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Zusammenfassung

Umfangreiche Kieferdefekte wie z.B. Osteochemonekrosen unter Bisphosphonat -Therapie oder
nach Tumorbehandlungen stellen auch heutzutage eine therapeutische Herausforderung dar.
Der Einsatz von Nabelschnurblutstammzellen (USSCs) könnte ein Ansatz sein, Kieferdefekte
zu regenerieren. Das Regenerations- und Mineralisierungspotential der USSCs ist jedoch von der
zuverlässigen osteogenen Induktion abhängig. Variationen bekannter Supplemente und anderer
organischer Phosphatquellen in der Kultur könnten das Spektrum von geeigneten Induktoren
erweitern.
USSCs wurden auf 24 Well-Platten ausgesät und von Tag 1 an mit unterschiedlich supple-
mentierten Medien versorgt. Als Phosphatquellen wurden dem Medium 5 mM oder 10 mM β-
Glyzerolphosphat (β-Gly), 5 mM Adenosintriphosphat (ATP) oder 5 mM Guanosintriphosphat
(GTP) zugesetzt. Das Medium wurde an Tag 2 durch Normalmedium ersetzt. Nach insgesamt
10 Tagen in Kultur wurden die Proliferation der Zellen und deren knochenspezifische Mine-
ralisierung untersucht. Zudem wurden die USSCs unter denselben Bedingungen in Flaschen
kultiviert und der Expressionsstatus von Zellzyklusmarkern und Zell-Zell-Kontakten mittels
RT-qPCR analysiert. Es zeigte sich, dass ATP und GTP als phosphatliefernde Substanzen die
Proliferation geringgradig herabsetzen. GTP minderte zwar auch die Mineralisation, die spezi-
fische Mineralisationsrate lag dennoch deutlich über den Werten ohne Phosphatzusatz. β-Gly
erlaubte im Vergleich mit anderen Phosphatzusätzen die stärkste Mineralisation, wodurch die
dann gering reduzierte Proliferation ausgeglichen werden konnte. Bis auf ATP waren alle Sup-
plemente in der Lage, die Induktion der Mineralisation im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen erkennbar zu verstärken. In der quantitativen Expressionsanalyse zeigte sich, dass die
Phosphatquellen auf die Verankerungen der Zellen im Zellverbund keinen Einfluss haben, die
Expression von Vinculin blieb unverändert. ATP und GTP führten zu einer erhöhten Expression
von CyclinB2, einem Marker für die Vorbereitung der Zellteilung. Notch-3 als Stammzellregu-
lator wurde nur unter der Zugabe von GTP hochreguliert. Dies ist umso bemerkenswerter, als
unter GTP-Einfluss auch die Expression von CyclinB2 am stärksten erhöht war.
Die untersuchten Supplemente zur Induktion der Mineralisation von USSCs bieten vielverspre-
chende Möglichkeiten der Kombination ihrer Eigenschaften. Eine Variation der Phosphatquellen
zur Unterstützung der Mineralisation von USSCs in vitro könnte für die spezifische Remine-
ralisierung und das Auffüllen von Defekten mit proliferierenden Zellen in vivo therapeutische
Bedeutung erlangen. Bei der Auswahl der Zusätze zur Zellkultur könnten Proliferation und
Mineralisation aufeinander abgestimmt werden. Jedoch ist eine zunehmende Proliferation kein
hinreichendes Kriterium für Mineralisationsprozesse. Die Aufnahmewege in die Zellen scheinen
für die einzelnen Supplemente voneinander abzuweichen. In weiteren Untersuchungen und kli-
nischen Studien sollte untersucht werden, ob proliferierende und mineralisierende Zellkulturen
in nekrotischen Knochenarealen überleben können.
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Summary

Osteochemonecroses can occur as an adverse consequence of bisphosphonate- or tumor-therapy
that still poses a big challenge today. The use of stem cells of umbilical cord blood (USSCs)
may offer an solution to treat defects of the jaw. However, the regenerative and mineralization
potential of USSCs depend on a reliable osteogenic induction. The spectrum of reliable induc-
tors might be widened by providing culture media with different phosphate sources.
24-well plates were seeded with USSCs that had been incubated with differently supplemen-
ted medium from day 1. The cell culture medium was supplemented by 5 mM or 10 mM β-
glycerolphosphate (β-Gly), 5 mM adenosine triphosphate (ATP) or 5 mM guanosine triphos-
phate (GTP). The media were replaced by standard culture media on day 2 and cells were
examined regarding bone-specific mineralization and proliferative potential after 10 days in
culture.
In parallel, USSCs were plated on 75 cm2 flasks and cultured under the same conditions. Ex-
pression of cell-cycle markers and cell-cell-contacts were analysed using RT-qPCR.
The proliferation was reduced when using ATP and GTP as phosphate sources. Adding GTP
decreased the absolute mineralization, but it considerably incrased the specific mineralization
rate in comparison with cells that were incubated without additional phosphate sources. The
highest mineralization rate was measured in cultures supplemented with β-Gly. This compen-
sated the slightly reduced proliferation. Except for ATP, all used supplements resulted in an
increased specific mineralization compared to untreated cells.
The quantitative analysis of the expression showed that the additional phosphate sources did
not affect the fixation of cells in a cell cluster as the expression of vinculin stayed the same. ATP
and GTP led to an increased expression of CyclinB2 that is an initial marker of cell division.
Notch-3, a niched stem cell marker, was only upregulated by GTP. It is remarkable that the
supplementation with GTP also led to an increase of CyclinB2.
The supplements used to induce mineralization of USSCs provide promising opportunities to
combine their features. Modifying phosphate sources to support the mineralization of USSCs
in vitro could result in therapeutic relevance to treat bone defects with proliferating cells in
vivo. Selecting appropriate supplements for cell culture could improve proliferation and mine-
ralization. However, an increased proliferation rate is not a sufficient criterion for the process of
mineralization. There is good reason to believe that the intake of the supplements in the cells
varies. This has to be studied in the future. Furthermore, clinical studies have to demonstrate
if proliferating and mineralizing cell cultures can survive in necrotic bone.
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Abkürzungsverzeichnis

1,25 (OH)2D 1α− 25 − Dihydroxycholecalciferol

ALP Alkalische Phosphatase

Asc Ascorbinsäure

AT-MSC Adipose Tissue MSC

ATP Adenosintriphosphat

β-Gly β-Glyzerolphosphat

BM-MSC Bone Marrow MSC

BMP Bone Morphogenic Protein

CaSR Calcium-Sensing Receptor

cDNA complementary DNA

CP Crossing Point

CT Calcitonin

DAG Dexamethason, Ascorbinsäure und β-Glyzerolphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic Acid

DNS Desoxyribonukleinsäure

ESC Embryonale Stammzelle

FCS Fötales Kälberserum

FGF Fibroblast Growth Factor

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GTP Guanosintriphosphat
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Hsp60 Hitzeschockprotein 60

Koll 1 Kollagen Typ 1

KO Kontrolle

LIBS Laser-Induced Breakdown Spectroscopy

MPC Mesenchymale Progenitorzelle

mRNA messenger Ribonucleid Acid

mRNS Boten-Ribonukleinsäure

MSC Mesenchymale Stammzelle

NCBI National Center for Biotechnology Information

OC Osteokalzin

ON Osteonektin

OP Osteopontin

OPG Osteoprotegerin

PBS Phosphate-Buffered Saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

Pi Anorganisches Phosphat

PTH Parathormon

PTHrP PTH related Peptide

RT-qPCR quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

RER Raues Endoplasmatisches Retikulum

RFU Relative Fluorescence Unit, dt. relative Fluoreszenz Einheit

RGE Relative Genexpression

RNA Ribonucleic Acid, dt. Ribonukleinsäure, auch RNS

RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Runx2 Runt-related Transcription Factor 2

TE Tissue Engineering

UNG Uracil-DNA-Glycosylase

USSC Unrestricted Somatic Stem Cell

Z Zellen
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KAPITEL 1

Einleitung

Die Behandlung von Patienten mit Knochendefekten im Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereich
stellt auch heutzutage eine besondere Herausforderung dar. Tumorerkrankungen, Traumata,
aber auch Folgen des Alterungsprozesses können teils enorme Knochendefekte zur Folge haben.
Ungeachtet ihrer Ursachen führen Knochenverluste für die Patienten nicht nur zu funktionellen,
sondern meist auch zu ästhetischen Beeinträchtigungen. Weitere Begleiteffekte von Knochenver-
lust im Kiefer- und Gesichtsbereich stellen insbesondere auch die Minderung von Lebensqualität
und Sozialkompetenz bei den Patienten dar, wenn das Eingliedern von schleimhaut- oder im-
plantatgetragenem Zahnersatz nicht mehr möglich ist.
Knochen ist zwar ein Gewebe, das sich durch narbenloses Ausheilen nach Schädigung auszeich-
net, jedoch ist die Regenerationsfähigkeit bei großen Defekten begrenzt. Im Laufe der Jahre
haben sich die Therapieansätze verändert. Wurden ursprünglich rein resektive Verfahren ange-
wendet, so fokussiert man sich heutzutage zunehmend auf rekonstruierende Maßnahmen. Durch
artifizielle Materialien wie Metalloxid-Keramiken (Yamamuro et al. 1990; Frenkel and Nieder-
dellmann 1975), Polymethylmetacrylate (Pochon and Kloti 1991) oder Polyurethane (Leake
and Habal 1976) konnten Form und Funktion von Knochen teils wieder hergestellt werden. Die
unvollständige Integration in den Organismus sowie weitere spezifische Nachteile dieser Kno-
chenersatzmaterialien, wie zum Beispiel Fremdkörperreaktionen, konnten aber nicht vermieden
werden.
Da es sich bei Knochen um ein Gewebe handelt, das stetigen Umbauprozessen unterliegt, ver-
mag es sich durch kontrollierte dynamische An-, Um- und Abbauprozesse den Anforderungen
und der Beanspruchung, denen es ausgesetzt ist, laufend anzupassen. Dieser Aspekt ist mittler-
weile zentraler Bestandteil der rekonstruktiven Therapie, deren Ziel, wann immer möglich, die
Restitutio ad integrum ist. Auch die Heilung nach einer Fraktur oder Osteotomie sind Beispiele
für eine Restitutio (Rodan 1992), also die Wiederherstellung des Knochens.
Im Gegensatz zu künstlichen Knochenersatzmaterialien, welche meist nur osteokonduktive Ei-
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1 Einleitung

genschaften aufweisen, enthält autologer Knochen neben dem Knochengerüst auch biologisch
aktive Zellen. Er besitzt osteogenetische, osteoinduktive und osteokonduktive Eigenschaften, die
einen beschleunigten Heilungsprozess ermöglichen und zudem dazu führen, dass sich das Trans-
plantat an die lokalen Begebenheiten anpassen kann. Autologe Knochentransplantate gelten
daher auch heutzutage immer noch noch als „Gold-Standard“ (Pretorius et al. 2005; Sen and
Miclau 2007) in der rekonstruktiven Knochenchirurgie.
Trotz aller Vorteile geht die Verwendung autologen Knochens mit einigen Nachteilen einher.
Neben der quantitativen Limitation des zur Verfügung stehenden Knochens (Springfield 1996)
sind dies die mögliche Morbidität aufgrund der Gewebsentnahme (sogenannte donorsite morbi-
dity) (Nkenke et al. 2001, 2002, 2004; Sasso et al. 2005; Kim et al. 2009; Scheerlinck et al. 2013)
sowie der häufig auftretende Volumenverlust des Transplantates (Smolka et al. 2006; Sbordone
et al. 2012) infolge von Resorptionsprozessen im Empfängergewebe.
Um langfristige Erfolge zu erzielen und den Anforderungen des komplexen Gewebes Knochen
gerecht zu werden, rückt die Entwicklung von zellbasierten Transplantaten zur Knochenrekon-
struktion immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung. Insbesondere das Tissue Engineering
von Knochen scheint hierbei eine aussichtsreiche, komplikationsarme Alternative zum autologen
Knochentransplantat zu sein.
Grundsätzlich werden drei verschiedene Ansätze der zellbasierten Knochenrekonstruktion un-
terschieden. Neben dem bereits oben erwähnten Knochentransplantat, beispielsweise in Form
eines Gewebeblocks, ist auch eine Aktivierung von ortsständigen Zellen möglich. Diese kann
beispielsweise mithilfe von Zytokinen (Kubler et al. 1998; Depprich et al. 2005), mechanischen
Stimuli wie Dehnungsreizen (Meyer et al. 2006) oder elektromechanischen Reizen (Aaron et al.
2004) erfolgen. Bei dieser Vorgehensweise ist kein zusätzlicher Spenderknochen erforderlich. Bei
Erkrankungen, die mit großen knöchernen Defekten oder mit vorgeschädigten Zellen, z.B. post
radiationem in der Malignomtherapie, einhergehen, stößt die Methode der in-situ-Aktivierung
jedoch an ihre Grenzen (Holmes et al. 2002).
Zellen können außerdem isoliert, extrakorporal kultiviert und schließlich transplantiert werden.
Letzterer Ansatz entspricht den klassischen Vorstellungen des Tissue Engineerings. Die Entnah-
memorbidität entfällt hier. Die vier biologischen Säulen des Tissue Engineerings sind die Zellen
(Handschel et al. 2006), die Matrix (Handschel et al. 2002; Wiesmann et al. 2004), Wachstums-
faktoren (Depprich et al. 2005; Kubler et al. 1998) und die Vaskularisation (Rouwkema et al.
2008; Krishnan et al. 2014).

1.1 Zellen für das Tissue Engineering von Knochen

Zellen, die für das Tissue Engineering von Knochen infrage kommen, können autologer, alloge-
ner oder xenogener Herkunft sein. Sie können darüber hinaus weiter unterteilt werden in Zellen
mit totipotentem, pluripotentem oder multipotentem Potenzial sowie in bereits ausdifferenzier-
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Abb. 1: Differenzierungskaskade der Zellen modifiziert nach Rohen undWobus and Boheler

te Zellen (Osteoblasten). Während totipotente Zellen in der Lage sind, sich in alle Zellen des
Organismus zu differenzieren, besteht bei pluripotenten Zellen immerhin noch die Möglichkeit,
sich in Zellen aller drei Keimblätter zu entwickeln. Multipotente Zellen hingegen können ver-
schiedene Zelltypen ausbilden, zeigen jedoch ein eingeschränkteres Differenzierungsspektrum als
toti- oder pluripotente Zellen. Unipotente Zellen sind bereits endgültig determiniert. Darüber
hinaus sind auch genetisch modifizierte Zelllinien erforscht, die zum Einsatz kommen können.
Abbildung 1 enthält eine umfangreiche Darstellung der Differenzierungskaskade der Zellen.
Die Verwendung von Zellen mit toti-, pluri- oder multipotentem Differenzierungspotenzial
bringt den Vorteil mit sich, dass sich die ursprünglichen Zellen sowohl in knochenbildende
als auch in Zellen entwickeln können, die an der Ausbildung von Geweben beteiligt sind (z.B.
Endothelzellen).
Mesenchymale Vorläuferzellen (MPC) wurden bisher in verschiedensten Geweben nachgewie-
sen, beispielsweise in Knochenmark, Periost, Fettgewebe oder Pulpagewebe der Zähne (Pitten-
ger et al. 1999; Moosmann et al. 2005; Covas et al. 2005; In ’t Anker et al. 2004) und können in
verschiedene mesenchymale Zelllinien differenzieren (Handschel et al. 2009). Die Stamm- und
Vorläuferzellen, die embryonal entstehen, scheinen in den verschiedensten adulten Geweben
bzw. Organen zu verbleiben, um dort der Erneuerung zugrunde gegangener Zellen zu dienen.
Ihre Verfügbarkeit ist jedoch eingeschränkt, da sie aus dem Körper mittels Aspirationsverfahren
entnommen werden müssen und ihre Anzahl in adultem Gewebe gering ist. So geht man davon
aus, dass nur etwa jede hunderttausendste Zelle aus dem Knochenmark eine Mesenchymale
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1 Einleitung

Progenitorzelle (MPC) ist (Quarto et al. 1995; D’Ippolito et al. 1999). Außerdem sind ihre
Proliferations- und Differenzierungsmöglichkeiten im Alter begrenzt (McCulloch et al. 1991;
Quarto et al. 1995; D’Ippolito et al. 1999).
Embryonale Stammzellen (ESC) (Heng et al. 2004; zur Nieden et al. 2005) und Unrestricted
Somatic Stem Cells (USSCs) (Kogler et al. 2004) werden bereits seit einigen Jahren für das
Tissue Engineering verwendet und besitzen totipotente beziehungsweise pluripotente Eigen-
schaften. Sie sind xenogener und allogener Herkunft, weshalb die Entnahmemorbidität entfällt,
zudem besitzen sie ein hohes Erneuerungspotenzial.
Embryonale Stammzellen (ESC) werden aus der inneren Zellmasse der Blastozyste von künst-
lich befruchteten Eizellen isoliert. Die Blastozyste setzt sich aus einer äußeren Zellschicht, dem
Trophoblasten, und einer inneren Zellschicht zusammen. Aus der inneren Zellmasse entwickelt
sich später der Embryo. Die ersten ESCs wurden 1981 aus Maus-Blastozysten gewonnen (Kauf-
man et al. 1983; Martin 1981). 1998 wurden dann die ersten humanen ESCs erfolgreich isoliert
(Thomson et al. 1998). Diskussionen über die Verwendung von humanen ESCs und deren ethisch
unbedenklichen Einsatz müssen geführt werden. Dabei steht die Frage im Mittelpunkt, ob die
mögliche Therapie eines erkrankten Menschen höher anzusiedeln ist als das Leben eines Em-
bryos. Es wird in der Literatur argumentiert, dass eine Therapie, die womöglich der Behandlung
vieler Patienten dienen könnte, über das Wohl des Embryos gestellt wird (Cogle et al. 2003). Das
Recht auf Leben und der Schutz der Menschenwürde verbieten jedoch die Forschung mit em-
bryonalen Zellen. In Deutschland ist jegliche Forschung mit humanen embryonalen Stammzellen
verboten und durch das Embryonenschutzgesetz (ESchG vom 13.12.1990) festgelegt. Zusätzlich
kann eine maligne Entartung von ESCs nicht ausgeschlossen werden. Trounson (2002) zeigte in
Tierversuchen, dass eine erhöhte Anzahl von Teratomen und Teratokarzinomen post transplan-
tationem von ESCs aufgetreten ist. Auch wenn sich in anderen in-vivo-Studien keine maligne
Transformation andeutete (Zhang et al. 2001), sollte dieses potentielle Entartungsrisiko nicht
außer Acht gelassen werden.
Im Gegensatz dazu sind die ethischen Bedenken bei der Verwendung von USSCs geringer, auch
die rechtlichen Grundlagen erlauben umfangreichere Untersuchungen mit und an den Zellen.
Weder in Schafsmodellen (Kogler et al. 2004) noch in weiteren Tiermodellen zur Überprüfung
des Differenzierungspotenzials von USSCs (Mann 2007) konnten Entartungen nachgewiesen
werden. Zwar konnten Burt et al. (2004) und Heng et al. (2004) aussichtsreiche Ergebnisse
bezüglich der Immunkompetenz von ESCs vorlegen, jedoch sind auch in diesem Bereich noch
Bedenken vorhanden. Demgegenüber konnten bislang bei den Untersuchungen zu USSCs nur
geringgradige Immunreaktionen beobachtet werden (Benito et al. 2004; Bradstock et al. 2006;
Kleen et al. 2005).
Eine mögliche Einteilung der Zellen für das Tissue Engineering findet sich bei Handschel et al.
(2009) (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Einteilung der Zellen für das Tissue Engineering nach Handschel et al.
(2009). ADPC=Progenitorzellen aus Fettgewebe, BMDPC=Progenitorzellen aus dem Knochen-
mark,PDPC=Progenitorzellen aus dem Periost

Natürlich vorkommende Zellen Genetisch modifizierte Zellen

Toti- und Pluripotente Zellen

• Embryonale Stammzellen (ESCs)

• Nabelschnurblutstammzellen
(USSCs)

