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1 Abklrzungsverzeichnis

AD Adipogenes Differenzierungsmedium

BG Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik TUbingen
BMSC mesenchymale Stammzellen, die aus Knochenmark isoliert wurden
BSA bovine serum albumin

CD Cluster of Differentiation

Col | Collagen |

DAPI 4, 6-Diamidin-2-phenylindol Fluoreszenzfabstoff
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

ERK Extracellular-regulated kinase

EZM Extrazellulare Matrix

FACS Fluorescence activated cell sorting

FCS/ FBS Fetal calf serum, fetales Kélberserum
FKS fetales Kélberserum

FITC (Farbstoff)

FN Fibronectin

g Gravitationskraft

GMP Good Manufacturing Practice

HBSS Hank's Buffered Salt Solution

hMSC humane mesenchymale Stammzelle

L1 — Laminin 1

L5 — Laminin 5

M Méannlich

MSC Mesenchymale Stromazellen

OB Osteoblasten

OD Osteogenes Differenzierungsmedium

OR Oil-Red-Farbung

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PE (Farbstoff)

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin



PFEA PBS - FS - EDTA - Natrium-Azid-Stocklésung
Pl Kunststoff, unbeschichtete Flache

PK Primarkultur

PMMA Polymethylmetacrylat

Rcf relative centrifugal force, relative Zentrifugalbeschleunigung
rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur

TEP Total-Endoprothese, hier Huft-TEP

UKT Universitatsklinikum Tilbingen

VK Von-Kossa-Farbung

W Weiblich



2 Einleitung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss von Laminin 5 im Vergleich mit
den Proteinen Laminin 1 und Collagen | auf die Dynamik der osteogenen
Differenzierung von mesenchymalen Stromazellen. Der klinische Hintergrund
hierbei ist das Ziel, eine bessere Integration von Endoprothesen zu férdern, um
das Risiko einer spateren Lockerung zu reduzieren. Durch das Aufbringen von
Proteinen der extrazellularen Matrix sollen die Adhasion und die osteogene
Differenzierung von mesenchymalen Stromazellen geférdert werden, sodass
die Knochenneubildung beziehungsweise die ossare Integration des
Implantates optimiert wird.

2.1 Huftendoprothesen

In Deutschland wurden im Jahr 2011 286 HUft-Endoprothesen je 100.000
Einwohner operativ eingesetzt. (1) Die haufigste Indikation flr diesen Eingriff ist
die priméare Coxarthrose. Huftgelenkendoprothesen existieren
bedarfsangepasst in verschiedenen Ausfihrungen. Sie bestehen grundsatzlich
aus einer Pfanne, die im Acetabulum befestigt wird, einem Kopf, der darin
rotiert, und einem Huftstiel, der im Marklager des Femurs befestigt wird. Das
bewegliche Gelenk wird von Kopf und Inlay gebildet. Die miteinander
kommunizierenden Materialien sind haufig Keramik und Polyethylen. Andere
gelaufige Gleitpaarungen sind Metall/ Polyethylen, Keramik/ Keramik, Keramik/
Polyethylen oder Metall/ Metall.

Die Verankerung der Prothesen im Femurschaft kann zementiert oder
unzementiert erfolgen. Bei der ersten Variante stellt eine dinne Schicht
Polymethylmetyacrylat den Kontakt zwischen Knochenhéhle und Implantat her.
Insbesondere bei alteren Patienten werden zementierte Hlftprothesen gewahilt,
da die Vollbelastung schnell méglich ist und zementfrei Implantate nicht mehr
so gut verankern. Ein Prothesenwechsel ist durch die Zementreste jedoch
aufwendig. (2, 3) Bei der zementfreien Operationstechnik wird eine Prothese
mit aufgerauter Oberflache und ggf. spezieller Beschichtungen den
Femurschaft eingebracht. Bei der Press-Fit-Technik wird durch mechanischen



Druck die Prothese fest im Femurschaft verankert. Durch Knochenneubildung
erfolgt die Integration der Prothese. (4, 5)

Metallpfanne A w ;
) B \'.1\ :
Inlay ; [
*& ¥ L
) =
_ "  Prothesenkopf

Prothesenschaft

Abbildung 1: Huftprothesen sind modular aufgebaut. Der Prothesenschaft wird im
Knochen des Femurs befestigt die Metallpfanne im Acetabulum. Der Prothesenkopf
artikuliert mit dem Inlay, dass in der Metallpfanne verankert ist. Ubernommen aus (6)

2.2 Endoprothesenlockerung

2010 wurden in Deutschland 25.000 Eingriffe zum Austausch einer
Huftendoprothese durchgeflhrt. (7) Revisionen sind schwieriger durchzufihren,
haben eine héhere Komplikationsrate und kosten mehr als der urspriingliche
Eingriff. (8, 9, 10) Die drei haufigsten Grinde fur die Durchfiihrung einer
Revision sind aseptische Lockerung, Infektionen und Dislokation der Prothese.
(11, 12, 13) Zweitrangig sind rezidivierende Luxationen, Materialverschleil3 und
andere Ursachen. Histopathologisch unterscheidet man die septische und die
aseptische Prothesenlockerung. Der haufigste Grund flir eine Revision ist die
aseptische Prothesenlockerung, die erst nach einer langen beschwerdefreien
Zeit symptomatisch wird. Hierbei kommt es zur Bildung einer Membran
zwischen der Prothese und dem Knochengewebe. (14, 15)

Um die Standzeit der Prothesen zu verlangern, kénnen grundsatzlich zwei
Strategien verfolgt werden: Zum einen sollen spate Komplikationen wie
Materialermidung und Frakturen durch Osteoporose reduziert werden. Zum



anderen soll von Anfang an sichergestellt werden, dass das Implantat dicht in
die Struktur des Knochens eingebettet wird (sogenannte Osseointegration), um

das Risiko einer Prothesenlockerung zu minimieren. (16)
2.3 Osseointegration von Prothesen

Osseointegration bezeichnet den Vorgang, bei dem ein direkter Kontakt
zwischen eingebrachten Biomaterialien (meistens Implantate wie Prothesen)
und Knochen aufgebaut wird. Ein Prinzip der erfolgreichen Osseointegration ist
die Anhaftung von mesenchymalen Stromazellen (MSC) am Implantat und ihre
Proliferation und Reifung zu Osteoblasten. Diese sezernieren eine Matrix auf
die Oberflache des Implantats, sodass es in Knochenmineralien eingebettet
wird. (17, 18)

Vereinfacht kann die Osseointegration in drei Phasen eingeteilt werden.

1. Osteoinduktion: Direkt nach Einsetzen des Fremdkdrpers kommt es zur
Einwanderung von osteogenen Zellen. Nach Differenzierung zu
Knochenzellen bewegen die Zellen sich nicht mehr, bilden aber eine
osteogene Matrix, die das Implantat immer weiter umschlieft.
Fibrinfaden verbinden sich mit der Implantatoberflache und bilden ein
GeruUst fur die Einwanderung der osteogenen Zellen.

2. Knochenneubildung: Osteogene Zellen differenzieren sich, legen sich
direkt auf die Oberflache des Implantats und sezernieren Knochenmatrix,
bis Zement entsteht.

3. Heilungsphase: Langsam organisiert der Knochen sich um das Implantat
herum neu, seine Qualitat und Standfestigkeit nehmen zu. (19, 20, 21)

Neuere Forschungsansatze haben das Ziel, die Oberflachen der Prothesen zu
optimieren und so eine bessere Osseointegration zu gewahren. Zum einen kann
dies Uber die Struktur der Oberflachen geschehen, zum anderen Uber das
gewahlte Material und die Beschichtung des Materials. Insbesondere auf dem
Gebiet der Orthopadie und der Zahntechnik wurden zahlreiche Studien mit
folgenden Anséatzen durchgefihrt:

-Beschichtung der Prothesen mit Hydroxylapatit (22, 23) oder Kalziumphosphat
(24)



-Aufrauhung der Prothesenoberflache (25): Eine rauere Oberflachenstruktur von
Implantaten wirkt sich glinstig auf die Osteogenese von MSC aus. (26, 27, 28)
-Nanotechnologie: Strukturen auf der Implantatoberflache, z.B. in Form von
Halbkugeln oder Eindellungen im GréBenbereich von Nanometern sollen direkte
Auswirkungen auf die Zellfunktionen nehmen. (29)

-Entfernung von Substanzen bzw. deren Rickstanden, die die Osseointegration
behindern. (30, 31)

-Beschichtung der Implantatoberflache mit Proteinen der extrazellularen Matrix
(EZM) wie Fibronectin (32, 33) und Vitronectin (34).

Auch in dieser Arbeit wird der Einfluss von den Proteinen der extrazellularen
Matrix Laminin 1, Laminin 5 und Collagen | auf die Osteogenese untersucht, mit
dem Ziel, in der Zukunft durch eine Beschichtung von zementfreien Implantaten

mit diesen Proteinen deren Osseointegration zu verbessern.
2.4 Zusammensetzung von Knochen

Die Grundsubstanz des Knochens besteht zu 70-90% aus anorganischen
Bestandteilen (hauptsachlich Hydroxylapatit) und zu 10-30% aus organischen
Bestandteilen. (35) Collagen I macht 90% des organischen Anteils aus, der Rest
wird durch Osteonectin, Osteocalcin, Sialoprotein, Phosphoproteine,
Glykoproteine wie Laminine, Proteoglykane, Albumin und weitere Proteine
gebildet. (36) Durch die Kombination von kollagenen Fasern und
Mineralsubstanzen wird der Knochen druck- und zugfest. Die Zellen des
Knochenskeletts bei Erwachsenen bestehen zu >90% aus Osteozyten, zu 4-6%
aus Osteoblasten und nur 1-2% Osteoklasten. (37) Osteoklasten entwickeln
sich aus hamatopoetischen Stammzellen und resorbieren Knochengewebe.
Osteozyten entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen und bilden

Knochengewebe. (38)
2.5 Humane mesenchymale Stromazellen

Humane mesenchymale Stromazellen werden auch als humane
mesenchymale Stammzellen bezeichnet und mit hMSC abgekirzt. Sie sind
adulte Stammzellen, die in verschiedenen Geweben vorkommen. Im Jahr 1966

wurden sie von Friedenstein et. al zum ersten Mal aus menschlichem
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Knochenmark isoliert. (39) Bei der Isolation aus Knochengewebe werden sie
als BMSC (bone marrow mesenchymale Stromazellen) bezeichnet. Sie
existieren dort in eigenstandigen Kolonien neben hamatopoetischen
Stammzellen und unterstiitzen deren Funktion. (40) Ihre Aufgabe besteht darin,
untergegangene Zellen mit mesodermaler Herkunft zu ersetzen. Sie besitzen
die Fahigkeit, sich durch Mitose zu duplizieren. Im Gegensatz zu totipotenten
Stammzellen ist ihr Reproduktionspotential jedoch begrenzt.

In spateren Experimenten wurde gezeigt, dass hMSC sich nicht nur zu
Chondrozyten, Adipozyten und Osteoblasten differenzieren kénnen, sondern
sich unter geeigneten Bedingungen auch zu mehreren anderen Zelltypen wie

Fibroblasten, Hepatozyten (41), Cardiomyozyten (42) und Neuronen entwickeln

kénnen. (43, 44)
Fibroblast
1
el Myoblast
MSC on

PPARY " Adipocyte
Chondrocyte
f\

IIUI

Bone lining cells

f 5
/

Bone lining cells

Formation Resorption

Abbildung 2: MSC sind unter anderem im Periost von Knochen ansassig. Unter dem
Einfluss bestimmter Faktoren differenzieren sie sich zu anderen Zelltypen.
Ubernommen aus (45)
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hMSCs sind das beliebte Objekt verschiedener Forschungsthemen, da ihre
Isolierung technisch einfach und mit weniger ethischen Bedenken verbunden
ist, als die Verwendung von embryonalen Stammzellen. Da sie auch Uber
immunmodulatorisches Potential verfiigen, werden sie in klinischen Studien
bereits zur Therapie von Multipler Sklerose, Typ 1 Diabetes, ,graft versus host
disease” und entzindlichen Darmerkrankungen eingesetzt. (46)

2.5.1 Kriterien zur ldentifikation von MSC

MSC kénnen aus unterschiedlichen Geweben isoliert werden (Knochenmark,
Fettgewebe (47), Nabelschnurblut (48)) und stellen eine heterogene Gruppe
dar. Das Stammzellkomitee der Internationalen Gesellschaft fiir Zelltherapie
(ISCT) hat 2005 die Minimalkriterien fir MSC definiert (49):

-Sie wachsen adhé&rent an Kunststoffoberflachen.

-Sie besitzen das Potential, sich in vitro zu Osteozyten, Chondroblasten und
Adipozyten zu differenzieren. (50)

-Sie exprimieren die Oberflachenantigene CD105, CD73 und CD90, nicht aber
die hdmatopoetischen Marker CD45, CD34 und CD14 oder CD11b, CD79a oder
CD19 und sind HLA-DR negativ. (51, 52)

Morphologisch und funktionell besteht eine groBe Ahnlichkeit zwischen hMSC
und Fibroblasten. Per FACS-Analyse lassen die hMSC von hamatopoetischen
Stammzellen abgrenzen, nicht aber von Fibroblasten.

2.5.2 Kultivierung von MSC unter GMP-Bedingungen

Fetales Kalberserum enthalt Wachstumsfaktoren und ist deswegen in der
Zellkultur weit verbreitet. Seine Verwendung stimmt jedoch nicht mit den
Vorgaben der European good manufacturing practice (GMP) far
Medizinprodukte Uberein. Aufgrund der tierischen Herkunft werden
immunologische  Reaktionen, die Ubertragung von  zoonotischen
Infektionenserregern (insbesondere Prionen (53, 54)) sowie die Veranderung
von Stoffwechselprozessen beflrchtet. (55, 56, 57, 58) Um eine spatere
klinische Anwendung der in diesen Versuchsreihen gewonnenen Erkenntnisse
nicht auszuschlieBen, wurde bei der Kultivierung der hMSC in dieser Arbeit auf

die Anwendung von fetalem Kélberserum verzichtet und stattdessen humanes
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Serum und humanes Thrombozytenkonzentrat verwendet. (52) Vorhergehende
Versuchsreihen hatten bereits gezeigt, dass die korrekte Isolation und
erfolgreiche Kultivierung von hMSC ohne die Verwendung von tierischen
Produkten durchgefihrt werden kann. (59, 60)

2.6 Die Reifung osteogener Zellen

Mesenchymale Stammzellen entwickeln sich im Inneren des Knochens zu
Osteoblasten. MSC entwickeln sich zunachst zu Osteochondroprogenitorzellen.
Uber den Runx2-Promotor wird der Transkriptionsfaktor Osterix aktiviert und
induziert die Reifung zum Osteoblasten. (61, 62, 63) Osteoblasten produzieren
Osteoid, eine  mineralfreie  Grundsubstanz  aus  Proteoglykanen,
Glykosaminoglykanen und Collagenen Fasern (v.a. Collagen Typ 1). Die
Mineralisierung des Osteoids erfolgt erst nach einem Zeitraum von ca. 2
Wochen durch die Bildung von Hydroxylapatit. Aktive Osteoblasten sezernieren
wahrend dem Wachstum von Knochen das Enzym alkalische Phosphatase. (62,
63)

Tabelle 1: Schritte der Reifung von MSC zu Osteoblasten und Osteozyten und die
wichtigsten Einflussfaktoren und osteogenen Marker. (64, 65, 66)

Abschnitt der Osteogenese | Osteogene Marker

1. Osteogene Runx2, Osterix, Sox9, TGFR/BMPs, FGFs
Differenzierung der MSC

2. Proliferation der Collagen Typ |, Fibronectin, BMP2/TGFf
Osteoprogenitorzellen

3. Synthese der EZM alkalische Phosphatase (ALP)

Osteopontin, Osteonectin, Bone Sialoprotein

und Osteocalcin.

