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1. Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

1. Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

1.1. Frakturheilung als gesellschaftliche Herausforderung

1.1.1. Demografischen Entwicklung

Aufgrund einer hohen Lebenserwartung und geringer Geburtenrate altert die
Bevdlkerung in Deutschland zunehmend. Die ungleiche Verteilung der Lebens-
alter wird noch verstarkt durch geburtenstarke Jahrgéange der 50er und 60er
Jahre. Nach Berechnungen des Statistischen Bundesamts werden schon 2040
ca. 29 % der Bevolkerung élter als 65 Jahre und 10 % alter als 80 Jahre alt sein
[1]. Im Gegensatz zu einer ,einfachen® Fraktur bei jungen Menschen, bedeuten
Frakturen in héherem Lebensalter haufig einen komplikationsreichen und lang-
wierigen Heilungsprozess. Grinde hierfur sind u.a. Multimorbiditat, Osteoporo-

se, verzogerte Frakturheilung oder Infektionen.
1.1.2. Osteoporose

Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko flr Osteoporose. 2010 litten in Europa
geschatzte 22 Millionen Frauen und 5,5 Millionen Manner unter Osteoporose
[2]. Ab 50 Jahren nimmt die Inzidenz von, mit Osteoporose assoziierten, Fraktu-
ren stark zu. Die Zahl der in 2010 neu aufgetretener, Osteoporose assoziierter,
Frakturen wird auf 3,5 Millionen in Europa geschéatzt. Davon ca. 620.000 Huft-
frakturen, 520.000 Wirbelkorperfrakturen und 560.000 Unterarmfrakturen. Ver-
tebrale Frakturen entstehen meist ohne Stirze als Instabilitatsfrakturen, nicht-
vertebrale Frakturen entstehen mehrheitlich durch Stiirze [2]. Altere Menschen
sind hiervon besonders betroffen, da das Sturzrisiko mit zunehmendem Alter

ansteigt [3].
1.1.3. Verzdgerte Frakturheilung und Pseudarthrosen

Verzogerte Frakturheilung und Pseudarthrosen erfordern eine aufwandige und
spezialisierte Therapie mit oftmals mehreren Eingriffen und langwierigen Hei-
lungsverlaufen. Schatzungen gehen davon aus, dass 5-10 % aller Frakturen
eine verzdgerte Knochenheilung zeigen oder in eine Pseudarthrose tibergehen
[4, 5]. Die Angaben variieren stark, je nach anatomischer Lokalisation und Defi-

nition von Pseudarthrose bzw. verzégerter Knochenheilung [6].
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Bei den Risikofaktoren fir verzogerte Frakturheilung unterscheidet man nach
Patientenabh&angigen und Patientenunabhéngigen Risikofaktoren: Patientenab-
hangige Risikofaktoren sind fortgeschrittenes Alter, Komorbiditaten, Geschlecht,
Rauchen, Einnahme von NSAR, verschiedene genetische Stérungen, metaboli-
sche Erkrankungen und Malnutrition. Patientenunabhéngige Risikofaktoren sind
z.B. das Frakturmuster, die Lokalisation der Fraktur, der Grad der Dislokation,
die Auspragung der Weichteilschadigung, der Grad des Knochenverlusts, die

Qualitat der chirurgischen Versorgung und das Vorhandensein einer Infektion
[6].
1.1.4. Folgen: Mortalitat und Kosten

Frakturen sind mit einer erhohten Mortalitat assoziiert. Selten verursachen Frak-
turen direkt den Tod, vielmehr erfolgt dies indirekt. Insbesondere bei alteren
Patienten mit Komorbiditaten kann, durch die Fraktur und assoziierten Kompli-
kationen, eine Abwartsspirale getriggert werden. Etwa 20 % der Patienten mit
Huftfraktur sterben innerhalb des 1. Jahres nach dem Frakturereignis [7]. Die
Todesfélle verursacht durch Frakturen wurden in Europa fir das Jahr 2010 auf
43.000 geschatzt [2].

Frakturen bedeuten auch hohe Kosten. Dabei sind direkte und indirekte Kosten
zu unterscheiden. Direkte Kosten sind z.B. Kosten flr Operation, Krankenhaus-
aufenthalt, Rehabilitation und Medikation. Die oftmals vorhandenen Komorbidi-
taten erhdhen die direkten Kosten noch zusatzlich und bedingen haufigere
postoperative Komplikationen. Indirekte Kosten sind schwerer abschatzbar, da-
zu gehoren z.B. Kosten durch den Produktivitatsausfall und bleibende Beein-
trachtigungen mit entsprechenden Pflegekosten. In Europa werden die indirek-
ten Kosten bei verzogerter Frakturheilung auf ca. 80-90 % der Gesamtkosten
geschatzt [6]. Allein die Kosten durch Frakturereignisse und Instabilitatsfraktu-
ren, in der europaischen Union, wurden fir das Jahr 2010 auf 37 Milliarden Eu-

ro geschatzt [2].
1.2. Elektromagnetismus in der Medizin

Angesichts einer alternden Gesellschaft, mit den Herausforderungen der Frak-

turbehandlung in dieser Altersgruppe, entsteht ein gro3es Anwendungspotential
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fur nicht-invasive Stimulatoren des Knochenwachstums. Bei verzogerter Frak-
turheilung und Pseudarthrosen ist die Stimulation mit elektromagnetischen Fel-
dern (EMF-Stimulation) in den USA schon seit etwa 40 Jahren von der FDA
(U.S. Food and Drug Administration) als Therapieoption zugelassen [8] und seit
den 50er Jahren wird das Thema weltweit erforscht [8]. Jedoch ist die EMF-
Stimulation bis heute nicht im klinischen Alltag angekommen. Woran liegt das?
Griunde hierfur finden sich in einer historisch bedingten Assoziation zur Alterna-
tivmedizin und Esoterik, einem moglichen karzinogenen Potenzial das diskutiert

wird und einer nicht eindeutigen und teils widersprtchlichen Studienlage.
1.2.1. Die historische Perspektive

Die Anwendung von Magnetismus oder elektrischem Strom in der Medizin ist
beinahe so alt wie deren jeweilige Entdeckung. Schon in der Antike wurden von
griechischen Heilern Magnete zur Behandlung von Arthritis genutzt [9]. Auch
Ende des Mittelalters, zu Beginn der Renaissance, wurden Magneten wunder-
same Kréfte zugeschrieben, z.B. als Aphrodisiakum, zur Behandlung von Kahl-
heit, zur Wundreinigung, in der Behandlung von Arthritis und Gicht. Dies scheint
in der damaligen Gesellschaft weitgehend akzeptiert gewesen zu sein [9]. Mit
dem Aufschwung der Wissenschaft begann dann ein zunehmend kritisches Hin-
terfragen und Uberpriifen der zugeschriebenen Effekte. Forscher, wie der Arzt
Thomas Browne, untersuchten die Wirkung des Magnetismus in der Medizin
und setzten es mit Wunschdenken gleich [9]. Diese Spannung aus Faszination
und kritischer Haltung zieht sich durch die weitere Geschichte. In den USA des
19. Jahrhunderts wurden z.B. magnetische Haarbirsten gegen Kahlheit und
Kopfschmerzen, oder Korsetts gegen Schwache und Nervositat verkauft. Zeit-
gleich wurden erste ausfuhrliche wissenschaftlich Untersuchung an Menschen
und Tieren durchgefuhrt, hier konnte keine Wirkung auf den Organismus nach-
gewiesen werden [9, 10]. Aus dieser Zeit stammt jedoch auch die Entwicklung
heute gebrauchlicher medizinischer Methoden wie z.B. die elektrische Kardi-
oversion, die elektrokonvulsive Krampftherapie, die transkranielle Magnetstimu-
lation und die transkutane Muskelstimulation. Erste erfolgreiche Fallberichte der
Stimulation von Knochenheilung mittels elektrischem Strom reichen bis in das

Jahr 1841 zurtck [11]. Heute findet sich magnetische Stimulation v.a. bei alter-
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nativen Heilmethoden wieder, z.B. beim Tragen von magnetischen Amuletten
und Schmuck [9].

1.2.2. Elektromagnetismus als potentielles Karzinogen

In den 70er und 80er Jahren ruckten zunehmend Bedenken bezuglich Folgen
von EMF fir Gesundheit und Umwelt in den Fokus der Forschung [9]. ELF-
EMF= extremely low frequency electromagnetic fields sind EMF in dem Fre-
quenzbereich 0-300 Hz [12]. Diese gehen in unserer Umwelt u.a. von elektroni-
schen Geraten wie Haushaltsgeraten, Bildschirmgeraten und Stromleitungen
aus. Ausgelost wurden diese Bedenken durch mehrere epidemiologische Stu-
dien die u.a. einen Zusammenhang zwischen der Exposition von ELF-EMF und
Leukdmien im Kindesalter zeigten [9]. In einer Stellungnahme von 2016 besta-
tigt die WHO eine ,mdgliche Karzinogenitat“. Dies gelte insbesondere fur Leu-
kdmie bei Kindern. Fur die Bewertung der Kausalitat fehlten 2016 ausreichend
Studien: Der Zusammenhang sei auf eine hohe Exposition begrenzt und wirde
im Falle einer Kausalitat nur einen kleinen Teil der jahrlichen Neuerkrankungen

ausmachen [13].

Eine grundsatzliche Problematik bei epidemiologischen Studien hierzu ist die
Schwierigkeit des Studiendesigns. So wurden in den ersten Studien Storfakto-
ren und Cofounder ignoriert, die Exposition falsch abgeschatzt und statistisch
unsauber gearbeitet [9, 13, 14]. In Laborexperimenten konnte fur die potentielle

Karzinogenitat bislang kein Mechanismus identifiziert werden [13].

1.2.3. Therapeutischer Einsatz elektromagnetischer Felder in der

Medizin

Das therapeutische Potential von Elektromagnetismus wird in vielen sehr unter-
schiedlichen medizinischen Bereichen erforscht, u.a. in der Schmerztherapie
(bei postoperativer Schmerztherapie [15], beim chronischen Rickenschmerz
trotz Operation sog. ,failed back surgery“ [16]), in der Modulation der Differen-
zierung von Stammzellen [17], bei neurologischen Erkrankungen (Morbus Par-
kinson [18], Ruckenmarksverletzungen [19]), in der Onkologie (z.B. als Zusatz
zur konventionellen Therapie bei Glioblastomen [20] oder therapeutisch bei

dermatologischen Tumoren [21]), zur Modulation autoimmuner Prozesse [22],
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zur Verbesserung der Wundheilung [23], zur Behandlung chronischer Entzin-
dungen, zur Durchblutungsférderung und zur Behandlung der Osteoarthritis [24,

25]. Eine Ubersicht Uber die Anwendungen am Knochen bietet Tabelle 2.
1.3. Uberblick der Anwendung am Knochen

1.3.1. Unterschiede der technischen Ansatze

Tabelle 1: Ubersicht iber verschiedene Methoden der elektrischen und elektromagnetischen
Stimulation

Technische Ansétze der elektrischen und elektromagnetischen Stimulation am Kno-
chen

Invasive elektrische Gleichspannung (DC = “direct current” oder “invasive direct
electrical current®)

Eine oder mehrere Kathoden werden auf beiden Seiten des Frakturspalts in den
Knochen implantiert wahrend die Anode in Weichteilgewebe in der Nahe oder auf der
Haut Uber der Fraktur platziert wird. Die Stimulation erfolgt hier mit einer Gleichspan-
nung Uber einen langeren Zeitraum z.B. 12 Wochen. Dieses Verfahren wurde in klini-
schen Studien bei verzégerter Frakturheilung, Pseudarthrosen und auch bei Wirbel-
saulenversteifungen, Gelenkversteifungen und Charcot-Fuf3 Rekonstruktionen ange-
wandt.

Heutzutage wird dies Verfahren selten angewendet. Die Batterie wird implantiert und
nach 6-8 Monaten explantiert. Vorteil ist hierbei die Compliance da Probanden das
Gerat nicht aktiv nutzen mussen. Nachteil sind die lange Behandlungszeit, das Infek-
tionsrisiko, mégliche Kurzschlisse und der erneute OP-Eingriff zur Explantation.

[26-
28]

Elektrisches Wechselfeld durch kapazitive Kopplung (CC = ,,capacitive coupling®)

Auf der Hautoberflache werden auf Hohe des Frakturspalts Elektroden angebracht,
sodass der Frakturspalt zwischen den Elektroden liegt. Durch Anlegen einer Wech-
selspannung wird ein elektrisches Feld im Frakturspalt erzeugt. Der Effekt ist von der | [26]
jeweiligen Dosis (Feldstarke und Dauer der Exposition in Kombination) und auch von
der spezifischen Feldstérke abhangig.

Induktion (IC = “inductive coupling“)

Eine Spule wird auf Hautniveau Uber der Fraktur aufgelegt. Hiermit wird mittels
Wechselspannung ein magnetisches Feld innerhalb des Frakturspalts erzeugt. Die-
ses wiederum erzeugt im Frakturspalt ein elektrisches Feld. Dabei ist die Feldstarke
entsprechend abhangig von der Starke des erzeugten magnetischen Feldes und von
den physikalischen Eigenschaften des Gewebes um die Fraktur. Ein Nachteil dieses
Verfahrens ist die Abhéngigkeit von der Compliance. Je nach Dauer der Stimulati-
onszeiten, muss der Patient das Gerét teilweise 8 h /Tag tragen. Der groldte Vorteil
dieses Verfahrens ist die fehlende Invasivitéat.

[27].

Neben diesen Ansatzen gibt es auch Abwandlungen dieser Techniken wie z.B.
die Implantation eines EMF-Generators in einem osteosynthetischen Schrau-
bensystem [29]. Interessanterweise zeigen alle drei Ansatze verschiedene
Wirkmechanismen wie Knochenwachstum stimuliert wird. Z.B. wird sowohl
beim IC als auch beim CC der Effekt tiber eine Anderung der Wachstumsfakto-

ren und des transmembranaren Signalings vermittelt [28]. In der vorliegenden
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Arbeit wendeten wir das Prinzip der IC-Stimulation an. Die in den folgenden
Kapiteln beschriebenen Wirkmechanismen beziehen sich entsprechend auf den
Mechanismus des ,inductive coupling“. Auch hier gibt es Unterschiede in der
Form des elektromagnetischen Wechselfeldes (siehe Tabelle 4). Die in der vor-
liegenden Arbeit genutzte Technik des PEMF (pulsierendes elektromagneti-
sches Feld) besteht in der Applikation von kurzen Pulsen die sich in Anzahl,
Pausenintervallen und zeitlicher Abfolge unterscheiden kénnen. Somit fallen

unter den Begriff PEMF verschiedene Signalmorphologien [30].
1.3.2.in vivo Studien — Zusammenfassung der Studienlage

Ein grof3er Teil der Studien zur EMF-Stimulation besteht aus klinischen Studien.
Die in vivo Studien der EMF-Stimulation am Knochen zeigen eine grof3e Hete-
rogenitat in den Studiendesigns. Es werden verschiedene pathophysiologische
Situationen, anatomische Lokalisationen und auch unterschiedliche technische
Parametern (z.B. Frequenz und Applikationszeit) verwendet. Im Folgenden sind
die Ergebnisse zu IC-Stimulation, getrennt nach pathophysiologischer Situation

und Tiermodellen bzw. klinischen Studien, zusammengefasst.

Tabelle 2 EMF-Effekte bei in vivo Studien und klinischen Studien nach pathologischer Situation

Ubersicht der EMF-Effekte nach verschiedenen pathophysiologischen Situationen

Postmenopausale Osteoporose

Tiermodelle

In Tiermodellen wurde mittels Ovarektomie eine Osteoporose induziert. Genutzt wur-
den Frequenzen von 7,5-50 Hz mit Feldstarken von 0,1-3,8 mT, bei Expositionszeiten
zwischen 40 min-8 h/d Uber bis zu 12 Wochen.

In verschiedenen Studien liel3 sich der Knochenverlust und Verlust der internen Kno- | [31-
chenstruktur durch PEMF verhindern. Jedoch lie3en sich diese Ergebnisse teilweise | 34]
nicht reproduzieren. Mogliche Erklarungen hierfir sind Unterschiede des Studiende-
signs und applizierter Signale. Z.B. zeigte eine Befeldung tagsiber einen deutlichen
starkeren Effekt als eine Befeldung nachts.

Klinische Studien

Verschiedene Studien zeigten eine Zunahme der BMD (,bone mineral density* =
Knochendichte) unter PEMF Behandlung. Hier gibt es jedoch groR3e Unterschiede der
EMF-Parameter in den verschiedenen klinischen Studien. So wurden Frequenzen
von 8-100 Hz, Feldstarken von 0-3,8 mT und Expositionszeiten von 10 min-h/d bis zu | [30,
3 Monaten untersucht. Die Ergebnisse sind nicht einheitlich. Das Outcome ist in vie- | 31,
len Studien unterschiedlich definiert und meist sind die Patientenzahlen klein. Zhu et. | 35,
al. kommt 2017 zu dem Schluss, dass es aktuell keine hochqualitative klinische Stu- | 36]
die gebe.

1998 konnte eine Zunahme der BMD unter PEMF Behandlung nach 6 Wochen bei 12
Wochen Stimulationszeit gezeigt werden. Jedoch nach 36 Wochen eine Abnahme.
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Auch konnte kein Langzeiteffekt auf die BMD nach 8 Jahren follow up-Untersuchung
gezeigt werden. Eine neuere Studie aus dem Jahr 2013 zeigte fur EMF-Stimulation
den gleichen Effekt wie eine medikamentdse Therapie mit Alendronat tUber 24 Wo-
chen (8 Hz, 3,82 mT, 40 min/d fir 6 Tage/ Woche).

Aseptische Knochennekrose

Klinische Studien

In verschiedenen Studien zeigte sich eine PEMF Behandlung als forderlich, insbe-
sondere in frihen Stadien. Hier konnte in 80-89 % die Progression aufgehalten und
der Femurkopf erhalten werden. Auch Gelenkschmerzen und das subchondrale Kno-
chenmarksédem konnten verbessert werden. In spateren Stadien konnten diese po-
sitiven Ergebnisse nicht bestatigt werden. Hier konnte nur bei jungen Patienten ein
Effekt gezeigt werden. Insbesondere bei kollabiertem Femurkopf konnten keine posi-
tiven Effekte gezeigt werden. In Kombination von PEMF mit Dekompression und
Implantation von autologem Knochen konnten die Ergebnisse in mittleren Stadien
zusétzlich verbessert werden.

(37,
38]

Knochenfrakturen

Tiermodelle

Grundséatzlich zeigt sich in Tiermodellen eine signifikante Beschleunigung des Repa-
raturprozesses. Jedoch zeigt sich bei langerer Stimulation (Uber die Reparaturphase
hinaus) ein Ausbleiben der Verbesserung bis hin zu einer Hemmung. So kann PEMF
zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend des Reparaturprozesses die Zellproliferation
und -differenzierung entweder stimulieren oder hemmen. Dies ist auch von dem Zell-
typ abhangig. Die Stimulationsparameter variieren sehr deutlich zwischen den ver-
schiedenen Studien. In den meisten Féllen wird die Proliferation wahrend der aktiven
Proliferationsphase stimuliert. Wahrend der Differenzierungsphase wird meist die
Differenzierung und Gewebsbildung stimuliert. Wahrend in der Mineralisierungsphase
die Knochengewebshbildung und Proliferation abnimmt.

(39]

Klinische Studien

Aleem et al. bewerteten 2016 in einem systematischen Review verschiedene Studien
zu dem Thema Knochenheilung und elektrische Stimulation. Eingeschlossen wurden
klinische Studien zu verschiedenen pathophysiologischen Situationen wie akuten
Frakturen, verzogerter Frakturheilung und chirurgischen Osteotomien. Hier zeigte
sich, dass Patienten welche mit elektrischer Stimulation behandelt wurden, signifikant
weniger Schmerzen hatten und weniger verzogerte Frakturheilung oder Pseudarthro-
sen zeigten.

[40]

Verzdgerte Frakturheilung und Pseudarthrosen

Klinische Ergebnisse:

Bei dem Endpunkt Heilung einer Pseudarthrose zeigten sich durch elektrische Stimu-
lation im Schnitt Erfolgsraten von 81 %, bei chirurgischer Graft-Implantation mit oder
ohne interne Fixierung im Schnitt 82 %. Hier bestehen auch zwischen den verschie-
denen Methoden (IC/CC/DC) der elektrischen Stimulation leichte Unterschiede. In
10-15 % der Falle konnte weder durch eine chirurgische noch durch eine elektrische
Stimulationstherapie eine Heilung erzielt werden. Insbesondere in diesen Fallen zeig-
te eine Kombinationstherapie aus elektrischer Stimulation und Graft-Implantation
doch noch Erfolge (87 bzw. 93 %). Auch in kontrollierten Studien zeigte sich eine
Uberlegenheit der PEMF-Therapie gegeniiber einer Placebotherapie (45 % Heilung
vs. 12 % Heilung).

Bewertung der Studienlage:

Trotz FDA Zulassung vor etwa 40 Jahren und positiven Effekten in vielen Studien ist
die Evidenz fur EMF-Stimulation aktuell als gering einzustufen.

In einem Cochrane Review 2011 zu Pseudarthrosen langer Rdhrenknochen, von
Griffin et al. wird die Studienlage als nicht ausreichend angesehen, um Handlungs-
empfehlungen abzuleiten. Die Studienlage sei dafir nicht ausreichend schliissig und

[28,
30,
37,
39-
42]
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unzureichend. Hierfur werden mehr hochwertige randomisierte kontrollierte Studien
bendtigt. Diese Aussage wird auch 2016 bestétigt [40]. Chalidis et al. kommen 2011
zu dem Schluss, PEMF konne zur Unterstitzung der Knochenheilung eingesetzt
werden da es eine sichere nicht-invasive Methode ist und keine negativen Effekte
beschrieben sind, auch wenn die Studienlage nicht einheitlich sei.

Heterogenitat und Qualitét der Studien:

Es besteht eine grof3e Heterogenitat bei klinischen Studien, z.B. in der technischen
Form der Stimulation, Stimulationsparametern, Probandengruppen, Studiendesigns,
Nachsorgezeitrdumen und auch den beurteilten Endpunkten. Viele Studien sind nur
Beobachtungsstudien und damit unkontrollierte longitudinale Kohortenstudien, da sie
auf der Grundannahme aufbauen, dass Pseudarthrosen aufierst selten eine sponta-
ne Heilung zeigen. Hinzu kommt die oftmals geringe Anzahl an Probanden in den
Studien. Insbesondere die geringe Vergleichbarkeit bedingt in der Summe eine ge-
ringe Evidenz. Die Effizienz der Stimulation variiert deutlich zwischen den Studien,
diese Unterschiede kénnen jedoch Patienten oder Frakturvariablen nicht klar zuge-
ordnet werden.

Akute Frakturen

Fur akute Frakturen die konservativ behandelt werden zeigt sich ein positiver Effekt
durch die PEMF Stimulation. Hierdurch wird die Zeit bis zur radiologisch sichtbaren

Heilung verkirzt. Jedoch zeigt sich kein ausreichender Vorteil, der flr eine Routine- [43]
Behandlung mit PEMF sprechen wiirde.

Arthrodesen

Untersucht wurden Arthrodesen des Sprunggelenks, hier zeigte sich eine schnellere [44]
Verbindung der Knochen durch die PEMF-Behandlung.

Osteotomien

Unterstitzung der Knochenheilung bei chirurgisch bedingtem groRem Frakturspalt. 28]
Hier zeigte sich PEMF-Behandlung als vorteilhaft.

Osseointegration von Prothesen

Durch PEMF konnte die Osseointegration von Titanprothesen verbessert werden. [45]
Spondylodesen

Einige Studien zeigen unterstitzende Effekte, durch PEMF-Behandlung. Ein syste- [28
matisches Review aus dem Jahr 2014 bewertete das Evidenzlevel fir diesen Zu- 46,
sammenhang als gering. Dies liege vermutlich an der Heterogenitat der Patienten- 47j

gruppen, Studiendesigns und Qualitat der Studien.

1.3.2.1. Probleme und Herausforderungen bei in vivo Studien

1.3.2.1.1. Tiermodelle

Tiermodelle bieten Vorteile fur bestimmte Fragestellungen, z.B. um den Pro-
zess der Frakturheilung besser zu verstehen. In Tiermodellen konnen Erkennt-
nisse aus Zellkulturen im komplexeren Gewebskontext untersucht werden und
so der Einfluss von Zelleffekten im Zusammenspiel verschiedener Zelltypen im
Organismus beobachtet werden. Der grol3e Nachteil ist die Herausforderung
der Ubertragbarkeit von Erkenntnissen aus Tiermodellen. Z.B. sind viele Er-
krankungen spezifisch fur die Spezies und es bestehen Unterschiede in Anato-

mie sowie Unterschiede auf biochemischer und Genexpressionsebene. Von
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einer Ubereinstimmung kann nur ausgegangen werden, wenn sich die Ergeb-

nisse auch beim Menschen bestétigen lassen [39].

1.3.2.1.2. Klinische Studien

Die grof3te Herausforderung bei der Vergleichbarkeit klinischer Studien ergibt
sich durch die grof3e Heterogenitat. Dies betrifft technische Parameter wie Ap-
plikationsmethode (IC/CC/DC), Signalmorphologie, Feldstarke und Frequenz.
Z.B. reichen bei dem Mechanismus des IC die Frequenzen von 15-75 kHz bei
unterschiedlichen Amplituden, Feldintensitaten, Signalmorphologien und Ge-
samtdosen [28].

Auch das Studiendesign zeigt eine grol3e Heterogenitat. Die Auswahl der Pati-
enten variiert in den Einschlussfaktoren (verzdgerte Frakturheilung wird teilwei-
se unterschiedlich definiert), Nebenerkrankungen und Cofoundern (z.B. Risiko-
faktoren fur verzogerte Frakturheilung: Rauchen, Diabetes, Adipositas). Die pa-
thophysiologische Situation unterscheidet sich ebenfalls haufig, wie z.B. die Art
der Fraktur (akute Fraktur, verzogerte Frakturheilung bzw. Pseudarthrose, Os-
teotomie), Grol3e des Frakturspalts, Vorliegen einer Infektion und unterschiedli-
che anatomische Lokalisation der Fraktur. Hinzu kommt auch eine Variabilitat in
den gemessenen Endpunkten (z.B. radiologische Heilung, klinische Heilung)
und Beurteilung des klinischen Ergebnisses (z.B. Schmerzen, Funktionalitét,
Aktivitaten des alltaglichen Lebens, Notwendigkeit einer Revisions-OP) auch
sind bspw. die Nachsorgezeitraume nicht einheitlich (siehe Ubersichtsarbeiten
[28, 39)).

1.3.3. In vitro Studien

1.3.3.1. Verschiedene in vitro Modelle

In der vorliegenden Arbeit wurden primare humane Osteoblasten (phOB) in
Zellkulturen untersucht. Die Isolation erfolgte aus Knochenmaterial, welches im
Rahmen eines chirurgischen Eingriffs als Abfall anfiel. Bei der Knochenhoméo-
stase sind noch weitere Zelltypen aktiv, u.a. mesenchymale Stammzellen
(MSC) und Osteoklasten (siehe Tabelle 3). Kurz zusammengefasst zeigt EMF-

Stimulation signifikant positive Effekte auf die Osteogenese Uber eine Anderung
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der Genexpression, einer Zunahme der Proliferation, verbesserter Differenzie-

rung und verbesserter Bildung von Knochenmatrix [31, 39].

Tabelle 3: EMF-Effekte auf verschiedene Knochenzellen

Zelltyp und EMF-Effekte

Quellen

Osteoblasten

Osteoblasten sind die einzigen Zellen die Knochen aufbauen kénnen. Die Vorlau-
ferzellen sind die mesenchymalen Stromazellen oder Stammzellen (MSC). Die
primare Festlegung auf die Differenzierung zu Osteoblasten wird durch ,master
transcriptional regulators® reguliert. Fir die osteoblastare Linie ist dies das Runx2
(Cbfal). Danach werden die Zellen als Praosteoblasten bezeichnet. Es erfolgt eine
dreiphasige Reifung bestehend aus einer Proliferationsphase, Matrixreifungsphase
und Mineralisierungsphase.

[48, 49]

Unter EMF Stimulation zeigt sich eine Verbesserung, sowohl der osteoblastaren
Proliferation als auch Differenzierung und Mineralisierung. In Zellkulturstudien
konnte sowohl in Osteoblasten als auch bei Vorlauferzellen, eine Zunahme von
Knochenbildung beobachtet werden.

[31, 39,
50, 51]

MSC (Mesenchymale Stammzellen)

MSC sind Stammzellen des Bindegewebes. Sie kdnnen zu Adipozyten, Myozyten,
Chondroblasten und Osteoblasten differenzieren [52]. Sie kommen v.a. im Kno-
chenmark vor, aber auch im Blut, Fettgewebe, in der Skelettmuskulatur, den
Bandscheiben und der Plazenta.

[53]

Die osteogene Differenzierung von MSC kann durch PEMF stimuliert werden
(auch bei kurzer Stimulationszeit), sowohl in der Phase exponentieller Proliferati-
on, als auch in der Phase der frihen Osteogenese. So zeigte z.B. ein 15 Hz, 7 mT
Sinus-EMF eine Stimulation der osteogenen Differenzierung bei gleichzeitiger
Hemmung der adipogenen Differenzierung.

[50, 52,
54, 55]

Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die durch die Fusion von Vorlaufer-
zellen aus dem Knochenmark entstehen. Diese wiederum leiten sich von dersel-
ben hamatopoetischen Stammzelle ab wie die Monozyten. lhre Hauptaufgabe ist
die Resorption der Knochensubstanz.

[56]

Osteoklasten kdonnen durch PEMF-Stimulation gehemmt werden: u.a. kann die
Proliferation und Differenzierung gehemmt werden, aber auch die Apoptose indu-
ziert werden. So zeigte das in der vorliegenden Arbeit genutzte PEMF keine Ande-
rung der Funktion oder Viabilitdt der Osteoklasten. Aber auch in vielen anderen
Studien konnte dies bei ahnlichen und anderen Frequenzen gezeigt werden: z.B.
durch ein 7,5 Hz PEMF konnte die Osteoklastogenese gehemmt werden, die Kno-
chenresorption und OPG/RANKL-Verhéltnis beeinflusst werden sowie die Apopto-
serate verstarkt werden .

[50, 51,
57-60]

1.3.3.2. Probleme und Herausforderungen bei in vitro Studien

Auch beim Vergleich von in vitro Studien zeigt sich ein &hnliches Bild wie bei in

vivo Studien. So gibt es hier verschiedene technische Applikationsmethoden

und jeweils Unterschiede in den technischen Parametern der EMF (Frequenz,

Amplitude, Starke des EF, Form des Wechselfeldes). Hinzu kommen jeweils

Unterschiede in Kultivierung, Medien und Zelllinien. Manche der beobachteten

Stimulationswege und Mechanismen sind von diesen technischen Spezifikatio-

10
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nen abhéangig [28, 42] (siehe Tabelle 4). Trotz der Verwendung verschiedener

technischer Parameter in Klinik und Forschung ist oft nicht ersichtlich warum

diese ausgewahlt wurden. Hinzu kommt erschwerend die eingeschrankte Uber-

tragbarkeit der Parameter von in vitro auf in vivo Ebenen. Insbesondere bei

dem Prinzip der IC kann nicht davon ausgegangen werden, dass die applizier-

ten Dosen und Parameter so am gewtinschten Wirkungsort ankommen wie dies

in Kulturstudien simuliert wurde. Mehrfach zeigten Parameter, die in Zellkultur-

studien und in vivo Modellen optimiert wurden, nicht den gleichen Effekt in klini-

schen Studien [39].

Tabelle 4: Einflussfaktoren bei in-vitro Studien

von der FCS-Konzentration beobachtet werden, bei einer héheren Konzentration
fiel auch der Effekt starker aus.

Einflussfaktor Quelle

Applikationsform (z.B. IC / CC/ DC) 26, 27

Die verschiedenen Applikationsformen gehen jeweils mit einem andern Wirkme- 30 ,61],

chanismus einher ’

Wellenform (z.B. rechteckig, dreieckig, sinusférmig, sdgezahnférmig, PEMF)

Versuche an Knochenzellen von Ratten: z.B. PEMF zeigte hier eine Stimulation der 62]

Proliferation mit Hemmung der Differenzierung, sinus-EMF stimulierte nur die

Proliferation

Physikalische Parameter (u.a. Frequenz, Wellenform, Amplitude, Signalmorpho-

logie) 31, 51

Mit einem 15 Hz Signal gleicher Signalmorphologie aber unterschiedlicher Feld- 64 ’65]’

starke konnte die Differenzierung von hBMSCs zur Osteogenese aber auch zur ’

Chondrogenese stimuliert werden [63]

applizierte Dosis (66-68]

z.B. Langzeitstimulation Uber mehrere Stunden und Kurzzeitstimulation

Zelllinie und Zelltyp 31, 51

z.B. wurden Osteoblasten von dem hier genutzten Signal stimuliert, wahrend Oste- 7
- . 54, 66,

oklasten gehemmt wurden. Der Effekt zeigt sich auch bei anderen Zelltypen und 69. 70

bei unterschiedlichen Zelllinien /70]

Mdgliche Abhangigkeit vom Differenzierungsstadium der Zelle

z.B. MC3T3-E1 Zellen, hier zeigt sich ein unterschiedlicher Effekt je nach Differen-

zierungsstadium: in der Proliferationsphase wurde die Proliferation, Differenzierung 31, 71]

und Knochenbildung stimuliert, in der Differenzierungsphase wurde die Differenzie- ’

rung und Knochengewebsbildung stimuliert, in der Mineralisierungsphase wurde

die Knochengewebsbildung gehemmt [71]

unterschiedliche Versuchsbedingungen 31]

(z.B. unterschiedliche Zelldichte oder Unterschiede in der Kultivierungszeit)

Mediumzuséatze (z.B. FCS Konzentration)

Fur die MG-63 Osteosarkom Zelllinie konnte eine Abhangigkeit des PEMF-Effekts [69]
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1. Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

1.4. Wirkmechanismen von PEMF

1.4.1. Physikalische Grundlagen

Entsprechend dem Faraday’schen Induktionsgesetz erzeugt ein sich zeitlich
anderndes Magnetfeld ein elektrisches Wirbelfeld. Dementsprechend geht ein
magnetisches Wechselfeld immer mit einem elektrischen Feld einher. Elektri-
sche Felder werden, durch die hohe dielektrische Eigenschaft der Zellmembran,
stark abgeschwécht. Fir magnetische Felder gilt dies nicht, diese kénnen tief
ins Gewebe eindringen. Dadurch kdnnen MF selbst bis in die Zelle vordringen
und hier biochemische und chemische Reaktionen beeinflussen. Bei dem Ver-
fahren des IC, wird in dem Gewebe ein magnetisches Wechselfeld induziert,
welches wiederum das, die Wirkung Ubertragende, elektrische Feld lokal er-
zeugt [72]. Die therapeutisch extern applizierten EMF versuchen nattrlich vor-
kommende endogene EMF zu imitieren und dadurch auch den physiologischen
Wirkmechanismus zu imitieren oder zu modulieren [73]. Diese endogenen EMF
kommen ubiquitar im Korper vor und lassen sich bestimmten Funktionen und

Aufgaben zuordnen [12].

1.4.2. Rolle endogener elektrischer und elektromagnetischer Fel-

der

1.4.2.1. statische endogene elektrische Felder

Statische elektrische Felder werden durch eine Gleichspannung erzeugt. Das
Potential wird hauptsachlich durch lonen-Transporter generiert. Statische elekt-
rische Felder sind im Korper ubiquitar. Sie spielen u.a. eine Rolle als spezifi-
sche aktiv erzeugte EF mit denen Zellverhalten gesteuert wird. V.a. wahrend
des embryologischen Entwicklungsprozesses, des normalem Gewebsumsatzes
und der Gewebsregeneration [12]. Diese statischen EF haben eine Leitfunktion
fur die Migration und Zellteilung wahrend der Embryogenese. Eine Unterbre-
chung dieser EF bedeutet ein Unterbrechen der nattrlichen Entwicklung [12].
Auch wahrend der Wundheilung lassen sich endogene EF beobachten. Dabei
bildet sich ein elektrisches Feld Gber der Wunde, die Kathode befindet sich in
der Mitte des Wundzentrums. Nach kompletter Reepithelialisierung verschwin-
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det dieses Feld wieder [12, 74]. Ein statisches EF lasst sich auch z.B. wéahrend
der Regeneration des amputierten Schwanzes bei Amphibien beobachten [12].

Extern applizierte statische EF bewirken in vitro, dass sich Zellen entsprechend
dem Verlauf des EF ausrichten und auch die aufRere Zellform entsprechend
dem Feldverlauf verandern. Dies wird als Elektrotaxis oder Galvanotaxis be-
zeichnet [12].

1.4.2.2. Pulsierende endogene EMF

Pulsierende magnetische Felder (PEMF) sind in dem Korper viel haufiger als
statische. PEMF sind in einem sehr niedrigen Frequenzbereich und entstam-
men z.B. Aktionspotentialen der Nerven, des Herzens, den Bewegungen der
Muskulatur und den rhythmischen Bewegungen des Bindegewebes bei korper-
licher Aktivitat. Beim ruhigen Stehen entstehen durch Muskelaktivitat Frequen-
zen von 5-30 Hz. Wahrend des Gehens werden Frequenzen < 10 Hz erzeugt.
Diese Felder sind oftmals durch Spitzen charakterisiert und werden deshalb als
pulsierende EMF bezeichnet (PEMF) [12, 75].

