkubiert und die Fluoreszenzintensitdt dann im Fluoreszenzlesegerét
gemessen (Exzitation: 485 nm, Emission: 539 nm). Um die DNA-Konzentration bestimmen
zu kénnen, wurde eine Standardreihe mit DNA aus Heringssperma (1 pg/mL, 0,7 ug/mL,
0,5 pg/mL, 0,3 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,05 ug/mL, 0,01 ug/mL und 0 pg/mL) hergestellt und

zusammen mit den Proben gemessen.

TE-Puffer: 10mM Tris-HCI
1mM EDTA
pH 7,4

B.1.3. Farbung von mineralisierter extrazellularer Matrix

AdMSCs (huF 35) wurden in 24-Loch-Platten fiir bis zu zwei Wochen mit unterschiedlichen
Medien kultiviert: Standard-Proliferationsmedium (NM), osteogenes Differenzierungsmedium
mit 10nM bzw. 1 uM Dexamethason (DM-10 bzw. -1000) und BMP-2-haltigem Differenzie-
rungsmedium mit 10, 20 bzw. 50 ng/mL BMP-2 (BMP 10, BMP 20, BMP 50). Mediumwechsel
wurden nach Bedarf durchgefiihrt.

Von Kossa Bei der Farbung nach von Kossa werden Calcium-Ionen im Gewebe durch Silber-
Ionen ersetzt, die dann zu elementarem Silber reduziert werden. Die Schwarzfarbung zeigt
damit Stellen im Gewebe mit hohem Calciumgehalt, also besonders die durch Calciumeinla-
gerung mineralisierte extrazellulare Matrix, an. Nach 7, 11 bzw. 14 Tagen wurden die Zellen

zweimal mit PBS gewaschen und fiir mindestens 30 Minuten mit eiskaltem Ethanol bei -20° C
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fixiert. Anschliefend wurden die Zellen dreimal mit ddHoO gewaschen und dann 30 Minu-
ten im Dunkeln mit einer Silbernitratlosung (5% in ddH20) bei Raumtemperatur inkubiert.
Uberschiissige Silbernitratlosung wurde durch dreimaliges Waschen mit ddH,O entfernt. Die
in die Matrix eingedrungen Silber-Ionen wurden durch Bestrahlung mit UV-Licht zu me-
tallischem Silber reduziert. Der Hintergrund wurde mit Natriumthiosulfat (5% in ddH20)
entfarbt (2min).

Alizarinrot Calcium in der mineralisierten extrazellularen Matrix kann auch mit Alizarinrot
angefarbt werden, das einen Chelatkomplex mit Calcium eingeht. Die Proben wurden wie oben
beschrieben mit PBS gewaschen, mit Ethanol fixiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen,
bevor sie 15 Minuten mit einer Alizarinrot-Losung (1% in 2% Ethanol) inkubiert wurden.

Uberschiissiger Farbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt.

Gerite
Inkubator (Hera Cell 240) Heraeus Holding GmbH, Hanau
Lichtmikroskop Axiophot, Zeiss, Jena
Fluoreszenzlesegerat
Fluoroskan Ascent Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Phasenkontrastmikroskope Olympus BX, Japan
Olympus IX 50, Japan
Plattenlesegerit
Model 680 Microplate Reader Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sterilwerkbanke Heraeus Holding GmbH, Hanau
Integra Bioscience AG, Ziirich
Zentrifuge Kendro Laboratory Products, Osterode

Verbrauchsmaterialien

Flaschenaufsatzfilter (0,22 pm) Sarstedt AG, Niimbrecht
Mikrotiterplatten Sarstedt AG, Niimbrecht
Kryoréhrchen Nunc, Wiesbaden
Reagiergeféfie Sarstedt AG, Niimbrecht
Spritzenvorsatzfilter (0,22 pym) Sartorius stedim, Gottingen

Zellkulturflaschen Sarstedt AG, Niimbrecht
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Chemikalien

Alizarinrot S Fluka Chemie AG, Seelze

Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) PAA Laboratories, Paschingen, Osterreich
Ascorbinséure Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
BMP-2 Spende von Prof. Sebald, Universitat Wiirzburg
Dexamethason Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(B-Glycerolphosphat Fluka Chemie AG, Seelze

DMEM Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

FCS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
PicoGreen® Invitrogen GmbH, Karlsruhe

p-Nitrophenylphosphat Alkaline Phos-

phatase Yellow (pNPP) Liquid

Substrate System for ELISA Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Trypsin (HyQ®) HyClone, Perbio Science, Bonn
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14 Tage

7 Tage 11 Tage

NM

DM 10

DM 1000

BMP 10

BMP 20

BMP 50

Abbildung B.1.: Farbung mineralisierter extrazellularer Matrix nach von Kossa nach einer
Kultivierungszeit von sieben, elf und vierzehn Tagen. AAMSCs wurden mit Medien unter-
schiedlicher Zusammensetzung kultiviert: Standard-Proliferationsmedium (NM), osteogene
Differenzierungsmedien mit Zusatz von Dexamethason (10 nM: DM-10 bzw. 1 pM: DM-1000)
und unterschiedlichen Konzentrationen BMP-2 (10 ng/mL: BMP-10, 20ng/mL: BMP-20,
50 ng/mL: BMP-50).
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NM

DM 10

DM 1000

BMP 10

BMP 20

BMP 50

Solche “Mineralisierungsknoten”
wurden nach 14 Tagen bei —
BMP 20 und 50 gefunden.

Abbildung B.2.: Farbung mineralisierter extrazellularer Matrix mit Alizarinrot nach einer
Kultivierungszeit von sieben, elf und vierzehn Tagen. AAMSCs wurden mit Medien unter-
schiedlicher Zusammensetzung kultiviert: Standard-Proliferationsmedium (NM), osteogene
Differenzierungsmedien mit Zusatz von Dexamethason (10 nM: DM-10 bzw. 1 xM: DM-1000)
und unterschiedlichen Konzentrationen BMP-2 (10ng/mL: BMP-10, 20 ng/mL: BMP-20,
50ng/mL: BMP-50).
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B.2. RT-PCR

B.2.1. RNA-Isolierung

Fiir eine RNA-Isolierung wurden die Zellen mit Trypsin vom Flaschenboden gelGst, mit
PBS gewaschen und in 0,5-1mL Trizol® aufgenommen. Bis zur Isolierung der RNA wur-
den die Proben bei -20° C gelagert. Zur Isolierung der zelluliren RNA wurde die Trizol®-
Zell-Suspension nach dem Auftauen 30 Sekunden lang mit einem Ultraturrax unter Eiskiih-
lung homogenisiert und zur Abtrennung von Zelltrimmern, Membranen, Polysacchariden und
hochmolekularer DNA zehn Minuten mit 12.000 x g (bei 4° C) zentrifugiert. Nach fiinf Minu-
ten Inkubation bei Raumtemperatur zur Dissoziation von Nukleoproteinkomplexen wurden
200 pL. Chloroform zugegeben, geschiittelt und erneut zwei bis drei Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert. Durch 15-miniitige Zentrifugation mit 12.000 x g (bei 4° C) wurde die Lo-
sung in eine Phenol-Chloroform-Phase, eine Protein- und DNA-haltige Interphase und eine
RNA-haltige wéssrige Phase getrennt. Die wéssrige Phase wurde in ein neues Reagiergefafs
iiberfithrt und zur RNA-Fé&llung mit 500 puL. Isopropanol versetzt. Nach fiinfmintitiger Inku-
bation bei Raumtemperatur wurde die ausgefallene RNA mit 12.000 x g bei (4° C) fiir zehn
Minuten abzentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 1 mL 75%igem Ethanol gewaschen, er-
neut abzentrifugiert (5 min, 12.000 x g, 4° C), getrocknet und in DEPC-Wasser (0,1 %, pH 7,5)

aufgenommen. Konzentration und Reinheit der RNA wurden photometrisch bestimmt.

B.2.2. cDNA-Synthese fiir RT-PCR

Um die isolierte RNA in eine PCR einsetzen zu konnen, wurde sie in eine copy DNA (cDNA)
umgeschrieben. Indem fiir die cDNA-Synthese Oligo-dT-Primer, die spezifisch an die poly-A-
Schwénze der Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) binden, zum Einsatz kamen, wurde nur
mRNA in ¢cDNA umgeschrieben. Die in viel hoherer Konzentration vorliegenden ribosomalen
RNA wurde genauso wenig umgeschrieben wie andere zelluldre RNA. Damit reprisentiert die
cDNA alle Gene, die zum Zeitpunkt der RNA-Isolierung in den Zellen exprimiert worden wa-
ren. Fiir die cDNA-Synthese wurde die RNA nach dem folgenden Pipettierschema zusammen

mit Oligo-dT-Primern fiinf Minuten bei 65° C denaturiert.
2ug  RNA
3pL Oligo-dT-Primer (100 M)
mit DEPC-Wasser auf 21 uL. aufgefiillt.

Nach zweiminiitigem Abkiihlen auf Eis wurde die denaturierte RNA mit Hilfe einer Reversen

Transkriptase und dem Zusatz von Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTPs) 60 Minuten lang
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bei 37° C in ¢cDNA umgeschrieben. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 65° C gestoppt
(5min).