• Osteosarkom Zelllinien

• Immortalisierte Zelllinien
– spontan
– transformiert

• Nicht transformierte clonale Zelllinien
Multipotente Zellen

• ADPC

• BMDPC

• PDPC

• Progenitorzellen aus Gefäßwänden

• Progenitorzellen aus Plazenta

Unipotente Zellen

• Präosteoblasten

• lining cells

• Osteoblasten

• Osteozyten
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1.2 Aufbau des Knochens

Knochen, der auf den ersten Blick ein starres, sehr hartes Gewebe zu sein scheint, ist eine spezi-
elle Form von Bindegewebe, das neben der Stützfunktion weitere Aufgaben erfüllt. Gemeinsam
mit Muskeln, Sehnen, Bändern und Gelenken ermöglicht Knochen nicht nur Bewegungsfreiheit,
sondern schützt zudem die inneren Organe und spielt eine zentrale Rolle im Mineralhaushalt.
Grundsätzlich sind im Knochen vier verschiedene Zelltypen anzutreffen: Osteoblasten, Osteozy-
ten, Bone lining cells und Osteoklasten. Während die ersten drei genannten Zelltypen der kno-
chenbildenden Gruppe zuzuordnen sind, werden die Osteoklasten der Gruppe der knochenab-
bauenden Zellen zugerechnet (Ducy et al. 2000). Eine weitere Unterteilung der Knochenzellen ist
aufgrund ihres Ursprungs möglich. Während Osteoblasten, Osteozyten und Bone lining cells
aus Osteoprogenitorzellen beziehungsweise mesenchymalen Stammzellen (MSC) hervorgehen
(Buck and Dumanian 2012), stammen die Osteoklasten von den hämatopoetischen Stammzel-
len ab (Suda et al. 1992).
Osteoblasten sind kubische Zellen, die dicht aneinander gereiht auf der Knochenoberfläche lie-
gen und die extrazelluläre Matrix bilden. Sie produzieren täglich einen Osteoidsaum von etwa
0, 5 − 1µm (Sommerfeldt et al. 2001) und nehmen in aktivem Zustand eine ovale Form an.
Entsprechend ihrer Aufgabe enthalten sie viele Zellorganellen, insbesondere raues endoplas-
matisches Retikulum (RER) zur Produktion von Proteinen (Downey and Siegel 2006). Die
Differenzierung von Osteoblasten gilt definitionsgemäß als abgeschlossen, sobald die Zelle Kno-
chenmatrix synthetisiert und diese mineralisiert wird (Meyer et al. 2006). Anschließend kön-
nen sie entweder aktive Osteoblasten bleiben, in Matrix eingemauert zu Osteozyten werden
oder in Form von relativ inaktiven, zellorganellarmen Bone lining cells an der Knochenoberflä-
che verbleiben (Downey and Siegel 2006). Unklarheit herrscht bisher noch über die Funktion
der Bone lining cells: während zum einen vermutet wird, dass sie unter dem Einfluss von
Parathormon (PTH) Enzyme sezernieren, die an der Knochenoberfläche erste Kristalle her-
auslösen, ehe die Osteoklasten fortfahren (Buckwalter et al. 1996), wird andererseits davon
ausgegangen, dass es sich um Vorläufer der Osteoblasten handelt. Diese könnten außerdem das
Wachstum der Kristalle regulieren (Marks and Popoff 1988; Marks and Hermey 1996).
Osteozyten machen im Skelett eines Erwachsenen rund 90 Prozent aller Knochenzellen aus
(Downey and Siegel 2006; Buck and Dumanian 2012). Diese waren ursprünglich Osteoblasten,
die, umhüllt von neu gebildeter extrazellulärer Matrix, die Rolle von Osteozyten übernehmen.
Sie liegen im Inneren des mineralisierten Knochens in kleinen Hohlräumen, den Lakunen, und
bilden untereinander Zytoplasma-Fortsätze aus, die ihnen eine direkte Kommunikation sowie
einen Austausch von Nährstoffen innerhalb der Matrix ermöglichen (Marks and Popoff 1988;
Marks and Hermey 1996). Es wird darüber hinaus angenommen, dass dieses Netzwerk me-
chanische Deformationen weiterleitet und so Knochenbildung und -resorption anregen kann
(Buckwalter et al. 1996).
Osteoklasten sind vielkernige Zellen, die aus hämatopoetischen Stammzellen durch die Fusion
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von Vorläuferzellen entstehen. Ihre Aufgabe ist es, Knochen gezielt zu resorbieren und damit
dessen Umbau zu ermöglichen. Sie sind in den meisten Fällen an den Oberflächen von Knochen
anzutreffen, sind sehr mobil und enthalten entsprechend ihrer Funktion viele lysosomale En-
zyme. Ihre dem Knochen zugewandte Oberfläche ist durch die Ausbildung einer sogenannten
ruffled border (Downey and Siegel 2006; Sommerfeldt et al. 2001; Jerosch et al. 2002) stark
vergrößert, was einen guten Austausch zwischen extra- und intrazellulärem Milieu ermöglicht.
Neben Enzymen kommen auch Protonenpumpen zum Einsatz, die im Bereich zwischen Osteo-
klastensaum und Knochenoberfläche den pH-Wert auf 2 bis 4 absinken lassen (Sommerfeldt
et al. 2001). Es entstehen sogenannte „Howship-Lakunen“ an den Stellen, an denen die Osteo-
klasten aktiv waren und zur Auflösung des Gewebes geführt haben.
Die von den Osteoblasten sezernierte Matrix macht etwa 90 Prozent des gesamten Knochenvo-
lumens aus (Buck and Dumanian 2012). Sie setzt sich aus einem organischen und einem anor-
ganischen Teil zusammen. Der organische Teil macht ca. 65 Prozent der Matrix aus und besteht
wiederum zu rund 90 Prozent aus Kollagen Typ I. Darüber hinaus sind Proteoglykane, Glyko-
proteine und Wachstumsfaktoren als weitere Bestandteile bekannt. Zu den Wachstumsfaktoren
gehören Vertreter der BMP-Familie (Bone Morphogenic Protein), Interleukin-1, Interleukin-6,
Osteokalzin (OC), Osteonektin (ON) und Bone sialoprotein. Sie haben einen starken Einfluss
auf die Osteogenese und die Mineralisations- bzw. Remodeling-Prozesse (Jerosch et al. 2002).
Die Typ-I Kollagen Moleküle formen zunächst Kollagenfibrillen, die präzise ausgerichtet und
überlappend angeordnet sind (Downey and Siegel 2006). Bezüglich der zeitlichen Abfolge der
initialen Mineralisation der Matrix gehen die Ansichten auseinander: während Downey and Sie-
gel (2006) beschreiben, dass 60 Prozent innerhalb weniger Stunden mineralisiert werden, gehen
andere Wissenschaftler davon aus, dass der Mineralisationsprozess erst 10 bis 15 Tage nach
der Sekretion der Matrix beginnt, die ersten 70 Prozent der Matrix dann aber auch innerhalb
kürzester Zeit mineralisiert werden (Sommerfeldt et al. 2001; Buck and Dumanian 2012). Der
anorganische Teil setzt sich aus Hydroxylapatit-Kristallen zusammen und macht den Haupt-
speicher des Organismus für Kalzium, Phosphat, Natrium und Magnesium aus. Wurde früher
noch von reinem Hydroxylapatit ausgegangen, so werden heute auch spezifischen sauren Phos-
phatgruppen eine Beteiligung an dem anorganischen Teil zugesprochen (Downey and Siegel
2006).
Abbildung 2 gibt einen Überblick über die verschiedenen Zellen des Knochens sowie deren
Lokalisation und Organisation.
Die Knochenstruktur betrachtend wird kortikaler (kompakter) von spongiösem Knochen unter-
schieden. Beide Formen besitzen Anteile primären Geflechtknochens und sekundären Lamellen-
knochens. Ihre Struktur ist ähnlich, jedoch ist das Masse-Volumen-Verhältnis in der Kompakta
höher als in der Spongiosa (Buckwalter et al. 1996). Die Kortikalis verleiht dem Knochen Kom-
pressionskraft und Widerstand gegen Torsionskräfte. Sie ist in Röhrenknochen vorzugsweise im
Bereich der Diaphysen verstärkt ausgeprägt, im Bereich der Metaphysen und Epiphysen über-
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Abb. 2: Knochenzellen - Schematische Darstellung
Verwendung mit Genehmigung von Steven N. Popoff aus "Bone cell biology: the regulation of develop-
ment, structure, and function in the skeleton"(Marks and Popoff 1988)

wiegt der Anteil der Spongiosa. Im Bereich platter Knochen, insbesondere an den Schädelkno-
chen, macht die Spongiosa der Kompakta gegenüber einen deutlich größeren Anteil aus (Buck
and Dumanian 2012), was auch dem Leichtbauprinzip des Schädels zuzuordnen ist. Weiterhin
unterscheiden sich die beiden Typen in ihrer metabolischen Aktivität. Da die Knochenzellen
in der Spongiosa durch ihre Lage an der Oberfläche engeren Kontakt zu zirkulierenden Zyto-
kinen und Wachstumsfaktoren haben, können Umbauprozesse hier schneller stattfinden als in
der Kortikalis, wo die Zellen dicht in die Matrix eingebettet sind (Buckwalter et al. 1996).
Ein weiterer Unterschied besteht zwischen Geflecht- und Lamellenknochen. Geflechtknochen,
als primärer Knochen, entsteht während der embryonalen Entwicklung, im Wachstum und bei
der Frakturheilung über einen Kallus, wird jedoch normalerweise im weiteren Verlauf komplett
durch Lamellenknochen ersetzt. Die Anordnung der Kollagen-Fibrillen im Geflechtknochen ist
wenig organisiert und ungleichmäßig. Er ist dadurch noch sehr biegsam, aber auch weniger
tragfähig. Demgegenüber zeichnet sich der Lamellenknochen durch eine klar strukturierte An-
ordnung von dicht gepackten Fibrillen aus. Er tritt in zwei Hauptformen, als Trabekel- und als
Osteon-System, auf.
Die Osteone sind vor allem in der Kortikalis vorhanden. In ihrem Inneren liegt ein Hohlraum,
der Blut- und Lymphgefäße und gelegentlich Nervenfasern enthält, der sogenannte „Harvers-
Kanal“. Rings herum orientieren sich parallel angeordnete Kollagenfibrillen. Viele Zellfortsätze
ermöglichen die Kommunikation und den Austausch von Nährstoffen zwischen den Osteonen
und den Zentralkanälen. Zwischen den Osteonen gibt es definierte Grenzlinien, die Zementlinien
(Downey and Siegel 2006; Buck and Dumanian 2012).
In der Spongiosa tritt der Lamellenknochen vornehmlich in Form von Trabekeln auf. Hier neh-
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men die Kollagenfibrillen halbrunde Formen an. Diese andere Struktur führt vor allem dazu,
dass die Oberfläche deutlich größer ist als bei den Osteonen. Der Anteil an Zellen und Gefäßen
fällt größer aus, statt „Harvers-Kanälen“ gibt es viele kleine Sinusoide (Jepsen 2009), was dazu
führt, dass der metabolische Umsatz im trabekulären Knochen im Vergleich zu Knochen, der
aus Osteonen besteht, höher ist.

1.3 Mineralhaushalt des Knochens

Wie bereits oben erwähnt, nimmt der Knochen nicht nur eine Schutz- und Stützfunktion ein,
sondern ist auch zu einem erheblichen Anteil an der Regulierung des Mineralhaushaltes betei-
ligt. Vor allem der Kalzium- und der Phosphathaushalt sind dies betreffend eng miteinander
gekoppelt. Auch bei der Regulierung des Magnesium-Haushaltes spielt der Knochen eine, wenn
auch untergeordnete, Rolle.

1.3.1 Kalziumhaushalt

Der Körper eines erwachsenen Menschen enthält etwa 1000 − 1200 g Kalzium (Schmidt et al.
2010; Allgrove et al. 2009). Der Anteil des im Knochen gespeicherten Kalziums liegt bei 99 Prozent,
es liegt dort vor allem in Form von Hydroxylapatit-Kristallen (Ca10PO4

6OH2) vor. Diese beste-
hen aus schwer löslichen, alkalischen Kalziumphosphat- und Kalziumkarbonatsalzen. Der Rest
verteilt sich auf das Plasma und auf intrazelluläre Räume. Während intrazellulär vornehmlich
ionisiertes Kalzium vorhanden ist, lassen sich im Plasma im Wesentlichen drei verschiedene
Fraktionen finden. Während die ionisierte Form auch hier etwa 50 Prozent ausmacht, sind rund
40 Prozent an Proteine gebunden (vor allem an Albumin) und weitere 10 Prozent bilden Kom-
plexe mit Citrat, Sulfaten oder Phosphaten (Ghosh and Joshi 2008).
Kalzium ist an vielen biochemischen Prozessen im Körper beteiligt. Es wird einerseits als Trans-
mitter benötigt und ist damit in Prozesse wie Muskelkontraktion, Transport und Ausschüttung
von Hormonen und anderen Botenstoffen involviert, spielt aber andererseits auch in der Blutge-
rinnung oder bei der Regulation der Permeabilität von Zellmembranen eine Rolle. Das ionisierte
Kalzium des Plasmas wird streng reguliert (1, 1 − 1, 3 mmol/l), um insbesondere die neuromus-
kulären Aktivitäten kontrollieren zu können (Allgrove et al. 2009).
Parathormon (PTH), 1α − 25 − Dihydroxycholecalciferol (1, 25 (OH)2D) und Calcitonin (CT)
sind die wichtigsten Regulatoren des ionisierten Plasma-Kalziums.
Die Kalziumkaskade wird durch die Bindung von Kalzium an einen spezifischen Rezeptor,
den „Calcium-Sensing Receptor“ (CaSR) initiiert. Er ist überwiegend in den Zellmembranen
der Epithelzellen der Nebenschilddrüse exprimiert, kann aber auch im Knochen und der Niere
nachgewiesen werden (Rassow et al. 2012; Allgrove et al. 2009). Kalzium bindet an die extra-
zelluläre Domäne und löst intrazellulär eine second messenger -gekoppelte Signalabfolge aus,
die die Ausschüttung von PTH ändert. Unter normalen Umständen wird PTH tonisch aus-
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geschüttet, in Phasen akuter Plasma-Kalzium-Schwankungen wird die Sekretion entsprechend
angepasst.
PTH ist ein einkettiges Polypeptid-Hormon, das in der Nebenschilddrüse aus dem Vorläufer
„Prepro-PTH“ synthetisiert wird. Durch Abspalten der vorgeschalteten Sequenzen entsteht
schlussendlich die aktive Form des PTH (Habener and Kronenberg 1978; Habener et al. 1979).
Ein kleiner Teil des PTH wird in Vesikeln gespeichert, der Großteil wird jedoch laufend neu
synthetisiert. Die PTH-Rezeptoren sind vor allem im Knochen und den Nieren vorhanden. Beim
Absinken des Plasma-Kalziums und damit verminderter Bindung von Kalzium-Ionen an den
Calcium-Sensing Receptor (CaSR), wird PTH vermehrt ausgeschüttet und wirkt im Knochen
vorwiegend an Osteoblasten. Die Wirkung des PTH an den Osteoklasten erfolgt hauptsächlich
durch Mediatoren, z.B. das „RANKL/RANK-System“, das zur Osteoklastendifferenzierung bei-
trägt. Während PTH tonisch ausgeschüttet sogar eher den Knochenaufbau fördert (und deshalb
auch in der Therapie von Osteoporose von Bedeutung ist), überwiegt bei kontinuierlicher Aus-
schüttung der Knochenabbau (Mayer 2007). In der Niere vermittelt PTH die Synthese von
1α− 25 − Dihydroxycholecalciferol, außerdem wird die Rückresorption von Kalzium gefördert,
genauso wie die Ausscheidung von Phosphat. Letzteres führt netto trotz gleichzeitiger Phos-
phatfreisetzung aus dem Knochen und 1α−25−Dihydroxycholecalciferol-vermittelter erhöhter
Phosphatresorption im Darm zu einer negativen Phosphatbilanz (Ghosh and Joshi 2008).

1.3.2 Phosphathaushalt

Von den etwa 700 Gramm Phosphat im Körper eines Erwachsenen sind knapp 80 Prozent im
Knochen gebunden, 9 Prozent in der Muskulatur gespeichert, 10,9 Prozent in den Organen ent-
halten und nur 0,1 Prozent befindet sich in den extrazellulären Flüssigkeitsräumen (Allgrove
et al. 2009; Ghosh and Joshi 2008). Es wird an vielen Stellen des Organismus benötigt, so ist es
in Form von Phospholipiden unerlässlich zur Aufrechterhaltung von Zellmembranen, es ist Be-
standteil der Energielieferanten Adenosintriphosphat (ATP) und Guanosintriphosphat (GTP),
ist Baustein der Nukleinsäuren, übernimmt in verschiedenen Verbindungen Pufferfunktion zur
Aufrechterhaltung des physiologischen pH-Werts und ist darüber hinaus auch an der Funktion
vieler Proteine beziehungsweise an der zellulären Signalkaskade beteiligt (Schmidt et al. 2010;
Klinke et al. 2009).
Im Plasma findet sich Phosphat vorwiegend in Form von Phospholipiden, Phosphatestern oder
als freies anorganisches Phosphat (Pi). Die Plasma Pi-Konzentration unterliegt nicht so stren-
gen Kontrollmechanismen wie die Kalziumkonzentration (s. Kap. 1.3.1), außerdem erlebt sie im
Laufe des Lebens große Schwankungen: sie sinkt vom Säuglingsalter an kontinuierlich ab und
erreicht ihr tiefstes Level im jungen Erwachsenenalter.
Die Resorption von Phosphat wird aktiv durch 1, 25 (OH)2D gefördert, indirekten Einfluss ha-
ben PTH und hypokalzämische Zustände. Außerdem wurde im Jahr 2000 ein neues Mitglied
aus der Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren FGF entdeckt (Yamashita et al. 2000),
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das ebenfalls eine Rolle im Phosphatstoffwechsel spielt. FGF-23 stammt vorwiegend aus Osteo-
zyten und wirkt in seiner aktiven Form vor allem in der Niere. Dort fördert es die Ausscheidung
von Phosphat. Ein zusätzlicher indirekter Effekt tritt über die Hemmung der 1, 25 (OH)2D-
Aktivierung ein. Die Sekretion von FGF-23 wiederum wird über einen negativen Rückkopp-
lungsprozess auch bei Hypophosphatämie verhindert (Allgrove et al. 2009; Juppner 2007).
70 Prozent des Phosphats werden aktiv über Natrium-Phosphat-Cotransporter vom Typ 2b
und passiv im Dünndarm resorbiert (Wilz et al. 1979).

