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Zusammenfassung

Im Rahmen der Behandlung von kritischen Knochendefekten liegt ein vielversprechen-
der therapeutischer Ansatz in der Implantation autologer multipotenter mesenchymaler
Stromazellen. Im Schweinemodell konnte gezeigt werden, dass die osteogene Differen-
zierung porkiner adipogener multipotenter Stromazellen (pASC) inhibiert ist und diese
Inhibition unter Zusatz von bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) aufgehoben werden
kann. In dieser Arbeit sollen die molekularbiologischen Ursachen dieser Inhibition der
osteogenen Differenzierung von pASC weiter aufgeklért werden. Insbesondere stellt sich
die Frage, inwiefern eine Zugabe von BMP-2 die fiir die osteogene Differenzierung wich-
tigen Signalwege (TGF-$-, MAPK-, Wnt- und den FGF-Signalweg) modulieren kann.
Fiir die Studie wurden multipotente mesenchymale Stromazellen aus dem Unterhautfett-
gewebe von verschiedenen porkinen Donoren isoliert (pASC) und anschliefend mittels
Durchflusszytometrie charakterisiert. Als osteogenes Differenzierungsmedium (OM) wur-
de DMEM (4,5 g Glucose/1) unter Zugabe von 10 % FBS, 1 % Penicillin/ Streptomycin,
100 nmol Dexamethason, 100 pmol Ascorbin-2-Phosphat und 10 mM B-Glycerophosphat
verwendet. Uber einen Zeitraum von 28 Tagen wurde die osteogene Differenzierung un-
ter fakultativer Zugabe von 450 ng / ml BMP-2 durch die Evaluation der Kalzifizierung
der extrazellularen Matrix mittels Alizarinrot-S-Farbung visualisiert und anschlieflend
durch Riicklosung in Cetylpyridiniumchloridlésung quantifiziert. Weiterhin erfolgte mit-
tels Western-Blot-Analyse die Untersuchung der Schliisselproteine der fiir die osteoge-
ne Differenzierung wichtigen Signalkaskaden. Zudem wurde die Expression der charak-
teristischen Rezeptoren fiir den BMP-Signalweg (ALK2 und ALK6) und den TGF-f-
Signalweg (ALK4, ALK5, ALK7) mittels Durchflusszytometrie evaluiert.

Zunéchst konnte gezeigt werden, dass die osteogene Differenzierung von pASC von
BMP-2 essentiell abhéngig ist. Weiter wurde demonstriert, dass die zusétzliche Appli-
kation von BMP-2 zu einer Induktion des p38-MAPK-Signalweges innerhalb der ersten
sieben Tagen fiihrte. Dagegen war iiber den gesamten Untersuchungszeitraum kein signi-
fikanter Unterschied in Bezug auf den Wnt-Signalweg zu evaluieren. Ferner zeigte sich,
dass ab Tag 19 der TGF-B-Signalweg bei tendenzieller Induktion des BMP-spezifischen
Rezeptors ALKG6 effektiv inhibiert wurde. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Authebung der Inhibition der osteogenen Differenzierung der pASC mit einer frithen
Induktion des p38-MAPK-Signalweges assoziiert ist, der Wnt-Signalweg ebenso wie der
FGF-Signalweg jedoch keinen Einfluss auf die Inhibition zu haben scheint.



II

Abstract

The implantation of autolog multipotent mesenchymal stromal cells is a promising ap-
proach in therapy of bone defects of critical size. The osteogenic differentiation of porci-
ne adipogen multipotent stromal cells (pASC) in standardized osteogenic differentiation
medium (OM) is inhibited. This inhibiton can be overcome by addition of bone morpho-
genetic protein 2 (BMP-2). The molecular reasons of this inhibition will be investigated
in this work. The modulation of the four for the osteogenetic differentiation important
pathways (TGF-3-, MAPK-, Wnt- and FGF-pathway) through BMP-2 will be evaluated
in particular.

After isolation of pASC from porcine subcutaneous fat tissue the surface markers were
characterized by flow cytometry. DMEM (4,5 g glucose/1) with 10 % FBS, 1 % penicil-
lin/ streptomycin, 100 nmol dexamethasone, 100 pmol ascorbic-2-phosphate and 10 mM
B-glycerophosphate was used as OM. Over a period of 28 days the osteogenic differen-
tiation with optional addition of 450 ng / ml BMP-2 was evaluated by the calcification
of the extracellular matrix through alizarinred-s-staining and quantified by the solution
in cetylpyrimidiumchloride. Furthermore, the expression of the key proteins of the pa-
thways was measured using western blot analysis. The expression of the characteristic
receptors for the BMP pathway (ALK2 and ALK6) and TGF-$ pathway (ALK4, ALK5,
ALKYTY) was analyzed by flow cytometry.