Bei der Entstehung endogener EMF im Knochen kommen verschiedene Effekte

zum tragen:

-Piezoelektrischer Effekt: die Verformung von Knochen erzeugt eine elektrische
Spannung [76]. Die Spannung entsteht dabei in der organischen Komponente
(v.a. Kollagen) und nicht in der anorganischen [77, 78]. Kompression erzeugt
dabei ein elektropositives Potential und Zug ein elektronegatives Potential. Es
konnte gezeigt werden, dass unter elektronegativem Potential Knochen aufge-
baut wird, wahrend unter elektropositivem Potential Knochen abgebaut wird
[79]. Sehnen, Bandern und Faszien bestehen zu einem grof3en Teil aus Kol-
lagen. Sie bilden 30-40 % des piezoelektrisch aktiven Gewebes. Auch die ext-
razellulare Matrix des hyalinen Knorpels besitzt piezoelektrische Eigenschaften
[12].

-Stromungspotentiale: dabei entstehen Ladungsverschiebungen durch Scher-

bewegungen von Flissigkeiten im Rahmen von kérperlicher Bewegung [80].

-andere elektrokinetische Prozesse, z.B. Flusseffekte in den Kanalikuli der Os-
teone [12].
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Der Zusammenhang zwischen mechanischer Belastung und Knochendichte
wird, durch das Wolff'sche Gesetz beschrieben. 1892 beschrieb Julius Wolff in
dem ,Gesetz der Transformation der Knochen®, dass bei hdherer mechanischer
Belastung des Knochens, ein Umbau hin zu groRerer Steifigkeit erfolgt, indem
die Trabekelstruktur und die Kortikalis umgebaut werden. Hingegen bei geringe-
rer oder fehlender Belastung eine Abnahme der Knochendichte erfolgt [81]. Die
Bedeutung davon zeigt sich z.B. im Weltall. Bei verminderter Graviditat zeigt
sich ein Rickgang der Knochendichte aufgrund einer verminderten Knochenbil-
dung [82]. Diese Vermittlung mechanischer Signale in biochemische Signale
(Vermittlung von Knochenumbau), wird als ,Mechanotransduktion® bezeichnet.
Wie genau diese auf zellularer Ebene vermittelt wird, ist bislang nicht abschlie-
Bend geklart. Jedoch spielen die oben beschriebenen elektrischen Effekte hier-
bei eine wichtige Rolle. Z.B. zeigen die Knochenzellen, welche durch PEMFs
stimuliert werden, eine Frequenzselektivitat von 15-30 Hz [12, 75] entsprechend

den endogen erzeugten Frequenzen.
1.4.3. Effekte exogener EMF-Stimulation auf Zellen

Grenzwerte fur Disposition von elektromagnetischer Strahlung richteten sich
lange Zeit nach der theoretischen Berechnung der Ubertragenen Energie [83].
Diese lasst sich aus Frequenz und Amplitude berechnen und wird bei zuneh-
mender Frequenz gro3er. Durch die so Ubertragene Energie kann z.B. die Ge-
ninformation mechanisch geandert werden indem DNA-Strangbriiche und Muta-
tionen oder auch Schaden an Makromolekulen und Proteinen erzeugt werden.
Dieser Mechanismus erklart z.B. die Schadigung durch Réntgenstrahlung oder

Strahlung im Radiofrequenzbereich.

ELF-EMF féllt jedoch in einen deutlich niedrigeren Frequenzbereich (0-300 Hz
[12]), die hiervon Ubertragene Energie reicht rechnerisch nicht aus um moleku-
lare Briche zu induzieren. Jedoch lie3 sich auch hier eine Beeinflussung der
Genexpression beobachten [83-85]. So konnte in Zellkulturen eine Beeinflus-
sung verschiedener Zellfunktionen gezeigt werden, u. a. der Proliferation, Diffe-
renzierung, Apoptose, DNA-Synthese, RNA-Transkription, Proteinsynthese,

Phosphorylierung von Proteinen, Redox-vermittelter Anstieg von NF-kappaB,
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Induktion von Zellschaden, Motilitat von Mikrovesikeln, ATP-Synthese, Hor-
monproduktion, antioxidative Enzymaktivitaten, metabolische Aktivitat und Inhi-
bition der Adharenz [86].

Generell besteht die Idee der exogenen EMF-Stimulation darin, nattrlich vor-
kommende EMF, zu imitieren. Klinisch kénnte dadurch z.B. Belastung des Kno-
chens bei postoperativer Immobilisation immitiert werden. Dementsprechend
muss das applizierte Signal koharent sein und eine bestimmte Zeit appliziert
werden. Man spricht dabei von einem ,Fenster-Effekt®. Aul3erhalb dieses Fens-
ters fallt die Reaktion sehr viel geringer aus. Wie sich EMF auf eine Zelle aus-
wirken ist bislang nicht schlissig geklart. Dabei gibt es mehrere beschriebene
Mechanismen. Beispiele sind membranstandige Antennen die bei einem spezi-
fischen EMF-Signal Bewegung in ein intrazellulares Signal transduzieren, die
Ausrichtung spannungsabhangiger Protonenkandale in EF-Richtung, Induktion
von Anderungen des Membranpotentials der Zelle welches zu einer Signal-
Ubermittlung fihrt, Beeinflussung Uber magnetische Eigenschaften einzelner
Molekiile (z.B. ROS) oder eine direkte Wirkung auf spannungsabhangige Ca?*
Kanale mit Signalliberleitung nach intrazellular [75].

Auf Knochenzellen wurden ebenfalls verschiedene Wirkmechanismen von
PEMF beschrieben. Die Unterschiede lassen sich teilweise, aber nicht vollstan-
dig, durch die unterschiedlichen Stimulationsparameter erklaren [28, 42]. Eine
Ubersicht uiber die wichtigsten Wege wahrend der Osteogenese und Angioge-
nese, zwei essentiellen Aspekten der Knochenheilung, stellte Yuan et al. 2018

[37] zusammen (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Ubersicht Gber beschriebene Wirkmechanismen von PEMF-Stimulation auf Kno-
chenzellen nach Yuan et al. 2018

Sighalweg Beschreibung

Das von PEMF erzeugte elektrische Wechselfeld erzeugt im Zytosol eine
Freisetzung von intrazellularem Calcium. Es erfolgt ein Anstieg des zytosoli-
schen Calciums, eine Aktivierung des Calmodulin und eine Verbesserung
der Viabilitéat der Knochenzellen.

ca’ - Stimulationsweg auf Osteoblasten: erhdhte Kalziumspiegel - Level von
Signaling Stickstoffmonoxid wird erhéht - Anstieg der cGMP Synthese - Aktivierung
der Protein G Kinase - Stimulierung der Differenzierung und Reifung von
Osteoblasten

Durch den Kalziumanstieg wird z.B. die osteogene Differenzierung der
MSCs beschleunigt.
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Das Wnt/beta-Catenin spielt eine essentielle Rolle in der Zellproliferation,
Differenzierung, Entwicklung, Selbsterneuerung und Festlegung des Zell-
schicksals in der Differenzierung. Wnt-Liganden binden extrazellular an den
Wnt-Rezeptor und einen Korezeptor. Dies stabilisiert beta-Catenin im Zyto-
plasma und bewirkt dadurch eine Initiierung des Wnt/beta-Catenin Signal-

Whnt/beta-
Catenin Sig- WEges.
naling Eine gesteigerte Expression des Wnt/beta-Catenin Signalings durch PEMF,

bewirkt eine Aktivierung der Expression von Genen die mit der Proliferation
und Differenzierung in osteoblastaren Zellen assoziiert sind.

Der Wnt/beta-Catenin Pfad spielt z.B. eine Schlusselrolle bei der PEMF-
induzierten osteogenen Differenzierung von mesenchymalen Vorlauferzel-
len, sowie der Knochenbildung und bei kndchernen Reparaturprozessen.

Der MAPK Pfad spielt eine Rolle in der Transduktion von extrazellularen
Signalen zu verschiedenen zellularen Kompartimenten und ist essenziell fir
MAP-Kinasen | die Zellproliferation, Differenzierung, Migration und Zelltod. Bspw. auch in
der PEMF-stimulierten osteogenen Differenzierung und osteoblastéren Via-
bilitat und Funktion. Die klassischen MAPK sind Erk1/2, JNK und p38.

PEMF beeinflussen auch die Angiogenese, hier zeigt sich ein stimulierender
Effekt auf die Angiogenese. Dabei spielt das FGF und VEGF Signaling eine
FGF und Rolle. Der FGF Signalweg beeinflusst die Proliferation und Differenzierung
VEGF von Osteoblasten, sowie die Angiogenese. Der VEGF Signalweg spielt eine
regulierende Rolle in der Beziehung von Osteoblasten und Endothelzellen
wahrend der Osteogenese.

Der TGF-beta/BMP-Signalweg spielt eine wichtige regulatorische Rolle in
der Knochenheilung. Durch PEMF konnte sowohl ein TGF-beta als auch ein
BMP-Anstieg, in differenzierten Osteoblasten, erzeugt werden

TGF-
beta/BMP

1.5. Oxidativer Stress

1.5.1. Klinische Bedeutung

Oxidativer Stress wird mit der Pathogenese sehr vieler Erkrankungen in Verbin-
dung gebracht z.B. neurodegenerativer Erkrankungen (Alzheimer Erkrankung,
Parkinson Erkrankung, Amyotrophe Lateralsklerose, Huntington Erkrankung),
Lungenerkrankungen (Asthma, COPD, akutes Lungenversagen und idiopathi-
sche Lungenfibrose) sowie Volkskrankheiten wie Atherosklerose, Bluthoch-
druck, Diabetes und Ischamien. Nicht zuletzt wird oxidativem Stress eine regu-
latorische Rolle bei der Karzinogenese, bei Autoimmunerkrankungen und beim

Alterungsprozess zugeschrieben [87].

Oxidativer Stress spielt ebenfalls in der Pathogenese von Knochenerkrankun-
gen eine Rolle. Bei einem Frakturereignis entstehen grol3e Mengen an aktiven
Radikalen [88, 89]. Z.B. konnte Prasad et al. erh6hte Lipidperoxidation mit ei-
nem Maximum in der 2-3 Woche nach Frakturereignis beobachten [90]. ROS

spielen aulerdem eine Rolle in der Pathogenese der Osteoporose, sowohl bei
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der postmenopausalen Osteoporose als auch der sekundaren Osteoporose.
Der Verlust von Ostrogenen und Androgenen schwécht hierbei die antioxidative
Aktivitat [91]. Oxidativer Stress beeinflusst zudem das Bone-Remodeling indem
das Gleichgewicht der osteoblastaren und osteoklastaren Aktivitéat zerstort wird
[92].

1.5.2. Definition

Der Begriff ,oxidativer Stress“ wurde von H. Siess im Jahr 1985 definiert, als
,eine Verschiebung des Gleichgewichts aus Prooxidantien und Antioxidantien,
zugunsten der Prooxidantien“ [93]. Dies beruht auf den Phanomenen der Ho-
maoostase, wonach ein System einen Gleichgewichtszustand aktiv durch interne
Regulationsmechanismen aufrechterhalt. Stress bedeutet dabei die Reaktion
eines Systems auf eine Anforderung (durch einen Stressor) und geht mit einer

temporaren Abweichung von dem Gleichgewicht einher [93].

Nicht jede Abweichung vom Gleichgewicht bedeutet eine Schadigung. Es wur-
de zunehmend die essentielle Rolle von Redox-Reaktionen in der physiologi-
schen Regulation wichtiger Lebensprozesse der Zelle gezeigt. In Abhangigkeit
der Intensitat des oxidativen Stresses unterscheidet man demnach physiologi-
schen oxidativer Stress (Eustress) von ubermalligem toxischem oxidativen
Stress (Distress). Distress fuhrt zu Veranderung oder Schadigung von nahezu
allen Biomolekilen (insbesondere Lipide, Proteine und DNA [94]) und kann
auch zur Modulation bis hin zur Unterbrechung des Redox-Signalings fihren
[93].

Redox-Prozesse durchdringen alle fundamentalen Zellprozesse von Energie-
gewinnung Uber Metabolismus bis Proliferation, Differenzierung und Regenera-
tion [93]. Redox-Signaling Pfade sind ebenso wichtig wie Phosphorylierungs-
Dephosyphorylierungs-Reaktionen. Die beiden Systeme interagieren auch
durch Verbindungen untereinander. Ebenso bestehen Verbindungen zu Acety-
lierungs-/Deacetylierungsprozessen und auch Methylierungs-

/Demethylierungsprozessen und somit zur Kontrolle der Genexpression [93].

Eine aktuelle allgemein akzeptierte Definition von oxidativem Stress berticksich-

tigt diese Redox-gesteuerten Regulationsprozesse:
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Oxidativer Stress sei, “ein Ungleichgewicht von Oxidantien und Antioxi-
dantien hin zu den Oxidantien, welche zu einer Unterbrechung des Re-
dox-Signalings und der Redox-Kontrolle und/oder molekularen Schaden
fihrt” [93].

Oxidativer Stress entsteht, wenn die Produktion oder der Abbau von reaktiven
Spezies uUberfordert ist, bzw. wenn Reparatur- oder Degradierungssysteme fur
zerstorte Produkte beeintrachtigt sind [95].

1.5.3. “Redox regulation”, “Redox signaling” und “Redox control”

Die Redox-Prozesse sind eng reguliert (,redox regulation®) und lassen sich in
zwei fundamentale Prozesse trennen: dem ,redox signaling® und dem ,redox
control“ [96]. ,Redox signaling® ist als die ,Vermittlung eines Redox-Signals
Uber ein essentielles Redox-Element von einer Quelle zu einem Ziel* definiert
[93]. Dabei werden Abweichungen, von dem Sollwert des metabolischen
Fliessgleichgewichts, fur das Redox-Signaling verwendet. ,Redox control* be-
zeichnet die Kontrolle der Abweichungen in engen Grenzen und damit ein Ver-

hindern von ,Distress” [93].
1.5.4. Spezifitat des Redox Signalings

Die Spezifitat des Redox-Signalings wird vor allem durch zwei Faktoren beein-
flusst, einerseits durch die Spezifitat und Selektivitat der ROS, andererseits

durch die Kompartimentierung in der Zelle.

Die jeweiligen ROS unterscheiden sich in ihren biologischen Eigenschaften
(u.a. chemische Reaktivitdt, Stabilitdit und Lipid-Diffusions-Kapazitat) und
dadurch auch in Spezifitat und Selektivitat (siehe Tabelle 7 nach [97]). Jede
physiologische Situation ist durch ein Muster aus Antioxidantien und Oxidantien
bestimmt, &hnlich des optimalen pHs in verschiedenen Kompartimenten.
Dadurch kénnen z.B. im Phagosom Fremdkdrper abgebaut werden ohne dass
dies die Zelle schadigt [93]. Auch sind in den jeweiligen Kompartimenten ande-
re Oxidantien prasent und unterschiedliche Enzyme aktiv. Dies ist z.B. von der
Sauerstoffkonzentration in der nahen Umgebung und exogenen Bedingungen

abhangig, sowie von dem Gewebetyp, Organ oder dem Zelltyp.
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Entsprechend bedingen sowohl die Art des ROS als auch die lokale Konzentra-
tion, ob der Anstieg einer physiologischen Situation (Redox Signaling) oder ei-
ner toxischen Situation entspricht (Distress). Fir ein effektives Signaling, muss
sich die H,O, Produktion in der Nahe zu der H,O, abhéngigen Oxidation des
Zielproteins befinden. Bspw. befindet sich die NADPH-Oxidase in der N&he
plasmamembranstandiger Zielproteine oder Mitochondrien bewegen sich in der
Zelle zu den Zielproteinen hin welche tber einen H,O»-Anstieg aktiviert werden.
Die Bedeutung des H,O, Anstiegs abhangig vom jeweiligen Kompartimenten
zeigt sich beim Knockout abbauender Enzyme. So zeigen SOD2 knockout
Mause (Isoenzym im Mitochondrium) einen dramatisch starker geschadigten

Phanotyp als SOD1 Knockout Mause (Isoenzym im Zytoplasma) [97].
1.5.5. Antioxidantien und Oxidantien

1.5.5.1. Oxidantien - Ubersicht

Oxidantien kdnnen sowohl exogen als auch endogen entstehen. Exogene Quel-
len fir Oxidantien sind z.B. Tabak, Strahlung, Schadstoffe, Medikamente und
Xenobiotika [87]. Endogen entstehen Oxidantien als Teil des physiologischen
Stoffwechsels und im Rahmen des Redox-Signalings sowie zur Pathogenab-
wehr in phagozytierenden Zellen. Der Hauptteil der endogenen reaktiven Spe-
zies in der Zelle entsteht jedoch als Teil des physiologischen Stoffwechsels der
Zelle. Dadurch ist die Bildung fur die Zelle unvermeidlich und der Abbau ent-
sprechend wichtig. Reaktive Spezies, Redox Spezies oder reaktive Redox Spe-
zies kdénnen Radikale mit freiem Elektron, stabile Verbindungen und stabile
Verbindungen in elektronisch angeregtem Zustand sein. Dementsprechend be-
steht eine grof3e Spannbreite in der chemischen Reaktivitdt der Verbindungen
[93] (Ubersicht siehe Tabelle 6).

Die Gruppe der ROS ist die wichtigste Gruppe der Oxidantien in aeroben Le-
bewesen. Sauerstoff wird fur die Zellatmung, die mitochondriale Energiegewin-
nung bendtigt und dabei entstehen als unvermeidliche Nebenprodukte des Me-
tabolismus die reaktiven und zerstorerischen ROS die kontrolliert werden mis-

sen. Davies bezeichnete das ambivalente Verhéaltnis von aeroben Lebewesen

19



1. Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

und Sauerstoff als das ,Sauerstoff-Paradox®: Sauerstoff ist sowohl essentiell flr

aerobe Lebewesen, gleichzeitlich aber auch potentiell schadigend [95].

Tabelle 6: Ubersicht der verschiedenen Gruppen reaktiver Spezies nach Sies et al. [93]

Ubersicht tiber Oxidantien nach Sies et al. [93]

Gruppe Radikale Nicht-Radikale
Singulett Sauerstoff (OzlAg) (angeregtes

Hyperoxid-Anion (-O,)

ROS : . | Sauerstoffmolekail)
(reaktive Hydropero>.<ylrad|kal (HOO") Wasserstoffperoxid (H,O,)
Peroxylradikal (ROO-) :
Sauerstoff . Hydroperoxide (ROOH)
X Hydroxylradikal (HO-) . 3
Spezies) ) Elektronisch angeregte Carbonyle (RCO)
Alkoxylradikal (RO*)
0Ozon (O3)
Reaktive
Chlor/Brom Chlor (CI+), Brom (Br*) Hypochlorit (OCI), etc.
Spezies
RNS Nitrite (NO,), Stickstoffmonoxid Anion (NO")
(reaktive Stickstoffmonoxid (NO-), =20 : ) g
Stick- Stickstoffdioxid (NO,), etc. Peroxynitrit (ONOQ"), Peroxynitrate (O,NOO

stoffspezies) ), etc.

Thiolgruppe (RSH) und entsprechende Thi-

RSS olate (RS-) z.B. in Glutathion (GSH), Thiore-
(reaktive o o . doxin
Schwefel Thiyl-Radikale (RS+) Disulfide (RSSR) z.B. GSSG

Spezies) weitere: Schwefelhaltigen Aminosauren
(Cystein, Methionin)

RCS

(reaktive Car-

bonyl Spe- Acetaldehyd, etc.

zies)

Reaktive Se- Selenocystein, Selenomethioninreste in Pro-
len Spezies teinen, etc.

1.5.5.2. ROS - endogene Entstehung und Eigenschaften

Der Hauptteil der endogenen reaktiven Spezies in der Zelle entsteht im Rah-
men des aeroben Stoffwechsels im Mitochondrium [98]. Die ROS leiten sich
vom Sauerstoff ab. Sauerstoff ist im natirlichen Zustand des molekularen Sau-
erstoffs (O2) chemisch stabil und relativ unreaktiv. Erst durch die energetische
Anregung oder Aufnahme eines Elektrons entsteht eine reaktive Verbindung
[99]:

-Singulettsauerstoff (1AgOz): entsteht durch Energieaufnahme von Photosensiti-
zern (kdnnen die durch Licht Gbertragene Energie sammeln und Sauerstoff an-
regen) (siehe Abbildung 1). Singulettsauerstoff schadigt Biomolekile (DNA,

Proteine, Lipide), kann aber auch als Signalmolekul in niedrigen Konzentratio-
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nen wirken [100]. Der Abbau erfolgt durch niedermolekulare Antioxidantien wie
z.B. Karotinoide, ein Abbau durch Enzyme ist nicht mdglich [93].

-Superoxid-Radikal (Oy): entsteht aus O, durch Aufnahme eines Elektrons v.a.
im Mitochondrium, im Rahmen der mitochondrialen Atmungskette und durch
membranstandige Dehydrogenasen [99]. Die Superoxid-Bildung bewegt sich in
engen Grenzen und wird streng kontrolliert (siehe Abbildung 1, Abbildung 2 und
Ubersicht

Tabelle 7).

-Wasserstoffperoxid (H2O,): ist ein stabiles Molekull und entsprechend weniger
reaktiv als das Superoxid-Radikal, es wirkt als 2nd messenger in der Signal-
Ubertragung [101] (siehe Abbildung 1, Abbildung 2 und

Tabelle 7).

-Hydroxyl-Radikal (OH"): Eine Ein-Elektron Reduktion von H,O; fihrt zu dem
sehr reaktiven Hydroxyl-Radikal. Das OH" ist sehr instabil mit sehr kurzer Halb-
wertszeit und reagiert schnell und unselektiv mit Biomolekilen [101] (siehe
Ubersicht Tabelle 7). Die Bildung erfolgt bei unkontrolliert hohen H»0,/O -
Spiegeln (siehe Abbildung 1).

ROS-Bildung beim oxidativen Burst [102, 103]:

Als oxidativer Burst oder respiratorischer Burst, wird die Produktion von reakti-
ven Sauerstoffspezies (ROS) wahrend der Phagozytose bezeichnet. Dies er-
folgt v.a. im Phagosom in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen. Der
Prozess der ROS-Bildung wird durch das membranstadndige Enzym NADPH-
Oxidase (an der Phagosomenmembran nach luminal gerichtet und an der Zell-
membran nach extrazellular gerichtet) katalysiert. Dabei vermittelt die NADPH-
Oxidase die Bildung des Superoxid-Anions (NOX4 bildet direkt H,O,), welches
durch weitere Enzyme zu anderen ROS abgebaut werden kann. AulR3erhalb des
oxidativen Burst kdnnen, in geringerer Auspragung, auf diesem Weg auch in

allen anderen Zellen ROS gebildet werden.
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Fenton-Reaktion

Gesamtreaktion: O,+4e+4H ——> 2H,0

Abbildung 1: chemische Entstehung der wichtigsten ROS nach Scandalios 2005 [99]

SOD
02_' + 02_' +2H ——> 02 + H202
CAT
H202 + H202 _— 2 HQO + 02
Px

H,O, + R(OH), —> 2H,0 +R(0O),

Abbildung 2: wichtigste enzymatische Abbauwege der Antioxidantien nach Scandalios 2005

[99]

Tabelle 7: Zusammenfassung der Eigenschaften der wichtigsten ROS nach Schieber und

Chandel 2014 [97]

ROS Funktion und Eigenschaften

Quellen

Entstehung: endogen v.a. im Rahmen der mitochondrialen
Atmungskette in der Matrix (Komplex I, Il und IlI) und durch memb-
ranstandige Dehydrogenasen. Weitere Quellen sind z.B. die zytoso-
lische membranstdndige NADPH-Oxidase (v.a. beim oxidativen
Burst) und das Peroxisom. Aber auch nicht-enzymatische Reaktio-
nen von O, mit Ubichinonen, Katecholen, Thiolen und Flavinen spie-
len bei der Generierung von Superoxid eine Rolle. Kann auch durch
exogene Stimuli wie z.B. ionisierende Strahlung entstehen. Unter
Superoxid | sauren Bedingungen geht es in seine protonierte Form HOO- (Hyd-
(02 roperoxyl-Radikal).

Funktion: reaktiv, schadigt jedoch nicht unselektiv. Akkumulation
bewirkt oxidativen Stress. Weniger wichtig fur das Redox-Signaling,
kann aber auch als 2nd messenger wirken.

Bestimmte Proteine sind sensibel auf Hyperoxid-bedingte Inaktivie-
rung. Dies sind Proteine welche Signalpfade aktivieren, entweder
um die Adaptation an ein erhéhtes Hyperoxid-Level zu unterstiitzen
oder um den Zelltod einzuleiten.

Abbau: erfolgt durch die Superoxid-Dismutasen (SOD)

[99,
102]

Entstehung: als Signalmolekul, als Nebenprodukt bei Proteinoxida-
tionen im ER, als Endprodukt verschiedener peroxisomaler Oxidati-
onswege (z.B. beta-Oxidation sehr langkettiger Fettsauren) und

Wasser- verschiedene weitere Enzyme wie Oxidasen (z.B. Zytochrom P450,
stoffper- . . h : ldeh ;
oxid (H0,) Monoaminooxidase, Xanthonoxidase, Aldehydoxidase usw.).

Funktion: stabiles Molekiil, es kann durch die Lipidmembran diffun-
dieren. Es wirkt v.a. als 2nd messenger im Rahmen des Redox-
Signalings.

[101]
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Abbau: u.a. durch Catalase und verschiedene Peroxidasen wie
PRDX und GPX in nahezu allen Zellkompartimenten.

Entstehung: durch eine unkontrolliert Ein-Elektron Reduktion von [101]
H,O, im Rahmen der Haber-Weiss-Reaktion und Fenton-Reaktion in
Anwesenheit von Metallkationen (hauptséchlich Fe** oder Cu*). Dies
erfolgt v.a. bei unkontrolliert hohen H,O, -Spiegeln. Da dies typi-

Hydroxyl- scherweise im Rahmen der Fenton-Reaktion, in Anwesenheit von
Radikal Eisen-Kationen, gebildet wird, ist die Kontrolle des H,O,-Spiegels
(OH) und Eisenhaushalts essentiell.

Funktion: extrem reaktiv. Sehr kurze Halbwertszeit, starkes oxidie-
rendes Potenzial und Lipidunléslichkeit. Unselektive Schadigung
von Biomolekulen (Lipiden, Proteinen und DNA) was zu einer ge-
nomischen Instabilitat flhrt (,Distress®).

1.5.5.3. Antioxidantien — enzymatische und nicht-enzymatische Antio-
xidantien

Nicht enzymatische Antioxidantien sind niedermolekulare Verbindungen. Dazu
gehoren Verbindungen mit Thiol-Gruppen wie Glutathion (GSH), Thioredoxin,
Glutaredoxin, Cystein (Cys) oder reduzierte Fettsduren. Aber auch nicht Thiol-
haltige Verbindungen wie Polyphenole in Pflanzen und Vitamine wie das a-

Tocopherol, Ascorbat und Vitamin A [92].

Der grofdte Teil des Abbaus von Oxidantien erfolgt nicht durch die direkte Reak-
tion mit niedermolekularen Antioxidantien (dies erfolgt z.B. beim Abbau von
Singulettsauerstoff) im Sinne eines Gleichgewichts aus beiden. Vielmehr wird
die Hauptlast des oxidativen Stresses durch Enzyme abgebaut [103]. Nieder-
molekulare Antioxidantien wie z.B. GSH oder Thioredoxin wirken dabei als

Scavenger-Molekiile.

Eine ausfuhrliche Auflistung und Erklarung der verschiedenen Enzyme welche

sich auf dem gPCR-Array befanden, findet sich in Tabelle 8.

1.6. Ubersicht Funktion der Gene des qRT-PCR Array

Tabelle 8: Ubersicht tiber Funktion der untersuchten oxidativen Stress Gene auf dem gRT-PCR
Array ,Human Oxidative Stress Plus - Qiagen PAHS-065Y*.

Gen Funktion guel-

ROS Metabolismus Gene

Superoxid assoziierte Gene

Mitochondrial uncoupling protein 2
gehort zur Familie der mitochondrialen Anionen Transporter (Mitochondri- | [104,
al Anion carrier proteins). UCP2 kann die oxidativen Phoyphorylierung von | 105]
der ATP-Synthese entkoppeln. Uberschiissige Energie wird als Warme

UcpP2
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abgegeben. Dadurch sinkt die Produktion von ROS durch die Atmungs-
kette. UCP2 kann akut durch ROS aktiviert werden und senkt dadurch
den ROS Spiegel.

Superoxiddismutasen (SOD)
Bauen Superoxid zu H,O, ab (siehe Abbildung 2).

Lokalisation: v.a. im Zytoplasma (aber auch Nukleus, Mikrosomen, mito-
chondrialer Intermembranraum). Katalytisches Zentrum: Kupfer, Zink,

SOb1 wobei Kupfer das katalytisch aktive Zentrum ist. CCS und GSH wirken als
Chaperon.
Cu Chaperone fir SOD1

CCs CCS und GSH (als sekundares Chaperon) wirken als spezifische Chape-
rone fur SOD1

Lokalisation: mitochondriale Matrix. Aktives katalytisches Zentrum ist
Mn**. Assoziierte Proteine sind: Smf2p (Mn trafficking factor for mitochon-
SOD2 drial SOD2) und MTM1 (Mn trafficking factor for mitoch. SOD2).

Das einzige SOD-Enzym welches essentiell fir das Uberleben aerober

Organismen ist (MNSOD Knockout Mause sterben kurz nach der Geburt. [106]
Lokalisation: v.a. in der Plasmamembran und extrazelluldaren Flussigkei-
ten. Katalytisches Zentrum: Cu** und Zn*", wobei Kupfer das katalytisch

SOD3 aktive Zentrum ist. Atox 1 (antioxidant-1 Cu Chaperone) und MNK (Men-
kes ATPase = Transmembran Protein fur Kupfertransport) wirken als
Chaperone.

Antioxidant-1 Cu Chaperone
Chaperon welches direkt mit der SOD3 interagiert. Zusammen mit ATOX1

ATOX1 | und MNK (Menkes ATPase = Transmembranprotein fiir Kupfertransport)
erhalten sie die SOD3 Aktivitat. ATOX1 wirkt auch als Transkriptionsfak-
tor.

Glutathionperoxidasen

Glutathionperoxidasen (GPX)

Katalysieren die Reduktion von organischen Peroxiden und Wasserstoffperoxid zu

Wasser und entsprechenden Alkoholen. Dabei wird Glutathion oxidiert. [107

Funktionen: Schutz vor Schadigung durch Redoxreaktionen (oxidativer Stress). Re- 108]’

gulation der H,O,-Ansammlung und dadurch Modulation des H,O, Signalings

(Wachstumsfaktorvermittelte Signale, mitochondriale Funktionen, Erhaltung der Thiol

Redox Balance).
haufigstes Isoenzym, in allen Zellen exprimiert. Lokalisation v.a. im Zyto-

GPX1 sol (aber auch Nukleus und Mitochondrien). Initial in Erythrozyten ent-
deckt, v.a. in roten Blutkdrperchen, Leber-, Lungen- und Nierenzellen
hoch exprimiert.

GPX2 Lokalisation: v.a. Zytoplasma (auch im Nukleus). Initial Gastrointestinal
entdeckt und hier am hdchsten exprimiert.

Lokalisation: v.a. Extrazellular und im Plasma. Wurde initial im humanen | [107,

GPX3 Plasma beschrieben, deshalb auch als Plasma-GPX bezeichnet. V.a. in | 109]
der Niere hoch exprimiert, aber auch in vielen weiteren Zellen und Orga-
nen (z.B. Muskelzellen).

Lokalisation: membranassoziierte GPX, lokalisiert in Zytosol, Mitochondri-

GPX4 um und Nukleus. Wird auch Phospholipid Hydroperoxid GPX (PHGPX)
genannt. Kann auch Lipid-Peroxide reduzieren. V.a. in Hoden-, Hirn- und
Herzzellen hoch exprimiert.

Mitglieder der Glutathion-S-Transferase Superfamilie

GSTP1 | Mitglied der Glutathion-S-Transferase Superfamilie; Detoxifizierung mittels | [110]

Konjugation mit GSH: giftige Substrate werden mit reduziertem GSH kon-
GSTZ1 | jugiert und so detoxifiziert. Werden bei oxidativem Stress hochreguliert.

GSH-bildendes und reduzierendes System
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GCLM,
GCLC,
GSS

Glutamatcysteinligase (GCLM, GCLC), Glutathionsynthase (GSS).
Glutathion wird in zwei Schritten synthetisiert:

1. Schritt: Glutatmatcysteinligase: GCLC: schwere UE, katalytische Funk-
tion, GCLM: leichtere regulatorische UE/modifier subunit. Die GCL ist der
Geschwindigkeitsbegrenzende Schritt der GSH Synthese.

2. Schritt: Glutathionsynthase (GSS)

(111,
112]

GSR

Glutathion-S-Reduktase. Katalytische Rickreduktion des oxidierten Gluta-
thion unter NADPH/H"-Verbrauch

[113]

Peroxiredoxin System

PRDX1-

Peroxiredoxine (PRDX)

reduzieren Peroxide (Wasserstoffperoxid, organische Hydroperoxide und
Peroxynitrit). Dabei wird eine Sulfhydrylgruppe eines Zysteins am Per-
oxiredoxin oxidiert. Dieses Zystein wird durch Oxidation eines Thiols
(meist Thioredoxin) zurtickreduziert.

Funktion: Abbau von oxidativem Stress und auch Redox-Signaling. z.B.
als H,0O,-Sensor, Vermittler des H,O,-Signalings (dabei auch Modulation
von MAPK)

TXN

Thioredoxin. Wird bei der Rilckreduktion von PRDX oxidiert. TXN kann
von TXNRD rickreduziert werden.

SRXN1

Sulfiredoxin. Oxidation von Peroxiredoxin kann bei zweifacher Oxidation
zu einer Hyperoxidation der Schwefelgruppe des Zysteins fuhren. Dies
fahrt zu einer Inaktivierung der Peroxidase Aktivitat. Sulfiredoxin (SRXN1)
kann die Inaktivierung durch eine ATP-abhangige Reaktion aufheben.

TXNRD

Thioredoxin Reduktase. Einzig bekanntes Enzym welches die Reduktion
von Thioredoxin katalysieren kann (dabei Verbrauch von NADPH/H™).
TXNRD1 ist im Zytoplasma lokalisiert, das TXNRD?2 ist im Mitochondrium.

[114]

Weitere Peroxidasen
Peroxidasen katalysieren die Reduktion von Peroxiden (z.B. Wasserstoffperoxid).
Die Reaktion dient hauptsachlich der Entfernung der giftigen Peroxide.

CAT

Katalase. Schliisselenzym der Antioxidativen Abwehr.

CAT kann Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff degradieren
ohne dabei zelluldre reduzierende Aquivalente (z.B. GSH) zu verbrau-
chen. Lokalisiert vorwiegend im Peroxisom. Sehr hohe katalytische Effizi-
enz, sodass das Enzym kaum Ubersattigt werden kann.

[99]

CYBB

Zytochrom B-245 Beta Kette. Teil des Zytochrom B Komplexes.

Spielt insbesondere eine Rolle in der Pathogenabwehr durch Super-
oxidbildung. Teil der membranstandigen Oxidase die Superoxid in Pha-
gozyten synthetisiert.

[115]

CYGB

Zytoglobin
Hamoglobinprotein unklarer Funktion. Spielt eine Rolle beim Schutz vor
oxidativem Stress, Sauerstofftransport und Sauerstoffspeicher.

[116]

PTGS1

PTGS2

PTGS1/PTGS2 bzw. COX1/COX2. Prostaglandin-Endoperoxid Synthase
1 und 2, Cycloxygenase 1 und 2.

Produktion von Prostaglandin H2. Dieses kommt in allen Geweben im
Korper vor. Beide Enzyme besitzen sowohl eine Cycloxygenase-Funktion
als auch eine Peroxidase-Funktion.

[117,
118]

Weitere ROS Metabolismus Gene

AOX1

Aldehydoxidase 1. Ist im Zytosol lokalisiert. Oxidase mit grof3er Sub-
stratspezifitat. Baut Aldehyde ab, dabei wird H,O, produziert. Spielt eine
Schlisselrolle im Metabolismus von Xenobiotika.

Vermutlich an der Regulation der ROS-Homdoostase beteiligt. Mdgliche
Quelle von Superoxid durch eine ein-Elektron Reduktion von molekularem
Sauerstoff und mégliche Quelle von Stickstoffmonoxid (NO).

[119]

BNIP3

BCL2 interagierendes Protein 3. Mitglied der apoptotischen bcl-2 Protein
Familie. Interaktion mit anti-apoptotischen Proteinen. Pro-apoptotische
Funktion und an der Regulierung eines atypischen programmierten Zellto-

[120]
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des beteiligt. Spielt eine Rolle bei der Autophagie. Beteiligt an dem Abbau
von geschéadigten Proteinen innerhalb des Mitochondriums.