1.3.3 Hormonelle Regulation

Ein ausgeglichener Phosphathaushalt ist essenziell für den Organismus, da ein anhaltender
Mangel an Phosphat langfristig zu Störungen der Knochenmineralisation bis hin zu Osteomal-
zie und Rachitis führt. Daneben sind aber ebenso kardiovaskuläre, neurologische oder auch
respiratorische Komplikationen möglich. Umgekehrt kann eine Hyperphosphatämie, die bei-
spielsweise im Endstadium von Nierenerkrankungen auftritt, zu einem sekundären Hyperpa-
rathyreodismus führen. Dies kann wiederum eine Osteodystrophie mit sich bringen oder aber
Verkalkungen im Bereich des Gefäßsystems verursachen (Sommer et al. 2007). Der Einfluss
von PTH und Fibroblast Growth Factor (FGF) auf den Kalzium- und Phosphatstoffwechsel
wurde bereits in den Abschnitten 1.3.1 und 1.3.2 beschrieben. Weitere Einflussgrößen sind
1α− 25 − Dihydroxycholecalciferol, PTH related Peptide und Calcitonin.
Die aktive Form des Vitamin D, das Calcitriol, entsteht aus einem Produkt des Cholesterinstoff-
wechsels. Durch Ultraviolettbestrahlung der Haut wird die Reaktion in Gang gesetzt, es folgen
Hydroxylierungsprozesse in der Leber und in der Niere. PTH seinerseits fördert diesen Schritt
in der Niere. Außerdem wird im Darm die Resorption von Kalzium erhöht; Kalzium-Kanäle
werden aktiviert, der Plasma-Kalzium-Gehalt steigt an und in direkter Konsequenz wird die
PTH-Sekretion wiederum gedrosselt. Mit steigendem Plasma-Kalzium ergibt sich auch eine er-
höhte Aktivität der Osteoblasten. Parallel stimuliert Calcitriol auch die Phosphatresorption im
Darm und die Kalzium-Rückgewinnung in der Niere (Klinke et al. 2009).
PTH related Peptide (PTHrP) ist ein Peptid, das PTH strukturell ähnelt und dessen Existenz
1985 erstmals von Allgrove et al. (1985) vermutet wurde. Es bindet an den gleichen Rezeptor
wie PTH mit Ausnahme des Rezeptors, der im zentralen Nervensystem existiert. Seine Rolle in
der enchondralen Osteogenese, vor allem bei Heranwachsenden sowie bei der Proliferation und
Reifung der Chondrozyten (Allgrove et al. 2009), wird diskutiert. Aufgrund der Tatsache, dass
bei Patienten mit Tumorerkrankungen Hyperkalzämien beobachtet wurden, die zwar mit einem
normalen PTH-Level, jedoch mit einem Anstieg von PTHrP einher gingen, wird dem PTHrP
eine entsprechende Rolle im Kalziumstoffwechsel zugeschrieben (Allgrove et al. 2009; Rassow
et al. 2012).
Calcitonin ist ein Peptidhormon, das vorwiegend von den C-Zellen der Schilddrüse gebildet
wird. Die Freisetzung erfolgt als Antwort auf hyperkalzämische Zustände im Plasma. Die Wir-
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kung von CT und PTH am Knochen sind gegenläufig, CT fördert den Einbau von Kalzium in
die Matrix.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Tissue Engineering (TE) stellt einen vielversprechenden Ansatz zur Knochenregenerati-
on dar. Durch die Verwendung verschiedener Phosphatsupplemente bei der Kultivierung von
USSCs soll geklärt werden, welche Reaktionen dadurch bei der osteogenen Differenzierung der
USSCs hervorgerufen werden.

Insbesondere soll untersucht werden,

1. ob die Verdopplungszeit verschiedener USSC-Zelllinien abhängig ist von der Passage und
dem Geschlecht der Spenderzellen und welche Zelllinie sich besonders für den geplanten
Versuchsaufbau eignet.

2. ob die Zellen ihr Wachstumsverhalten unter der Zugabe verschiedener alternativer Phosphat-
Supplemente verändern.

3. ob die USSCs unter Zugabe verschiedener Phosphate ein verändertes Mineralisationsmus-
ter zeigen.

Ein möglicher Einfluss soll zudem auf molekularbiologischer Ebene untersucht und mögliche
Auswirkungen auf Zellzyklusmarker und Zell-Zell-Kontakte analysiert werden.
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KAPITEL 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellen

Die verwendeten Unrestricted Somatic Stem Cells (USSCs) wurden freundlicherweise vom In-
stitut für Transplantationsmedizin und Zelltherapeutika der Heinrich- Heine-Universität Düs-
seldorf (Prof. Dr. rer. nat. G. Kögler, Leiterin der José Carreras Stammzellbank Düsseldorf) als
anonymisierte Zell-Linien zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden dort aus Nabelschnurblut
gewonnen (Kogler et al. 2004) und anschließend zu je ca. 1 × 106 Zellen kryokonserviert.
Ein Ethikvotum unter der Registrierungsnummer 3376 wurde von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf für die Arbeiten und deren
Zellen erstellt.

2.2 Versuchsmaterialien und Hilfsmittel

In den nachfolgenden Tabellen sind alle verwendeten Materialien und Geräte aufgelistet.
In Tabelle 2 sind alle Reagenzien für die Zellkultur aufgelistet, in Tabelle 3 die Zusätze, die
für die einzelnen Zellkulturversuche benutzt wurden. Tabelle 4 umfasst Chemikalien, die im
Laborbetrieb immer wieder benötigt wurden. In Tabelle 5 sind alle Test-Kits aufgeführt, die
für die einzelnen Versuche benutzt wurden. Die Tabellen 6 und 7 umfassen die Reagenzien,
die zur complementary DNA (cDNA)-Synthese sowie zur Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
angewendet wurden. In Tabelle 10 sind schließlich alle Laborgeräte aufgeführt.
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2.2.1 Medien, Puffer und Enzyme für die Zellkultur

Tabelle 2: Medien, Puffer und Enzyme für die Zellkultur

Name Firma Ort Land

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) mit 1g/l Glucose und ohne L-
Glutamin

Lonza Verviers B

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
(DPBS)

Invitrogen GmbH Karlsruhe D

Foetales bovines Serum (10%) (FBS) aus
Südamerika

PAN Biotech GmbH Aidenbach D

L-Glutamin (200mM) Biochrom AG Berlin D
Penicillin/Streptomycin
(10.000U/10.000µg/ml)

Biochrom AG Berlin D

Trypsin (2,5%) Lonza Verviers B

Tabelle 3: Supplemente zum Zellkulturmedium

Supplemente Konzentration der
Stammlösung

Konzentration im Versuch

β-Glyzerolphosphat 1M 5 mM
(in PBS angesetzt)
β-Glyzerolphosphat 1M 10 mM
(in PBS angesetzt)
Dexamethason 10−4M 10−7M

(in 100% Ethanol angesetzt)
Ascorbinsäure 50 mM 50µM
(in PBS angesetzt)
DAG 50µM Ascorbinsäure

1x10−7M Dexamethason
10 mM β-Glyzerolphosphat

GTP 5 mM pur
ATP 5 mM pur
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2.2.2 Verwendete Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien

Name Firma Ort Land

Dimethyl Sulphoxide Hybri-Max (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Steinheim D

Ethanol Merck KGaA Darmstadt D
Formaldehydlösung 4% (gepuffert, pH
6,9)

Merck KGaA Darmstadt D

Isopropanol Merck KGaA Darmstadt D
Methanol Merck KGaA Darmstadt D
Natriumchlorid Sigma-Aldrich Chemie

GmbH
Steinheim D

Trypan Blue Solution (0,4%) Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Steinheim D
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2.2.3 Test-Kits

Tabelle 5: Test-Kits

Kit Firma Ort Land

CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit Invitrogen GmbH Karlsruhe D

• CyQUANT® GR dye

• Cell-lysis buffer

RNeasy® Mini Kit Qiagen Hilden D

• RNeasy® Mini Spin Columns

• Collection Tubes

• Buffer RWT

• Buffer RPE

• RNase-Free Water
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2.2.4 Materialien für die cDNA-Synthese

Tabelle 6: Materialien für die cDNA-Synthese

Name Firma Ort Land

Oligo (dt)12−18 (5000µg/ml) Invitrogen GmbH Karlsruhe D
Ultra PURET M Distilled Water DNAse /
RNAse free

Invitrogen GmbH Karlsruhe D

SuperSkriptT M II Reverse Transkriptase
(200U/µl)

Invitrogen GmbH Karlsruhe D

• 5x First Strand Buffer

• 0,1 M DTT (Dithiothreitol)

• SuperSkriptT M II RT

10 mM dNTP Mix Invitrogen GmbH Karlsruhe D

2.2.5 Materialien, Primer und Sonden für die Polymerasekettenreaktion

Tabelle 7: Materialien für die PCR

Name Firma Ort Land

96 Well qPCR Natural Plates with flat
caps

Eurogentec Deutsch-
land GmbH

Köln D

Ultra PURET M Distilled Water DNAse /
RNAse free

Invitrogen GmbH Karlsruhe D

qPCR MasterMix Eurogentec Deutsch-
land GmbH

Köln D

Sonden Roche Diagnostics
GmbH

Mannheim D

Primer Eurofins MWG Operon Ebersberg D
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Tabelle 8: Liste der für die RT-qPCR verwendeten humanen Primer

Primer Primersequenz

GAPDH 5’-GCT CTC TGC TCC TCC TGT TC-3’
3’-ACG ACC AAA TCC GTT GAC TC-5’

Vinculin 5’GCA AAT GGT CCA GCA AGG-3’
3’-CCT CTT ACC AGC CGA GAC AT-5’

Notch3 5’-CAA TGC TGT GGA TGA GCT TG-3’
3’-AAG TGG CTT CCA CGT TGT TC-5’

CCNB2 5’-TGG AAA AGT TGG CTC CAA AG-3’
3’-TCA GAA AAA GCT TGG CAG AGA-5’

CyclinE 5’-GCC ATT GAT TCA TTA GAG TTC CA-3’
3’-CTG TCC CAC TCC AAA CCT G-5’

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon. Die jewei-
ligen Sequenzen sind in Tabelle 8 aufgelistet. Die Auslieferung erfolgte in einem lyophilisierten
Zustand, das Produkt wurde mithilfe eines mitgelieferten Synthesereports in DNase/RNase-
freiem Wasser gelöst, um eine Konzentration von 100 pmol/µl zu erreichen. Diese Stammlösung
wurde vor dem Gebrauch abermals verdünnt, um eine Konzentration von 20 nmol/ml zu erzie-
len. Die dazugehörenden Sonden sind in Tabelle 9 aufgeführt.

Tabelle 9: Sonden aus der Universal Probe Library der Firma Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim (D)

Gen Sondennummer

GAPDH 60
Vinculin 21
Notch3 26
CCNB2 7
CyclinE 74
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2.2.6 Geräte, Laborhilfsmittel und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Geräte, Laborhilfsmittel und Verbrauchsmaterialien

Name Firma Ort Land
Autoklav D-65 Systec GmbH Wettenberg D
BioPhotometer Eppendorf AG Hamburg D
Brutschrank (CO2-Begasung) Cytoperm 2 Heraeus Holding GmbH Hanau D
Heracell 240
Deckgläser für Mikroskopie 24x 50 mm Engelbrecht Medizin-

und Labortechnik
GmbH

Edermünde D

Feinwaage Chyo IL-180 Hartenstein Würzburg D
Gefrierschränke Liebherr Ochsenhausen D

Thermo Fisher Scientic Waltham
(MA)

USA

iCycler® Thermal Cycler Base, iQ5 (Real
Time PCR Detection System)

Bio-Rad Laboratories
GmbH

München

Küvetten UVetten Eppendorf AG Hamburg D
Kühlschränke Liebherr Ochsenhausen D
Magnetrührstäbe Thermo Fisher Scienti-

fic
Waltham
(MA)

USA

Mikroliterpipette (10,20,100,250 und
1000µl) Research

Eppendorf Wesseling-
Erzdorf

D

Mikroskop DM5000 B Leica Microsystems Wetzlar D
Multiwellzellkulturplatten (12,24,48,96
Well)

Greiner bio-one GmbH Frickenhausen D

Neubauerzählkammer, improved Assistant Sondheim D
BioPhotometer Eppendorf AG Hamburg D
Pipetten aus Polysterol (5, 10 und 25 ml) Corning Incorporated Corning (NY) USA
Pipettenspitzen TipOne (0, 1−10, 1−100,
101 − 1000µl)

Starlab GmbH Ahrensburg D

Pipettierhelfer, Accujet Brand Wertheim D
Sterilbank HeraSafe Heraeus Holding GmbH Hanau D
Thermomixer comfort Eppendorf AG Hamburg D
Untersuchungshandschuhe Mai Med Neuenkirchen D
Vakuumpumpe KNF Neuberger GmbH Freiburg i. Br. D

Weiter auf nächster Seite
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Tabelle 10: Fortführung von vorheriger Seite

Name Firma Ort Land
Vinitex Airflow Abzug nach DIN EN
14175

Vinitex Laboreinrich-
tungen GmbH & CO
KG

Coswig D

Wasserbad Köttermann Systemla-
bor

Uetze / Hänig-
sen

D

Zellkulturflaschen (25 und 75 cm2) Greiner bio-one GmbH Frickenhausen D
Zentrifuge Multifuge 1S-R Heraeus Holding GmbH Hanau D
Zentrifugenröhrchen Falcon Becton Dickingson Lab-

ware
Franklin Lakes
(NJ)

USA

2.3 Zellkultur USSCs

2.3.1 Kultivieren der Zellen

Die Gewinnung und Aufbereitung der Zellen erfolgte nach dem etablierten Protokoll in der José
Carreras Stammzellbank der Universitätsklinik Düsseldorf (Kogler et al. 2004). Anschließend
wurden sie in speziellen Kyro-Röhrchen mit 1×106 Zellen im Stickstofftank bei -196◦C gelagert.
Unmittelbar nach der Entnahme der Zellen aus dem Stickstofftank wurden sie im Wasserbad
bei ca. 37◦C einige Sekunden angetaut, bis nur noch ein kleiner Eiskristall sichtbar war.
Die Zellen wurden dann in ein 50 ml Falcon Tube überführt, in das bereits 9 ml kaltes Medium
vorgelegt war. Die Trennung vom Einfriermedium erfolgte durch Zentrifugation (470 × g, 7 Mi-
nuten, 4◦C). Anschließend wurde der Überstand abpipettiert und das verbleibende Zellsediment
in frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden dann auf 75 cm2 Zellkulturflaschen aufge-
teilt und bei 37◦C (5% CO2, 21% O2, 95% Luftfeuchtigkeit) in den Inkubator zur Kultivierung
gestellt.
Das sterile Medium setzte sich wie folgt zusammen:

• 350 ml DMEM

• 5 ml L-Glutamin (200 mM)

• 5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml / 10.000µg/ml)

• 150 ml FCS

Die verwendeten Reagenzien sowie Hersteller und Herkunft sind in Tabelle 2 aufgeführt. Etwa
24 Stunden nach dem Auftauvorgang erfolgte ein Mediumwechsel. Dabei wurde die komplette
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Menge Medium vorsichtig aus den Zellkulturflaschen abpipettiert und durch die gleiche Menge
frisches, auf 37◦C vorgewärmtes Medium ersetzt. Dieser Vorgang diente der Entfernung toter
Zellen und der Dimethylsulfoxid-Reste des Einfriermediums (Abschn. 2.3.4). Weitere Medium-
wechsel erfolgten alle 3 Tage, um die Zellen mit frischen Nährstoffen zu versorgen.

2.3.2 Passagieren der Zellen

Die adhärent wachsenden Zellen sollten eine Konfluenz von 80 Prozent nicht überschreiten, um
in ihrem undifferenzierten Zustand zu verbleiben. Um das Ausmaß der Konfluenz zu bestim-
men, wurden die Zellkulturflaschen unter einem Lichtmikroskop betrachtet. Bei entsprechender
Konfluenz wurde das komplette Medium aus der Flasche entfernt und der Flaschenboden mit
der gleichen Menge PBS gespült. Dieses wurde dann wieder abgenommen und durch frisches
PBS ersetzt, das dann für 7 Minuten bei 37◦C inkubiert wurde. Das PBS wurde abermals ent-
fernt und es folgte die Zufuhr von 1:10-verdünntem Trypsin (2, 5%). Die Flasche verblieb im
Anschluss etwa 8 Minuten im Inkubator. Unter dem Lichtmikroskop ließ sich dann gut beur-
teilen, ob sich der Zellrasen vom Flaschenboden gelöst hatte. Durch dezentes Klopfen wurden
schließlich auch die fester haftenden Zellen abgelöst. Es wurde dann Zellmedium hinzugegeben,
um die Aktivität des Trypsins zu stoppen. Um möglichst alle Zellen aus der Flasche zu entfer-
nen, wurde der Flaschenboden mehrfach mit dem Trypsin-Medium-Gemisch abgespült, das im
Anschluss in ein 50 ml Falcon überführt wurde. Die Trennung von Zellen und Gemisch erfolgte
mittels Zentrifugation (470 × g, 7 Minuten, 4◦C). Je nach vorausgegangener Konfluenz wurden
die Zellen zunächst in frisches Medium aufgenommen und in einem Verhältnis von 1:3 oder 1:4
auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt und inkubiert.

2.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen wurde jeweils während des Passagiervorgangs (Abschn. 2.3.2) mithil-
fe einer Trypan-Blau-Färbung in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dabei war besonders
darauf zu achten, dass beim Aufbringen des Deckglases die „Newtonschen Ringe“ sichtbar wur-
den. Dieses Interferenzphänomen zeigt an, dass das korrekte Volumen in der Kammer einge-
stellt ist. Es wurden 20µl Zellsuspension zusammen mit 20µl Trypan-Blau in ein Well einer
96-Well-Platte gegeben und gut durch Pipettieren gemischt. Die Kapillarkräfte zwischen der
Zählkammer und dem Deckglas führen dazu, dass die Kammer beim vorsichtigen Ansetzen der
Pipettenspitze an den Rand der Messkammer gefüllt wird. Anschließend wurden unter dem
Lichtmikroskop vier Großquadrate mäanderförmig ausgezählt, wobei nur die blaugefärbten Zel-
len berücksichtigt wurden. Diese Methode minimiert die Gefahr, randständige Zellen doppelt
zu zählen. Außerdem wurden Zellen, die auf einer Trennlinie zwischen zwei kleinen Quadraten
liegen, nach dem “L-Prinzip“ immer gleichermaßen behandelt und einem bestimmten Quadrat
zugeordnet.
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Die Gesamtzellzahl Ntot wurde dann mit folgender Formel berechnet:

Ntot = ntotVtot = fm

∑
iNi

4Vz
Vtot. (1)

Dabei ist ntot die Zelldichte pro Milliliter und Vtot das Gesamtvolumen, das zur Messung her-
angezogen wurde. Werden zunächst alle vier Großquadrate der Zählkammer ausgezählt, so
resultiert ∑iNi. Mittels Division durch 4, wird der Mittelwert kalkuliert. Durch anschließende
Division durch das Volumen der Zählkammer Vz, wird die Zelldichte ermittelt. Da die Verdün-
nung der Zellsuspension mit dem Färbereagenz nicht vernachlässigt werden darf, wird mit dem
entsprechenden Verdünnungsfaktor fm (hier = 2) multipliziert. Durch weitere Multiplikation
mit dem Gesamtvolumen der Probe Vtot resultiert die Gesamtzahl Ntot der lebenden Zellen.

2.3.4 Kryokonservierung der Zellen

Die USSC können über einen längeren Zeitraum in flüssigem Stickstoff bei einer Temperatur
von -196◦C gelagert werden. Über einen kürzeren Zeitraum von einigen Tagen ist auch eine
Lagerung im Gefrierschrank bei -80◦C möglich. Die Zellen können nicht in normalem Kultur-
medium eingefroren werden, da die Zellmembranen durch die entstehenden Eiskristalle zerstört
würden. Es wurde deshalb ein spezielles Einfriermedium mit Dimethylsulfoxid (DMSO) herge-
stellt, das die Bildung von Eiskristallen minimiert. Das Einfriermedium besteht zu 80 Prozent
aus Kulturmedium, zu 10 Prozent aus DMSO und zu 10 Prozent aus FCS. Da das DMSO bei
Raumtemperatur für die Zellen toxisch ist, wurde es erst unmittelbar vor dem Einfrieren mit
der Zellsuspension in Kontakt gebracht. Es wurden 100µl DMSO im Einfrierröhrchen vorgelegt
und 900µl der Zellsuspension darauf pipettiert.
Das Absinken der Temperatur beim Einfrieren durfte nicht zu schnell erfolgen, da das DMSO
in die Zellen diffundieren muss. Dort verdrängt es das vorhandene Wasser und kann somit sei-
ner Schutzfunktion nachkommen und die Bildung von Eiskristallen verhindern (Schrödel 2009).
Als Faustregel hatte sich eine Einfrierrate von -1◦C pro Minute ergeben. Um dies zu ermögli-
chen, wurden spezielle Einfrierboxen verwendet (Mr. Frosty Freezing Container, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA).