4ul, ANTP-Mix (2,5 mM)

8uL 5 x RT-Puffer

1uL Reverse Transkriptase (200 U/uL)

mit DEPC-Wasser auf 40 uL aufgefillt.

B.2.3. PCR

Wiéhrend der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde die cDNA

durch eine Tag-Polymerase unter der Zugabe von dNTPs und Primern amplifiziert:

1ul, c¢cDNA
10 uL. 5 x PCR-Puffer
4pL ANTP-Mix (2,5 mM)
32,755 ul.  Ho0O
je 1yl sense und antisense Primer

0,25 uL. Tag-Polymerase (5U/uL).

Bei der PCR wurden nach einer anfanglichen Denaturierung 35 Zyklen aus jeweils drei In-
kubationsschritten zur Denaturierung, Primerannealing (bei der Annealing-Temperatur T 4)

und Verlangerung durchlaufen:

1 Zyklus 95°C 5min Denaturierung
95°C 30s  Denaturierung

35 Zyklen Ta 30s  Annealing
72°C  30s  Verldngerung

1 Zyklus 72°C  7min Verldngerung

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1%igen Agarose-Gel nach ihrer Grofe aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid angeférbt. Die Bandenstérke im Agarose-Gel wurde densitometrisch (se-

miquantitativ) bestimmt.



142 ANHANG B. ANALYSE DER OSTEOGENEN DIFFERENZIERUNG

Gerite

Agarose-Gelelektrophorese Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Kamera (DC290 Zoom) Eastman Kodak Company, Japan
Kamerasoftware (Alpha Digi Doc™)  Alpha Innotech Corporation
PCR-Thermocycler Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Photospektrometer ND1000 Nano Drop Technologies, Wilmington
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg
Ultraturrax Ika Labortechnik, Staufen

UV-Tisch Roth, Karlsruhe

Zentrifuge 5415R (gekiihlt) Eppendorf AG, Hamburg

Verbrauchsmaterialien

Reagiergeféifie 1,5 mL Sarstedt AG, Niimbrecht
Reagiergeféifie 0,1 mL Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Chemikalien

Agarose Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
DEPC Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
dNTPs Fermentas, St. Leon-Rot
Ethidiumbromid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Oligo-dT-Primer Promega, Mannheim
5 x PCR-Puffer (5 x Colorless

GoTaq™Reaction Buffer) Promega, Mannheim
Primer MWG Biotech AG, Ebersberg

Reverse Transkriptase (M-MLV RT)  Promega, Mannheim
5 x RT-Puffer (M-MLV RT 5 x Buffer) Promega, Mannheim
Taq-Polymerase (GoTaq™Hot Start) Promega, Mannheim
Trizol® Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Primer

GAPDH:
sense: 5-GCC ACC CAG AAG ACT GTG GAT-3
antisense:  5-TGG TCC AGG GTT TCT TAC TCC-3’
Annealing-Temperatur: 61° C
Produktgréfe: 419 bp

Kollagen I:
sense: 5-GAA AAC ATC CCA GCC AAG AA-3
antisense:  5-CAG GTT GCC AGT CTC CTC AT-3’
Annealing-Temperatur: 57° C
Produktgréfe: 234 bp

Kollagen III:

sense: 5-CAT CTG GTC ATC CTG GTT CC-3
antisense:  5-CCT TTT CTC CAT TTC GTC CA-3’

Annealing-Temperatur: 57° C
Produktgrofe: 234 bp

Cbfa-1/Runz2:

sense: 5-TCT TCA CAA ATC CTC CCC-3
antisense: 5-TGG ATT AAA AGG ACT TGG TG-3

Annealing-Temperatur: 52° C
Produktgrofe: 229 bp

BSP2:

sense: 5-CAT TTT GGG AAT GGC CTG TG-3’
antisense: 5-ATT GTC TCC TCC GCT GCT GC-3’

Annealing-Temperatur: 60° C
Produktgrofe: 564 bp

BMP-2:

sense: 5-GTG TCC CCG CGT GCT TCT TAG-3
antisense: 5-ACT CCT CCG TGG GGA TAG AAC-3

Annealing-Temperatur: 60° C
Produktgrofe: 479 bp
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BMP-4:

sense: 5-TGA CTC ACC TCC ATC AGA CT-3
antisense:  5'-GGG ATA CTG GAA TTG ACA GA-3’

Annealing-Temperatur: 48° C
Produktgrofe: 394 bp

Osteocalcin:

sense: 5-AGG CGC TAC CTG TAT CAA T-3’
antisense: 5-CAG ATT CCT CTT CTG GAG TTT-3

Annealing-Temperatur: 48° C
Produktgréfe: 315bp

Alkalische Phosphatase:

sense: 5-GCT GAA CAG GAA CAA CGT GA-3
antisense: 5-CCA CCA AAT GTG AAG ACG TG-3’

Annealing-Temperatur: 51° C
Produktgrofe: 267 bp



145

B.3. DNA-Chip

Bei einem DNA-Chip-Experiment ist der Reinheitsgrad der einzusetzenden RNA von grofier
Bedeutung. Daher wurde die RNA zunéchst auf Qualitdt und Reinheit analysiert.

RNA-Analyse

Fiir ein DNA-Chip-Experiment wurde die RNA im Agilent 2100 Bioanalyzer mit einem RNA
Nano LabChip® auf Konzentration, Reinheit und Qualitit {iberpriift. Dazu wurde das flui-
dische System des LabChip® mit 9 uL Gel-Farbstoff-Mix gefiillt. 65 L. RNA 6000 Nano gel
matriz wurden zentrifugiert (10 min, 1.500 x g). Das Farbstoffkonzentrat wurde zehn Sekun-
den lang gevortext und abzentrifugiert. 1 ul. der Farbstoflosung wurde zum Gel gegeben, ver-
mischt und direkt vor Gebrauch zehn Minuten bei 13.000 x g zentrifugiert. 9 uL. Gel-Farbstoft-
Mix wurden in eine der Vertiefungen gegeben und mit der speziellen Priming Station in das
fluidische System appliziert. Zwei weitere Vertiefungen wurden mit 9 uL. des Gel-Farbstoff-
Mixes befiillt. Die iibrigen neun Vertiefungen wurden mit 5 ul. RNA 6000 Nano Marker und
1 uL RNA (2min bei 70° C denaturiert), bzw. dem RNA 6000 Ladder (2min bei 70° C dena-
turiert) befiillt. Der vollstindig befiillte LabChip® wurde fiir eine Minute auf einem Vortexer
mit einem speziellen LabChip®-Aufsatz bei 2.400 rpm geschiittelt. AnschlieRend wurde der
LabChip® in dem Agilent 2100 Bioanalyzer fixiert und gemessen.

B.3.1. DNA-Chip

Fir das DNA-Chip-Experiment wurden pro Chip jeweils zwei Proben vorbereitet, die
mit unterschiedlichen Farbstoffen (Cyanin3 bzw. Cyaninb) markiert wurden. Um jeweils
drei Proben untereinander zu vergleichen (Zellen kultiviert in Standard-Proliferationsme-
dium NM, Differenzierungsmedium DM, bzw. BMP-2-Medium), wurde ein ,,Loop-Design®
eingesetzt. Dabei wurden pro Chip jeweils zwei unterschiedliche Proben mit verschie-
denen Farbstoffen direkt verglichen, so dass pro Experiment drei Chips angesetzt wur-
den (Standardmedium-Cy3 -+ Differenzierungsmedium-Cy5; Standardmedium-Cy5 + BMP-
Medium- Cy3; Differenzierungsmedium-Cy3 + BMP-Medium-Cy5).

Von der isolierten und analysierten RNA wurde eine cDNA der mRNA hergestellt. Wahrend
der reversen Transkription wurden in jeweils eine von zwei direkt zu vergleichende Proben Bio-
tinnukleotide, in die andere Fluoresceinnukleotide in die cDNA eingebaut. Zunéchst wurde die

RNA zusammen mit den Nukleotiden und Primern bei 65° C zehn Minuten lang denaturiert:
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6ug RNA

2uL Reaktionsmix-Konzentrat

1uL Biotin- oder Fluoresceinnukleotid
1pL Oligo-dT-Primer

1ull  Random-Primer

mit HoO auf 20 uL aufgefiillt.

Zu den Proben wurde dann die Reverse Transkriptase gegeben. Die reverse Transkription fand

bei 42° C zwei Stunden lang statt.

20 uI.  RNA-Mix von oben
2,5 ul. 10 x RT-Reaktionspuffer
2 ul,. AMV RT/RNase-Inhibitor-Mix.

Da Fluorescein lichtempfindlich ist, wurden alle folgenden Inkubationsschritte unter Lichtaus-

schluss durchgefiihrt.

Die cDNA wurde durch eine heifse alkalische Hydrolyse von den RNA-templates befreit. Dazu

wurden zu den Proben folgende Losungen gegeben und fiir 30 Minuten bei 65° C inkubiert:

2,5ul. 0,5M EDTA (pH 8,0)
2,5ul,. 1N NaOH.
Die Losung wurde nach dem Abkiihlen mit 6,5 uL. 1 M Tris-HCI] pH 7,5 neutralisiert.