In this study it could be shown that the osteogenic differentiation of pASC is essentially
dependent on BMP-2. The application of BMP-2 led to the induction of p38-MAPK-
pathway within seven days. Over the entire study period of 28 days there was no si-
gnificant difference in relation to Wnt-pathway. From day 19 the TGF-3-pathway was
inhibited, although the BMP-specific receptor ALK6 was upregulated at this time. In
summary, these results suggest, that the reversal of the inhibition of osteogenic differen-
tiation is associated with an early induction of the p38-MAPK-pathway. The Wnt- and

the FGF-pathways don’t appear to have an influence on the reversal of this inhibition.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Stammazellen

Erstmals 1868 erwdhnt, zeichnen sich Stammzellen durch die Moglichkeit der asymme-
trischen Zellteilung aus (Haeckel 1879, Maximow 1909, Morrison etal. 1997). Hierbei
gehen aus einer Zelle zwei Tochterzellen hervor, die sich jeweils in ihren Zelleigenschaf-
ten unterscheiden: Wéahrend die eine Zelle weiterhin die Fahigkeit der asymmetrischen
Zellteilung beibehélt und damit den Fortbestand der Stammzellen sichert, verliert die
andere Tochterzelle diese Eigenschaft und differenziert sich somit (Morrison et al. 1997,
Lanza et al. 2004, S. xxv).

Je nach ihrer Herkunft und damit verbunden je ihrer Potenz werden Stammzellen in
embryonale und adulte Stammzellen eingeteilt. Embryonale Stammzellen werden aus
der Blastozyste gewonnen und sind fiir den Aufbau des Korpergewebes von zentraler
Bedeutung (Thomson James et al. 1998). Alle nachfolgenden postnatalen und zur Rege-
neration dienenden Stammzellen werden hingegen als adult bezeichnet (Ramalho-Santos
etal. 2007).

In Bezug auf die Differenzierbarkeit der Zellen werden weiter verschiedene Ebenen der
Stammzellpotenz unterschieden: Wahrend totipotente Stammzellen sowohl in embryo-
nales als auch extraembryonales Gewebe differenzieren kénnen und somit den Grund-
stein bis zur plazentaren Einnistung legen, kénnen die hieraus abgeleiteten pluripotenten
Stammzellen alle drei Gewebe des Keimblattes ausbilden. Multipotente Stammzellen
wiederum bilden die Zellen aus verwandten Gewebegruppen. Insbesondere zu erwéh-
nen sei hier die mesenchymale Zellreihe (Friedenstein et al. 1968), aber ebenso auch die
hamatopoetische Zellreihe (Maximow 1909, Kfoury et al. 2015). Die Differenzierung in ei-
nen spezifischen histologischen Zelltypus wird durch Signalmolekiile induziert (Knoblich
2001).

Mesenchymale Stammzellen wurden erstmals 1968 von Friedenstein etal. 1968 be-
schrieben und bilden als multipotente Stammzellen insbesondere die Zellen der Gewebe
des Stiitzapparates. Als solche konnten sie bereits in zahlreichen Organen und Geweben
nachgewiesen werden (Caplan 2007, A. Keating 2012). Nachdem die Isolation von MSC
aus dem Fettgewebe beschrieben wurde (Zuk et al. 2001), konnte eine Isolation der MSC
aus dem Unterhautfettgewebe von Grofitieren wie Schweinen und eine entsprechende
Differenzierung zu Osteoblasten etabliert werden (Qu etal. 2007). Aufgrund der Hete-
rogenitdt dieser unterschiedlichen Zellpopulationen wird anstelle des Stammzellbegriffs
zunehmend die Bezeichnung der mesenchymalen Stromazelle verwendet (Horwitz et al.
2005, Lindner et al. 2010, Caplan 2017). Insbesondere das Knochenmark und das Unter-
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hautfettgewebe sind als potente Quellen von Bedeutung (Zuk et al. 2001). Hinsichtlich
ihrer Verfiigbarkeit und Anzahl unterscheiden sich die Zellen nach ihrem Gewebsur-
sprung: Bei Stromazellen aus dem Knochenmark zeichnen sich nur 0,002 % als bone
marrow derived stromal cells (BMSC) aus und nehmen im Alter zahlenméBig weiter ab
(Mazini et al. 2019, Caplan 2007, Strem et al. 2005). Im Unterschied dazu weisen adipose
derived stromal cells (ASC) mit 2% - 30 % eine deutlich hohere Dichte im Fettgewebe
auf (Strem etal. 2005, Mazini et al. 2019). Nicht zuletzt sind ASC interventionell z. B.
durch Liposuktion oder durch minimalinvasive Entnahme des abdominellen Unterhaut-
fettgewebes komplikationsarm zu gewinnen (Si et al. 2019). Daher sind ASC im Rahmen
des tissue engineerings eine vielversprechende Stromazellquelle (Zuk etal. 2001, Vallée
etal. 2009).

Von der International Society for Cellular Therapy (ISCT) wurden folgende drei Kri-

terien als Minimalanforderung fiir humane MSC gestellt (Dominici et al. 2006):
1. Adhésion an Plastikoberflichen

2. Expression von CD73, CD90 und CD105, keine Expression fiir Marker der Hdma-
topoese (CD14, CD34, CD45, CD79, HLADR)

3. Differenzierung zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass sich in Bezug auf die Expression von
Oberflachenantigenen porkine MSC vergleichbar zu humanen MSC verhalten (Noort
etal. 2012). Allerdings wurde auch gezeigt, dass die Expression von Oberflachenantige-
nen nicht allein vom Stammzellcharakter der Zellen abhédngt, sondern vielmehr weiteren
Einfliisssen wie z. B. der Zellpassage unterliegt (Mitchell et al. 2006). Eine Unterscheidung
von ASC und den BMSC kann iiber die Oberflichenantigene CD10, CD36 und CD106
erfolgen. Weitere spezifische Marker werden diskutiert (Mazini et al. 2019).