EPHX2

Epoxid Hydrolase 2. Ist ein Mitglied der Epoxid-Hydrolase Familie. Baut
Epoxide zu den entsprechenden Dihydrolen ab. Ist im Zytosol und Per-
oxisomen lokalisiert.

[121]

MPV17

Mitochondrial Inner Membrane Protein MPV17. Am ROS-Metabolismus
beteiligt. Spielt eine Rolle beim Erhalt der mtDNA. Die genaue Funktion ist
bislang nicht bekannt. Lokalisation an der mitochondrialen inneren Memb-
ran.

[122]

SFTPD

Surfactant protein D. Teil der unspezifischen angeborenen Immunantwort

in der Lunge, die inhalierte Mikroorganismen und Chemikalien abwehrt.

[123]

ROS bild

ende Funktion

NOX2,
NOX
1/3/4/5,
DUOX
1/2 und
NCF1/2

NADPH Oxidase 1-5 (NOX 1-5); weitere mit NADPH-Oxidase Funktion:
duale Oxidase Y2 (DUOX 1/2), neutrophiler zytosolischer Faktor 1/2
(NCF1/2).

Funktion: NADPH Oxidasen bilden Superoxid, typischerweise in den Ext-
razellularraum oder intraorganellaren Raum (z.B. Peroxisom). AulRerhalb
des oxidativen Bursts und dem Phagosom ist dieser Weg eine Quelle fur
Superoxid und H,O, (nur NOX4) im Rahmen des Redox-Signalings. Bei
Superoxid erfolgt der enzymatische oder spontane Abbau zu Wasser-
stoffperoxid, welches durch Membranen diffundieren kann, und die weite-
re Wirkung z.B. als second messenger vermittelt. Superoxid kann teilwei-
se auch direkt durch spezifische Anionenkanéle nach intrazellular trans-
portiert werden. NOX sind dadurch an verschiedenen zellularen Funktio-
nen beteiligt, u.a. an der Abwehr, an der posttranslationalen Modifizierung
von Proteinen, am zellularen Signaling, der Regulation der Genexpression
und der Zelldifferenzierung.

Zu NOX4: sowohl im Zytoplasma als auch im Mitochondrium lokalisiert.
NOX4 bildet H,O, wahrend NOX1/2 Superoxid (O,) bilden. NOX4 hat
eine konstitutive Aktivitat, wird v.a. Uber das Transkriptionslevel des En-

zyms reguliert.

[124,
125]

Zellzyklu

sregulation, Transkriptionsfaktoren, Signaltransduktion

MSRA

Methionine Sulfoxide Reductase A.

Methionin gehort so wie Cystein zu den Schwefelhaltigen Aminosauren.
Oxidation von Methioninresten in Proteinen fihrt zu Fehlfaltung und damit
Dysfunktion.

MSR fihrt die Reduktion von der oxidierten Form (methionine sulfoxide -
MetO) zu Methionin aus. Dabei wird Thioredoxin verbraucht. Isoenzyme:
MSRA, MSRB und die freie Met-R-SO Reduktase (fRMsr). MSRA kann
sowohl freies MetO als auch die proteingebundene Form reduzieren.
Funktion: protektive Rolle vor oxidativem Stress durch Reparatur von ge-
schédigten inaktiven Biomolekilen (v.a. Proteinen nach Oxidation durch
oxidativen Stress) und auch regulatorische Rolle im Rahmen des Redox-
Signalings (Oxidierung der Methioninreste als An-Aus-Schalter).

[126,
127]

RNF7
bzw.
SAG,
RBX2
oder
ROC2

RNF7 (RING Finger Protein 7) oder SAG (Sensitive to Apoptosis
Gene)/RBX2 (RING box protein 2)/ROC2 (Regulator of Cullins 2).
Lokalisation: Zytoplasma und Nukleus.

Funktion: nicht-enzymatische antioxidative Aktivitat. Dabei wird ROS ent-
fernt (Ober Oxidation der Cysteingruppen und folgender Selbst-
Oligomerisierung (dabei werden intra- und intermolekulér Disulfidbricken
gebildet). AuBerdem Komplexbildung mit anderen SCF Proteinen (Skp1-
Cullin1-F-box proteins) zur E3 Ubiquitinin Ligase. Hierdurch Unterstiitzung
der Ubiquitinierung und Abbau verschiedener Proteine(u. A. c-JUN, DEP-
TOR, HIF-1q, IkBa, NF1, NOXA, p27 und Procaspase-3).

[128]

DUSP1

Dual Specificity Phosphatase 1.

Phosphatase mit dualer Spezifitat fur Tyrosin und Threonin. Kann dadurch

[129,
130]
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MAP-Kinasen (MAPK1/ERK2) dephosphorylieren. Verschiedene extrazel-
lulare Signale kénnen Uber den gleichen MAPK-Weg unterschiedliche
Antworten intrazelluldr erzeugen. Durch Dephosphorylierung und damit
Unterbrechung der Aktivitat der aktivierten MAP-Kinase ist die DUSP1 an
der Regulation der Spezifitat der Signale beteiligt.

PDLIM1

PDZ And LIM Domain 1.

Gen des Zytoskeletts mit zwei Protein-interagierenden Bereichen (PDZ
und LIM Ende). Vermittelt wahrscheinlich die Verbindung zwischen Prote-
inen und Zytoskelett. Ist z.B. flr Zellmigration von Fibroblasten und dem
Erhalt der Polaritat notig. Zeigt auch eine negative Regulation des NF-kB
Signalings.

[131,
132]

FHL2

Four And A Half LIM Domains 2.

Moduliert Ubertragungspfade des intrazellularen Signalings die an einer
Vielzahl von Aufgaben beteiligt sind: Dabei werden wahrscheinlich Pro-
teininteraktionen vermittelt, z.B. mit beta-Catenin, FOXO1, p53, RUNX1/2,
Smad2/3/4 und Wntl.

[133]

SQSTM

Sequestosome 1.

Multifunktionales Protein. Bindet an Ubiquitinin und reguliert die Aktivie-
rung des NF-kB Pfades. Wirkt als Autophagie-Rezeptor bei der selektiven
Autophagie. Reguliert moéglicherweise Sighalkaskaden durch Ubiquitinie-
rung. Ist moéglicherweise an der Differenzierung, Apoptose, Immunantwort
und Regulation von K*-Kanéalen beteiligt.

[134]

FOXM1

Forkhead box protein M1.

Transkriptionsfaktor welcher eine Rolle in der Progression des Zellzyklus
(Regulation verschiedener Zellzyklus-Gene) und in der Reparatur von
DNA-Strangbriichen spielt.

[135]

SIRT2

Sirtuin 2.

NAD-abhéngige Histon-Deacetylase, lokalisiert im Zytoplasma. Kann His-
tone und andere Proteine deacetylisieren und spielt dadurch eine modula-
torische Rolle bei verschiedenen Zellprozessen wie z.B. Zellzyklus, Zell-
bewegung, Autophagie, Metabolismus, Apoptose und antioxidativem
Schutz. SIRT2 moduliert auch oxidative Stress Mechanismen und Schlis-
selgene.

(136,
137]

NCOA7

nuclear receptor coactivator 7.
Stimuliert die transkriptionale Aktivitat verschiedener nuklearer Rezepto-
ren (v.a. des Ah-Rezeptors). Hiertiber wird z.B. Cytochrom P450 aktiviert.

[138]

Metabolismus, Katabolismus und Biotransformation

SEPP1

Selenoprotein P.

Selenoprotein welches multiple Selenocystein-Gruppen (10 Gruppen pro
Protein) enthalt. Haufigstes Selenoprotein im Plasma, transportiert Selen
im Kdrper. Kann auch extrazellular als Antioxidant wirken.

[139]

VIMP
oder
SELE-
NOS

VCP-Interacting Membrane Protein (VIMP) oder SELENOS, Selenopro-
tein S.

Spielt eine wichtige Rolle in der Neutralisierung von oxidativem Stress und
furs Zelliberleben. Im ER finden Prozesse wie die Proteinfaltung und die
post-translationale Modifizierung statt. Selenoprotein S ist Teil der ER-
assoziierten Proteindegradation (ERAD) und auch am Transport fehlgefal-
teter Proteine, flr den Abbau, ins Zytosol beteiligt. Die Stimulation erfolgt
unter Bedingungen welche das Fehlfalten von Proteinen bedingen (z.B.
bei oxidativem Stress).

[140,
141]

TRAPP
C6A

Trafficking Protein Particle Complex 6A.

Untereinheit des TRAPP Komplexes (Transport von ER zum Golgi-
Apparat). Indikator fir den Proteinmetabolismus der synthetisierten und
gefalteten Proteine.

[142]

AKR1C

Aldo-Keto Reductase Family 1 Member C2.
Mitglied der Aldo/Keto-Reduktase-Familie. Katalysiert den Abbau von
Aldehyden und Ketonen zum entsprechenden Alkohol. Als Kofaktoren

[143]
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werden NADH oder NADPH verbraucht.

GLA

Galaktosidase alpha.
V.a. in den Lysosomen lokalisiert. Abbau von Glykolipiden und Glykopro-
teinen

[144]

LHPP

Phospholysine Phosphohistidine Inorganic Pyrophosphate Phosphatase.
Teil des Metabolismus, v.a. Purinmetabolismus.

[145]

DHCR2

24-Dehydrocholesterol Reductase.

Spielt eine Rolle in der Antwort auf oxidativen Stress (sowohl in der
akuten als auch chronischen Antwort), wirkt dabei antiapoptotisch (u.a.
durch Reduzierung der Caspase 3 Aktivitat) und spielt auch eine Rolle in
der Cholesterinbiosynthese.

[146,
147]

NQO1

NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1.

Funktion: Reduktion von Quinonen zu Hydroquinonen mittles einer zwei-
Elektronen-Reduktion. Dadurch wird die ein-Elektronen-Reduktion von
Quinonen verhindert, welche eine Bildung von Radikalen bedingt.

[148]

APOE

Apolipoprotein E.

Es spielt eine wesentliche Rolle im Alterungsprozess und der Pathogene-
se des Morbus Alzheimer. ApoE ist Bestandteil von Lipoproteinen. Als
Bindestelle an Rezeptoren ist es essentiell fir den Abbau und Transport
von Lipoproteinen. Oxidativer Stress stimuliert die Expression von apoE in
Adipozyten. Eine hohe apoE Expression schiitzt Zellen vor Wasserstoff-
peroxid-induzierten Schaden.

[149-
151]

PRNP

Major prion protein.

Ein Protein mit bislang unklarer physiologischer Funktion. Spielt eine Rolle
in der oxidativen Homdostase und kénnte eine Rolle im Eisen- und Kup-
ferhaushalt spielen (Eisenaufnahme und Homdostase).

[152,
153]

FE Haushalt

HMOX1

Hamoxygenase 1.

Essentielles Enzym des Ham-Abbaus, spaltet Ham zu Biliverdin. Hierbei
wird Eisen (1) und Kohlenstoffmonoxid frei. Hohe Spiegel an freiem Ham
sensibilisieren die Zelle fiir Apoptose. Der weitere Abbau zu Bilirubin er-
folgt durch die Biliverdin-Reduktase.

FTH1

schwere UE des Ferritins 1.

Eisen ist fur das Zellwachstum essentiell und ist Bestandteil verschiede-
ner lebensnotwendiger Enzyme und Proteine. Uber die Fentonreaktion
kénnen Hydroxyl-Radikal gebildet werden. Dafir werden Metallionen be-
nétigt (u.a. Fe*" und Cu"). Entsprechend gehoren Eisenspeicher und De-
toxifizierung von Eisen zu den lebensnotwendigen Funktionen der Zelle.
Ferritin besteht aus einer schweren und leichten Untereinheit. Dabei be-
sitzt die hier codierte schwere (H) Untereinheit eine hohe Ferroxidase-
Aktivitat welche das Eisen schnell in die gebundene nicht-toxische Fe (l11)-
Form oxidiert. Die leichte (L) Untereinheit erleichtert die Eisen Langzeit-
speicher.

[154]

HSP und

Reparaturgene

BAG2

BCL2 Associated Athanogene 2.
Spezifische Interaktion mit der Hsc70 ATPase Domain. Vermittelt die
Freisetzung des Substrats und inhibiert dadurch die Chaperon-Aktivitét.

[155]

HSP90
AAl

Heat shock protein HSP 90-alpha.

Chaperon welches die Reifung und Strukturerhalt und Regulation spezifi-
scher Zielproteine aufrechterhélt. Die Zielproteine des Chaperons sind an
der Zellzykluskontrolle und Signaltransduktion beteiligt.

Spielt eine Rolle in der Regulation der Transkription Uber 3 verschiedene
Mechanismen: Anderung der Spiegel verschiedener Transkriptionsfakto-
ren; Modulation der Aktivitat von epigenetischen Modifikatoren (z.B. His-
ton-Deacetylasen, DNA Methyltransferasen); spielen eine Rolle an dem

[156]
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1. Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

Freilegen (Lésen der Histonbindung) von Promoterregionen bestimmter
Gene.

Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 1A.

HSPA1 | Teil der Heat shock Protein 70 Familie. Stabilisiert in Verbindung mit an-
A deren HS-Proteinen Enzyme gegen Proteinabbau. Vermittelt das Falten
neu synthetisierter Proteine im Zytosol und den Organellen.

Nudix Hydrolase 1.

Oxidierte Nukleosid Triphosphate werden falsch eingebaut und verursa-
chen Mutationen die zu Karzinogenese und Neurodegeneration fihren
kénnen. NUDT1 kodiert ein Protein welches diese oxidierten NTPs hydro-
lysiert und dadurch den Fehleinbau verhindert. Damit wirkt es Zelldysfunk-
tion und oxidativem Stress bedingtem Zelltod entgegen.

[157]

NUDT1 [158]

Weitere

C-C Motif Chemokine Ligand 5.

Chemokin bzw. chemotaktisches Zytokin fur Blutmonozyten, Gedéchtnis-
CCL5 T-Helfer-Zellen und eosinophile Granulozyten. Bewirkt das Histaminrelea-
se von Basophilen und aktiviert eosinophile Granulozyten. Die CCL5 Ex-
pression wird unter anderem durch das Redox-Signaling reguliert.
Prostaglandin Reduktase 1.

Ist eine alkenal/one oxidoreductase die an dem Katabolismus von Eiko-
PTGR1 | sanoiden und Lipidperoxidation, sowie an der Inaktivierung des chemotak- | [161]
tischen Faktors Leukotrien B4 beteiligt ist. Uber Induktion der Bildung von
ROS wird auch ein Abwehrmechanismus induziert.

Solute Carrier Family 7 Member 11.

Anionisches Aminosdure Transport System, hochspezifisch fur Zystein | [162]
und Glutamat. Rolle in der Signaliibertragung, v.a. neuronal.
Serine peptidase inhibitor, Kazal type 1.

SPINK1 | Wird von Azinuszellen des Pankreas sezerniert. Damit wird eine vorzeitige | [163]
Aktivierung von Zymogenen verhindert.

[159,
160]

SLC7A
11

1.7. Uberleitung zu Vorarbeiten

Die vorliegende Arbeit baut auf verschiedenen Vorarbeiten auf.

Die Isolation und Kultivierung von Osteoblasten erfolgte nach einem von Ehnert
et al. modifizierten Verfahren. Das Stimulationsverfahren wurde ebenfalls von
Ehnert et al. etabliert, indem 10 verschiedene Felder nach Literaturrecherche
ausgewahlt (Unterschiede in Frequenz, Wellenform, Intensitdt und Signal-
Pausen-Intervallen) und tber 21 d an primaren humanen Osteoblasten, wah-
rend der Reifung, untersucht wurden. Die Befeldung entsprach einer kurzzeiti-
gen Befeldung fur jeweils 7 min an drei Tagen pro Woche (Mo/Mi/Fr). Um die
Verbesserung der Funktion zu quantifizieren wurden folgende Marker fir die
Bewertung der Osteoblastenfunktion und -reifung gewéhlt: Zunahme der AP-
Aktivitat, Resazurinkonversion und Mineralisierung. Diese zeigten in der Sum-

me die grofite Zunahme bei dem, hier genutzten, Feld #16. Auch zeigte sich
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1. Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

eine Abhangigkeit des Effekts von der initialen AP-Aktivitdt zu Beginn des Rei-
fungsprozesses. Eine hohe initiale AP-Aktivitat ging mit einer geringen Zunah-
me der Reifungsmarker durch die EMF-Stimulation einher. Eine initial niedrige
AP-Aktivitat bedeutete hingegen eine schlechte Mineralisierung und Differenzie-
rung ohne EMF-Stimulation bei deutlicher Zunahme nach PEMF-Stimulation. In
diesen Zellen mit initial niedriger AP-Aktivitat zeigte sich im Western-Blot eine
Aktivierung des ERK1/2 mit einem Maximum 30 min nach PEMF-Stimulation. In
einem entsprechenden Inhibitionsexperiment konnte durch chemische Inhibition

von ERK1/2 eine Inhibition des EMF-Effektes gezeigt werden.

Das Feld #16 wurde auch an Osteoklasten untersucht und zeigte hier keine

signifikanten funktionsverbessernden oder hemmenden Effekte.

In einigen anderen Arbeiten in denen Knochenzellen mit EMF stimuliert wurden,
konnte eine Rolle des Redox-Signalings in diesem Prozess gezeigt werden. In
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte ein Effekt der PEMF-Stimulation auf
den intrazellularen ROS-Gehalt in primaren humanen Osteoblasten gezeigt
werden. In den ersten zwei Tagen zeigte sich eine signifikante Zunahme des
intrazellularen ROS (gemessen mit DCFH-DA Farbung) in PEMF-stimulierten
Zellen mit signifikanter Abnahme am 6. Tag der Stimulation ([164], siehe Abbil-
dung 3).

a DCFH-DA assay (ROS levels) b DCFH-DA assay (ROS levels)
12 30
{ EE 32
. | =i
g 8- _ S) '
=, ¥ S5y
“ Neeremremoct A b . : } x
0 4 y . 1 1 05 T y r 1 . )
) 30 25 20 -1.5 0 1 2 3 4 5 6
H203 logqo(%)] number of ELF-PEMF exposures

Abbildung 3: intrazellulare ROS (mit DCFH-DA gemessen) nach PEMF-Stimulation (aus [164]).
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1.8. Fragestellung und Versuchskonzept der vorliegenden Ar-
beit

Entsprechend den Erkenntnissen aus den Vorarbeiten sollte der Einfluss der
PEMF-Stimulation (Feld #16) auf die Genexpression verschiedener oxidativer

Stress assoziierter Gene untersucht werden.
Die Hypothesen und Fragen die dabei beantwortet werden sollten:

-ROS spielen eine wesentliche Rolle bei der Ubertragung des PEMF-

induzierten Effektes wahrend Reifung in primaren humanen Osteoblasten.
Gibt es einen Mechanismus der durch einen ROS-Anstieg gesteuert wird?

-Zwischen den Spendern gibt es Unterschiede in der Differenzierung und im
Ansprechen auf die PEMF-Stimulation.

Lasst sich dies auf vorbestehende Unterschiede in der Genexpression zuriick-
fuhren? Reagieren die Spender grundsatzlich unterschiedlich auf die PEMF-

Stimulation?

Einen Uberblick (iber das experimentelle Vorgehen bietet Abbildung 4.
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Fragestellung:

#16 ELF-PEMF: Einfluss auf Genexpression von oxidativen Stress Genen in phOBs

Wahrend der Reifung von phOB? Worin bestehen die Unterschiede
Wahrend Reifung + PEMF #167? zwischen NR- und R-Gruppe?

qRT-PCR: Human Oxidative Stress Plus - Qiagen PAHS -065YC

Screening 84 Gene: mit oxidativem Stress assoziiert
N=2 (NR und R, jeweils 10 Spender gepoolt), n=1
Grofte Unterschiede Keine deutliche
2 zwischen NR und R-Gruppe? Expressionsénderung
= Deutlichste Anderung durch
Reifung £+ PEMF? —_—>
Semiquantitative RT-PCR
Verifizierung RT-PCR der gleichen Spender wie in der gRT-PCR (insg. 12 von 20) o
Elektrophoretische Auftrennung (n=2) und grafische Quantifizierung %
N=12, n=2 0
U
_ <
Keine prd
? Effekt verifiziert? Verifizierung Y
&
s
=
Enzymassays _g
Enzymassays der Proteine von Kandidatengenen =
e
N=10, n=2 -
N g
Spezifizierung der phOB Spender >
nach Ansprechen E
+ -Resazurinumsatz LLl
-AP-Aktivitat

-Mineralisierung (Alizarin-Rot)
-DCFH-DA Assay

Abbildung 4: Vorgehen im Versuchskonzept
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patientenmaterial

Tabelle 9: Ubersicht iiber Spender

Spender Nummer Alter* Geschlecht rs%izgﬁgﬁmes ol
gPCR und PCR Spender
Non-Responder Gruppe
119 60 w -6 %
172 78 M 19 %
176 59 w 40 %
186 74 M 47 %
188 78 w 64 %
128 68 w 12 %
166 83 w 60 %
174 68 w 25 %
212 81 w 43 %
127 68 M 39 %
MW: 71,7,
Median: 71, M:W 37 MW: 34 %
SD 8,0
Responder Gruppe
132 63 M 77 %
139 78 w 134 %
151 70 M 159 %
171 81 M 61 %
126 52 W 71 %
142 60 w 82 %
148 43 M 65 %
149 82 w 64 %
167 60 w 234 %
140 64 w 106 %
MW: 65,3;
Median: 63,5; M:W 4:6 MW: 105 %
SD 12,0
Spender Messungen Enzymaktivitaten
261 79 M -122 %
316 74 W 296 %
339 58 M 122 %
341 78 w -80 %

33



2. Material und Methoden

343 58 w -13%
356 69 w -42 %
380 67 w 148 %
383 78 M 308 %
389 61 W 33 %
396 73 w 201 %
397 37 W 14 %
MW: 66,6;
Median 69; M:W 3:8
SD 11,9
* Alter der Spender zum Stichtag 15.10.2015
2.1.2. KITS
Tabelle 10: Auflistung der genutzten Kits
Kit Hersteller Bestellnr.
?éit?i(zlectTM Catalase Activity Assay Kit, Fluoro- Cell Biolabs, INC. | STA-339
First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific | K1612
KAPA2G Fast ReadyMix with Dye Peglab KAPBKK5101
peqGOLD TriFast Peglab 30-2010
RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit Qiagen 74804
RT? First Strand Kit Qiagen 330404
RT® SYBR Green qPCR Mastermix Qiagen 330501
SOD determination kit Sigma-Aldrich 19160

2.1.3. Primer und qPCR

Fiur die qRT-PCR wurde der 96 Well RT? ProfilerTM PCR Array PAHS-065YC

(Human Oxidative Stress Plus) von Qiagen verwendet. Fir eine ausfihrliche

Liste der Belegung siehe Tabelle 37 im Anhang.

Die Primer fur die RT-PCR wurden von MWG Operon (Eurofins Genomics

Deutschland, Ebersberg) bezogen.

Tabelle 11: Primer und optimierte Primerbedingungen

Lange |einge- [Anneal-
des setzte |[in
. : Ampli- [Menge Tegmper- Al
Gen |[Primer |Sequenz der Primer . der
fikats |cDNA |atur
Zyklen
in bp in [ng] |in [°C]
f(5'>3') [ ACCCTCGTGGGTTTGCAGTGA
CAT 763 50 58 35
r(3>5) | CGAGCACGGTAGGGACAGTTCA
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f(5'>3') [ATCCTCATTGCTACTGCCCTC

CCL5 135 80 62 35
r(3‘>5) | GCCACTGGTGTAGAAATACTCC
f(5'>3') | GTCAGTGGTGGACCTGACCT

GAPD | ) 420 20 56 35

H r(3‘>5) | AGGGGTCTACATGGCAACTG

f(5'>3') [ TGGGCATCAGGAGAACGCCA

GPX1 199 20 60 30
r(3>5) | GGGGTCGGTCATAAGCGCGG
f(5'>3") [ CTGACGGGCCAGTACATTGA

GPX3 156 30 58 35
r(3‘>5) | TCCACCTGGTCGGACATACT
f(5'>3") | AGGAGCTGGAGAACGCTGGC

GSR 162 30 60 30
r(3‘>5) | CAATGGCCCAGAGCAGGCA
f(5'>3') [ CGGGCTTCCACTCAGTCTTT

NOX4 297 40 62 35
r(3‘>5) | TCCTAGCCCCAACATCTGGT
f(5'>3') | GCAGCTGCACCACAGCAAGC

SOD2 422 30 62 30
r(3‘>5) | CGTGCTCCCACACATCAATCCCC
f(5'>3') | CCCCTGTAGACGTGGTCAAG

UCP2 131 30 60 35
r(3‘>5) | GGAGGGCATGAACCCTTTGT

2.1.4. Software

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Software

Programm Hersteller

EndNote X7 Japone/Team LnDL, Thomas Reuters, San

Francisco, USA

GraphPad Prism 5

GraphPad Software Inc., San Diego, USA

GeneGlobe Data Analysis Center:
https://www.giagen.com/de/shop/genes-and-
pathways/data-analysis-center-overview-page/

Qiagen, Hilden, Deutschland

Image J: Image Processing and Analysis in

National Institute of Health, USA

Intas Image Software

Imaging Instruments GmbH, Goéttingen,
Deutschland

NCBI Primer-BLAST

National Center for Biotechnology Infor-
mation, USA

OMEGA 1.3 Software FLUOstar

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Microsoft Office 2010
Excel, Word, Powerpoint

Microsoft Corporation, Redmond USA

2.1.5. weiteres

Eine Auflistung weiterer genutzter Materialien findet sich im Anhang:

Fur eine Auflistung der verwendeten Chemikalien und Substanzen siehe Tabel-

le 35 im Anhang.
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Fir eine Auflistung der Verbrauchsmaterialien siehe Tabelle 36 im Anhang.

Fir eine Auflistung der verwendeten Geréte siehe Tabelle 38 im Anhang.
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturen

2.2.1.1. Ethikvotum

Die Zellkulturen wurden aus humanem Knochengewebe isoliert, welches durch
die Operationsmethode bedingt als Abfall anfiel. Hauptsachlich waren das elek-
tive Hift- und Knieprothesenimplantationen. Die Spender gaben daftir im Vo-
raus ihr schriftliches Einverstandnis. Potentielle Tumorpatienten oder Patienten
mit potentieller viraler oder bakterieller Infektion wurden von der Studie ausge-
schlossen. Votum der Ethikkommission: 387/2012BO2.

2.2.1.2. Versuchsaufbau

Die Zellen wurden nach Isolation in Wachstumsmedium kultiviert und in P2/3
entnommen und die Reifung durch Zugabe von Differenzierungsmedium indu-
ziert. Die Befeldung erfolgte an den Wochentagen, wobei Tag 0 an einem Mon-
tag war. AP-Aktivitdt und Resazurin-Konversion, sowie DCFH-DA Farbung wur-
den an den Tagen 0, 4 und 7 gemessen. Die Mineralisierung wurde mittels Ali-
zarinrot-Farbung, an den Tagen 14 und 21, quantifiziert. Proteinlysate wurden

an Tag 2 der Reifung enthommen (siehe Abbildung 5).

Proliferation Reifung der Osteoblasten

,ﬁ Proteinisolation

Tago 2 4
[

14 21

Sy

I||IIIII||I/

7
! T T[T 7T
Bis P3/4 R\
! | EMFIV_| EMF | EMF |EMF

AP-Aktivitat Matrixmineralisierung
Resazurin Konversion Alizarinrot
DCFH-DA Assay

Wachstumsmedium Induktion der Reifung : Zugabe von Differenzierungsmedium

Abbildung 5 Versuchsablauf Zellkulturen: Schematische Darstellung des Versuchskonzepts und
zeitlichen Ablaufs der Zellkulturexperimente und Proteinisolation.
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2.2.1.3. Zellkulturmedien

Zellmedien und Zuséatze wurden unter sterilen Bedingungen angesetzt. Dabei

wurden unsterile Zusatze durch einen Sterilfilter filtriert. In einer 48-Well Platte
wurden Triplikaten mit jeweils etwa 1 ml Medium bei 37 °C und 5 % CO; inku-
biert. Nach 24 h und 48 h wurden die Proben unter dem Mikroskop nach sicht-

baren Bakterien untersucht um Kontaminationen auszuschliefRen.

Tabelle 13: Lésungen Zellkulturen

Wachstumsmedium

500 ml HAM’s F12

Losung Zusatze Endkonzentration
L-Ascorbat-2- 144,8 mg L-Ascorbat-2-Phosphat
Phosphat Stamml6- 50 mM
sung 10ml PBS
Lagerung bei -20 °C
beta-Glycerol- 108 mg beta-Glycerol-Phosphate
Phosphate Stammlo- g y P 50 mM
sung 10 ml PBS
Lagerung bei -20 °C
Dexamethason 2 mg Dexamethason
. 5mM

Stammldsung 1 ml DMSO
Lagerung bei -20 °C

500 ml MEM Earle’s

1.1 Mischung

50 ml FCS

10 % (v/v)

5 ml Penicillin/Streptomycin 1%
0,5 ml L-Ascorbate-2-Phosphat Stammlsg. 50 uM
0,5 ml beta-Glycerol-Phosphat Stammlésung | 50 uM
Lagerung bei +4 °C flr bis zu 3 Wochen
500 ml MEM Earle’s .
500 ml HAM’s F12 1:1 Mischung
5mlFCS 1% (viv)
) _ _ | 5 ml Penicillin/Streptomycin 1%
lIJD:}querenmerungsmedr 29 mg L-Ascorbic acid 2-Phosphat 200 pMm
1,08 g beta-Glycerolphosphat 10 mM
2,98 g Hepes 25 mM
83 mg Calziumchlorid 1,5 mM
10 pl Dexamethason Stammldsung 100 nM

Lagerung bei +4 °C fiir bis zu 3 Wochen

Tabelle 14: Menge Zellmedium bei unterschiedlichen GeféaRen

Gefal Volumen Medium pro Gefaf
T 75 Flasche 15 ml

T 175 Flasche 25 ml

6-Well Mikrotiterplatte 2 mi/Well

48-Well Mikrotiterplatte 250 pl/well

38




2. Material und Methoden

96-Well Mikrotiterplatte 100 pl/well
9 cm Petrischale 10 ml

2.2.1.4. Mechanische Isolation

Tabelle 15: Losungen mechanische Isolation

Loésung Zusatze Endkonzentration
R 0,7 mg Kollagenase I
Kollagenase-II-L6sung 0,07 % 0,07 %
1 ml DPBS
0,75 ml Trypanblau 0,5 %
Farbelésung (Stammldsung) 0,125 %
2,25 ml DPBS

Das hier beschriebene Verfahren zur Isolation von humanen Osteoblasten baut
auf dem von Gallagher und Beresford et al. erstbeschriebenen Prinzip auf [165,
166] und wurde von Ehnert, Baur et al. Modifiziert [167]. In den fur die Versuche
benutzten Passagen P3 und P4 exprimierten die Zellen osteoblastentypische
Oberflachenmarker in der Durchflu3zytometrie: negativ fur CD14 und CD45
aber positiv fur CD90 und CD105 [167].

Unter sterilen Bedingungen wurde die Spongiosa mit einer Luer Hohlmei-
Belzange von den Knochenresten entfernt. Das Material wurde in einem sterilen
Falcon mit DPBS mehrfach gewaschen um Blut und Fettreste zu entfernen. An-
schlieBend wurde Kollagenase II-Lésung (1 ml Losung pro 1 ml Knochenfrag-
mente) zum Ldsen der Knochenzellen hinzugegeben und die Suspension bei
37 °C im Wasserbad firr eine Stunde inkubiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Falcon Uberfihrt. Die Knochenreste wurden noch zweimal mit DPBS ge-
waschen um weitere Knochenzellen zu I6sen. Die Spillésung wurde ebenfalls
in das frische Falcon Uberfuhrt. Durch Zugabe von Wachstumsmedium wurde
die Kollagenasereaktion gestoppt und das Gesamtvolumen mit DPBS im Falcon
auf 45 ml aufgefillt. AnschlieBend wurde das Falcon zentrifugiert (600 g fur 10
Minuten bei Raumtemperatur (RT)). Das dabei gebildete Pellet wurde nach Ent-
fernen des Uberstandes in 15 ml Wachstumsmedium geldst. Diese Zellsuspen-
sion wurde in eine T75 Kulturflasche gefullt und 62,5 pl A/A-Losung (Antibiotika-
/Antimykotikaldsung) hinzugegeben. Die Flasche wurde im Inkubator (37 °C

und 5 % CO,) gelagert. Am ersten Tag erfolgte ein Mediumwechsel mit erneu-
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ter Zugabe von A/A-Losung. Ab hier erfolgte der Mediumwechsel je nach Ver-
farbung des Mediums etwa alle 3-4 Tage.

2.2.1.5. Zellkultur
Passagieren und Splitten der Zellen

Nach der Isolation wurden die Zellen in einer T75-Flasche kultiviert (PO) und
anschlieRend in eine gréRere T175-Flasche ,passagiert (P1). Beim Ubergang
von P1 zu P2 wurden die Zellen auf zwei T175-Flaschen ,gesplittet”. Meist wur-

den P2 Zellen, selten auch P3 Zellen fur die Experimente ausplattiert.

Die Zellkultur wurde nach Entfernen des Mediums zweimal mit DPBS (10 mi
DPBS bei T75-Flasche und 13 ml bei T175-Flasche) gewaschen. AnschlieRend
wurde die entsprechende Menge einer bei 37 °C vorgewarmten Trypsin/EDTA-
Losung hinzugegeben (fur T75-Flasche 1 ml, fur T175-Flasche 2 ml) und die
Flasche fur 5-10 min inkubiert (bei 37 °C und 5 % CO,). Die Zellen wurden
durch Beklopfen des Flaschenrandes geldst und dies unter dem Mikroskop kon-
trolliert. Das Trypsin wurde anschlieRend durch Zugabe der entsprechenden
Menge Wachstumsmedium inaktiviert (fir T75-Flasche 8 ml, fur T175-Flasche
10 ml). Der Flascheninhalt wurde in ein Falcon Uberfihrt und zentrifugiert (600
g fur 10 Minuten bei RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10
ml Wachstumsmedium gel6st. Die Zellsuspension wurde anschlie3end zusam-

men mit weiteren 15 ml Wachstumsmedium in eine T175 Flasche tUberfihrt.

Das Ausplattieren fur die Zellkulturexperimente erfolgte mit Zellen der P2 oder
P3 Generation. Die Zellen wurden wie oben beschrieben geldst. Nach Zentrifu-
gation der Zellen wurde das Pellet in 10 ml Wachstumsmedium resuspendiert.
Durch Schitteln wurde eine homogenere Verteilung der Zellen in der Losung
erreicht, sodass 25 pl representativ entnommen werden konnten und in 25 pl
Trypanblau-Lésung in einem Eppendorfgefald gelést wurden. Diese Ldsung
wurde in der Zadhlkammer ausgezahlt und somit auf die Zellzahl in der 10 ml
Ldosung zuriickgeschlossen. Bei einer 96-Well Platte wurden jeweils 3.000-
5.000 Zellen pro Well pipettiert und zusatzlich Petrischalen oder 6-Well Platten
mit den weiteren Zellen fur Proteinlysate oder RNA-Isolation ausplattiert. Zellen

in den 96 Well-Platten wurden direkt in Differenzierungsmedium ausplattiert.
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Zellen in 6 Well-Platten und Petrischalen wurden mit Wachstumsmedium be-
handelt bis die Zellen eine Konfluenz von etwa 90-100 % erreicht hatten. Erst
anschlieBend wurde die Reifungsphase induziert, durch Zugabe des Differen-

zierungsmediums und CIT-Behandlung.
2.2.2. Magnetfeldapplikation

Die Stimulation erfolgte mit dem Somagen ® Master der Sachtleben GmbH.
Genutzt wurde das Programm #16. Die Zellkulturen wurden auf den Applikator

aufgesetzt (siehe Abbildung 6).
Spezifikationen des elektromagnetischen Feldes (EMF):

Das Feld ist ein pulsierendes EMF. Dabei wird eine Gruppe von Pulsen der
Frequenz 16 Hz emittiert und dazwischen in den Pausenintervallen kein Signal
gesendet. Die Feldstarke reicht von 6-280 pT, gemessen 6 mm oberhalb der
Applikatorflache. Die Stimulationsparameter wurden in Vorexperimenten, ent-
sprechend der Zellreaktion, ausgewahlt [51]. Hier wurde auch die Stimulations-
dauer optimiert. Bei einer Stimulationsdauer von 7 min zeigte sich ein optimaler
Effekt, dieser liel3 sich durch eine Verlangerung auf 30 min nicht verbessern
(laborinterne Versuche, nicht veroffentlicht). Eine h&aufigere Applikation zeigte
hingegen einen verbessernden Effekt, sodass in der vorliegenden Arbeit jeden
Wochentag stimuliert wurde (laborinterne Versuche, nicht veréffentlicht). Die
Applikation erfolgte vormittags zu ahnlicher Uhrzeit am gleichen Ort. Die Kon-
trolle wurde wahrend der Stimulationsdauer, auf3erhalb der Reichweite des

EMF, bei gleichen Umgebungsbedingungen gelagert.
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Abbildung 6: Versuchsaufbau wahrend der PEMF-Stimulation. Versuchsaufbau wahrend der
PEMF-Stimulation mit dem 16 Hz PEMF. Grafik aus [51].