2.3.5 Dotieren der Multi-Well-Platten mit Zellen für die Bestimmung der
Verdopplungszeit

Zum Vergleich der Verdopplungszeiten verschiedener Zelllinien wurden je vier Wells einer 24-
Well-Platte mit je 19.000 Zellen in einem Arbeitsvolumen von 1, 5 ml (entsprechend 10.000
Zellen pro cm2) besiedelt. Die Zellzahlen sollten in einem Zeitraum von fünf Tagen bestimmt
werden, entsprechend wurde für jeden Messtag eine Platte vorbereitet. Die Zellen wurden nach
dem Auftauen (Abschn. 2.3.1) in entsprechenden 75 cm3-Zellkulturflaschen vorkultiviert und
beim Passagiervorgang (Abschn. 2.3.2) gezählt (Abschn. 2.3.3). Im Anschluss wurden sie auf
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die Multiwellplatten verteilt, die übrigen Zellen wurden auf frische Zellkulturflaschen aufgeteilt
und erreichten die nächst höhere Passage. Am jeweiligen Messtag wurde das Zellkulturmedium
ganz vorsichtig am Rand eines jeden Wells abpipettiert, die Kammer mit PBS gespült und
auch dieses wiederum vorsichtig abgenommen. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die
Pipettenspitze immer möglichst an der gleichen Stelle angesetzt wird und beim Absaugen und
Spülen langsam vorgegangen wurde, um ein Ablösen der Zellen vom Boden zu vermeiden.
Nur Wells mit intaktem Zellrasen nach dem Spülen wurden mit einem Permanent-Marker auf
dem Plattendeckel markiert und die Platten bis zur analytischen Weiterverarbeitung bei -80◦C
eingefroren.

2.3.6 Bestimmung der Verdopplungszeiten der einzelnen Zelllinien

Das Wachstumsverhalten der USSCs folgt bei optimalen Bedingungen einer exponentiellen Kur-
ve. Die jeweiligen Verdopplungszeiten wurden anhand der ermittelten Werte der einzelnen Zell-
passagen bestimmt. Die Zellzahl Z(t) zum Zeitpunkt t wurde dann durch

Z(t) = Z0 · exp
[
ln 2 · t

t2

]
(2)

kalkuliert. Hierbei ist Z0 die Anzahl der Zellen zum Ausgangszeitpunkt und t2 die Verdopp-
lungszeit. Dieses Wachstumsgesetz wurde dann mittels der Methode kleinster Quadrate an die
Messreihen angepasst. Dabei sind die Zellzahl zum Ausgangszeitpunkt Z0 und die Verdopp-
lungszeit t2 freie Parameter.

2.3.7 Dotieren der Multi-Well-Platten mit Zellen zur Untersuchung des
Wachstumsverhaltens bei Zugabe verschiedener Phosphat-Supplemente

Für diesen Versuchsabschnitt wurden Zellen der Zelllinie USSC 18 in Basismedium und 75 cm3-
Zellkulturflaschen bis in Passage 10 vordifferenziert und anschließend auf Multiwellplatten ver-
teilt. 20 Wells einer 24-Well-Multiwellplatte wurden an Tag 0 mit 12.000 Zellen in einem Volu-
men von 1, 5 ml Basismedium pro Well besät. An Tag 1 wurde dann das Basismedium vorsich-
tig abgesaugt und durch frisches, supplementiertes Medium ersetzt. In der Abbildung 3 ist die
Anordnung der supplementierten Medien auf den einzelnen Multiwellplatten schematisch dar-
gestellt. Das Medium wurde so angesetzt, dass letztendlich je 25 ml 5 mM β-Glyzerolphosphat-,
10 mM β-Glyzerolphosphat-, 5 mM ATP- und 5 mM GTP-supplementiertes Medium vorhanden
waren. Diese Ansätze wurden erst unmittelbar vor Verwendung fertig gestellt (s. Tabelle 3).
Je vier Wells einer Platte wurden mit 1 ml frischem Medium versetzt, außerdem wurden weite-
re vier Wells als Referenz mit Basismedium weiter kultiviert. Auf diese Art und Weise wurden
insgesamt sechs Multiwellplatten präpariert.
Einen Tag später (Tag 1) wurden die ersten drei Platten geerntet. Das Medium wurde abermals
vorsichtig abgesaugt, die Wells mit 1 ml PBS gespült und anschließend bei -80◦C eingefroren.
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Abb. 3: Anordnung der supplementierten Medien auf den Multiwellplatten

Wichtig dabei war, dass auf den Deckeln der Wells nochmals markiert wurde, welches Supple-
ment enthalten war. Beim Spülvorgang war darauf zu achten, dass die Flüssigkeiten nur ganz
vorsichtig am Rand eingetröpfelt wurden, um ein Ablösen und damit verbundenes Absaugen
von Zellen zu vermeiden.
Weitere zwei Tage später (Tag 3) wurden die restlichen drei Platten auf gleiche Art und Weise
geerntet.
Für einen weiteren Versuch zur Analyse des Wachstumsverhaltens der USSCs wurden Zellen
abermals auf 24-Well-Multiwellplatten ausgesät. Die Voraussetzungen wurden gleich gewählt,
12.000 Zellen pro Well, entsprechend 10.000 Zellen pro cm2 wurden in einem Arbeitsvolumen
von 1, 5 ml an Tag 0 auf die Platten gebracht. Nach 24 Stunden (Tag 1) wurde das Medium
gewechselt und die Zellen erhielten das Phosphat-supplementierte Medium oder Medium, dem
Dexamethason, Ascorbinsäure und β-Glyzerolphosphat (DAG) zugefügt wurde. Eine Kontroll-
gruppe mit Basismedium wurde parallel weiter kultiviert. Abermals 24 Stunden später (Tag 2)
wurde das Medium wieder abgesaugt und durch Basismedium ersetzt. Die Zellen wurden für
weitere 8 Tage (Tag 10) kultiviert, dann wurde das Medium abgenommen, die Platten gespült
und zur weiteren Auswertung ebenfalls bei -80◦C eingefroren.
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2.3.8 Zellproliferationsassay

Die Zellproliferation wurde mithilfe des CyQUANT® Cell Proliferation Assays Kit (Fa. Invitro-
gen, Karlsruhe, Deutschland) bestimmt. Die Methode basiert darauf, dass der fluoreszierende
Farbstoff (CyQUANT GR dye) unspezifisch an Nukleinsäuren bindet. Nach Lyse der Zellen und
Einwirken des Farbstoffes kann eine Zellzahlbestimmung im Vergleich zu einem Zellstandard
erfolgen, da der Nukleinsäure-Farbstoff-Komplex nach Anregung mit Licht der Wellenlänge
485 nm Licht der Wellenlänge 535 nm emittiert. Mit einem Fluorometer kann die Lichtemission
quantifiziert werden. Dieser Wert wird dann in Relation zum Zellstandard gesetzt und somit die
Zellzahl zwischen 10 und 50.000 gemessen (Jones et al. 2001). Um eine entsprechende Messung
mit dem Kit durchzuführen, wurde zunächst das Reagenz angesetzt. Dazu wurde die Cell Lysis
Buffer Stock Solution 20-fach mit Aqua dest. verdünnt, mit der eine 400-fache Verdünnung der
CyQUANT GR Working Solution hergestellt wurde. Um den Zellstandard zu erstellen, wur-
den 500.000 Zellen gezählt (Abschn. 2.3.3), pelletiert und für mindestens 30 Minuten bei -70◦C
eingefroren (Lu et al. 2009). Nach dem Auftauen wurde das Pellet in 1.000µl Reagenz resuspen-
diert und 5-10 Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden jeweils
im 3-fachen Ansatz 0µl, 5µl, 10µl, 20µl, 40µl, 60µl und 80µl der Zellsuspension auf eine 96-
Well-Platte pipettiert, entsprechend einer Zellzahl von 0 bis 40.000, und dann jeweils auf 200µl
Gesamtvolumen pro Well mit dem Reagenz aufgefüllt. Die Platte wurde erneut abgedeckt und
für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte nach einer An-
regung mit Licht der Wellenlänge 485 nm durch Detektion der Emission bei einer Wellenlänge
von 535 nm. Aus der gemessenen Fluoreszenz und den bekannten Zellmengen wurde eine lineare
Kalibrier-Funktion ermittelt.
Die Zellkulturen in den 24-Well-Platten wurden vom Medium befreit und vorsichtig mit PBS
gewaschen. Danach mussten auch sie für mindestens 30 Minuten bei -70◦C eingefroren wer-
den. Nach dem Auftauen wurden 500µl Reagenz in jedes zu analysierende Well pipettiert und
für 5 Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur auf einem Rüttler inkubiert. Im Anschluss
wurden je 200µl in doppeltem Ansatz auf die 96-Well-Platte pipettiert. Es folgte abermals
eine Messung im Fluorometer. Mithilfe der ermittelten linearen Kalibrier-Funktion wurden die
gemessenen Fluoreszenzwerte in Zellzahlen umgerechnet. Um die Messwerte unterschiedlicher
Platten ohne die Umrechnung in Zellzahlen miteinander vergleichen zu können, wurden diese
mithilfe der zugehörigen Eichgeraden normiert. Damit konnten die Messwerte dann mit einem
Normierungsfaktor versehen werden. Die Werte müssen innerhalb der gemessenen Eichgera-
de liegen, da Extrapolationen wegen der Nichtlinearität von Fluoreszenzsignalen nicht zulässig
sind.
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2.4 Real-Time Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

2.4.1 Allgemeine Grundlagen der qRT-PCR

Die PCR ist eine Methode zur Vervielfältigung bestimmter Abschnitte der Desoxyribonuklein-
säure (DNS; Deoxyribonucleic Acid , DNA), sie wurde 1983 von Kary Banks Mullis entwickelt.
Mithilfe von Nukleotiden und speziellen thermostabilen DNA-Polymerasen, können diese Ab-
schnitte exponentiell in mehreren Zyklen vermehrt werden.
Bei der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) werden hingegen Ab-
schnitte der Boten-Ribonukleinsäure (mRNS; messenger Ribonucleid Acid , mRNA) vervielfäl-
tigt, nachdem sie durch das Enzym RNA-abhängige DNA-Polymerase in cDNA umgeschrieben
wurden. Mit dieser Methode gelingt also ein Nachweis über die Auswirkungen verschiedener
Behandlungen auf das Expressionsmuster der Zellen. Die aus dem Probenmaterial extrahierte
RNA kann entweder in einem separaten Schritt in cDNA umgeschrieben werden, alternativ
kann dieser Prozess auch im selben Reaktionsgefäß der PCR vorangestellt werden.
Die quantitative oder real-time PCR wiederum ist eine Methodik, die eine Mengenbestimmung
der enthaltenen DNA ermöglicht. Dabei werden Fluoreszenzfarbstoffe angewendet, deren Frei-
setzung aus Sonden mit zunehmendem Reaktionsprodukt ansteigt. Bei den verwendeten Sonden
handelt es sich um für die Ziel-DNA sequenzspezifische Oligonukleotide, an die der Fluoreszenz-
farbstoff gekoppelt wird. An einem Ende ist ein Donor-Fluorochrom (FAM) angehängt, an dem
anderen Ende ein sogenannter Quencher. Während der Synthese des Gegenstrangs bindet eine
Polymerase an die Oligonukleotid-Sonde und baut sie am 5´ -Ende ab. Das Signal des Re-
porterfarbstoffes wird durch den Verlust des Quenchers detektierbar und kann am Ende des
Elongationsvorgangs in jedem Zyklus gemessen werden (Huggett et al. 2005; Nolan et al. 2006).
Das genspezifische Sondenverfahren zeichnet sich im Gegensatz zu anderen Methoden der quan-
titativen RT-PCR durch eine hohe Spezifität aus. Andere Farbstoffe sind beispielsweise nicht
sequenzgekoppelt und binden unspezifisch an doppelsträngige DNA.

2.4.2 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy-Mini-Kit der Firma Qiagen (Hilden) sowie mit
dem easy-spin™ (DNA free) Total RNA Extraction Kit der Firma iNtRON Biotechnology
(Korea). Das Säulensystem von Qiagen basiert auf dem Grundprinzip, dass nach Zugabe von
Ethanol zum Zelllysat die RNA selektiv an die Silica-Gel-Membran bindet, wohingegen Verun-
reinigungen, DNA und andere unerwünschte Bestandteile in mehreren Waschschritten entfernt
werden können. Die gebundene RNA wird schließlich mittels RNase-freiem Wasser eluiert. Im
Einzelnen sehen die Arbeitsschritte wie folgt aus:

1. Der Lysepuffer RLT wird pro benötigtem Marker mit 10µl β-Mercaptoethanol versetzt.

2. Zu jeder zuvor schonend auf Eis aufgetauten Probe werden 350µl mercaptoethanolhal-
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tiger Lysepuffer pipettiert und das Gemisch wird für eine Minute gevortext, um es zu
homogenisieren.

3. Nun kommen je 350µl 70%-Ethanol dazu und das Lysat wird gut durchpipettiert.

4. Es folgt das Auftragen des Probenmaterials auf die mitgelieferte Säule. Die Probe wird
dann für 15 Sekunden bei 8000 × g zentrifugiert, der Durchlauf wird verworfen.

5. Es werden dann 700µl Waschpuffer RW1 zugeführt und die Probe wird für 15 Sekunden
bei 8000 × g zentrifugiert.

6. Auch der nun verwendete Waschpuffer RPE wurde vorab vorbereitet, indem 44 ml 100%-
Ethanol zur Stammlösung beigefügt wurden. Nach Austausch des Durchlauftubes werden
dann 500µl des RPE-Puffers aufgetragen und erneut für 15 Sekunden bei 8000 × g zen-
trifugiert.

7. Schritt 6 wird einmal wiederholt.

8. Nach einem weiteren Wechsel des Durchlauftubes erfolgt ein Trocknungsschritt, indem
die Probe für 1 Minute bei 14000 × g zentrifugiert wird.

9. Die Säule wird in ein neues 1, 5 ml-Tube gestellt und 40µl DNA/RNA-freies Wasser wer-
den auf die Säule gegeben. Ein abermaliges Zentrifugieren für 1 Minute bei 8000 × g ist
nötig.

10. Das so gewonnene Eluat wird in ein 2 ml-Tube überführt, es enthält Gesamt-RNA, deren
Konzentration noch bestimmt werden muss (s. Kapitel 2.4.3).

Demgegenüber basiert das Kit der Firma iNtRON Biotechnology auf dem Prinzip der Chlo-
roformextraktion. Die Methode beruht auf der Phasentrennung von chloroformhaltiger und
wässriger Phase. Proteine sammeln sich in der organischen Phase, die RNA befindet sich in
der oberen, wässrigen Phase und die DNA sammelt sich im Grenzbereich zwischen den beiden
Schichten. Die Arbeitsschritte für diese Methode gliedern sich folgendermaßen auf:

1. Jede ebenfalls schonend auf Eis aufgetaute Probe wird mit 1 ml Lysepuffer (easy-BLUE
Reagenz™) versehen.

2. Die Probe wird nun für mindestens 10 Sekunden gevortext bzw. so lange, bis sich das
Pellet komplett aufgelöst hat.

3. Es werden nun 200µl Chloroform zugegeben und abermals gevortext.

4. Die Probe wird anschließend für 10 Minuten bei 13000 × g bei 4◦C zentrifugiert. Dabei
entstehen zwei Phasen im Tube. Eine obere, wässrige Phase, die die RNA enthält sowie
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eine untere, bläuliche Phase, die neben Phenol denaturierte Proteine sowie andere Zellab-
fälle enthält. Darüber hinaus wird eine weißliche Interphase sichtbar, die eine Mischung
aus Proteinen und DNA enthält.

5. Es werden 400µl der wässrigen Phase abgenommen und in ein sauberes 1, 5 ml Tube
überführt. Dabei ist sorgsam darauf zu achten, keine Bestandteile der Interphase oder
aber der unteren Phase aufzunehmen.

6. Nun fügt man 400µl des Bindepuffers hinzu, pipettiert das Gemisch gut durch und lässt
es für eine Minute bei Raumtemperatur inkubieren.

7. Die obere Phase wird nun auf die Säule gegeben. Dabei ist darauf zu achten, dass das
Maximalvolumen für die Säule bei 800µl liegt und nicht überschritten werden darf. Die
Probe wird für 30 Sekunden bei 13000 × g zentrifugiert.

8. Der Durchlauf wird verworfen und dieser Schritt so oft wiederholt, bis die komplette
wässrige Phase die Säule durchlaufen hat.

9. Mithilfe des Waschpuffers A folgt dann der erste Waschschritt. Es werden 700µl des
Puffers auf die Säule pipettiert und für 30 Sekunden bei 13000 × g zentrifugiert. Der
Durchlauf wird verworfen und die Säule zurück in das gleiche 2 ml Tube gestellt.

10. Der Waschpuffer B wird zu Beginn mit 40 ml 100%-Ethanol verdünnt. 700µl werden auf
die Säule gegeben und die Probe wird erneut für 30 Sekunden bei 13000 × g zentrifugiert.
Das Filtrat wird verworfen und die Säule zurück in das gleiche Tube gestellt.

11. Nun folgt ein Trocknungsschritt, indem das Tube für 1-2 Minuten bei 13000 × g zentrifu-
giert wird.

12. Die Säule wird schließlich in ein sauberes 1, 5 ml Tube gegeben und es werden 50µl des
Elutionspuffers auf die Säule pipettiert. Diese wird für eine Minute bei Raumtemperatur
inkubiert und zuletzt für 1 Minute bei 13000 × g zentrifugiert, um die RNA zu eluieren.

2.4.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA basiert auf dem Lambert-Beer-Gesetz.
Im Photometer kann die Konzentration eines gelösten Stoffes aufgrund der Absorption von Licht
bei einer bestimmten Wellenlänge (λ) bestimmt werden. Dies ist möglich, da es für verschiedene
Stoffe verschiedene Absorptionsmaxima gibt. Dieses Absorptionsmaximum liegt für RNA bei
einer Wellenlänge von λ = 260 nm. Es gilt

E = lg
I0
I

= ε · c · d. (3)
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In der Formel ist E die Extinktion, I0 die Intensität vor Durchtritt durch die Küvette, I die
Intensität nach Durchtritt durch die Küvette, ε der Extinktionskoeffizient, c die Konzentration
der Probe und d die Dicke der Küvette.
Der mittlere molare Extinktionskoeffizient von RNA liegt bei 11.100 (Greene and Rao 1998).

2.4.4 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit der SuperScriptT M II RT der Firma Invitrogen. Dabei wurden
3µg Total-RNA mit 1µl Oligo (dt)12−18 (5000µg/ml) und 1µl dNTP Mix versetzt, anschlie-
ßend mit DNAse/RNAse freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12µl aufgefüllt und für
5 Minuten bei 65◦C inkubiert. Im Anschluss wurde das Tube direkt auf Eis gestellt, zudem
wurde das Röhrchen kurz zentrifugiert, um den Gefäßinhalt zu sammeln.
Dann wurden 4µl 5x Strand Buffer , 2µl 0.1M DTT (Dithiothreitol) und 1µl RNase OutT M

zugefügt und das Gemisch für 2 Minuten bei einer Temperatur von 42◦C inkubiert. Mit der
Zugabe von 1µl der SuperScriptT M II RT und der Inkubation bei 42◦C für 50 Minuten begann
der Prozess der Umschreibung. Schließlich wurde der Ansatz für 15 Minuten auf einer Tempe-
ratur von 70◦C gehalten, um das Enzym zu inaktivieren. Das Tube wurde umgehend bei -20◦C
eingefroren.
Die so gewonnene cDNA konnte nun als Matrize für die PCR dienen.