MSC weisen in Zellkulturen einige Eigenheiten auf, die in der Untersuchung der Si-
gnalwege von besonderer Bedeutung sind. Zum einen konnte nachgewiesen werden, dass
bei hoherer Anzahl von Passagierungen durch zelluldre Seneszenz die Viabilitdt und
die Differenzierungsfiahigkeit der Zellen eingeschrinkt wird. Zum anderen 16st bereits
der Zell-Zell-Kontakt eine Differenzierung aus, sodass eine Konfluenz der Zellkultur zu
vermeiden ist. Dariiber hinaus bestehen Hinweise darauf, dass ein kontinuierlich enger
Zellkontakt zu epigenetischen Verdnderungen und zu einer reduzierten Differenzierungs-
kapazitdt und einer starkeren Proliferationsneigung fiihren kann (Nguyen etal. 2012,
Elkhenany et al. 2016). Es konnte nachgewiesen werden, dass der Ursprung des Gewebes

und das Alter der Donoren die Expression und die zugrundeliegenden Signalwege beein-
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flussen (Elkhenany et al. 2016). Auch konnte gezeigt werden, dass das Differenzierungs-
potenzial in die drei histologischen Zelltypen (adipogenes, chondrogenes und osteogenes

Gewebe) durch die Anzahl der Passagierungen beeinflusst wird (Muraglia et al. 2000).

1.2 Osteogenese

Im Gegensatz zur Defektheilung im Weichteilgewebe unterscheiden sich die embryonale
Osteogenese nicht wesentlich von der Frakturheilung, sodass das Ergebnis mikroskopisch
nicht voneinander zu unterscheiden ist (Deschaseaux et al. 2009). Daher soll im Folgen-
den zunéchst die embryonale Osteogenese als Archetyp dargestellt werden. Histologisch
wird die desmale von der chondralen Ossifikation unterschieden (G. Chen etal. 2012,
Welsch et al. 2018). Bei der desmalen Ossifikation, auch direkte Osteogenese genannt,
differenzieren die Osteoblasten direkt aus mesenchymalen Stromazellen (Welsch et al.
2018). Zunéichst an gefiaBreichen Ossifikationspunkten lokalisiert, verbinden sie sich in
Folge zu zusammenhéngenden Flidchen. Die Osteoblasten sezernieren zu Beginn eine als
Osteoid beschriebene Knochensubstanz aus Proteoglykanen, Glykoproteinen und Kolla-
gen Typ I. Erst sekundéar kalzifiziert diese zunédchst unverkalkte extrazellulare Matrix
durch Ausfillung von Kalziumphosphat. Da ein randstdndiger Osteoidsaum erhalten
bleibt, entsteht hierdurch die Trabekelstruktur entlang der Geféfinetze. Insbesondere
platte Knochen wie die flachen Schadelknochen, aber auch Teile der Clavicula werden
durch die desmale Ossifikation gebildet (Welsch etal. 2018, Ornitz und Marie 2015,
Komori 2019).

Im Gegensatz zur direkten Osteogenese wird bei der chondralen Ossifikation der Kno-
chen zunéchst durch Knorpelgewebe geformt. Daher wird die chondrale Ossifikation auch
indirekte Osteogenese genannt. In einem mehrstufigen Prozess wird dieser chondrale Vor-
laufer zunédchst abgebaut und sequentiell durch Knochengewebe ersetzt. Dieser Vorgang
l&uft in zwei Schritten ab: Zunéchst erfolgt die perichondrale Ossifikation, worauf sich
die enchondrale Ossifikation anschliefit. Bei der perichondralen Osteogenese steht die
Bildung eines Knochengeriistes im Vordergrund. Um den Knorpelkern bildet sich eine
Knochenmanschette, sodass aufgrund der extrachondralen Lage hier auch von einer des-
malen Osteogenese gesprochen werden kann. Die nun von der Osteoblastenmanschette
umgebenen Chondrozyten werden hypertroph (Blasenknorpel) und induzieren in Folge
die Kalzifizierung der extrazelluldren Matrix. Abschlielend gehen die Chondrozyten in
Apoptose (Welsch et al. 2018).

Mit der Neovaskulisation der Diaphyse werden auch Chondroklasten und Vorlduferos-
teoblasten (Osteoprogenitorzellen) in den Blasenknorpel eingeschleust. Hierdurch wird

der Beginn der zweiten Stufe, die enchondrale Ossifikation, gekennzeichnet. Durch Se-
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zernierung des Osteoids in die entstehenden Knorpelhohlen wird analog zur direkten
Ossifikation Geflechtknochen gebildet. Die Knochen-Knorpel-Grenze wéchst nun fort-
laufend von der Mitte des Schafts bis zu dessen Enden, wobei auch hier verschiedene
Zonen zu unterscheiden sind. Von auflen nach innen mit zunehmendem Ossifikations-

grad seien genannt (Welsch et al. 2018):
1. Reservezone: Diese besteht aus fetalem Knorpel und bildet die Epiphyse

2. Proliferationszone: Sdulenférmige Bildung von Knorpelzellen in ldngs gerichteter
Anordnung, umgeben von Transversalsepten. In der Frakturheilung ist diese Zone

etwa ab dem 9. Tag nach dem Bruchereignis nachweisbar (Einhorn 1998).