4. Mineralisierung Bone Sialoprotein, Osteocalcin, Osteopontin

12



osteoid

Abbildung 3: Schemazeichnung, die die Ubergangsstadien vom Osteoblasten zum
reifen Osteozyten darstellt. Wahrend diesem Prozess schrumpfen das Zellvolumen und
die Organellen. 1= Proliferierender Praosteoblast, 2= Praosteoblastischer Osteoblast,
3= Osteoblast, 4=0Osteoblastischer Osteozyt (Typ | Praosteozyt), 5= Osteoider
Osteozyt (Typ Il Préosteozyt), 6=Typ Il Praosteozyt, 7= Junger Osteozyt, 8= Alter
Osteozyt (Ubernommen aus (67) (Modifiziert von Franz-Odendaal et. al 68 ))

2.7 Die extrazellulare Matrix (EZM)

Als extrazelluldre Matrix (EZM) wird die Substanz bezeichnet, die die Zellen
umgibt. Sie nimmt Einfluss auf die Organisation und Stabilitdt des Gewebes.
Sie enthalt komplexe Makromolekiile. Uber Integrine steht sie mit den Zellen in
Kontakt und beeinflusst deren Funktionen. In Bindegeweben enthalt die EZM
faserige Bestandteile wie Collagene und nicht-faserige Bestandteile wie
Proteoglykane, Glykoproteine und Glykosaminoglykane. (69)

Grundsatzlich werden 2 spezialisierte Formen der EZM unterschieden: Die
Basalmembran, die vor allem in epithelialen Geweben zu finden ist, und die
interstitielle Matrix, die den GroBteil der EZM im Kérper ausmacht. Sie besteht
aus verschiedenen Collagenen, einschlieBlich Typ | und Ill, Lamininen,
Fibronectin und Tenascin. Zusatzlich enthalt sie Proteoglykane, die Flissigkeit
im Gewebe binden, Verbindungen zu Wachstumsfaktoren und Zytokinen
aufbauen und die Matrix vernetzen. (70)
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2.8 Adhasion von Zellen an Proteine der EZM Uber Integrine

Die Anhaftung von Zellen unterliegt komplexen Mechanismen. Die Zellen stellen
Uber verschiedene Integrine eine Verbindung zur EZM her. Zell-Zell-
Adhasionen dagegen werden durch die Familie der Cadherine vermittelt. (71,
72). Integrine sind transmembrane Glykoproteine. Sie sind aus einer a- und (3-
Untereinheiten aufgebaut, die jeweils aus einer hydrophoben transmembranen,
einer zytoplasmatischen Doméane und einer glykosylierten extrazellularen
Domane bestehen. (73)

Die Adhasion von Zellen an Proteinen der EZM Uber Integrine erfolgt in vier
Schritten: Zellanhaftung, Zellspreitung, Organisation des Zytoskeletts und
Ausbildung der fokalen Adhasionskomplexe (focal adhesion complex, FA). (74)
In einer Art von Kettenreaktion flhrt die Bindung an Integrine zur Rekrutierung
von umliegenden Adhé&sionsproteinen. Die Anhaftung von Zellen wird von
biochemischen Signalwegen und von Aktin-Myosin-Kontraktionen reguliert. (75)
Die Bindung Uber Integrine 16st im Inneren der Zelle biochemische Signalwege
aus. (76) So beeinflusst die Adhéasion die Proliferation, Migration und
Differenzierung von MSC und anderen Zellen. (75) Da erwiesen wurde, dass
insbesondere Laminine und Collagen | die osteogene Differenzierung von MSC
férdern (77), liegt der Gedanke nahe, Implantate mit diesen Proteinen zu
beschichten.

Integrine verbinden Laminine und andere Proteine der EZM mit Zellen. Bis jetzt

sind 11 Integrine als Verbindungselemente flr Laminine bekannt. (78)
2.9 Laminine

Laminine sind heterotrimere Glycoproteine. Sie sind ubiquitar, kommen aber
v.a. in der Basalmembran vor. Dort vermitteln sie zusammen mit anderen
Proteinen der EZM Zellverbindungen, Zellmigration und Architektur der
Gewebe. (79) Uber Integrine sind sie mit Zellen verbunden. Sie sind aus einer
a-, B- und vy-Untereinheit aufgebaut. Die Untereinheiten formen ein
kreuzférmiges Gebilde mit drei kurzen und einem langen Arm, die durch
Disulfidbricken verbunden sind. (80) Der lange Arm ist ca. 80nm lang und
besteht aus einer a-helikalen Superhelix aus allen 3 Ketten. Die 3 kurzen Armen
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Arme sind 35-50nm lang und bestehen aus je einer Kette. (81) Sie besitzen
globulare Doméanen an den N-terminalen Abschnitten ihrer drei Ketten und an
der C-terminalen Region der a-Kette. Diese dienen als Verbindungselemente.
Sie sind wichtig fir die Anordnung der Laminine und die Bildung von Polymeren
in der EZM. (81) In der Basalmembran kommt es (ber Nidogen zur
Wechselwirkung mit Collagen IV. (82)

Die Gruppe der Laminine wachst seit der Entdeckung des ersten Laminins im
Jahre 1979 standig. Im Moment sind 12 Peptidketten (finf a-Ketten, vier (-
Ketten und drei y-Ketten) bekannt, die sich als Heterotrimere zu 16

verschiedenen Lamininen zusammenflgen. (78)
2.9.1 Laminin 1/ Laminin 111

Das erste Laminin, das entdeckt wurde, das Laminin 1, wurde 1979 aus dem
Engelbrecht-Holm-Swarm-Tumor isoliert. Es setzt sich aus den 3 Ketten a1, 31
und y1 zusammen und wird deswegen auch als Laminin 111 bezeichnet. (83).
Es wurde gezeigt, dass Laminin 1 essentiell fir die Bildung der Extrazellularen
Matrix ist (84). Laminin 1 ist v.a. fir seinen férdernden Einfluss auf die
Hamatopoese bekannt.

2.9.2 Laminin-5/ Laminin 332

Laminin-5 wird auch als Kalinin, Nicein oder Epiligrin bezeichnet. Laminin 5 ist
aus den Untereinheiten a3, B3, und y2 aufgebaut und tragt deshalb unter
anderem auch den Namen Laminin-332. (85)

Laminin 5 hat eine einzigartige Struktur unter den Lamininen: Durch Splicing
existieren 2 Isoformen von Laminin 5: Laminin 3A32 ist eine gekirzte Form, bei
der das N-terminale Ende am kurzen Arm der a3-Untereinheit fehlt. Laminin-
3B32 besitzt die volle Lange. Laminin-3A32 gehdrt zu den Lamininen, die keine
Polymere bilden kénnen. Bisher ist das Vorkommen der y2-Untereinheit nur bei
Laminin 5 bekannt. Nach der Sekretion wird Laminin 5 in der EZM prozessiert.
Durch proteolytische Spaltung der a3- und 2- Untereinheit verandert Laminin-
5 seine biologische Aktivitat. (86, 87)

Laminin 5 hat zahlreiche Funktionen. Es bindet Uber seine LG-Doméanen an
unterschiedliche Integrine, v.a. a6p4 und a3p1, und an Collagen Typ VII. Es
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dient als Verbindung zwischen den Hemidesmosomen der Epithelzellen und
Fasern in der Matrix. (88) Es ist ein wichtiger Bestandteil der epithelialen
Basalmembran. Mutationen in den kodierenden Genen fir Laminin 5 fihren zu
Epidermiolysis bullosa. (89)

Laminin-5 und insbesondere seine die a3-Untereinheit wurden als wichtiger
Einflussfaktor auf die Adhasion und osteogene Differenzierung von hMSC
beschrieben (52). MSC haften Gber das a3B1-Integrin an Laminin 5. (90)
Laminin 5 verfligt tber eine einzigartige Struktur und biologische Aktivitat in der
Gruppe der Laminine. (86, 91) Die Interaktion von Laminin-5 mit dem Intergrin
a3B1 oder a6B4 beglnstigt durch intrazelluldre Signallbertragung das
Uberleben, die Vermehrung und die Migration von Zellen. Dies geschieht (iber
die Aktivierung verschiedener Signalwege. (92, 93, 94) Ldsliches Laminin 5
induziert im Gegensatz zu anderen Laminin die Migration von Zellen. (95)
Klees et. al wiesen 2005 eine Beschleunigung der osteogenen Differenzierung
durch Laminin-5 Uber eine erhéhte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
RUNX2 nach. (96) Hashimoto et al. zeigten 2006, dass Laminin 5 die
Proliferationsrate von MSC in nicht-osteogenem Kultivierungsmedium anregt.
Dies galt nicht nur fir die Kultivierung von MSC auf mit Laminin 5 beschichteten
Oberflachen, sondern auch fiir die Zugabe von Laminin 5 zum Kulturmedium.
Laminin 5 regt die Proliferation von MSC Uber die beiden Integrine a381 und
a6p1 an. (91)
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Abbildung 4: Die Struktur von Laminin 1/111 und Laminin 5/332 im Vergleich. Laminine
bestehen aus 3 Einheiten und sind unter dem Elektronenmikroskop als kreuzférmige
Makromolekile sichtbar. Die groBe G-Doméne am unteren Ende des langen Arms
enthalt 5 repetitive Sequenzen mit epidermal growth factor (EGF)-ahnlichen
Sequenzen. Die ersten 3 dieser Sequenzen, die Domadnen G1-3 enthalten
Bindugsstellen fur Integrine. G4 und G5 sind Bindungsstellen fur Proteoglykane. Im
Gegensatz zu Laminin 1 hat Laminin 5 gekirzte globuldare Domé&nen an den kurzen
Enden der &3, B3 und v¥2-Kette und verandert so dessen biologischen Eigenschaften.
Ubernommen aus (97)

2.10 Collagen

Collagen ist das Hauptprotein der extrazellularen Matrix. Aus Peptidketten (a-
Ketten) aus jeweils ca. 1000 Aminosauren bilden sich linksgéngige Helices.
Jeweils drei davon bilden eine rechtsgangige Helix, die ca. 200nm lang ist.
Heute kennt man 20 unterschiedliche Collagene, die sich aus unterschiedlichen,
durchnummerierten a-Ketten zusammensetzen. Ihr gemeinsames Merkmal ist,
dass jede 3. Aminosaure Glycin ist. Ebenfalls haufig kommen die Aminosauren
Prolin und Hydroxyprolin vor, deren Reste malBgeblich die Bildung der
linkgéngigen, gestreckten Helix beeinflussen. Im Inneren der Helix liegt die
kleinste bekannte Aminosaure Glycin. Das Resultat ist eine dichte, geschraubte
Struktur. Collagenfasern lagern sich oft zu dicken Biindeln zusammen, welche
unter dem Lichtmikroskop sichtbar sind. (98)
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2.11Collagen |

Die Tripelhelix von Collagen | wird von zwei a1 (I)-Ketten und einer a2(1)-Kette
gebildet. Es ist, genau wie Collagen Il, Il und V, ein fibrillares Collagen. Es
kommt vor allem in Haut, Sehnen, Knochen und Dentin vor. (99) Im
Knochengewebe macht Collagen | den gréBten Anteil der nicht mineralisierten
Matrix aus. Es wird von Osteoblasten unter dem Einfluss von Collagen VI
sezerniert. (100)

Vor einigen Jahren wurde entdeckt, dass im Knochen vorkommendes Collagen
| ebenso wie Vitronektin die osteogene Differenzierung von hMSC in &hnlichem
Umfang anregt wie I6sliche Nahrmedien zur osteogenen Differenzierung. (90)
In vorhergehenden Studien wurden bereits Vorziige der Beschichtung von
Implantaten mit Collagenen entdeckt. Da Collagen | an der Zelloberflache von
MSC UUber andere Integrinrezeptoren gebunden wird als Fibronektin und
Vitronektin, wird weniger Konkurrenz um die Bindungsstellen mit absorbiertem
Fibronektin und Vitronektin erwartet. Die Aktivierung des Collagen-selektiven
Integrins a2B1 induziert neben der Zelladhasion auch die osteogene
Differenzierung von MSC- (90, 101, 102, 103) Die Anhaftung von Osteoblasten

an Collagen | kommt Uber das a5B1-Integrin zustande. (104)
2.12 Fragestellung

Die Zielsetzung dieser Dissertation besteht darin, den Einfluss unterschiedlicher
Proteine der EZM (Laminin 1, Laminin 5 und Collagen 1) auf die Dynamik der
osteogenen Differenzierung von hMSC zu untersuchen.

Der klinische Hintergrund dieser Fragestellung besteht im Ansinnen, die
Einheilung von neu implantierten unzementierten Prothesen zu beschleunigen
sowie die Prothesenlockerung als Folge der Bildung periprothetischer
Membranen zu verhindern oder zumindest zu verzégern. In den letzten Jahren
gab es mehr Bestrebungen, die Bioaktivitat der Materialien von Implantaten zu
erhéhen. Die hierbei verwendeten Materialien fihren durch Wechselwirkungen
mit Proteinen zu einer Gewebsreaktion. Die anschlieBende Ausschiittung von
Wachstumsfaktoren und Proteinen beeinflusst den Heilungsprozess des
Gewebes und soll eine bessere Integration des Fremdkérpers in das Gewebe
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gewahrleisten. (105) Dies geschieht durch die Ausbildung von
Fibrinnetzwerken, die Einwanderung von Osteoprogenitorzellen und die
spezifische Zelldifferenzierung. (90, 106, 107)

Experimentell wurde nachgewiesen, dass Fibronectin-beschichtete
Implantatoberflachen zu einer raschen Einwanderung osteogener Zellen
fihrten. (106) Zusatzlich wiesen die osteogenen Zellen eine raschere
Proliferation auf. Somit erscheint es sinnvoll, Implantate mit Proteinen der EZM
zu beschichten. (108) Bei in-vitro-Versuchen, bei denen hMSC unter dem
Einfluss von FCS Kkultiviert wurden, wurde der férdernde Einfluss von
verschiedenen EZM-Proteine wie Collagen I, Laminin-5 und Vitronectin auf die
Anhaftung von hMSC und die osteogene Differenzierung nachgewiesen. ( 90,
96, 109, 110, 111)

Eine Forschergruppe um Klees hat den Einfluss von Laminin 5 auf die
osteogene Differenzierung von MSC untersucht. Es wurde postuliert, dass die
alleinige  Anwesenheit von Laminin 5 Uber die ERK (Extracellular-signal
Regulated Kinase) die osteogene Differenzierung von hMSC induziert. (96)
Diese Versuche fanden jedoch unter Bedingungen statt, bei denen die MSC
unter dem Einfluss von fetalem Kélberserum Kkultiviert wurden. Nun soll
untersucht werden, welchen Einfluss auf die osteogene Differenzierung Laminin
5 bei Kultivierung von MSC unter GMP+-Bedingungen, um hMSC
gegebenenfalls zu einem spéateren Zeitpunkt zur klinischen Nutzung zugénglich
zu machen.

In friheren Versuchsreihen, in denen die Versuche der Forschergruppe unter
Klees unter GMP+-Bedingungen nachgestellt wurden, wurde mittels
Attachment Assays nachgewiesen, dass die initiale Haftung von MSC und
Osteoblasten auf Laminin 1 und Laminin 5 sowie Collagen 1 bei einer
Stoffmenge von 5fmol erreicht werden konnte. In diesen Versuchen hatten
hMSC in Haftungsversuchen eine starkere Affinitat zu Collagen 1 als zu Laminin
5 und Laminin 1.(112) Daraus ergibt sich die Fragestellung, was die minimale
Stoffmenge ist, die zum Erreichen der Adhasion der MSC notwendig ist.
AuBerdem wurde der Einfluss von Laminin 1,5 und Collagen | auf die

Expression der osteogenen Marker nach 14-tdgiger osteogener Induktion
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untersucht. Die Experimente dieser Dissertation dienten folgenden

Fragestellungen:

1)

Zeigt sich bei der Kultivierung von MSC auf mit Laminin 5 beschichteten

Oberflachen im Gegensatz zu Beschichtungen mit Laminin 1 oder Collagen

1 ein Einfluss auf die friihe osteogene Differenzierung? Diese Fragestellung

soll mit zwei unterschiedlichen Versuchen beantwortet werden.

a) Fordert die Beschichtung mit diesen Proteinen die Mineralisierung nach
3, 7und 28 Tagen?

b) Veradndert sich die Expression von osteogenen Markern (Runx2,
Alkalische Phosphatase, Osteocalcin und Osteopontin) nach 3 bzw. 7
Tagen unter dem Einfluss von Laminin 5, Laminin 1 und Collagen 1?

Wird auch bei geringeren Stoffmengen als 5 fmol eine verstarkte initiale

Haftung von MSC und Osteoblasten auf Laminin 5 im Gegensatz zu Laminin

1 und Collagen 1 erreicht?
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3 Material und Methoden
3.1 Herkunft der MSC

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden MSC verwendet, die Patienten beim
operativen Einsetzen einer HUOft-TEP (Totalendoprothese) unter sterilen
Bedingungen entnommen wurden. Vorausgegangen war dem sowohl das
positive Votum der Ethikkommission der Universitat Tilbingen (Votumnr.
263/2007 B02), als auch die Einholung der schriftlichen Zustimmung der
jeweiligen Patienten. Nach Entnahme der MSC aus dem Knochenmark des
Femurs wurden sie in einem 50ml-Falcon mit Heparin in das Zelllabor
transportiert und dort aufgearbeitet. Die verwendeten MSC wurden aus dem
Knochenmark von 14 Patienten der Orthopadischen Universitéatsklinik Tubingen
und der BG-Unfallklinik Tubingen isoliert. Die Spender befanden sich zum
Operationszeitpunkt im Alter zwischen 26 und 85 Jahren.