2.2.3. Messung des Resazurinumsatzes

Tabelle 16: Losungen Resazurinumsatz

Loésung Zusatze Endkonzentration
0,125 g Resazurin Natriumsalz

0,025 % StammlIésung g 0,025 %
500 ml DPBS

Lagerung fur 6 Monate bei -20 °C

100 pl Stammldsung

Resazurinarbeitslésung 0,0025 %
1 ml DPBS

Bei der Messung des Resazurinumsatzes wird die Reduktion des Resazurin zu
dem fluoreszierenden Resorufin quantifiziert. Dabei verandert sich sowohl Ab-
sorption als auch Fluoreszenz, wobei die Fluoreszenzanderung sensitiver ist
[168]. Die Fluoreszenz des Produkts Resorufin wird bei einer Wellenldnge von
590 — 610 nm gemessen (Anregungswellenlange 544 nm). Wahrend des Zell-
tods geht die Fahigkeit zu dieser Resorufinreduktion verloren, sodass die
Resazurin-Konversion meist zur Beurteilung der Zellviabilitdt, Toxizitat und

Proliferation genutzt wird [168].

Protokoll: Pro Well, in denen die Zellen von 100 pl Medium (96 Well-Platte)
bedeckt waren, wurde 10 pl/Well einer 0,0025 %igen Resazurinldsung hinzuge-
fugt. Nach 30 min inkubieren (37 °C und 5 % CO,) wurde die Fluoreszenz bei

einer Wellenlange von 590 nm gemessen. Es wurden jeweils Quadruplikate
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gemessen. Es wurde jeweils ein Well mit Medium, ohne Zellen, und mit o.g.
Zusatzen als Hintergrund gemessen [51].

Berechnung des Ansprechens auf CIT fir Resazurin: Aus den zellfreien Wells
wurde ein Hintergrundwert mittels Medianfunktion errechnet. Nach Subtraktion
des Hintergrundwertes wurde aus den Quadrupeln ein Medianwert fur den
Spender errechnet und dieser mittels der Steigung aus der Standardkurve auf
die Zellzahl umgerechnet. Die Standardkurve wurde in Vorexperimenten mittels
definierten Zellzahlen als Ausgleichsgerade nach y = x * m + b (y = Fluores-
zenz-Signal; x = Resazurinumsatz bei definierter Zellzahl; b = Fluoreszenz bei 0

Zellen) ermittelt.

Tabelle 17:L6sungen AP-Aktivitat

Losung Zusatze Endkonzentration
3,75 g Glycin 50 mM
12,11 g Tris Base 100 mM
AP Puffer 203 mg MgCl, 1mM
NaOH pH=10,5
mit ddH,O aufflillen Gesamtvolumen: 1 |

Lagerung bei RT

AP Substratldsung

1,3 mg pNPP (4-

Nitrophenylphosphat Dinatri- 3,5 mM
umsalz Hexahydrat)
1 ml AP Puffer 0,1M

Lagerung bei -20 °C

Standardkurve

Standardlésung 1

50 pul 10 mM pNP Lésung

950 ul AP Puffer Lésung

500 uM pNP Lésung

Weitere Standard-
I6sungen als 1:1
Verdinnungsreihe

500 pul Standardlésung X

500 ul AP Puffer Lésung

verschiedene Konzentrationen in pl:
250/125/62,5/31,25/115,625/

7,8125/0

Die Menge geldsten pNP’s ist in einem linearen Verhaltnis zur gemessenen Absorption (opti-
cal density / OD bei 405 nm). Entsprechend wurde eine Standardgerade ermittelt nach der
Formel y =m * x + b (y = OD, x = Konzentration pNP, b = Achsenabstand. Nach Abzug des
Hintergrundwertes fur Zellfreie Wells wurde auf die pNP Konzentration nach x =y / m zurtck-
geschlossen.

2.2.4. Messung der Aktivitat der alkalischen Phosphatase (AP)
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Die Alkalische Phosphatase ist ein Enzym welches v.a. in der Leber, Galle, Pla-
zenta und Knochen in hohen Konzentrationen vorkommt. Erhdhte Spiegel an
Alkalischer Phosphatase im Serum deuten u.a. auf Erkrankungen des hepatobi-
liaren Systems oder vermehrten Knochenumsatz hin. Wahrend der Reifung von
Osteoblasten in Zellkulturen zeigt sich ein charakteristischer Verlauf der AP-
Bildung, sodass AP haufig als Marker der Differenzierung genutzt wird.

Bei Osteoblasten, lassen sich drei Stadien des Wachstums und der Differenzie-
rung unterscheiden: Proliferation, Matrixreifung und Mineralisierung. Im ersten
Stadium der Proliferation steht ein hohes Zellwachstum im Vordergrund, zu-
sammen mit Bildung einer extrazellularen Kollagenmatrix. Im zweiten Stadium
steht die Matrixreifung im Vordergrund. Die gebildeten Kollagenfasern werden
in Anordnung und Organisation verandert sodass sie im folgenden Stadium mi-
neralisiert werden kénnen. Von Wachstum bis zur Matrixreifung nimmt die AP-
Aktivitat kontinuierlich zu, danach nimmt sie wieder ab. Uber die Messung der
AP-Aktivitat kann man Ruckschlisse auf den Fortschritt der Differenzierung der

Osteoblasten ziehen.

Proliferation / Matrixreifung  / Mineralisierung
N Kollagen AP Kollagenase
100
Ca++
C
B -
[77]
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Abbildung 7: Phasen der Reifung von Osteoblasten in Zellkulturen. Darstellung der 3 Phasen
bei Osteoblasten isoliert aus Schadeldecken von Ratten, nach Lian und Stein [49]. Anderung
verschiedener Reifungsmarker, insbesondere der alkalischen Phosphatase im Zeitverlauf. Wah-
rend der Mineralisierungsphase lasst sich Apoptose beobachten.
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Das hier genutzte Verfahren beruht auf dem schon 1946 beschriebenen Verfah-
ren zur Quantifizierung der Aktivitat der alkalischen Phosphatase im Serum
[169]. Die alkalische Phosphatase katalysiert die Hydrolyse von Phosphates-
tern. Bei der Messmethode wird das Substrat pNPP (p-Nitrophenylphosphat) zu
PNP (p-Nitrophenol) hydrolisiert. pNPP ist dabei farblos, wahrend pNP eine in-
tensive gelbe Farbe hat. Durch die veranderte Absorption kann auf die Menge
an gebildetem pNP zurlickgeschlossen werden. Die Absorption wurde bei einer

Wellenléange von 405 nm gemessen [170].

Protokoll: Die Messung der AP Aktivitat erfolgte nach der Messung des
Resazurinumsatzes. Die Zellen wurden nach Entfernen der Resazurinldsung
und Medium mit DPBS gewaschen und anschlieBend mit 100 pl AP-
Substratlésung pro Well (96 Well-Platte) stimuliert. Nach Inkubation (37 °C und
5 % COy) wurde nach 10 min die Absorption gemessen (Wellenlange 405 nm)
[167, 171]. Mit Hilfe einer Standardkurve aus pNP-Konzentrationen wurde die
Menge an von Zellen gebildetem pNP quantifiziert und der Umsatz auf eine

Stunde hochgerechnet.
2.2.5. Berechnung des Ansprechens auf PEMF-Stimulation

Die Berechnung des Ansprechens erfolgte wie von Ehnert et al. [51] in Vorar-
beiten beschrieben. Fur die einzelnen Zeitpunkte (Tag 4, 7) wurde fir jeden
Spender der Median von Resazurinumsatz und AP-Aktivitat errechnet. Die be-
feldete Probe wurde relativ auf die unbefeldete Probe bezogen, der prozentuel-
le Zuwachs oder Abnahme zur unbefeldeten Probe wurde als Prozentwert aus-
gedriickt. Die Summe der Prozentwerte von Tag 4 und Tag 7 fir Resazurinkon-

version und AP-Aktivitat bildet das rechnerische Ansprechen.

2.2.6. Quantifizierung der Matrixmineralisierung

Tabelle 18: Lésungen Alizarinrot Quantifizierung

Losung Zusatze Endkonzentration
200 mg Alizarinrot S 0,5%
% Alizari Ar-
0,5"/0 Alizarinrot Far 40 ml ddH,O
belésung
NaOH/HCI Ziel-pH 4,0 pH 4,0
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Lagerung lichtgeschiitzt bei RT

10 % Cetylpyridi- 10 g Cetylpyridiumchlorid Monohydrat
umchlorid-Lésung

10 %

100 ml Leitungswasser

Aufheizen im Wasserbad im den Feststoff zu I6sen. Lagerung bei RT

Standardkurve

900 pl Cetylpyridiumchlorid-Lésung
Standard 1 0,05 %
100 pl 0,5 % Alizarinrot Farbelésung

verschiedene Konzen-
500 pl Standardlésung X trationen in pl:
0,025/0,0125/
0,00625/0,003125/

500 pl Cetylpyridiumchlorid Lésung 0,0015625/
0,00078125/0

Weitere Standardlésung-
en als 1:1 Verdiinnungs-
reihe

Die Menge geldsten Alizarinrot ist in einem linearen Verhaltnis zur gemessenen Absorption
(optical density / OD bei 560 nm). Entsprechend wurde eine Standardgerade ermittelt nach
der Formely = m * x + b (y = OD, x = Konzentration Alizarinrot, b = Achsenabstand. Nach
Abzug des Hintergrundwertes fir Zellfreie Wells wurde auf die Alizarinrot Konzentration nach
X =y / m zurlickgeschlossen.

Alizarinrot farbt freie Calciumablagerungen rot ein. Im der Stadium der Minerali-
sierung lagern Osteoblasten in vitro groRe Mengen an extrazellularem Calcium
ab. Durch Losen des Alizarinrot und spektrophotometrischer Quantifizierung

kann indirekt auf die Calciumablagerungen zurtickgeschlossen werden.

Protokoll: Das Medium wurde von den Zellen abpipettiert und die Zellen mit
99%igem Ethanol fixiert. Die Wellplatten wurden fir mindestens 60 min bei -20
°C fixiert. Anschlieend wurden die Zellen 3-4 mal mit Leitungswasser gewa-
schen und 100 pul pro Well (96 Well-Platte) Alizarinrot Lésung zu den Zellen hin-
zugegeben. Nach etwa 30 min wurden die Zellen erneut 3-4 mal mit Leitungs-
wasser gewaschen um ungebundenes Alizarinrot zu entfernen. Mit dem Mikro-

skop wurden Bilder zur Dokumentation aufgenommen.

Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden die Zellen luftgetrocknet und da-
nach mit jeweils 100 ul Cetylpyridiumchlorid Losung pro Well behandelt. Hierftr
wurden die Zellen 15-60 min bei RT schwenkinkubiert. Nach Losen der Farbung

wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von 560 nm gemessen.

Mittels den Standardkonzentrationen wurde auf die gebundene Menge Alizarin-

rot zuriickgeschlossen [172].
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2.2.7. Quantifizierung der gebildeten ROS mittels DCFH-DA As-
say

Tabelle 19: Losungen DCFH-DA Assay

Loésung Zusatz Endkonzentration
R 10 mM DCFH-DA Stammldsung
DCFH-DA Losung 1.5 ml DPBS 10 uM
8 ml DPBS
Wasserstoffperoxid-Losung 0,045 %

12 pl 30 % H,0,
Die DCFH-DA Messung wurde 1965 erstmals beschrieben [173] und ist die

meist verbreitete Methode um intrazellulare H>O, und oxidativen Stress zu

messen [174]. Die Messung beruht auf dem Prinzip, dass das lipophile und
nicht fluoreszierende DCFH-DA (Dichlorodihydrofluorescein Diacatat) in die Zel-
le aufgenommen und intrazellular zu DCFH (DCFH Carboxylat-Anion) hydroxy-
liert wird. DCFH ist hydrophil, kann dadurch die Zellmembran nicht passieren
und reichert sich intrazellular an. Durch eine zwei Elektronen Oxidierung ent-
steht intrazellular das fluoreszierende Produkt 2,7-Dichlorofluorescein (DCF)
[174]. Dazu ist anzumerken, dass der Mechanismus wie das fluoreszierende
Produkt DCF gebildet wird komplex ist und nicht durch eine direkte Reaktion mit
H,O, erfolgt. So unterstiitzen verschiedene Mechanismen die Bildung von DCF.
Auch Redox-aktive Metalle (wie z.B. Fe®*) und Cytochrom C, welches bei der
Apoptose aus dem Mitochondrium ins Zytosol wandert, konnen DCF bilden.
Eine spezifische Messmethode fir intrazellulares H,O, ist die Methode nicht.
Auch andere ROS koénnen zur Bildung von DCF beitragen, insbesondere O,
HO-, ONOO™ [174].

Die Messung wurde in PBS und ohne Serumzusétze oder Eisenzuséatze und mit
einer homogenen Kultur von Osteoblasten durchgefihrt. Die Kontrollen wurden
gleich behandelt wie die stimulierten Proben, sodass bei diesem Versuchsauf-
bau zwar nicht direkt auf H,O, zurlckgeschlossen werden kann aber auf die
Menge an ROS [174].

Protokoll: Pro Well einer 96 Well-Platte (pro Well ca. 5.000 Zellen) wurden 10
pl der DCFH-DA-LAsung hinzugegeben und fir 20 Minuten inkubiert (37 °C und
5 % CO,). AnschlieRend wurde die Kultur fir ca. 7 Minuten mit dem EMF befel-
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det. Die Kontrollplatte blieb unbefeldet. Kontrollplatte als auch behandelte Platte
wurden gleich lang bei 37°C als auch wahrend der Stimulation, bei Raumtem-
peratur, inkubiert. Direkt nach Beenden der Stimulation wurden die Zellen ziigig
dreifach mit DPBS gewaschen. In vier Wells je Spender wurden 100 yl DPBS
jeweils zu den unbefeldeten und befeldeten Zellen pipettiert. Fur die Positivkon-
trolle wurden in den udbrigen vier Wells des Spenders 100 ul/Well einer
0,045%igen Wasserstoffperoxid-Lésung zu den unbefeldeten und befeldeten
Zellen pipettiert. AnschlieRend wurde die Fluoreszenz des DCF bei einer Ex-
tinktion von 485 nm (Anregungswellenlange bei 535 nm) nach 5, 10, 15 und 20
min quantifiziert (modifiziert nach [175]).

Die Zunahme wurde jeweils zum Zeitpunkt O relativ gesetzt und die einzelnen
Zeitpunkte zum jeweiligen Mittelwert der Kontrolle (unbefeldet + H,0O,) zu die-
sem Zeitpunkt relativ gesetzt. Die Werte wurden auf die Positivkontrolle (unbe-
feldete mit H,O, stimulierte Zellen) normalisiert. Zwei Spender (343 und 356)

wurden aus der Berechnung entfernt, aufgrund fehlerhafter Erfassung.
2.2.8. gRT-PCR

2.2.8.1. Allgemeines

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, kurz
PCR) konnen kurze, genau definierte Genabschnitte, vervielfaltigt werden. Dies
erfolgt durch eine thermostabile Polymerase (hier eine modifizierte Tag-
Polymerase) und fir den Genabschnitt spezifische Primer (jeweils Primer fur
die 523 und 3‘>5‘ Richtung). Bei der qRT-PCR (quantitative Echtzeit PCR,
engl. real-time quantitative PCR) wird nach jedem Amplifikationsschritt die
Menge an doppelstrangiger DNA gemessen. Hierfur wurde SYBR Green ge-
nutzt, ein Farbstoff der durch Binden an doppelstrangige DNA einen Komplex

bildet, welcher zur Fluoreszenz angeregt werden kann.

In der exponentiellen Phase liegen optimale Reaktionsbedingungen vor, die
Effizienz der Reaktion liegt idealerweise bei 100 %. Das Fluoreszenzsignal kor-
reliert in dieser Phase direkt mit der Menge des gebildeten Produktes, sodass
die Expression der verschiedenen Gene miteinander verglichen werden kann.
Dies erfolgt Gber die C+ Werte. Der Cy Wert (Threshold Cycle) ist der Zyklus an
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dem die Fluoreszenz zum ersten Mal messbar wird. Je niedriger dieser ist, des-
to fruher ist die Produktmenge sichtbar geworden und desto mehr cDNA befand
sich in der Probe, bzw. entsprechend hoher ist die Expression, dadurch ist eine

relative Aussage Uber die Starke der Expression méglich.
2.2.8.2. Probengewinnung und -aufbereitung

2.2.8.2.1. Isolation der mRNA mit TriFast

Tabelle 20: Losungen Isolation mRNA

Loésung Zusatze Endkonzentration
DEPC H,0 (0,1 %) 1 ml DEPC 0.1 %
’ 0 y 0
2 11ddH,0

Fir 1 h bei 37 °C inkubieren. AnschlieRend autoklavieren und abkiihlen lassen auf RT

70 % Ethanol 70 ml 99 % Ethanol 2004
’ 0
30 ml DEPC H,O

Die Isolation der mRNA erfolgt mittels peqGOLD TriFast von peglab entspre-
chend dem Herstellerprotokoll. Dabei wird RNA von DNA und Protein, durch
eine Phasentrennung, getrennt. Die obere wassrige Phase enthalt die RNA,
wahrend die mittlere Interphase v.a. DNA enthalt und die untere organische
Phase v.a. Proteine enthalt. Nach der Phasentrennung erfolgte noch ein mehr-

maliges Waschen des RNA Pellets.
Protokoll:

Phasentrennung: Das Medium wurde abgesaugt und 500 pl TriFast Lésung pro
Kulturschale hinzugegeben. Mittels eines Zellschabers wurden die Zellen von
der Oberflache gelést und die Losung in ein Eppendorf-Mikroreaktionsgefarfd
Ubertragen und bei RT kurz (ca. 30 sek) inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl
Chloroform der Zellsuspension zugeftigt und die Probe fir etwa 15 sec gevor-
text. Darauf folgte eine erneute Inkubation bei RT fir 10 Minuten, gefolgt von 10
min Zentrifugation bei 4 °C mit 14.000 g. Die obere wassrige Phase wurde vor-
sichtig abpipettiert und in ein neues Eppendorf-Mikroreaktionsgefald Ubertragen
welches 250 pl Isopropanol enthielt. Als Zwischenschritt wurde die Probe hier
bei -20 °C fiur 1-24 h gelagert. Dadurch wurde die Ausbeute an RNA erhoht.

Waschschritte: Die Probe wurde nach dem Auftauen auf Eis 10 min bei 14.000

g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt ohne das
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Pellet zu verlieren. Nun wurde das Pellet zweimal hintereinander gewaschen:
es wurden 1 ml 70 %ige Ethanollésung hinzugefigt und erneut zentrifugiert
(14.000 g bei 4 °C fir 10 min) und anschlieRend der Uberstand abgekippt. Die-

ser Waschschritt wurde wiederholt.

Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Eppendorf-
Mikroreaktionsgefald fur etwa 5 min offen stehen gelassen um verbliebenen Al-
kohol verdampfen zu lassen. Das Pellet wurde anschlieRend in 30 ul DEPC
H.O gel6st und erneut fir etwa 15 min offen stehen gelassen um etwaigen rest-

lichen Ethanol entweichen zu lassen.

2.2.8.2.2. RNA Quantifizierung

Isolierte RNA kann Kontamination von Salz, Proteinen, Lésungsmitteln und ge-
nomischer DNA enthalten. Nukleinsduren kdénnen bei einer Wellenlange von
260 nm detektiert werden, Proteine, Salze und Losungsmittel bei einer Wellen-
lange von 230 und 280 nm. Bei einer Relation dieser Absorptionen 260 nm/280
nm von 1,8-2,0 bzw. 260 nm/230 nm von mindestens 1,8 kann man von einer
ausreichenden RNA Qualitat fur die PCR/gPCR ausgehen.

Das Verhaltnis wurde mit der LVis Plate von BMG im FluoStar Omega Plate
Reader entsprechend den Herstellerangaben gemessen. Als Hintergrundmes-
sung wurde in die Messkammer der LVis Platte 2 pl DEPC H,0 pipettiert und
hier die Absorption mittels des Programms ,LVIS DUST CHECK" gemessen.
War die OD >0,05 wurde die Platte vorsichtig mit DEPC H,O geputzt und die
Messung wiederholt, bis die OD entsprechend <0,05 war. Danach wurde die

Messung mit 2 pl der Probe durchgefihrt.

2.2.8.2.3. Gelelektrophorese

Tabelle 21: Lésungen Gelelektrophorese

Losung Zusatze Endkonzentration

108 g TRIS 0,89 M

" 0
tocroe s SS950me 98 b 05O
Borat-EDTA-Puffer '
) (EDTA Dinatriumsalz / Dihydrat) 20mM

ddH,0O Volumen auf 1 | auffillen

1,5-2 g Agarose ] 1,5-2 %
Agarose Gel 100 ml 1x TBE (1:10 Verdiinnung

Mischung aufkochen

mit ddH,0)
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‘ ‘ 7 ul Ethidiumbromid ‘ In die kochende Lésung zugeben |

Agarose bildet in der getrockneten Form ein Netzwerk. Je hoher die Agarose-
konzentration im TBE Puffer ist, desto kleiner ist die Porengrof3e. Aufgrund der
negativ geladenen Phosphatgruppen wandern Nukleinsduren bei Anlegen einer
Spannung zur Anode. Dabei bewegen sich kleinere Molekile schneller zur
Anode und legen dadurch eine grof3ere Strecke zuriick. Dadurch konnen die

einzelnen Komponenten des Gemisches raumlich aufgetrennt werden.

Protokoll: 100 ml der 1:10 Verdiinnung des 10x TBE-Puffer wurden mit 1,5-2 g
Agarose zum Kochen gebracht und 7 pl Ethidiumbromid hinzugeftigt. Durch
vorsichtiges Schwenken wurde das Ethidiumbromid verteilt und anschlie3end in
die vorbereitete Form gegossen. Luftblasen wurden mittels einer Pipettenspitze

entfernt.

2.2.8.2.4. Uberprifung der Integritat der RNA mittels Elektrophorese

Tabelle 22: Losungen Uberpriifung der Integritat

Losung Zusatze Endkonzentration
25 mg Bromphenol Blau

PCR Ladepuffer (5x) 5ml 10 x TBE 5x
5 ml Glycerol (10 %) 5%

Lagerung bei +4 °C oder -20 °C

Bevor die mRNA-LGsung mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrie-
ben wurde, erfolgte eine Prifung auf unerwiinschte RNA und Proteinverunreini-
gungen. Die mRNA besteht aus 18S und 28S ribosomaler RNA. Mittels Gel-
elektrophorese wurde die Losung nach MolekulgréRe aufgelost. Dabei liel3en
sich zwei deutliche Banden fir die 18S und 28S ribosomale RNA erkennen.
Zeigt sich dabei ein Schleier Gber verschiedene MolekilgréRen hinweg und oh-

ne klare Banden, spricht dies flir eine Verunreinigung [176].

Protokoll: Pro Losungsansatz wurden 1000 ng RNA vorbereitet. Zu der RNA-
Losung wurde das Volumen mit DEPC H,O auf 10 pl aufgefullt. Weiter wurden
2,5 pl 5x Ladepuffer (bzw. 1/5 des Endvolumens) hinzugefligt. Es wurden je-
weils 3 pl dieser Losung pro Gelkammer pipettiert. Die Probe werde bei 90 V flr

40-45 min aufgetrennt.
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2.2.8.3. Poolen der Proben

Die Proben wurden in zwei Gruppen entsprechend ihrem Ansprechen auf die
Behandlung mit dem EMF unterteilt. Dabei wurde der Grenzwert bei 64 % rech-
nerischem Ansprechen angesetzt. Neben dem Ansprechen richtete sich dieser
Grenzwert nach der Menge verfugbarer cONA. Da von den einzelnen Spendern
RNA in verschiedenen Mengen bestand, ist die Verteilung einzelner Spender in

den Gruppen nicht gleichméaRig (siehe Tabelle 23).
2.2.8.4. Aufreinigung der gepoolten Probe

Die Aufreinigung der gepoolten Proben erfolgte mit dem RNeasy® Lipid Tissue

Mini Kit von Qiagen entsprechend dem Herstellerprotokoll.

Dabei wurde zu der RNA-L6sung 1 ml QlAzol Lysis Reagent hinzugegeben und
fur 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform und vortexen
erfolgte erneut eine Inkubation Gber 3 min bei RT. Es folgte ein Zentrifugations-
schritt bei 12.000 g und 4 °C fiur 15 min. Die obere Phase wurde vorsichtig in
ein RNeasy Mini Spin Gefal3 Gbertragen und anschlieend fir 15 s bei RT und
>8.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es wurden jeweils ma-

ximal 700 pl der Probe in zwei Durchgangen gefiltert.

In das RNeasy Mini Spin Gefald wurden 700 pl des Puffers RW1 hinzugefiigt
und anschlieend erneut fir 15 sec bei >8.000 g und RT zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Dieser Zentrifugationsschritt wurde nach Zugabe
von 500 pl RPE Puffer wiederholt. Danach wurde nochmals 500 ul RPE Puffer
hinzugegeben und fir 2 min bei >8.000 g und RT zentrifugiert. AnschlieBend
wurde das RNeasy Mini Spin Gefal3 in ein neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefaf3
als Auffanggefald tuberfiihrt. Nach Zugabe von 30-50 pl RNase-freiem Wasser
erfolgte eine erneute Zentrifugation fir 1 min bei >8.000 g bei RT. Anschliel3end
wurde die RNA nochmals quantifiziert und die Integritat kontrolliert. Durch Zu-
gabe von RNase freiem Wasser wurde die Gesamtkonzentration auf 1946,8 ng
/ 20 pl bzw. 97,34 ng/ul verdunnt.
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Tabelle 23: Ubersicht tiber die Verteilung der nRNA Mengen in den gepoolten Gruppen.

Spender Nummer II\D/Ire(:)nbgee RNA in ng pro 10 pl é?lges;)gri\nd;r RNA Menge der
Non-Responder Gruppe

119 1318,64 8,6 %
172 1678,64 11,0 %
176 1016,72 6,6 %
186 1281,56 8,4 %
188 637,56 4.2 %
128 1705,08 11,1 %
166 1181,64 7,7%
174 3290,64 215%
212 1959,16 12,8 %
127 1252,08 8,2%

Median: 8,5 %

Responder Gruppe

132 1156,64 7,8%
139 1300,28 8,7%
151 1164,32 7,8 %
171 935,32 6,3 %
126 1836,24 12,3 %
142 1689,8 114 %
148 1829,84 12,3 %
149 1457,24 9,8 %
167 2395,24 16,1 %
140 1118,92 7,5%

Median: 9,3 %

2.2.8.5. cDNA Synthese aus den gepoolten Proben

Die cDNA Synthese erfolgte mit dem RT? First Strand Kit von Qiagen entspre-
chend dem Hersteller-Protokoll. Hier erfolgt vor der eigentlichen cDNA Synthe-

se eine Behandlung mit DNase um DNA-Verunreinigungen zu entfernen.
Die Mengen der Losungen sind jeweils fiir einen Reaktionsansatz angegeben.
Mix zum Entfernen genomischer DNA:

20 pl RNA-LOsung (MRNA: ca. 97,34 ng/ul, 1946,8 ng in 20 pl)
5ul GE Puffer

25 ul Gesamtvolumen
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Reverse Transkriptase Mix:

10 pl 5x Buffer BC3

2,5 ul Control P2

5ul RE3 Reverse Transcriptase Mix

7,5 ul Nuklease freies Wasser (kein DEPC)

25 ul Gesamtvolumen

Protokoll: Als erstes wurde der Mix zum Entfernen genomischer DNA ange-
setzt und anschlieRend fur 5 min bei 42 °C inkubiert und dann fir mindestens 1
min auf Eis gelagert. Zu den 25 pl des Mix zum Entfernen genomischer DNA
wurde nach der Inkubation 25 pl des reverse Transkriptase Mix hinzugeftigt und
durch vorsichtiges Pipettieren vermischt. Die cDNA-Synthese wurde durch In-
kubieren fur 15 min bei 42 °C aktiviert und danach die Reaktion durch ein Auf-
heizen auf 95 °C fur 5 min beendet. Zu dem Gemisch wurden 227,5 pl Nuklea-
se freies Wasser hinzugefugt und durch pipettieren vorsichtig vermischt.
Dadurch wurde die Konzentration auf 7 ng/ul verdiinnt. Anschliel3end wurde die
cDNA bis zur Nutzung bei -20 °C eingefroren. Die erfolgreiche Synthese wurde
durch eine PCR des GAPDH-Gens bestatigt.

2.2.8.6. Spender und Gene auf den qRT-PCR Array Platten

Die qRT-PCR wurde mit den 96 Well RT? Profiler™ PCR Array PAHS-065YC
(Human Oxidative Stress Plus) der Firma Qiagen durchgefihrt. Fir eine detail-
lierte Auflistung mit vollstandigen Namen und Datenbank-Codes siehe Tabelle
37 im Anhang.

Tabelle 24: gPCR Array: Gene und Ubersicht der Anordnung beim Human Oxidative Stress
Plus Array (Zeile H: H1-H5: Housekeeping Gene, H6-H12: verschiedene Kontrollen).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |ALB ALOX12 |AOX1 APOE |[ATOX1 |BNIP3 |CAT CCL5 CCS CYBB |CYGB |DHCR24
B |DUOX1 |DUOX2 |[DUSP1 |EPHX2 |EPX FOXM1 [FTH1 GCLC GPX1 |[GPX2 |GPX3 |[GPX4
C|GPX5 |GSR GSS GSTP1 |GSTZ1 [HSPALA|KRT1 LPO MB MBL2 [MPO |[MPV17
D|MSRA [MT3 NCF1 NCF2 |NOS2 |NOX4 |[NOX5 NUDT1 |PDLIM1 |PRDX1 |PRDX2 |PRDX3
E |PRDX4 |PRDX5 |[PRDX6 |[PRNP [PTGS1 |PTGS2 |RNF7 VIMP SEPP1 [SFTPD [SIRT2 [SOD1
F[SOD2 [SOD3 |SQSTM1|SRXN1 [TPO [TTN TXNRD2 |[UCP2 AKR1C2|BAG2 |[FHL2 |GCLM
G [GLA HMOX1 :fngA LHPP |NCOA7|NQO1 |PTGR1 |SLC7A11 |SPINK1 -(I;E::PP TXN TXNRD1
H|ACTB |B2M GAPDH [HPRT1 [RPLPO |[HGDC |RTC RTC RTC PPC PPC PPC
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2.2.8.7. qRT-PCR Protokoll

Pro 96-Well wurde eine Mischung nach folgenden Komponenten vorbereitet:

1350 pl SYBR Green Mastermix (12,5 pl pro Well)
1248 ul RNase-freies Wasser (11,5 pl pro Well)
102 pl cDNA (7 ng/ul; ca. 700 ng /96 Well) (1 pl pro Well)
2700 pl Gesamtvolumen/Array (25 pl pro Well)

Fur das Vorbereiten der gPCR Zusétze wurde auf einer RNase freien Arbeits-
flache sowie mit RNase freien Gefalen und Pipettenspitzen gearbeitet. So wur-
den fir jede einzelne gepoolte Probe gesonderte Einweg-Wannen und fur jedes
Well der gPCR eine Einweg-Pipettenspitze mit Filter genutzt.

Der gPCR Array wurde vor dem Pipettieren zentrifugiert um die Primer am Bo-
den der Platte zu konzentrieren. Nach Pipettieren des Arrays wurde eine Klebe-
folie auf die offene Oberflache angebracht. AnschlieRend wurde die Arrayplatte
kurz zentrifugiert um alle Losungsanteile auf den Boden der Reaktionsgefalie
zu konzentrieren. Luftblasen welche die Fluoreszenz-Messung verfalscht hatten

wurden so ebenfalls aufgelost, ggf. auch erst durch vorsichtiges Klopfen.
2.2.8.8. Auswertung
Vortestung

Auf den Arrays befinden sich verschiedene interne Kontrollen um die Qualitét
des gPCR-Laufs zu testen. Dabei wird die Kontamination mit genomischer
DNA, die erfolgreiche Transkription und die Reproduzierbarkeit Gberpruft. Wei-
ter erfolgte nach jedem Lauf eine Schmelzkurvenanalyse. Proben bei denen
sich eine auffallige Schmelzkurve zeigte wurden elektrophoretisch aufgetrennt,

um so mogliche Nebenprodukte sichtbar zu machen.

Aufgrund fehlender Produktbildung wurden folgende Gene aus der Auswertung
ausgeschlossen. Kriterium dabei war eine Zyklenzahl von Ct > 34,8. Dies sind
insgesamt 16 Gene: ALB, ALOX12, DUOX2, EPX, GPX5, KRT1, LPO, MB,
MBL2, MPO, MT3, NOS2, TPO, TTN, SPINK1, NCF1.
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statistische Auswertung

Die Rohdaten wurden mittels des von Quiagen bereitgestellten Onlinetools

(GeneGlobe Data Analysis Center: https://www.giagen.com/de/shop/genes-

and-pathways/data-analysis-center-overview-page/ ) und mit Microsoft Excel
2010 entsprechend der AAC: Methode nach dem RT? Profiler PCR Array
Handbook 06/2013 ausgewertet.

Relative Quantifizierung mit der AACt Methode

Bei dieser Methode werden ACrWerte errechnet und miteinander verglichen.
Um verschiedene Arrays miteinander vergleichen zu konnen, sind Housekee-
ping-Gene (HKG) auf den Arrays vorhanden. Diese sollten tber alle Arrays
nicht mehr als 1 Zyklus voneinander abweichen. Aus den HKG welche diese
Bedingungen erflllten wurde das geometrische Mittel gebildet. Fir den Human
Oxidative Stress Plus Array waren dies B2M, HPRT1, RPLPO.

2.2.9. semiquantitative RT-PCR

RT-PCR oder reverse Transkriptase PCR beschreibt die reversen Transkriptase
Reaktion kombiniert mit einer konventionellen PCR. Zur Quantifizierung werden
gleiche Mengen der verschiedenen Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt
und die Fluoreszenz des DNA bindenden Farbstoffs Ethidiumbromid photomet-
risch Quantifiziert. Da die Proben die gleichen Primer, Zyklenzahlen und Reak-
tionsbedingungen hatten, kann mittels des relativen Vergleichs eine Aussage

zur Expression getroffen werden.
2.2.9.1. cDNA Synthese

Die mRNA Isolation erfolgte ebenfalls mit dem peqGOLD TriFast von peqglab.
Die cDNA-Synthese der gepoolten Proben erfolgte mit dem THERMO SCIEN-
TIFIC First Strand cDNA Synthesis Kit #K1612 entsprechend der Anleitung des

Herstellers.
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Aufreinigung mRNA (in RNase freiem Eppendorff Gefal3):

1ug RNA

1 pl 10X Reaction Buffer with MgCl,
1 ul  DNase |, RNase-free

7 pl Nukleasefreies Wasser

10 I Gesamtvolumen
Die Lésung wurde fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 pl 50 mM
EDTA wurde die Losung bei 65 °C fur 10 min inkubiert.

cDNA-Synthese:
MIX 1:

9 ul RNA-Probe
1l oligo (dT).g Primer
1 pl random hexamer Primer

11 pl Gesamtvolumen
Fur den Reaktionsansatz wurden zu 9 pl der RNA-Probe die Primer hinzugege-
ben. Das Gemisch wurde vorsichtig gevortext und kurz zentrifugiert, sodass
sich das Material vollstandig am GeféaRboden befand. Anschlie3end wurde die
Probe fur 5 min bei 65 °C inkubiert. Danach wurde der Reaktionsansatz auf Eis

abgekihlt und 9 pl des Mix 2 hinzugegeben.
MIX 2:

4 ul  5x Reaction Buffer

1 pl  RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul)

24l 10 mM dNTP MIX

2 ul - M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/pl)

9 ul  Gesamtvolumen
(Alle Kitkomponenten wurden wahrend des Ansetzens auf Eis gelagert.)

Die Losung wurde kurz zentrifugiert und fr 5 min bei 25 °C gefolgt von 60 min

bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschlie3end wurde die Transkriptionsreak-
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tion, durch Aufheizen auf 70 °C fur 5 min, beendet. Die aufgereinigte cDNA
Probe wurde mit DEPC H,0 auf die Konzentration von 10 ng/ul verdunnt.

Zur Uberprufung der erfolgreichen Transkription wurde eine konventionelle PCR

des GAPDH-Gens durchgefuihrt und elektrophoretisch aufgetrennt.
2.2.9.2. RT-PCR Protokoll

Der Reaktionsansatz fir einen PCR-Lauf wurde folgendermaf3en in PCR-

Mikroreaktionsgefalien pipettiert:

10 ul KAPA2G Fast Ready Mix + dye

1pul  forward Primer

1l reversed Primer

8 I cDNA und DEPC H,0 (je nach gewtinschter Menge cDNA)

20 ul Gesamtvolumen

Fur eine Ubersicht tiber genutzte Zeiten und Temperaturen siehe Tabelle 25.