2.4.5 Durchführung der qRT-PCR

Die cDNA wurde auf das Vorhandensein folgender Gene hin untersucht: Cyclin B, Cyclin E,
Notch3 und Vinculin. Die dafür ausgewählten Primersequenzen stammen aus der Gendatenbank
des National Center for Biotechnology Information (NCBI) und sind in Tabelle 8 aufgeführt.
Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma MWG Biotech AG Ebersberg. Die entspre-
chenden Sonden wurden aus der Universal ProbeLibrary (Fa. Roche) ausgewählt und sind in
Tabelle 9 aufgelistet.
Für die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) wurde vorab ein Mas-
termix angesetzt. Pro Reaktionsansatz wurden 6, 4µl DNAse/RNAse freies Wasser, 0, 3µl Pri-
mer „forward“, 0, 3µl Primer „reverse“, 0, 5µl Sonde und 12, 5µl Master Mix (Fa. Eurogentec)
benötigt. Die für alle Reaktionsansätze benötigten Mengen inklusive eines Überschusses von
etwa 5-10 Prozent wurden in ein großes Eppendorf Cup pipettiert. Danach wurden davon je
20µl in jedes Well einer 96 Well-Platte pipettiert. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 5µl cDNA
(1:10 in DNAse/RNAse freiem Wasser gelöst). Anschließend wurde die Platte mit 8er Stripes
dicht verschlossen.
Die RT-qPCR erfolgte in dem iCycler® Thermal Cycler Base, iQ5 (Tabelle 10) und durchlief
ein spezifisches Temperatur-Zeit-Profil, das in Tabelle 11 aufgeführt ist.
Die Auswertung der Ergebnisse der RT-qPCR erfolgte mithilfe der relativen Quantifizierung
nach Pfaffl (Pfaffl 2001). Pfaffls Methode führt dazu, dass Fehler innerhalb einer Probe so-
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Tabelle 11: Temperatur-Zeit-Profil für die quantitative Real-Time PCR im iCycler®

Zyklen Nr. Anzahl d. Zyklen Steps inneralb d. Zyklen Temperatur Dauer
1 1 Step 1: 50◦C 10 min
2 1 Step 1: 95◦C 10 min
3 35 Step 1: 95◦C 10 sec

Step 2: 60◦C 45 sec
4 1 Step 1: 4◦C HOLD

wohl auf das Zielgen als auch auf das Referenzgen bezogen werden und damit die Varianz
der Expressionsergebnisse reduziert wird. Die Expression des Referenzgens Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wird in der Literatur als konstant beschrieben (Thellin
et al. 1999). Zunächst wurden sowohl für das Zielgen als auch für das Referenzgen die jeweiligen
Crossing-Point-Werte (CP-Werte) ermittelt.
Es handelt sich dabei jeweils um den Zyklus während einer PCR, in dem das gewünschte Fluo-
reszenzsignal das Hintergrundsignal signifikant überschreitet und damit vom iCycler® detektiert
wird.
Zur Bestimmung des ∆ CP Wertes wurde dann der Crossing Point (CP)-Wert des Zielgens auf
den CP-Wert des Referenzgens (in der vorliegenden Untersuchung GAPDH) bezogen:

∆ CP = CP(Zielgen) − CP(Referenzgen). (4)

Um nun die relative Expression des Zielgens in den behandelten Proben zu bestimmen, wurde es
auf eine Kontrollprobe bezogen. Die Proben, die mit Standard-Zellkulturmedium ohne Zusatz
von Phosphat kultiviert wurden, dienten als Kontrollgruppe, so dass

∆∆ CP = ∆ CP(Behandlung) − ∆ CP(Kontrolle). (5)

Der relative Expressionsunterschied R einer Probe zwischen Behandlung und Kontrolle errech-
nete sich dann aus der Formel:

R = 2−∆∆CP . (6)

2.5 Mineralisationsnachweis

Im Verlauf der Differenzierung und Maturation der Zellen bildet sich Hydroxylapatit. Der Nach-
weis wurde in der vorliegenden Untersuchung mithilfe des OsteoImage™ Mineralization Assays
der Firma Lonza (Walkersville, USA) erbracht. Für diesen Versuchsabschnitt wurden die USSCs
auf 24-Well-Platten kultiviert. Sie wurden dazu analog zu den vorher beschriebenen Abläufen
in Normalmedium (s. Kapitel 2.3) mit einer Dichte von 1.000 Zellen pro cm2 ausgesät. Am Fol-
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getag wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und durch supplementiertes Medium ersetzt.
Die verschiedenen Supplemente sind in Tabelle 3 aufgeführt.
Das phosphathaltige Medium wurde nach 24 Stunden wieder durch Normalmedium ersetzt, die
Zellen wurden für weitere 8 Tage kultiviert. Während dieser Zeit wurde das Normalmedium
noch einmal frisch hinzugegeben, um den Zellen neue Nährstoffe zu liefern und gleichzeitig Zell-
abfälle von den Platten zu eliminieren. Die Messung für den Mineralisationsnachweis erfolgte
dann an Tag 10.
Das Kit enthält ein Färbereagenz sowie dessen Lösungsmittel und einen Waschpuffer. Die be-
nötigten Mengen sind von der Ausdehnung der Zellrasen abhängig, da die gesamte Oberfläche
der verwendeten Kulturen benetzt werden muss. Zunächst wurden die Reagenzien für den Ge-
brauch vorbereitet. Es erfolgten insgesamt 5 Waschschritte, pro Waschschritt wurden pro Well
1 ml 1:10-verdünnter Waschpuffer benötigt. Der Waschpuffer wurde zunächst mit destillier-
tem Wasser verdünnt. Das Färbereagenz hingegen wurde 1:100 mit dem zugehörigen Puffer
angesetzt, hier sollten nur die benötigte Menge (0, 5 ml) pro Well sowie ein kleiner Pipettier-
überschuss bereit gestellt und die Chemikalie dann vor Licht geschützt gelagert werden. Die
einzelnen Arbeitsschritte gliederten sich dann folgendermaßen:

1. Die Multiwellplatten werden aus dem Inkubator entnommen und kühlen auf Raumtem-
peratur ab.

2. Das Zellkulturmedium wird abgenommen und die Wells einmalig mit PBS gewaschen.

3. Mithilfe von eiskaltem Ethanol werden die Zellen für 5 Minuten fixiert.

4. Die Zellen werden anschließend mit je 1 ml des verdünnten Waschpuffers gespült.

5. Nun wird das angesetzte Färbereagenz auf die Wells gegeben und für 30 Minuten lichtge-
schützt bei Raumtemperatur inkubiert.

6. Das Färbereagenz wird wieder abgenommen und es folgen 3 Waschschritte. Der Wasch-
puffer soll pro Waschvorgang 5 Minuten im Well verbleiben.

7. Es wird nun abermals Waschpuffer zugefügt und die Platten werden im Fluorometer bei
einer Anregung von 485 nm und einer Emission von 535 nm ausgewertet.

Die Auswertung erfolgte, indem die vom Reader ermittelten Werte in einen relativen Bezug
gebracht wurden. Absolute Vergleiche waren im vorliegenden Versuchsaufbau nicht möglich, da
sich auch die Zellen, die von vorn herein mit Normalmedium versorgt wurden, verändern. Als
Positivkontrolle dienten mit DAG substituierte Kulturen, deren Mineralisation in der Literatur
bereits detailliert beschrieben wurde.
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2.6 Bestimmung der Ratio aus Proliferation und Mineralisation

Zur Bestimmung der Verhältnisse zwischen Mineralisation und Proliferation innerhalb der ein-
zelnen Proben, wurden zunächst die Mediane der einzelnen Teilversuche bestimmt. Als erstes
wurden die Mediane der Fluoreszenzen aus den CyQUANT®-Versuchen für die Proliferation
berechnet. In einem zweiten Schritt erfolgte die Bestimmung der Mediane der Fluoreszenzen
aus den OsteoImage™-Versuchen für die Mineralisation.
Für beide Versuchsreihen wurde dann die Behandlung, die ausschließlich mit Basismedium
erfolgte, als Referenz gesetzt. Anschließend wurden innerhalb des CyQUANT®-Versuches die
prozentualen Abweichungen der anderen Proben von der Kontrolle bestimmt. Analog wurden
auch die Abweichungen in der Versuchsreihe der Mineralisation (OsteoImage™) ermittelt.
Schlussendlich wurde aus den errechneten Abweichungen je Probe der Quotient zwischen Mi-
neralisation und Proliferation gebildet (Ratio).

2.7 Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden in verschiedenen Abschnitten die Zellzahlen ermittelt und
verglichen. Zur Beurteilung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen zwei Messwerten
wurden die mittleren Zellzahlen N1 und N2 samt ihrer Standardabweichungen ∆N1 und ∆N2

betrachtet. Unter Berücksichtigung der Standardabweichungen der Zellzahlen wurde dann die
Wahrscheinlickeit P berechnet, mit der eine der beiden Zellzahlen größer ist als die andere. Falls
diese Wahrscheinlichkeit ein Signifikanzniveau von 95% überschritt, wurde die Nullhypothese,
derer nach beide Zellzahlen gleich waren, verworfen. Stattdessen wurde angenommen, dass
sich die beiden Zellzahlen statistisch signifikant unterscheiden. In der Arbeit wurden diese
Wahrscheinlichkeiten und die entsprechenden p-Werte, p = 1 − P , angegeben.
Die Wahrscheinlichkeit P , mit der eine der beiden Zellzahlen größer ist als die andere, wurde
mittels

P = 1
2 erfc

(
d

2∆d

)
(7)

berechnet. Hier bezeichnet d = N1 − N2 die Differenz der beiden Zellzahlen und
∆d =

√
∆N2

1 + ∆N2
2 die 1σ Unsicherheit der Differenz d, die mittels Gauß’scher Fehlerfort-

pflanzung aus den Standardabweichungen der Zellzahlen bestimmt wurde.
Die Funktion erfc(x) ist die komplementäre Fehlerfunktion, die beispielsweise in allen übli-
chen Computeralgebra Programmen verfügbar ist. In der vorliegenden Arbeit wurde die Imple-
mentierung der komplementären Fehlerfunktion aus dem Perl Modul Cephes (Version 0.5305)
verwendet. Die Daten wurden tabellarisch mit Microsoft Excel 2011 zusammen gestellt. Die
graphische Aufbereitung erfolgte mit der Software Gnuplot (Version 5.0).

32



KAPITEL 3

Ergebnisse

3.1 Verdopplungszeiten der einzelnen Zelllinien

Zur Bestimmung der Verdopplungszeit wurde die Proliferation von je drei Passagen der Zellli-
nien USSC 18, USSC 8/77, USSC 5/73 und USSC 8 über fünf Tage analysiert. Die einzelnen
Zellkulturen wurden zunächst bis Passage 8 in Normalmedium vorkultiviert. Ab Passage 8 wur-
den sie dann weiter kultiviert und gleichzeitig für die Analyse der Verdopplungszeit in Kultur
genommen.
Für jeden Messtag wurde der Versuch in vierfachem Ansatz durchgeführt, Mittelwert und Stan-
dardabweichung wurden bestimmt.
Abbildung 4 zeigt sowohl die gemittelten Zellzahlen sowie deren Standardabweichungen pro
Messtag, Passage und Zelllinie als auch die jeweilige Verdopplungszeit und den 1σ-Fehler des
Fits (s. Abschnitt 2.3.6).
Die Panel (a)-(c) der Abbildung 4 beziehen sich auf das Wachstumsverhalten der USSC 18,
die Panel (d)-(f) auf die USSC 8/77, (g)-(i) auf die USSC 5/73 und die Panel (j)-(l) auf die
USSC 8. Während die Verdopplungszeiten der Zelllinien USSC 18, USSC 8/77 und USSC 5/73
in ähnlichen Dimensionen liegen, lief die Proliferation bei den USSC 8 deutlich langsamer ab.
Darüber hinaus zeigen sich Unterschiede in der Entwicklung der Gesamtzellzahlen nach 5 Ver-
suchstagen. Die USSC 18 und USSC 8/77 vermehrten sich ähnlich, die USSC 5/73 proliferierten
in diesem Zeitraum deutlich stärker und die USSC 8 insgesamt deutlich weniger. Von Passage
8 nach 10 aufsteigend lässt sich kein eindeutiger Trend bezüglich der Proliferationsbereitschaft
der einzelnen Zelllinien ableiten. An Tag 0 wurden jeweils 19.000 Zellen pro Well ausgesät, an
Tag 1 zeigen sich Unterschiede sowohl zwischen den verschiedenen Zelllinien als auch zwischen
den einzelnen Passagen ein und derselben Zelllinie. So liegt die Zahl der gemessenen Zellen an
Tag 1 in der Passage 9 der USSC 18, allen Passagen der USSC 8/77, der Passage 9 der Linie
USSC 5/73 und der Passage 10 der USSC 8 unterhalb der an Tag 0 ausgesäten Zellen.
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Abb. 4: Verdopplungszeiten der verschiedenen Zelllinien
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Tabelle 12: Anzahl der Zellen mit Standardabweichungen der Linien USSC 18, USSC 5/77,
USSC 5/73 und USSC 8 an den Tagen 1-5 im Überblick.

Zellen (Tausend)
Zelllinie Passage Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
USSC 18 8 23, 1 ± 1, 2 25, 2 ± 3, 2 50, 0 ± 5, 5 56, 8 ± 10, 5 69, 1 ± 13, 8

9 11, 4 ± 0, 6 26, 0 ± 4, 3 32, 1 ± 2, 5 46, 4 ± 6, 2 59, 3 ± 6, 4
10 26, 2 ± 3, 1 38, 1 ± 2, 2 53, 4 ± 5, 2 72, 1 ± 16, 3 80, 1 ± 12, 4

USSC 8/77 8 15, 0 ± 0, 7 27, 4 ± 1, 5 33, 4 ± 1, 0 41, 9 ± 2, 9 52, 2 ± 3, 8
9 16, 3 ± 1, 1 27, 9 ± 3, 0 41, 2 ± 3, 0 59, 0 ± 3, 0 63, 4 ± 2, 5
10 10, 4 ± 0, 6 23, 0 ± 1, 8 29, 1 ± 2, 3 41, 0 ± 3, 3 49, 1 ± 2, 3

USSC 5/73 8 27, 2 ± 3, 6 64, 6 ± 10, 6 67, 4 ± 4, 5 83, 5 ± 6, 0 136, 1 ± 7, 2
9 14, 6 ± 1, 6 31, 7 ± 2, 6 53, 8 ± 10, 5 73, 5 ± 6, 9 77, 0 ± 11, 7
10 35, 2 ± 1, 2 56, 6 ± 3, 0 86, 4 ± 6, 5 100, 4 ± 10, 6 108, 3 ± 9, 8

USSC 8 8 20, 7 ± 2, 0 28, 8 ± 2, 8 34, 9 ± 4, 0 37, 4 ± 1, 1 41, 6 ± 1, 7
9 25, 1 ± 1, 0 36, 9 ± 4, 3 34, 7 ± 2, 2 44, 1 ± 3, 7 43, 3 ± 3, 0
10 15, 6 ± 1, 0 22, 9 ± 1, 5 30, 3 ± 3, 2 32, 7 ± 1, 4 39, 0 ± 4, 2

Tabelle 13: Verdopplungszeiten der Linien USSC 18, USSC 5/77, USSC 5/73 und USSC
8 im Überblick. Angegeben sind die Verdopplungszeiten der einzelnen Passagen jeder Zelllinie sowie
zusätzlich die gemittelte Verdopplungszeit über die drei Passagen einer Zelllinie.

Zelllinie Passage Verdopplungszeit in h Mittlere Verdopplungszeit in h
USSC 18 8 54 ± 9 50 ± 4

9 38 ± 4
10 58 ± 6

USSC 8/77 8 53 ± 9 50 ± 4
9 51 ± 8
10 45 ± 6

USSC 5/73 8 46 ± 6 45 ± 4
9 38 ± 6
10 51 ± 8

USSC 8 8 110 ± 17 99 ± 9
9 112 ± 19
10 74 ± 9
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Das Wachstumsverhalten der Zelllinie USSC 18 zeigt sich über den Beobachtungszeitraum von
5 Kulturtagen als günstig für die folgenden Versuche. Die Zellzahlen nahmen stetig über den
Messzeitraum zu, daher sollte eine Beeinflussung der Proliferation durch Supplemente ein gut
quantifizierbares Mess-Signal über den gesamten Zeitraum erwarten lassen. Die einzelnen Mess-
werte sind in Tabelle 12 aufgeführt. Tabelle 13 zeigt zur besseren Übersicht die Verdopplungs-
zeiten sowie die mittleren Verdopplungszeiten der einzelnen Zelllinien und Passagen.

3.2 Einfluss der Phosphatsupplemente auf die Entwicklung der
Zellzahlen der USSCs
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Abb. 5: Zellzahlen (CyQUANT®) unter Zusatz verschieden modifizierter Medien. Dargestellt
ist die Entwicklung der Zellzahlen unter dem Einfluss verschieden supplementierter Medien an Tag 1 (a)
und Tag 3 (b). x-Achse: verschiedene Zusätze. y-Achse: absolute Zellzahl. Gestrichelten Linie: Mittelwert
der Kontrollgruppe. Dreiecke: Mittelwerte der einzelnen Proben. Fehlerindikatoren: Standardabweichung.

Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse der CyQUANT®-Analyse der Platten an Tag 1 und Tag 3
nach Zusatz der Supplemente.
Der Vergleich derjenigen Zellen, die jeweils mit einem supplementierten Medium behandelt wur-
den mit denen, die weiterhin mit Basismedium versorgt wurden, ergibt an Tag 1 lediglich einen
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Tabelle 14: p-Werte der Proliferation im Überblick.

Zellen (Tausend) p-Werte
Medium Tag 1 Tag 3 Tag1/Tag3 Tag1/Basism. Tag3/Basism.

5mM β-Gly 18, 1 ± 3, 6 23, 7 ± 3, 7 0,140 0,179 0,259
10mM β-Gly 18, 3 ± 2, 0 23, 0 ± 6, 2 0.234 0.111 0,274

ATP 16, 6 ± 1, 7 17, 2 ± 1, 7 0,394 0,029 0,024
GTP 17, 5 ± 2, 1 8, 4 ± 1, 2 <0,001 0,076 <0,001

Basismedium 22, 0 ± 2, 4 27, 8 ± 5, 1 0,155 - -

signifikanten Unterschied zwischen Basismedium und den ATP-supplementierten Zellen. Die
Anzahl der Zellen, deren Medium ATP enthielt, ist signifikant niedriger (p=2,9%). An Tag 3
gibt es signifikant weniger Zellen, die mit ATP (p=2,4%) und GTP (p=0,1%) supplementiert
wurden im Vergleich zu den Zellen, die mit Basismedium inkubiert wurden. Zwischen Basis-
medium und 5 mM β-Glyzerolphosphat sowie Basismedium und 10 mM β-Glyzerolphosphat
wurde kein signifikanter Unterschied im Bezug auf die Anzahl der Zellen an Tag 3 ermittelt.
Der Vergleich der einzelnen Werte zwischen Tag 1 und Tag 3 ergab einen signifikanter Abfall der
Zellzahl bei den GTP-supplementierten Zellen (p=0,1%). Weder unter den β-Glyzerolphosphat-
behandelten Zellen noch unter den mit GTP-behandelten Zellen sowie unter den mit Basismedi-
um inkubierten Zellen konnte ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Zur besseren
Übersicht sind alle Werte nebeneinander in Tabelle 14 aufgeführt.
Die Messwerte liefern nur in Einzelfällen statistisch signifikante Unterschiede. Ein Trend lässt
sich dennoch ablesen, der in Abbildung 5 dargestellt ist. Sowohl an Tag 1 als auch an Tag 3
wurden unter allen Behandlungen weniger Zellen nachgewiesen als in der Vergleichsgruppe, die
mit Standardmedium kultiviert wurde. Darüber hinaus scheinen die Zellzahlen der Kulturen,
die unter ATP-Einfluss waren, ebenfalls von Tag 1 zu Tag 3 abzufallen. Auch diese Beobachtung
ist nur als Trend anzusehen, sie konnte nicht signifikant nachgewiesen werden.
In einem weiteren Proliferationsversuch wurden Zellen zunächst für einen Tag in Normalmedium
ausgesät, dann für 24 Stunden mit Phosphat-substituierten Medien inkubiert und schließlich für
weitere 8 Tage mit Normalmedium gefüttert. Die Unterschiede im Teilungsverhalten wurden
dann nach Tag 10 abermals mithilfe des CyQUANT®-Kits ermittelt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 6 in Form von RFU-Werten dargestellt. Insgesamt wurden sieben Wiederholungen
durchgeführt, die auf 3 Messplatten verteilt gemessen und anschließend ausgewertet wurden.
Daraus ergibt sich, dass die Medianwerte aller Proben unterhalb dessen der Kontrollgruppe
liegen. Etwas mehr als 50% aller Messwerte, die aus den 5 mM β-Glyzerolphosphat Proben
stammen, liegen in sehr ähnlichen Dimensionen wie die oberen 75% der Kontrollgruppe, ein-
zelne Werte gehen sogar noch darüber hinaus. Nur 25% der Werte sind kleiner als in der
Kontrollgruppe.
Für Proben, die mit 10 mM β-Glyzerolphosphat supplementiert wurden, lassen sich ähnliche
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Abb. 6: Proliferationsnachweis (CyQUANT®) unter 24-stündiger Supplementierung und
einer Gesamtkulturdauer von 10 Tagen. Auf der x-Achse sind die einzelnen Behandlungen aufge-
listet, auf der y-Achse die Fluoreszenz in RFU (Exc. 485 nm / Em. 535 nm). Die farbigen Boxen zeigen
die Interquartilsabstände.