3.2 lIsolation der MSC aus dem Knochenmark

Das 50ml-Falkon mit Heparin, in dem das Knochenmark transportiert wurde,
wurde mit PBS aufgefillt. Durch Ansaugen mit der Pipette und der
Zuhilfenahme einer Pinzette wurden Knochenstlicke aussortiert. Nach
zehnminltigem Zentrifugieren bei Raumtemperatur, bei 150g, sammelte sich
eine Fettschicht Gber dem Knochenmark an [1], die ebenfalls mit der Pipette
entfernt wurde. Je nach Fettgehalt und Kontamination des Knochenmarks
wurde dieser Vorgang bis zu dreimal wiederholt.

Die Knochenmarkszellen, die nun im unteren Bereich des Falcons ein Pellet
bildeten, wurden mit PBS vermischt [2] und auf 10 ml Ficoll aufgeschichtet [3].
Beim anschlieBenden Zentrifugieren bei Raumtemperatur fir 30 Minuten, 4009
ohne Bremse bildete sich eine Interphase, welche die MCS beinhaltete [4].
Diese Interphase wurde isoliert und einem neuen Zentrifugationsvorgang
zugefuhrt (RT, 150 g, 10min) [5].
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Abbildung 5: Skizze zur Darstellung der Isolation der hMSC aus dem Knochenmark
durch Dichtezentrifugation.

Das entstandene Pellet wurde nach Absaugen des Uberstands in 10 ml MSC-
Kultivierungsmedium (siehe Tabelle 2) resuspendiert. Je 3,5 * 10° Zellen
wurden auf die Zellkulturflaschen verteilt und anschlieBend mit 8 ml MSC-
Kulturmedium bedeckt. Der erste Mediumwechsel fand nach 24 Stunden statt.
Danach wurden die Plastik-adhdarenten MSC, die bei diesem Schritt nicht
weggeschwemmt wurden, bei 5% CO2 und 37°C im CO:z2 - Inkubator aufbewahrt.
(52)

3.3 Kultivierungsmedium der MSC

Das Kultivierungsmedium stellt Nahrstoffe flr die wachsenden Zellen bereit und
bietet ein stabiles Milieu, z.B. in Bezug auf den pH-Wert. Durch den Zusatz von
Antibiotika bietet das Kulturmedium einen Schutz vor Mikroorganismen. Jedes
75-ccm Falcon wurde mit 8ml Kultivierungmedium ausgestattet, das im
Rhythmus von 3 oder 4 Tagen vollstindig ausgetauscht wurde. Die
Komponenten des Kulturmediums sind in Tabelle 2 aufgefihrt. (52)

Das MSC-Kultivierungsmedium wurde fir alle Experimente, die mit den MSC
durchgefihrt wurden, verwendet, ausgenommen die osteogene und adipogene

Differenzierung.
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Tabelle 2: MSC-Kultivierungsmedium

Material Menge Hersteller

DMEM low Glucose (1g/1) 450 ml Gibco

Fresh Frozen Plasma 25 ml Blutbank Tubingen
Thrombozytenlysat 25 ml Blutbank Tubingen
Penicillin/ Streptomycin 5ml Gibco

L-Glutamin 5ml Lonza

Heparin Natriumsalz 1g 1 ml Carl Roth GmbH & Co Kg

3.4 Passagieren der MSC

Die Versuche mit den MSC erfolgten in der 3. Passage, darum wurden sie
insgesamt drei Mal umgesetzt. Erreichten die Zellen in den Kulturflaschen eine
Konfluenz von 80%, erfolgte das Passagieren, um Nahrstoffmangel oder
vorzeitige osteogene Differenzierung zu verhindern. Nach Absaugen des
Medium wurden die Flaschen mit 5ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurde
4ml einer Enzymlésung aufgetragen, um die Zellen vom Plastik zu I6sen. Beim
Umsetzen von der Primarkultur in die erste Passage wurde dazu Trypsin
verwendet, in den darauffolgenden Passagen Accutase, welche weniger
aggressiv ist. Die Enzymlésungen wirkten 6 Minuten bei 37°C im COz-Inkubator
auf die MSC ein. Durch Beklopfen der Kulturflaschen sollten die Zellen
vollstandig gelést werden. Mithilfe des Mikroskops wurde kontrolliert, ob die
MSC nun frei in der FlUssigkeit flottierten, andernfalls wurden die Flaschen
erneut flr zwei Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde nun durch Zugabe von
4ml Kultur-Medium abgestoppt. Die Zellen wurden in 50ml-Falcons GUberfihrt
und 7min bei 7°C, 1500rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
die Zellen in 10ml MSC-Kultivierungsmedium resuspendiert. Nun wurde die
Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop ermittelt.

Hierzu wurde die Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau gemischt. Die
Neubauer Zéahlkammer wurde mit dieser Losung beflllt. Die Anzahl der vitalen
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Zellen in den 4 GroBquadraten der Neubauer-Zahlkammer wurde ermittelt. Mit
Hilfe folgender Formel wurde die Zellzahl/ml ermittelt:
Zellzahl / ml = Zellzahl / 4 Grquuadrate x Verdiinnungsfaktor 0,5 x 104

Tote Zelle, mit Trypanblau gefarbt

Vitale Zellen, keine Anfarbung

E
el . g

Abbildung 6: Ausschnitt aus einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop. Jede
Neubauer-Zahlkammer enthalt 4 dieser Felder. Hell erscheinende Zellen sind vital, ihre
Membran lasst kein Durchdringen des Farbstoffs Trypanblau zu. (113) In 4 dieser
Quadrate werden die vitalen, nicht angeférbten Zellen gezahlt, um die Anzahl an Zellen
pro Milliliter zu ermitteln.

AnschlieBend wurden die MSC mit einer Zellzahl von 3,5*10° in der ersten
Passage, in den darauffolgenden Passagen mit einer Zellzahl von 1,5*10° je
Kulturflasche ausgesat und mit 8ml Kulturmedium bedeckt. (52)

3.5 Nachweis des pluripotenten Potentials der MSC

Den Kriterien der Arbeitsgruppe um Friedenstein zufolge haben MCS das
Potential, sich zu Osteoblasten, Adipozyten oder Chondrozyten zu
differenzieren. (114) Um dieses pluripotente Potential nachzuweisen, wurde bei
7 Patientenkulturen folgender Versuch durchgefihrt:

In der 2. oder 3. Passage wurden auf einer 6-Well-Platte 5*10* Zellen je Well
ausgesat. Diese wurden mit GMP+-Medium kultiviert, bis die MSC eine
Konfluenz von 80% aufwiesen. Von diesem Punkt an wurden flir die Dauer von
28 Tagen je 2 Wells mit Kontrollmedium, OD-Medium und AD-Medium geflttert,
wobei der Mediumwechsel auch hier alle 3 oder 4 Tage stattfand. Die
Induktionsmedien enthielten im Gegensatz zum Kultivierungsmedium und zum
Kontrollmedium 10% fetales Kalberserum (FKS). Das AD-Medium induzierte die
Entstehung von Adipozyten mit Fett-Vakuolen, die mit der Oil-Red-Farbung
sichtbar gemacht wurden. Unter dem Einfluss des OD-Medium wurde die
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Osteogenese induziert, die nach Ablauf von 28 Tagen mittels der Von-Kossa-
Farbung nachgewiesen wurde. Die mit Kontrollmedium kultivierten MSC sollten
weder durch die von-Kossa-, noch durch die Oil-Red-Farbung eine deutliche
Farbanreicherung zeigen und so als Negativ-Kontrolle dienen.

Tabelle 3: Kontrollmedium: Es enthélt keine Stoffe, welche die Osteogenese oder
Adipogenese der MSC induziert. (KO) Im Unterschied zu dem MSC-Kulturmedium
enthalt es nur wenig FFP und Thrombozytenlysat.

Inhaltsstoff Menge Hersteller

DMEM low Glucose 450ml Gibco

L-Glutamin 5mi Lonza
Penicillin/Streptomycin 5mi Gibco

Heparin Natriumsalz 1ml Carl Roth GmbH & Co Kg
Fresh Frozen Plasma 500ul Blutbank Tlbingen
Thrombozytenlysat 500ul Blutbank Tubingen

3.5.1 Nachweis der adipogenen Differenzierung der MSC durch die
Oil-Red-Farbung

Die MSC in den 6-Wells wurden mit GMP+-Medium ernahrt, bis sie eine
Konfluenz von 80% erreichten. AnschlieBend wurden MSC in 2 Feldern einer 6-
Well-Platte 28 Tage lang mit Spezialmedium ernahrt, welches die Adipogenese
induziert (AD-Medium). Die Inhaltsstoffe sind in der Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4: Medium, das die adipogene Differenzierung der MCS induziert (AD-Medium)

Inhaltsstoff Menge Hersteller
DMEM high glucose 426ml PAA

FCS 10% 50ml Biochrom AG
Penicillin/Streptomycin 10ml Gibco
Fungicide eml Biochrom AG
3-Isobutylxanthin 5mi Sigma
Indomethacin 2ml Calbiochem
Dexamethason (0,1uM) 500ul Sigma
Insulin (human) 500ul Sigma
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Die QOil-Red-Farbung erfolgte fir jede untersuchte Patientenkultur bei jeweils 2
6-Well-Platten, in denen MSC mit AD-Medium kultiviert wurden, sowie einer 6-
Well-Platte, in der MSC mit Kontrolimedium kultiviert wurden.

Die Oil-Red-Stammldésung besteht aus 0,5g Oil-Red, welches mit 100ml
Isopropanol verdinnt wurde. AnschlieBend wird mit aqua dest. eine Mischung
im Verhéltnis 3:2 hergestellt, die 24 Stunden spater filtriert wird.

Um die Fettvakuolen mit Oil-Red anzuférben, wurde zunéchst das Medium aus
den Wells abgesaugt. AnschlieBend wurden die Wells mit 2ml der Oil-Red-
Farbelésung bedeckt. Nach 30 Minuten wurde die Farbelésung entfernt und die
Platten drei Mal mit PBS gespdlt. Die rot angefarbten Fettvakuolen waren unter
dem Mikroskop sichtbar und wurden fotographisch festgehalten. Auch
makroskopisch lie3 sich eine rote Anfarbung der ganzen 6-Well-Platten

feststellen.

Abbildung 7: 6-Well-Platte, die nach Kultivierung der MSC mit AD-Medium mit Oil-Red
angefarbt wurde

3.5.2 Nachweis der osteogenen Differenzierung der MSC durch die
von-Kossa-Farbung

Nach Erreichen einer Konfluenz von 80% wurden MSC in 2 Feldern einer 6-
Well-Platte 28 Tage lang mit OD-Medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte die
von-Kossa-Farbung. Auch eine 6-Well-Platte der gleichen Patientenkultur, die
28 Tage lang mit Kontrollmedium kultiviert wurde, wurde mit der von-Kossa-
Technik angefarbt.
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Tabelle 5: Inhaltsstoffe des osteogenen Induktionsmediums (OD)

Inhaltsstoff Menge Hersteller
DMEM high Glucose 427ml Gibco

10% FCS 50ml Biochrom AG
B3-Glycerolphosphat 10mM | 5ml Sigma
Penicillin/Streptomycin 5ml Gibco
Fungizione/ Fungicid 6ml Biochrom AG
L-Ascorbinsaure 0,17mM 1,75ml Sigma
Dexamethason 0,1uM 500ul Sigma

Die von-Kossa-Farbung dient als Standardmethode zum Nachweis von
Mineralisierung von osteogenen Zellkulturen. Silberionen binden an die
Anionen von Calciumsalzen. Die anschlieBende Reduktion der Silbersalze fuhrt
zu einer dunkelbraunen oder schwarzen, metallisch glanzenden Anfarbung.

Nach Absaugen des Mediums aus den 6-Well-Platten erfolgte die Fixierung mit
auf -20°C tiefgeklhltem, 100-prozentigem Methanol fir 5 Minuten.
AnschlieBend wurden die Platten zweimal mit Aqua dest. gewaschen. Nun
wurde die Silbernitrat-Farbel6sung aufgetragen. Nach einer Einwirkzeit von 60
Minuten im Dunkeln wurden die Platten erneut zweimal mit Aqua dest.
gewaschen. Im nachsten Schritt wurde eine Natriumcarbonatlésung
aufgetragen. Diese wurde nach zweiminltiger Einwirkzeit entfernt und die
Platten zweimal mit Aqua dest. gespdalt. Im letzten Schritt wurde eine Natrium-
Thiosulfatlésung fur zwei Minuten aufgetragen und die Platten anschlie3end
wieder zweimal mit Aqua dest. gewaschen. Auch die Ergebnisse dieser

Farbung wurden photographisch festgehalten.
3.6 FACS-Analyse der MSC

Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung lasst anhand unterschiedlicher
Auspragung von Oberflachenmarkern eine Unterscheidung zwischen
unterschiedlichen Zelltypen zu. Ein Kriterium zur Einordnung von MSC ist die
Exprimierung von CD73, CD90 und CD 105, und das Fehlen von CD14, CD 34
und CD45.
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Die FACS-Analyse wurde bei allen verwendeten MSC-Kulturen in der 2. oder 4.
Passage durchgeflihrt. Dazu wurden je 3 Zellkulturflaschen einer Zelllinie
verwendet. Waren die MSC zu 80% konfluent, wurde das Kultivierungsmedium
durch Kontrollmedium ersetzt. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit
Accutase vom Flaschenboden gelést und bei 7°C, 1500rpm, 7 Minuten lang
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 10,5ml| PFEA-Puffer (Tabelle 6)
geldst.

Die Zellsuspension wurde auf 7 nummerierte 2,0 ml-Safe-Lock Tubes verteilt.
Die Réhrchen wurden 4 Minuten lang bei 3009/0,3 rcf zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Nun wurde 50ul Gammunex in jedes Cup pipettiert. Nach
grindlichem Mischen durch den Vortexer wurden die Cups 20 Minuten lang bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Danach wurde 1ml PFEA-Puffer in jedes Eppendorf-
Cup gegeben und die Cups nach erneutem Zentrifugieren (4 Minuten, 3009)
dekantiert. Nun wurden je 50ul der unten aufgefihrten Antikérperlésungen auf
die Proben verteilt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Antikérperlésungen, die bei der FACS-Analyse verwendet wurden

Probe |Funktion | Anti- Farb- |Hersteller Verdinnungsschema
kérper | stoff

—

Kontrolle 50ul PFEA

2 Positiv- |CD73 |PE BD Pharmingen | 20ul CD73+35ul PFEA
3 Marker |CD90 |PE R+D Systems |10yl CD90+45 pl PFEA
4 CD105 |FITC |AbD serotec 10ul CD105+45 ul PFEA
5 Negativ- |CD14 |PE BD Pharmingen | 10ul CD14+45 ul PFEA
6 Marker |CD34 |PE Biolegend 5ul CD34+50 pl PFEA

7 CD45 |PE Biolegend 10ul CD45+45 pl PFEA

Die Proben wurden erneut 20 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Danach
wurde 1ml PFEA-Puffer in jedes Cup pipettiert, die Cups 4min bei 300g
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das verbleibende Pellet wurde in
300ul PFEA-Puffer resuspendiert und in die FACS-Réhrchen Uberfihrt. Diese

wurden bis zur Messung im FACS-Gerat kiihl und dunkel gelagert.
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Die FACS-Analyse wurde an dem Modell BD LSR Il mithilfe der BD FACSDiva™
Software durchgefiihrt. Fir die Farbstoffe PE und FITC wurde als Voreinstellung
eine Wellenlange von 370nm gewahlt. Mit Hilfe des Programms FlowJo wurden
die Ergebnisse ausgewertet und in Form eines Kurvendiagramms dargestellt.
(52)

3.7 Attachment Assay

Bei diesem Versuch sollte geprift werden, wie gut MSC an verschiedenen
Proteinen, insbesondere Laminin 5 haften, und wie viel von diesen Proteinen
dazu mindestens notig ist.

Dieser Versuch wurde auf 35mm-Petrischalen durchgeftihrt. Auf der Rickseite
wurde ein Kreis mit 4 Quadranten gezeichnet, wovon ein Quadrant nochmals
halbiert wurde. Diese Kreisanteile wurden mit Laminin 5 Laminin 1, Collagen |,
BSA (als Negativprobe) und Fibronectin beschriftet.

Fibronectine sind groBe Glykoproteine (500 kDa). Sie prasentieren sich in der
Form von Dimeren aus zwei gro3en Untereinheiten, die durch Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Durch Splicing entstehen viele verschiedene
Isoformen von Fibronectin. (115) Im Koérper existiert Fibronectin sowohl in
flissiger Form als auch als unlésliche Fasern auf der Zelloberflache. MSC
bilden Integrine aus, die eine Verbindung vom Cytoskelett der Zelle zum
Fibronectin formen. Durch mechanischen Zug werden weitere Fibronectine zur
Verflugung gestellt. (116, 117) Es kommt zu einer hohen Initialhaftung der MSC.
(118) Aus diesem Grund eignet sich Fibronectin gut als Positivprobe bei
Zellhaftungsversuchen.

Am Rand der Innenseite der Petrischalen wurde mit einem Fettstift ein Kreis
aufgezeichnet, um die Flache, auf der die Flissigkeit sich spater verteilen sollte,
einzugrenzen.