Tabelle 25: Zeiten der einzelnen RT-PCR Schritte

Phase Temperatur in °C | Zeit

1. erste Denaturierung 95 3 min

2. Denaturierung 95 15 sec

3. Primerhybridisierung Aphang|g vom 15 sec

Primer

4. Elongation 72 10 sec —

5. Beenden der Reaktion ZZ"C 0100 min Zyklenzahl
Primerdesign und Optimierung der Bedingungen
Die Primer wurden mit Hilfe des Primerblast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) fur die Sequenz des mensch-

lichen Genoms entworfen. Dabei wurde darauf geachtet, dass mindestens eine

Exon-Exon-Grenze des Zielgens Teil des Amplifikats ist.
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Fur einen Teil der ausgewahlten Gene befanden sich Primer fir das menschli-
che Genom im Bestand des Labors, sodass hier auf ein Design verzichtet wur-
de. Fur folgende Gene wurden Primer neu designt: UCP2, GPX3, NOX4.

Die Primer wurden nach Temperatur, Konzentration der cDNA und Zykluszahl

optimiert. Eine Auflistung der genutzten Bedingungen findet sich in Tabelle 11.

Quantifizierung: Elektrophoretische Auftrennung, Fotodokumentation und

Densitometrische Auswertung [177]

Die PCR-Proben wurden bei 90 V fir 35 min gelelektrophoretisch aufgetrennt
und anschliel3end die Fluoreszenz bei verschiedenen Belichtungszeiten fotodo-
kumentiert. Die densitometrische Auswertung erfolgte mittels ImageJ. Zur Kon-
trolle wurde das Signal der Positivkontrolle, nach Subtraktion des Hinter-
grundsignals, relativ zur Expositionszeit gesetzt. Dieser Quotient sollte Uber die
verschiedenen Belichtungszeiten konstant sein. Eine Abweichung weist auf ei-
ne verminderte Trennschéarfe des Signals bei Werten im Sattigungsbereich hin.
Entsprechend wurden die Bilder mit konstant gleichem Quotient fur die Auswer-
tung ausgewahlt. Nach Bereinigung um das Hintergrundsignal wurden die ein-
zelnen Proben auf GAPDH normalisiert. Da nicht alle Spender auf dem gleichen
Gel aufgetrennt wurden, wurden die einzelnen Proben auf eine konstante Probe

relativ bezogen, z.B. die Positivprobe.
2.2.10. Enzymassays

2.2.10.1. Proteinisolation fur die Enzymassays

Tabelle 26: Losungen Proteinisolation

Losung Zusatz Endkonzentration
3,03 g Tris (Trizma Base) 50 mM
0,186 g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat 1 mM
Mit dd H,O auf Gesamtvolumen 500 ml auffiillen 90 % (v/Iv)
50 ml Glycin 10 % (viv)
Lysepuffer 5,59 g KCl 0,154 M
1 pl Pepstatin A pro 500 pl Gesamtlésung 1 pg/ml
0,5 pl PMSF pro 500 pl Gesamtlésung 1 mM
Mit 4 N HCI pH auf 7,2 titrieren (bei Lagerung auf
Eis) pH 7,2
Inhibitoren (PMSF und Pepstatin A) wurden jeweils frisch vor der Isolation hinzugefiigt
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Die Proteinisolation zur Messung der Enzymaktivitaten von SOD, GPX, CAT
und GR wurde nach einem modifizierten Protokoll nach Lake durchgefihrt
[178].

Protokoll: Die Zellen wurden in 6 Well-Platten kultiviert. Pro Well wurden die
Zellen 2-3 mal mit 2 ml PBS pro Well gewaschen und dann in jeweils 80 pl Ly-
sepuffer gelést und mit einem Zellschaber gekratzt. Anschliel3end wurde die
Zellsuspension sofort in vorgekihlte Eppendorff Reaktionsgefal3e auf Eis Uber-
fuhrt. Zur vollstadndigen Lyse wurden die Proben bei -80 °C eingefroren. Um die
weitere Isolation und Enzymmessungen parallel und zeitgleich bei den ver-
schiedenen Proben durchzufuhren, wurden alle Proben zeitgleich fir die Wei-
terverarbeitung aufgetaut. Nach dem Auftauen auf Eis wurden die Proben zur
weiteren Lyse im Ultraschallbad behandelt. Dabei erfolgte die Ultraschallbe-
handlung in eiskaltem Wasser fur insgesamt 180 sek pro Probe. Alle 30 sek
wurden die Proben kurz gevortext und auf Eis gelagert um ein UberméaRiges
Erwarmen zu verhindern. Die Suspension mit den lysierten Zellen wurde an-
schlieRend bei 800 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die
Fraktionen des Zytosols und des Mitochondriums. Dieser wurde in vorgekuihlte
Eppendorff-Reaktionsgefal3e tberfuhrt und auf Eis zwischengelagert. Anschlie-
Rend wurde die Messung der Enzymaktivitat von SOD, CAT, GPX und GR
durchgefuhrt.

2.2.10.2. Proteinquantifizierung nach Lowry

Tabelle 27: Lésungen Proteinquantifikation nach Lowry

Losung Zusatz Endkonzentration

BSA Standardlésung gomrlng dll3—|sg 10 pg/ul
2

Lagerung bei -20 °C mdglich

2 g Na-K-Tartrate

Na-K- Tartrate Losung 100 ml ddH,0 2%
" 1 g CuSO,*5H,0
CuSO, Vorratslésung 100 ml ddH,0 1%
20 g Na,CO, 2%
Na,CO;3; Vorratslésung 950 ml ddH,O
50 ml 2 M NaOH 100 mM
Messlésungen
20 pl Na-K-Tartrate Vorratslésung 0,02 %
20 pl CuSO, Vorratslésung 0,01 %

LG A . —
osung mit Na,CO; Vorratsldsung

auf 2 ml Gesamtvolumen auffillen
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Frisch ansetzen. Keine Lagerung

500 pl Folin Reagenz
1000 pl ddH,0
Frisch ansetzen. Keine Lagerung

33 %

Losung B

Mit dem Lowry Assay ist es mdglich das Gesamtprotein in einer Lésung zu
messen. Dabei verandert sich die Farbe mit zunehmender Proteinkonzentrati-
on. Durch Messung der Absorption kann so auf die Menge des Gesamtproteins

in Loésung zurtckgeschlossen werden [179].

Protokoll: Die Messung erfolgte in einer 96 Well-Platte. Pro Probe wurden
mindestens Duplikate angefertigt. Jeweils 2 pl Standard und Probe wurden pro
Well pipettiert. Dazu wurden 150 pl der Lésung A pro Well hinzugegeben und
10 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurden 30 ul Losung B pro Well hinzu-
gegeben. Die Platte wurde fur 1-6 h bei RT schwenkinkubiert. Die Absorption
wurde bei 750 nm gemessen. Ausgehend von der BSA Standardldsung wurden
7 verschiedene Standardldsungen mit den Konzentrationen 10/8/6/4/2/1/
0 ug/ul gemessen. Die Standardkurve ergibt eine Gerade nach der Formel x=(y-

b)/m. Dadurch kann auf die Menge an Protein zurtickgerechnet werden.

2.2.10.3. nach

Wedert und Cullen [180].

Glutathionperoxidase Enzymaktivitatsmessung

Tabelle 28: Lésungen Aktivitatsbestimmung der GPX

Losung ‘ Zusatze Endkonzentration
Pufferlésungen
alle Losungen in dieser Tabelle bei +4 °C lagern

13,609 g KH,PO4

1 M KH,PO,4-L6sung Mit ddH,O auf Gesamtvolumen | 1 M
von 100 ml auffillen
17,418 g K;HPO,

1 M K;HPO,4— Lésung Mit ddH,O auf Gesamtvolumen | 1 M

von 100 ml auffillen

1 M Kaliumphosphat
Puffer, pH 7,0

1 M K;HPO,-L6sung

1 M KH,PO4-Ldsung

Mischen, sodass Ziel-pH =7,0

0,05 M Kaliumphosphat

5 ml 1 M Kaliumphosphat Puf-

100 ml auffillen

fer, pH 7,0 0,05 M

Puffer, pH 7,0 ’
P 95 ml ddH,0

0,756 g KH,PO, 0,05 M
0,05 M KH,PO, 41,4 mg Na,EDTA 1,1mM
1,1 mM EDTA
1,1 mM NaNj, 7,3 mg NaNs 1,1 mMm
Losung Mit ddH,O auf Gesamtvolumen
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1,452 g K,HPO, 0,05 M
0,05 M K;HPO, 62,0 mg Na,EDTA 1,1 mM
1,1 mM EDTA, 10,8 mg NaN; 1,1 mM

1,1 mM NaN3 L6sung Mit ddH,O auf Gesamtvolumen

150 ml auffillen

0,05 M K;HPO,4 Losung
0,05 M Kaliumphosphat | 1,1 mM EDTA

Puffer 1,1 mM NaNjs Beide Losungen mischen,
1,1 mM EDTA, 1,1 mM | 0,05 M KH,PO, Lésung sodass Ziel-pH = 7,0
NaNs, pH 7,0 1,1 mM EDTA

1,2 mM NaNj;

Reaktionslésungen (alle Lésungen fiir 200 Reaktionen)

Alle Lésungen in dieser Tabelle frisch ansetzen und auf Eis lagern

44 pl GR Mit 0,05 M Kaliumphosphat

Puffer, 1,1 mM EDTA, 1,1 mM
NaN3z, pH 7,0 auf Gesamtvo-
lumen 15 ml auffillen

GPx Arbeitslésung
6,1 mg GSH

9.9 mg NADPH

4 mM NADPH-L8sung 0.05 M Kaliumphosphat-Puffer, | , .\
pH 7.0 (auf Gesamtvolumen

von 3 ml aufflllen)

15 mM Cumolhydroper- | 11,7 ul Cumenehydroperoxid
oxid-Lésung 5 ml ddH,O

15 mM

GPx Standardkurve

100 units Glutathionperoxidase
Glutathionperoxidase 20 U/ml

Stammliosung (20 U/ml) | 5 1y 0,05 M Kaliumphosphat 0 U/m
Puffer, pH 7.0
Bis zu 200 pl Stammlésung in 1,5 ml Mikroreaktionsgefal3en lagern. Lagerung mit Parafilm
und bei -20 °C fur bis zu einem Monat méglich.

10 ul  Glutathionperoxidase
Glutathionperoxidase (20U/ml)

Stammlésung (1 U/ml) 190 pl 0.05 M Kaliumphosphat
Puffer, pH 7.0

Verdinnung der 1 U/ml GPx
Stammlésung mit 0,05 Kali-
umphosphat Puffer, pH 7.0

1 U/ml

Weitere Standard-
[6sungen

08/06/04/02/01/0
U/ml

In Losung katalysiert die Glutathion Peroxidase (GPx) die Reduktion von H,O;
zu H,0. Dabei werden 2 GSH zu GSSG oxidiert. Statt H,O, kann auch Cumene
hydroperoxide -wie in diesem Verfahren- genutzt werden. Dies wird dann zu

Dimethylphenylcarbinol reduziert.

Die Ruckreduktion des GSSG zu 2 GSH durch die Glutathionreduktase (GR)
erfolgt unter Verbrauch des Kosubstrats NADPH zu NADP™. Der Verbrauch des

Kosubstrats kann durch Messung der Absorption quantifiziert werden (Wellen-
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lange 340 nm). Uber 20 min wurde einmal pro Minute die Absorption gemes-
sen. Die zeitliche Abnahme der Absorption von der 4. zur 9. Minute wurde be-
rechnet. Fur die Standardkonzentrationen wurde daraus eine Regressionsgera-
de ermittelt, sodass auf die Konzentration in den Proben zuriickgeschlossen

werden konnte.

Protokoll: Pro Well einer 96 Well-Platte wurden 10 pl der Standardldsungen
(und 10 pul des Puffers, sodass das Volumen insgesamt 20 ul betrug) oder 20 pl
der Probe pipettiert. Von den Standardldsungen wurden jeweils Triplikate pipet-
tiert, von den Proben Duplikate. Dazu wurde 15 pl NADPH Lésung und 75 pl
GPx-Arbeitslosung pro Well hinzugefigt und durch auf- und abpipettieren ver-
mischt. AnschlieBend wurde die Absorption bei 340 nm gemessen und wenn
die OD kleiner als 1,0 war zusatzliche 4 mM NADPH-L6sung pro Well hinzuge-
fugt bis die OD mindestens 1,0 betrug. Nach weiteren 5 min inkubieren bei RT,
wurde die Reaktion durch Hinzufiigen von 10 pl der Cumolhydroperoxid-L6sung
gestartet. Unverziglich wurde begonnen die Absorption in minttlichem Abstand
fur insgesamt 20 min zu messen (Wellenlange 340 nm). Aus der Abnahme der
OD pro Minute wurde eine Standardkurve erstellt und mittels Regressionsgera-
de eine Funktion nach Y= a * x+b bzw. (Y+b) / a=x ermittelt. Mittels dieser konn-
te auf die in den Proben befindliche Menge an funktionaler GPx zurlckge-

schlossen werden.
2.2.10.4. Katalase Enzymaktivitdtsmessung [181]

Die Aktivitat der Catalase wurde mit dem ,OxiSelect™ Catalase Activity Assay
Kit“ (Cell Biolabs, INC., Katalognummer STA-339) entsprechend dem Herstel-

lerprotokoll bestimmt.

Dabei wurde jeweils 20 pl der Probe oder des Standards in ein Eppendorff
Mikroreaktionsgefal} pipettiert und nach Zugabe von 20 pl der 40 pM Wasser-
stoffarbeitslosung fur 30 min bei RT inkubiert. In einem zweiten Schritt wurden
40 ul der ADHP/HRP Arbeitslosung hinzugefugt und fir 30 min lichtgeschuitzt
bei RT schwenkinkubiert. In eine 96 Well-Platte wurden jeweils 75 pl/Well die-
ser Losung pipettiert und die Fluoreszenz gemessen (Exzitationsmaximum bei

544 nm und Emissionsmaximum bei 590 nm). Aus dem Standard wurde Uber
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GraphPad Prism eine Funktion extrapoliert. Die Standardldsungen befanden
sich im Bereich von 0 bis 1 U CAT/mI (1/0,8/0,6/0,4/0,2/0,1/0 U/ml).

2.2.10.5. Superoxiddismutase Enzymaktivitdtsmessung [182]

Die Aktivitat der Superoxid Dismutase (SOD) wurde mit dem ,SOD determinati-
on kit“ (Sigma-Aldrich, Katalognummer 19160) entsprechend des vom Herstel-

ler optimierten Protokolls, als Kinetik Gber eine Stunde, gemessen.

Dabei wird die Reduktion von WST-1 zu dem violettfarbenen WST-1 Formazan
genutzt. Diese Anderung korreliert linear mit der Aktivitat der Xanthinoxidase
und wird durch die SOD gehemmt.

Tabelle 29: Pipettierprotokoll SOD-Messung

Probe Blank 1 Blank 2 Blank 3
Probenl6sung 20 pl 20 pl
ddH,O 20 pl 20 pl
WST Arbeitslésung 200 pl 200 pl 200 pl 200 ul
Enzym Arbeitslésung 20 ul 20 pl
Losungspuffer 20 ul 20 ul

Pro Well einer 96 Well-Platte wurden 20 pl der Probe bzw. ddH,O (Blank 1 und
Blank 3) pipettiert. Hierzu wurden 200 pl der WST Arbeitslosung und 20 pl der
Enzym Arbeitslosung (Proben und Blank 1) bzw. 20 pl Lésungspuffer (Blank 2
und Blank 3) hinzugegeben (siehe Tabelle 29).

Anschliel3end wurde eine Kinetik der Absorption (Wellenlange 450 nm) tber 1 h
erfasst, mit Messungen alle 5 min. Aus der Kinetik wurde eine Steigung errech-
net. Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurde die SOD-Aktivitat (Inhibitions-

rate) nach folgender Formel errechnet:

SOD Aktivitat:

SOD =[ (Blank 1 — Blank 3) — (Probe — Blank 2) ]/ (Blank 1 — Blank 3 ) * 100
2.2.10.6. Weitere Methoden:

Die Bestimmung der GR-Aktivitat erfolgte nach einer Laborinternen SOP ent-

sprechend dem von Smith et al. beschriebenen Protokoll [183].
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Die Die Isolation der Zelllysate und Bestimmung des GSH/GSSG-
Gleichgewichts erfolgte nach dem von Rahman et al. 2006 verdéffentlichten Pro-
tokoll [184].
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3. Ergebnisse

3.1. GroRte Unterschiede und Anderungen in der gRT-PCR

In einem ersten Schritt wurden die NR- und R-Gruppe jeweils, zu den unter-
schiedlichen Zeitpunkten verglichen. Hierbei wurde primar auf die grofdten Un-
terschiede geachtet. Zusatzlich wurden die Anderungen in den beiden Gruppen
wahrend des Reifungsprozesses und durch PEMF-Stimulation getrennt be-
trachtet. Ziel dieser Auswertung war Gene mit gro3en Unterschieden in beiden
Gruppen oder groRen Anderungen bei der Reifung bzw. PEMF-Stimulation zu
finden. Ziel war es diese potentiell regulatorisch wichtigen Gene anschliel3end

in der semiquantitativen RT-PCR weiter zu untersuchen.
3.1.1. Gro3te Unterschiede zwischen der R- und NR-Gruppe

3.1.1.1. Tag 0: vor Induktion der Reifung

Schon vor der Initierung des Reifungsprozesses unterscheiden sich beide
Gruppen in der Transkription. Grundsatzlich werden alle untersuchten Gene in
der NR-Gruppe mehr transkribiert als in der R-Gruppe, bzw. wenige gleichstark
in beiden Gruppen. Von den 68 Gene im Detektionsbereich sind nur 6 Gene
gleich stark exprimiert. Der Grof3teil, 44 Gene, sind doppelt so stark in der NR-
Gruppe exprimiert wie in der R-Gruppe. 16 weitere sind 4-fach und 2 weitere

Gene 8-fach starker exprimiert.

Den gro3ten Unterschied (8-fach starkere Expression in der NR-Gruppe) zwi-
schen beiden Gruppen zeigen GSR und UCP2. Beide zeigen jedoch auch einen
hohen AC:-Wert am Limit des Detektionsbereichs (insbesondere in der R-
Gruppe). Einen ebenfalls starken Unterschied (4-fach starkere Expression in
der NR-Gruppe) zeigen CCS, ATOX1, CAT, GCLC, CYBB, GSTZ1, PRDXS6,
NCF2, FOXM1, PDLIM1, PRNP, RNF7, VIMP, SEPP1, HMOX1, und SLC7A11.
Das hoéchste Expressionslevel, jedoch mit geringem Unterschied, zeigt die
FTH1 (AC+-Wert im negativen Bereich).
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Tabelle 30: Tag 0 — Ubersicht tiber das Verhaltnis der Expressionen im Gruppenvergleich

Tag 0 Gene Anzahl
NR=R GPX1, GPX3, GPX4, NOX4, CYGB, AKR1C2 6
NR>>>R
(8 fach) GSR, UCP2 2
NR>>R CCS, ATOX1, CAT, GCLC, CYBB, GSTZ1, PRDX6, NCF2, FOXM1, 16
(4 fach) | PDLIM1, PRNP, RNF7, VIMP, SEPP1, HMOX1, SLC7A11
SOD1, SOD2, SOD3, NOX5, DUOX1, GPX2, GSTP1, GCLM, GSS,
PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX4, PRDX5, TXNRD1, TXNRD2, TXN,
NR>R SRXN1, PTGS1, PTGS2, HSPA1A, HSP90AA1, CCL5, FTH1, AOX1, a4
(2 fach) | APOE, BNIP3, DHCR24, DUSP1, EPHX2, MPV17, MSRA, NUDT1,
SFTPD, SIRT2, SQSTM1, BAG2, FHL2, GLA, LHPP, NCOA7, NQO1,
PTGR1, TRAPPCG6A
101
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Abbildung 8: Scatter-Plot: groRte Unterschiede zwischen NR- und R-Gruppe am Tag O vor In-
duktion der Reifung. Aufgetragen sind die AC-Werte. X-Achse: ACt-Werte der NR-Gruppe. Y-

Achse: AC+-Werte der R-Gruppe. Detektionslimit bei AC1=9,299 (entspricht 35 Zyklen).
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3.1.1.2. Tag 2: nach Induktion der Reifung

Nach der Reifung zeigt sich ein homogeneres Bild. Die NR-Gruppe zeigt nicht
ausschlief3lich eine starkere Expression als die R-Gruppe. Hier fallt jedoch auf,
dass wenige Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestehen. Der Grol3teil
der Gene wird in beiden Gruppen in gleichem Ausmal exprimiert (49 Gene).
Sowohl in der NR-Gruppe als auch in der R-Gruppe gibt es Gene welche star-

ker als in der anderen Gruppe exprimiert werden.

In der NR-Gruppe werden 13 Gene etwas starker (2-fach) als in der R-Gruppe
exprimiert: SOD1, UCP2, GSS, PRDX4, NCF2, HSP90AA1, HMOX1, DHCR24,
AOX1, FHL2, SIRT2, SFTPD und BAG2.

In der R-Gruppe werden 6 Gene starker als in der NR-Gruppe exprimiert. Den
grofdten Unterschied (8-fach starkere Expression in der R-Gruppe) zeigen
SOD2 und CCL5. Dabei fallt auf, dass SOD2 in beiden Gruppen hoch expri-
miert ist, wahrend CCL5 in beiden Gruppen sehr niedrig exprimiert ist (hoher
AC+-Wert am Limit des Detektionsbereichs). 4 weitere Gene zeigen eine 2-fach
starkere Expression in der R-Gruppe: GPX3, GCLM, DUOX1 und CYGB.

Tabelle 31: Tag 2 unbefeldet - Ubersicht tiber das Verhaltnis der Expressionen im Gruppenver-
gleich

Tag 2
-EMF Gene Anzahl
NR<<<R
(8 fachy | SOP2: CCLS 2
NR<R | 5px3, GCLM, DUOX1, CYGB 4
(2 fach)
CCS, SOD3, ATOX1, CAT, GPX1, GPX2, GPX4, GSTP1, GSTZ1, GSR,
GCLC, NOX4, NOX5, PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX5. PRDX6, TXN,
\Rer | TXNRD1, TXNRD2, SRXN1, APOE, BNIP3, CYBB, DUSP1, EPHX2, | ,o
= FOXM1, FTH1, PTGS1, PTGS2, HSPA1A, MPV17, MSRA, NUDTL
PDLIM1, PRNP, RNF7, VIMP, SEPP1, SQSTM1, AKR1C2, GLA, LHPP,
NCOA7, NQO1, PTGR1, SLC7A11, TRAPPC6A
NR>R | SODI, UCP2, GSS, PRDX4, NCF2, HSP90AAL, HMOXL, DHCR24, | .
(2fach) | AOX1, FHL2, SIRT2, SFTPD, BAG?2
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Abbildung 9: Scatter-Plot: gré3te Unterschiede zwischen NR- und R-Gruppe am Tag 2 nach
Reifung. Aufgetragen sind die AC+-Werte. X-Achse: AC+-Werte der NR-Gruppe.Y-Achse: AC+-
Werte der R-Gruppe. Detektionslimit bei AC1=9,299 (entspricht 35 Zyklen).

3.1.1.3. Tag 2: Reifung unter EMF-Stimulation
Nach der Reifung unter EMF-Stimulation Uberwiegt die Expression in der NR-
Gruppe, die Gene sind durchgangig in der NR-Gruppe starker oder in beiden

Gruppen gleich stark exprimiert.

Der Grof3teil, 56 Gene sind in der NR-Gruppe starker exprimiert.12 Gene davon
sind 4-fach starker und 44 Gene 2-fach starker exprimiert. Den gréf3ten Unter-
schied (4-fach) zeigen: PRDX6, PRDX2, GCLC, GSTZ1, MSRA, DUSP1,
BAG2, PTGS2, AOX1, VIMP, RNF7 und NQO1. Zu den Genen mit 2-fachem
Unterschied gehdren u.a. SOD2 und CCL5 (grof3ter Unterschied nach Reifung).
AuBerdem UCP2, GPX1 und GPX3, CAT, das GSH System (GSR, GSS,
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GCLM), fast das ganze PRDX-System (PRDX1, PRDX3, PRDX4, PRDXS5,
TXN), die Eisenstoffwechselgene (FTH1 und HMOX1), die HSP-Familie
(HSPA1A, HSP90AA1) und auch ein Teil der NADPH-Oxidasen (NCF2, NOX4).

Tabelle 32: Tag 2 befeldet - Ubersicht tiber das Verhéltnis der Expressionen im Gruppenver-
gleich

Tag 2

+ EME Gene Anzahl
NR=R SOD3, GPX2, GPX4, NOX5, DUOX1, SRXN1, TXNRD2. CYBB, CYGB, 12
APOE, FOXM1, AKR1C2
SOD1, SOD2, CCS, ATOX1,UCP2, GPX1, GPX3, GSTP1, GSS, GCLM,
GSR, CAT, PRDX1, PRDX3, PRDX4, PRDX5, TXN, XNRD1, NCFz2,
NR>R NOX4, FTH1, HMOX1, HSPA1A, HSP90AA1, CCL5, SIRT2, SQSTM1, a4
(2 fach) | NCOA7, TRAPPC6A, DHCR24, EPHX2, PRNP, SEPP1, FHL2, NUDT1,
PTGS1, SFTPD, GLA, LHPP, PTGR1, BNIP3, MPV17, PDLIM1,
SLC7Al11
NR>>R | PRDX6, PRDX2, GCLC, GSTZ1, MSRA, DUSP1, BAG2, PTGS2, AOX1, 12
(4 fach) | VIMP, RNF7, NQO1
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Abbildung 10: Scatter-Plot: grof3te Unterschiede zwischen NR- und R-Gruppe am Tag 2 nach
PEMF-Stimulation wahrend Reifung. Aufgetragen sind die AC-Werte. X-Achse: ACt-Werte der
NR-Gruppe. Y-Achse: AC+-Werte der R-Gruppe. Detektionslimit bei AC+=9,299 (entspricht 35
Zyklen).

3.1.2. GroRte Anderungen wahrend des Reifungsprozesses

Wahrend des Reifungsprozesses &ndern sich beide Gruppen deutlich. In der
NR-Gruppe findet hauptsachlich eine Abnahme der Expression statt, wahrend

in der R-Gruppe hauptsachlich eine Zunahme stattfindet.

In der NR-Gruppe werden 6 Gene starker exprimiert (1 mal 32-fach, 2 mal 4-
fach und 3 mal 2-fach), wahrend 41 Gene schwacher exprimiert werden (3 mal
8-fach, 7 mal 4-fach, 31 mal 2-fach), nur 21 Gene bleiben unverdndert. Die
grofdte Zunahme in der NR-Gruppe zeigen GPX3 (32-fach), AOX1 mit DHCR24
(4-fach) sowie CAT, DUSP1 und TXNRD1 (2-fach). Die starkste Abnahme in
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der NR-Gruppe zeigen PTGS1, PTGS2 und SLC7A11 (8-fach). Weitere deutli-
che Abnahmen zeigen CYBB, FOXM1, NCF2, PRNP, SEPP1, UCP2 und
HMOX1 (4-fach) (siehe Abbildung 11).

In der R-Gruppe werden 31 Gene starker exprimiert (1 mal 64-fach, 3 mal 8-
fach, 7 mal 4-fach, 20 mal 2-fach), 10 Gene werden schwéacher exprimiert (2
mal 4-fach, 8 mal 2-fach), wahrend 26 Gene gleichbleibend exprimiert werden.
In der R-Gruppe zeigt die GPX3 die starkste Zunahme (64-fach). Weitere deut-
liche Zunahmen zeigen CCL5, CAT, SOD2 (8-fach) und AOX1, DHCR24,
DUSP1, GCLC, GSR, PDLIM1, TXNRD1 (4-fach). Die deutlichste Abnahme in
der R-Gruppe zeigen PTGS1 und PTGS2 (4-fach) (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Darstellung der Zunahme der Expression wahrend des Reifungsprozesses. Fold
Regulation = 1 bedeutet keine Anderung. Links in der Gruppe der NR, rechts in der Gruppe der
R. Dargestellt sind nur die gréRten Anderungen.

3.1.3. Anderungen bedingt durch die PEMF-Stimulation wahrend

des Reifungsprozesses

Durch die PEMF-Stimulation wird der Reifungsprozess in beiden Gruppen un-

terschiedlich beeinflusst. In der NR-Gruppe nimmt dabei die Expression entwe-
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der leicht zu oder bleibt unverandert. Bei 30 Genen nimmt die Expression um
den 2-fach zu, wahrend 38 Gene unveréndert bleiben. In der R-Gruppe nimmt
bei 31 Genen die Expression ab, wahrend 37 Gene unverandert bleiben. Die
starkste Abnahme zeigen SOD2 und CCL5 (8-fach), alle anderen Gene zeigen
nur eine schwache Abnahme (2-fach).

NR-Gruppe R-Gruppe

N CCL5 1

n SOD2 1

N Gruppe A 1

1 Gruppe B 1

= Gruppe C 1
T T T ' T T T T T
9 Q a9 ™ 2 © M v Q Vv

fold regulation fold regulation

Abbildung 12: Darstellung der Expressionsanderung bedingt durch die PEMF-Stimulation. Fold
Regulation = 1 bedeutet keine Anderung. Links: NR-Gruppe, rechts: R-Gruppe. Dargestellt sind
die starksten Anderungen, alle anderen sind in Gruppen zusammengefasst (fiir eine genaue
Ubersicht siehe Tabelle 33).

Tabelle 33: Zusammenfassung der Anderungen in Gruppen entsprechend Abbildung 12.

Zusammenfassung der Expressionsanderungen in Gruppen 'ZA‘;'”
Grupoe A DUSP1, MSRA, RNF7, VIMP, NQO1, PTGS2, GPX3, GCLC, GCLM, 12
PP GSTZ1, PRDX2, PRDX6
ATOX1, CCS, CAT, GSR, GSTP1, PRDX3, PRDX5, TXN, TXNRD1,
Gruppe B 17

BAG2, DUOX1, EPHX2, FTH1, MPV17, SEPP1, SQSTM1, NCOA7
NOX4, GPX1, PRDX1l, HSPA1A, AOX1, BNIP3, CYGB, PRNP,
Gruppe C PTGS1, GLA, LHPP, PTGR1, SLC7All, TRAPPCG6A, NUDT1, | 16
PDLIM1

UCP2, SOD1, SOD3, GPX2, GPX4, GSS, NCF2, NOX5, PRDX4,
TXNRD2, SRXN1, APOE, CYBB, DHCR24, FOXM1, SFTPD. SIRTZ2, | 21
AKR1C2, FHL2, HMOX1, HSP90AA1

NR und R
unverandert
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3.2. qRT-PCR: Gruppen die keine deutliche Anderung oder Un-

terschiede zeigten

Von den insgesamt 84 Genen auf dem Array wurden 16 von der Auswertung
ausgeschlossen da sie sich au3erhalb des Detektionsbereichs befanden (>34,8
Zyklen). Im Folgenden sind die Gene in funktionell zusammenhéngenden
Gruppen zusammengefasst die nur kleinen Anderungen und Unterschiede in
der gRT-PCR zeigen. Dementsprechend wurden sie nicht in der RT-PCR unter-

sucht.
3.2.1. Peroxiredoxin-System

Alle Gene dieser Gruppe werden auf einem starken bis sehr starken Level ex-
primiert. Ausnahme hiervon ist das mitochondriale TXRND2. Die starkste Ex-

pression von allen zeigt das Thioredoxin.

Anderungen und Unterschiede in der gPCR: die Anderungen sind eher moderat
ausgepragt. Eine deutliche Expressionsdnderung um den Faktor 4 zeigt sich fur
TXNRD1, ansonsten zeigen sich nur Anderungen um den Faktor 2. Die Unter-
schiede im Vergleich der beiden Gruppen sind auch eher klein ausgepréagt. Die
grofdten Unterschiede zeigen sich bei PRDX6 und TXNRD1 um den Faktor 4.
Meist ist die Expression in der NR-Gruppe starker ausgepragt als in der R-
Gruppe. Grundsatzlich zeigt sich eine durchgehend htéhere Expression in der
NR-Gruppe am Tag 0. Wahrend in der NR-Gruppe die Expression fur die meis-
ten Gene abnimmt oder gleichbleibt, steigt die Expression fur die meisten Gene
in der R-Gruppe. In der R-Gruppe nimmt die Expression fur die meisten Gene
im PRDX-System fur die meisten Gene unter PEMF-Stimulation wieder ab.

Ausnahmen sind die PRDX4, welches in der R-Gruppe durch die Reifung weni-
ger exprimiert wird und die PRDX2, welche unter PEMF-Stimulation in der R-
Gruppe etwas abnimmt. Weiter fallt die PRDX6 auf welche in der NR-Gruppe
eine deutlich starkere Expression zeigt und vor Reifung und unter PEMF-
Stimulation in der NR-Gruppe stark exprimiert ist. Aul3erdem zeigt die TXNRD1
eine starke Expression nach Reifung in beiden Gruppen mit einem leichten Ab-

fall unter PEMF-Stimulation in der R-Gruppe.
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Abbildung 13: gRT-PCR Array: A: Ausschnitt der Heatmap: Expression relativ zu der R-
GrAfdpe Tag O. Ausschnltt mit dem Peroxiredoxin-System. Dargestellt ist die fold regulation

, wenn 22¢T < 0,9: (-1)/(22°T). B: Expression der Gene in der gPCR. Dargestellt ist die
Zyklenzahl invers. Entsprechend nimmt die Expression nach rechts zu (bei abnehmender Zyk-
lenzahl). Detektionslimit: 35 Zyklen. Dargestellt ist der Bereich der gemessenen Zyklenzahlen
aller gemessenen Zustande, mit Markierung in Héhe des MW.

3.2.2. Weitere Gruppen

Grundsatzlich fallt eine durchgehend hohere Expression zum Tag O in der NR-
Gruppe auf. Wahrend der Reifung zeigen einige Gene eine deutliche Zunahme
(Faktor 4) in der R-Gruppe, insbesondere AOX1, DUSP1, PDLIM1 und
DHCR24. Nach PEMF-Stimulation zeigt sich in der R-Gruppe eher eine Ab-
nahme der Expression (PTGS2, EPHX2, MPV17, MSRA, RNF7, DUSP1,
SQSTM1, NCOA7, SEPP1, VIMP, NQO1, FTH1, BAG2), eine Zunahme zeigt
nicht. In der NR-Gruppe zeigt sich bei der Reifung fir einige Gene eine deutli-
che Zunahme (Faktor 4. AOX1, DHCR24) bzw. schwache Zunahme (Faktor 2:
DUSP1), eine starke Abnahme zeigen die PTGS1/2 und SLC7A11 (Abnahme
um Faktor 8). Unter PEMF-Stimulation zeigt sich in der NR-Gruppe flr viele

Gene eine schwache Zunahme der Expression (Faktor 2).

Mit hohen Expressionsanderungen bei hohem Expressionsniveau féllt die
AOX1, RNF7, DUSP1, PDLIM1 und DHCR24 auf. Alle diese Gene wurden nicht
weiter in der RT-PCR untersucht, weil andere Gene deutlichere Unterschiede

zeigten.
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Abbildung 14: qRT-PCR Array: A: Ausschnitt der Heatmap: Expression relativ zu der R-Gruppe
Tag 0. Ausschnitt mit verschiedenen Zusammenhéngenden Genen in gréReren Gruppen zu-
sammengefasst. Dargestellt ist die fold regulation (2T, wenn 224°T < 0,9: (-1)/(2""°T). B:
Expression der Gene in der qPCR. Dargestellt ist die Zyklenzahl invers. Entsprechend nimmt
die Expression nach rechts zu (bei abnehmender Zyklenzahl). Detektionslimit: 35 Zyklen. Dar-
gestellt ist der Bereich der gemessenen Zyklenzahlen aller gemessenen Zustéande, mit Markie-
rung in Héhe des MW.
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3.3. Vergleich gRT-PCR und RT-PCR

Die Gene, welche die groRten Unterschiede und Anderungen zeigten wurden
anschlieBend in einer semiquantitativen RT-PCR untersucht. Hierfir wurde
MRNA von jeweils 6-10 Spender beider Gruppen der qRT-PCR Spender ge-
nutzt. Der RT-PCR ging die Gestaltung der Primer und eine Optimierung der
PCR-Bedingungen (Zyklenzahlen und mRNA Menge) voraus. Im Folgenden
sind die auffallenden Gene im Zusammenhang mit Isoenzymen und funktional
zusammenhéangenden Enzymen aufgefiuihrt. Vergleichend dazu sind die RT-
PCR-Ergebnisse dargestellt.

3.3.1. SODs und UCP2
Anderungen und Unterschiede in der qRT-PCR:

Die Gruppe der Superoxiddismutasen zeigt sich ein hohes Expressionslevel der
SODs. Das Chaperon CCS zeigt eine schwache Expression, wahrend ATOX1
eine starke Expression zeigt (siehe Abbildung 15 A). Die groRten Anderungen
zeigt die SOD2. In der NR-Gruppe besteht an Tag 0 eine starke Expression der
Chaperone, wahrend die SODs keine groRen Anderungen durch Reifung und
PEMF-Stimulation zeigen. In der R-Gruppe ist die Expression durchgehend
schwacher ausgepragt, jedoch zeigt sich hier auch ein Anstieg durch die Rei-
fung, am starksten bei SOD2. Unter PEMF-Stimulation fehlt dieser Zuwachs bei
der Reifung (siehe Abbildung 15 B).