Die Aufreinigung der ¢cDNA erfolgte mit dem PCR Purification Kit. Die cDNA wurde mit
300 puL. PBI-Puffer versetzt und auf eine zum Kit gehorende Séule aufgetragen. Nach Zentri-
fugation (16.200 x g, 1 min, Raumtemperatur) wurde der Durchlauf verworfen und die Saule
zuerst mit 700 uL 35%igem Guanidinhydrochlorid, dann mit 700 ul. PE-Puffer gewaschen
(jeweils Zentrifugation 16.200 X g, 1min, Raumtemperatur). Die Saule wurde trocken zen-
trifugiert (16.200 x g, 1 min, Raumtemperatur) und die cDNA zweimal mit 25 uL. EB-Puffer

(1:10 verdiinnt) eluiert (Zentrifugation bei 16.200 x g, 1 min, Raumtemperatur).

Die aufgereinigte cDNA wurde in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, in 15 yL. Hybridisie-
rungspuffer aufgenommen und bei 95° C 3 Minuten denaturiert. Die beiden jeweils zu ver-
gleichenden Proben wurden vereinigt und mit 3 ul. TopBlock versetzt. Die Proben wurden
auf den Chip transferiert, mit einem Deckglas abgedeckt und mit Fixogum versiegelt. Die

Hybridisierung erfolgte auf einem Schiittler {iber Nacht bei 42° C und 650 rpm.

Die Signale auf den DNA-Chips wurden mit dem NEN® Micromaz™ TSA™ Labeling and
Detection Kit verstarkt. Nach der Hybridisierung wurden die Chips nacheinander je fiinf
Minuten mit Waschpuffer 1, 2 und 3 (s.u.) unter Schiitteln und Lichtausschluss gewaschen.
Die Oberflichen wurden zehn Minuten mit 300 u. TNB-G geblockt und eine Minute unter

Schiitteln mit TNT-Puffer (s. u.) gewaschen. An die mit Fluorescein markierten Proben wurde
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iiber einen Anti-Fluorescein-Antikorper Peroxidase gebunden. Dazu wurden die Chips mit
200 puL. Anti-Fluorescein-HRP-Konjugat (HRP: horse raddish perozidase, 1 % in TNB-G) zehn
Minuten inkubiert und dreimal eine Minute unter Schiitteln mit TNT-Puffer gewaschen. Im
néchsten Schritt reagierte die an die Proben gebundene Peroxidase in einer Radikalreaktion
mit Tyramid, das mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin3 (Cy3) markiert war. Auf diese
Weise werden viele Molekiile des Fluoreszenzmarkers an die Probe gebunden, wo zuvor nur
ein Fluoresceinmolekiil war. Dadurch wird eine deutliche Signalverstarkung erreicht. Die Ra-
dikalreaktion erfolgte wiahrend einer 10-miniitigen Inkubation mit 250 ul. Cyanin-3-Tyramid
(0,2% in Ampli Diluent), worauthin erneut dreimal mit TNT-Puffer (je 5min) gewaschen
wurde. Zur Inaktivierung iiberschiissiger Peroxidase wurde zehn Minuten mit 300 uL. HRP
Inactivation Solution (0,3M Natriumacetat in HRP Inactivation Reagent) und dreimal eine
Minute mit TNT-Puffer gewaschen. Die Signalverstirkungsreaktion wurde dann mit dem
an Biotin bindenden Streptavidin und einem zweiten Fluoreszenzfarbstoff (Cyanin5, CyJ)
wiederholt. Dafiir wurde zun#chst zehn Minuten mit 200 uL. Streptavidin-HRP conjugate
solution inkubiert (1% in TNB-G), dreimal eine Minute mit TNT-Puffer gewaschen und
dann mit Cyanin-5-Tyramid (0,2% in Ampli Diluent) zehn Minuten inkubiert. Die Chips
wurden dann dreimal fiinf Minuten mit TNT-Puffer und dann mit 0,05 x SSC gewaschen. Die
in der Zentrifuge getrockneten Chips (1.200rpm, 2min) wurden mit dem GenePiz™™ 40008
im entsprechenden Kanal (Cy3, Cyd) ausgelesen.

Von jedem Chip wurden mehrere Scans bei unterschiedlichen Einstellungen fiir die Laser-
starke und die Vorspannung des Fotomultipliers (gain) durchgefiihrt. Sattigungseffekte der
Fluoreszenzintensititen konnten dadurch beriicksichtigt werden. Die von dem Softwarepro-
gramm GenePizPro 6.0 bei der Primérauswertung ,geflaggten” Spots (Spots mit anhand
der Form erkennbarer niedriger Giite bzw. Spots von geringer Intensitét, bei denen die
Hintergrundintensitdt hoher ist als die Signalintensitdt) wurden bei der Auswertung nicht
berticksichtigt. Mit den Hintergrund-bereinigten Daten wurde eine Normierung durchgefiihrt.
Fiir die Normierung iiber die unterschiedlichen Scans wurden die Daten je eines Zustands von
den Einzelscans aufsummiert und die Spots durch diese Summe geteilt. Von den iibrigen Spots
eines Gens wurde nach einem Ausreiffertest der Mittelwert gebildet. Um die unterschiedlichen
Zustande (NM, DM, BMP) zu vergleichen wurde ein studentischer ¢-Test durchgefiihrt.

Es wurden drei DNA-Chip-Experimente durchgefiihrt, bei denen die Zellen (huF 35,
huF 53, MG-63) mit unterschiedlichen Medien (Standard-Proliferationsmedium [NM],
osteogenes Differenzierungsmedium [DM]| und Differenzierungsmedium mit 10ng bzw.

50ng BMP-2 [BMP 10 bzw. BMP50]) fiir entsprechende Zeitrdume kultiviert wurden:
huF 35: NM - DM - BMP10 75d

huF 53: NM - DM - BMP50 23d
MG-63: NM - DM - BMP50 8d
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Abbildung B.3.: Gene, die in den adMSCs huF 35 unterschiedlich reguliert waren, nach-
dem die Zellen mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Standard-
Proliferationsmedium ohne osteogene Stimulantien, DM: osteogenes Differenzierungsmedium
mit Dexamethason, BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt). Die sich
verjiingenden Balken geben die Richtung der Regulierung an und weisen mit dem stumpfen
End auf das Medium, in dem das betreffende (grofigedruckte) Gen hochreguliert war. Die
Abkiirzungen der Gene sind in Tabelle B.2, Seite 151 aufgelistet.
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Abbildung B.4.: Gene, die in den adMSCs huF 53 unterschiedlich reguliert waren, nach-
dem die Zellen mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Standard-
Proliferationsmedium ohne osteogene Stimulantien, DM: osteogenes Differenzierungsmedium
mit Dexamethason, BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt). Die sich
verjlingenden Balken geben die Richtung der Regulierung an und weisen mit dem stumpfen
End auf das Medium, in dem das betreffende (grofgedruckte) Gen hochreguliert war. Die
Abkiirzungen der Gene sind in Tabelle B.2, Seite 151 aufgelistet.
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Abbildung B.5.: Gene, die in den MG-63-Zellen unterschiedlich reguliert waren, nach-
dem die Zellen mit unterschiedlichen Medien kultiviert worden waren (NM: Standard-
Proliferationsmedium ohne osteogene Stimulantien, DM: osteogenes Differenzierungsmedium
mit Dexamethason, BMP: Differenzierungsmedium zusétzlich mit BMP-2 versetzt). Die sich
verjiingenden Balken geben die Richtung der Regulierung an und weisen mit dem stumpfen
End auf das Medium, in dem das betreffende (grofgedruckte) Gen hochreguliert war. Die
Abkiirzungen der Gene sind in Tabelle B.2, Seite 151 aufgelistet.
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Tabelle B.2.: Verwendete Abkiirzungen fiir Genbezeichnungen in den Abbildungen B.3-B.5.

ADAM-10
ADAM-17
ADAMTS1
AGC1
BMP1
BMP2
CAV1
CDMP1
CEP-68
CLC
Col1A2
Col2A1
Col3A1
Col6A1
Col9A2
Col10A1
Coll1A1
Coll12A1
Col16A1
Col19A1
CRABP1
CRTAP
CTGF
CYR61
DEFB2
DHH
DPT
FKHR
GBP4
GPC5h
HAS-1
IBSP
IGF-1a
IGFBP2
IGFBP4

a disintegrin and metalloproteinase domain 10
a disintegrin and metalloproteinase domain 17
ADAM-Metallo-Peptidase mit Thrombospondin-Typ 1-Motiv, 1
Aggrecan

bone morphogenetic protein-1

bone morphogenetic protein-2

Caveolin 1

cartilage-derived morphogenetic protein-1
cartilage acidic protein 1

cardiotrophin-like cytokine factor 1

a2-Kette von Kollagen I

al-Kette von Kollagen IT

al-Kette von Kollagen ITI

al-Kette von Kollagen VI

a2-Kette von Kollagen IX

al-Kette von Kollagen X

al-Kette von Kollagen XI

al-Kette von Kollagen XI

al-Kette von Kollagen XVI

al-Kette von Kollagen XIX

cellular retinoic acid binding protein 1
cartilage associated protein

connective tissue growth factor

cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

Defensin 52

desert hedgehog homolog (Drosophila)
Dermatopontin

forkhead box O1A

guanylate binding protein 4

Glypikan 5

Hyaluronan-Synthase 1

integrin-binding sialoprotein, bone sialoprotein II BSP-2
insulin-like growth factor 1 insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1
insulin-like growth factor binding protein 2

insulin-like growth factor binding protein 4
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IGFBP7 insulin-like growth factor binding protein 7