Zuvor waren Laminin 1, Laminin 5 und Collagen | mit PBS auf eine
Konzentration von 1fmol/ul verdinnt worden. In die Mitte der Kreisabschnitte
wurde mit einer Pipette 1ul dieser Proteinlésungen als Tropfen aufgetragen. Mit
dem Ziel, eine Proteinmenge von 2 oder 3 fmol zu erreichen, wurden
gegebenenfalls 1ul-Tropfen Ubereinander aufgetragen. Ebenso wurden auf die
Felder fr Positiv- und Negativ-Probe 1 pl Fibronectin und BSA aufgetragen.
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Die Protein-Tropfen auf den Petrischalen trockneten fir 15 Minuten an der Lulft.
Danach wurde auf jede Petrischale 200ul einer 1% BSA-Lésung in PBS
pipettiert. Die FlUssigkeit wurde gleichmaBig verteilt und die Petrischalen
wurden 1 Stunde lang im Brutschrank inkubiert.

FOr die Haftungsexperimente wurden MSC aus der 3. Passage benutzt.
Erreichten sie eine Konfluenz von 80%, wurde am Vortag des Attachment Assay
das Kulturmedium durch Kontrollmedium ausgetauscht. Jede Kulturflasche
enthielt genug Zellen fir je eine 35mm-Petrischale. Die Zellen wurden mit
Accutase abgelést. Das nach dem Zentrifugieren entstandene Pellet wurde in
10ml DMEM ohne Zusatzstoffe gelést und 40 Minuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension nochmal zentrifugiert und die
Zellen wurden in 200pl Spezial-DMEM pro Petrischale aufgenommen.
Spezial-DMEM wurde aus den Bestandteilen 2ml DMEM, 200ul 1% BSA und
20pl lonenmix gemischt.

Nach der Inkubationszeit wurde die Flussigkeit aus den Petrischalen entfernt
und die Platten wurden mithilfe einer Pipette zweimal mit 500ul PBS
gewaschen. 200ul der Zellsuspension wurden auf jede Petrischale pipettiert und
gleichmaBig verteilt. Die Petrischalen wurden, je nach Versuchsaufbau,
nochmals fir 15 Minuten oder 30 Minuten bei 37°C, 5% CO2 inkubiert.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension aus den Petrischalen entfernt und die
Schalen grindlich mit PBS gewaschen. 400ul PBS wurden in die Petrischale
pipettiert. Mit einer 200pl-Pipette wurden die angezeichneten Linien auf dem
Boden der Petrischale unter Einsaugen und AusstoBen der Flissigkeit knapp
tber dem Schalenboden abgefahren. Jede Linie wurde 5 Mal auf diese Weise
mit der Pipette abgefahren. SchlieBlich wurde das PBS bis auf einen kleinen
Rest entfernt, um das vorzeitige Austrocknen der MSC zu verhindern. Die
eingeteilten Felder der Petrischalen wurden nun dem unter dem Anxiovert 200M
Mikroskop (Zeiss) fotografiert. (52, 119)
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3.8 Nachweis der osteogenen Differenzierung von hMSC auf
proteinbeschichteten 6-Well-Platten durch die von-Kossa-
Farbung

Zum Nachweis der osteogenen Differenzierung wurden MSC in der 3. Passage
auf mit Proteinlésungen beschichtete 6-Well-Platten kultiviert. Nach Erreichen
einer Konfluenz von 80% wurden sie flr einen definierten Zeitraum von 3, 7 und
28 Tagen mit osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Parallel dazu
wurde eine 6-Well-Platte mit MSC der gleichen Patientenkultur mitgefiihrt, die
mit Kontrollmedium kultiviert wurde. Nach Ablauf des jeweiligen zu
untersuchenden Zeitraums wurden die MSC entfernt. Die 6-Well-Platten
wurden der von-Kossa-Farbung unterzogen. AnschlieBend wurden
Detailausschnitte der Platten unter dem Mikroskop fotografiert. AuBBerdem
wurden die ganzen 6-Well-Platten eingescannt und die Graustufen mithilfe des
Programms ImagedJ analysiert.

Zunachst wurden die 6-Well-Platten mit Proteinldsungen beschichtet. Diese
bestanden aus den Proteinen Laminin 1, Laminin 5 und Collagen 1, welche mit
der Konzentration von 1ug/ml in PBS gel6st wurden. Auf je ein 35mm-Well
wurde 1,5ml der Proteinlésung aufgetragen und die Lésung durch Schwenken
der Platten verteilt. Die Platten wurden Uber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt.
Am nachsten Tag wurde die Proteinlésung entfernt, die Platten mit PBS
gewaschen und an der Luft getrocknet.

Die Zellen wurden in der 3. Passage mit einer Zellzahl von 5 x 10* Zellen pro
Well ausgeséat, wobei jeweils 2 Platten mit der gleichen Proteinlésung
beschichtet wurden, um einen Vergleich zwischen der Kultivierung mit
Differenzierungsmedium und Kontrollmedium ziehen zu kbénnen. Zudem
wurden auch zwei unbeschichtete Platten mit Zellen bestickt, um zu erkennen,
wie die MSC sich auf Plastik ohne Proteinbeschichtung entwickeln.

Die Zellen in den 6-Well-Platten wurden mit je 2ml GMP+-Medium kultiviert, bis
sie eine Konfluenz von 80% erreichten. Von diesem Zeitpunkt an wurde ein Teil
der MSC mit osteogenem Differenzierungsmedium, der andere mit
Kontrollmedium ernéhrt. Diese Phase dauerte bei einem Teil der Kulturen 28
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Tage, bei einem anderen Teil wurde der Versuch fir den Zeitraum von 3 und 7
Tagen durchgefihrt.

Am Ende der Kultivierung mit osteogenem Differenzierungsmedium bzw.
Kontrollmedium wurde die Einlagerung von Calciumapatit in die extrazellulare
Matrix als Zeichen der osteogenen Differenzierung mithilfe der Von-Kossa-
Farbung nachgewiesen.

Nach der Farbung wurden charakteristische Detailausschnitte der gefarbten
Platten fotografiert. Zuséatzlich wurden die 6-Well-Platten eingescannt, um einen
Vergleich der Intensitat der Farbung zu erstellen. AnschlieBend wurde mithilfe
des Grafik-Programms Imaged der Grauwert der einzelnen Platten analysiert.
Die Graustufe der Platten wurde als Zahl angegeben, die sich zwischen 0 und
200 befindet. Hierbei gqilt, das gréBere Zahlen einen helleren Ton
wiederspiegeln. Zur logischeren Darstellung wurde der Kehrwert dieser Zahlen
gebildet. (52)

3.9 Kultivierung von MSC in proteinbeschichteten Kulturflaschen

Der Flaschenboden der 75ccm-Falcons wurde mit Proteinlésungen beschichtet,
um das osteogene Differenzierungsverhalten der MSC auf beschichtetem
Plastik zu beobachten. Mittels RT-PCR wurde die Expression von vier
ausgewahlten osteogenen Markergenen - Osteopontin, Osteocalcin, Alkalische
Phosphatase und Runx-2 — untersucht. Folgende Proteine wurden zur
Beschichtung verwendet:

Tabelle 7: Proteinlésungen zur Beschichtung der Kulturflaschen

Protein Hersteller Ausgangskonzentration
Laminin 1 Sigma 1mg/ml

Laminin 5 Abcam 0,65mg/ml

Collagen 1 BD Biosciences 200ug/ml

Durch Verdinnung mit PBS wurden Proteinlésungen mit einer Konzentration
von 1ug/ml hergestellt. Die Zellkulturflaschen wurden mit jeweils 5ml dieser

Lésungen befiullt und Uber Nacht im Kihlschrank (4°C) aufbewahrt. Die
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Uberschissige Proteinlésung wurde abgenommen und die Flaschen mit PBS
gespult. Nach dem die Flaschen an der Luft getrocknet waren, wurden sie mit
1,5*10° MSC in der 3. Passage und 10ml GMP+-Medium befUllt.

Die MSC wurden zunachst mit MSC-Medium kultiviert, bis sie eine Konfluenz
von 80% erreichten. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen fir 3 bzw. 7 Tage
mit OD-Medium bzw. Kontrollmedium (welches weder die Adipogenese noch
Osteogenese der MSC induziert) kultiviert. Insgesamt wurden je Patientenprobe
16 Flaschen zur Uberpriifung der osteogenen Differenzierung mitgefiihrt, da
zwei Zeitpunkte (83 und 7 Tage) Uberprift wurden und zusétzlich zu den
beschichteten Flaschen die Kultivierung auch auf unbehandeltem Plastik
erfolgte. (52)

Tabelle 8: Schema zur Beschichtung, der Kulturdauer und den verwendeten
Differenzierungsmedien der vorbereiteten Kulturflaschen. OD = osteogenes
Differenzierungsmedium, KO= Kontrollmedium.

Kultur-Dauer 3 Tage 7 Tage
Beschichtung: | Differenzierungsmedium: Differenzierungsmedium:
Laminin 1 oD KO OD KO
Laminin 5 oD KO oD KO
Collagen | oD KO oD KO
unbeschichtet |OD KO OD KO

3.10 Analyse der Expression osteogener Markergene

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, die Expression der osteogenen Markergene
Osteopontin, Osteocalcin, Alkalische Phosphatase und Runx-2 nach
Kultivierung auf den proteinbeschichteten Kulturflaschen zu untersuchen.
Dies erfolgte in 3 Schritten:

1. Isolation der RNA der MSC

2. Umschreiben der RNA in cDNA

3. Quantitative Real Time PCR (RT-PCR)

Die ausfihrliche Versuchsanleitung findet sich im Anhang dieser Arbeit. (52)
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4 Ergebnisse

4.1 Zellkultur der MSC

Nach Isolation aus dem Knochenmark wurden die MSC auf 2 bis 3
Kulturflaschen verteilt. Durch einen Mediumwechsel nach 24 Stunden wurde
sichergestellt, dass nur diejenigen Zellen proliferieren konnten, die am
Flaschenboden adhéarent waren. Zunachst bildeten die einzelnen Zellen
spindelférmige Fortsatze und formten sich spater zu Kolonien. Nach dem
Erreichen einer Konfluenz von 80% konnten sie in die erste Passage umgesetzt
werden.

Bis zum Zeitpunkt der Versuche wurden die Zellkulturen drei Mal passagiert.
Bei jedem Passagieren wurde die Anzahl der lebenden Zellen nach Abldsen
vom Flaschenboden mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. So wurde
das Ausséen einer definierten Zahl von MSC in die Kulturflaschen erméglicht.

250um

Abbildung 8: Zellen der MSC-Kultur ABC am 4. Tag der 2. Passage. Die Zellen hatten
stellenweise eine Konfluenz von 80% erreicht, sodass sie zu diesem Zeitpunkt in die
nachste Passage umgesetzt wurden.

In der ersten Passage wurden die Zellen mit einer Zellzahl von 3,5*10%, in den
darauffolgenden Passagen mit einer Zellzahl von 1,5*10° je Kulturflasche
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ausgesat. Sie wurden mit MSC-Kultivierungsmedium unter GMP-konformen
Bedingungen gezichtet, bis sie in der 3. Passage verschiedenen Versuchen
unterzogen wurden. Unter dem Einfluss dieses Mediums erreichten die Zellen
in der Primarkultur nach durchschnittlich 10,5 Tagen eine Konfluenz von 80%
und konnten umgesetzt werden. Die MSC erreichten in der 1. Passage nach 5,4
Tagen eine Konfluenz von 80%, in der 2. Passage nach 6,5 Tagen und in der
3. Passage nach 5,6 Tagen. Die MSC, die fiir die Versuche verwendet werden
wurden, erreichten nach insgesamt 26,4 Tagen eine Konfluenz von 80% in der
3. Passage. (52)

Einige Kulturen erreichten die 3. Passage nicht, weil sie schon in der
Primarkultur nicht plastik-adhdrent waren. Dies war bei zwei der isolierten
Zellkulturen der Fall. Jene Zellkulturen wurden bei der Interpretation der
Versuchsergebnisse und des Wachstums der MSC nicht berlcksichtigt. Drei
der isolierten und angezilchteten Zellkulturen proliferierten nach dem Umsetzen
in darauffolgende Passagen nicht mehr und wurden ebenfalls verworfen,
konnten bis zu diesem Zeitpunkt teilweise aber noch fir Versuche verwendet

werden.

Entwicklung der Zellzahlen der MSC
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Abbildung 9: Entwicklung der Zellzahlen der MSC von der Primarkultur bis zur 2.
Passage. Die Zellzahlen wurden mithilfe der Neubauer-Zahlkammer beim Umsetzen
der Zellen ermittelt. In diesem Diagramm sind die Mittelwerte sowie die Spannbreiten
der Zellzahlen angegeben.
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In Abbildung 9 st das Expansionsverhalten der verschiedenen
Patientenkulturen im Vergleich dargestellt. Hier sind die Mittelwerte der Zellzahl
zu verschiedenen Zeitpunkten sowie die Spannbreite der individuellen
Zellzahlen ersichtlich. Die erste Ermittlung der Zellzahlen fand am Ende der
Priméarkultur vor dem Umsetzen in die erste Passage statt. Die Zellzahl nach
der 3. Passage wurde nicht ermittelt, sondern die Zellen direkt fir Versuche
verwendet. Es zeigten sich deutliche Unterschiede im Expansionsverhalten.
Beispielsweise wiesen die Kulturen PPH und HFR bei der Zahlung der Zellen
beim Umsetzen von der 2. in die 3. Passage die hdchste Zellzahl auf, wahrend
die Kulturen FSW und JPK sich nur wenig vermehrten.

Zu beachten ist dabei jedoch auch die unterschiedliche Zellzahl zu Beginn der
Kultivierung, abhangig davon, wie viele Zellen aus dem Knochenmark isoliert

werden konnten.
4.2 FACS-Analyse der MSC

Bei allen verwendeten MSC-Kulturen wurde die FACS-Analyse durchgefihrt,
um sicherzustellen, dass die MSC erfolgreich von den hadmatopoetischen Zellen
separiert wurden. Zur FACS-Analyse wurden jeweils 3 Zellkulturflaschen mit
einer Zelldichte von 80% in der 2.Passage verwendet. War die FACS-Analyse
aufgrund mangelnder Zellzahl nicht mdglich, so wurde die sie in der 3. oder 4.
Passage wiederholt. Mit Hilfe des Programms FlowJo erfolgte die Auswertung
der FACS-Analyse in Form von Histogrammen.

MSC exprimieren die Oberflachenmarker CD 73, CD 90 und CD 105, nicht
jedoch die Oberflachenmarker CD 14, CD 34 und CD 45 (siehe Kapitel 2.5.1).
Alle mittels FACS-Analyse untersuchten MSC entsprachen diesen Kriterien.
Beispielhaft sind in Abbildung 10 die Ergebnisse der FACS-Analyse der
Patientenkultur BSR dargestellt. (52)
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Abbildung 10: Histogramme der FACS-Analyse fur die MSC-Kultur BSR. Die Zellen
wiesen nicht die Oberflachenmarker CD 14, CD 34 und CD 45 auf. Sie besaBBen die
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4.3 Pluripotentes Potential der MSC

Laut den Kriterien von Friedenstein et al. besitzen MSC das Potential, sich unter
geeigneten Bedingungen zu Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten zu
entwickeln. Um dieses pluripotente Potential nachzuweisen, wurden die von
Kossa-Farbung zum Nachweis osteogener Differenzierung und die Oil-Red-
Farbung zum Nachweis adipogener Differenzierung durchgefihrt.

Die MSC wurden in der 3. Passage in 6-Well-Platten mit einer Anzahl von 5*104
Zellen pro Well ausgesat. Sie wurden durchschnittlich 6,2 Tage mit GMP+-
Medium ernéhrt, bis sie eine Konfluenz von 80% erreichten. Je zwei Platten
einer 6-Well-Platte wurden 28 Tage lang mit Kontrollmedium, osteogenem
Differenzierungsmedium und Adipozyten-Medium kultiviert. Anschlie3end
wurden die Platten mit der von-Kossa-Farbung zum Nachweis der Bildung von
Calciumkristallen und mit der Oil-Red-Farbung zum Nachweis von Fettvakuolen
angefarbt. Zum Vergleich wurden die von-Kossa-Farbung und die Oil-Red-
Farbung auch bei je einer Platte mit MSC, die mit Kontrolimedium kultiviert

worden waren, durchgefihrt.