3. Blasenknorpelzone: Beginnende Verkalkung der extrazelluliren Matrix und Sezer-
nierung von Kollagen Typ X. Diese Zone ist etwa zwei Wochen nach Frakturereignis
nachweisbar (Einhorn 1998).

4. Eroffnungszone: Abbau der Chondrozyten durch Chondroklasten und Ersatz durch
Osteoblasten

5. Trabekelzone: Beginnender Umbau durch Besiedlung mit Osteoblasten und Osteo-

klasten

Durch die chondrale Ossifikation werden die meisten Knochen, insbesondere die der
Extremitéten, gebildet.

Eine In-vitro-Differenzierung von Osteoblasten von Hithnern konnte 1987 durch Gers-
tenfeld et. al. gezeigt werden. Demnach beeinflusst 3-Glycerolphosphat zwar nicht die
Proliferationseigenschaften, es hat jedoch nachweislich einen positiven Effekt auf die
Kalzifizierung der extrazellularen Matrix (Gerstenfeld etal. 1987). Die Differenzierung
von mesenchymalen Stromazellen zu Osteoblasten und Chondroblasten wird mafigeblich
durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors Runx2 beeinflusst. Dieser reguliert u. a. die
Expression von Kollagen Typ I, Osteocalcin und TGF-3 (Marie 2008, Ornitz und Marie
2015).

Im Rahmen der sekundéren Knochenheilung kann eine Distanz bis zur Hélfte des
Durchmessers des Knochens iiberbriickt werden (Einhorn 1998). Bei der sekundéren
Knochendefektheilung bildet sich im Gegensatz zur priméren Knochenheilung ein Kal-
lus. Hierbei kénnen die Markzone und die interkortikalen Bereiche als weicher Kallus von
der subperiostealen und das Weichteilgewebszone als harter Kallus unterschieden wer-
den. Wahrend der weiche Kallus der chondrale Ossifikation entspringt, entsteht der harte
Kallus aus der desmalen Ossifikation (Phillips 2005). Hierbei reagieren die Osteoblasten
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unterschiedlich auf den Einfluss von BMP-2, sodass nur die periostalen Osteoblasten auch
Knorpelgewebe ausbilden kénnen (Einhorn und Gerstenfeld 2015). Die Knochenheilung
selbst wird in fiinf Phasen unterteilt: Himatomphase, Entzindungsphase, Angiogenese,
knorpelige Vorformung mit anschlieflender Kalzifikation und anschlieBendem Knochen-
umbau (Phillips 2005). Der zeitliche Ablauf kann am Rattenmodell gezeigt werden, deren
Knochenheilung in etwa doppelt so schnell verlduft wie die des Menschen (Phillips 2005):
In den ersten Stunden nach dem Frakturereignis werden durch die Himatombildung und
Thrombozytendegranulation TGF-f und PDGF freigesetzt, welche neben der Zellproli-
feration und Zelldifferenzierung verschiedene weitere Prozesse wie die Chemotaxis und
Angiogenese induzieren (Phillips 2005, Einhorn 1998). Innerhalb des ersten Tages kann
von dem MSC sezerniertes BMP nachgewiesen werden. Durch die Vorlauferosteoblas-
ten unter dem Periost wird unter Einfluss von BMP die desmale Knochenheilung durch
Differenzierung zu Osteoblasten induziert. Hierbei zeigte sich insbesondere die Expres-
sion von BMP-2, BMP-6 und BMP-9 fiir die Differenzierung von MSC zu Vorlauferos-
teoblasten von Bedeutung, wihrend BMP-2, BMP-4, BMP-7, BMP-9 fiir die weitere
Differenzierung zu Osteoblasten relevant ist (Hollinger etal. 1996, Phillips 2005). Bis
Tag fiinf bildet sich durch desmale Ossifikation in der subperiostalen Zone der harte
Kallus (primére Knochenheilung). Zwischen Tag vier und Tag sieben kann Osteonek-
tin nachgewiesen werden. Zwischen den Knochenenden erfolgt die Bildung des weichen
Kallus, sodass bereits ab dem dritten Tag eine Proliferation der undifferenzierten MSC
zu erkennen ist. Ab dem fiinften Tag kann mit einem Peak um den neunten Tag die
Expression von Kollagen II als Zeichen fiir die Chondrogenese nachgewiesen werden.
Zwischen dem sechsten und zehnten Tag wird Osteocalcin im harten Kallus und, sowohl
im harten als auch im weichen Kallus, Osteopontin exprimiert. Wahrend die Aktivitéit
im harte Kallus ab Tag elf abnimmt, kalzifiziert das chondrogene Geriist des weichen
Kallus zunehmend. Mit dem 25. Tag ist die eigentliche Knochenbildung abgeschlossen,
wihrend die Umbauprozesse zu Lamellenknochen noch weiter andauern (Phillips 2005,
Einhorn 1998).