Das UCP2 verhalt sich sehr ahnlich wie die Gruppe der SODs. Es besteht eine
durchgehend starkere Expression in der NR-Gruppe mit einer grof3en initialen
Expression am Tag 0. In der R-Gruppe zeigt sich keine Anderung. Jedoch ist
das Expressionslevel sehr gering (siehe Abbildung 15 A+B).

Bestatigung der gRT-PCR mittels RT-PCR:

In die RT-PCR der SOD2 wurden alle 10 Spender der NR- und der R-Gruppe
einbezogen. Jeweils 6 Spendern wurden zweifach quantifiziert, weitere 4 Spen-
der einfach. In der RT-PCR lassen sich dem Trend nach die gleichen Anderun-
gen wie in der gRT-PCR beobachten. Die Expressionsunterschiede sind jedoch

nicht statistisch signifikant. Insbesondere der grof3e Unterschied nach 2 Tagen
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Reifung zeigt sich nur in der Tendenz und mit einer besonders grof3en Streuung
der Spenderwerte (Abbildung 15 C).

Fir die UCP2 Iasst sich die starke initiale Expression in der NR-Gruppe (8-fach)
in der gRT-PCR nicht bestétigen. Im Trend zeigt sich wie in der gRT-PCR, eine
durchgehend starkere Expression in der NR-Gruppe. Dabei zeigt sich jedoch
auch eine grof3e Streuung der Werte (siehe Abbildung 15 D).
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Abbildung 15: qRT-PCR Array: A: Ausschnitt der Heatmap. Expression relativ zu der R-Gruppe
Tag 0. Ausschnitt mit UCP2, SODs und SOD assoziierten Genen. Dargestellt ist die fold regula-
tion (2%°T, wenn 274°T < 0,9: (-1)/(2"*2°T). B: Expression der Gene in der gqPCR. Dargestellt ist
die Zyklenzahl invers. Entsprechend nimmt die Expression nach rechts zu (bei abnehmender
Zyklenzahl). Detektionslimit: 35 Zyklen. Dargestellt ist der Bereich der gemessenen Zyklenzah-
len aller gemessenen Zustande, mit Markierung in Hohe des MW. Starkste Anderung und Tran-
skription zeigt die SOD2. semiquantitative RT-PCR: C: SOD2 und D: UCP2. Normalisierung
erfolgte auf GAPDH. Werte wurden auf den Mittelwert der Kontrolle (R-Gruppe Tag 0) relativ
bezogen. Dargestellt ist der jeweilige MW mit 95 %-KI. C: SOD2: N=10, n=1-2. D: UCP2: N=6,
n=2. Statistische Testung mit Kruskal-Wallis Test und DunnsPost Test, *p<0,05.

3.3.2. Katalase und Glutathion-abhangige Peroxidasen

Anderungen und Unterschiede in der qRT-PCR:
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Die CAT zeigt in der NR-Gruppe beinahe durchgehend eine starkere Expressi-
on, insbesondere zum Zeitpunkt Tag 0. Wahrend der Reifung nimmt die Ex-
pression in beiden Gruppen zu, sodass sie an Tag 2 in beiden Gruppen gleich
stark exprimiert wird. Insbesondere in der R-Gruppe fallt die sehr starke Zu-
nahme wahrend der Reifung auf. Bei PEMF-Stimulation fallt die Zunahme in der
R-Gruppe wahrend der Reifung hingegen schwacher aus, wéahrend die PEMF-
Stimulation in der NR-Gruppe keinen Unterschied macht (siehe Abbildung 16).

In der Gruppe der GPX fallt die GPX3 am deutlichsten auf. In der NR-Gruppe
zeigt die GPX3 eine sehr starke Zunahme (32-fach) wahrend des Reifungspro-
zesses mit einer etwas starkeren Zunahme (64-fach) bei zusatzlicher PEMF-
Stimulation. In der R-Gruppe nimmt die Expression wahrend der Reifung um
den Faktor 64 zu und unter PEMF-Stimulation fallt dies etwas ab (auf eine 32-
fache Expression im Vergleich zu R Tag 0). Alle GPX zeigen ein sehr hohes
Expressionslevel, auRer GPX5 welche aul3erhalb des Detektionsbereichs ist
(nicht dargestellt). Die zytosolische GPX1 zeigt eine spezifische Zunahme nach
PEMF-Stimulation in der NR-Gruppe, jedoch nur um den Faktor 2 (siehe Abbil-
dung 16).

In der Gruppe der Glutathion-Transferasen zeigt eine beinahe durchgehend
starkere Expression der NR-Gruppe im Vergleich mit der R-Gruppe. In der R-
Gruppe zeigt sich eine Zunahme wahrend Reifung, die jedoch unter PEMF-
Stimulation ausbleibt. Die GSTZ1 zeigt ein schwaches Expressionslevel, wah-

rend die GSTP1 ein sehr hohes Expressionslevel zeigt (siehe Abbildung 16).
Bestatigung der gRT-PCR mittels RT-PCR:

Fur die CAT lieR3 sich in der RT-PCR die Zunahme wahrend der Reifung in der
Tendenz bestéatigen. In der NR-Gruppe fallt diese Zunahme nach PEMF-
Stimulation noch deutlicher aus. In der R-Gruppe zeigt sich tendenziell eine
leichte Abnahme nach PEMF-Stimulation. Eine deutlich starkere Expression in
der NR-Gruppe lasst sich in der RT-PCR nicht bestéatigen. Grundsatzlich be-
steht eine hohe Streuung zwischen den Spendern (siehe Abbildung 17 A).

Die GPX1 zeigt in der RT-PCR keine Zunahme nach PEMF-Stimulation in der
NR-Gruppe. Insgesamt lassen sich die beinahe gleichbleibende Expression der
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3. Ergebnisse

gRT-PCR bestatigen, es bestehen wenig Unterschiede und eine hohe Streuung
(siehe Abbildung 17 B).

Fur die GPX3 lasst sich der starke Zuwachs in der NR-Gruppe bestétigen,
wenn auch in geringerem Ausmal3. Nach PEMF-Stimulation ist der Zuwachs in
der NR-Gruppe signifikant. In der R-Gruppe zeigt sich ein geringerer Zuwachs,
der nicht signifikant ist. Insbesondere die starke Zunahme durch die Reifung
fallt hier deutlich kleiner aus und nach PEMF-Stimulation zeigt sich keine Ab-
nahme gegeniber der Reifung. Es zeigt sich zwischen Reifung mit und ohne
PEMEF-Stimulation kein Unterschied (siehe Abbildung 17 C).

B .
Non-Responder Responder o Expressionslevel
Tag 2 Tag 2 niedrig hoch

_EMF[+ EMF "EMF[+ EMF
3,98 7,99 (7,93 1,00 .  —
1,00 1,00 2,00 1,00 -
2,14 1,07 1,07 1,00 -
1,01 [31,52164,05 1,00 -
1,00 1,00 0,99 1,00 -
2,02 2,01 201 1,00 -
4,08 2,03 4,08 1,00 -

A

O

i
=

-

35 30 25 20
C+Wert

Abbildung 16: gRT-PCR Array: A: Ausschnitt der Heatmap. Expression relativ zu der R-Gruppe
Tag 0. Ausschnitt mit CAT und Glutathion abhangigen Peroxidasen. Dargestellt ist die fold regu-
lation (2°4°T, wenn 2%°T < 0,9: (-1)/(2%“°"). B: Expression der Gene in der qPCR. Dargestellt
ist die Zyklenzahl invers. Entsprechend nimmt die Expression nach rechts zu (bei abnehmender
Zyklenzahl). Detektionslimit: 35 Zyklen. Dargestellt ist der Bereich der gemessenen Zyklenzah-
len aller gemessenen Zustande, mit Markierung in Héhe des MW.
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A Abbildung 17: semiquantitative RT-
PCR: A: CAT, B: GPX1, C:. GPX3.
Normalisierung erfolgte auf GAPDH.
Werte wurden auf den Mittelwert der
T Kontrolle (R-Gruppe Tag 0) relativ
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tistische Testung mit Kruskal-Wallis
Test und DunnsPost Test, *p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001.

3.3.3. Glutathion System - GSH bildendes und reduzierendes Sys-

tem
Anderungen und Unterschiede in der gqRT-PCR:

Das GSH-produzierende System zeigt eine mittelstarke Expression. Die GSR
zeigt eine sehr schwache Expression nahe des Detektionslimits (siehe Abbil-
dung 18 B).

Der erste Schritt der GSH-Synthese (GCLC und GCLM) zeigt in der NR-Gruppe
eine leichte Zunahme unter PEMF-Stimulation. In der R-Gruppe zeigt sich ein
leichter Zuwachs wahrend Reifung, mit leichter Abnahme unter PEMF-
Stimulation. Der zweite Schritt der GSH-Synthese, die GSS, zeigt eine durch-
gehend etwas starkere Expression in der NR-Gruppe ohne Anderung.

Bei der GSR zeigt sich initial ein hoher Unterschied zwischen NR- und R-

Gruppe. Wéahrend des Reifungsprozesses zeigt sich in der NR-Gruppe eine
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3. Ergebnisse

leichte Abnahme die nicht von der PEMF-Stimulation beeinflusst wird. Bei der
R-Gruppe zeigt sich eine deutliche Zunahme wahrend der Reifung mit leichter
Abnahme nach PEMF-Stimulation (siehe Abbildung 18).

Bestatigung der gRT-PCR mittels RT-PCR:

Die GSR wurde aufgrund der initial bestehenden grof3en Unterschiede zwi-
schen beiden Gruppen ausgewahlt. Dieser lasst sich im Trend bestatigen, je-
doch besteht hier eine gro3e Streuung zwischen den Spendern, insbesondere
in der NR-Gruppe am Tag 0 (siehe Abbildung 19).

A B

Non-Responder Responder

Expressionslevel
TagO| Tag2 |[TagO Tag 2 niedrig hoch
- EMF[+ EMH - EMF [+ EMF

==
m

35 30 25 20
C+Wert

Abbildung 18: gRT-PCR Array: A: Ausschnitt der Heatmap. Expression relativ zu der R-Gruppe
Tag 0. Ausschnitt mit GSH bildendem und reduzierendem System. Dargestellt ist die fold regu-
lation (22T, wenn 22%°T < 0,9: (-1)/(24°"). B: Expression der Gene in der gPCR. Dargestellt
ist die Zyklenzahl invers. Entsprechend nimmt die Expression nach rechts zu (bei abnehmender
Zyklenzahl). Detektionslimit: 35 Zyklen. Dargestellt ist der Bereich der gemessenen Zyklenzah-
len aller gemessenen Zustande, mit Markierung in Hohe des MW

GSR

6-
[
B T Abbildung 19: semiquantitative
2 4- RT-PCR: GSR. Normalisierung
S erfolgte auf GAPDH. Werte wur-
5 5] T —_ den auf den Mittelwert der Kontrol-
TUJ) J_ > T le (R-Gruppe Tag 0) relativ bezo-
o /] gen. Dargestellt ist der jeweilige
§ o4 - 7 |—__—| |_—| &_ MW mit 95 %-KI. N=6, n=2. Statis-
= tische Testung mit Kruskal-Wallis
S S SR S IR SR\ Test und DunnsPost Test,

24 & <© <© <& < < *

X . x . x p<0,05.
& & ¥
3.3.4. CCL5

Anderungen und Unterschiede in der gRT-PCR:
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Die CCL5 zeigt wahrend der Reifung eine sehr starke Zunahme der Expression
in der R-Gruppe, sodass dies einer der grof3ten Unterschiede zwischen beiden
Gruppen nach Reifung ist (siehe Abbildung 20 A). Das Expressionslevel ist ins-

gesamt sehr niedrig, nahe am Detektionslimit.
Bestatigung der gRT-PCR mittels RT-PCR:

Die starke Zunahme in der R-Gruppe nach Reifung liel3 sich so in der RT-PCR
nicht bestatigen. Auffallend ist die durchgehend sehr hohe Streuung in den ver-

schiedenen Gruppen.

Non-Responder Responder
A Tag 2 Tag 2
Tag 0 - EMF +EMF Tag 0 _EMF + EMF
CcCLs 1,01 2,05 1,00 8,23

(9]

0.0_ 4444444

- CCLS Abbildung 20: A: qRT-PCR Array: Aus-
o _ schnitt der Heatmap mit CCL5: Expression
E 504 relativ zu der R-GruppeAl'ng 0. DarggAsctglt
= _ ist die fold r(Aagulation (2 ,wenn 2" <
S 154 0,9: (-1)/(2**°"). Starke der Expression:
5 Die Expression der CCL5 ist sehr
o 1.0 T schwach, diese befindet sich nahe am
o T T Detektionslimit (31,9-35 Zyklen) (Zyklen-
& 0.5- J_ 7 l T zahl grafisch nicht dargestellt). B: semi-
s 1 7 guantitative RT-PCR: CCL5. Normalisie-
> A -1 KA rung erfolgte auf GAPDH. Werte wurden

auf den Mittelwert der Kontrolle (R-Gruppe

Tag 0) relativ bezogen. Dargestellt ist der

N < « S < < jeweilige MW mit 95 %-KI. N=6, n=2. Sta-

P O O R tistische Testung mit Kruskal-Wallis Test
<

& NS gvx und DunnsPost Test, *p<0,05.

3.3.5. ROS-bildendes System: NADPH-Oxidase-System und Dual-

Oxidasen
Anderungen und Unterschiede in der gqRT-PCR:

Die Expression aller Gene des NADPH-Oxidase-Systems befindet sich in einem
sehr schwachen Bereich, nahe dem Detektionslimit. NCF1, DUOX2 und NOS2
sind aul3erhalb des Detektionslimits und dementsprechend von der Auswertung
ausgenommen (siehe Abbildung 21 B). Die NOX4 zeigt einen leichten spezifi-
schen Anstieg nach PEMF-Stimulation in der NR-Gruppe.
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Bestatigung der qRT-PCR mittels RT-PCR:

In der RT-PCR l&sst sich eine spezifische Zunahme durch PEMF-Stimulation in
der NR-Gruppe nicht bestétigen. Insgesamt besteht eine hohe Streuung (siehe
Abbildung 22).

A B

Non-Responder Responder Expressionslevel
Tag0| _Tag2 |Tag0[ _Tag2 nlm
- EMF+ EMH - EMF[+ EMF
1,00 1,00
1,00 1,00

DUOX1 Aelo] 1,00 2,00
1,00 1=2,02

30 25 20
C+Wert

Abbildung 21: gRT-PCR Array: A: Ausschnitt der Heatmap NADPH-Oxidase-System und Dual-
Oxidasen: Expression relativ zu der R-Gruppe Tag 0. Dargestellt ist die fold regulation (277,
wenn 24T < 0,0 (-1)/(2'AACT). B: Expression der Gene in der qPCR. Dargestellt ist die Zyklen-
zahl invers. Entsprechend nimmt die Expression nach rechts zu (bei abnehmender Zyklenzahl).
Detektionslimit: 35 Zyklen. Dargestellt ist der Bereich der gemessenen Zyklenzahlen aller ge-

messenen Zustande, mit Markierung in Héhe des MW.

s NOX 4
2 Abbildung 22: semiquantitative
2,1 - T RT-PCR: NOX 4. Normalisierung
5 T erfolgte auf GAPDH. Werte wurden
X - auf den Mittelwert der Kontrolle (R-
2 14 T T Gruppe Tag 0) relativ bezogen.
] 7. T Dargestellt ist der jeweilige MW mit
2.1 INR%77 /] 95 %-KI. N=6, n=2. Statistische
8 4 ' L L Testung mit Kruskal-Wallis Test und
© DunnsPost Test, *p<0,05.
Sl & S S "

TR A2 2 s A2

o o

3.4. Enzymmessungen

3.4.1. Enzymassays

Als wesentliche Ubertrager des PEMF-Effekts wurden das GSH-System, die
CAT und die SOD auf Enzymebene untersucht. Eine Messung der GSR-
Aktivitat wurde versucht, zeigte aber eine zu geringe Aktivitat (passend zu der

sehr niedrigen Expression in den PCR-Untersuchungen). Ebenso zeigte sich in
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Messungen des GSH/GSSG-Verhaltnisses eine nicht ausreichende Konzentra-
tion in den Proben.

Die SOD und CAT zeigen, in beiden Gruppen, keine signifikante Anderung
nach PEMF-Stimulation. Die GPX zeigt hingegen deutliche Anderungen, die
sich jedoch nicht signifikant unterscheiden. Auch ein signifikanter Unterschied
zwischen NR- und R-Gruppe liel3 sich nicht nachweisen.

A Non-Responder B Responder
1.59 ns
b3
L 1.01
H
L
E 0.5 ns ns 0.51 ns ns ns
o
o I < —_1 —_
'% 0.0 777/;777 ::1‘_) 0.0 7777772 V77774
[ 1 i 7’/
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9 =
& S ol g 7
-1.01
2 1
-1.5- i Q A
& % &

Abbildung 23: Messung Enzymaktivitaten: A: Non-Responder-Gruppe. B: Responder-
Gruppe. Dargestellt ist die relative Zunahme oder Abnahme der Enzymaktivitét relativ zur unbe-
feldeten Kontrolle. R-Gruppe: N=5, n=2 (bei GPX: N=2). NR-Gruppe: N=5, n=2 (bei GPX: N=4).
Dargestellt ist der MW mit 95 %-KI. Statistische Testung mit Kruskal-Wallis Test und DunnsPost
Test, *p<0,05.

3.4.2. Spezifizierung der Spender (fur Enzymassays) nach An-

sprechen

Bei 11 weiteren Spendern wurde die Reifung, durch Zugabe des Differenzie-
rungsmediums, induziert. Von diesen Spendern wurde die AP-Aktivitat und
Resazurinkonversion an den Tagen 0, 4 und 7 gemessen. AuRerdem die Mat-
rixmineralisierung nach 14 und 21 Tagen mittels Alizarin-Rot-Farbung quantifi-
ziert. Weiter wurde die ROS-Menge mittels DCFH-DA Féarbung an den Tagen 4
und 7 quantifiziert.

3.4.2.1. Einteilung nach Ansprechen

Die Spender wurden nach der Zunahme durch EMF-Stimulation in den Punkten

Resazurin-Konversion und AP-Aktivitat eingeteilt. Dafir wurden die Medianwer-
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te nach EMF-Stimulation relativ zu den Werten der unstimulierten Kontrolle ge-
setzt. Der Zuwachs durch EMF-Stimulation zu den verschiedenen Zeitpunkten

wurde aufsummiert.

2007 pEME-Effekt AP-Aktivitit in %
« 383
R « 316
NR
1004
L4 339 ° 396
« 380
I L ) L L 1
- - b 50 100 150 200
100 50 343 285"
. . PEMF-Effekt Resazurin in %
. 356 397
. 341
261
-100-

Abbildung 24: Darstellung des PEMF-Effekts, relativer Zuwachs oder Abnahme in %. X-Achse:
Effekt auf Resazurinumsatz. Y-Achse: Effekt auf AP-Aktivitdt. Entsprechend der Einteilung fur
die gPCR wurde die Grenze fur die Trennung nach Responder und Non-Responder bei ca. 64%
Gesamtansprechen gesetzt.

Tabelle 34: Tabellarische Auffilhrung des errechneten Ansprechens fur alle 11 Spender der

Enzymassays. Dargestellt ist der relative Zuwachs (als Medianwert) unter PEMF-Stimulation
relativ zur unbefeldeten Probe (Median der unbefeldeten Probe).

Resazurin AP Res + AP
Spender

d4 d7 Summe d4 d7 Summe Summe
261 -23 % -34 % -56 % -38 % -28 % -66 % -122 %
316 174 % 7% 167 % 123 % 7% 130 % 296 %
339 0% 35 % 34 % -43 % 131 % 88 % 122 %
341 3% -34 % -30 % -22 % -27 % -49 % -80 %
343 19 % -18 % 1% -14 % 0% -14 % -13%
356 30 % -37 % -7 % -20 % -16 % -35 % -42 %
380 66 % 56 % 121 % 14 % 12 % 26 % 148 %
383 96 % 38 % 134 % 130 % 44 % 174 % 308 %
389 28 % 22 % 50 % -26 % 8 % -18 % 33 %
396 68 % 49 % 117 % 20 % 64 % 84 % 201 %
397 53 % -5 % 47 % 8 % -41 % -34 % 14 %
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3.4.2.2. Resazurinumsatz, AP-Aktivitat und Alizarinrot-Messung

Resazurin-Konversion

In der NR-Gruppe zeigt sich eine deutlich grol3ere Zunahme der Resazurinkon-
version. Unter EMF-Stimulation fallt der Anstieg zum Tag 4 hin etwa gleich aus,
ohne eine weitere Anderung zum Tag 7 hin. Die Unterschiede zwischen befel-
deten und unbefeldeten Proben sind sehr gering und nicht signifikant (siehe
Abbildung 25 A).

In der R-Gruppe zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Resazurinkonversion zu
Tag 4 und 7 hin. In der EMF-stimulierten Gruppe fiel der Anstieg zum Tag 4 hin
beinahe doppelt so hoch aus, hier zeigt sich sogar ein Abfall zum Tag 7 hin
(siehe Abbildung 25 B).

AP-Aktivitat

In der NR-Gruppe zeigte sich eine signifikante Zunahme der AP-Aktivitat wéah-
rend den 7 Tagen Reifung, die EMF-Stimulation zeigte hingegen eine leichte
Hemmung der Zunahme von AP-Aktivitdt. Dabei besteht auch eine gréf3ere
Streuung zwischen den Spendern, sodass nur der Anstieg zum Tag 7 hin leicht
signifikant ist (siehe Abbildung 25 C).

In der R-Gruppe hingegen liel3 sich eine sehr kleine nicht-signifikante Zunahme
beobachten, die unter EMF-Stimulation etwas zunahm (siehe Abbildung 25 D).

Quantifizierung der Matrixmineralisierung mit Alizarinrot

Sowohl ohne als auch mit EMF-Stimulation zeigt sich kein signifikanter Unter-
schied der Matrixmineralisierung von Tag 14 zu Tag 21 hin (siehe Abbildung 25
E+F).

NR- und R-Gruppe unterscheiden sich jedoch beziglich der Menge der gebilde-
ten Matrix. So zeigt die Gruppe der Non-Responder eine deutlich héhere Mat-
rixmineralisierung im Vergleich zu Gruppe der Responder. In beiden Gruppen
zeigen sich jedoch individuelle sehr groRe Unterschiede in der gebildeten Mat-
rix, auch lasst sich keine Tendenz fur eine Zunahme oder Abnahme der Mat-

rixmineralisierung bei den Spendern zeigen.
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Abbildung 25: Quantifizierung des Ansprechens auf PEMF-Stimulation. A + B: Resazurin-
Konversion C + D: AP-Aktivitat. Non-Responder: N=6, n=4. Responder: N=5, n=4. Dargestellt
ist jeweils das Vielfache der Kontrolle (Tag O unbefeldet), als Mittelwert mit 95 %-
Konfidenzintervall. Statistische Testung erfolgte mit Kruskal-Wallis und Dunns Post-Test * p <
0,05, * p < 0,01, *** p < 0,001. E + F: Quantifizierung der Matrixmineralisierung an Tag 14 und
Tag 21 mittels AlizarinRot-Farbung. Non-Responder. N=6, n=3. Responder. N=5, n=3. Darstel-
lung des Mittelwerts der absoluten Werte mit 95 %-Konfidenzintervall. Statistische Testung er-
folgte mit Kruskal-Wallis und Dunns Post-Test * p < 0,05.
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3.4.3. Quantifizierung der gebildeten ROS mit DCFH-DA Messung

Es konnte eine signifikante Zunahme der DCF-Produktion in der Positivkontrolle
(Probe nach H,0,-Zugabe) gezeigt werden. Keine signifikanten Unterschiede
zeigten sich hingegen an d4 und d7 fur den Vergleich von unbefeldeten und
befeldeten Zellen.

DCFH-DA Messung

1.51
kX i —r Abbildung 26: DCFH-DA-
Kkk Kokk Messung: dargestellt ist die
I 1 l ' T Zunahme der Fluoreszenzin-
1.04 I I / tensitat des gebildeten DCF,

relativ.  zur Positivkontrolle

é (Positivkontrolle: unbefeldet +
%

H,O,-Stimulation des jeweili-
0.54 / gen Tages). Mittelwert mit 95

/ %-KI. N= 9; n=4. Statistische

- / Testung mit Friedman-Test
1 == / und Dunn’s Test

0011 P22 / 7.

* p<0,05, *** p<0,001.

Vielfaches der Kontrolle
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4. Diskussion

4.1. Einordnung der Arbeit in Vorarbeiten und Limitierung der
Methodik

4.1.1. Einordnung der Arbeit in Vorarbeiten

EMF-Stimulatoren zur Unterstiitzung der Knochenheilung werden seit Jahr-
zehnten eingesetzt. Dabei sind jedoch die in vitro und in vivo Ergebnisse unein-
heitlich und zeigen in der Summe eine geringe Evidenz. Einer der Grinde hier-
fur sind die vielen verschiedenen technischen Losungen und unterschiedlichen
Eigenschaften der EMF. In Vorarbeiten von Ehnert et al. [51] wurden verschie-
dene, aus der Literatur gewahlte, EMF verblindet an Zellkulturen getestet. In der
Summe zeigte das hier genutzte ELF-PEMF mit 16 Hz den grol3ten Effekt. Sti-
muliert wurden die im Mittelpunkt des Knochenumbaus stehenden Zellen, Os-
teoblasten und Osteoklasten. Die Reifung der Osteoblasten (quantifiziert mittels
der Reifungsmarker alkalische Phosphatase und Resazurin) nahm durch Befel-
dung zu, wahrend Osteoklasten keinen spezifischen Effekt zeigten. Abh&ngig
von dem Ansprechen auf die Stimulation unterteilte Ehnert et al. die Spender in
zwei Gruppen, die sogenannte Responder (R) - und Non-Responder (NR) -
Gruppe. Das Ansprechen war abhangig von der initialen Expression der Rei-
fungsmarker. So zeigten Spender der NR-Gruppe schon vor Stimulation eine
hohe Expression der Reifungsmarker. Initial zeigte die Redox-kontrollierte
MAPK ERK1/2 eine Zunahme der Phosphorylierung in Spendern der R-Gruppe.
ERK1/2 zeigte sich in einem Inhibitionsexperiment essentiell fir den PEMF-
Effekt: es zeigte sich eine ausbleibende Zunahme der Reifungsmarker [51].
Auch zeigte sich nach mehreren Tagen Stimulation eine Veranderung des int-
razellularen ROS-Anstiegs nach PEMF-Stimulation [164]. An diesem Punkt
setzt die vorliegende Arbeit an. Ziel war es die Rolle des Redox-vermittelten

Effekts in der NR- und der R-Gruppe genauer zu spezifizieren.
4.1.2. Limitierungen der genutzten Methodik

Zu dem Probenmaterial
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Das Konzept der vorliegenden Arbeit ist das einer ,Pilotstudie®, die zentrale
Frage ist die nach Effekten durch die PEMF-Stimulation. Hierbei wurde keine
genaue Selektion der Spender vorgenommen, insbesondere keine Selektion
nach Cofoundern wie Alter und pathophysiologischer Situation wie z.B. Ne-
benerkrankungen (Alter in der NR-Gruppe: Mittelwert 71,7 Jahre, im Median 71
Jahre, SD 7,99; Alter in der R-Gruppe: Mittelwert 65,3 Jahre, im Median 63,5
Jahre, SD 12,03). In der Vorarbeit von Ehnert et al. erfolgte ebenfalls keine Se-
lektion der Spender [51].

Es wurde ein spezifisches PEMF #16 genutzt mit definierten Applikationszeiten,
dies wurde im Vorfeld von Ehnert et al. etabliert [51]. Vorexperimente zu diesem
spezifischen Feld stammen aus der Arbeitsgruppe von Dr. Ehnert. Da die Sig-
nalmorphologie und Intensitat sowie die Zelllinie entscheidend fur den Wirkme-
chanismus der EMF-Stimulation ist ergeben sich hier entsprechend Einschran-
kungen der Vergleichbarkeit (siehe Tabelle 4).

Zur gRT-PCR

Mittels gRT-PCR wurden potentielle Gene aus dem Pool von oxidativen Stress
Genen in beiden Gruppen verglichen. Jede Gruppe bestand aus gepooltem Ma-
terial von 10 Spendern. Die Anteile der Spender am Gesamtmaterial war nicht
homogen verteilt ein (NR-Gruppe: Median: 8,5 %; Anteile reichen von 4,2 % bis
21,5 %; R-Gruppe: Median: 9,3 %; Anteile reichen von 6,3 % bis 16,1 %). Auch
unterscheiden sich die Spender in den jeweiligen Gruppen doch erheblich in
ihrem Ansprechen auf die PEMF-Stimulation. So lag das Ansprechen in der
NR-Gruppe im Mittel bei 34 % (SD 21 %) und in der R-Gruppe bei 105 % (SD
53 %). Als Grenze zwischen R- und NR-Gruppe wurde ein rechnerisches An-

sprechen von 64 % gewahlt. Pro Gruppe erfolgte jeweils ein einzelner Lauf.

Die entsprechend geringe Spezifitat bedingt durch die Heterogenitat der Proben
wurde in Kauf genommen, da es in diesem Schritt lediglich um die Identifikation

maoglicher Kandidatengene flr die folgenden Untersuchungen ging.
Zur semiquantitativen RT-PCR

In der RT-PCR wurden die gleichen Spender untersucht wie in der qRT-PCR.

Pro Gen wurden jeweils 6 Spender aus der NR- und aus der R-Gruppe unter-
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sucht. Bei einzelnen Genen wurde bei fehlender Menge nur ein PCR-Lauf
durchgeflhrt. Bei der SOD2 wurde zusétzlich jeweils ein PCR-Lauf von 4 weite-
ren Spendern pro Gruppe durchgefuhrt. Auch diese Methode zeigt manche Li-
mitationen und Fehlerquellen. Insbesondere Pipettierungenauigkeiten wahrend
PCR-Ansatz, bei der Quantifizierung und elektrophoretischen Auftrennung sind
hierbei zu erwahnen. Durch die relativ vielen Pipettierschritte kann sich dies
doch deutlich auswirken. Zudem konnte trotz Optimierung der PCR-
Bedingungen, fir manche Spender, eine Messung im nichtliniearen Sattigungs-

bereich nicht vermieden werden [185].
Zu den Messungen auf Enzymebene

Fur die Messung der Enzymaktivitdten wurden andere Spender als in den PCR-
Versuchen genutzt. Die Isolation der Mitochondrium- und Zytosolfraktionen er-
folgte an Tag 2, nach Induktion des Reifungsprozesses, nach einem modifizier-
ten Protokoll von Lake et al. [178]. Puffer, Isolierungsverfahren, Fraktionierung
und Lagerung wurden im Vorfeld mehrfach mit anderen Spendern getestet.
Ebenso die Messungen der Enzymaktivitdten und die Proteinquantifizierung
mittels Lowry. Entsprechend den Pufferzusatzen wurde die Proteinquantifizie-
rung mittels Lowry gewabhlt, als diejenige welche am wenigsten von den genutz-

ten Pufferzusatzen beeinflusst wird.

Eine angedachte Messung der GSR-Aktivitat zeigte sich in Vortests nicht durch-
fuhrbar, weil eine sehr geringe Aktivitat bestand, analog zu der gering expri-
mierten GSR in den Proben (siehe S. 66, qRT-PCR). Eine Messung des
GSH/GSSG-Verhaltnisses wurde ebenfalls getestet. Die Osteoblasten-Proben
zeigten auch hier keine ausreichend messbare Konzentration. Entsprechend
wurde sowohl von der Messung der GSR-Aktivitdt als auch des GSH/GSSG

Verhéltnisses abgesehen.

Fur die Messung der Enzymaktivitaten von SOD, GPX [180] und CAT wurde im
Vorfeld eine Optimierung der Versuchsbedingungen und der bendtigten Pro-
teinmenge, in jeweils mehreren Probelaufen, durchgefthrt. Im Versuch wurden
letztlich sowohl Proben verschiedener Spender, als auch Proben mit unter-

schiedlichen Reifungsbedingungen gemessen (Differenzierungsmedium und
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Differenzierungsmedium mit den Zuséatzen BSO bzw. L-Cystein). Im Nachhinein
zeigte sich v.a. die Aktivitat der CAT von diesen Zusatzen stark beeinflusst, so-
dass sich die Messwerte deutlich auf3erhalb des vom Standard abgedeckten
Bereichs befanden. Entsprechend sind die hier vorliegenden Werte jeweils mit
Vorbehalt zu betrachten. Der CAT-Standard wurde mittels GraphPad-Prism
extrapoliert. Da sich die Messwerte letztlich in einem extrapolierten exponentiel-
len Bereich befanden, bestehen minimale Unterschiede zwischen befeldeten
und unbefeldeten Proben. Dies ist lediglich eine behelfsmaRige MalRnahme,
entsprechend kann hier nicht sicher auf das tatsachliche Verhaltnis zurickge-
schlossen werden. Die Aktivitat der GPX zeigte sich in den Proben ebenfalls
sehr unterschiedlich. Hier zeigte die Mehrheit der gemessenen Proben eine
GPX-Aktivitat deutlich unterhalb des Messbereichs, sodass sich fur die GPX-

Aktivitat lediglich bei 6 von 10 Spendern zuverlassige Werte generieren liel3en.

4.2. Wie verandert sich die Genexpression wahrend der Reifung

der Osteoblasten?

4.2.1. welche Phase der Differenzierung wird hier mit der Reifung

betrachtet?

Da die meisten Studien zu MSCs und MC3T3-E1 Zellen publiziert wurden, soll
hier kurz auf die Frage nach der Ubertragbarkeit auf, die hier genutzten, pri-

maren humanen Osteoblasten eingegangen werden.

Osteoblasten differenzieren aus den MSCs (mesenchymale Stromazellen oder
Stammzellen) wie auch Osteozyten (differenzieren aus Osteoblasten), Myoblas-
ten, Chondrozyten und Adipozyten. Die Festlegung auf den Differenzierungs-
weg, z.B. zu Osteoblasten wird durch ,master transcriptional regulators” regu-
liert. Zuerst erfolgt eine Aktivierung des Sox9 und dadurch eine Festlegung auf
die Differenzierung zu Osteoblasten und Chondroblasten (enchondrale Zelllinie)
[48]. AnschlieRend beginnt die osteoblastare Linie durch Aktivierung des Runx2
(Cbfal). Die Zellen werden dann als Praosteoblasten bezeichnet [48]. Ab hier
erfolgt eine 3 Stufige Reifung, bestehend aus Proliferationsphase, Matrixrei-
fungsphase und Mineralisierungsphase [48, 49].
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Das hier beschriebene Verfahren betrachtet primare Zellen, welche aus Spon-
giosa humaner Spender gewonnen wurden. Nach den Proliferationsphasen ex-
primieren diese Zellen die osteoblastentypischen Oberflachenmarker in der
DurchfluRzytometrie (positiv fir CD90 und CD105, negativ fir CD14 und CD45)
[167]. MSCs in den Zellkulturen kénnen nicht ausgeschlossen werden, da sie
die gleichen Oberflachenmarker exprimieren konnen [186]. Der Grof3teil der
Zellkultur wird jedoch von Préaosteoblasten gebildet, die proliferieren bzw. EZM

bilden und mineralisieren [51].
Welche Phase wird durch MC3T3-E1 Zellen beschrieben?

Die MC3T3-E1 Zelllinie entspricht am ehesten Praosteoblasten [48]. Sie zeigt
die 3 Reifungsphasen aus Proliferation, Matrixreifung und Mineralisierung, sehr
ahnlich wie sie bei humanen Zellen zu beobachten sind [187]. Die Zelllinie wur-
de aus der Schadelkalotte der Maus isoliert. Trotz sehr &hnlichem Differenzie-
rungsvorgang bestehen signifikante Unterschiede zu primaren humanen Oste-
oblasten in der Genexpression, die sich am ehesten durch die Speziesunter-

schiede erklaren lassen [188].

4.2.2. Bedeutung der SOD, CAT, GPX und CCL5 wahrend der os-

teogenen Differenzierung

Um die Frage nach den Anderungen wéahrend der Reifung zu beantworten,
schauen wir uns zuerst die groRten Anderungen und Unterschiede wéhrend des
Reifungsprozesses an. Die groRte Anderung zeigt dabei die GPX3 und die
CAT. Zudem fallen noch die SOD2 und CCL5 auf, welche beide in der R-

Gruppe eine groRe Anderung zeigen.

In der gRT-PCR lieR sich keine Anderung der SOD1 wahrend der Reifung be-
obachten, wahrend sich in der R-Gruppe ein starker Anstieg der SOD2 zeigte.
Diese starke Zunahme der SOD2 liel3 sich in der RT-PCR nicht bestatigen. In
der RT-PCR fuhrten wir auch eine Untersuchung aller Spender der NR- und R-
Gruppen aus der gRT-PCR einzeln durch. Der gro3e Anstieg in der NR-Gruppe
lie3 sich in einem einzelnen Spender in besonders hohem Ausmal} zeigen, so-
dass hier von einem isolierten Spendereffekt ausgegangen werden kann. In

nachfolgenden Experimenten unserer Arbeitsgruppe untersuchte Ehnert et al.
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die Expression in der RT-PCR und im Western-Blot, hierbei erfolgte jedoch kei-
ne Trennung nach NR- und R-Gruppe. Dabei zeigte die SOD2 in der RT-PCR
einen signifikanten Anstieg wahrend des Reifungsprozesses, jedoch liel3 sich

dieser Anstieg im Western-Blot nicht bestéatigen [164].