IL6ST interleukin 6 signal transducer
ITGAV Integrin aV

LECT2 leukocyte cell-derived chemotaxin 2
LUM Lumican

MATN1 Matrilin 1

MMP1 Matrix-Metallo-Peptidase 1
MMPS Matrix-Metallo-Peptidase 8

MMP10 Matrix-Metallo-Peptidase 10
MMP17 Matrix-Metallo-Peptidase 17

MT2A Metallothionein 2A
NFYB nuclear transcription factor vy, 3
OSF1 Pleiotrophin

PCOLCE procollagen C-endopeptidase enhancer protein

Prokollagen-C-Endopeptidase-Verstarker-Protein
RGS19IP1  regulator of G-protein signalling 19 interacting protein 1
SAMHD1 SAM domain and HD domain, 1

SCYA2 Chemokine (C-C motif) ligand 2

SMAD5 SMAD family member 5

SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4

TGFBR3 TGF-8 Typlll-Rezeptor

THBS1 Thrombospondin 1

TIP39 Tuberoinfundibular 39 residue protein precursor

WISP2 WNT1 inducible signaling pathway protein 2
Gerite
Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Boblingen
Scanner GenePiz™ /000B Axon Instruments
Vakuumzentrifuge

Eppendorf concentrator 5301 Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf
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Chemikalien

Hybridisierungspuffer MWG Biotech AG, Ebersberg
PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
TopBlock Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

TSA™ Labeling and Detection Kit PerkinElmer Life Sciences, USA

20x SSC, pH 7: 1753g NaCl
88,3g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
auf 1L aufgefiillt.

Waschpuffer 1: 100mL 20 x SSC
10mL SDS (10 %)
Mit Wasser auf 1L aufgefiillt und sterilfiltriert.

Waschpuffer 2: 50mL 20 x SSC
Mit Wasser auf 1L aufgefiillt und sterilfiltriert.

Waschpuffer 3: 5mL 20 x SSC
Mit Wasser auf 1L aufgefiillt und sterilfiltriert.

TN-Puffer: 0,1M TrisHCL
0,15M NaCl
pH-Wert mit NaOH auf 7,5 eingestellt, mit HoO
auf 1L aufgefiillt und sterilfiltriert.

TNB: 100mL TN-Puffer
0,5¢g blocking reagent
Bei 60° C gelost und sterilfiltriert.

TNB-G: xmL TNB

10% Ziegenserum

TNT-Puffer: 0,1M TrisHCL
0,15M NaCl
0,056%  Tween 20
pH-Wert mit NaOH auf 7,5 eingestellt, mit HoO
auf 1L aufgefillt und sterilfiltriert.
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Abbildung B.6.: In Glasobjekttriger wurden entweder eine grofie zentrale Vertiefung oder
16 kleine Vertiefungen gefrést, die spater mit Polymer gefiillt wurden.

B.4. Protein-Chip

B.4.1. Herstellung der Trager fiir die Protein-Microarrays

Die Protein-Chips wurden in Zusammenarbeit mit Marina Slabospitskaya wéhrend ihres drei-
monatigen Gastaufenthaltes am Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Han-
nover entwickelt. In der Feinmechanikwerkstatt des Instituts fiir Technische Chemie der Leib-
niz Universitdt Hannover wurden in Objekttréger (75 mm x 25 mm) mit einem Diamantfrés-
kopf entweder eine grofe zentrale Vertiefung (18 mm x 60 mm) oder 16 kleine Vertiefungen
(6 mm x 6 mm) der Tiefe 200 um gefrist (vgl. Abbildung B.6). Die Objekttrager wurden eine
Stunde lang mit 1M NaOH gewaschen, gefolgt von fiinf Minuten mit 5%iger HCI und fiinf
bis zehn Minuten mit Wasser. Anschliefend wurden sie bei 100° C getrocknet.

Zur Aktivierung wurden die Oberflachen der Vertiefungen 17-20 Stunden lang im Dunkeln mit
Methacrylséure-|3-(trimethylsilyl)-propylester| (15 % in Toluol) inkubiert. Nach dieser Silani-
sierung wurden die Objekttréger je dreimal fiinf Minuten mit Aceton und Ethanol gewaschen
und anschliefend bei maximal 40° C getrocknet.

Fiir die Bildung der Polymerschicht wurden die Vertiefungen gleichméfig mit Monomerenlo-
sung (s.u.) gefiillt und zur Polymerisierung 30 Minuten lang mit einer UV-Lampe bestrahlt.
Mit Alkohol (Isopropanol oder Ethanol) wurde die Polymerisierung gestoppt. Der Objekttra-
ger mit der Polymeroberfliche wurde entweder iiber Nacht bei Raumtemperatur oder drei
Stunden bei 70° C mit Alkohol gewaschen. Danach folgte ein zweistiindiger Waschgang mit
50%igem Alkohol und ein zweistiindiger Waschgang mit Wasser. Die Objekttrager mit der
Polymeroberfliche wurden bei Raumtemperatur feucht gelagert. Unmittelbar vor der Verwen-
dung wurden die Objekttrager zunéchst kurz mit Wasser gewaschen und dann 30 Minuten
mit PBS inkubiert.
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Monomerenlésung: 1,2mL  Cyclohexanol
0,48mL  Glycidylmethacrylat, GMA
0,32mL  Ethylenglykoldimethacrylat, EDMA
8,36 mg 2-Hydroxy-2-methylpropiophenon (Darcour-1173)

B.4.2. Protein-Chips mit Maus-Immunglobulin G als Testsystem

Das System aus Maus-IgG und Anti-Maus-IgG diente als Modellsystem und wurde fiir die
Grundcharakterisierung der Polymeroberflache des Protein-Chips eingesetzt.

Waihrend des gesamten Versuches wurde darauf geachtet, dass die Polymeroberfliche nicht
austrocknete. In einem Kontaktdruckverfahren wurden zehn Punkte (Spots) mit jeweils 500 pL
Maus-IgG auf die Polymeroberfliache aufgebracht (fiinfmal Aufsetzen (hit) pro Spot mit 100 pL
pro hit). Fiir die Immobilisierungsreaktion wurde der Objektréger 17 Stunden bei 37° C feucht
inkubiert. Danach folgten drei 40-miniitige Waschgénge (200 rpm bei Raumtemperatur) mit
PBS, 2M NaCl und wieder mit PBS. Die Oberfliche wurde mit BSA (1% in PBS) geblockt
(200 rpm bei Raumtemperatur), damit im Folgenden weder Analyt noch Detektionsantikor-
per kovalente Bindungen mit der Methacrylat-Oberfliche eingehen konnten. Die Oberflache
wurde fiinf Minuten mit PBS und zweimal fiinf Minuten mit Wasser gewaschen. Die Hybridi-
sierung mit Ziegen-Anti-Maus-IgG gekoppelt an das Fluorophor Alexa Fluor-555 (200 ng/mL
in PBS mit 0,2 % TopBlock) erfolgte feucht fiir 2 Stunden unter Schiitteln (300 rpm) in einer
speziellen Hybridisierungskammer.

Der Monolith-Chip wurde verglichen mit einem kommerziellen Aldehyd-Chip. Fiir diesen wur-
de die Versuchsdurchfiihrung an die Vorgaben des Herstellers angeglichen: Zur Immobilisie-
rung wurde eine Stunde bei 4° C inkubiert und anschlieffend nur dreimal 5 Minuten (PBS,
NaCl, PBS) gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden mit beiden Chips in gleicher Weise
durchgefiihrt.

B.4.3. Protein-Chip zum Nachweis von humanem Osteopontin und Kollagen |

Der Protein-Chip wurde aufgebaut, um iiber die Detektion von Osteopontin und Kollagen I
in Kulturiiberstanden die osteogene Differenzierung von Zellen beobachten zu koénnen.

Die Fanger-Antikorper fiir Osteopontin (monoklonales Anti-Osteopontin, 1 mg/mL in PBS)
bzw. KollagenI (monoklonales Anti-KollagenI, 1 mg/mL in PBS) wurden auf dieselbe Weise
immobilisiert wie Maus-IgG (s.0.). Die Oberfliche wurde wie oben gewaschen, geblockt und
danach dreimal mit 0,05 % Tween 20 in PBS gewaschen. Die Inkubation mit Osteopontin bzw.
Kollagen I erfolgte fiir zwei Stunden bei 25° C und 300 rpm. Nach erneutem dreimaligen Wa-
schen mit 0,05 % Tween 20 in PBS (je fiinf Minuten) erfolgte die Inkubation mit dem Detekti-
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onsantikorper (polyklonales Biotin-anti-Osteopontin bzw. polyklonales Biotin-anti-Kollagen-I,
1 pg/mL in PBS /0,2 % TopBlock) fiir 30 Minuten bei 25° C und 300 rpm. Wieder wurde die
Oberflache dreimal fiinf Minuten mit 0,05 % Tween 20 in PBS gewaschen und es folgte die
letzte Inkubation mit dem an Streptavidin gekoppelten Cyanin3 (1,8 ug/mL in PBS /0,2 %
TopBlock) fiir 30 Minuten bei 25° C und 300 rpm. Nach dem letzten Waschgang (dreimal fiinf
Minuten mit 0,05 % Tween 20 in PBS) wurde der Objekttrager getrocknet.