Die Herkunft der beteiligten MSCs wird u.a. durch den Frakturmechanismus be-
stimmt. So entsteht der Kallus nach einer offenen Fraktur zu fast 50 % aus MSC aus dem
umliegenden Muskelgewebe, wiahrend bei geschlossenen Frakturen weitestgehend MSC

aus dem Periost involviert sind (Einhorn und Gerstenfeld 2015).
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1.3 Differenzierung von Stromazellen

Bei der Differenzierung von Stromazellen zu Osteoblasten sind Wnt, bone morphogene-
tic protein (BMP), fibroblast growth factor (FGF) und mitogen-activated protein kinase
(MAPK) von besonderer Bedeutung (Deschaseaux et al. 2009, Ornitz und Marie 2015).
Die zugehorigen und in dieser Arbeit untersuchten Signalwege sollen im Folgenden vor-

gestellt werden.

1.3.1 BMP-Signalweg

Die Gruppe der Bone Morphogenetic Proteins (BMP) gehort zur TGF-3-Superfamilie.
Bestehend aus tiber 20 Molekiilen hat die BMP-Familie Einfluss auf die Knochen-,
Knorpel-, Herz- und neuronale Entwicklung. Insbesondere BMP-2 wirkt hierbei auf die
pra- und postnatale Osteogenese (D. Chen et al. 2004) und fordert insbesondere die Dif-
ferenzierung von Vorlauferosteoblasten zu reifen Osteoblasten (Lai etal. 2002). Dabei
bindet BMP extrazellular an spezifische membranstédndige Serin-Threonin-Kinase Re-
zeptoren, welche sich in zwei Subtypen unterteilen lassen: Zum BMP-Rezeptor 1 (BM-
PR-I) gehoren die Activin-Like-Kinasen (ALK) 2, 3 und 6. Zum Typ-II-Rezeptor ge-
horen hingegen der BMPR-IT und die Aktivin-Rezeptoren ActR-II und ActR-IIB (D.
Chen etal. 2004). Zu den TGF-3-Typ-I-Rezeptoren gehoren u.a. ALK 4, 5 und 7. Nach
Bindung an den Rezeptor bildet sich aus beiden Subtypen ein heterotetramerer Rezep-
torkomplex aus je einem Paar beider Subtypen, wonach der Typ-I-Rezeptor durch den
stetig aktiven Typ-II-Rezeptor am N-terminalen Ende phosphoryliert und damit akti-
viert wird (G. Chen et al. 2012, Moustakas und Heldin 2002, Macias et al. 2015, Wrana
etal. 1994). Intrazellular wird nun der kanonische, auch smad-abhéngig genannte, Si-
gnalweg induziert. Hierbei werden grundsétzlich Receptor-activated Smads (R-Smad)
(fiir den TGF-B-Signalweg smad2 und smad3; fiir den BMP-Signalweg smadl, smad5
und smad8), inhibitorische i-Smads (smad6, smad7) und co-smads (smad4) unterschie-
den. Die R-Smads binden nach Komplexbildung mit Smad anchor for receptor activation
(SARA) mit ihrer C-terminalen Doméne Mad-homology 2 (MH2) an die GS-Doméne und
an die L45-Schleife des Rezeptors (Moustakas 2002, Moustakas und Heldin 2002, Macias
etal. 2015). Dies fiithrt zu einer Konformitiatsdnderung und einer konsekutiven Tren-
nung vom Rezeptor und SARA (Moustakas 2002). Durch weitere Phosphorylierung der
C-Terminalen Doméne lagern sich zunéchst smad2 und smad3 zusammen und bilden
anschlieend mit dem Co-Smad smad4 ein Heterotrimer, welcher in den Nukleus trans-
feriert werden kann (Moustakas 2002). Smad4 ist dabei der charakteristische Mediator
fiir den TGF-B-Signalweg (Moustakas und Heldin 2002). Dartiber hinaus wird smad4 ei-
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ne Mediatorrolle zwischen Knochenaufbau und -resorption zugeschrieben (G. Chen et al.
2012). Im Nukleus bindet smad3 und smad4 {iber den Transkriptionsfaktor JunB an die
Smad-binding elements (SBE) der DNA und beeinflusst somit die Gentranskription (Lee
etal. 2002, Moustakas 2002). Sowohl der TGF-B- als auch der BMP-Signalweg zielen auf
den Transkriptionsfaktor Runx2 (Lee etal. 2002). Aber auch andere Faktoren, wie zum
Beispiel Osterix (OSX) werden als Zielstruktur beschrieben (Franceschi etal. 2017). T.
Liu et al. 2007 konnte zeigen, dass BMP-2 neben Runx2 auf weitere Transkriptionsfak-
toren wirkt, ohne Runx2 eine osteogene Differenzierung jedoch nicht moglich ist.

Der Transkriptionsfaktor runt-related transcription factor 2 (Runx2) gehort zur Runx-
Familie und ist insbesondere als jeweils gemeinsames target des TGF-3-, des BMP- und
des p38-MAPK-Signalwegs fiir die Osteogenese von grofier Bedeutung (Lee et al. 2002).
Die Aktivierung von Runx2 hat einen groflen Einfluss auf die Differenzierung von Vor-
lauferosteoblasten zu Osteoblasten. Wahrend Runx2 in undifferenzierten MSC wenig
exprimiert wird, steigt die Expression in Vorlduferosteoblasten bis zu einem Maximum
und wird in reifen Osteoblasten wieder heruntergeregelt. Hierbei reguliert Runx2 u. a.
auch direkt die Gene der Signalmolekiile des FGF-Signalwegs und des Wnt-Signalwegs
(Komori 2019).