AD-Medium
Oil-Red-Farbung

: OD-Medium Kontrollmedium
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Abbildung 11: 6-Wellplatte, auf der MSC der Kultur WSL zum Nachweis ihres
pluripotenten Potentials 28 Tage lang mit Differenzierungsmedien angezlchtet und
anschlieBend mit Oil-Red- und der von-Kossa-Farbung angefarbt werden. Die Platte
wurde anschlieBend eingescannt. Die MSC, die mit AD-Medium kultiviert wurden,
lieBen sich durch die Oil Red-Farbung rot anfarben. Die MSC, die mit OD-Medium
kultiviert wurden, produzierten eine Matrix, die mit der Von-Kossa-Farbung dunkel
angefarbt wurde. Unter dem Einfluss von Kontrollmedium kam es zu keiner adipogenen
und osteogenen Differenzierung.
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Die Qil-Red- und von-Kossa-Farbung wurde bei 7 verschiedenen Kulturen
durchgefihrt. Beispielhaft sind hier Detailaufnahmen mit einer 150-fachen
VergréBerung dargestellt.
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Abbildung 12: Zellen der MSC-Kultur WSL, die 28 Tage lang mit adipogenem
Induktionsmedium kultiviert wurden. Mit Hilfe der Oil-Red-Farbung wurden die
Fettvakuolen der Zellen leuchtend rot angefarbt.

Abbildung 13: Zellen der MSC-Kultur GIR, die 28 Tage lang mit osteogenem
Induktionsmedium kultiviert wurden. Mit Hilfe der Von-Kossa-Farbung wurden
Calciumphosphateinlagerungen dunkel angefarbt.
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MSC, die unter OD-Bedingungen kultiviert wurden, nahmen eine kuboide
Zellform an. Es ist erkennbar, dass MSC, die 28 Tage lang mit Osteogenem
Differenzierungsmedium kultiviert wurden, sich mit der Von-Kossa-Farbung
dunkel anférben lassen. MSC, die mit adipogenem Differenzierungsmedium
gezlchtet wurden, bildeten Fettvakuolen aus, welche mit der Oil-Red-Farbung
rot angefarbt wurden. Diese Anfarbbarkeit lie3 sich bei allen untersuchten MSC-
Kulturen nach mehrtagigem Kontakt mit dem  entsprechenden
Induktionsmedium reproduzieren. Jedoch ist auch zu beobachten, dass
teilweise erhebliche Unterschiede in der Intensitat der Farbung bestanden. Bei
der von-Kossa-Farbung kam dies teilweise durch eine Ablésung der gefarbten
Matrix vom Boden der Kulturplatte wahrend des Farbeprozesses zustande.
Mikroskopisch lie3 sich erkennen, dass nicht alle Zellen rot angefarbte
Fettvakuolen ausbilden. Die Zahl und GréBe der Fettvakuolen wies eine hohe
Variabilitdt zwischen verschiedenen Stellen einer Kulturplatte und zwischen
unterschiedlichen Kulturplatten auf. MSC, die mit Kontrollmedium kultiviert
wurden, zeigten keine Anfarbbarkeit mit der von-Kossa-Farbung und der Oil-
Red-Farbung.

Aufgrund der hier nachgewiesenen eindeutigen Farbeeigenschaften der MSC
ist davon auszugehen, dass sie osteogenes und adipogenes
Differenzierungspotential haben. (52)

4.4 Haftung der MSC auf Proteinen der extrazellularen Matrix

Mittels Attachment Assays wurde die initiale Haftung von MSC auf Laminin 1,
Laminin 5 und Collagen 1 untersucht. Dazu wurden die Proteine aufgelést und
auf die Petrischalen gespottet.

Jeweils 1, 2 und 3 fmol der verschiedenen Proteine wurde auf die Petrischalen
aufgetragen. Die MSC wurden fir 15 und 30 Minuten auf die Petrischalen
aufgebracht. Danach wurden die nicht adharenten Zellen durch Spilen entfernt.
Die adhérenten Zellen stellten sich als heller kreisférmiger Fleck dar. Sie
wurden fotografisch dokumentiert. Als Positivkontrolle diente Fibronectin, als
Negativkontrolle diente BSA.
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Abbildung 14: Positivprobe der Attachment Assays: Fibronectin-Spot mit darauf
haftenden MSC. Bei ausreichender Initialhaftung der MSC auf Laminin 1, Laminin 5
oder Collagen | wird ein ahnliches Ergebnis erwartet

Abbildung 15: Negativ-Probe der Attachment Assays. BSA-Spot ohne erkennbare
Grenzen, die Zellen sind gleichmaBig und ungeordnet verteilt. Der helle Lichtkreis ist
als Artefakt bei der Photographie entstanden.

Dieser Versuch wurde bei 7 MSC-Proben durchgefiihrt. Bei allen Versuchen
dieser Art zeigte sich keine Haftung bei dieser Stoffmenge. Lediglich bei 2fmol
Collagen | zeigte sich bei 2 Proben eine leichte Haftung. Bei einem Teil dieser
Versuche konnte auch auf Fibronectin keine ausreichende Initialhaftung der
MSC beobachtet werden kénnen. (52)

41



4.5 Osteogene Differenzierung der MSC auf Proteinen der

zellularen Matrix

Zum Nachweis der osteogenen Differenzierung diente die von-Kossa-Farbung
auf beschichteten 6-Well-Platten, auf denen MSC kultiviert worden waren.
75ccm-Falcons wurden mit Laminin 1, Laminin 5 und Collagen 1 in
Konzentrationen von 1 ug/ml beschichtet. In jedem Falcon wurden 5*10* MSC
einer Kultur in der 3. Passage ausgesat und bis zum Erreichen einer Konfluenz
von 80% mit Kultivierungs-Medium erndhrt. Dies nahm durchschnittlich 4,5
Tage in Anspruch. (Siehe Kapitel 3.8). AnschlieBend wurde je eine Probe der
MSC in den beschichteten Wells mit osteogenem Differenzierungsmedium und
im Vergleich dazu eine Probe mit der gleichen Beschichtung mit Kontrolimedium
gezlchtet. Zweimal wdchentlich wurde ein Wechsel des Kulturmediums
durchgeflhrt.

Die von-Kossa-Farbung fand bei einer Gruppe von 5 MSC-Kulturen nach 3 und
7 Tagen statt, wobei hier die 6-Wells doppelt angelegt und gefarbt wurden, um
eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen. Bei einer anderen
Gruppe von 8 MSC-Kulturen wurde die Von-Kossa-Farbung nach 28 Tagen
durchgefiihrt. Diese Farbetechnik basiert darauf, dass Silberionen sich an
Calciumsalzen anlagern. Durch Reduktion im Tageslicht werden die braun-
schwarz gefarbten Calciumstrukturen sichtbar.

Unter dem Einfluss von osteogenem Induktionsmedium zeigte sich bei allen
Kulturen nach 3 Tagen nur eine geringe Anfarbbarkeit der Platten. Nach 7
Tagen zeigten sich nach der von-Kossa-Farbung teilweise schon intensiv
dunkle Platten. Nach 28 Tagen wurden alle Platten komplett angefarbt oder
wiesen zumindest dunkle Einschlisse auf. Unter dem Einfluss von
Kontrollmedium kam es nicht zur Mineralisierung der Matrix und die Platten
wurden nicht dunkel angefarbt.
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Abbildung 16: Eingescannte 6-Well-Platte der MSC-Kultur ATS. Nach Erreichen einer
80%-igen Konfluenz der MSC wurden die Zellen nun mit GMP+-Medium zur Kontrolle
(Ko) und OD-Medium kultiviert (OD). Nach 7 Tagen wurde die von-Kossa-Farbung
durchgefuhrt.

Charakteristische Ausschnitte der Platten wurden fotografiert. Zuséatzlich
wurden die 6-Well-Platten eingescannt. Mit dem Grafik-Programm ImageJ
wurde die Graustufe der einzelnen Platten ermittelt, welche als Zahl zwischen
0 und 200 dargestellt wurde, wobei groBe Zahlen einen helleren Ton
wiederspiegeln. Im Folgenden wurden die Kehrwerte dieser Zahlen verwendet,
um die Darstellung in Diagrammform fir den Betrachter sinnvoll zu gestalten.
Zunachst wurden die Mittelwerte der Zahlenwerte fir je eine Beschichtung zu
einem Zeitpunkt mit dem gleichen Kulturmedium, fur die verschiedenen
Zellkulturen ermittelt. AnschlieBend wurde errechnet, um welchen Faktor die
Zahlenwerte fur MSC, die mit OD-Medium geflttert wurden im Gegensatz zu
den Zahlenwerten fir MSC, die mit Kontrollmedium gefittert wurden, erhéht
waren. Diese Werte wurden gegen 1 als Kontrolle gewichtet und in
Diagrammform aufgetragen. Zum Nachweis der statistischen Signifikanz wurde
der t-Test durchgefihrt.
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Farbeintensitat der von-Kossa-Farbung auf
proteinbeschichteten Kulturplatten
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Abbildung 17: Vergleich der Farbeintensitat bei der Von-Kossa-Farbung von 6-Well-
Platten, die vorher mit Laminin 1, Laminin 5, Collagen 1 beschichtet wurden, nach 3-
tagiger, 7-tdgiger und 28-tagiger Induktion, normiert auf die Kultivierung mit
Kontrollmedium. Diese Abbildung wurde auch im Artikel ,Laminin-5 and type | collagen
promote adhesion and osteogenic differentiation of animal serum-free expanded
human mesenchymal stromal cells.“ veréffentlicht. (52)

Nach 3-tagiger osteogener Induktion zeigten sich Kkeine relevanten
Unterschiede der Farbeintensitat. Nach 7 Tagen war jedoch schon der
beglnstigende Einfluss von Laminin 5, gefolgt von Laminin 1, auf die
Mineralisierung der Matrix erkennbar. Nach 28-tagiger osteogener Induktion
war ersichtlich, dass die Beschichtung mit Laminin 5 im Vergleich zu Plastik und
Collagen | zu der intensivsten Anfarbung bei der von-Kossa-Farbung flhrte.
(p<0.04) Die MSC, die auf mit Laminin 1 beschichteten Platten kultiviert worden
waren, zeigten ebenfalls intensive Grauwerte, allerdings mit keiner Signifikanz
(p< 0,09). Eine vergleichsweise deutlich reduzierte Farbeintensitat zeigten
MSC, die auf Platten, die mit Collagen 1 und auf unbeschichteten Platten
kultiviert wurden. (52)

Auf einzelnen 6-Well-Platten war dieses Farbeverhalten, bei dem Laminin 5 und
Laminin 1 zu einer dunkleren Farbung der Substanz auf den Platten gefiihrt
hatte, auch ohne Analyse mit technischen Hilfsmitteln deutlich erkennbar. Dies
ist zum Beispiel an der Patientenkultur ATS A gut erkennbar. Die 6-Well-Platten,
die mit Laminin 1 und Laminin 5 beschichtet worden waren, sind nach der von-
Kossa-Farbung deutlich dunkler als jene, die mit Collagen | oder gar nicht
angefarbt wurden. MSCs vom gleichen Patienten zeigten bei den Von-Kossa-
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Farbungen nach 3 und 7 Tagen oft unterschiedliche Ergebnisse. So zeigte sich
auch bei der parallel mitgefihrten Patientenkultur ATS B bei allen
Beschichtungen nur eine schwache Einlagerung von Silbernitrat.

Laminin 1 Laminin 5 Collagen | Kunststoff

7 Tage

28 Tage

Abbildung 18: Ausschnitte aus eingescannten 6-Well-Platten nach der Von-Kossa-
Farbung. Beispielhaft sind hier die MSC der Kultur ATS nach 3-tagiger und 7-tagiger
osteogener Induktion und MSC der Kultur GIR nach 28-tégiger osteogener Induktion
auf beschichteten 6-Well-Platten dargestellt. Diese Abbildung wurde auch im Artikel
,Laminin-5 and type | collagen promote adhesion and osteogenic differentiation of
animal serum-free expanded human mesenchymal stromal cells.” veréffentlicht. (52)

Auch bei mikroskopischer Betrachtung lie3 sich eine unterschiedliche
Mineralisierung der Matrix feststellen. Beispielhaft ist dies an Detailaufnahmen
der eingefarbten Kulturplatten von 2 MSC-Kulturen sichtbar (Abbildung 19).
Nach 7 Tagen sind auf Laminin 1 und Laminin 5 mehr Silbereinschlisse sichtbar
als bei osteogener Induktion der MSC auf Collagen 1 und unbeschichteten
Platten. (52)

45



Beschichtung | 3-tagige osteogene | 3-tdgige  Kultivierung  mit
Induktion (MSC ATS) Kontrollmedium

Plastik SN e

Laminin 1

Laminin 5

Collagen |

46



Beschichtung

7-tagige osteogene

(MSC ATS)

Plastik

Laminin 1

Laminin 5

Collagen |

Induktion

7-tagige Kultivierung
Kontrollmedium

mit

47




Beschichtung

28-tagige osteogene Induktion

Plastik

(MSC JPK)

ke

A

Laminin 1

Laminin 5

Collagen |

28-tagige Kultivierung

Kontrollmedium

mit

Abbildung 19: Dargestellt sind Detailaufnahmen der von-Kossa-Farbung von MSC
auf unterschiedlichen Beschichtungen. MSC der Kulturen ATS und JPK wurden 3
und 7 Tage bzw. 28 Tage lang mit Osteogenem Induktionsmedium bzw.
Kontrollmedium kultiviert. Bei der von-Kossa-Farbung sieht man teils bereits nach 7
Tagen eine starkere Anfarbung bei den mit Laminin 1 und Laminin 5 beschichteten

Platten.

48




4.6 Analyse der Expression osteogener Markergene

Ein Versuchsteil dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der Expression
osteogener Markergene unter dem Einfluss von Proteinen der extrazellularen
Matrix mittels real-time PCR.

MSC nach der 3. Passage wurden in Zellkulturflaschen kultiviert, die zuvor mit
Laminin 1, Laminin 5 und Collagen beschichtet worden waren. Nach Erreichen
einer 80%igen Konfluenz der Zellen wurde die osteogene Differenzierung mit
Spezialmedien induziert. Nach 3 und 7 Tagen wurden die MSC isoliert und
mittels real-time PCR die Expression osteogener Markergene quantifiziert.
(Siehe Kapitel 5.9., 5.10.)

Die 4 Markergene Alkalische Phosphatase, Runx-2, Osteocalcin und
Osteopontin wurden untersucht. Bei 4 der Patientenkulturen wurden diese
Schritte durchgefiihrt. Bei den Patientenkulturen CRA und GIR konnte die
Expression aller 4 Markergene bei allen Beschichtungen und zu den beiden
gewlnschten Untersuchungszeitpunkten analysiert werden. Bei den beiden
Patientenkulturen ABC und IRR wurden nur die Proben auf Genexpression hin
untersucht, bei denen es technisch méglich war und bei denen das Ergebnis
zielflhrend war. Bei einigen Patientenkulturen konnten die Ergebnisse nicht
verwertet werden, weil das Untersuchungsmaterial schon in einem der
vorherigen Schritte beschadigt wurde oder die Untersuchung mit dem Light
Cycler keine Daten erbrachte.

Die mit Hilfe des Programms Molecular Biochemical Light Cycler Software
erbrachten Ergebnisse wurden mit dem Programm Excel ausgewertet und in
Diagrammform dargestellt. (Abbildung 20) Zu beachten ist hierbei, dass
aufgrund der niedrigen Probenzahl keine Ergebnisse mit statistischer
Signifikanz erreicht werden konnten. (52)
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Abbildung 20: Die Genexpression von Alkalischer Phosphatase, Runx-2, Osteopontin
und Osteocalcin normiert auf GAP-DH. Die MSC wurden davor 3 und 7 Tage lang mit
osteogenem Induktionsmedium auf mit Laminin 1, Laminin 5 und Collagen |
beschichteten Kunststoffoberflachen gezlchtet.
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5 Diskussion

Die Prothesenlockerung ist ein Faktor mit hoher volkswirtschaftlicher und
gesundheitlicher Relevanz. Es gibt verschiedene Anséatze, sie zu reduzieren
oder zumindest zu verzdgern. Sie betreffen sowohl die Operationstechniken als
auch die Materialbeschaffenheit der Prothesen. Ein weiterer Ansatz ist die
Beschichtung der Prothesen mit Proteinen der EZM, um eine besseres initiales
Einwachsen in den Knochen zu gewahrleisten. Dies soll zum einen Uber eine
erhéhte Initialhaftung der BMSC geschehen, zum anderen wurde die Hypothese
erarbeitet, dass insbesondere Laminin 5 die osteogene Differenzierung der im
Knochenmark ansassigen MSC induziert. (96)

Seit ihrer Entdeckung sind hMSC ein beliebtes Forschungsobjekt. Die Isolation
und Kultivierung von hMSC ist mit weniger technischen Schwierigkeiten und
ethischen Bedenken verbunden als die Verwendung embryonaler Stammzellen.
Aufgrund ihrer Plastizitat und ihres schnellen Wachstums gibt es Ansétze in
vielen klinischen Gebieten, hMSC therapeutisch einzusetzen. Um hMSC der
klinischen Verwendung zufhren zu kdnnen, ist die Kultivierung unter GMP-
konformen Bedingungen notwendig. Hierbei wird auf den Zusatz tierischer
Produkte zu den Nahrmedien verzichtet. (120)

In dieser Versuchsreihe sollte insbesondere die Dynamik der osteogenen
Differenzierung von MSC unter dem Einfluss von Laminin 5 im Vergleich mit

Laminin 1 und Collagen 1 untersucht werden.
5.1 Gewinnung und Kultivierung der MSC

Im Rahmen vom Huftprothesenimplantationen wurden aus dem Knochenmark
der Femurkdpfe von 14 freiwilligen Spendern hMSC gewonnen. Die Isolation
erfolgte mittels Reinigungsvorgangen und Dichtezentrifugation nach einem
etablierten Verfahren. (121) Durch einen ersten Mediumwechsel nach 24
Stunden wurde sichergestellt, dass nur Plastik-adharente Zellen kultiviert
wurden. Die MSC wurden erfolgreich von den ebenfalls im Knochenmark
ansassigen hamatopoetischen Zellen getrennt. Dies wurde mit Hilfe der FACS-
Analyse bewiesen. Die Zellen aller kultivierten MSC-Populationen wiesen keine
fir hdmatopoetische Zellen typischen Oberflachenmarker CD14, CD34 und
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CD45 auf. Sie exprimierten die fir MSC typischen Oberflachenantigene CD73,
CD90 und CD 105. Lichtmikroskopisch zeigte sich eine homogene
Zellpopulation, die in weiteren Versuchen unter entsprechenden Bedingungen
zur adipogenen und osteogenen Differenzierung fahig war. Somit wurden die
Bedingungen fur Einordnung als mesenchymale Stammzellen (ISCT) erfillt.
(51, 52)

Die Isolation der MSC aus dem Knochenmark zu Forschungszwecken ist
sinnvoll. Erstens ist dieses Verfahren etabliert und technisch einfach
umzusetzen. Die Zellen sind die Zellen in diesem Gewebe zahlreicher
vorhanden als z.B. in peripherem Blut.