Die Fluoreszenz der einzelnen Spots wurde im GenePiz™4000B ausgelesen. Alle Chips wur-
den mit voller Laserleistung aber verschiedenen Einstellungen des Fotomultipliers (gain)
gescannt. Die Fluoreszenzintensitéten der einzelnen Spots und die jeweilige Hintergrundinten-
sitdt wurde mit der Software ImaGene 5.0 (BioDiscovery) aus den digitalen Aufnahmen der
Scans bestimmt.

Fiir die Auswertung wurden von jedem einzelnen Scan Mittelwert (signal mean, SM) und
Standardabweichung der Fluoreszenzintensitét der zehn gleichen Spots sowie der zugehorigen
Hintergrundintensitéit (background mean, BM) ermittelt. Die Hintergrundintensitéit wurde von
der Fluoreszenzintensitéit des Spots abgezogen und die Standardabweichung der Differenz be-
rechnet. Das Signal-Rausch-Verhéltnis (signal to noise ratio, SNR) ist der Quotient aus der
Differenz von Signalintensitdt und Hintergrundintensitdt und der Standardabweichung der

Hintergrundintensitét:

SM — BM
SNR= ———— . B.1
Stabw(BM) (B-1)
Derjenige Scan, bei dem der Mittelwert des SNR maximal war, wurde zur weiteren Auswer-
tung herangezogen. Zum Vergleich unterschiedlicher Chips wurden immer Scans mit dem-
selben Gain verwendet. Bei den 16-Feld-Chips wurde von den Feldern, die mit derselben

Analytlésung inkubiert worden waren, die Feld-zu-Feld-Standardabweichung als coefficient of

variation (CV) berechnet:

Stabw(SM)

CcV = - 100 . B.2
Mittelwert(SM) % (B-2)
Gerite
Hybridisierungsofen Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Scanner GenePiz™ 4000B Axon Instruments

Spotter (417™ Arrayer) Affymetrix, MWG Biotech AG, Ebersberg
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Verbrauchsmaterialien

Aldehyd-Chips (VSS-25 Silylated Slides)
Hybridisierungskammern
ProPlate™ Multi- Array Slide System

SecureSeal™ Hybridization Chambers

Chemikalien

Alexa Fluor 555-Ziegen-anti-Maus-IgG
Anti-Kollagen I (monoklonal)
Anti-Kollagen I-Biotin (polyklonal)
Anti-Osteopontin (monoklonal)
Anti-Osteopontin-Biotin (polyklonal)
Cyanin-3-Streptavidin
Ethylenglykoldimethacrylat
Glycidylmethacrylat
2-Hydroxy-2-methylpropiophenon
KollagenI (human)

Maus-IgG

Methacrylséure-|3-(trimethylsilyl)-propylester|

Osteopontin (human)
TopBlock

Cel Associates Inc., USA

Grace Bio-Labs Inc.
Grace Bio-Labs Inc.

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Dianova GmbH, Hamburg

Dianova GmbH, Hamburg

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
ZYMED Laboratories Inc., USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim



C. Mechanische Stimulation

Die Silikonschalen fiir die mechanische Stimulation wurden hergestellt aus einem Zweikom-
ponenten-Silikonkautschuk (Elastosil® RT 601), der bei 60-100° C in einer Polyadditionsre-
aktion vulkanisiert wurde. Dazu wurde der Kautschuk nach Herstellerangaben 9:1 mit dem
Vernetzer gemischt und in spezielle Gussformen gefiillt, die von der Feinmechanikwerkstatt
des Instituts fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover hergestellt worden wa-
ren. Die Luftblasen, die durch das Mischen eingetragen worden waren, wurden im Vakuum
entfernt. Uber Nacht wurde das Silikon ausgehirtet.

Vor Gebrauch wurden die Silikonschalen autoklaviert und drei Tage lang in DMEM ohne wei-
tere Zusétze eingelegt, damit das Silikon wahrend der Kultivierung keine Substanzen mehr ins
Medium abgibt. Die Silikonschalen wurden mehrfach verwendet, indem sie nach einer Kultivie-
rung griindlich gereinigt und erneut autoklaviert wurden. Unmittelbar vor der Besiedelung der
Schalen wurden die Vertiefungen der Schalen iiber Nacht mit Standard-Proliferationsmedium

gefiillt, so dass Serumproteine wie Adhésionsfaktoren an die Kulturoberfliche binden konnten.

Die Silikonschalen wurden mit einer semiokklusiven Folie (Tegaderm™) verschlossen, die
einen Gasaustausch zulésst, fiir Fliissigkeiten und Bakterien aber undurchlissig ist. Damit ist
die Sterilitdt gewédhrleistet und die Verdunstung des Mediums wird verhindert, wéhrend ein

Gasaustausch des Mediums mit der Inkubatoratmosphére zugelassen wird.

Die Stimulationsapparatur wurde von der Feinmechanikwerkstatt des Instituts fiir Technische
Chemie der Leibniz Universitdt Hannover in Zusammenarbeit mit der Elektronikwerkstatt
hergestellt. Sie besteht aus zehn Einspannvorrichtungen, in denen die Silikonschalen an einer
Seite von einer fixen Backe, auf der anderen Seite von einer beweglichen Backe befestigt
werden. Die bewegliche Backe wird iiber eine Welle von einem Schrittmotor bewegt. Die
Motoren werden angesteuert von einem computergestiitzten Steuergerit, das einzelne Schalen

unabhéngig voneinander oder auch parallel ansteuern kann.

Die Dehnung wurde zyklisch mit einer Frequenz von 1Hz und einer Dehnungsstiarke von
5% appliziert, wobei verschiedene Dehnungsprogramme angewandt wurden. Die eingesetzten
Stimulationszeiten betrugen 15min, 60 min, 2h, 4h und 8h. Jedes Experiment wurde aus
mindestens drei Versuchsreihen zusammengesetzt: bei der ersten Versuchsreihe wurde einma-

lig fiir die jeweilige Zeit zyklisch gedehnt. Bei der zweiten wurde dreimal hintereinander fiir
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Abbildung C.1.: Technische Zeichnung der Einspannvorrichtung fiir die mechanische Sti-
mulation. Links: Seitenansicht mit Motorblock. Rechts: Aufsicht ohne Motorblock.

dieselbe Zeit gedehnt, wobei zwischen den einzelnden Stimulationszeitrdumen eine Pause ein-
gelegt wurde, die jeweils doppelt so lang war wie die Stimulationszeit. Die dritte Versuchsreihe
diente als statische Kontrolle und die Schalen wurden genauso behandelt wie bei den ersten
Versuchsreihen, jedoch ohne dass sie gedehnt wurden. Bei den langeren Versuchen wurde eine
zweite statische Kontrolle als vierte Versuchsreihe mitgefiihrt, die parallel zu der dreimaligen
Stimulation durchgefiihrt wurde. Damit wurde ausgeschlossen, dass die ldngere Kulturzeit
bei den dreimal stimulierten Proben auf die Ergebnisse Einfluss nimmt. Zusétzlich zu diesen
Stimulationsprogrammen wurde ein Programm mit kontinuierlich steigender Stimulations-
zeit appliziert. Dabei wurden alle erwahnten Stimulationszeiten hintereinander appliziert mit
entsprechend doppelt so langen Pausen. Dieses Programm begann also mit 15 Minuten Sti-
mulation, gefolgt von 30 Minuten Pause, 60 Minuten Stimulation ... und endet mit einer

achtstiindigen Stimulation. Jede Versuchsreihe umfasste sechs einzelne Silikonschalen.

C.1. Stimulation mesenchymaler Stammzellen auf einer

zweidimensionalen Kulturoberflache

Eine Woche vor Besiedelung der Schalen wurde das Kulturmedium der Zellen von Standard-
Proliferationsmedium zu Differenzierungsmedium gewechselt. Jede Silikonschale wurde mit
200.000-300.000 Zellen in 3 mL Medium besiedelt und kultiviert, bis die Zellen fest adhé&riert
waren. Das Medium wurde genau 24 Stunden vor Versuchsbeginn gegen Reduktionsmedium
mit nur 1 % Serum getauscht. Wahrend der Kultivierung mit einer nur geringen Serumkonzen-
tration gehen die Zellen in die Gg-Phase des Zellzyklus {iber, in der die Proliferation aussetzt
und DNA- und Proteinsynthese minimal sind. Zu Versuchsbeginn wurde das Reduktionsme-
dium wieder gegen Differenzierungsmedium getauscht, so dass der Zellzyklus der Zellen von
diesem Zeitpunkt an weitgehend synchron verlief. Durch diese Prozedur kénnen versuchsbe-

dingte Effekte der Genexpression und Proteinsynthese optimal beobachtet werden.
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Die Zellen wurden mit den unterschiedlichen zeitlichen Programmen zyklisch mit 1 Hz um
5% gedehnt. Nach Beendigung des Experiments wurden die Zellen in den Silikonschalen mit
PBS gewaschen und mit Hilfe eines Zellschabers von der Kulturoberflache gelost. Die Zellen

wurden in PBS aufgenommen und abzentrifugiert.