Ergebnisse ablesen. Die oberen 75% der Messwerte liegen im Gesamtmessbereich der Kontrolle.
Lediglich die unteren 25% der Messwerte sind kleiner als sämtliche Werte der Kontrollgruppe.
Die oberen 50% der Werte, die nach Zugabe von ATP gemessen wurden, liegen in vollem Aus-
maß in den oberen 75% aller Messdaten der Kontrolle. Demgegenüber sind es etwas mehr als
25%, die unter dem Minimalwert der Kontrolle zurückbleiben.
Die einmalige Zugabe von GTP führte zu Messdaten, die zu 75% unter den niedrigsten Fluo-
reszenzwerten der Kontrollgruppe liegen. Die oberen 25% bleiben unter dem Medianwert der
Kontrolle zurück.
Die oberen 75% der Resultate aus den Proben, denen DAG zugesetzt wurde, liegen im vollen
Umfang im Bereich aller Ergebnisse der Kontrollgruppe. Die unteren 25% bleiben hinter diesen
zurück.
Darüber hinaus lässt sich ablesen, dass die Medianwerte aller Proben, einzig mit Ausnahme
von GTP, sehr nahe beieinander liegen. Auch im Vergleich mit dem Median der Kontrolle sind
keine nennenswerten Abweichungen festzustellen.
Die oberen 25% der RFU-Werte für 10 mM β-Glyzerolphosphat und DAG fallen ähnlich aus.
ATP bleibt in den oberen 25% geringgradig dahinter zurück, die Behandlung mit 5 mM β-
Glyzerolphosphat führte im Bereich der oberen 25% zu gering höheren Werten.
Die unteren 75% aller Daten, die unter Zugabe von GTP gemessen wurden, liegen außerdem
auch noch unterhalb der oberen 75% von 10 mM β-Glyzerolphosphat und DAG. Als ein Maß
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der Streuung wurde zusätzlich noch die sogenannte „Spannweite“ oder auch range aus dem
Boxplot abgelesen, die sich aus der Differenz zwischen Maximum und Minimum ergibt. Diese
ist in der Messreihe um DAG am größten dimensioniert. Die Behandlungen mit 5 mM β- und
10 mM β-Glyzerolphosphat führten zu ähnlich großen Streuungen der Messwerte. Diese range
ist in der Kontrollgruppe deutlich kleiner. Der geringste Abstand zwischen Maximalwert und
Minimalwert ist in der Gruppe von GTP abzulesen.

3.3 Einfluss der Phosphatquellen auf das Mineralisationsverhalten
der USSCs
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Abb. 7: Mineralisationsnachweis (OsteoImage™) unter 24-stündiger Phosphatsupplemen-
tierung und einer Gesamtkulturdauer von 10 Tagen. Auf der x-Achse sind die einzelnen Behand-
lungen aufgelistet, auf der y-Achse die Fluoreszenz in RFU (Exc. 485 nm / Em. 535 nm). Die farbigen
Boxen zeigen die Interquartilsabstände.

Die Analyse des Mineralisationsverhaltens der USSCs erfolgte an Tag 10. Zur Darstellung der re-
lativen Mineralisierung wurde ein Boxplot der Fluoreszenzwerte (RFU) aus dem OsteoImage™-
Versuch erstellt (Abbildung 7). Es zeigen sich deutliche Unterschiede im Vergleich der Zellen,
die ausschließlich mit Normalmedium behandelt wurden, zu denjenigen, denen einmalig ein
Phosphat-supplementiertes Medium zugefügt wurde.
So fällt zunächst auf, dass die Medianwerte der Proben, die einmalig 5 mM β- oder 10 mM β-
Glyzerolphosphat erhielten, signifikant größer sind als in der Kontrollgruppe. Gleiches resultiert
auch aus der Behandlung mit Dexamethason, Ascorbinsäure und β-Glyzerolphosphat (DAG).
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Demgegenüber sind die Medianwerte der Messungen, die infolge der Behandlung mit ATP und
GTP ermittelt wurden, signifikant niedriger als der Medianwert der Kontrollgruppe.
Die oberen 75% der Messdaten aus den Kulturen, die 5 mM β-Glyzerolphosphat erhielten, sind
größer als die unteren 75% der Kontrollkulturen. Die unteren 25% der Probe sind außerdem
größer als die unteren 50% der Kontrolle.
Die relative Mineralisierung, die infolge der Supplementierung mit 10 mM β-Glyzerolphosphat
gemessen wurde, überschreitet in 75% der Messwerte die gesamte range der Kontrollgruppe.
Die unteren 25% der Werte liegen zudem noch im Ausmaß der oberen 50% der Kontrollgruppe.
Die Behandlung mit ATP führte auf der Ebene der Mineralisierung zu Messwerten, die alle
unterhalb der Fluoreszenzwerte der Kontrollgruppe liegen.
Das gleiche Bild zeigt sich bei der Behandlung mit GTP. Auch unter GTP ist die relative Mi-
neralisierung signifikant niedriger als in der Kontrolle.
Demgegenüber sind 75% aller gemessenen Werte in der Gruppe, die für 24 Stunden mit DAG
supplementiert wurden, größer als die der Referenzgruppe. Auch hier liegen, wie unter beiden
Konzentrationen β-Glyzerolphosphat, die unteren 25% der Daten im Bereich der oberen 50%
der Kontrolle.
Beim Vergleich der Proben untereinander lässt sich feststellen, dass die Messwerte in den Kul-
turen, die 10 mM β-Glyzerolphosphat und DAG erhielten, in den oberen 75% nahezu identisch
sind.
Bei der Analyse der range fällt auf, dass diese für 10 mM β-Glyzerolphosphat am größten ist,
in der Kontrollgruppe sowie in den DAG-Kulturen nahezu identisch ist und in den Kulturen,
die als Supplement GTP zugesetzt bekamen, am geringsten ausgeprägt ist.

100µm100µm100µmA B C

Abb. 8: Detailausschnitt einer mit 10 mM β-Gly supplementierten Kultur an Tag 10, Dop-
pelfärbung, 200-fache Vergrößerung (Leica DM5000 B). (A) Induzierte mineralisierte Zellkultur
(Overlay aus Abbildung (B) und (C)) an Tag 10; 200-fache Vergrößerung. (B) Fluoreszenzmikroskopi-
sche Darstellung der Mineralisierung mit dem OsteoImage™ Assay an Tag 10; 200-fache Vergrößerung.
(C) Darstellung der Proliferation, Zellkerne, DAPI-Färbung an Tag 10; 200-fache Vergrößerung.
Die Grünfärbung resultiert aus der Reaktion des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein und weist minerali-
sierte Bereiche nach. Die Blaufärbung ist Folge der Bindung des Farbstoffes DAPI an die doppelsträngige
DNA der Zellkerne.

Abbildung 8 zeigt beispielhaft Detailausschnitte einer mit 10 mM β- Glyzerolphosphat sup-
plementierten Zellkultur an Tag 10. Die Zellkerne in der Kultur wachsen an Tag 10 entlang von
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Vorzugsrichtungen. Folglich handelt es sich um eine mehrschichtige Kultur, die jedoch noch
nicht sehr dicht ist. Zellwachstum und Mineralisation wurden hier fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen. Die Mineralisierungen zeigen sich als stark leuchtende, etwa gleichmäßig über
die Kultur verstreute Punkte mit Durchmessern, die deutlich geringer als die blau gefärbten
Kerne auszumachen sind. In der Analyse der Leuchtkraft, die hier noch proportional zur Mine-
ralisierung gemessen wurde, wurde die Platte im Reader an mehreren Stellen im Well angeregt
und gemessen. Die Messfläche erlaubt eine Mittelung der mineralisierten Anteile, da das Leuch-
ten im Reader als homogenes Signal detektiert wird, das wegen der geringen Abstände der
leuchtenden Punkte nicht lokal aufgelöst wird.

3.4 Verhältnis von Mineralisation und Proliferation in Phosphat
substituierten Kulturen
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Abb. 9: Verhältnis von Mineralisation und Proliferation in Phosphat substituierten Kul-
turen. Die Darstellung zeigt den Quotienten zwischen Mineralisation und Proliferation der einzelnen
Proben. Das Verhältnis von Mineralisation und Proliferation in Zellen, die mit Normalmedium kultiviert
wurden, dient als Referenz und wurde entsprechend auf 1 gesetzt. Abweichungen der Ratios nach oben
oder unten liegen ober- bzw. unterhalb der x-Achse.

Diese Ratios sind in Abbildung 9 graphisch dargestellt. Die Kulturen, die ausschließlich Ba-
sismedium erhielten, sind die Referenz. Der Quotient aus Mineralisierung und Proliferation
beträgt für die Kontrollgruppe 1.0.
Die Ratio der Proben, die mit 5 mM β-Glyzerolphosphat supplementiert wurden, beträgt 1.30.
Dies bedeutet, dass die Mineralisierung gegenüber der Proliferation überwiegt.
Für die Kulturen, die unter einem eintägigen Stimulus von 10 mM β-Glyzerolphosphat standen,
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ergibt sich eine Ratio von 1.33. Die Kulturen weisen ebenfalls ein erhöhtes Mineralisierungspo-
tenzial im Vergleich zur Proliferation auf.
Auch bei der Zugabe von GTP überwiegt das Mineralisierungspotenzial gegenüber der Prolife-
ration bei einer Ratio von 1.16.
Unter DAG beträgt der Quotient 1.47 und ist damit im Vergleich zu den anderen Proben am
höchsten. Das Verhältnis ist noch stärker zu Gunsten der Mineralisierung ausgeprägt als in den
anderen Kulturen.
Unter der Supplementierung mit ATP verhält es sich konträr. Der Quotient aus relativer Mi-
neralisierung und Proliferation beträgt 0.92. ATP ist somit in dieser Versuchsreihe die einzige
Phosphatquelle, die keine spezifische Mineralisierung induziert.
Im Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, dass es auch in nicht induzierten USSC-Kulturen zu
spontanen Mineralisationsprozessen kommt. Unter beiden Konzentrationen β-Glyzerolphosphat
zeichnete sich im Vergleich zur Kontrolle eine schwächere Proliferationsrate ab, dennoch ist die
spezifische Mineralisation deutlich erhöht.
Die Zugabe von DAG führte ebenfalls zu einer geringeren Anzahl an Zellen im Vergleich zur
nicht induzierten Kontrollgruppe, dennoch ergab sich hier die höchste spezifische Mineralisa-
tion.
Unter der einmaligen Zufuhr von GTP waren sowohl die Mineralisation als auch die Proliferation
vergleichen mit der Referenzgruppe abgeschwächt, doch auch hier ist die Mineralisationsrate
der Proliferation deutlich übergeordnet.
Die Supplementierung mit ATP führte, verglichen mit den Kontrollkulturen, ebenfalls zu ver-
minderten Mineralisierungs- und Proliferationsraten. Verglichen mit GTP fällt insbesondere
auf, dass ATP-Kulturen zwar eine höhere Mineralisation erreichen, die Zellzahlen jedoch deut-
lich nach unten abweichen.
Es bleibt festzuhalten, dass die Kulturen, die mit β-Glyzerolphosphat, GTP und DAG sub-
stituiert wurden, ein deutlich erhöhtes spezifisches Mineralisationspotenzial im Vergleich zur
Kontrollgruppe aufweisen. Unter dem Einfluss von ATP sind sowohl Mineralisierung als auch
Proliferation gegenüber der Referenzkultur unterlegen. Eine spezifische Mineralisierung findet
hier nicht statt, da die Zellen in Relation stärker proliferieren als mineralisieren. Damit wird
deutlich, dass einzig die Supplementierung mit ATP zu keiner spezifischen Mineralisierung führt.
In Tabelle 15 sind zur besseren Übersicht nochmals alle Werte aufgelistet. Daraus ist deutlich
zu erkennen, dass in den ATP- und GTP-Kulturen sowohl eine verringerte Mineralisation als
auch Proliferation im Vergleich zur Kontrollkultur stattgefunden hat, es unter der Zugabe von
GTP aber dennoch zu einer spezifischen Induktion der Mineralisation der Kultur kam.
Zusammenfassend lässt sich hier sagen, dass die Kulturen, die unter dem Stimulus von β-
Glyzerolphosphat, GTP und DAG standen, ein deutlich erhöhtes spezifisches Mineralisations-
potenzial im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen. In der ATP-Kultur verhält es sich um-
gekehrt. In Tabelle 15 sind zur besseren Übersicht nochmals alle Werte aufgelistet. Daraus
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erschließt sich dann auch, dass in den ATP- und GTP-Kulturen sowohl der Mineralisierungs-
als auch der Proliferationsprozess denen der Referenzkultur unterlegen waren.

Tabelle 15: Mediane Mineralisation und Proliferation und Quotientenbildung

Kontrolle 5mM β-Gly 10mM β-Gly ATP GTP DAG
Median Minerali-
sation [RFU]

32904 37794 40161 26399 25930 41124

% 100,00 114,86 122,06 80,23 78,81 124,98
Median Prolifera-
tion [RFU]

18934 16786 17376 16486 12828 16144

% 100,00 88,66 91,77 87,07 67,75 85,26

Änderung des
Verhältnisses
Mineralisierung /
Proliferation

1,00 1,30 1,33 0,92 1,16 1,47

3.5 Einfluss der Phosphatquellen auf Zellzyklus und
Zell-Zell-Kontakte

Mittels quantitativer RT-PCR wurden die Einflüsse der unterschiedlichen Phosphat-Supplemente
auf die Genexpression analysiert.
In Tabelle 16 sind alle Ansätze aufgeführt. Es konnten lediglich für das „Stressprotein“Hsp60,
den Zellzyklusmarker CyclinB, den Stammzellregulator Notch3, das Adhäsionsprotein Vinculin
sowie RUNX2b als Marker der osteoblastären Differenzierung Signale ermittelt werden. Die
weitere Analyse und Interpretation musste jedoch auf die Ergebnisse von CyclinB, Notch3 und
Vinculin beschränkt werden, da die Werte aus den einzelnen Wiederholungen für Hsp60 und
RUNX2b zu stark variierten.
In der Gruppe der Marker des Phosphathaushaltes wiesen die Ergebnisse ebenfalls zu starke
Varianzen auf und konnten somit nicht in die Analyse miteinbezogen werden.
In Abbildung 10 werden die Transkriptionsergebnisse für die einbezogenen Gene Notch3, Cy-
clinB und Vinculin unter dem Einfluss der verschiedenen Phosphat-Supplemente 5mM β- Gly-
zerolphosphat, 10mM β-Glyzerolphosphat, 5mM ATP und 5mM GTP veranschaulicht. Die
Phosphate wurden an Tag 1 der Kultur für 24 Stunden zugesetzt, die Analyse fand nach einer
Gesamtkulturzeit von 10 Tagen statt. Die Zugabe von β-Glyzerolphosphat und ATP konnte im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keine signifikanten Expressionsunterschiede bei Notch3
bewirken. Die Behandlung mit GTP führte allerdings zu einer 2.7-fachen Zunahme der Tran-
skriptionsmenge im Vergleich zur Kontrolle.
Für den Zellzyklusmarker CyclinB zeigen sich unter der Zugabe beider Konzentrationen β-
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Tabelle 16: Ergebnisse der RT-qPCR. Tabellarische Auflistung aller Gene, auf deren Expression
die mRNA des Zellmaterials untersucht wurde.

+: RNA transkribiert +/-: RNA schwach transkribiert -: RNA nicht transkribiert
Gen 5mM β-Gly 10mM β-Gly ATP GTP KO GAPDH

NELL1 - - - - - -
PIT1 +/- +/- +/- +/- +/- +
PIT2 +/- +/- +/- +/- +/- +-
Hsp60 + + + + + +

Cyclin B + + + + + +
Cyclin E - - - - + +
Killin - - - - - +
Notch3 + + + + + +

N-Cadherin - - - - - +
Vinculin + + + + + +
RUNX2b + + + + + +
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Abb. 10: Differentielle Genexpression in Phosphat substituierten Zellkulturen. Darstellung
der Ergebnisse der qRT-PCR: Nachweis der mRNA von Notch- 3, CyclinB (hCCNB2) und Vinculin.
Expressionsunterschiede sind ab Werten von ≤ −2 und ≥ +2 anzunehmen. Auf der x-Achse sind die
untersuchten Gene aufgetragen, auf der y-Achse die x-fache Änderung der Expression (2−∆∆CP ). Alle
Proben sind auf das Referenzgen GAPDH normiert.
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Glyzerolphosphat keine signifikanten Abweichungen. Ein Trend in Richtung Reduktion der
Expressionsmenge ist zu erkennen. Die Supplementierung mit ATP führt hingegen zu einer
2.7-fachen Zunahme der Transkription. Der Effekt unter GTP ist nochmals stärker, mit einer
4.1-fachen Zunahme der Expression ist hier die stärkste Veränderung auszumachen.
Die Expression des Adhäsionsproteins Vinculin wird durch die Zugabe der Supplemente nicht
signifikant beeinflusst. Während ein Trend dahingehend abzulesen ist, dass 5mM β- Glyzerol-
phosphat, ATP und GTP die Expression hemmen und 10mM β- Glyzerolphosphat zu einer
Zunahme der Transkriptionsmenge führt, sind die Unterschiede nicht deutlich genug, um direk-
te Rückschlüsse auf die Behandlung zu erlauben.
Es fällt auf, dass die Supplementierung mit den energiereichen Phosphatverbindungen ATP und
GTP die stärksten Effekte zufolge hat.
ATP verstärkt die Transkription des Zellzyklusmarkers CyclinB, hat jedoch keinen Einfluss auf
die Expression von Notch3 und Vinculin. GTP hat den stärksten Einfluss auf CyclinB und
führt darüber hinaus als einziges Supplement zu einer verstärkten Expression von Notch3. Die
Expression von Vinculin konnte durch GTP nicht beeinflusst werden.
ATP und GTP können die Genexpression von CyclinB anregen, GTP führt zudem zur Erhöhung
de Transkriptionsmenge von Notch3.
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KAPITEL 4