Osterix (OSX) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher im Gegensatz zu Runx2 nur fiir
die Osteoblastendifferenzierung und weniger fiir das Knorpelwachstum notwendig ist (C.
Zhang 2010, Franceschi etal. 2017). OSX wird durch BMP-2 induziert und durch den
p38-MAPK-Signalweg durch Phosphorylierung aktiviert (Franceschi etal. 2017). Eine
Inaktivierung von Runx?2 fiihrt selbst unter Zugabe von BMP-2 zu einer chondrogenen
Differenzierung (Kobayashi et al. 2000, Day et al. 2005). Dahingegen fiihrt ein Knockout
des chondrogenen Transkriptionsfaktors Sox9 zu einer osteogenen Differenzierung (Mori-
Akiyama et al. 2003, Day etal. 2005). Es konnte gezeigt werden, dass Runx2, Osterix
und Sox9 nicht nur die Transkription der Gene des jeweiligen Zelltyps verstéarken, son-
dern auch die Transkription der Gene der anderen histologischen Zelltypen inhibieren
(Day etal. 2005). Zur Regulation des TGF-3- und des BMP-Signalwegs sind verschie-
dene inhibitorische Mechanismen beschrieben worden. So kann innerhalb des Nukleus
das inhibitorische smad7 an den Smurf-Komplex binden und wieder in das Cytoplas-
ma ausgeschleust werden. Durch Interaktion mit dem Typ-I-Rezeptor wird die weitere
Phosphorylierung der R-Smad inhibiert. Diese negative Riickkopplung kann durch das
Protein STRAP-1, welches sowohl an den Rezeptor als auch an smad7 bindet, verstéarkt
werden (Moustakas 2002). Durch lysosomale Proteolyse werden die Signalmolekiile ab-
gebaut und damit deren Wirkung beendet (Moustakas 2002). Eine einfache Dephospho-
rylierung wird hingegen nicht beobachtet (Massagué 2000).
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TGF-B selbst, in Struktur und Wirkweise vergleichbar zu BMP-2, wirkt vornehmlich
positiv auf die Proliferation und Knochenmatrixbildung durch Steigerung der Expressi-
on der alkalischen Phosphatase, Osteocalcin und Osteopontin (Lecanda et al. 1997, Lai
etal. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass TGF-B1 in vivo nur in Knochennihe eine
Kalzifizierung der extrazellularen Matrix induzieren kann, wahrend BMP-2 auch ektop
zur Induktion der Osteogenese fithrt (Wozney et al. 1988, Lee et al. 2002). Durch Beein-
flussung der Chemotaxis der Osteoblasten wirken sowohl TGF-8 als auch BMP-2 auf die
Knochenformation (Lai et al. 2002). Die vergleichende Studie von Lai etal. 2002 zeigte,
dass sowohl BMP-2 als auch TGF-$ Einfluss auf nichtkanonische Signalwege wie den
MAPK-Signalweg haben. BMP-2 aktiviert im Vergleich zu TGF-$ aber langer und stér-
ker den MAPK-Signalweg und stimuliert weitere Transkriptionsfaktoren (z. B. ATF-2).

In vivo wird TGF-$ von Thrombozyten und der extrazelluldren Matrix des Knochens
und des Knorpels sezerniert. BMP hingegen wird von den Vorlduferosteoblasten, Oste-
oblasten und der extrazellularen Knochenmatrix produziert (Phillips 2005). Im Rahmen
der Frakturheilung wurde beobachtet, dass BMP-2 insbesondere in der frithen Phase
ausgeschittet wird (Hollinger et al. 1996).

1.3.2 Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg ist ein bedeutender Regulator der Zellproliferation und Differenzie-
rung und ist somit auch fiir die Osteogenese von zentraler Bedeutung (Moon et al. 2002,
Guo etal. 2009, Duan etal. 2016). Insbesondere konnte durch Aktivierung des Signal-
wegs eine beschleunigte Knochenheilung nachgewiesen werden (Duan etal. 2016). Der
Wnt-Signalweg wurde nach den beiden Genen wingless (wg) der Drosophila und inte-
gration 1 (int 1) in Mausen benannt (Clevers 2006, Duan et al. 2016). Die Signalkaskade
wird in den kanonischen 3-catenin-abhéngigen und die nicht kanonischen, also 3-catenin-
unabhingigen, Wnt /Ca?*- und PCP-Signalwege unterteilt (Glass et al. 2006, Duan et al.
2016). Im Folgenden soll insbesondere der kanonische Wnt-Signalweg beleuchtet werden,
da hierbei insbesondere Wechselwirkungen durch BMP-2 beschrieben wurden (R. Zhang
etal. 2013, Duan etal. 2016).