MTT-Test Die Viabilitdt der Zellen nach der mechanischen Stimulation wurde mit Hilfe
eines MTT-Tests untersucht. Bei diesem Test wird das gelbe MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
y1)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid) durch Dehydrogenasen in den Mitochondrien lebender
Zellen zu einem blauen Formazan verstoffwechselt. Die Konzentration des Formazans (gemes-
sen tiber seine Absorption gelben Lichtes) dient als Maf fiir die Viabilitat bzw. Proliferation
der Zellen.

Fiir den MTT-Test wurden die Zellen in 750 uL. Standard-Proliferationsmedium und 75 uL
MTT-Lo6sung aufgenommen. Von dieser Suspension wurden siebenmal 110 uLi in die Vertie-
fungen einer 96-Loch-Platte pipettiert und 4 Stunden lang bei 37° C und 5 % COs inkubiert.
Als Referenz diente Kulturmedium. Die gebildeten Formazankristalle wurden nach Zugabe
von SDS-Losung (10 % in 0,01 N HCI) wéhrend einer Inkubation iiber Nacht aufgelost. Die
Formazankonzentration wurde photometrisch iiber die Messung der Extinktion bei einer Wel-

lenldnge von 570 nm gegen die Referenzwellenldnge von 630 nm im Plattenlesegerét bestimmt.

PCR Die Expression knochenspezifischer Marker nach der mechanischen Stimulation wur-
de mit Hilfe einer RT-PCR untersucht. Die Zellpelletts aus den einzelnen Silikonschalen des
jeweiligen Experimentes wurden in jeweils 500 uL Trizol® aufgenommen. Wie oben beschrie-
ben, wurde aus den Zellen jeder einzelnen Schale die Gesamt-RNA isoliert und die mRNA
in cDNA umgeschrieben (vgl. Abschnitt B.2, Seite 140). Fiir die PCRs wurde die cDNA der
einzelnen Proben aus einer Versuchsreihe gepoolt eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden im
Agarose-Gel aufgetrennt und die Stéarke der mit Ethidiumbromid gefarbten Banden wurde
semidensitometrisch ausgewertet. Die Bandenintensitaten der Knochenmarker wurden bezo-
gen auf die Bandenintensitidten der parallel durchgefiihrten gepoolten GAPDH-PCR. Die so
erhaltenen Daten sind also experimentelle Mittelwerte aus sechs Einzelversuchen, entstanden
durch das Poolen der Proben vor der PCR. Um die Varianzen der einzelnen Proben abschét-
zen zu konnen, wurde zusétzlich eine GAPDH-PCR mit der ¢cDNA der einzelnen Proben
durchgefiihrt.

AP-Test Fiir den Aktivitatstest der Alkalischen Phosphatase (AP) wurden die Zellen mehr-
fach mit PBS gewaschen und anschliefend in 320 uL. PBS aufgenommen. Von dieser Zellsus-

pension wurden sechsmal 50 pLL in die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte pipettiert. Zuséatzlich
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wurde als Referenzwert einmal 50 uL. PBS in eine Vertiefung der Platte gegeben. Die Proben
wurden bis zur Durchfiihrung des Aktivitétstests bei -20° C gelagert.

Durch das Einfrieren der Proben wurden die Zellen aufgebrochen, so dass die Alka-
lische Phosphatase fiir die Messung zugéinglich wurde. Zu den Proben wurden 125 uL
p-Nitrophenylphosphat (Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) Liquid Substrate System for
ELISA) gegeben, das von der Alkalischen Phosphatase wéihrend der folgenden halbstiindigen
Inkubation bei 37° C zu dem gelben Nitrophenol umgesetzt wurde. Die Konzentration dieses
Farbstoffs wurde photometrisch durch Messung der Extinktion bei 405nm im Plattenlese-
gerdt bestimmt. Die Werte wurden indirekt auf die Zellzahl normiert, indem sie durch die

zugehorigen Werte des MTT-Tests geteilt wurden.

C.2. Stimulation einer Modellzelllinie in einem

dreidimensionalen Kollagennetzwerk

Die Stimulation von Modellzellen in einer Kollagenmatrix und die dazugehorigen Analysen
wurden von Stefanie Bohm im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefiihrt.

Die bisher eingesetzten Silikonschalen wurden so modifiziert, dass Zellen in dem dreidimen-
sionalen Netzwerk eines Kollagengeriistes (Matristypt®) gedehnt wurden. Dazu wurden die
Silikonschalen zundchst ohne Boden hergestellt. Die oben und unten offenen Schalen wurden
auf ein Stiick Matristypt® passender GroRe gesetzt und mit diesem durch fliissiges Silikon
verklebt. Nach unten hin wurden die Schalen durch eine separat hergestellte diinne Silikon-
platte abgeschlossen.

Die Schalen mit Matristypt®-Boden konnten nicht autoklaviert werden, da Kollagen nicht
hitzestabil ist. Zur Sterilisierung wurden die Schalen zunéchst {iber Nacht mit UV-Licht be-
strahlt und anschliefsend zwei Stunden mit Isopropanol inkubiert. Durch griindliches Wa-
schen mit PBS wurde das Isopropanol entfernt und die Schalen zwei Tage mit Standard-
Proliferationsmedium inkubiert.

Die Matristypt®-Oberfliche wurde mit 500.000 MG-63-Zellen in 3 mL Differenzierungsmedi-
um besiedelt. Damit die Zellen nicht nur auf der Oberfliche des Kollagennetzwerks wuchsen,
wurden sie bei 300 x g fiir eine Minute in das Netzwerk einzentrifugiert. Nach sieben Ta-
gen Kultivierung in Differenzierungsmedium auf dem Kollagengeriist, wurde die Serumkon-
zentration des Mediums (wie oben beschrieben) fiir 24 Stunden auf 1% reduziert. Das Re-
duktionsmedium wurde durch Differenzierungsmedium ersetzt und der Stimulationsversuch

durchgefiihrt.

Nach dem Dehnungsexperiment wurde das Kollagengeriist aus den Schalen entfernt. Je drei

kleine Stiicke (5mm x 5mm) wurden aus dem Matristypt® jeder einzelnen Schale herausge-
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schnitten und fiir einen MTT- und einen AP-Test eingesetzt bzw. fiir die Praparation von
Gefrierschnitten in Neg 50 frozen section medium bei -80° C eingefroren. Das verbleibende
grofie Stiick wurde mit PBS gewaschen und fiir eine PCR in Trizol® eingefroren.

Fiir den AP-Test wurden die Matristypt®-Stiicke mit PBS gewaschen, in die Vertiefungen ei-
ner 96-Loch-Platte gegeben und eingefroren. Der AP-Test wurde wie oben beschrieben durch-
gefiihrt (s. Seite 160). Zur Messung der Absorption wurden die Matristypt®-Stiicke entfernt.
Fiir den MTT-Test wurden die mit Zellen besiedelten und stimulierten Matristypt®-Stiicke
in die Vertiefungen einer neuen 96-Loch-Platte gegeben. Je 100 L. frisches Medium und 10 pLL
MTT-Losung wurden zugegeben und der MTT-Test wie oben beschrieben durchgefiihrt (s. Sei-
te 160). Zur photometrischen Messung der Formazankonzentration wurden die Matristypt®-
Stiicke entfernt.

Aus den in Trizol® aufgenommenen Proben wurde wie oben beschrieben die Gesamt-RNA
der Zellen isoliert und die mRNA in ¢cDNA umgeschrieben (s. Abschnitt B.2, Seite 140). Wie
auch bei den Stimulationsversuchen in den unmodifizierten Silikonschalen, wurde die cDNA
aller Proben einer Versuchsreihe gepoolt in die PCR eingesetzt.

Die in Neg 50 frozen section medium bei -80° C eingefrorenen Proben wurden auf -20° C er-
warmt und mit einem Mikrotom wurden 25 ym diinne Gefrierschnitte angefertigt. Die Schnitte
wurden auf Objekttrager gebracht und verschiedenen Farbemethoden unterzogen: Immunfluo-
reszenzfarbung von Cbfa-1/Runz2 und Alkalischer Phosphatase (AP) sowie Farbung minera-

lisierter extrazellularer Matrix mit Alizarinrot und Calcein.

Immunbhistologische Farbung Die Herstellung der Diinnschnitte und die immunhistologi-
schen Farbungen wurden in den Laboratorien der Plastischen Hand- und Wiederherstellungs-
chirurgie der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt.

Bei der Immunfluoreszenz wird die Spezifitidt der Antigen-Antikérper-Bindung ausgenutzt,
um Proteine in einem histologischen Préparat mit einem Fluoreszenzfarbstoff anzufarben.
Die hohe Spezifitit der Antikérper und die Sensitivitit der Fluoreszenzfarbstoffe machen eine
Detektion von geringsten Proteinmengen moglich.