Diskussion

Unter dem Aspekt, dass mithilfe des Tissue Engineerings zukünftig viele Probleme in der The-
rapie von Knochendefekten im Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereich gelöst werden könnten,
wurden mit den USSCs Zellen ausgewählt, die sich zunächst vor allem durch ihre nahezu un-
eingeschränkte Verfügbarkeit, ihr geringes immunogenes Potenzial und ihr pluripotentes Dif-
ferenzierungspotenzial auszeichnen. Im Zellkulturverbund sind sie in der Lage, in mehreren
Schichten zu wachsen, was einen großen Vorteil für zukünftige in vivo-Versuche darstellt. Im
Gegensatz zu humanen ESCs sind die USSCs ethisch weniger umstritten, ihre Verwendung un-
terliegt dem Embryonenschutzgesetz (ESchG vom 13.12.1990). Die ESCs stehen in Deutschland
unter striktem Schutz und das Forschen und Arbeiten mit ihnen ist im Gegensatz zu den USSCs
verboten. USSCs sind aufgrund ihrer vielversprechenden Eigenschaften, der guten Verfügbarkeit
und ethischen Unbedenklichkeit in den letzten Jahren immer mehr ins Blickfeld der Forschung
gelangt (Kogler et al. 2004; Degistirici et al. 2008; Markov et al. 2007). USSCs sind wie Teile
des Mittelgesichtes HOX-negativ (Kuratani 2004; Leucht et al. 2008). HOX-Gene geben in der
Organentwicklung bestimmte Abläufe vor. HOX-negative Zellen sind somit universeller einsetz-
bar. Darüber hinaus lösen USSCs nur selten Immunreaktionen aus (Kogler et al. 2004).
Kogler et al. beschrieben 2004 erstmalig die Isolation der USSCs aus dem Nabelschnurblut und
ihre Fähigkeiten, in vitro adhärent zu wachsen ohne ihr Differenzierungspotenzial einzubüßen.
Sie konnten darüber hinaus ex vivo ihre pluripotenten Eigenschaften nachweisen, indem es ihnen
gelang, die USSCs in Knochenzellen, Knorpelzellen, hämatopoetische Zellen und Nervenzellen
zu differenzieren. Auch konnte eine Differenzierung in Leber- und Herzmuskelzellen nachge-
wiesen werden. Die osteogenen Differenzierungsmöglichkeiten der USSCs wurden schließlich in
zahlreichen weiteren in vitro-Studien bestätigt. Degistirici et al. (2008) zeigten morphologische,
biochemische und mulekularbiologische Aspekte der osteogenen Differenzierung auf. Shafiee
et al. (2011) vergleichen die USSCs mit Mesenchymalen Stammzellen (MSCs) aus dem Kno-
chenmark (BM-MSC) und aus Fettgewebe (AT-MSC). Sie sprachen den BM-MSCs das größte
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osteogene Differenzierungspotenzial zu, gefolgt von den USSCs. Die AT-MSCs wiesen in diesem
Versuch das geringste osteogene Potenzial auf. Lammers et al. (2012) fokussierten sich in ihrem
Ansatz insbesondere auf die Mineralisationsprozesse bei der osteogenen Differenzierung und
kultivierten die Zellen dabei nicht in 2D-Modellen, sondern als Mikrogewebe in 3D-Kulturen.
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Wahl der Zelllinie auf Basis der Proliferationsanalyse
von vier verschiedenen Zelllinien hinsichtlich ihrer Verdopplungszeit über drei Passagen hinweg
(s. Kapitel 3.1). Da sich die Zelllinie USSC 18 durch relativ gleichmäßige Zellzahlentwicklungen
bei stabiler Verdopplungszeit auszeichnet, wurde sie für die Untersuchungen dieser Arbeit aus-
gewählt. Auch die Zelllinien USSC 8/77 sowie USSC 5/73 wiesen ähnliche Eigenschaften aus,
lediglich die betrachtete Zelllinie USSC 8 zeigte eine deutlich verlängerte Verdopplungszeit.
Die vier verschiedenen Zelllinien der USSCs (USSC 18, 8/77, 5/73 und 18) wurden in 75 cm2

Zellkulturflaschen ausgesät und mit Normalmedium über 5 Tage kultiviert, um zunächst ihre
Proliferation zu untersuchen. Ausgehend von verschiedenen Passagen wurden die charakteris-
tischen Verdopplungszeiten bestimmt. Die zuvor expandierten Zellen wurden als Startpassage
8, 9 oder 10 angelegt. Dafür wurde ausschließlich Medium ohne osteogene Stimulanzien ver-
wendet, das aus vorangegangenen Studien als geeignet identifiziert worden war (Langenbach
et al. 2010; Naujoks et al. 2011, 2013). Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen bis zur Pas-
sage 8 vorkultiviert. Schließlich wurden sie an Tag 0 in gleichen Mengen auf 24 Well-Platten
aufgeteilt und simultan in den Flaschen in die nächste Passage weiter kultiviert. An den Ta-
gen 1, 2, 3, 4 und 5 wurden die Zellen auf den Multiwellplatten gestoppt und eingefroren, um
sie zu einem späteren Zeitpunkt mithilfe des CyQuant®-Kits zu analysieren (s. Kapitel 2.3.8).
Diese Methode basiert auf dem Prinzip, dass der mitgelieferte Farbstoff unspezifisch an Nukle-
insäuren bindet und mit einem Fluorometer nach Lyse ein Rückschluss auf die Zellzahl möglich
ist. Möglich wird dies durch einen zuvor angelegten Zellstandard, über die Kalibrierfunktion
können die Emissionswerte dann in Zellzahlen umgerechnet werden. Vor- und Nachteile dieser
Methode im Vergleich zu anderen wurden von Jones et al. (2001) und Lu et al. (2009) erörtert.
Lu et al. (2009) nennen beispielsweise Vorteile gegenüber Reagenzien, die spezifisch auf einen
bestimmten Stoffwechselvorgang reagieren. Die Analyse der zellulären Esterase-Aktivität oder
die Aktivitätsmessung mitochondrialer Enzyme sind dabei nur zwei Optionen. Bei allen gilt es
jedoch zu beachten, dass nicht immer bekannt ist, in welchem Stoffwechselzustand die Zellen
zu einem bestimmten Zeitpunkt verweilen oder aber auch die Möglichkeit besteht, dass sich
nicht alle Zellen einer Kultur im gleichen Entwicklungszustand befinden. So können bei die-
sen Untersuchungen unter Umständen nicht alle Zellen detektiert werden. Daher sind mehrere
Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten unerlässlich. Eine weitere, weit verbreitete Metho-
de zur indirekten Bestimmung der Zellzahl, liefert der [3H]-Thymidin-Assay. Hier kommt es
zu einer Bindung des Reagenzes in der S-Phase des Zellzyklus. Nachteilig an dieser Methode
ist, dass die Anwendung der radioaktiven Substanz im Labor mit großem Aufwand verbunden
ist, auch sind die speziellen Lagerungs- und Entsorgungsvorschriften zu berücksichtigen. Jones
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et al. (2001) beschrieben weitere Fluoreszenzsignal-orientierte Methoden, die allerdings nicht
selten erfordern, dass die Zellen bereits vor der Kultur mit dem Fluoreszenz-Farbstoff markiert
werden müssen. Darüber hinaus sind in aller Regel deutlich mehr Zellen zur Erstellung einer
Standard-Kurve erforderlich als beim CyQuant®-Assay. Als nachteilig sehen Jones et al. (2001),
dass es beim CyQuant®-Assay mitunter Störsignale durch Farbstoffe, wie z.B. Alizarin-Rot im
Zellkulturmedium, geben kann. Es wird deshalb empfohlen, vor der Messung einen Spülvor-
gang mit PBS durchzuführen. Dieser zusätzliche Spülvorgang birgt jedoch die Gefahr, dass sich
Zellen vom Untergrund ablösen und folglich nicht in die Messung einbezogen werden können.
Allerdings kommen die zuvor genannten Methoden auch nicht ohne Spülvorgänge zwischen ein-
zelnen Arbeitsschritten aus. Mit dem CyQuant® können laut Hersteller Zellzahlen zwischen 50
und 250.000 zuverlässig detektiert werden, die Methodik ist gut anwendbar und individuelle
Fehler beim Zählen können vermieden werden. Auch der zeitliche Aufwand ist überschaubar,
da durch das Pipettieren auf großen Platten viele Ergebnisse simultan erzielt werden können.
In anderen Studien hat sich der Einsatz des CyQuant®-Assays ebenfalls bewährt. Naujoks
et al. (2011) haben die Methode auch auf USSCs angewendet, diese wurden jedoch nicht in
Zellkulturflaschen oder Multiwellplatten, sondern auf verschiedenen Biomaterialien kultiviert.
Handschel et al. (2009) untersuchten murine embryonale Stammzellen, die in Petrischalen kul-
tiviert wurden. Jones et al. (2001) wendeten das CyQuant®-Kit sowohl auf humane als auch
auf Mäuse- und Rattenzelllinien an. Das Proliferations-Assay scheint also für eine große Anzahl
unterschiedlicher Zellen, selbst auf verschiedenen Nährböden, geeignet zu sein. Somit stellt die
Anwendung und Auswertung des CyQuant®-Assays eine etablierte und adäquate Methode dar,
um die Zellzahlentwicklung in der vorliegenden Untersuchung zu analysieren.
Es sollten nicht nur verschiedenen Zelllinien, welche ja die Eigenschaften unterschiedlicher Spen-
der aufweisen, verglichen werden, sondern es sollte auch untersucht werden, ob sich die Zelltei-
lungsrate mit aufsteigender Passage verändert. Ein Passagieren von Zellen ist notwendig, da eine
ausreichende Versorgung mit Nährstoffen nicht mehr gewährleistet ist, sobald die Wachstums-
fläche vollständig bedeckt ist (Gstraunthaler and Lindl 2013). In der Literatur wird beschrieben,
dass die Teilungsbereitschaft der USSCs mit aufsteigender Passage abnimmt (Degistirici et al.
2008). Dieses Phänomen konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Die USSC 18 und
USSC 5/73 wiesen in Passage 10 erhöhte Verdopplungszeiten auf, bei den USSC 8/77 und
USSC 8 waren hingegen verkürzte Verdopplungszeiten zu beobachten. Hier teilten sich die Zel-
len in Passage 10 deutlich schneller als im Vergleich zu Passage 8 und 9. Allerdings zeigten
Suchanek et al. (2007) am Beispiel von multipotenten Vorläuferzellen aus dem Pulpagewebe,
dass die Teilungsbereitschaft der Zellen erst ab Passage 50 signifikant abnahm. Während der
ersten 40 Passagiervorgänge konnte dort keine Verlängerung der Verdopplungszeit beobachtet
werden. Salhi (2010) hat die Entwicklung von Zellzahlen in aufsteigenden Passagen für Vor-
läuferzellen aus dem Knochenmark betrachtet. Seine Untersuchungen zeigten eine absteigende
Teilungsbereitschaft ab Passage 5, wobei jedoch auch die Abhängigkeit von der Aussatdichte
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zu berücksichtigen war. Weniger dicht ausgesäte Zellen zeigten nach Passage 5 einen höheren
Abfall der Proliferationsrate als dichter ausgesäte Zellen. Begründet wurde dies durch mor-
phologische Veränderungen der Zellen, sie verloren zum Teil ihre Spindelform. Die heterogenen
Zellen sezernieren wiederum parakrin wirkende Stoffe, die sich nachteilig auf die benachbarten
Zellen auswirken können. In anderen Versuchen mit USSCs nahm die Verdopplungszeit erst ab
Passage 23 merklich ab (Degistirici et al. 2008).
Bei der Auswertung der Ergebnisse fiel außerdem auf, dass die Anzahl der ausgesäten Zellen an
Tag 0 in teils mehreren Passagen einer Zelllinie höher lag als die an Tag 1 gemessenen Zellzahlen.
Verschiedene Ursachen können hierfür verantwortlich sein. Pipettierfehler sind aufgrund der nur
geringen Standardabweichung auszuschließen. Vorstellbar ist, dass die Zellen den Splitprozess
nicht überstanden haben und sich dies bei einer relativ geringen Ausgangssaat von 19.000 Zellen
pro Well deutlich niederschlägt. Eine weitere Erklärung könnte sein, dass die Zellen 24 Stunden
nach der Aussaat noch nicht adhärent genug am Boden der Multiwellplatten anhafteten und
somit durch das Absaugen des Zellkulturmediums und dem Spülvorgang vor dem Einfrieren der
Platten verloren gegangen sind. Diese Annahme wird durch die an Tag 2 ermittelten Zellzah-
len weiter unterstützt, da diese wiederum im Rahmen der anzunehmenden Werte lagen. Eine
bessere Annäherung an die tatsächliche Verdopplungszeit der einzelnen Zelllinien wäre mögli-
cherweise erreichbar, sofern die ersten Zellen erst 48 Stunden nach der Aussat geerntet würden.
Eine weitere Möglichkeit wäre, die erste Messung nach 36 Stunden durchzuführen, da in einigen
Passagen Verdopplungszeiten von weniger als 48 Stunden errechnet wurden.
Die Analyse der Verdopplungszeiten sollte zusätzlich dabei helfen, eine Zelllinie zu identifizie-
ren, die so langsam proliferiert, dass der Beobachtungszeitraum nicht zu kurz ausfällt. Es ist
beschrieben, dass zu stark konfluierende USSCs ihr pluripotentes Potenzial einbüßen und dann
spontan in unterschiedliche Richtungen differenzieren können (Degistirici et al. 2008). Zellen, die
sich langsamer teilen, erreichen diese Konfluenz erst deutlich später und erlauben somit einen
längeren Untersuchungszeitraum. Für den Versuchsaufbau war es wichtig, eine Zelllinie zu ver-
wenden, die sich innerhalb des 10-tägigen Untersuchungszeitraums nicht zu stark vermehrt. Die
Kultur sollte nicht zu konfluent sein, um den Einfluss der Phosphatzusätze bewerten zu können
ohne eine spontane Differenzierung zu provozieren.
Es gibt also verschiedene Kriterien, die die Wahl der Zelllinie beeinflussen. Betrachtet man
in diesem Ansatz ausschließlich die Entwicklung der Verdopplungszeiten, so müsste die Wahl
auf die USSC 8/77 fallen, da ihre Teilungsraten über die drei betrachteten Passagen hinweg
am ähnlichsten waren. Die Linien USSC 18 und USSC 5/73 zeigen Irregularitäten der Teilung
in Passage 9, bei den USSC 8 gibt es eine signifikante Abweichung in Passage 10. Nicht zu
vernachlässigen ist jedoch der Aspekt, dass die Zelllinie USSC 8/77 in allen drei Passagen an
Tag 1 deutlich niedrigere Zellzahlen aufwies als am Tag der Aussaat. Dieses Phänomen zeigt
sich bei den USSC 18 und USSC 5/73 nur in der Passage 9 und bei den USSC 8 in Passage
10. Auschlusskriterium für die Linie 8/77 war dieser Verlust von Zellen von Tag 0 zu Tag 1.
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Einen ausreichend langen Beobachtungszeitraum lieferten alle vier betrachteten Linien. Insge-
samt zeigten die USSC 18 die gleichmäßigsten Wachstumseigenschaften und wurden aus diesem
Grund für alle weiteren Versuche verwendet.
Zur Induktion der osteogenen Differenzierung von Stammzellen wird in der Literatur die Zuga-
be von Dexamethason, Ascorbinsäure und β-Glyzerolphosphat (DAG) beschrieben (z.B. Robey
(2011); Kogler et al. (2004); Handschel et al. (2010)). Dabei soll Dexamethason einerseits eine
Steigerung der Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase (ALP) bewirken, wobei die ALP
wiederum im Zusammenspiel mit organischen Phosphatquellen die Bildung von Hydroxylapatit
in der extrazellulären Matrix zu fördern scheint (Bellows et al. 1986; Bhargava et al. 1988). An-
dererseits zeigte sich, dass DAG über verschiedene intra- und interzelluläre Mechanismen die
Expression und Aktivität vom Runt-related Transcription Factor 2 (Runx2) induzieren kann
(Gaur et al. 2005; Hong et al. 2009; Mikami et al. 2007). Runx2 gilt auf molekularbiologi-
scher Ebene als einer der essentiellen Transkriptionsfaktoren zur Induktion der osteoblastären
Differenzierung (Komori 2010, 2017). Ascorbinsäure (Asc) ihrerseits wird vor allem für die Se-
zernierung von Kollagen Typ 1 in die extrazelluläre Matrix benötigt. Sie dient als Cofaktor bei
der Hydroxylierung der Aminosäuren Prolin und Lysin. Erst durch diese Reaktion kann es zur
Ausbildung der typischen helikalen Strukturen kommen. Insofern kann es in Abwesenheit von
Ascorbinsäure zur fehlerhaften Ausbildung des Strukturproteins Kollagen kommen (Vater et al.
2011; Franceschi and Iyer 1992). β-Glyzerolphosphat gilt als zuverlässige Phosphatquelle bei
der Ausbildung von Hydroxylapatit (Foster et al. 2006) und soll ebenfalls Einfluss auf die Ex-
pression osteogener Gene wie Bone Morphogenic Protein (BMP) und Osteopontin (OP) haben
(Fatherazi et al. 2009). Es wird berichtet, dass β-Glyzerolphosphat in Konzentration von mehr
als 1 mM seine Wirkung entfalten kann, wobei insbesondere die Ausbildung von Hydroxylapatit
zu nennen ist (Foster et al. 2006). Zu hohe Konzentrationen scheinen sich jedoch nachteilig auf
die Proliferation der Zellen auszuwirken (Ariffin et al. 2017; Langenbach and Handschel 2013).
Neben dem Nachweis von spezifischen Enzymen und Proteinen gilt vor allem das Vorhanden-
sein von Hydroxylapatit als Charakteristikum für Osteoblasten bzw. terminal differenzierte
Osteozyten (Beresford et al. 1994; Cheng et al. 1994; Jaiswal et al. 1997). Der Nachweis des
Vorhandenseins von Hydroxylapatit wurde wegen einer hohen Spezifität zur Identifizierung von
osteogenen Prozessen ausgewählt.
In den Versuchen dieser Arbeit zum Aufdecken von Mineralisationsprozessen wurde das Zellkul-
turmedium mit β-Glyzerolphosphat in Konzentrationen von 5 mM oder 10 mM versetzt. Weitere
Ansätze von Supplementen bestanden aus 5 mM ATP oder 5 mM GTP im Nährmedium. Es fand
zudem ein Vergleich mit den Prozessen unter dem Einfluss von Zellkulturmedium ohne weitere
Phosphatzusätze (s. Kapitel 2.3.1) und auch DAG-supplementiertem Medium statt. Diese Vor-
gehensweise ermöglicht eine Aussage darüber, ob unter der Zugabe alternativer Phosphate eine
veränderte Mineralisierung in der Kultur nachgewiesen werden kann und darüber hinaus auch,
ob es ohne Zugabe von Phosphaten zu einer spontanen Mineralisierung kommt. In einer frühe-
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ren Studie von Handschel et al. (2006) wurden murine Embryonale Stammzellen (ESC) unter
anderem mit und ohne Zusatz von DAG kultiviert und ihr Mineralisationsverhalten überprüft.
Handschel et al. (2008) konnten in Kulturen ohne DAG-Zusatz an Tag 14 mithilfe einer von-
Kossa-Färbung keine Mineralisierung nachweisen. Beim Vergleich mit anderen Studien muss kri-
tisch betrachtet werden, dass die Zellen in unseren Versuchen jeweils nur für 24 Stunden mit den
Phosphatsupplementen behandelt wurden und im Anschluss wieder Standardzellkulturmedium
zugesetzt bekamen. Zellen, die nach dem Standardprotokoll unter DAG in Kultur gehen, ste-
hen zumeist für 14 bis 21 Tage unter dem Einfluss von β-Glyzerolphosphat (Jaiswal et al. 1997;
Lammers et al. 2012). Jedoch wurde bereits in anderen Studien eine Kurzzeit-Supplementierung
mit Phosphaten beschrieben. Rendenbach et al. (2014) verwendeten in ihren Versuchen murine
Osteoblasten. Sie wurden zunächst mit Ascorbinsäure und β-Glyzerolphosphat vorkultiviert.
Es folgte eine 18-stündige Inkubation ohne Phosphate. Abschließend wurden ihnen für 2 bzw. 6
Stunden 2 bzw. 4 mM-Phosphat zugesetzt, wodurch teils Änderungen der Expression knochen-
spezifischer Marker nachgewiesen werden konnten. Bereits 1992 untersuchten Tenenbaum et al.
(1992) den Einfluss von anorganischem Phosphat und Bisphosphonaten auf das Mineralisati-
onsverhalten von Hühnerperiost-Kulturen (chick periosteal cultures). In den ersten 10 Tagen der
Kultur konnte keine Mineralisation nachgewiesen werden, erst ab Tag 11. Die Autoren schluss-
folgerten daraus, dass anorganisches Phosphat die Mineralisierung hemmt. Unter dem Einfluss
von organischem Phosphat konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass auch nach
10 Tagen und einer Phosphatgabe von 24 Stunden bei Kulturbeginn schließlich Hydroxylapatit
in USSC-Kulturen nachgewiesen werden konnte. Es ist somit davon auszugehen, dass die Gabe
von organischen Phosphaten im Gegensatz zu anorganischen Phosphaten die Mineralisierung
der USSCs fördert.
Da die osteoblastären Leitmarker auf molekularbiologischer Ebene in verschiedenen Phasen
der Reifungskaskase exprimiert werden, bedarf der ausführliche molekularbiologische Nach-
weis einer osteogenen Differenzierung von Zellen in einem Zellverbund sicherlich einer länge-
ren Zellkulturdauer sowie damit einhergehend einer ausgedehnten Kontaktzeit mit Phosphat-
supplementiertem Medium. Dabei spielt es keine Rolle, ob die Zellen in einem zweidimensiona-
len Modell wie in dieser Arbeit kultiviert werden oder aber in einem dreidimensionalen Modell.
Dreidimensionale Modelle entstehen beispielsweise unter Zuhilfenahme von Trägermateriali-
en. Die osteoblastäre Entwicklung wird in vier Stadien unterteilt: 1. Differenzierung von einer
Stammzelle in eine osteoblastäre Vorläuferzelle, 2. Proliferationsphase, 3. Phase der Matrixent-
wicklung und Matrixreifung sowie 4. Mineralisationsphase. In der Proliferationsphase dominiert
die Expression von Kollagen Typ 1 (Koll 1). Gegen Ende dieser Phase und im Übergang zur
Reifungsphase erreicht die Expression der Alkalischen Phosphatase (ALP) ihr Maximum. Os-
teopontin (OP) spielt am Ende der Reifungsphase sowie in der frühen Mineralisierungsphase
eine Rolle, allerdings wird dieser letzte Abschnitt der Entwicklungskaskade von der Expression
von Osteokalzin (OC) geprägt. Der Leitmarker der osteoblastären Entwicklung Runx2 kann
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in nahezu allen Entwicklungsstufen nachgewiesen werden. Er hat sowohl induzierende als auch
inhibierende Effekte auf diverse Teilabschnitte der komplexen Vernetzung aus Osteoblasten-
Entwicklung und Osteoblasten-Reifung im Bezug auf Auf- und Umbauprozessen von Knochen
(Beck 2003; Vimalraj et al. 2015; Komori 2017). Die Bestimmung der osteoblastären Differenzie-
rungsmarker könnte zukünftig auch in dem vorliegenden Versuchsansatz durchgeführt werden,
um detaillierte Informationen der Zellentwicklung zu erhalten. Dabei könnten die Zellen ent-
weder über die gesamte Kulturdauer mit alternativen Phosphaten versorgt werden oder aber
wiederholt Kurzzeitsupplementierungen vorgenommen werden. Ein Vergleich mit DAG sollte
dann für Kulturen erfolgen, die ebenfalls 14 bis 21 Tage inkubiert werden.
Aufgrund der relativ kurzen Kulturdauer lag das Augenmerk dieser Arbeit auf Mineralisierungs-
prozessen. Zum Nachweis von Hydroxylapatit werden in der Literatur am häufigste die Aliza-
rinrot S-Färbung (Wang et al. 2006) oder auch die Von Kossa-Färbung (Bonewald et al. 2003)
verwendet. Die Alizarinrot S-Färbung basiert auf einer Chelatbildung zwischen Alizarin und
vorhandenem löslichem Kalzium, das sich rötlich färbt. Bei der Von Kossa-Färbung werden an-
organische Bestandteile von Kalziumverbindungen durch Silberionen ausgetauscht und zu me-
tallischem Silber reduziert, das sich im Mikroskop schwarz darstellt. Beide Verfahren haben den
Nachteil, dass sie nur einen Nachweis für Kalzium liefern, das aber lediglich ein Bestandteil von
Hydroxylapatit ist. In einer jüngeren Studie entwickelten Davari et al. (2017) eine Laser-Induced
Breakdown Spectroscopy (LIBS) Methode, um pathologische Mineralisationen in Herzklappen
aufzuspüren. Sie konnten mit dieser Technik bereits nach 2 Tagen Kalziumansammlungen auf-
zeigen, die mit der Von Kossa-Färbung erst nach 4 bis 7 Tagen sichtbar wurden. Es sollte also
bedacht werden, dass die Mineralisation in kurzzeitig supplementierten USSC-Kulturen mit
Von Kossa-Färbungen unter Umständen nicht zuverlässig nachgewiesen werden. Für die vorlie-
gende Arbeit wurde eine alternative Methode für den Hydroxylapatitnachweis verwendet. Das
OsteoImage™ Mineralization Assay der Firma Lonza basiert auf der spezifischen Bindung eines
fluoreszierenden Reagenz an das Hydroxylapatit. Die genaue Entstehungsweise der Bindung ist
bisher noch nicht bekannt, jedoch sind in der Literatur Methoden einer spezifischen Bindung an
das Hydroxylapatit beschrieben (Kasugai et al. 2000). Auch Mueller et al. (2014) nutzen zum
Nachweis von Hydroxylapatit das OsteoImage™-Assay. Für ihre Versuche verwendeten sie mul-
tipotente Vorläuferzellen aus der Nabelschnur, in diesem Fall aus dem so genannten Wharton
Jelly. Es handelt sich dabei um ein zellreiches, gallertartiges Bindegewebe in der Nabelschnur,
in dem die Gefäße der Nabelschnur eingebettet sind. Die Zellen werden über 30 Tage mit einem
osteogenen Medium versorgt, die Kontrollgruppe ohne Zusatz von DAG zeigte keine Minerali-
sation. In der vorliegenden Arbeit konnte in der Kontrollgruppe ebenfalls ein Fluoreszenzsignal
unter Verwendung des OsteoImage™ detektiert werden, was ein Hinweis dafür ist, dass bei den
USSCs spontane Mineralisierung auftritt. Dieses Phänomen konnte bereits in einer früheren
Studie beobachtet werden. Dort konnte bei USSC-Kulturen auch ohne Zugabe von osteoinduk-
tiven Zusätzen Hydroxylapatit nach 14 Tagen in Kultur nachgewiesen werden (Kersten-Thiele
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2011). Dennoch scheint die Mineralisierung durch die Zugabe von Phosphaten beeinflussbar zu
sein. Die energiereiche Verbindung GTP konnte in der vorliegenden Arbeit die Bildung von
Hydroxylapatit deutlich verstärken. Die Gabe von ATP ging hingegen mit einer verminderten
Proliferations- und Mineralisationsrate einher. In einer Studie mit Ratten-Osteoblasten wurde
spezifisch die extrazelluläre ATP-Konzentration enzymatisch gesenkt, was im Vergleich mit der
Kontrollgruppe zu einer erhöhten Mineralisation führte (Orriss et al. 2013). Auch der Einfluss
von GTP auf die Mineralisation von Ratten-Osteoblasten wurde dort untersucht. GTP wurde
in dieser Studie von Orriss et al. (2007) in Konzentrationen von 10µM und 100µM zugefügt.
Die Osteoblasten wurden für 14 Tage mit den Nukleotidagonisten substituiert. Es zeigte sich,
dass es in Anwesenheit von 10µM GTP zu einer 98-prozentigen Blockade der Mineralisation
im Vergleich zur DAG-substituierten Kultur kam. Bei Zugabe von 100µM zur Kultur konnte
dort gar keine Mineralisation nachgewiesen werden. Brandao-Burch et al. (2005) beschreiben in
ihrer Arbeit, dass ein saurer pH-Wert die Mineralisation von Ratten-Osteoblasten hemmt. Die
Anwesenheit von GTP im Zellkulturmedium führt zu einem Absinken des pH-Wertes. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine Kurzzeit-Supplementierung gewählt, um ein Übersäuern der
Kultur zu vermeiden. Mit einer Konzentration von 5 mM liegen die Werte hier deutlich über
denen dieser Studie. Traut (1994) gibt als durchschnittliche physiologische Konzentrationen für
ATP 2, 1µM an, für GTP 305µM. Für Gewebe werden höhere Konzentrationen beschrieben als
für einzelne Zellen. Es könnte somit sinnvoll sein, zukünftig Versuche mit verschiedenen Konzen-
trationen zu wiederholen. Insbesondere die Variation der Konzentration von GTP als Zugabe
zum Zellkulturmedium sowie die Dauer der Supplementierung könnten hier vielversprechende
Ansätze sein, um Proliferation und Mineralisierung vorhersagbar zu beeinflussen.
Zur Analyse verschiedener Aspekte auf Transkriptionsebene wurde in der vorliegenden Unter-
suchung eine quantitative RT-PCR durchgeführt. Die Primersequenzen für die Amplifikation
wurden aus den humanspezifischen Sequenzen der Gendatenbank (National Center for Biotech-
nology Information, NCBI) abgeleitet (s. Tabelle 8). Alle verwendeten Primer stammen aus
einer einzigen Primersynthese und wurden zur Vergleichbarkeit für alle Versuche verwendet.
Dies diente somit der Minimierung systematischer Fehler. Die genspezifischen Sonden stamm-
ten aus der Universal Probe Library der Firma Roche (s. Tabelle 9).
Die untersuchten Gene ließen sich verschiedenen Gruppierungen zuordnen. So wurden mit
NELL1, PIT1 und PIT2 Expressionsänderungen bestimmt, die Rückschlüsse auf den Phos-
phathaushalt zulassen. Die Variationen in der Expression des Hitzeschockproteins Hsp60 sollte
Informationen darüber liefern, ob die Kulturen unter der Zugabe der Supplemente einen erhöh-
ten Stresslevel erreichen.
Änderungen der Genexpression werden in der Literatur bei Werten ±2 als signifikant ange-
nommen. Alle Ergebnisse sind auf das Referenzgen GAPDH normiert (s. Kapitel 2.4.5). Der
konstante Wert 1 für die Kontrollgruppen (Abb. 10) ist Folge der gängigen Darstellung und ist
nicht als Zyklusänderung anzusehen (Liedtke et al. 2017).
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Änderungen der Expression von CyclinB und CyclinE als Zellzyklusmarker sollten Hinweise
darauf liefern, ob die Phosphate die Zellteilung beeinflussen können. Killin gilt als Tumorsup-
pressor, Expressionsänderungen ermöglichen ebenfalls Rückschlüsse auf die Zellteilung.
Der Nachweis von Expressionsänderungen für Notch3 als Stammzellregulator sollte helfen her-
auszufinden, ob die USSC-Kulturen durch die Zugabe von alternativen Phosphatquellen in
ihrem Stammzellpotenzial beeinflusst werden.
N-Cadherin und Vinculin sind Marker für Zell-Zell-Kontakte. Änderungen ihrer Expression kön-
nen zeigen, ob die Zellen in ihrer direkten Kommunikation beeinflusst werden. RUNX2b gilt als
einer der Schlüsselmarker für die osteoblastäre Differenzierung, es wird auch als „Master Gen“
bezeichnet.
Die RNA-Isolierung erfolgte jeweils aus dem gesamten Zellrasen einer Kultur. Die Ergebnisse
beziehen sich somit auf die mittlere Transkription der RNA aller Zellen einer Kultur und nicht
in einer einzelnen Zelle. Zellen einer Flasche weisen nämlich nicht alle den gleichen Differen-
zierungsstatus auf. Insbesondere die Zelldichte und die damit verbundene Nährstoffsättigung
spielen dabei eine wichtige Rolle.
Für die Analyse wurde das Referenzgen GAPDH für jede Platte separat gemessen. Auch der
Mastermix wurde für jede Platte separat angesetzt.
Da die isolierte RNA ausschließlich aus zweidimensionalen Zellkulturen hervorging und die be-
teiligten Zellen mit 24-stündigem initialen Phosphatstimulus jeweils nur für 10 Tage kultiviert
wurden, waren die Marker verschiedener Nischen von besonderem Interesse. Der Vergleich mit
dem etablierten osteogenen Supplement DAG wurde im Hinblick auf die Proliferation und die
Mineralisation durchgeführt. In zukünftigen Versuchen könnte der Aspekt der Genexpression
hier ebenfalls untersucht werden, um beurteilen zu können, wie Phosphatquellen sich im Ge-
gensatz zu DAG-Einfluss auswirken.
Mit Vinculin wurde ein Protein untersucht, das Bestandteil von Zell-Zell-Kontakten ist und
an Aktin bindet (Xu et al. 1998; Bays and DeMali 2017). Es ist anzunehmen, dass Zellen mit
erhöhter Teilungsbereitschaft auch vermehrt Zell-Zell-Kontakte ausbilden. Anselme (2000) be-
leuchtet in ihrem Review-Artikel die Funktionen von Vinculin. Sie beschreibt, dass eine hohe
Expression von Vinculin mit einer verminderten Zellwanderung und umgekehrt eine vermin-
derte Expression erhöhte Zellbewegungen bedeuten. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit
konnten weder unter dem Einfluss der verschiedenen Phosphatsupplemente noch in der Kon-
trollgruppe Expressionsunterschiede für Vinculin nachgewiesen werden. Es ist denkbar, dass
dies einerseits auf die Tatsache zurückzuführen ist, dass die Zellen in Zellkulturflaschen nicht
so adhärent wachsen wie auf Biomaterialien, andererseits könnte es auch sein, dass die Zellen
im Untersuchungszeitraum nicht konfluent genug wachsen, um einen Effekt bei der Expressi-
on von Vinculin messen zu können. Es könnte interessant sein, die Versuche zukünftig unter
abgewandelten Rahmenbedingungen zu wiederholen. Ein Vergleich zwischen Kulturen, die in
Zellkulturflaschen und auf Biomaterialien wachsen, wäre hier genauso denkbar wie ein Vergleich
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mit Kulturen, die über einen längeren Zeitraum in Zellkulturflaschen oder auf Multiwellplatten
gewachsen sind.
Der Nachweis von Cyclin B2, einem Zellzyklusmarker, sollte Aufschluss über das Proliferati-
onsverhalten der Zellen geben. Cyclin B2 wird vor allem am Übergang von der G2-Phase in die
M-Phase der Mitose exprimiert. Die G2-Phase ist die Phase, in der die Zelle wächst, die Protein-
biosynthese und RNA-Synthese stattfinden und die Replikation auf Fehler hin untersucht wird,
ehe die Zelle in der M-Phase eine erneute Teilung durchläuft. Im Anschluss an die M-Phase kann
die Zelle entweder in die G0-Phase übergehen oder aber in die Synthesephase zur Vorbereitung
einer abermaligen Zellteilung übergehen. Die G0-Phase ist eine Ruhephase, die insbesondere
von Stammzellen häufig eingenommen wird, oft sogar für viele Jahre. Smith et al. (1995) konn-
ten in ihren Versuchen darlegen, dass die Expression von Cyclin B2 in Ratten-Osteoblasten an
das Differenzierungsstadium der Zellen gekoppelt ist. Zellkulturen, in denen die Proliferation
überwog, zeigten dort noch keinen Anstieg von Cyclin B2. ATP- und GTP-Supplementierung
führte in der vorliegenden Arbeit zu einer erhöhten Expression von Cyclin B2. Dahingegen
ließen sich in den Kulturen, denen β-Glyzerolphosphat zugefügt wurden, keine Expressions-
unterschiede nachweisen. Beim Proliferations-Assay (CyQuant®) konnte in den Gruppen, die
ATP und GTP erhielten, kein Anstieg der Zellzahlen gemessen werden. In Anlehnung an die
Beobachtungen von Smith et al. (1995) könnte die Ursache dafür sein, dass die USSCs vor allem
differenzieren. Im Vergleich mit β-Glyzerolphosphat, das allgemein bekannt die osteogene Diffe-
renzierung fördert, hier aber keinen Effekt auf die Expression von CyclinB2 hat, könnte zudem
geschlussfolgert werden, dass die Zellen unter ATP und GTP verstärkt proliferieren, allerdings
im sauren Milieu nicht überleben, was mit den Ergebnissen aus dem Proliferations-Assay in
Einklang gebracht werden könnte. Rajgopal et al. (2007) konnten einen Zusammenhang zwi-
schen dem Schlüsselmarker der osteogenen Differenzierung Runx2 und einem Komplex aus der
Kinase CDK1 und Cyclin B2 herleiten, wobei humane Osteosarkoma-Zellen untersucht wur-
den. Es konnte nachweisen werden, dass Runx2 während der Mitose von dem CDK1/Cyclin B2
Komplex phosphoryliert wird und diese Form schlussendlich chromosomengebunden ist. Dies
ist insofern interessant, als ATP und insbesondere GTP in den Versuchen dieser Arbeit Cyclin
B2 hochregulieren konnten. Es könnte als aussichtsreiches Indiz dafür angesehen werden, dass
die alternative Zugabe dieser Phosphatquellen die osteogene Differenzierung fördert.
Der Zusammenhang zwischen Notch-Signalwegen und der osteogenen Differenzierung wird in
der Literatur kontrovers beschrieben. Einigkeit besteht darin, dass die Wirkungsweise von Notch
auf die Zellen vom betrachteten Zellverbund abhängt. In den meisten Fällen führt die Aktivie-
rung von Notch jedoch zu einer Hemmung der Knochenbildung (Zanotti and Canalis 2012;
Penton et al. 2012). Im Kontext mit den Schlussfolgerungen, die Dou et al. (2017) aus ih-
rer Studie ziehen, erlangt die in der vorliegenden Untersuchung gemachte Beobachtung, dass
nämlich die Expression von Notch3 unter dem Einfluss von GTP steigt, besondere Bedeutung.
Dou et al. (2017) beschrieben, dass das gezielte Abschalten von Notch3 in Zellkulturen aus
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dem Torus mandibulae, einer gutartigen Hyperossifikation des Unterkiefers, zu einer verstärk-
ten Mineralisierung führte. Canalis et al. (2013) konnten zudem nachweisen, dass Notch3 auf
Osteoblasten und ihre Vorläuferzellen negative Auswirkungen im Sinne von Knochenfehlbil-
dungen und anderen Erkrankungen hatte, bei reifen Osteozyten hingegen zu einer erhöhten
Knochenmasse führte. Die Beobachtungen in dieser Arbeit, dass GTP sowohl die Expression
von Cyclin B2 als auch die von Notch3 begünstigt, ist entsprechend besonders interessant. Sie
könnten darauf hinweisen, dass die USSCs unter dem Stimulus von GTP einerseits den Weg
der osteogenen Differenzierung einschlagen, andererseits aber auch nicht zu stark proliferieren.
Untermauert wird diese These durch das Verhältnis von Mineralisation und Proliferation aus
dieser Studie: unter GTP-Einfluss kommt es zu spezifischer Mineralisierung bei verminderter
Proliferation.
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KAPITEL 5