Zweitens haben BMSC im Gegensatz zu MSC, die aus anderen Geweben
isoliert wurden, tatsachlich das gréBte Potential zur Bildung von
funktionsfahigem Knochen in Kooperation mit Osteoblasten und Osteozyten.
Andere MSC, die z.B. aus Zahnen isoliert wurden, kénnen zwar eine
mineralisierte Matrix herstellen, deren Qualitat reicht jedoch nicht an die von
BMSC produzierten Knochen heran. (122)

Bis auf wenige Ausnahmen proliferierten die MSC erfolgreich und rasch. Sie
wurden mit GMP-Medium kultiviert, das humanes Plasma und
Thrombozytenlysat  enthielt. Es  zeigten sich  Unterschiede im
Proliferationsverhalten der MSC, sowohl in der Geschwindigkeit als auch in der
zahlenmaBigen Entwicklung der Zellzahlen. Dies wurde auch bei anderen
Studien mit MSC beobachtet. Verschiedene Faktoren kénnen flr das
unterschiedliche Expansionsverhalten von MSC verantwortlich sein:

1. Alter der Spender: Einige Studien wiesen eine niedrigere Proliferationsrate

von MSC nach, die von alteren Spendern stammten. (123, 124, 125) Jedoch
gibt es auch Studien, die keine Auswirkung des Spenderalters auf die
Proliferationsrate von MSC nachwiesen. (126, 127) Auch in dieser Studie gab
es keine starken Hinweise darauf, dass die MSC von jingeren Spendern
deutlich schneller proliferierten. Beispielhaft ist zu nennen, dass die MSC der
mit 26 Jahren mit Abstand jingsten Spenderin JPK langsamer und schwéacher
proliferierten, als die MSC der mit 82 bzw. 85 Jahren altesten Spender CRA und
IRR.
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2. Geschlecht des Spenders: Auch in dieser Studie das Geschlecht des

Spenders der MSC keinen Einfluss auf die zahlenmaBige Entwicklung der MSC
zu haben. Diese Ergebnisse decken sich mit vorhergehenden Studien, dass das
Geschlecht des Spenders keine Auswirkung auf die Proliferationsraten von
MSC hat. (126, 128, 129)

3. Medikamentdése Behandlung der Spender vor der Operation: In

verschiedenen Studien wurde der Erweis erbracht, dass eine Steroidtherapie
zu einer erhéhten Zellteilungsrate einzelner MSC-Kulturen fiihren kann. (130,
131, 132) Nahere Informationen zu Vorerkrankungen und
Medikamenteneinnahme der Spender der MSC in dieser Versuchsreihe lagen
nicht vor.

4. Alter der Spender des Thrombozytenlysats: Zur Kultivierung der MSC unter

GMP-Bedingungen wurden Thrombozytenlysat und humanes Plasma
verwendet. Lohmann et. al fanden 2012 heraus, dass ein erhéhtes Alter der
Spender des Thrombozytenlysats sowohl die Proliferation der MSC als auch ihr
Potential zur osteogenen Differenzierung negativ beeinflusst. (133)

5. Umweltbedingungen der Zellkultur: Die Zahl der Zellteilungen ist durch das

als Hayflick-Phdnomen bekannte Abnehmen der Telomeraseaktivitat begrenzt.
(134) Die Bedingungen der Kultivierung beeinflussen die Replikationsrate tber
die Aktivitat der Telomerase. Dazu zahlen die Dichte der Zellaussaat (129- 135)
sowie die Sauerstoffkonzentration. (136, 137)

6. Unterschiedliche relative Reduktion der Zellzahl im Rahmen der Versuche:

Zu bedenken ist auch, dass es bei einer kleinen Startmenge an hMSC in der
Primarkultur zu einem gréBeren relativen Verlust durch die Entnahme
festgelegter Zellmengen zu Versuchszwecken kommt.

5.2 Uberschneidung der Kriterien von MSC und Fibroblasten

MSC stellen eine heterogene Gruppe dar. lhre Einordnung als MSC erfolgt
durch Minimalkriterien: Plastik-Adharenz, die Abwesenheit bzw. das
Vorhandensein bestimmter Oberflachenmarker, ihre Fibroblasten-ahnliche
Morphologie und ihr Potential zur adipogenen, chondrogenen und osteogenen
Differenzierung. (siehe Kapitel 2.5.1)
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Obwohl MSC seit ca. 40 Jahren der Gegenstand vieler Studien sind, existieren
kaum Mdoglichkeiten, um sie eindeutig von Fibroblasten abzugrenzen. (138,
139) Fibroblasten adhérieren an Plastik und exprimieren die gleichen
Oberflachenmarker wie MSC. Sie haben ebenfalls das Potential zur
Differenzierung zu anderen Zelltypen. (140) Besonders in den ersten Passagen
enthalten MSC-Kulturen auch Fibroblasten (ca. 5% der Zellen), die erst nach
langerer Kultivierung verdrangt werden. Es wurde jedoch auch nachgewiesen,
dass dies die Plastizitdt der MSC nicht beeintrachtigt. (141) Haniffa et al.
postulierten 2007, dass Fibroblasten MSC funktionell ebenbrtig sein kénnen.
(142)

In den letzten Jahren haben sich mehrere Studien mit dem Thema beschaftigt,
zuverlassige Merkmale zur Unterscheidung von MSC und Fibroblasten zu
finden. Die Ergebnisse sind bis nicht einheitlich. ,Aktuell scheint es in der Praxis
am sinnvollsten, eine Zelllinie als MSC zu bezeichnen, die formal die
Minimalkriterien des ISCT erflllt (siehe Kapitel 3.4.1) und auch nach mehreren
Zellteilungen in vitro Plastizitat besitzt.“ (143)

5.3 Einfluss von humanem Thrombozytenlysat auf die Kultivierung
von MSC

Fetales Kalberserum und andere tierische Produkte sollen bei der Kultivierung
von MSC mit dem Ziel der Nutzung zu klinischen Zwecken nicht verwendet
werden, um das Risiko von Infektionen und immunologischen Reaktionen zu
verringern. Stattdessen wird humanes Thrombozytenlysat verwendet, da es
ebenfalls verschiedene Wachstumsfaktoren enthalt. (59)

Experimentell wurde gezeigt, dass unter dem Einfluss von Humanem
Thrombozytenlysat die schnelle und effektive Kultivierung von hMSC mdéglich
ist. (144) Humanes Thrombozytenlysat enthélt unter anderem die
Wachstumsfaktoren PDGF und TGF-B1 in gréBeren Mengen, wobei die
Konzentrationen stark variieren kénnen.(145, 146) Zusammen mit bFGF stellen
sie essentielle Bedingungen flr die Proliferation von MSC dar. Diese
Substanzen allein kénnen jedoch nicht den gleichen Effekt wie Produkte auf der
Basis von Blutserum erzielen. (147)
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Ein Nachteil der Verwendung von humanem Thrombozytenlysat besteht in der
Variabilitdt der Chargen (52) und demzufolge der unterschiedlichen
Konzentration an Wachstumsfaktoren. (147) Stammt das Thrombozytenlysat
von alteren Spendern, kann dies zu einer verlangsamten Proliferation der MSC
fuhren.(133) Studien zeigten, dass unter dem Einfluss von humanem
Thrombozytenlysat das Potential der adipogenen und osteogenen
Differenzierung von MSC eingeschrankt ist.(148, 149) Ein weiterer Nachteil
besteht in der geringen Mdglichkeit der Ubertragung von humanpathogenen
nicht detektierten Infektionen.(150)

5.4 Pluripotentes Differenzierungspotential der MSC

Die Gewebematrix, die sich nach 28-tagiger Induktion am Boden der Platten
bildete, wurde mit der Oil-Red-Farbung zum Nachweis von Fettvakuolen bei der
Adipogenese und mit der von-Kossa-Farbung zum Nachweis von
Calciumkristallen bei der Osteogenese angefarbt. Alle MSC-Kulturen zeigten
positive Farbeergebnisse nach der Kultivierung mit AD-Medium und OD-
Medium. Dies dient als Beweis flr das pluripotente Potential der isolierten MSC.
Vorhergegangene Studien zeigten, dass bei gleicher Isolation und Kultivierung
der MSC auch von einem chondrogenen Potential der MSC auszugehen ist.
(151, 152) Die Differenzierungsmdglichkeiten von MSC nehmen hierarchisch in
der Reihenfolge Adipogenese — Chondrogenese und zuletzt Osteogenese ab.
(152) Nicht alle Zellen einer Linie von MSC sind pluripotent. Dies konnte auch
in dieser Versuchsreihe beobachtet werden. Bei der Oil-Red-Farbung von MSC
nach der adipogenen Induktion zeigte sich, dass nur ein Teil von ihnen
Fettvakuolen ausbildete, die sich rot anfarbten. Auch mit der von-Kossa-
Farbung wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Die Pluripotenz von MSC
wird von intrazellularen Vorgangen wie Genexpressionsmustern, und
extrazelluldren  Bedingungen  wie  epigenetischen  Faktoren  und
Proteinkonzentrationen beeinflusst.(153) Zusétzlich nehmen Umweltfaktoren
der Zellkultur Einfluss auf die Differenzierung, z.B. scheint ein erniedrigter
Sauerstoffpartialdruck die Zeitspanne zu verkirzen, in der MSC sich
differenzieren.(154) In vorhergehenden Studien wurde die Abnahme des

Potentials zur adipogenen Differenzierung mit zunehmender Zellkulturdauer
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beschrieben, bedingt durch eine reduzierte Telomeraseexpression. (155)
Dieses Phanomen wurde in dieser Studie nicht beobachtet, da der Nachweis

der adipogenen Differenzierung bereits in der 3. Passage erbracht wurde.
5.5 Haftung der MSC auf Proteinen der EZM

In Vorversuchen wurde mittels Attachment Assays demonstriert, dass zur
Erzeugung einer starken initialen Haftung von MSC eine Stoffmenge von 5 fmol
Laminin 5 sowie 1 fmol Collagen | ausreichend zu sein scheint. (52, 112) In
dieser Arbeit sollte die untere Haftungsgrenze der MSC auf Laminin 1, Laminin
5 und Collagen 1 ermittelt werden. Alle Attachment Assays wurden nach einem
standardisierten Protokoll mit einem festen Schema zur Spllung der
Objektplatten durchgefiinrt. Bei diesen Versuchen konnte jedoch keine
ausreichende initiale Haftung von MSC auf Proteinen der EZM auf Stoffmengen
von 1, 2 und 3 fmol erzeugt werden. (52)

Teilweise lieB sich auch auf Fibronektin keine ausreichende Initialhaftung
erzeugen. Integrine stellen Verbindungen zwischen Zellen und Proteinen der
EZM her. (156, 157) Es bestehen groBe interindividuelle Unterschiede im
Expressionsmuster der Integrine zwischen den Spendern der MSC. (158) Die
Integrinexpression verandert sich im Verlauf der Differenzierung der MSC. (156)
Auch Hashimoto et al. konnten 2006 keine zufriedenstellende Anhaftung von
MSC an 96-Wells nachweisen, die mit Laminin 1, sowie Laminin 2/4 mit einer
Konzentration von 2ug/ml beschichtet worden waren. Jedoch konnte auf einer
Beschichtung mit 1ug/ml Laminin 5 eine starke initiale Anhaftung nach 5 und 10
Minuten  erreicht werden. (91) Aufgrund des unterschiedlichen
Versuchsaufbaus gestaltet sich der Vergleich schwierig, gibt aber Hinweise
darauf, dass zumindest Laminin 1 auch in h6herer Konzentration als 5fmol nicht
geeignet zur Erzeugung einer starken initialen Haftung ist.

Schlussfolgernd lasst sich nach diesen Attachment Assays die Aussage treffen,
dass die minimale Stoffmenge von Laminin 1, Laminin 5 und Collagen | zur
Erzeugung einer ausreichenden Initialhaftung der MSC bei mindestens 5 fmol
liegt. Fir die klinische Anwendung von Laminin 5 und Collagen | zur
Beschichtung von Implantaten ist zu bedenken, dass neben dem verwendeten

56



Material zur Beschichtung auch die Oberflachenstruktur entscheidend flr die
Anhaftung ist. (159, 160)

5.6 Osteogene Differenzierung der MSC auf Proteinen der

extrazellularen Matrix

MSC wurden auf Gewebeplatten kultiviert, die mit Laminin 1, Laminin 5 und
Collagen 1 beschichtet wurden. Nach 3-, 7- und 28-tagiger osteogener Induktion
wurde die von-Kossa-Farbung zum Nachweis der osteogenen Differenzierung
durchgefihrt.

Sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch zeigten sich deutliche
Unterschiede der Intensitat der Anfarbung. Besonders auf Laminin 1 und
Laminin 5 bildeten sich nach 28-tagiger osteogener Induktion deutlich mehr
Calciumverbindungen, was sich in der verstarkten Aufnahme von Silberionen
niederschlug. Die Anfarbung von Calciumapatit der extrazellularen Matrix wird
als Beweis fir die osteogene Differenzierung von MSC angesehen werden.
(161) Die verstarkte osteogene Differenzierung von MSC auf Laminin 5 im
Gegensatz zu Collagen | und unbeschichteten Oberflachen Uberlappen sich mit
Ergebnissen der Forschergruppe um Klees et. al. (52, 162)

Auch Laminin 1 scheint sich vorteilhaft auf die osteogene Differenzierung von
MSC auszuwirken, allerdings bestand hier keine statistische Signifikanz (p <
0,09). (52) 2012 wies eine Forschergruppe unter Becerra-Bayona et. al nach,
dass Laminin 1 nach 7-tagiger osteogener Induktion eine erhéhte Expression
des osteogenen Markers Osterix und eine vermehrte Einlagerung des Proteins
Osteocalcin in die extrazellulare Matrix induzierte. (163) In Tierversuchen zeigte
sich, dass mit Laminin-1 beschichtete Implantate nach 2 Wochen ein
vermehrtes Knochenwachstum in dem umgebenden Gewebe nach sich zogen
als unbeschichtete. (109)

Die Beschichtung mit Collagen | hatte einen schwéacheren Effekt auf die
Anfarbbarkeit mit der von-Kossa-Farbung. Die Ergebnisse dieser
Versuchsreihe decken sich mit vorangegangenen Ergebnissen anderer
Forschergruppen. Collagen | ist nicht allein in der Lage, die geordnete
Einlagerung von Calciumphosphaten auszulésen. (164, 165) Die Anlagerung
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von Mineralen an Collagen-| erfordert den Einfluss von nicht-kollagenen, sauren
Proteinen. (166, 167)

Die MSC-Kulturen aus der gleichen Zelllinie, deren Farbeergebnisse nach einer
Induktion der Osteogenese flir 3 bzw. 7 Tage paarweise verglichen wurden,
zeigten teilweise unterschiedliche Intensitdten der Anfarbung. Schon vorher
wurde bewiesen, dass MSC, die aus demselben Isolat stammen,
unterschiedliches Potential zur Differenzierung aufweisen und dass nur ein Teil
der Zellen einer Kolonie pluripotent ist.(168, 169) Verschiedene Faktoren
kénnen Einfluss auf die Unterschiede im Differenzierungspotential von MSC
derselben Kultur nehmen: In einer Studie wurde gezeigt, dass bereits die Lage
der betreffenden Zellen im Inneren oder den Randbezirken der Zellkolonie dazu
zahlt.(170, 171) Die Kultivierung in vitro bietet keinen vollstandigen Schutz vor
auBeren Einflissen wie Stress in Form von erhdhter Sauerstoffkonzentration,
die zur Heterogenitat von Zellpopulationen flihren kann. (172) Die Dichte der
Zellaussaat beeinflusst ebenfalls die Calciumeinlagerung. Eine optimale
Ausgangsposition fur die nachfolgende osteogene Differenzierung ist eine
Zelldichte von 80%. (173) Auch in dieser Studie wurde die osteogene
Differenzierung bei einer Zellkonfluenz von 80% induziert. Eine hdhere
Zelldichte fuhrt zur Apoptose und verhindert die Differenzierung. (174)

Das Alter der Spender der MSC wurde in verschiedenen Studien als negativer
Faktor auf die osteogene Differenzierung von MSC diskutiert. Manche Autoren
berichten von einer Reduktion des Potentials zur osteogenen Differenzierung,
(125, 175) wéahrend in anderen Studien keine Korrelation zu einem erhdhten
Alter der Spender der MSC nachgewiesen wurde. (176,177, 178) Eine neuere
Studie zeigte, dass die Dynamik der Mineralisierung der Matrix unabh&ngig vom
Alter der Spender der MSC ist. (173)

Verschiedene andere Faktoren kénnen die osteogene Differenzierung von
BMSC hemmen. Dazu gehért beispielsweise der Einfluss von TNF bei
chronischen Entziindungszustanden. (179)

Neben der Silbernitrat-Farbung nach von Kossa existieren noch andere
Methoden zur Beurteilung der Mineralisierung von Geweben: Roéntgen,

Elektronenmikroskopie und Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). In
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der Versuchsreihe von Klees et al. wurde alternativ die Calcium-Menge
quantifiziert (111), sodass ein direkter Vergleich nicht mdglich ist.