Die Gefrierschnitte wurden zunéchst auf den Objekttragern mit Paraformaldehyd fixiert
(30 min). Die Proben wurden dreimal mit deionisiertem Wasser (dH20) gewaschen und dann
mit 0,1%igem Triton-X 100 demaskiert. Nach erneutem Waschen (dreimal mit dH2O) wurden
sie 30 Minuten lang mit 2% FCS in PBS geblockt, um eine unspezifische Bindung der Anti-
korper im Folgenden zu verhindern. Die Proben wurden eine Stunde lang mit monoklonalem
Maus-anti-human-AP und polyklonalem Kaninchen-anti-human-Cbfa-1/Runz?2 bei 37° C und
5% COq inkubiert und danach dreimal mit dHoO gewaschen. Die Inkubation mit den sekun-
déren Antikorpern (anti-Maus gekoppelt an Alexa Fluor-488 bzw. anti-Kaninchen gekoppelt

an Alexa Fluor-680) wurde 30 Minuten lang durchgefiihrt. Die Proben wurden gewaschen
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(dreimal mit dH20), getrocknet und, mit Vectorshield versehen, mit einem Deckgldschen
abgedeckt. In Vectorshield ist der Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
enthalten, der die Zellkerne anfarbt. Die Farbungen wurden unter dem Mikroskop bei 305 nm

(DAPI-Férbung), 488 nm (AP-Farbung) und 680 nm (Cbfa-1/Runz2-Farbung) fotografiert.

Alizarinrot / Calcein-Doppelfiarbung Die Gefrierschnitte der auf Matristypt® stimulierten
Zellen wurden zunéchst mit Alizarinrot und dann Calcein gefarbt. Alizarinrot bildet mit Cal-
cium einen roten und Calcein einen griin fluoreszierenden Chelatkomplex.

Die Gefrierschnitte wurden mit PBS gewaschen und 30 Minuten mit eiskaltem Ethanol fi-
xiert. Anschlieffend wurden die Schnitte zweimal mit PBS gewaschen und 15 Minuten in einer
Alizarinrot-Losung (1 % Alizarinrot in 2 % Ethanol) gefarbt. Zur Entfarbung des Hintergrun-
des wurde mehrfach mit PBS gewaschen.

Anschliefend wurden die Gefrierschnitte unter Lichtausschluss mit Calcein-Losung (5 ug/mL
in dH50O) {iber Nacht inkubiert. Der Hintergrund wurde durch Waschen mit PBS entférbt.
Jeweils dieselben Bildausschnitte der gefarbten Schnitte wurden im Phasenkontrastmikroskop
fiir die Alizarinrot-Farbung bzw. im Fluoreszenzmikroskop (Exzitationswellenlédnge: 485 nm,

Emissionswellenlédnge: 535 nm) fiir die Calcein-Féarbung fotografiert.

Gerite
Plattenlesegerit
Model 680 Microplate Reader Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Mikrotom HM 560 Microm, Walldorf
Zentrifuge 5415R Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf

Verbrauchsmaterialien

Mikrotiterplatten Sarstedt AG, Nimbrecht
Tegaderm™ 3 M Health Care, Neuss
Zellschaber Sarstedt AG, Niimbrecht

Chemikalien

Alizarinrot S Fluka Chemie AG, Seelze
Antikorper
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Alexa-488-Anti-Maus Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa-680-Anti-Kaninchen Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Kaninchen-anti-human- Cbfa-1 /Runz?2 Abcam PLC, Cambridge
Maus-anti-human-AP Abcam PLC, Cambridge
Calcein Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Elastosil® RT 601 A,B Wacker Chemie AG, Riemerling
Matristypt® Dr. Suwelack Skin & Health Care AG, Billerbeck
MTT Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Neg 50 frozen section medium Richard-Allan Scientific, Kalamzoo MI

p-Nitrophenylphosphat Alkaline Phos-

phatase Yellow (pNPP) Liquid

Substrate System for ELISA Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roti® Histokit Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Vectorshield Vector Laboratories, Burlingame
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Abbildung C.2.: Mechanismen der Mechanotransduktion. Dargestellt sind die Signale, die

ausgehend von den Integrinen in den Fokalkontakten iiber das Zytoskelett die Genexpres-

sion im Kern beeinflusst wird. Prostaglandin Eo wird ausgeschiittet und aktiviert autokrin
iiber G-Proteine den Inositolphosphat-Signaltransduktionsweg. Dieser sorgt fiir die Ausschiit-

tung von Calcium-Ionen aus zellinternen Speichern (Endoplasmatisches Retikulum, ER) und

aktiviert die Proteinkinasen A und C (

autokrine Effekte hat.

PKA, PKC). Stickstoffmonoxid wird gebildet, das



D. Kultivierung im Bioreaktor

D.1. Zellwachstum auf Sponceram

Das Wachstum von Zellen auf einer Matrix wurde mit Hilfe eines MTT-Tests untersucht.
Fiir den MTT-Test wurden die Zellen auf kleinen Stiickchen (etwa 3 mm Durchmesser) der
jeweiligen Geriistsubstanz kultiviert. 15.000 Zellen in 80 uL. Standard-Proliferationsmedium
wurden in einer 96-Loch-Platte auf ein Stiick der Geriistsubstanz gegeben und 30 Minuten im
Inkubator mit 350 rpm geschiittelt. Die besiedelten Konstrukte wurden in eine neue 96-Loch-
Platte tiberfiihrt und mit 200 pl. Medium fiir die entsprechende Zeit kultiviert. Falls notig
wurde in diesem Zeitraum ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

Fiir den MTT-Test wurden die Geriistsubstanzstiicke in eine neue 96-Loch-Platte iiberfiihrt
und der Test wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt (s. Abschnitt C.1, Seite 160). Als Ne-

gativkontrolle wurde bei jedem Versuch ein unbesiedeltes Stiick Geriistsubstanz mitkultiviert.

D.2. Oberflaichenmodifikation von Sponceram

Die Modifikation der Sponceram®-Oberfliche wurde in Zusammenarbeit mit Victor Korz-
hikov wéihrend seines halbjidhrigen Gastaufenthaltes im Institut fiir Technische Chemie der
Leibniz Universitdt Hannover durchgefiihrt. Seine Arbeiten wurden von Stefanie Roker im
Rahmen ihrer Doktorarbeit und Franziska Bode in ihrer Diplomarbeit im Institut fiir Tech-
nische Chemie weitergefiihrt.

Fiir die Oberflichenmodifikation wurde Sponcerm® 30-90 in kleine Stiicke (Durchmesser ca.
3mm, 15-20mg) zerteilt. Fiir die Untersuchung der Zytotoxizitit der Polymere und ihrer De-
rivate wurden diese in verschiedenen Konzentrationen zum Kulturmedium zugefiigt und ein

MTT-Test wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Adsorption an Sponceram Um Adhésion und osteogene Differenzierung von Zellen auf
Sponceram® zu unterstiitzen, wurden bioaktive Molekiile (RGD-Peptid, Poly-L-Lysin,
BMP-2) iiber einen Polymerspacer (Polymethacrylamidoglukose, pMAG, und Poly[Meth-
acrylamidoglukose- co-Vinylpyrrolidon- co-Acrolein|, pMVA) an die Sponceram®-Oberfléche



167

adsorbiert. Fiir die Adsorption wurden sterile Sponceram®-Stiicke (Durchmesser ca. 3mm
bzw. 15-20 mg) iiber Nacht mit einer sterilen Losung des Polymers oder Konjugats (1 mg/mL)
langsam rotiert (2rpm). Anschliefend wurden die Komposite zweimal mit PBS gewaschen
und dann zwei Stunden mit Standard-Proliferationsmedium inkubiert (37° C, 5% COz). Das
Medium wurde abgenommen und in einer 96-Loch-Platte wurden auf jedes Komposit-Stiick
20.000 Zellen in 80 uL. Medium gegeben. Um eine homogene Verteilung der Zellen auf der
Keramikoberfliche zu erreichen, wurde die Platte 30 Minuten lang im Inkubator geschiit-
telt (350 rpm). Anschliefend wurden jeweils 150 uL. Medium zugefiigt und die Zellen bis zum
MTT-Test kultiviert, wobei falls nétig ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde.

Adhasionsstudie  Um den Einfluss des RGD-Peptids und von Poly-L-Lysin, gebunden an den
Polymerspacer, auf die Adhésion von Zellen zu untersuchen, wurden die Konjugate (wie oben
beschrieben) an kleine Sponceram®-(30-90)-Scheiben (Durchmesser 1cm) adsorbiert. Diese
Komposite wurden mit 50.000 Zellen fiir eine Kurzzeitstudie (bis zu 3 Tage) bzw. mit 20.000
Zellen fiir eine Langzeitstudie (bis zu 14 Tage) besiedelt. Dazu wurden die Sponceram®-
Scheiben mit Silikonringen (Durchmesser innen: 1 cm, aufen: 1,5 cm) umgeben und in Vertie-
fungen einer 24-Loch-Platte eingepasst. Die Silikonringe verhinderten, dass die Zellsuspension
beim Besiedeln an der Scheibe vorbei auf den Plattenboden lief. Die Zellen wurden 30 Minu-
ten inkubiert, dann wurden die Vertiefungen der Platte mit Medium aufgefiillt und die Zellen
bis zum jeweiligen Messzeitpunkt kultiviert.