Schlussfolgerungen

Mit der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Phosphate auf die Prolifera-
tion, Mineralisierung und den Zellzyklus sowie auf Zell-Zell-Kontakte humaner Nabelschnur-
blutstammzellen (USSC) untersucht. Es wurde überprüft, ob die USSCs ihr Proliferations-,
Mineralisations - und Differenzierungsverhalten verändern, wenn ihnen anstelle der etablierten
Phosphatzusätze wie β-Gly Phosphat in Form von ATP und GTP zugeführt wird.
Das Proliferationsverhalten wurde mittels eines cell proliferation assays (CyQUANT®), das
unspezifisch an Nukleinsäuren bindet , analysiert. Dabei wurden vier verschiedene Zelllinien
miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass durch die Wahl der Phosphatquelle das Proliferati-
onsverhalten der Zellen beeinflusst werden konnte.
In einem weiteren Versuch wurden die USSCs einem eintägigen Phosphatstimulus ausgesetzt
und anschließend für weitere 9 Tage kultiviert. Bei gleichem Versuchsaufbau wurde außerdem
mithilfe eines fluoreszenzmarkierten, spezifisch an Hydroxylapatit bindenden Agens
(OsteoImage™), das Mineralisationsverhalten der Zellen quantifiziert. Die Wahl des Phosphat-
supplements führte zu einer messbaren Beeinflussung des Mineralisationsmusters der USSCs.
Der Einfluss der unterschiedlichen Phosphatquellen auf den Zellzyklus und Zell-Zell-Kontakte
wurde über verschiedene Transkriptionsprofile in einer RT-qPCR betrachtet. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die verschiedenen Phosphatquellen zu Variationen, insbesondere der Ex-
pression von Zellzyklusmarkern, führten.
Die Ergebnisse dieser Studie liefern Hinweise, dass alternative Phosphatquellen wie die kör-
pereigenen Energielieferanten ATP und GTP zur Regulierung von Proliferations- und Mine-
ralisierungsprozessen in USSC-Kulturen heran gezogen werden können. Im Einklang mit den
positiven Eigenschaften der USSCs zeigen sich hier neue Ansätze im modernen Tissue Enginee-
ring, dessen Ziel letztendlich die Regeneration von Knochengewebe ist. Weitere Untersuchungen
und eine Übertragbarkeit der in vitro-Ergebnisse auf in vivo-Studien sind weiterhin erforderlich,
um zukünftig eine klinische Anwendung des Tissue Engineering am Patienten zu ermöglichen.
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