5.7 Analyse der Expression osteogener Markergene

In dieser Studie sollte untersucht werden, wie die Beschichtung mit Laminin 1,
Laminin 5 und Collagen | sich auf die Expression osteogener Marker auswirkt.
In vorherigen Studien wurde vor allem die Genexpression nach einem langeren
Zeitraum von 14 Tagen untersucht wurde. (112) In dieser Versuchsreihe wurde
ein klrzerer Zeitraum untersucht, um mehr Einblick in die Dynamik der
osteogenen Differenzierung zu gewinnen, namlich die Genexpression nach 3
und 7 Tagen osteogener Differenzierung.

Mittels real time-PCR wurde die Expression der osteogenen Markergene
Osteopontin, Osteocalcin, Runx2 und AP untersucht. Nach einigen Tagen der
osteogenen Induktion zeigten sich nur kleine Unterschiede im
Genexpressionsmuster. Dies deckt sich mit einer vorhergehenden Studie. (110)
Ein Erklarungsansatz hierfir ist die kleine untersuchte Anzahl der Proben.
GréBtenteils waren die Ergebnisse durch zu hohe Standardabweichungen nicht
verwertbar. Ein weiterer Erklarungsansatz ist die Beschadigung von Zellen im
Rahmen der Versuche, sodass nicht ausreichend DNA extrahiert werden
konnte. Teilweise hafteten die Zellen so stark am Flaschenboden an, dass sie
mit einem Spatel abgelést werden mussten. Dies kénnte zur Beschadigung der
Zellen gefihrt haben, sodass die PCR bei 2 Zellkulturen keine vollstandigen
Ergebnisse brachte.

Auch in vorhergehenden Untersuchungen mit &hnlichem Versuchsaufbau, in
denen die Expression von AP, Runx2, Osteopontin und Osteocalcin unter dem
Einfluss von Laminin 1, Laminin 5 und Collagen 1 nach einer osteogenen
Differenzierung fir 14 Tage untersucht wurde, zeigten sich keine grof3en
Unterschiede im Genexpressionsmuster. Auch E. Falkenberg beschreibt in ihrer
Dissertation, dass nur bei einem Teil der Reihen, bei denen die rt-PCR
durchgefihrt wurde, die Ergebnisse verwertbar waren. Sie diskutierte neben der
mechanischen Beschadigung der Zellen die mogliche Beeinflussung der

Ergebnisse durch die Verwendung von humanem Plasma zur Expansion der
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hMSC und die anschlieBende osteogene Differenzierung, die unter dem
Einfluss von fetalem Kélberserum stattfand. (112)

Teils zeigten auch Untersuchungen mit gréBeren Fallzahlen ebenfalls keine
Unterschiede im Genexpressionsmuster. Beispielsweise zeigten die
Untersuchungen von Hashimoto et. al keine Unterschiede bei der Kultivierung
von MSC auf Laminin 5 in Bezug auf die Expression von Osteopontin und
Osteocalcin. (91)

Osteocalcin ist als spater Marker der Osteogenese beschrieben worden, der
erst mit der Mineralisierung in Erscheinung tritt und erst nach 10-20 Tagen einen
Anstieg verzeichnet. (180, 181) Es ist nicht Uberraschend, dass sich keine
deutliche Dynamik im Verlauf der Genexpression in den ersten 7 Tagen
beobachten lief3.

Klees et. al wiesen 2005 eine Beschleunigung der osteogenen Differenzierung
durch Laminin-5 Uber eine erhdhte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
RUNX2 nach. (96) In dieser Versuchsreihe zeigte sich eine Erhéhung des
Mittelwerts fir die Expression von Runx2 auf Laminin 5 nach 7-tdgiger
osteogener Induktion. Aufgrund der hohen Standardabweichung ist dieser Wert
jedoch nicht signifikant. Grundsatzlich ist bei der Betrachtung dieser Ergebnisse
auch zu bedenken, dass die Genexpressionsmuster von osteogenen Zellen

durch eine starke Heterogenitat gekennzeichnet sind. (182)
5.8 Unterschiede des Verhaltens von MSC in vitro und in vivo

Nur geringe Mengen an MSC kénnen aus dem Knochenmark und anderen
Geweben isoliert werden. (183) Deshalb setzt die klinische Verwendung von
MSC ihre Kultivierung in vitro voraus, um die hohen geforderten Zellzahlen zu
erreichen. Die Kultivierung von MSC in vitro geht jedoch mit negativen
Auswirkungen auf die therapeutische Verwendbarkeit einher. Es kommt zu einer
Verminderung der Teilungsrate sowie Veranderungen der Zellmorphologie und -
funktion. (184, 185) Die Fahigkeit zur heterotopen Knochenbildung in-vivo
wiederum scheint mit der Teilungsrate von BMSC zu korrelieren. (186)

Die osteogene Differenzierung der MSC wird in vivo von verschiedenen

Faktoren beeinflusst. Dazu zahlen auch mechanische Reize wie Zug oder

Druck. Im Knochenmark kooperieren MSC mit anderen Zelltypen, wie
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h&amatopoetischen Stammzellen, Chondrozyten und Osteoblasten. Hormone
wie Vitamin D und Parathormon steuern den Knochenstoffwechsel und nehmen
Einfluss auf die Differenzierung von MSC.

Viele Einflisse auf die Funktionen der MSC wurden noch nicht vollstandig
erfasst. Die Ergebnisse von Versuchen in vitro kbnnen darum nicht direkt auf

die Vorgange im lebendigen Organismus Ubertragen werden.
5.9 Ausblick

In dieser Versuchsreihe wurde nachgewiesen, dass Laminin 5 die Bildung von
Calciumphosphatverbindungen durch MSC nach 7 und 28 Tagen der
osteogenen Induktion férdert. In geringerem Ausman gilt dies auch flr Laminin
1. Zudem wiesen wir nach, dass eine Stoffmenge von mehr als 3fmol dieser
Proteine fir eine ausreichende initiale Adhasion der Zellen vorhanden sein
muss.

Wir verwendeten flache Plastikoberflachen zur Testung in vitro, sodass die
Ergebnisse aktuell nicht auf die Endoprothetik Gbertragen werden kénnen. Um
die klinische Anwendbarkeit zu erproben, muissen noch mehrere Schritte
erfolgen. Zunéchst sollten Prifkérper mit den o0.g. Proteinen beschichtet werden
und die Initialhaftung und die osteogene Differenzierung von MSC hierauf in
vitro untersucht werden. Im n&chsten Schritt werden beschichtete Prifkérper
am Tiermodell getestet. Durch AusreiBversuche kann die erzielte
Osseointegration quantifiziert und verglichen werden. SchlieBlich wirde die
Implantation beschichteter Prothesen beim Menschen erfolgen, wobei hier
gesetzliche  Reglementierungen  (Gewebegesetz,  Arzneimittel- und

Medizinproduktegesetz) Beachtung finden muissen.
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6 Zusammenfassung

Die aseptische Lockerung von Prothesen ist ein entscheidender Grund fur die
verklrzte Standzeit und Revisionsoperationen bei orthopadischen Implantaten.
Durch die Optimierung der Integration des Implantats in den Knochen sollen
diese Komplikationen verringert werden. Ein Ansatz hierzu ist die Beschichtung
der Implantate mit Proteinen, die in der extrazellularen Matrix von
Knochengewebe vorkommen und die ossadre Integration férdern. In dieser
Versuchsreihe wurde der Einfluss von den Proteinen Laminin 5 und Laminin 1
im Vergleich zu Collagen | auf die osteogene Differenzierung von humanen
mesenchymalen Stromazellen (hMSC) nach osteogener Induktion fir 3, 7 und
28 Tage untersucht. Zudem sollte in dieser Versuchsreihe die erforderliche
Stoffmenge dieser Proteine als untere Haftungsgrenze im Rahmen von
Adhéasionsversuchen bestimmt werden.

Humane mesenchymale Stromazellen wurden aus Knochenmark isoliert und
unter GMP-konformen Bedingungen kultiviert. In der FACS-Analyse wurde das
fir hMSC typische Muster der Oberflachenantigene nachgewiesen. Der
Nachweis ihres pluripotenten Potentials erfolgte mit Hilfe der von-Kossa-
Farbung und Oil-Red-Farbung.

Die hMSC wurden auf 6-Well-Platten geziichtet, die mit Laminin 1, Laminin 5
und Collagen | beschichtet wurden oder keine Beschichtung hatten. Sie wurden
3, 7 und 28 Tage lang mit osteogenem Differenzierungsmedium im Vergleich
zu Kontrollmedium kultiviert. AnschlieBend wurden die Platten mittels der von-
Kossa-Technik gefarbt und die Platten eingescannt. Hier zeigte sich, dass
Laminin 5 zu einer dunkleren Farbung durch die verstarkte Einlagerung von
Calciumphosphat in die extrazellulare Matrix nach 7- und 28-tagiger osteogener
Induktion fuhrte. Laminin 1 hatte ebenfalls einen nachweisbaren, aber
schwacheren positiven Effekt auf die Bildung einer osteogenen Matrix.

Die hMSC wurden 3 und 7 Tage lang mit osteogenem Differenzierungs- und
Kontrollmedium in Kulturflaschen gezichtet, die mit Laminin 1, Laminin 5 und
Collagen | beschichtet wurden oder keine Beschichtung hatten. lhre DNA wurde
isoliert und mittels RT-PCR wurde die Expression von 4 Markergenen der
osteogenen  Differenzierung  (Osteopontin,  Osteocalcin,  Alkalische
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Phosphatase und Runx-2) gemessen. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen von
jeweils 2-4 MSC-Kulturen wurden keine Ergebnisse mit statistischer Signifikanz
erbracht.

Die initiale Haftung der MSC auf Laminin 1, Laminin 5 und Collagen | im
niedrigen Stoffmengenbereich wurde mit Attachment Assays untersucht. MSC-
Proben wurden 15 und 30 Minuten lang auf Stoffmengen von 1, 2 und 3 fmol
der Proteine inkubiert und die initiale Haftung photographisch festgehalten. Es
zeigte sich, dass Stoffmengen bis 3fmol nicht zur initialen Haftung der MSC
ausreichten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Laminin 5 und in geringerem Ausmal3
auch Laminin 1 einen positiven Einfluss auf die Bildung von
Calciumphosphatverbindungen durch hMSC bzw. Osteoblasten nach 7 und 28
Tagen der osteogenen Induktion haben. Zur Erreichen einer ausreichenden
initialen Adhé&sion der Zellen an beschichteten Materialien ist eine Stoffmenge
von mehr als 3 fmol nétig.

Als nachster experimenteller Schritt wirde die Beschichtung von originalen
Implantatoberflachen mit Laminin 5 erfolgen. Sollten sich bei diesen
Experimenten in vitro ein positiver Effekt auf die Osteogenese wie in dieser
Arbeit zeigen, wlrde ein Tierversuch folgen, bei dem AusreiBversuche mit
Laminin 5 beschichteten Implantaten durchgefiihrt werden. Der letzte Schritt
ware die Implantation von entsprechend beschichteten Prothesen beim
Menschen.
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7 Abbildungen und Tabellen

Abbildung 1: Huftprothesen sind modular aufgebaut. Der Prothesenschaft wird
im Knochenmark des Femurs befestigt die Metallpfanne im Acetabulum.
Der Prothesenkopf mit dem Inlay artikuliert mit dem Inlay, dass in der
Metallpfanne verankert ist. Ubernommen aus (6) ...........ccoeeveveveveveerenennnen. 7
Abbildung 2: MSC sind unter anderem im Periost von Knochen ansassig. Unter
dem Einfluss bestimmter Faktoren differenzieren sie sich zu anderen
Zelltypen. Ubernommen @uS (45) .........cceeveeeeereeeeeeeeeseeseeeseseeneesenns 10
Abbildung 3: Schemazeichnung, die die Ubergangsstadien vom Osteoblasten
zum reifen Osteozyten darstellt. Wahrend diesem Prozess schrumpfen das
Zellvolumen und die Organellen. 1= Proliferierender Praosteoblast, 2=
Praosteoblastischer Osteoblast, 3= Osteoblast, 4=0Osteoblastischer
Osteozyt (Typ | Prédosteozyt), 5= Osteoider Osteozyt (Typ Il Prédosteozyt),
6=Typ Il Praosteozyt, 7= Junger Osteozyt, 8= Alter Osteozyt
(Ubernommen aus() (Modifiziert von Franz-Odendaal et. al)).................. 13
Abbildung 4: Die Struktur von Laminin 1/111 und Laminin 5/332 im Vergleich.
Laminine bestehen aus 3 Einheiten und sind unter dem
Elektronenmikroskop als kreuzférmige Makromolekule sichtbar. Die groB3e
G-Doméane am unteren Ende des langen Arms enthélt 5 repetitive
Sequenzen mit epidermal growth factor (EGF)-&hnlichen Sequenzen. Die
ersten 3 dieser Sequenzen, die Domanen G1-3 enthalten Bindugsstellen
fir Integrine. G4 und G5 sind Bindungsstellen fir Proteoglykane. Im
Gegensatz zu Laminin 1 hat Laminin 5 gekirzte globulare Doméanen an den
kurzen Enden der o3, B3 und v2-Kette und verdndert so dessen
biologischen Eigenschaften. Ubernommen aus (97) ........ccceveveveveveuenene. 17
Abbildung 5: Skizze zur Darstellung der Isolation der hMSC aus dem
Knochenmark durch Dichtezentrifugation...........cccoooiiii 22
Abbildung 6: Ausschnitt aus einer Neubauer-Zdhlkammer unter dem Mikroskop.
Jede Neubauer-Zahlkammer enthélt 4 dieser Felder. Hell erscheinende
Zellen sind vital, ihre Membran lasst kein Durchdringen des Farbstoffs
Trypanblau zu. (113) In 4 dieser Quadrate werden die vitalen, nicht

64



angefarbten Zellen gezahlt, um die Anzahl an Zellen pro Milliliter zu

(2 4114 =1 o SRR 24
Abbildung 7: 6-Well-Platte, die nach Kultivierung der MSC mit AD-Medium mit
Oil-Red angefarbt WUIde ........oooueiiiiiiieeee e 26

Abbildung 8: Zellen der MSC-Kultur ABC am 4. Tag der 2. Passage. Die Zellen
hatten stellenweise eine Konfluenz von 80% erreicht, sodass sie zu diesem
Zeitpunkt in die nachste Passage umgesetzt wurden. ..............evvveveennnee 34

Abbildung 9: Entwicklung der Zellzahlen der MSC von der Primarkultur bis zur
2. Passage. Die Zellzahlen wurden mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
beim Umsetzen der Zellen ermittelt. In diesem Diagramm sind die
Mittelwerte sowie die Spannbreiten der Zellzahlen angegeben. ............. 35

Abbildung 10: Histogramme der FACS-Analyse fir die MSC-Kultur BSR. Die
Zellen wiesen nicht die Oberflachenmarker CD 14, CD 34 und CD 45 auf.
Sie besaBen die Oberflachenmarker CD 73, CD 90 oder CD 105.