In der Literatur findet sich eine besondere Rolle der SOD2 wahrend der Reifung
bzw. Differenzierung. Bei der Differenzierung von priméaren humanen Osteo-
blasten konnte Spreafico et al. eine Zunahme der SOD2-Proteinlevel beobach-
ten [189]. Chen et al. zeigte bei der osteogenen Differenzierung von hMSCs
eine konstante Zunahme der SOD2 und CAT Proteinexpression wahrend die
Expression von SOD1 dabei keine Anderung zeigte [190]. Chaves Neto et al.
konnte bei der Differenzierung von MC3T3-E1 Zellen, mittels Western-Blot, eine
Zunahme der SOD2-Aktivitat, bei Abnahme der Gesamt-SOD-Aktivitat, zeigen
[191]. Bei der Differenzierung von MC3T3-E1 Zellen und prim&ren murinen Ka-
lotten-Osteoblasten ging, bei Gao et al., die Differenzierung mit einer erhéhten
Aktivitat der SOD2 einher, bei gleichzeitig unbeeinflusster SOD1 Aktivitat. Die
starke Zunahme der SOD2 zeigte sich sowohl auf mMRNA-Ebene als auch auf
Proteinebene. Auch hier zeigt sich in der gRT-PCR keine Anderung der SOD1,
jedoch eine Zunahme der SOD2 in der R-Gruppe. Ehnert et al. konnte auch
einen SOD2 Anstieg in der RT-PCR beobachten, im Western-Blot jedoch nicht.
Die essentielle Rolle der SOD2 konnte in einem knockout Experiment bestatigt
werden. SOD2-knockout Osteoblasten zeigten eine deutlich verschlechterte
osteogene Funktion [192]. Die grol3e Bedeutung der SOD2 im Gegensatz zur
SODL1 zeigt sich auch im Tiermodell, so zeigen SOD2 knockout Mause einen

dramatisch starker geschadigten Phanotyp als SOD1 Knockout Mause [97].

In der gRT-PCR zeigte die CAT in beiden Gruppen eine starke Zunahme, v.a.
jedoch in der R-Gruppe. Die Zunahme liel3 sich im Trend in der RT-PCR auch
bestéatigen. Jedoch zeigte sich die Expression in beiden Gruppen sehr unter-
schiedlich zwischen den Spendern. Bei der photometrischen Quantifizierung
konnte dieser Bereich nicht optimal abgedeckt werden, sodass viele Spender
eine Expression im Sattigungsbereich zeigten. Entsprechend sind die Anderun-
gen in der RT-PCR etwas verfalscht und geben den Effekt kleiner wieder. In
nachfolgenden Experimenten konnte Ehnert et al. eine Zunahme der CAT wah-
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rend der Reifung, sowohl in der RT-PCR als auch im Western-Blot, zeigen
[164]. Zu der Rolle der Katalase wahrend der osteoblastaren Differenzierung
finden sich wenige Studien. In hMSCs konnte Chen et al. eine Zunahme der
Expression und Aktivitat der CAT wahrend osteogener Differenzierung zeigen
[190]. Eine vergleichende Proteomanalyse membrangebundener Proteine, von
Osteoblasten welche aus hMSCs differenziert wurden und undifferenzierten
hMSCs, zeigte eine deutlich starkere Expression der CAT auf Proteinebene,
jedoch ohne starkere Expression auf mRNA-Ebene [193]. Bei der Differenzie-
rung von MC3T3-E1 Zellen konnte Chaves Neto et al. hingegen keine Verande-
rung der CAT zeigen. In CAT Uberexpressierenden Mausen konnte eine, im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen, Zunahme der Knochendichte und Knochenmas-

se beobachtet werden [194].

Bei vorbestehend hohem Expressionslevel zeigt die GPX3 wahrend Reifung in
der gRT-PCR die mit Abstand starkste Zunahme der Expression in beiden
Gruppen. In der R-Gruppe fiel der Zuwachs noch etwas deutlicher aus. In der
RT-PCR liel3 sich die starke Zunahme der Expression von GPX3 im Trend be-
statigen. Neben der technisch bedingten geringeren Sensitivitdt der RT-PCR,
befanden sich -wie bei der CAT- einige Spendermesswerte aul3erhalb des line-
aren Bereichs der photometrischen Quantifizierung. In nachfolgenden Experi-
menten unserer Arbeitsgruppe konnte Ehnert et al. eine Zunahme der Expres-
sion der GPX3, wahrend der Reifung, sowohl in der RT-PCR als auch im Wes-
tern-Blot bestatigen [164]. Verschiedene Studien weisen auch auf eine wichtige
Rolle der GPX3 in der Differenzierung von Osteoblasten hin, auch wenn bislang
kein Mechanismus beschrieben wurde. In einer systematischen Analyse des
Transkriptoms von humanen Osteoblasten, vor und nach Induktion der Diffe-
renzierung mit BMP-2 und Dexamethason, konnten Grundberg et al. eine deut-
liche Zunahme der Expression von GPX3 nach 24 h zeigen [195]. Zhang et al.
untersuchten hMSCs aus dem Knochenmark vor und nach osteogener Diffe-
renzierung und identifizierten dabei verschiedene regulatorische Gene (core
regulating gene) u.a. das GPX3 [196]. Hecht et al. untersuchten die Differenzie-
rung von fetalen murinen Osteoblasten. Hierbei verglichen sie Wildtyp-Mause

mit RUNX2-knockout Mausen, hierbei zeigte sich eine héhere Expression von
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GPX3 im Wildtyp in der RT-PCR [197]. Auch bei der Differenzierung von osteo-
genen Vorlauferzellen aus Zahnfollikeln zeigte sich eine Zunahme der GPX3
bei der Differenzierung [198]. In einer klinisch-experimentellen Arbeit verglichen
Foger-Samwald et al. Knochenreste von Huftkopfen nach osteoporotischer
Fraktur mit denen einer Osteoarthrose. Hier zeigte sich eine signifikant h6here
Expression von SOD2 und GPX3 in der Frakturgruppe [199].

Trotz vieler Beispiele in der Literatur gibt es keine Untersuchung der genauen
Rolle von GPX3 wahrend der Differenzierung von Osteoblasten. Zur GPX-
Familie gehort u.a. die GPX1. Diese ist das haufigste Isoenzym und in allen
Zellen exprimiert, v.a. im Zytosol aber auch im Nukleus und dem Mitochondrium
lokalisiert [109]. Die GPX3 hingegen kommt als einziges Isoenzym auch im
Plasma vor und wurde dort initial beschrieben [200, 201]. Fir die GPX1 ist auch
eine regulatorische Rolle in der Differenzierung von MSCs beschreiben. Liu et
al. hemmte die osteogene Differenzierung von primaren MSCs von Ratten mit-
tels H,O,-Stimulation und konnte diese Hemmung durch Zugabe von Selen
aufheben. Dabei zeigte sich eine Zunahme der GPX1-Expression und Aktivitat
[202]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich lediglich eine geringe Expressions-
anderung der GPX1 in der gRT-PCR, auch in der RT-PCR zeigte sich kein Un-

terschied zwischen differenzierten und undifferenzierten Zellen.

Wahrend alle bis hier beschriebenen Enzyme eine klare Rolle in der antioxidati-
ven Abwehr einnehmen, ist die Verbindung von CCL5 und oxidativem Stress
nicht so klar [159]. In der gRT-PCR zeigte sich in der R-Gruppe eine deutliche
Zunahme der Expression bei Reifung, wahrend sich in der NR-Gruppe eine Ab-
nahme zeigte. In der RT-PCR lieR sich diese Anderung nicht bestatigen, viel-
mehr zeigte sich eine groRe Streuung der Expression in den verschiedenen
Spendern. Eine mogliche Erklarung hierfir, ist die insgesamt niedrige Expressi-
on in der qRT-PCR. CCL5 ist ein Chemokin fur Blutmonozyten, Gedachtnis-T-
Helfer-Zellen und eosinophile Granulozyten. Typischerweise wird es von zyto-
toxischen T-Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sezer-
niert [203]. CCL5 spielt jedoch auch eine wichtige Rolle in der Knochenhoméo-
stase, wird auch von Osteoklasten und Osteoblasten sezerniert, und wird unter

anderem Uber das Redox-Signaling reguliert [159]. Es induziert die Chemotaxie
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von Osteoblasten und Osteoklasten zu dem Ort erh6hten Knochenumsatzes
[203]. CCL5 wird in der osteogenen Differenzierung von hMSCs hochreguliert.
Eine Hemmung der endogenen CCL5-Expression fuhrt zu einer Blockade der
Osteogenese mit Hemmung der Expression der AP und weiteren osteoblasta-
ren Markern. Eine Uberexpression zeigt hingegen eine erhohte AP Expression
und Aktivitat. Die Hemmung des CCL5-Rezeptors CCR1 flhrt zu einer vermin-
derten Zellzahl wahrend der Osteogenese [204]. Zusammengefasst ist CCL5
ein Zytokin welches wahrend der Reifung von MSC-Osteoblasten essentiell ist
und auch in dieser Phase verstarkt von MSC-Osteoblasten exprimiert wird. Die-
se Bedeutung zeigt sich auch im Tiermodell, in CCL5 defekten Mausen. Im Al-
ter von 6 Monaten zeigt sich bei diesen ein osteopener Phanotyp mit verminder-
ter Knochenbildung v.a. endokortikal und mit erhéhter Osteoklastogenese. Die-
ser verschwindet jedoch mit zunehmendem Alter [205]. Die Bedeutung der
CCL5-Expression ist anhand der hier erhobenen Daten nicht einzuordnen. Bei
fehlendem Trend in der RT-PCR bleibt dies lediglich Spekulation, eine isolierte
Erh6hung in einem einzelnen Spender oder eine Nivellierung der Genexpressi-

on in der Summe erscheint am wahrscheinlichsten.

4.2.3. Wie lassen sich die Anderungen des antioxidativen Sys-

tems wahrend der Differenzierung einordnen?

Wahrend der Differenzierung von MC3T3-E1 Zellen konnte ein im zeitlichen
Verlauf zunehmender Anstieg der ROS Produktion gezeigt werden. Die Bedeu-
tung des ROS Anstiegs zeigt sich bei Zugabe von N-acetyl-Cystein. Dadurch
konnte die intrazellulare ROS Produktion und damit die Differenzierung und Mi-
neralisierung signifikant gehemmt werden. Der Differenzierungsprozesses ging
mit Anderungen in der Morphologie des Mitochondriums einher [206]. Chaves
Neto et al. konnte mittels Western-Blot, wahrend der Differenzierung, eine Zu-
nahme der SOD2-Expression, bei Abnahme der gesamt-SOD-Aktivitat und der
Expression der SOD1 zeigen. Dies ging auch mit einer Abnahme der Expressi-
on und Aktivitat von CAT, GPX und GST einher [191]. Gao et al. beobachteten
wéahrend der Differenzierung, von MC3T3-E1 Zellen, eine erh6hte mitochondria-
le Aktivitat, einen erhohten Sauerstoff-Verbrauch sowie eine Erhéhung der mi-

tochondrialen Biogenese. Trotz der damit einhergehenden Erhéhung der ROS-
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Produktion zeigte sich intrazellular eine Abnahme der ROS bei Zunahme der
gesamten antioxidativen Kapazitat. Dies lag an einer erhdhten Aktivitat der mi-
tochondrialen SOD2, sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene, bei unbe-
einflusster SOD1 Aktivitat [192]. Die besondere Bedeutung der mitochondrialen
Vorgange und insbesondere der Aktivitdt von SOD 2 zeigte sich im Inhibitions-
experiment. Durch Hemmung der mitochondrialen Aktivitat liel3 sich die osteo-
gene Differenzierung unterdriicken und SOD2 knockout Zellen zeigten eine

deutlich verschlechterte osteogene Funktion [192].

Chen et al. konnte bei der osteogenen Differenzierung von humanen MSCs aus
Knochenmark einen ahnlichen Effekt beobachten. Hier zeigte sich wahrend der
initialen Differenzierung eine Zunahme der mtDNA (mitochondriale DNA) und
Proteinleveln der Atmungskettenenzyme bei einer Zunahme des Sauerstoffver-
brauchs und des intrazellularen ATPs. Trotz der erh6hten mitochondrialen Akti-
vitat zeigte sich jedoch eine Abnahme der intrazellularen Spiegel von H,0O, und
O, intrazellular, bei gleichzeitiger Zunahme der Aktivitat antioxidativer Enzyme.
Dadurch nahm die antioxidative Kapazitat zu. Nach initial starker Abnahme der
ROS, nahmen diese im Verlauf der Differenzierung wieder zu. CAT und SOD2
zeigten eine zunehmende Expression und Aktivitat im Verlauf der Differenzie-
rung. Die Aktivitdit von SOD1, GPX, GR und PRX-IIl, PRX-I, TrxR und Trx-I
zeigten keine Anderungen [190]. Bei Pietila et al. zeigte sich, wahrend der oste-
ogenen Differenzierung von hMSCs, eine Zunahme des Mitochondriums (Ver-
haltnis von Mitochondrium zu Zytoplasma) und eine Zunahme des mitochondri-
alen Sauerstoffverbrauchs bei zunehmender Superoxidbildung. Nach Differen-

zierung bestand ein deutlich héherer Sauerstoffverbrauch [207].

Zusammenfassend findet wahrend der Differenzierung, sowohl in MC3T3-E1
Zellen als auch in hMSCs eine Anderung der Morphologie des Mitochondriums,
eine Anderung der intrazellularen ROS und der antioxidativen Enzyme statt.
Insbesondere die SOD2 und die CAT nehmen dabei zu, wéahrend die SOD1
bzw. gesamt-SOD-Aktivitdt abnimmt. Auch scheint ein kontrolliertes Gleichge-

wicht der ROS-Level essentiell fir die Differenzierung.
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Grundsatzlich findet wahrend der initialen Phase der Differenzierung von
Stammzellen (SZ) ein Wechsel in der Energieerzeugung statt. Dieser Wechsel
zeigt sich auch in MSCs. In SZ herrscht die anaerobe Glykolyse vor, Mitochond-
rien sind meist nur gering ausgepragt [208]. So konnte gezeigt werden, dass
Mitochondrien eine sehr viel schwachere Aktivitat in undifferenzierten MSCs
zeigen [209]. Durch die Differenzierung wird die oxidative Phosphorylierung in
der Atmungskette aktiviert, bei gleichbleibender Aktivitat der Glykolyse [210].
Reife Zellen erzeugen die meiste Energie in der mitochondrialen Atmungskette
mit entsprechendem Anfallen von ROS [190, 211]. Dies zeigt sich auch in einer
Veréanderung der mitochondrialen Morphologie und Lokalisation des Mitochond-
riums in der Zelle. So sind Mitochondrien in MSCs perinuklear angeordnet,
wahrend der Differenzierung werden die Mitochondrien schmaler und verteilen
sich uber das Zytoplasma. Dabei vergrof3ert sich auch die Oberflache des Mito-
chondriums welche Kontakt zum Zytoplasma hat [211]. Die Bedeutung dieser
Energiednderung zeigte sich in Inhibitionsexperimenten. Chen et al. konnten,
durch Hemmung der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung, die Diffe-
renzierung von hMSCs hemmen [190]. Die grol3e Stoffwechselaktivitat und mi-
tochondriale Aktivitdt bedingen einen hohen Sauerstoffumsatz. Bei geringer
Sauerstoffkonzentration in der Kultur konnte die Differenzierung und damit Mi-
neralisierung gehemmt werden. Diese hohe Sauerstoffkonzentration war insbe-

sondere in der initialen Phase wichtig [212].

Wie lassen sich die aufgefiihrten Beobachtungen auf primare humane Osteo-
blasten Ubertragen?

Die oben aufgefuhrten Ergebnisse konnten &hnlich auch in den vorliegenden
Experimenten beobachtet werden. In der gqRT-PCR zeigte sich ein grof3er An-
stieg der SOD2 und CAT wahrend der Reifung, insbesondere in der R-Gruppe.
In der semiquantitativen RT-PCR liel3 sich dies jedoch nicht in gleichem Aus-

mal’ bestatigen.

Eine mdgliche Deutung der beobachteten Veranderungen wahrend der Rei-
fungsphase féllt in den Bereich der Spekulation. Méglich wére ein andauernder
Wechsel von anaerober Glykolyse hin zur oxidativen Phosphorylierung oder ein
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erhohter Energiebedarf z.B. im Rahmen der hohen Proteinbiosyntheserate fur
die Bildung der EZM und entsprechend hoher Stoffwechselaktivitat.

4.2.4. Bedeutung der Unterschiede zwischen NR- und R-Gruppe
4.2.4.1. Welche Unterschiede bestehen zwischen der NR- und der R-
Gruppe wahrend des Reifungsprozesses?

Zur Beantwortung dieser Frage sollen in einem ersten Schritt die Unterschiede

vor Induktion der Reifung betrachtet werden.

Hier sind, am Tag 0, alle Gene in der NR-Gruppe starker exprimiert, nur 6 Gene
sind in beiden Gruppen gleich stark exprimiert. Deutlichste Unterschiede zeigen
GSR und UCP2 (Faktor 8 Unterschied) bei jedoch sehr hohen C-Werten.

Das GSR-Gen codiert die Glutathion-Disulfid Reduktase, also das Enzym wel-
ches die Rickreduktion des GSSG zu GSH nach Oxidation katalysiert. Dadurch
ist es essentiell fur das GSH/GSSG-Gleichgewicht, einem der wichtigsten zellu-
laren Antioxidantien. In der RT-PCR liel3 sich kein signifikanter Unterschied am
Tag 0 vor Induktion der Reifung bestatigen. GSR Polymorphismen konnten mit
der Knochendichte bei postmenopausaler Osteoporose in Verbindung gebracht
werden [213]. Zudem konnte fir das Verhaltnis von GSH/GSSG eine regulatori-
sche Rolle wahrend der osteogenen Differenzierung von Osteoblasten-

ahnlichen Sa0S-2 Zellen gezeigt werden [214].

Fur das UCP2 lie3 sich der gro3e Unterschied an Tag O in der RT-PCR eben-
falls nicht bestatigen. UCP2 spielt eine Rolle in der Differenzierung von Osteo-
blasten und hMSCs. Es konnte eine Zunahme der Expression von UCP2 wah-
rend Differenzierung von hMSCs gezeigt werden [190], auch ist eine regulatori-
sche Funktion in der Differenzierung von Chondrozyten, Myozyten und undiffe-
renzierten Stammzellen beschrieben [215-217]. UCP2 wirkt als Protonentrans-
porter und kann Protonen direkt in die mitochondriale Matrix transportieren und
damit an der Atmungskette vorbeischleusen, dadurch sinken der Protonengra-
dient und auch die ROS-Bildung. Uber diesen Mechanismus besteht auch eine
regulatorische Rolle im Rahmen des Redox-Signalings z.B. bei MAP-Kinasen

und Zellzyklusregulation [218].
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Zusammenfassend zeigen sich systematische Unterschiede zwischen den
Gruppen in der gRT-PCR, z.B. eine durchgehend hohere oder zumindest
gleichstarke Expression der untersuchten Gene in der NR-Gruppe am Tag O.
Durch die Reifung verandert sich das Bild, sodass die Mehrheit der Gene eine
gleich starke Expression in beiden Gruppen zeigt. Dieses Bild eines systemati-
schen Unterschieds, insbesondere am Tag O liel3 sich so in der RT-PCR nicht

bestatigen.

4.2.4.2. Wie lassen sich diese Spenderunterschiede einordnen?

Eine mogliche Erklarung fur die Spenderunterschiede findet sich in der Methode
der Einteilung in NR- und R-Gruppe: dies erfolgte nach Unterschieden in der
Bildung von Markern der Reifung und Mineralisierungsfahigkeit. Es wurde dabei

keine Selektion nach moglichen Cofoundern unternommen.

Hier ist insbesondere das Alter der Spender hervorzuheben. Taylor et al. beo-
bachtete eine grol3e Abhéngigkeit der in vitro Matrixbildung und Mineralisierung
von Gesundheitszustand, Alter, Geschlecht und Rasse der Spender. Primare
humane Osteoblasten junger gesunder Spender (<40 a) zeigten eine deutlich

frihere Knochenbildung als die von &lteren kranken Spendern (>65 a) [219].

Pietila et al. konnte Ahnliches bei der osteogenen Differenzierung von hMSCs
unterschiedlich alter Spender (hMSCs aus Knochenmark und Nabelschnurblut)
beobachten. Die Differenzierung ging mit der Zunahme des Mitochondriums
(Verhaltnis von Mitochondrium zu Zytoplasma) und mitochondrialem Sauer-
stoffverbrauchs einher. Bei jungen Spendern (< 18 a) kam es dabei zu Veran-
derungen der mitochondrialen Morphologie mit EZM Bildung und Vesikelbil-
dung. Dies ging mit einem deutlich héheren und kontinuierlicheren Sauerstoff-
verbrauch, sowie gro3erer Erhdhung des mitochondrialen Membranpotenzials,
erhohter Superoxid-Bildung und erhdhter Aktivitat der mitochondrialen SOD2
einher. Bei alten Spendern (> 50 a) hingegen blieb sowohl die Matrixproduktion
mit Vesikelbildung als auch der erhéhte Sauerstoffverbrauch und Zunahme der
SOD2 aus [207].

Bei den in der vorliegenden Arbeit genutzten Spendern bestehen keine syste-

matischen Altersunterschiede (siehe Tabelle 9), was einen ahnlichen Cofoun-
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dereffekt nicht ausschlie3t. Wodurch die Unterschiede in den beobachteten
Gruppen bedingt sind, lasst sich lediglich spekulieren. Denkbar sind Unter-
schiede in der mitochondrialen Aktivitdt oder im Stoffwechsel der Zellen z.B.

aufgrund unterschiedlicher Differenzierungsstadien oder Cofoundern.

4.3. Wie wirkt sich die PEMF-Stimulation auf die Genexpression

wéahrend des Reifungsprozesses aus?

4.3.1. Einordnung der Ergebnisse

Durch die PEMF-Stimulation wahrend Reifung &ndern nur wenig Gene die Ex-
pression. Die in der gRT-PCR beobachtete Zunahme von SOD2, CAT und
GPX3 in der NR-Gruppe unter PEMF-Stimulation lief3 sich in der RT-PCR in der
Tendenz bestatigen. Die groBen Anderungen von SOD2 und CCL5 Expression
in der R-Gruppe lieRen sich hingegen nicht bestéatigen. In den Enzymmessun-
gen konnte kein signifikanter Zuwachs unter PEMF-Stimulation fir SOD, CAT
und GPX gezeigt werden.

In Folgeexperimenten untersuchte Ehnert et al. die Anderungen der Genex-
pression durch PEMF-Stimulation weiter. Hier wurde jedoch auf eine Trennung
nach NR- und R-Gruppe verzichtet. Dabei konnte in der RT-PCR, nach PEMF-
Stimulation, ein signifikanter Anstieg der SOD2, GSR und im Trend ein Anstieg
der CAT und GPX3, im Vergleich mit der unbefeldet gereiften Probe gezeigt
werden. Auch konnte dieser Anstieg mittels Western-Blot auf Proteinebene fir
die SOD2, CAT und GSR signifikant und fir die GPX im Trend bestétigt wer-
den. Auf der Ebene der Enzymaktivitaten zeigte sich eine signifikante Zunahme
fur die Aktivitat der SOD, CAT und GPX [164].

4.3.2. Der PEMF-Effekt wird Uber eine Zunahme der intrazellularen
ROS vermittelt

Wie EMF auf Zellen und insbesondere auf Knochenzellen wirken, dazu gibt es
eine grol3e Bandbreite an Theorien und Erklarungen. Manche dieser Unter-
schiede lassen sich durch die unterschiedlichen Versuchsbedingungen erkla-
ren, z.B. genutzte technischen EMF-Parameter und biologische Materialien. In

Vorarbeiten mit dem hier genutzten ELF-PEMF konnte Ehnert et al. eine signifi-
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kante Zunahme des phosphorylierten p38 (Maximum 60 min nach Stimulation)
und ERK1/2 (Maximum 30 min nach Stimulation) in NR beobachten. In einem
Inhibitionsexperiment, zeigte sich der positive PEMF-Effekt auf AP-Aktivitat und
Matrixmineralisierung von der ERK1/2-Stimulation abhangig [51]. Eine Stimula-
tion der osteogenen Differenzierung durch EMF-Stimulation, Uber eine Aktivie-
rung von ERK1/2 und p38, konnte bei Osteoblasten, BMSCs und MC3T3-E1
Zellen beobachtet werden, zudem konnte auch die Hemmung dieses osteoge-
nen Effektes durch ERK-Inhibitoren gezeigt werden [50, 220]. In mehreren Stu-
dien konnten eine regulierende Rolle des RAS/MAPK-Signalings mit ERK1/2
und p38 Aktivierung in der Differenzierung von Osteoblasten gezeigt werden
[50]. Uber den ERK1/2 MAP-Kinase-Weg werden grundlegende Zellfunktionen
wie Zellwachstum, Zellproliferation und Differenzierung reguliert. Uber ROS
wird das Redox-Signaling bei zentralen Zellprozessen beeinflusst, sowie die
MAPK-Signalubertragung reguliert und moduliert [221]. Dies ist z.B. fur einen
NADPH-Oxidase produzierten ROS-Anstieg beschrieben: Friedman et al. zeig-
ten eine  ERK-Aktivierung durch  Mikrowellen  (im  Mobiltelefon-
Frequenzbereichen) welche sich auf einen NADPH-Oxidase produzierten ROS-
Anstieg zurtickfihren lie3 [84]. Feng et al. konnte eine Zunahme des EGFR-
Clusterings durch ein 50 Hz EMF zeigen, vermittelt tber einen NADPH-Oxidase
erzeugten Superoxid-Anstieg [222]. Eine Induktion der NADPH-Oxidase und
dadurch ROS-Anstieg, wie es Friedman und Feng beobachten konnten, zeigte
sich bei uns nicht. Die NOX-Isoenzyme und DUOX zeigten in der vorliegenden
Arbeit eine sehr geringe Expression in der gRT-PCR. Da NOX4 eine, wenn
auch schwache, Zunahme der Expression nach PEMF-Stimulation zeigte, er-
folgte eine Kontrolle mittels RT-PCR. In der RT-PCR liel3 sich keine NOX4-

Anderung wahrend Differenzierung oder nach PEMF-Stimulation zeigen.

NOX4 spielt in vielen Zellen eine regulatorische Rolle wahrend der Differenzie-
rung. Es wird Uber das Expressionslevel reguliert und ist an der Regulation
langfristiger Prozesse wie Differenzierung und Homoostase beteiligt, z.B. an der
Osteoklastogenese [223]. Wahrend BMP2-induzierter Differenzierung von 2T3
Praosteoblasten konnte ein ROS-Anstieg durch Induktion von NOX4 gezeigt

werden [224]. Bei primaren humanen Osteoblasten spielt NOX4 vermutlich eine
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gro3ere Rolle bei anderen Zellprozessen, so konnte eine TGF-beta induzierte
NOX4-Induktion wahrend der Migration gezeigt werden [225].

In Vorexperimenten konnte zudem eine Zunahme der intrazellularen ROS (mit
DCFH-DA Assay gemessen), nach PEMF-Stimulation, in phOB gezeigt werden.
Hierbei bestand ein signifikanter Unterschied zwischen befeldeten und unbefel-
deten Spendern bis zum Tag 2 der Differenzierung [164]. In weiteren Untersu-
chungen konnte Ehnert et al. die ROS-Zunahme intrazellular spezifizieren. Die-
se trat in unserem Modell phOB nach wenigen Minuten der Befeldung auf. An
den Tagen 0 und 2 der Reifung (nach 1 bzw. 3 Befeldungen) konnte eine signi-
fikante Zunahme des ROS-Levels, nach PEMF-Stimulation, gezeigt werden. Ab
Tag 3 der Reifung entsprach das ROS-Level dem der unbefeldeten Kontrolle.
An Tag 6 der Reifung zeigte sich hingegen ein signifikant niedrigeres Level in
befeldeten Osteoblasten, im Vergleich zu der unbefeldeten Kontrolle. Die initiale
ROS-Zunahme in den Osteoblasten entsprach der Zugabe von 0,001 % H,O..
Der Stimulationseffekt wird dabei Uber die ROS-Zunahme vermittelt, so konnte
durch Stimulation der Osteoblasten mit 0,001 % H,0,, wahrend Reifung, eben-
falls eine Zunahme der AP-Aktivitdt und Matrixmineralisierung beobachtet wer-
den. Eine Hemmung des ROS-Anstiegs hemmte den stimulierenden Effekt. Die
induzierten ROS konnten als O," und H,0; identifiziert werden [164].

In zahlreichen anderen Arbeiten wurde die ROS-Bildung durch EMF-Stimulation
in verschiedenen Geweben untersucht (siehe Ubersichtsarbeit [98]). Die meis-
ten Studien berichten von einer Zunahme des ROS-Levels unter PEMF-
Stimulation, jedoch gibt es auch Studien die eine Abnahme oder keine Ande-
rung beschreiben. Die genauen Effekte von ELF-EMFs auf das intrazellulare
ROS-Level sind —&hnlich wie in vivo und in vitro- von verschiedenen Parame-
tern abhangig, u.a. der MF-Intensitat, Frequenz, Expositionsdauer, Zelllinien,
Gewebe oder Tiermodellen. Dabei werden die ROS-Anderungen sehr schnell
induziert, innerhalb weniger Minuten, sodass fur den Versuchsaufbau auch der
Messzeitpunkt entscheidend ist. Es bestehen Fenster-Effekte, so treten manche
Effekte nur bei bestimmter EMF-Intensitat oder in bestimmten Geweben auf und
die Menge der gebildeten ROS ist unter anderem abh&ngig von der Expositi-
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onsdauer. Fur den Versuchsaufbau ist der Messzeitpunkt entscheidend, da sich
die ROS-Level nach Befeldung verandern [98].

4.3.3. Wie wirkt sich das intrazellulare ROS auf die Zelle aus?

Die Verbesserung der osteogenen Differenzierung durch ROS in Osteoblasten
klingt angesichts bekannten Wissens zuerst widersprichlich. Die Zugabe einer
geringen H,O»-Menge im nicht-toxischen Bereich fuhrt zu einer Hemmung der
Differenzierung von MSCs [190, 226]. Gleichzeitig sind ROS fur die Differenzie-
rung moglicherweise essentiell. So beobachteten Arakaki et al. in MC3T3-E1
Zellen ein Hemmung der Mineralisierung bei Hemmung der ROS-Produktion
mittels Zugabe von NAC (N-acetyl Cystein) [206]. Dies obwohl eine Zugabe von
H.O, die Differenzierung von MC3T3-E1 Zellen hemmt. In MC3T3-E1 Zellen
konnten Fatokun et al. und Chaves Neto et al. eine Hemmung der Differenzie-
rung durch H,O, beobachten, wobei der hemmende Effekt bei differenzierten
Zellen starker ausfiel [191, 227].

ROS spielen eine regulatorische Rolle in dem Gleichgewicht aus Knochenauf-
bau und —abbau (Knochenhoméostase) bzw. dem Gleichgewicht aus Osteo-
blasten- und Osteoklastenfunktion. Osteoklasten produzieren wéhrend des
Knochenabbaus ROS, welche das kalzifizierte Gewebe zerstort [95]. ROS kann
auch z.B. bei Mikrofrakturen oder hormonellen Signalen, durch Induktion der
Apoptose von Osteozyten zustande kommen. Oxidativer Stress fuhrt zu einer
Aktivierung der Differenzierung von Praosteoklasten und blockiert die Aktivitat
und Differenzierung von Osteoblasten. Antioxidantien hingegen unterstitzen die
Differenzierung von Osteoblasten und erhalten die Funktion der Osteozyten,
wahrend die Osteoklastendifferenzierung und Aktivitat gehemmt wird. Dies er-
folgt Uber die Regulation des Gleichgewichts von RANKL (Ligand des Rezep-
toraktivators von NF-kB) und Osteoprotegerin (OPG). OPG ist ein Ioslicher Re-
zeptor und fahig RANKL zu binden und zu blockieren, dadurch erfolgt eine Inhi-
bierung der Osteoklastenaktivitdt. Oxidativer Stress blockiert die Aktivierung
von Osteoblasten und damit die Produktion von OPG. In diesem Zustand bleibt
die Funktion von RANKL in Osteoklasten erhalten und die Differenzierung und

Aktivitat von Osteoklasten wird induziert. OPG wird in Osteoblasten Uber eine
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Aktivierung des Wnt/beta-Catenin Signalpfades produziert (siehe Ubersichtsar-
beit [92]).

Jones und Sies unterteilten die wichtigsten Funktionen des Redox-Signalings in
4 Prinzipien des ,Redox Codes“ wonach biologische Systeme organisiert sind
[228]:

1. Organisation von Metabolismus (Anabolismus und Katabolismus) und Ener-
giehaushalt durch Kontrolle der Reduktion von NAD" und NADP”*

2. Durch schwefelhaltige ,Schalter” in Proteinen werden die Tertiarstruktur und
damit die Aktivitat von Proteinen reguliert. Der Status dieser ,Schalter® ist von
der Reaktionskinetik abhangig z.B. von dem Gleichgewicht bestimmter Redox-

paare.

3. Lebenszyklen und Differenzierung in Organismen wird durch wellenférmige
ROS-Produktion (insbesondere H,0,) begleitet. Durch diese Aktivierungs-
/Deaktivierungszyklen des H,O,-Metabolismus werden komplexe zeitabhangige

Prozesse des Lebenszyklus in Zellen oder Organismen gesteuert.

4. Die Redox-Netzwerke in den Zellen stehen untereinander in Verbindung.
Dadurch entsteht ein adaptives System welches auf Umweltverdnderungen bis
in das kleinste Zellkompartiment reagieren kann.

Insbesondere das 3. und 4. Prinzip bieten eine mdogliche Erklarung wie sich

ROS in begrenzter und kontrollierter Menge intrazellular auswirkt.

Eine mdgliche andere Erklarung wurde von Ehnert et al. vorgeschlagen: Die
Induktion einer Adaptationsreaktion durch eine Noxe in geringer Dosis, welche
zu einem Schutz gegen die Exposition in hoheren Dosen fuhrt, erklart das Kon-

zept der ,adaptiven Homoostase® [95].

Diese Phanomene bietet auch eine mégliche Erklarung fir die Unterschiede wie
die R- und die NR-Gruppe auf die PEMF-Stimulation reagieren. Eine mogliche
Erklarung sind Unterschiede in Redox-Status und Stoffwechselaktivitat. Mogli-
che Griunde hierfir konnten z.B. Unterschiede im Differenzierungsstadium oder
Alter und Nebenerkrankungen sein (wie in 4.2.4.2. diskutiert). Entsprechend

wirken sich Anderungen der Redox-Homoostase auch unterschiedlich auf die
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jeweilige aktuelle Zellfunktion aus. Ein spezifischer Unterschied in Stoffwech-
selwegen oder eine Induktion eines bestimmten Gens liel3 sich in der vorliegen-
den Arbeit nicht finden. Insgesamt gab es viele kleinere Unterschiede bzw. gro-

3e deutliche Unterschiede zeigten sich spenderabhangig.

Eine Licke besteht in der Frage, wodurch der ROS-Anstieg entsteht. Eine
ROS-Produktion durch die NADPH-Oxidase konnte in den phOB nicht gezeigt
werden. Andere mdgliche Quellen waren z.B. Anderungen in der Glykolyse und
des Citratzyklus wie sie Storch et al. in Krebszellen beobachten konnten [229].
Zudem sind andere Wege beschrieben wie mittels EMF-Stimulation eine ahnli-
che Reaktion in Zellen vermittelt werden konnte. Die zellvermittelten Effekte
zeigten sich abhangig von verschiedenen technischen und biologischen Para-
metern, sodass nur mit Einschrankung auf das hier genutzte PEMF geschlos-

sen werden kann [42].

Eine andere mdgliche Erklarung bieten EMF-sensible DNA-Abschnitte. Dies
konnte flr einen Abschnitt in der Promoterregion von HSP70 gezeigt werden.
Fur ein 60 Hz 8 mT EMF konnte die Induktion der Expression des Stressgens
HSP70 analog zu einem Temperaturanstieg beobachtet werden, obwohl dies
aufgrund der Unterschiede der Ubertragenen Energie so nicht zu erwarten wa-
re. Durch Transfer der Promoterregion in andere Genloki konnten auch andere
Proteine EMF-abhangig exprimiert werden. Die initiierte Stressantwort ging mit
der Aktivierung spezifischer Signaltransduktionskaskaden (z.B. MAPK) einher.
Der Promotergenabschnitt wirkte dabei als Antenne und konnte durch ein be-
stimmtes spezifisches EMF aktiviert werden und so die Expression des folgen-

den Genabschnitts induzieren [83].

4.4. Wie sinnvoll ist die hier genutzte Einteilung nach Zunahme

der Reifungsmarker?