Im inaktiven Zustand ist das phosphorylierte B-catenin an den Degradationskomplex
gebunden. Dieser besteht aus APC, Glycogen Synthase Kinase 33 (GSK-38) und Axin.
Nach der Bindung wird das an den Degradationskomplex gebundene B-catenin durch
Proteasomen abgebaut (Duan et al. 2016). Erst nach Aktivierung durch den transmem-
branen Wnt-Rezeptor Frizzled und die Co-Rezeptoren low density lipoprotein receptor
related proteins (LRP) 4, 5 oder 6 sowie nach Rekrutierung von Axin 16st sich B-catenin

aus diesem Komplex und kann in den Nucleus gelangen. Dort bindet 3-catenin an den
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Transkriptionsfaktor LEF / TCF und beeinflusst hieriiber die Gentranskription. Ant-
agonisiert wird der Wnt-Signalweg durch direkte Bindung von Inhibitoren wie secre-
ted frizzled-related protein 1 (sFRP 1) an Wnt-Molekiile oder durch Behinderung der
Rezeptor-Co-Rezeptor-Interaktion (z. B. durch Sclerostin oder Dickkopf 1-3). In Bezug
auf die Osteogenese konnte dem Wnt-Signalweg sowohl ein Einfluss auf die Osteoblasten
als auch indirekt auf die Osteoklasten nachgewiesen werden (Glass etal. 2006, Duan
etal. 2016 ). Wahrend der genaue Einfluss auf die Osteoklasten noch nicht zweifelsfrei
geklart wurde, konnte (-catenin fiir die Differenzierung von MSC zu Osteoblasten als
zwingend erforderlich angesehen werden (Day et al. 2005, Duan et al. 2016). G. Liu et al.
2012 zeigte, dass durch die Aktivierung des Wnt-Signalweges dosisabhéngig die osteogene
und adipogene Differenzierung von humanen MSC inhibiert wurden. Auch Visweswaran,
Schiefer et al. 2015 konnte zeigen, dass durch Aktivierung des Wnt-Signalweges die Dif-
ferenzierung von humanen MSC zu Adipozyten effektiv inhibiert werden konnte. Dies
unterstreicht die Bedeutung des Wnt-Signalweges in der Homdéostase des Knochenstoff-
wechsels (Visweswaran, Pohl et al. 2015).

Zwischen dem Wnt-Signalweg und dem BMP-Signalweg bestehen enge Wechselwir-
kungen, auch wenn beide Signalkaskaden evolutiondr voneinander getrennt zu betrach-
ten sind (R. Zhang et al. 2013). Hierbei fithrt die Aktivierung des Wnt-Signalweges zu
einer Differenzierung der MSCs zu Vorlduferzellen der Osteoblasten, wahrend der BMP-
Signalweg die weitere Differenzierung zu reifen Osteoblasten fordert. Beide Signalwege
sind fiir die Ossifikation der extrazellularen Matrix mitverantwortlich. Die Wechselwir-
kungen der beiden Signalwege kommen dabei im Wesentlichen durch folgende drei Me-
chanismen zustande (R. Zhang et al. 2013):

1. Intrazellulare Komplexbildung der Smads mit Signalmolekiilen aus dem Wnt-Signal-
weg (z.B. Axin, GSK3 und B-catenin) fithren durch Phosphorylierung zur Aktivie-

rung sowohl der Smads als auch von -catenin

2. Wechselwirkungen der Antagonisten beider Signalwege (z. B. Sclerostin und sFRP)

bedingen eine gemeinsame Regulation

3. Wirkung der Signalkaskaden auf die gleichen Zielgene und damit verbundene In-
teraktionen der spezifischen Transkriptionsfaktoren (z.B. Transkriptionskomplex
aus Smadl, B-catenin und LEF / TCF) verstiarken die Genexpression (R. Zhang
etal. 2013, Sakai et al. 2005)
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1.3.3 MAPK-Signalweg

Die Gruppe der Mitogen-activated protein kinase (MAPK) sind Serin-/ Threoninkinasen.
Der MAPK-Signalweg ist fiir die Regulation der Zellproliferation und -differenzierung
verschiedener Gewebe einschliellich Knochengewebe von Bedeutung. Die Signalkaskade
unterteilt sich in die drei Klassen ERK, p38-Kinasen und JNK (Greenblatt, Shim und
Glimcher 2013, Franceschi etal. 2017). Fiir die Skelettentwicklung ist der p38- und der
ERK-Signalweg von besonderer Relevanz (Franceschi etal. 2017), wahrend der JNK-
Signalweg erst in der spaten Phase der Zelldifferenzierung eine Rolle zu spielen scheint
(Greenblatt, Shim, Zou etal. 2010). Der Einfluss des JNK-Signalwegs auf die osteoge-
ne Differenzierung ist bis heute bei unzureichender Studienlage nicht gekléart (Franceschi
etal. 2017). Fiir die ERK-Signalkaskade konnte nachgewiesen werden, dass eine Aktivie-
rung iiber Runx2 sowohl zu einer gesteigerten Differenzierung zu Osteoblasten als auch
zu einer geringeren Differenzierung zu Chondrozyten fithrt (Byun et al. 2014, Franceschi
etal. 2017). Zudem vermittelt ERK die Hochregulation von Fibronektin und Osteopon-
tin. Die Kinase p38 ist fiir die BMP-2 verstéarkte Expression von Fibronektin, Kollagen
Typ-I, Osteopontin und Alkalischer Phosphatase von Bedeutung. Die Regulation beider
Kinasen p38 und ERK durch TGF-{ inhibiert insbesondere die Expression von Osteo-
calcin (Lai et al. 2002).