Die auf den Kompositen adhérierten Zellen wurden mit DAPI angefarbt. 4’,6-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI) ist ein Flureszenzfarbstoff, der die Kerne von Zellen anfarbt. Dazu
wurden die Scheiben dreimal mit PBS gewaschen und mindestens 30 Minuten mit eiskaltem
Ethanol fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Scheiben 15 Minuten mit DAPI-
Losung (2 L. Stammlosung in 1 mL Féarbepuffer) unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Proben wurden erneut dreimal mit PBS gewaschen, um den Hintergrund zu
entfarben, und anschliefsend wurden die Zellkerne bei mikroskopischer Betrachtung im Fluo-
reszenzmikroskop (Exzitation: 360 nm, Emission: 460 nm) fotografiert. Zusétzlich wurde die

Fluoreszenzintensitit der Proben mit dem Fluoreszenzlesegerit quantifiziert.

DAPI-Stammlésung DAPI-Farbel6sung
0,5mg/mL DAPI 100mM  Tris pH 7
in HoO 150mM  NaCl

1mM CaCly

0,5mM  MgCl
0,1% Nonidet—P 40
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D.3. Kultivierung im Drehbettreaktor

Die Kultivierungen im Z®RP-Bioreaktor erfolgten in Zusammenarbeit mit Stefanie Roker,
wobei die Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen bei der Zellwerk GmbH in Oberkréa-
mer durchgefithrt wurde.

Zur Vorbereitung der Kultivierung wurde der Z®RP-Bioreaktor mitsamt allen Schlauch-
verbindungen, Medium- und Uberlaufflasche und Temperatursonde (pT-100) autoklaviert
(60min). Die Sauerstoffelektrode wurde separat autoklaviert (30 min), an die Steuereinheit
angeschlossen und im GMP-Breeder in den sterilen Reaktor eingebaut. Nach der Aquilibrie-
rungszeit der Sauerstoffelektrode von acht Stunden wurde sie in luftgeséttigtem PBS kalibriert.
Die pH-Elektrode wurde kalibriert und anschliefend 30 Minuten mit 70%igem Isopropanol ste-
rilisiert. Die Elektrode wurde mit sterilem PBS gespiilt und im GMP-Breeder in den sterilen
Reaktor eingebaut.

Die Besiedelung der Sponceram®-Scheiben erfolgte aukerhalb des Reaktors. Auf die tro-
ckenen, sterilen Scheiben wurden in Petrischalen 2mL einer Zellsuspension aufgebracht (10—
15-10% Zellen pro Scheibe) und die Scheiben zur Adhiision der Zellen 30 Minuten bei 37° C und
5% COg inkubiert. Die Petrischalen wurden mit 20 mL. Medium aufgefiillt und tiber Nacht
inkubiert.

Im GMP-Breeder oder einer grofsen Sterilwerkbank wurden die Scheiben in den Bioreaktor ein-
gesetzt. Die Scheiben wurden dabei so platziert, dass sie moglichst weit vom Sparger entfernt
waren, da die Schaumbildung durch COs-Zufuhr iiber den Sparger schadlich ist fiir Zellen.
Andererseits musste auch vermieden werden, dass eine Scheibe direkt unter dem Austritt des
zirkulierenden Mediums zu liegen kam, was sich in unterschiedlichen Kultivierungsbedingun-
gen zwischen verschiedenen Scheiben auswirken wiirde. Aus der Mediumflasche wurde iiber
den Ablaufstutzen eine definierte Menge Medium zugepumpt, bis der Bioreaktor halb ge-
fiillt war. Die Rotation der Scheiben wurde auf 1rpm eingestellt. Die Temperaturregulierung,
die die Mediumtemperatur iiber Beheizung des GMP-Breeders einstellt, wurde gestartet. Die
pH-Regulierung wurde auf einen Sollwert von pH 7,3 eingestellt, wobei die Regelung des
pH-Wertes iiber Zugabe von COsy durch den Sparger gesteuert wurde. Eine Gegenregelung
durch Zugabe von Base wurde nicht durchgefiihrt. In den Kopfraum des Reaktors wurden
konstant 10 mL/min Luft eingeleitet. Uber den Kontakt mit dem Kopfraum und iiber frisches
Medium, das wiahrend der Kultivierung zugeleitet wurde, gelangte kontinuierlich Sauerstoff
in das System. Der Sauerstoffpartialdruck im Medium wurde iiber die pOs-Elektrode perma-
nent iiberwacht. Die Regulierung des Sauerstoffgehalts im Medium wurde so eingestellt, dass
unterhalb eines Partialdrucks von 70 % Sauerstoff in den Kopfraum zugefiihrt wurde.

Als Vergleich erfolgte parallel zum Reaktorlauf eine statische Kultivierung in Petrischalen im

Inkubator, bei der nach Bedarf das Medium gewechselt wurde.
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Abbildung D.1.: Aufbauskizze des Z® RP-Bioreaktors mit GMP- Breeder, Kontrolleinheit
und Reservoirflaschen (A: Uberlaufmedium, B: Mediumreservoir, C: Basenreservoir (hier
nicht verwendet)). Quelle: Z® RP-Handbuch.

Waéhrend der Kultivierung wurde iiber ein Septum aus der Mediumzirkulation téglich Probe
gezogen (100 pL), in dem mit dem YSI Glukose- und Laktatgehalt bestimmt wurden. Uber
Zufuhr von frischem Medium wurde der Laktatgehalt permanent unterhalb einer Konzen-
tration von 1,7mg/mL gehalten. Da das verwendete Medium (DMEM) einen relativ hohen
Glukosegehalt von 4 mg/mL hatte, war Glukose wihrend der Kultivierung nie limitierend.
Vielmehr war immer der Laktatgehalt fiir die Zufuhr von frischem Medium ausschlaggebend.
50 uL Probe wurden fiir einen Aktivitatstest der Alkalischen Phosphatase eingefroren (Durch-
fiihrung s. Abschnitt B.1.1, Seite 134).

Nach beendeter Kultivierung wurden die Scheiben dem Reaktor entnommen und fiir die ver-

schiedenen Analysen prépariert.

REM Fir rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurde ein kleines Stiick jeder Scheibe
(Reaktorkultivierung und statische Kontrolle) dreimal mit PBS gewaschen und {iber Nacht mit
Karnovsky-Puffer bei 4° C fixiert. Die Proben wurden mit Cacodylatpuffer (0,2M in ddH5O,
pH 7,3) gewaschen und darin bis auf Weiteres im Kiihlschrank gelagert. Anschlieflend wurden
die Stiicke mit PBS gewaschen und dann schrittweise entwéssert, indem sie bei Raumtempe-

ratur jeweils 15 Minuten lang in Acetonlosungen steigender Konzentration (10 %, 20 %, 30 %,
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50 %, 70 %, 90 %, 100 %) inkubiert wurden. Der letzte Schritt mit 100 % Aceton wurde zwei-
mal wiederholt, bevor die Proben im Exsikkator getrocknet wurden. Die Aufnahmen wurden
von Yvonne Stark mit einem JEOL JSM-6700F Rasterelektronenmikroskop (Physikalische

Chemie, Leibniz Universitat Hannover) gemacht.

Karnovsky-Puffer: 5mg CaCly
10mL Cacodylatpuffer
20 uL. Glutaraldehyd (50 %)
248 mL  ddH20O

DAPI Mit dem Fluoreszenzfarbstofl DAPI wurden die Kerne der Zellen auf einem kleinen
Sponceram®-Stiick wie oben beschrieben (Abschnitt D.2, Seite 167) angefirbt.

Toluidinblau  Mit Toluidinblau wurden die Zellen auf dem Sponceram® angefirbt, um einen
Eindruck zu bekommen von der Zelldichte auf der Geriistsubstanz. Wie fiir die DAPI-Féarbung
wurden die Proben zunéchst gewaschen und fixiert. Die fixierten Proben wurden erneut zwei-
mal mit PBS gewaschen und dann 10 Minuten lang mit einer Toluidinblaulésung (0,1 % in
ddH20) inkubiert. Der Hintergrund wurde durch mehrmaliges Waschen mit PBS entférbt.

Einzelne Zellen wurden bei mikroskopischer Betrachtung fotografiert.

Von Kossa / Alizarinrot Die Proben wurden zunéchst wie oben beschrieben gewaschen und
fixiert. Anschlieffend wurde wie oben beschrieben eine Farbung nach von Kossa bzw. mit

Alizarinrot durchgefiihrt (s. Abschnitt B.1.3, Seite 135).

Calcein Calcein ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der spezifisch an Calcium bindet. Die Proben
wurden mit PBS gewaschen, mit Ethanol fixiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen.
Anschliefsend erfolgte eine Inkubation unter Lichtausschluss mit Calcein-Losung (5 pg/mL in
ddH20) iiber Nacht. Unspezifisch gebundener Farbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen
mit PBS entfiarbt. Die Féarbung des calcifizierten Gewebes wurde im Fluoreszenzmikroskop
(Exzitationswellenldnge: 485 nm Emissionswellenldange: 535 nm) fotografiert und im Fluores-

zenzlesegerit quantifiziert.
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