4.4.1. Einteilung nach Ansprechen in den Zellkulturexperimenten

Die Einteilung nach Ansprechen erfolgte wie in den Vorarbeiten von Ehnert et
al. beschrieben [51]. Beurteilt wurden die Resazurinkonversion und die AP-

Aktivitat als osteoblastare Marker der Reifung. Hier besteht jedoch eine metho-
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disch bedingte Einschrankung der Vergleichbarkeit. In Vorarbeiten wurde die
Summe aus drei Zeitpunkten, Tag 2, 4 und 7 gebildet, in der vorliegenden Ar-
beit wurde die Summe aus Tag 4 und 7 gebildet (bei den Spendern fir die En-
zymmessungen). Die Trennung in NR- und R-Gruppe wurde, wie fur die Spen-
der der gRT-PCR-Messung, bei einem Grenzwert von 64 % (summiertem An-

sprechen) vorgenommen.
Messung des Resazurinumsatzes

Der Hauptteil der Resazurin-Reduktion erfolgt in der Atmungskette, wo das
Resazurin als intermedidrer Elektronenakzeptor wirkt [230]. Daneben besitzen
noch andere Enzyme in Zytoplasma und Mitochondrium die Fahigkeit zu Re-
duktion von Resazurin [231]. Entsprechend kann eine Erhéhung des Resazuri-
numsatzes durch eine Zunahme der mitochondrialen Aktivitat, einer Zunahme
der metabolischen Aktivitat und durch eine Proliferation der Osteoblasten erklart

werden.

In den hier genutzten Osteoblastenkulturen muss am ehesten von einer Kombi-

nation aus allen drei Effekten ausgegangen werden.

Durch die hohe Proteinsyntheserate bei der Bildung der EZM muss von einer
Zunahme des Metabolismus und der mitochondrialen Aktivitat ausgegangen
werden. In hMSCs liel3 sich analog eine Zunahme der mitochondrialen Aktivitat
[190] und VergroRRerung des Mitochondriums [207] wéhrend Expression osteo-
gener Reifungsmarker beobachten. Proliferation findet insbesondere wahrend
der initialen Phase der Osteoblastenreifung statt. Zu Beginn zeigt sich auch der
starkste Anstieg der Resazurinkonversion in beiden Gruppen, bei einer Zunah-
me der Menge der Gesamtproteine (gemessen mit Sulforhodhamin-Farbung)
und noch geringer Matrixbildung [51].

Messung der AP-Aktivitat

Durch Quantifizierung der AP-Aktivitat wird auf das Reifungsstadium der Oste-
oblasten zurtickgeschlossen. In den ersten beiden Reifestadien (Proliferation

und Matrixreifung) korrelieren ein Anstieg der AP-Aktivitat mit zunehmender
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Differenzierung und ein Abfall der AP-Aktivitat mit einem Ubergang in das letzte
Stadium (Mineralisierung mit Apoptose) [49].

In der NR-Gruppe zeigte sich eine signifikante Zunahme der AP-Aktivitat wéah-
rend der ersten sieben Tage Reifung ohne PEMF-Stimulation. Bei PEMF-
Stimulation fiel der Anstieg gré3er und signifikanter aus. In der R-Gruppe zeigte
sich eine Zunahme der AP-Aktivitdt im Trend, in der PEMF-stimulierten Gruppe
fiel der Anstieg etwas grof3er aus, jedoch ebenfalls nicht signifikant.

Eine mdgliche Erklarung fir den groRen Anstieg in der NR-Gruppe ist ein Uber-
gang von der Proliferations- in die Matrixreifungsphase, mit geringem positivem
Effekt durch die PEMF-Stimulation. In der R-Gruppe hingegen zeigt sich am
ehesten eine sehr langsame Reifung in der die Osteoblasten durchgehend in

der Proliferationsphase sind.

Im Wesentlichen zeigen sich diese Beobachtungen auch in den Vorarbeiten von
Ehnert et al., wobei jedoch eine deutlich starkere Zunahme der AP-Aktivitat und

auch Resazurinkonversion in der R-Gruppe beobachtet werden konnte.

4.4.1.1. Zeigt sich dieser Non-Responder und Responder Effekt auch
bei der Matrixmineralisierung?

In beiden Gruppen zeigte sich keine signifikante Zunahme der Mineralisierung
von Tag 14 zu Tag 21 hin. Zwischen befeldeten und unbefeldeten Proben zeig-
te sich auch kein signifikanter Unterschied. In beiden Gruppen ist die Menge
mineralisierter Matrix in einem sehr niedrigen Bereich, es bestehen jedoch zwi-
schen den Spendern grof3e Unterschiede, jedoch unabhangig von der Eintei-

lung in R- und NR-Gruppe.

Mogliche Fehlerquellen bei der Mineralisierungsquantifizierung mittels Alizarin-
rot-Farbung sind unvorsichtiges Waschen welches zu einem Ablésen von mine-
ralisierter Matrix fihren kénnte und Apoptose. Es wird extrazellulares Calcium

angefarbt, dies wird auch bei Apoptose von Osteoblasten frei.

Wie lasst sich der grof3e Unterschied in der Mineralisierungsbildung zwischen

verschiedenen Spendern beurteilen?
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Spenderabhéangige Unterschiede in der Mineralisierungsfahigkeit konnten auch
von anderen Autoren beobachtet werden. Z.B. beobachtete Poh et al. bei EMF
stimulierten hAMSCs (hMSCs aus Fettgewebe gewonnen) ebenfalls grof3e Un-
terschiede in der Fahigkeit zur Matrixmineralisierung, wahrend der osteogenen
Differenzierung [54]. Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte das fir phOB beo-
bachtet werden. Ehnert et al. beobachtete eine deutlich starkere Mineralisierung
(als in der vorliegenden Arbeit gemessen) bei ebenfalls sehr groRen Spender-
unterschieden, was zu der initialen Unterteilung in Non-Responder und Res-
ponder fuhrte [51].

Eine mdgliche Erklarung hierzu findet sich in der Abh&ngigkeit der Mineralisie-
rung vom Gesundheitszustand, Alter, Geschlecht und Rasse der Spender (sie-
he 4.2.4.2. Wie lassen sich diese Spenderunterschiede einordnen?). In Zellkul-
turen zeigten altere Spender (> 65 a) eine sehr viel spatere Knochenbildung (ab
Tag 29) im Vergleich zu jungen Spendern (< 40 a) (ab Tag 14) [219]. Moglich-
erweise sind also die Messpunkte an Tag 14 und Tag 21, fur einen aussage-
kraftigen Vergleich, zu frih angesetzt.

4.4.1.2. Fazit: wie sinnvoll ist die hier genutzte Unterteilung nach Zu-
nahme der Reifungsmarker?

Die Einteilung in eine NR- und R-Gruppe entstammt den Vorarbeiten von Eh-
nert et al. [51]. Hier liel3 sich ein deutlicher Unterschied in der Reaktion auf die
PEMF-Stimulation beobachten. In der vorliegenden Arbeit liel3 sich diese Unter-
teilung in diese zwei Gruppen nicht bestatigen. Vielmehr erscheinen die Spen-
der einem Spektrum zu entsprechen, welches sich nicht nach den Kriterien AP-

Aktivitat, Resazurinumsatz und Mineralisierung einteilen I&sst.

Eine mdgliche Erklarung hierfur findet sich in der Beobachtung der unterschied-
lichen Genexpression in der gRT-PCR. Die NR-Gruppe weist sehr viel gréRere
Anderungen auf. Eine mogliche Erklarung hierfur ist ein anderes Differenzie-
rungsstadium oder eine andere Stoffwechselaktivitat bedingt durch nicht beach-
tete Cofounder (siehe 4.2.4.2. [219]). Z.B. konnte Diniz et al. bei der Stimulation
von MC3T3-E1 Zellen mit einem 15 Hz PEMF, eine Zunahme unterschiedlicher
Parameter (entweder Proliferation, Differenzierung oder Mineralisierung) ab-

hangig vom Reifungsstadium beobachten [71].
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4.4.2. Weiteres: ROS Quantifizierung mittels DCFH-DA Messung

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Unterschied bei den intrazellularen ROS,
gemessen mittels DCFH-DA Assay, an Tag 4 und Tag 7 gezeigt werden. In
Vorarbeiten von Ehnert et al. konnten hingegen signifikante Unterschiede zwi-
schen befeldeten und unbefeldeten Proben an Tag O und Tag 2 gemessen
werden. Ab Tag 6 konnte zudem eine signifikant geringere ROS-Menge in den
befeldeten Proben intrazellular gemessen werden [164]. Dieser Verlauf konnte

in der vorliegenden Arbeit so nicht beobachtet werden.

Eine mogliche Erklarung hierzu findet sich in der Methodik. Bei Ehnert et al.
wurde das intrazellulare ROS auf die gesamte Proteinmenge normalisiert (mit-
tels SRB-Farbung gemessen), welche unter PEMF-Stimulation zunahm. Zudem
wurden in den Vorarbeiten mehr Spender gemessen [51]. Eine Trennung nach
NR- und R-Gruppe zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen befeldeten
und unbefeldeten Spendern.

4.5. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten viele Fragen lediglich ,angerissen‘ werden.
In mancher Hinsicht war dies durch die methodischen Limitierungen bedingt.

Offene Fragen die in Folgearbeiten untersucht werden kdénnten, sind u.a.:

-eine genauere Untersuchung der Mechanismen auf Ebene der Genexpression
wahrend des Reifungsprozesses in phOB (insbesondere die Rolle von SOD2,
GPX3 und CAT). Die meisten Versuche hierzu entstammen murinen Zellen o-
der MSCs.

-unklar ist aktuell noch wie der ROS-Anstieg intrazellular durch die PEMF-

Stimulation induziert wird.

-eine ldentifizierung von Cofoundern welche die Reifung von Osteoblasten und
die PEMF-Stimulation beeinflussen. Ziel hiervon ware eine Vorselektion magli-
cher Patienten und Optimierung der EMF-Parameter und des Stimulationsver-

fahrens auf diese Gruppe.

-da fur die PEMF-Stimulation am Knochen keine Nebenwirkungen beschrieben

sind und das Stimulationsverfahren als Therapieoption zugelassen ist, konnte in
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4. Diskussion

Folge eine klinische Studie durchgefuhrt werden: die Publikation hierzu steht
zum Zeitpunkt des Einreichens dieser Arbeit aus. Zusammenfassend wurde die
hier ebenfalls verwendete PEMF-Stimulation an hohen tibialen Osteotomien
untersucht. Hier zeigte sich ein signifikant schnelleres radiologisches Zusam-
menwachsen der Osteotomie. Der Effekt zeigte sich unabhangig von dem Ge-
schlecht oder BMI, zeigte sich aber in alteren Patienten deutlicher ausgeprag-

ter.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen des demografischen Wandels steht unsere Gesellschaft zuneh-
mend vor den Herausforderungen medizinischer Bedurfnisse alterer Patienten,
z.B. der Frakturversorgung bei Multimorbiditat und Osteoporose. Nicht invasive
Stimulatoren des Knochenwachstums, insbesondere die EMF-Stimulation, bie-
ten hierbei Hoffnung, jedoch ist die Studienlage widerspruchlich. In Vorarbeiten
von Ehnert et al. wurde ein spezifisches PEMF in Zellkulturexperimenten
(phOB) ausgewahlt. Anhand des Ansprechens erfolgte eine Einteilung der
Spender von phOB in Non-Responder (NR) und Responder (R) [51]. In der vor-
liegenden Arbeit wurde der Stimulationseffekt auf die Genexpression verschie-
dener mit oxidativem Stress assoziierter Gene untersucht und beide Gruppen
miteinander verglichen. Initial erfolgte mittels gRT-PCR, an gepoolten Spendern
beider Gruppen, ein Screening zur Identifikation mdglicher Kandidatengene.
Diese Gene (GSR, UCP2, NOX4, CCL5, GPX1, GPX3, CAT und SOD2) wur-
den in Folge mittels RT-PCR und Enzymassays weiter untersucht. Die grol3te
Zunahme wahrend Reifung zeigten GPX3 und CAT in beiden Gruppen sowie
CCL5 und SOD2 in der R-Gruppe. Die GPX3 und CAT Zunahme liel3 sich im
Trend in der RT-PCR bestatigen, eine Anderung der CCL5 und SOD?2 lieR sich
nicht bestatigen. Die groRte Anderung durch PEMF-Stimulation zeigten SOD2
und CCL5 in der R-Gruppe in der qRT-PCR, dies liel3 sich in der RT-PCR nicht
weiter bestatigen. Auf Enzymebene liel3en sich, v.a. methodisch bedingt, diese
Effekte nicht bestatigen. Zusammenfassend liel3 sich eine Unterteilung in eine
NR- und R-Gruppe, wie vorbeschrieben, in der RT-PCR und in weiteren Zellkul-
turexperimenten nicht sicher zeigen. Die groRten Anderungen durch PEMF Sti-
mulation zeigten sich bei CAT und GPX3 in beiden Gruppen. Eine ROS-
Induktion durch PEMF konnte hier nicht gezeigt werden. Die Anderungen auf
transkriptionsebene und Enzymebene, sowie ein mdglicher Ubertragungsweg
Uber Redoxgesteuerte Prozesse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht ge-
nauer eingeordnet werden. Insbesondere eine Trennung nach NR- und R-
Gruppe ist mdglicherweise besser durch Cofounder wie z.B. Alter oder Ne-

benerkrankungen erklart.
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7. Anhang — Abbildungen und Tabellen

7.1. Anhang zu Materialien

Tabelle 35: Verwendete Chemikalien und Substanzen

Substanz Hersteller Bestellnr.
2,7-Dichlorofluorescein (DCFH-DA) >90% Sigma Aldrich 35848-5G
4-Nitrophenol Lésung 10mM (pNP) Sigma Aldrich N7660
4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat (pNPP) | Carl Roth 4165.1
5,5"-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB Carl Roth 6334.1
Agarose Carl Roth 2267.1
Alizarinrot S Carl Roth 0348.2
Antibiotika/Antimykotika Losung PAA P11-002
Borséure Carl Roth 6943.1
Bromphenolblau, Na-Salz Carl Roth A512.1
Calciumchloride Carl Roth CN93.1
Cetylpyridiumchlorid Monohydrat 98 % Carl Roth CN27.1
Chloroform Carl Roth Y015.1
Cumolhydroperoxid Sigma Aldrich iggzoz
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Carl Roth K028.3
Dexamethasone Sigma Aldrich ?gg&é
Dikaliumhydrogenphosphat K,HPO, Carl Roth T875.1
Dimethylsulfoxide (DMSO) Sigma Aldrich ?gg&f'
pUC19-Marker ready-to-use Carl Roth X901.1
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) PAA H15-002
Dulbecco’s PBS ohne Ca & Mg PAA H15-002
EDTA Dikaliumsalz Dihydrat Carl Roth 3053.1
Essigsaure = 99,0 % Carl Roth 3738.4
Ethanol, 99% Apotheke UKT
Ethidiumhomodimer Sigma Aldrich §6043'1MG'
FCS (fetales Kalberserum) PAA A15-151
Folin’'s Reagent Sigma Aldrich F9252
Formaldehydlésung, 37 % Carl Roth 4979.1
Glutathione peroxidase (from bovine erythrocytes) Sigma Aldrich (13(?013[?]
Glutathione reductase from bakers yeast Sigma Aldrich G3664
Glycerin Carl Roth 7530.1
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Glycerin Carl Roth 7530.1
Glycin 99%, p.a. Carl Roth 3908.2

GR (Glutathione reductase from bakers yeast) Sigma Aldrich ggggﬁl
GSH reduziert (fir GPX-Assay) Carl Roth 6382.1
GSSG (fiir GR-Assay) Sigma Aldrich ;354053%3'
Ham’s F12 PAA E15-016
HEPES, 99,5% Carl Roth HN78.2
Isopropanol VWR 20.842.330
Kaliumchlorid KCI, 99% Carl Roth HNO2.2
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, Carl Roth 3904.2
Kollagenase II PAA K21-240
Kupfersulfat CuSO4*5H20 Carl Roth P024.1
L-Ascorbinsdure-2-phosphat Sigma Aldrich A8960-5G
Magnesiumchlorid, MgCl, Carl Roth KK36.2
MEM Earle’s PAA E15-024
Meta Phosphorséure Sigma Aldrich 239275
Na,EDTA 99% Carl Roth 8043.2
Na2EDTA-2H20, 99% Carl Roth 3053
NADPH-Tetranatriumsalz Carl Roth AE14.1
Na-K-Tartrate Sigma Aldrich S2377
Natriumazid NaN; Sigma Aldrich S2002-25G
Natriumcarbonat Carl Roth P028.1
Natriumchlorid NaCl VWR 27.810.295
Natriumhydroxid NaOH 2N Carl Roth T135.1
Natriumhydroxid, 2M NaOH Carl Roth T135.1
Natriumthiosulfat Carl Roth HN25.2
Penicillin / Streptomycin Sigma Aldrich P0781
Penicillin/Streptomycin-Lésung PAA P11-010
Pepstatin A Sigma Aldrich P4265-5MG
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Carl Roth 6367.1
Resazurin Natriumsalz Sigma Aldrich 199303-1G
Salzsaure, 4M Carl Roth NO076.1
Serumalbumin von Rindern (BSA)/Albumin Fraktion V Carl Roth 8076.4
Silbernitrat Carl Roth 9370.1
|f_S|—yC(—:‘jIr3;1c;(a(rrso)l—Phosphate, Glycerolphosphat- Dinatriumsalz- AppliChem A2253,0100
Sulforhodamine B Natriumsalz Sigma Aldrich S1402-1G
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TRIS Base Carl Roth AE15.2
Tris Base (Trizma) Sigma Aldrich T1503-1KG
Trypanblau 0.5 % Carl Roth CN76.1
Trypsin / EDTA PAA L11-004
Wasserstoffperoxid Losung, 30 % Carl Roth 5982.1
Tabelle 36 Auflistung Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller Artikel Nr. Vermerk
CH88.1 blau
0,2 ml Mikroreaktionsgefaf fir PCR Carl Roth CHS89.1 griin
CH90.1 rot
0,5 ml Mikroreaktionsgefaf3 Sarstedt 72.699
. . R 4209.1 grin
1,5 ml Mikroreaktionsgefafd Carl Roth
4189.1 rot
96-F-bottom-Well-Platte Greiner bio-one E14030HI
Greiner bio-one 188271 15 ml
Falcon tube
Sarstedt 62.547.004 50 ml
Paul Hartmann AG | 9422071 Nitril Hand-
Handschuhe )
Kimberly Clark 52002M schuhe
Greiner bio-one 660025 T25
Kulturflaschen Corning 430641 T75
Greiner bio-one 660175 T175
. 150 mm
Pasteurpipette Carl Roth 4518.1
230 mm
Petrischalen 100x20 mm Greiner bio-one 664 160
Biozym Scientific 720011 10l
GmbH
Pipettenspitzen
Sarstedt 70760 100 pl
Ratiolab 2100610 1000 pl
- Millipore Ireland PorengrolRe:
Sterilfilter Ltd. SLGPO33RS 0,22 um
. 4606108V 10 ml
Spritze BBraun, Melsungen
4606205V 20 ml
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20612013 5ml
. . 21512025 10 ml
Stripetten Corning
25 ml
17712012 50 ml
Zellschaber Corning 13312013
96 Well Streifenplatten Greiner bio-one, 705070 96 Well
Frickenhausen 705 185

Tabelle 37: gRT-PCR Array Geniibersicht (englisches Original) Human Oxidative Stress Plus -

Quiagen PAHS-065Y

Posi- | Unigene GeneBank Symbol Description

tion

A0l Hs.418167 | NM_000477 ALB Albumin

A02 | Hs.654431 | NM_000697 ALOX12 Arachidonat 12-lipoxygenase

A03 | Hs.406238 | NM_001159 AOX1 Aldehydoxidase 1

A04 | Hs.654439 | NM_000041 APOE Apolipoprotein E

AO5 | Hs.125213 | NM_004045 ATOX1 ATX1 antioxidant protein 1 homolog

east

A06 | Hs.144873 | NM_004052 BNIP3 gCLZ/)adenovirus E1B 19kDa inter-
acting protein 3

AO07 | Hs.502302 | NM_001752 CAT Catalase

AO8 | Hs.514821 | NM_002985 CCL5 Chemokine (C-C maotif) ligand 5

A09 | Hs.502917 | NM_005125 CCs Copper chaperone for superoxide
dismutase

Al10 | Hs.292356 | NM_000397 CYBB Cytochrome b-245, beta polypeptide

A1l | Hs.95120 NM_134268 CYGB Cytoglobin

Al2 | Hs.498727 | NM_014762 DHCR24 24-dehydrocholesterol reductase

BO1 | Hs.272813 | NM_175940 DUOX1 Dual oxidase 1

B0O2 | Hs.71377 NM_014080 DUOX2 Dual oxidase 2

B03 | Hs.171695 | NM_004417 DUSP1 Dual specificity phosphatase 1

B04 | Hs.212088 | NM_001979 EPHX2 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic

BO5 | Hs.279259 | NM_000502 EPX Eosinophil peroxidase

B06 | Hs.239 NM_021953 FOXM1 Forkhead box M1

BO7 | Hs.645560 | NM_002032 FTH1 Ferritin, heavy polypeptide 1

B08 | Hs.654465 | NM_001498 GCLC Glutamate-cysteine ligase, catalytic
subunit

B09 | Hs.76686 NM_000581 GPX1 Glutathione peroxidase 1

B10 | Hs.2704 NM_002083 GPX2 Glutathione peroxidase 2 (gastroin-
testinal)

B11 | Hs.386793 | NM_002084 GPX3 Glutathione peroxidase 3 (plasma)

B12 | Hs.433951 | NM_002085 GPX4 Glutathione peroxidase 4 (phospho-
lipid hydroperoxidase)

C01 | Hs.248129 | NM_001509 GPX5 Glutathione peroxidase 5 (epididymal
androgen-related protein)

C02 | Hs.271510 | NM_000637 GSR Glutathione reductase
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C03 | Hs.82327 NM_000178 GSS Glutathione synthetase

C04 | Hs.523836 | NM_000852 GSTP1 Glutathione S-transferase pi 1

C05 | Hs.655292 | NM_001513 GSTZ1 Glutathione transferase zeta 1

C06 | Hs.274402 | NM_005345 HSPA1A Heat shock 70kDa protein 1A

C07 | Hs.80828 NM_006121 KRT1 Keratin 1

C08 | Hs.234742 | NM_006151 LPO Lactoperoxidase

C09 | Hs.517586 | NM_005368 MB Myoglobin

C10 | Hs.499674 | NM_000242 MBL2 Mannose-binding lectin (protein C) 2,
soluble

Cl1l | Hs.458272 | NM_000250 MPO Myeloperoxidase

C12 | Hs.75659 NM_002437 MPV17 MpV17 mitochondrial inner membra-
ne protein

D01 | Hs.490981 | NM_012331 MSRA Methionine sulfoxide reductase A

D02 | Hs.73133 NM_005954 MT3 Metallothionein 3

D03 | Hs.647047 | NM_000265 NCF1 Neutrophil cytosolic factor 1

D04 | Hs.587558 | NM_000433 NCF2 Neutrophil cytosolic factor 2

D05 | Hs.709191 | NM_000625 NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible

D06 | Hs.371036 | NM_016931 NOX4 NADPH oxidase 4

D07 | Hs.657932 | NM_024505 NOX5 NADPH oxidase, EF-hand calcium
binding domain 5

D08 | Hs.534331 | NM_002452 NUDT1 Nudix (nucleoside diphosphate linked
moiety X)-type motif 1

D09 | Hs.368525 | NM_020992 PDLIM1 PDZ and LIM domain 1

D10 | Hs.180909 | NM_002574 PRDX1 Peroxiredoxin 1

D11 | Hs.432121 | NM_005809 PRDX2 Peroxiredoxin 2

D12 | Hs.523302 | NM_006793 PRDX3 Peroxiredoxin 3

EO1 | Hs.83383 NM_006406 PRDX4 Peroxiredoxin 4

EO2 | Hs.502823 | NM_181652 PRDX5 Peroxiredoxin 5

EO3 | Hs.120 NM_004905 PRDX6 Peroxiredoxin 6

EO4 | Hs.472010 | NM_183079 PRNP Prion protein

EO5 | Hs.201978 | NM_000962 PTGS1 Prostaglandin-endoperoxide synthase
1 (prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase)

EO6 | Hs.196384 | NM_000963 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase
2 (prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase)

EO7 | Hs.134623 | NM_014245 RNF7 Ring finger protein 7

EO8 | Hs.32148 NM_203472 VIMP Selenoprotein S

EO9 | Hs.745017 | NM_005410 SEPP1 Selenoprotein P, plasma, 1

E10 | Hs.253495 | NM_003019 SFTPD Surfactant protein D

E11 | Hs.466693 | NM_012237 SIRT2 Sirtuin 2

E12 | Hs.443914 | NM_000454 SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble

FO1 | Hs.487046 | NM_000636 SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochon-
drial

FO2 | Hs.2420 NM_003102 SOD3 Superoxide dismutase 3, extracellular

FO3 Hs.587290 | NM_003900 SQSTM1 Sequestosome 1

FO4 | Hs.516830 | NM_080725 SRXN1 Sulfiredoxin 1

FO5 | Hs.467554 | NM_000547 TPO Thyroid peroxidase
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FO6 | Hs.134602 | NM_003319 TTN Titin

FO7 Hs.443430 | NM_006440 TXNRD2 Thioredoxin reductase 2

FO8 | Hs.80658 NM_003355 UCP2 Uncoupling protein 2 (mitochondrial,
proton carrier)

FO9 | Hs.460260 | NM_001354 AKR1C2 Aldo-keto reductase family 1, mem-
ber C2 (dihydrodiol dehydrogenase 2;
bile acid binding protein; 3-alpha hy-
droxysteroid dehydrogenase, type Ill)

F10 | Hs.745046 | NM_004282 BAG2 BCL2-associated athanogene 2

F11 | Hs.443687 | NM_001450 FHL2 Four and a half LIM domains 2

F12 | Hs.596052 | NM_002061 GCLM Glutamate-cysteine ligase, modifier
subunit

G01 | Hs.69089 NM_000169 GLA Galactosidase, alpha

G02 | Hs.727017 | NM_002133 HMOX1 Heme oxygenase (decycling) 1

GO03 | Hs.525600 | NM_001017963 | HSP90AA1l | Heat shock protein 90kDa alpha (cy-
tosolic), class A member 1

G04 | Hs.527748 | NM_022126 LHPP Phospholysine phosphohistidine inor-
ganic pyrophosphate phosphatase

G05 | Hs.171426 | NM_181782 NCOAY Nuclear receptor coactivator 7

G06 | Hs.406515 | NM_000903 NQO1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1

GO07 | Hs.584864 | NM_012212 PTGR1 Prostaglandin reductase 1

GO08 | Hs.390594 | NM_014331 SLC7A11 Solute carrier family 7 (anionic amino
acid transporter light chain, xc- sys-
tem), member 11

GO09 | Hs.407856 | NM_003122 SPINK1 Serine peptidase inhibitor, Kazal type
1

G10 | Hs.466929 | NM_024108 TRAPPCG6A | Trafficking protein particle complex
6A

G11 | Hs.435136 | NM_003329 TXN Thioredoxin

G12 | Hs.690011 | NM_003330 TXNRD1 Thioredoxin reductase 1

HO1 | Hs.520640 | NM_001101 ACTB Actin, beta

HO2 | Hs.534255 | NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin

HO3 | Hs.592355 | NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase

HO4 | Hs.412707 | NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltrans-
ferase 1

HO5 | Hs.546285 | NM_001002 RPLPO Ribosomal protein, large, PO

HO6 | N/A SA_00105 HGDC Human Genomic DNA Contamination

HO7- | N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control

09

H10- | N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control

12

Tabelle 38: Auflistung der verwendeten Gerate

Gerat Hersteller Nummer
WALDNER Laboreinrichtungen

Abzug Secuflow GmbH & Co. KG 200/02895/300

Analysewaage ABJ 120-4M KERN & Sohn GmbH WB1140084

CO2-Inkubator C-150 (37 °C, 5 % CO,) | Binder 9040-0078
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Eismaschine

Scotsman Ice Systems, Vernon
Hills, USA

Elektrophoresekammer

Bio-Rad, Hercules, USA

EMF-Stimulator: Somagen® Master

Sachtleben GmbH, Hamburg,
Germany

Fluoreszenzmikroskop EVOS

AMG

91-AF-4301

Gefrierschrank (-20°C) Power Cooling
Forma 900 Series

LIEBHERR

7081896-04

Gefrierschrank (-80°C)

Thermo Scientific

827860-2521

Intas Science Imaging Instru-

Geldokumentationssystem P93 DW 776C371C40
ments GmbH

Kihlschrank/ Gefrier- Kombi .

(+4 °C/ -20 °C) Liebherr 7081896-04

Laborwaage Kern PCB KERN & Sohn GmbH WD110036863

Luer Hohlmeil3elzange BBraun

LVis Platte BMG Labtech 0680B0001C

Mehrkanalpipette Lambda Plus (10-50 Corning Incornorated 151820048 &

ul, 20-200 pl) g Incorp 151630049

Mikrowelle Severin 80.680.000

Netzgerat Power Pac 200 B io-Rad, Hercules, USA

Netzgerat Power Pac HC io-Rad, Hercules, USA

PCR-Geréat Arktik Thermal Cycler Thermo Scientific TCA0096

ZCe;:?—Gerat Veriti 96-Well Thermal Cy- Applied Biosystems 4375786

pH-Meter Five Easy FE20 Mettler Toledo AG 1232315296

Pipetten Lambda Plus (10 pl, 100 pl, .

1000 ) Corning Incorporated

Pipettierhilfe ROTA-Filler 3000 '(*Ueggm"" Scientific, Vernon Hills | 158348

plate reader FluoStar Omega BMG Labtech 415-1264

gPCR: Applied BiosystemsTM . N

StepOnePlusTM Real-Time PCR Sys- | | nermoFisher Scientific

Rothiphorese PROclamp MINI System | Carl ROTH 3501.1

Ru_hrwerk, Magnetrihrer mit Edelstahl- "KA®-Werke GmbH & Co. KG 6.050 357

heizplatte, RH B 2

Sterilbank Thermo Scientific Safe 2020 | Thermo Scientific 51026934

Temperiergerat, Thermostat

Alpha A

LCED 0226-10-
1160

010120-1106-

Thermoshaker TS-100 PeglabBiosysteme GmbH 0186 &
010120-1103-
Tischzentrifuge Hereaus Fresco 17 Thermo Scientific 41250019

Centrifuge

Ultraschall-Reinigungsgeréat
GT-7810A

Globaltronics GmbH&Co. KG,
Hamburg

Umkehrmikroskop Primo Vert

Carl Zeiss Microimaging GmbH

415510-1101-
000
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Vortexer Corning S1101243
Wasserbad AUQAIline AL 25 LAUDA LCB0727

. . LTF Labortechnik GmbH & Co. 11DEO090 &
Wippschuttler DRS-12 KG 11DE243
Zahlkammer Carl Roth
Zentrifuge HERAEUS MEGAFUGE Thermo Scientific 75004518

40R Centrifuge

7.2. Ergebnisse

7.2.1. Heatmap: Ubersicht
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Non-Responder

[

Responder

Fold Regulation [>1: 2A(-AACT); <1: (-1)/(-AACT)]

Tag 0

Tag 2

“PEMF | +PEMF

1,999
2,035
-1,998
-1,004
1,004
-1,005
1,002
-1,003
1,002
-1,006
1,004
1,001
1,001
-2,007
1,000
2,004
2,033
4,003
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Abbildung 27: vollstandige Heatmap: Ubersicht qRT-PCR Array ohne Trennung nach Gruppen.
Auch aufgefiihrt sind die Gene welche aufgrund geringer Expression von einer Auswertung
ausgenommen wurden. Kontrollen und House-Keeping Gene sind nicht aufgefiihrt
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Die Arbeit wurde am Siegfried Weller Institut fir Unfallmedizinische Forschung
(SWI1) der Universitat Tubingen unter Betreuung von Prof. Dr. Andreas Nissler

durchgefuhrt.
Die Konzeption der Studie erfolgte durch Dr. Sabrina Ehnert.

Die qRT-PCR und RT-PCR Versuche wurden (Einarbeitung durch Dr. Sabrina
Ehnert, Anja Tschida, Heike Monshausen) von mir in Zusammenarbeit mit Daria
Bykova durchgefihrt. Die mRNA Isolation fir qRT-PCR und RT-PCR erfolgte in
Vorarbeiten durch andere nicht namentlich genannten Mitarbeiter. Die Aufreini-
gung, cDNA-Synthese und das Poolen der Proben erfolgte durch mich. Die Pro-
teinisolation und Messung der Enzymaktivitaten wurde von mir eigenstandig
durchgeflihrt. Die statistische Auswertung erfolgte eigenstandig nach Anleitung
durch Dr. Sabrina Ehnert.

Ich versichere, das Manuskript selbstandig verfasst zu haben und keine weite-

ren als die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tldbingen, den 19.05.2021

Johannes Birk
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EBERHARD KARLS

UNIVERSITAT
TUBINGEN

W SWI

Siegfried Weller Institut
fiir unfallmedizinische Forschung

¥ BG Klinik

Berufsgenossenschaftliche
Unfallklinik Tiibingen

Primary human osteoblasts with reduced baseline function are responsive to
extremely low frequency pulsed electromagnetic fields - clinical implication possible?

J. Birk', S. Ehnert', K. Falldorf?, A.-K. Fentz?, P. Ziegler', T. Freude', J. Sachtleben?, and A. K. Niissler'

' Siegfried Weller Institute for Trauma Research, Eberhard Karls Universitét Tiibingen, Schnarrenbergstr. 95, 72076 Tiibingen, Germany
2Sachtleben GmbH, Stratenbarg 27, 22393 Hamburg, Germany

Objectives:

Since the early 70's electromagnetic fields (EMFs) have been used as an exogenous stimulation method to promote fracture healing.
But: Underlying mechanisms of action or EMF parameters responsible for certain effects remain unclear.
Aim: to investigate the influence of defined ELF-PEMFs on human osteoblasts’ and osteoclasts’ viability and function in cell culture.

Materials and Methods:

Human Osteoclasts
(differentiated from blood mononuclear cells
using M-CSF and RANKL)

Primary human osteoblasts
(obtained by collagenase digestion of
spongy bone samples)

positioning board

Experimental design: Cells were treated 3 times weekly during their maturation process
using the Somagen® device (Fig. 1)
10 different programs were tested with variations in frequency (10-90,6Hz), waveform,
intensity and send-pause intervalls.

uu\
3 A\
1R

Semagen ®

Measurements: Viability was monitored by mitochondrial activity and total protein
content. Functional parameters: AP/Trap5B activity and matrix mineralization.
Pathway analysis: Western Blot.

Figure 1: Experimental setup for the ELF-PEMF exposure of the
primary human osteoblasts / osteoclasts

Resuits: total protein content alkaline phosphatase activity
5 & 40
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Figure 2: Total protein content (SRB staining) and AP activity of primary human osteoblasts after defined ELF-PEMF

treatment (Mitochondrial activity/Resazurin not shown)

ELF-PEMF treatment significantly increased total protein content (up to 66%), mitochondrial activity (up to 91.1%) (Fig. 2) as well as alkaline phasphatase (AP) activity
(up to 129.9%) and consequently formation of mineralized matrix (up to 276%) (Fig. 2 & 3). Overall the strongest effect was observed with program #16.

Donor dependent effect Possible regulatory mechanism

Only osteoblasts with a poor initial osteoblast function responded to the ELF-PEMF
treatment as can be seen by increased AP activity (Fig. 4) or matrix mineralization
Osteoblasts with high initial function showed no significant difference to untreated cells.

“ELF-PEMF non-responsive” relative changes in AP activity

rel. AP aciviy (1]

Allzarin Red staining [mg/]

2 4 & 8 10 12 13 16

day 7
initial AP activliy [mg pNPAH)

ELF-PEMF nan-resp.

ELF-PENF respansive

Figure 4: AP activity and matrix mineralization in primary human ostecblasts. after ELF-PEMF #16 treatment

As a possible regulatory mechanism MAPKinase signaling was investigated. Both p38
and ERK1/2 signaling were activated upon ELF-PEMF exposure. However, only
inhibition of ERK1/2 signaling blocked the ELF-PEMF effect on primary human
osteablast (Fig. 5).
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Figure 5: MAPKinase signaling in primary human
osteoblasts after ELF-PEMF #16 treatment

Effect on osteoclasts TrapSB activity

Interestingly, maturation of osteoclasts
from human monocytes was not
affected by the ELF-PEMF treatment
with program # 16 (Fig. 6).

Trap58 actvity [uM /]

Figure 6: ELF-PEMF exposure has no
significant effect on osteaciast maturation

Conclusions:

In summary the results indicate that specific ELF-PEMF treatment with the Somagen®
device improves viability and maturation of teoblasts while

viability and maturation was not affected.

Hence, ELF-PEMF might represent an interesting adjunct to conventional therapy
supporting bone formation during fracture healing or even for the treatment of
osteoporosis.

Cortact:,  Johannés ' Bifk'(Johanhdes.birk@sfudent.uni-fuebingan:de),’. Dr.’ Sabrina’.Ehnert, (sabrina’ehnert@med. uni-tusbingen:de),. or, Prof. . Dr.” Audreds. K. Nussler

(andréas.nuessler@med.ani-tuebihgen.de)
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