(schwarze Linie = Antikérperfluoreszenz, graue Linie = Eigenfluoreszenz)

Abbildung 11: 6-Wellplatte, auf der MSC der Kultur WSL zum Nachweis ihres
pluripotenten Potentials 28 Tage lang mit Differenzierungsmedien
angezichtet und anschlieBend mit Oil-Red- und der von-Kossa-Farbung
angefarbt werden. Die Platte wurde anschlieBend eingescannt. Die MSC,
die mit AD-Medium kultiviert wurden, lieBen sich durch die Oil Red-Farbung
rot anfarben. Die MSC, die mit OD-Medium kultiviert wurden, produzierten
eine Matrix, die mit der von-Kossa-Farbung dunkel angefarbt wurde. Unter
dem Einfluss von Kontrollmedium kam es zu keiner adipogenen und
osteogenen DiffereNZIErUNQG. .........uuuueuuueiiiiiiiiiiiiiiiieiieaeeeeeeeeeeeeereeaaeeeaeeeae 38

Abbildung 12: Zellen der MSC-Kultur WSL, die 28 Tage lang mit adipogenem
Induktionsmedium kultiviert wurden. Mit Hilfe der Oil-Red-Farbung wurden
die Fettvakuolen der Zellen leuchtend rot angefarbt. ...........ccccvvvvivinnnnns 39

Abbildung 13: Zellen der MSC-Kultur GIR, die 28 Tage lang mit osteogenem
Induktionsmedium kultiviert wurden. Mit Hilfe der von-Kossa-Farbung
wurden Calciumphosphateinlagerungen dunkel angefarbt. .................... 39
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Abbildung 14: Positivprobe der Attachment Assays: Fibronectin-Spot mit darauf
haftenden MSC. Bei ausreichender Initialhaftung der MSC auf Laminin 1,
Laminin 5 oder Collagen | wird ein ahnliches Ergebnis erwartet............. 41

Abbildung 15: Negativ-Probe der Attachment Assays. BSA-Spot ohne
erkennbare Grenzen, die Zellen sind gleichmaiig und ungeordnet verteilt.
Der helle Lichtkreis ist als Artefakt bei der Photographie entstanden. .... 41

Abbildung 16: Eingescannte 6-Well-Platte der MSC-Kultur ATS. Nach Erreichen
einer 80%-igen Konfluenz der MSC wurden die Zellen nun mit GMP+-
Medium zur Kontrolle (Ko) und OD-Medium kultiviert (OD). Nach 7 Tagen
wurde die von-Kossa-Farbung durchgeflhrt. ..o 43

Abbildung 17: Vergleich der Farbeintensitat bei der Von-Kossa-Farbung von 6-
Well-Platten, die vorher mit Laminin 1, Laminin 5, Collagen 1 beschichtet
wurden, nach 3-tagiger, 7-tagiger und 28-tagiger Induktion, normiert auf die
Kultivierung mit Kontrollmedium. Diese Abbildung wurde auch im Artikel
.Laminin-5 and type | collagen promote adhesion and osteogenic
differentiation of animal serum-free expanded human mesenchymal
stromal cells.” veréffentlicht. (52) .......coooo e 44

Abbildung 18: Ausschnitte aus eingescannten 6-Well-Platten nach der Von-
Kossa-Féarbung. Beispielhaft sind hier die MSC der Kultur ATS nach 3-
tagiger und 7-tagiger osteogener Induktion und MSC der Kultur GIR nach
28-tagiger osteogener Induktion auf beschichteten 6-Well-Platten
dargestellt. Diese Abbildung wurde auch im Artikel ,Laminin-5 and type |
collagen promote adhesion and osteogenic differentiation of animal serum-
free expanded human mesenchymal stromal cells.” veréffentlicht. (52).. 45

Abbildung 19: Dargestellt sind Detailaufnahmen der von-Kossa-Farbung von
MSC auf unterschiedlichen Beschichtungen. MSC der Kulturen ATS und
JPK wurden 3 und 7 Tage bzw. 28 Tage lang mit Osteogenem
Induktionsmedium bzw. Kontrollmedium kultiviert. Bei der von-Kossa-
Farbung sieht man teils bereits nach 7 Tagen eine starkere Anfarbung bei
den mit Laminin 1 und Laminin 5 beschichteten Platten. ........................ 48

Abbildung 20: Die Genexpression von Alkalischer Phosphatase, Runx-2,

Osteopontin und Osteocalcin normiert auf GAP-DH. Die MSC wurden
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davor 3 und 7 Tage lang mit osteogenem Induktionsmedium auf mit
Laminin 1, Laminin 5 und Collagen | beschichteten Kunststoffoberflachen
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12 Anhang

12.1 Laborgeratschaften:

FACS-Geréat: BD LSR I

Fotoapparat (Leica, Nikon)

Inkubator (Binder CB 210, 5%, CO2, 37°)
Kihlschrank 4°C, Liebherr, Biberach/D

LightCycler 1.5 (Roche)

Mikroskop (Anxiovert 13 S, Zeiss)

Mikroskop Leica DMIL

Pipettierhilfen, Pipetus (Hirschmann)

Pipetten: Eppendorf research, 10, 100, 200, 1000 ul
Sterilbank (BDK)

Tiefkuhltruhe -20°C, Tiefkihltruhe -70°C
Vakuumabsaugpumpe (Neuberger Laborport)
Warmwasserbad: w12 STORK tronic

Zentrifugen: Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf Centrifuge 5424,
Eppendorf Centrifuge 5415D

12.2Verbrauchsartikel

Gewebekulturplatte 6-Well (Cellstar ®, Greiner)
Gewebekulturplatte 96-Well (Cellstar ®, Greiner)

Cryo tubes vials nunc

Deckglaser, 24x32mm, Langenbrick, Emmendingen/D
Einmalpipetten (25 ml, 10ml, 5ml, 2ml BD Falcon)
Filtertips (100,200,1000 ul Biozym, 10 ul, Preglab)
Kanule (BD Microlance)

Light Cycler Glaskapillaren, LC Capillaries 2 pl, Roche, Mannheim/D
Neubauer Zahlkammer (Neubauer)

Petrischalen: 35mm (Cellstar Greiner bio-one, 145/20mm)
Reaktionsrérchen (2,0; 1,5,; 0,5ml Eppendorf)
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¢ Rneasy Mini Kit (Qiagen)

e Rundbodenréhrchen 5ml (BD Flacon)

e Spritze (BD Plastipac)

e Zellkulturflaschen : 75cm2 Falcon (BD Biosciences)

e Zellschaber (Costar)

e Zentrifugationsréhrchen: 15ml (Sarstedt), 50 ml (Cellstar tubes, Greiner
bio-one)

12.3Chemikalien:

e 3-Isobuthylxanthin (Sigma)

e 70% Ethanol (Lonza)

e Accutase (PAA)

e Ascorbinsdure (Sigma)

e BSA

e Collagen | (BD)

e (Collagenase Xl (Sigma)

e cDNA-Synthese-Kit, Advantage RT-for-PCR Kit, Clontech, Palo
Alto/USA

e Descosept AF (Dr. Schuhmacher GmBH)

e Dexamethason (Sigma)

e Dimetyl Sulphoxide (Sigma)

e Dispase Il Roche Diagnostics GmBH

e DMEM HG (PAA)

e DMEM-F12 Gibco (Invitrogen)

e Tabelle 9: Farbelésungen fir die Von-Kossa-Farbung
Silbernitratlésung 2,5 g Silbernitrat in 50 ml Aqua dest.

Natriumcarbonatlésung | 2,59 Na-Carbonat in 12,5 ml Formaldehydlésung
35% und 35ml Aqua dest.
Natriumthiosulfatlésung |2, 5 g Na-Thiosulfat in 50 ml Aqua dest.

e FBS Superior Biochrom AG

¢ Ficoll-Paque Premium (GE-Healthcare)

88



Fungizide Patricin Biochrom

Heparin Natriumsalz Carl Roth GmbH & Co Kg
Human plasma recovered (PAA)

Indomethacin (Calbiochem)

Insulin solution: human (Sigma)

Tabelle 10: Inhaltsstoffe von PFEA (FACS-Analyse)

Inhaltsstoff Menge Hersteller

DPBS 500ml Gibco

FCS 10ml Biochrom AG
Natrium-Azid- 1ml Merck KGaA
Stocklésung

EDTA-Natrium 372mg Triplex Il (Merck)

Proteine der extrazellularen Matrix

o Laminin 1, 1mg/ml, Sigma
o Laminin 5, 0,65mg/ml, Abcam
o Collagen 1, 200 pg/ml, BD Biosciences
L-Glutamine (Lonza)
Qil red O (Sigma)
PBS-Puffer, Dulbecco’s PBS, PAA
PCR-Kit, Tag DNA-Polymerase, Boehringer Mannheim/D
RNA-Extraktionskit, RNeasy minikit (250), Qiagen, Maryland/USA
Penicillin/ Streptomycin Gibco Pen/Strep
Silbernitrat Roth
B3-Glycerolphosphat Sigma
3-Mercaptoethanol Sigma
Thrombozytenlysat (Blutbank Tubingen)
Trypan Blue solution (Sigma)
Trypsin PAA
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e Antikérper fur die FACS-Analyse:

CD73 |PE BD Pharmingen |Cat.nr. 550257
CD90 |PE R+D Systems FAB 2067P
CD105 |FITC |AbD serotec MCA 1557F
CD14 |PE BD Pharmingen |555397

CD34 |PE Biolegend 316407

CD45 |PE Biolegend 304007

12.4 Computerprogramme:

e Excel (Office 2000, Microsoft Cooperation, USA)
e Image J, NIH, USA

e Image Manager 1000, Leica

e Programm fur PCR-Auswertung: Molecular Biochemical Light Cycler

Software, Roche, Mannheim/D

e BD FACSDiva™ Software (BectonDickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)

e FlowdJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA)

e Remote Capture

12.5Ausfuhrliche Versuchsanleitung zur Analyse der Expression

osteogener Markergene

1251 Isolation von RNA

Zur Isolation der RNA der MSC wurde der RNeasy-Mini Kit von Qiagen benutzt.
Die MSC, die davor 3 bzw. 7 Tage mit osteogenem Differenzierungsmedium
bzw. Kontrollmedium in proteinbeschichteten 75ccm-Falcons kultiviert wurden,
wurden mit Trypsin vom Flaschenboden abgelést. Nach Abstoppen mit GMP+-
Medium wurden die MSC bei 1500 rpm, 7 Minuten bei 7°C zentrifugiert. Nach
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Absaugen des Uberstands wurden die Zellen in 350 pl RLT-Puffer (+ 1% B
Mercaptoethanol) resuspendiert und anschlieBend bei —70°C flr einige Tage

aufbewahrt.

Nach dem Auftauen der Suspension erfolgten folgende Schritte:

Zugabe von 350ul 70%iges Ethanol

Aufziehen mit einer Spritze (5 Mal wiederholen)

Aufschichten des Gemischs auf die Silicagel-Saule (Rneasy-Kit)

15 Sekunden bei 1000rpm zentrifugieren und Verwerfen des
Durchflusses

Zugabe von 350ul RW1-Puffer auf die Saule

15 Sekunden bei 1000rpm zentrifugieren und Verwerfen des
Durchflusses

Zugabe von 10 yl DNase und 70 pyl RDD Puffer in die Mitte der Saule
15 Minuten bei 20°C inkubieren

Erneutes Waschen mit 350ul RW1-Puffer

15 Sekunden bei 1000rpm zentrifugieren und Verwerfen des
Durchflusses

Umsetzen der Saule in ein neues Tube

Zugabe von 500 yl RPE-Puffer

15 Sekunden bei 1000rpm zentrifugieren und Verwerfen des
Durchflusses

Zugabe von 500 ul RPE-Puffer

2 Minuten bei 10000 rpm zentrifugieren

Zugabe von 40pl Rnase-freiem Wasser

1 Minute bei 20°C inkubieren

2 Minuten bei 10000rpm zentrifugieren

Vor dem Umschreiben der RNA in cDNA wurde die Konzentration der RNA bei

260nm und 280 nm mit dem Photometer gemessen. Gegebenenfalls wurde

Rnase-freies Wasser hinzugegeben, um eine einheitliche Konzentration zu

erreichen.
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12.5.2 cDNA-Synthese

Die Umschreibung von RNA in cDNA erfolgte mithilfe des cDNA-Synthese-Kits
(Clontech). Der Ansatz fir die Synthese der cDNA enthielt 1ug RNA, die in
12,5ul Rnase-freiem Wasser geldst war, und 2ul Oligo-dT-Primer. Diese Primer
lagern sich an die Poly-A-Schwéanze der mRNA an. Im Thermoblock wurde der
Ansatz fir 2 Minuten auf 70°C erhitzt und danach 2 Minuten lang auf Eis
abgekdahlt.
Danach wurde der ,Mastermix“ hinzugeflgt, der aus folgenden Stoffen bestand:

— 5x Reaktionspuffer (4ul)

— Rekombinanter RNAse-Inhibitor (0,5ul)

— dNTP-Mix (1ul)

— Reverse Transkriptase (1ul)
Im Thermoblock wurde das Gemisch zunachst eine Stunde lang auf 42°C
aufgeheizt. In dieser Zeit synthetisierte die Reverse Transkriptase den
komplementaren DNA- Strang. Danach wurden die Proben finf Minuten lang
auf 95°C erhitzt. SchlieBlich wurde die entstandene cDNA bei 4°C gelagert, bis
die Proben dem Thermoblock entnommen wurden. Die entstandene cDNA

wurde mit 80 pl RNase-freiem Wasser versehen und bei - 20°C gelagert.

12.5.3 Quantitative real time PCR (Light Cycler ®)

Die quantitative Real-time PCR beruht darauf, dass wéhrend der Polymerase-
Ketten-Reaktion  bereits die Anzahl der PCR-Produkte mittels
Fluoreszenzmessung ermittelt wird.

Die PCR erfolgt grundsétzlich in folgenden Schritten:

— Hitzedenaturierung: Zunachst wird durch Schmelzen bei 95°C der DNA-
Doppelstrang getrennt.

— Annealing: Uber Basenpaarung lagern sich die Primer an den DNA-
Einzelstrang (Template-DNA) an und begrenzen den DNA-Abschnitt, der
vervielfaltigt werden soll.

— Extension: Die Amplifikation wird bei 72°C durch das hitzestabile Enzym
Tag-Polymerase durchgefihrt. Durch Wiederholung der Reaktionszyklen
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wird die DNA exponentiell vervielfaligt. Die PCR wurde mit dem Light
Cycler® von Roche und dem Light Cycler Fast Start Master Mix von
Roche durchgefiihrt. Der Mix enthielt Tag-DNA-Polymerase, dNTPs,
MgCI2 und den Farbstoff SYBRGreen. Zusatzlich wurden Primer
bendtigt, die spezifisch fir die jeweiligen Gene sind. Fir GAPDH,
Osteopontin und Osteocalcin wurden introniberspannende Primer der
Firma Search LC gewahlt.
Jede untersuchte Probe enthielt:
- 12,6 ul H20
— 2 ul cDNA der jeweiligen MSC-Probe
— 2 ul SYBR-Green Master Mix
- 2,4 yl MgClz (25 mM)
— 1 pl Primer Mix in einer Konzentration von 10 uM pro Primer
FOr Alkalische Phosphatase und Runx-2 wurden Primer der Firma MWG

gewahlt. Diese Proben enthielten folgende Primer-Sequenzen:

Tabelle 11: Primersequenzen fir die Gene AP und Runx-2 der Firma LWG
AP up |5-ATT ACC TGG ACATCG GCAAC -3

down |5’- TTG GGC ACC ACA TCATAG AA -3’
Runx-2 lup |5-TCT GGC CTT CCA CTC TCA GT -3’
down |5’- GAC TGG CGG GGT GTA AGT AA -3’

Die Primer-Sequenzen fur die Gene Osteopontin und Osteocalcin werden nicht
von dem Hersteller LCSearch verdffentlicht.

Der Fluoreszenz-Farbstoff SYBRGreen lagert sich zwischen Template- und
neuem DNA-Strang an und wird dadurch aktiviert. In jedem Reaktionszyklus
gibt die Fluoreszenzintensitat Rickschluss auf die Menge der neu gebildeten
PCR-Produkte.

Bei der hier angewandten relativen Quantifizierung wird die ermittelte
Kopienanzahl im Verhaltnis zur Kopienanzahl eines House-keeping-Gens
gesetzt. Hierzu wird ein Gen gewahlt, welches zuverlassig und in hohem Maf3
von jeder Zelle exprimiert wird, in diesem Fall wurde GAPDH gewahlt.
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Nach Abschluss der PCR-Reaktion wurden die DNA-Proben erneut auf 95°C
erhitzt, sodass die Doppelstrange wieder getrennt wurden und das
Fluoreszenzsignal des SYBR-Green-Farbstoffes abnimmt. Damit die Reaktion
als spezifisch gelten kann, darf diese Schmelzkurve nur einen Peak beinhalten.
Zusatzlich wurde eine vierstufige Standard-Verdinnungsreihe mitgefihrt, deren

Abweichung sich unter 0,05 befinden sollte.
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