Der p38-MAPK-Signalweg gehort zum nicht-kanonischen TGF-3-Signalweg und ist
fiir die Osteoblastendifferenzierung notwendig (G. Chen etal. 2012, Franceschi et al.
2017). Die Bindung von TGF-$ oder BMP-2 an die transmembranen TGF-3-Rezeptoren
fithrt zu einer Aktivierung der TGF-B activation kinase 1 (TAK1) und MAPK-Kinase 3
(MKKS3). Dies induziert die p38a-MAPK bzw. iiber die MKK6 die p383-MAPK (Zarubin
etal. 2005, Lee etal. 2002, G. Chen etal. 2012). Diese phosphorylieren und aktivieren
damit den Transkriptionsfaktor Runx2. Lee et al. 2002 konnten zeigen, dass durch selek-
tive Inhibition oder Aktivierung von p38 eine verminderte bzw. verstarkte Expression

von Runx2 erreicht werden kann.

1.3.4 FGF-Signalweg

Der FGF-Signalweg spielt in der Chondrogenese, Osteogenese und in der Homdoosta-
se zwischen Osteoblasten und Osteoklasten eine grofie Rolle (Ornitz und Marie 2015).
Dariiber hinaus ist der FGF-Signalweg nicht nur fiir die Osteogenese, sondern auch in
der Embryogenese und in der spéteren Defektheilung von essentieller Bedeutung (Or-
nitz und Itoh 2015). Die FGF-Familie besteht aus 18 extrazelluldren Signalmolekiilen,

vier Tyrosin-Kinase-Rezeptoren und weiteren intrazelluldren Nicht-Signalmolekiilen (in-
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tracellular FGF: FGF 11, 12, 13). Die extrazelluldren Signalmolekiile werden weiter in
parakrine kanonische FGF (FGF 1-10, 16, 17, 18, 20, 22) und endokrine nicht-kanonische
FGF (FGF 15, 19, 21, 23) unterschieden. Die parakrinen Signalmolekiile nehmen hier-
bei insbesondere Einfluss auf Proliferation, Migration, Differenzierung, Stoffwechsel und
Apoptose der Zellen (Ornitz und Itoh 2015). Reguliert werden die kanonischen Si-
gnalmolekiile wiederum u. a. iiber eine diffusionshemmende Bindung an extrazellulére
Heparin/Heparan-Sulfat-Proteoglykane.

Osteoblasten sezernieren vornehmlich FGFR2 (Fei et al. 2013, Ornitz und Marie 2015).
Auch wenn in den letzten Jahren einige Molekiile der intrazelluldren Signaliibertragung
von FGF identifiziert werden konnten, so bleibt die genaue Signaltransduktion noch un-
klar (Ornitz und Itoh 2015). Nach Bindung des FGF-Signalmolekiils an den Rezeptor
lagern sich diese zu einem Dimer zusammen und aktivieren durch Phosporylierung FGFR
substrate 2a (FRS2a) (Fei etal. 2013, Ornitz und Marie 2015). Uber die Phosphorylie-
rung von FRS2a werden weitere Signalwege wie z. B. der Ras-MAPK-Signalweg aktiviert
(Ornitz und Itoh 2015). Hieriiber werden die MAPK ERK1, ERK2, JNK und p38 ak-
tiviert (Ornitz und Itoh 2015). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass aktiviertes
FRS20 am membranstindigen Adapterprotein growth factor receptor-bound 2 (GRB2)
bindet und hierdurch zusétzlich den Ras-MAPK-Signalweg aktiviert. Nicht nur {iber die
intrazelluldre Signalkaskade, auch direkt im Nucleus kénnen sowohl FGF als auch die
FGFR wirken (Ornitz und Itoh 2015). Buchtova etal. 2015 konnten zeigen, dass FGF
durch eine Aktivierung der Wnt- und MAPK-Signalwege eine chondrogene Differenzie-
rung unterdriicken kann. Multiple Interaktionen zwischen FGF und dem BMP-Signalweg
sind beschrieben (Jin etal. 2012).

Nicht nur bei der Osteogenese ist der FGF-Signalweg von Bedeutung. Auch bei der
Frakturheilung konnte eine verstirkte Induktion des Signalwegs und eine deutliche In-
teraktion mit dem Wnt-Signalweg und dem PTH-Signalweg beobachtet werden. Durch
Rekrutierung der zur Verfiigung stehenden Vorlduferosteoblasten und Aktivierung der
Angiogenese kann mittels FGF2 die Heilung beschleunigt werden. Hieraus resultiert der
klinische Einsatz von FGF2 zur Beschleunigung der Restitution (Ornitz und Marie 2015,
Fei et al. 2013).

1.4 Critical size defect und Tissue Engineering

Knochendefekte kritischer Grofle (engl. critical size defect) sind als Kontinuitatsstorung
der Knochenmatrix definiert, die aufgrund ihrer Gréfle trotz chirurgischer Stabilisierung
nicht spontan heilen. Daher stellen critical size defects eine besondere Herausforderung

in der Orthopéidie und Unfallchirurgie dar. Uber das notwendige Ausmafl der GroSe



1 Einleitung 12

existieren verschiedene Angaben, in einer vergleichenden Studie konnte tibial 2,5 cm
als kritische Groe angesehen werden (Nauth etal. 2018, Schemitsch 2017). J. F. Kea-
ting et al. 2005 beschreibt Knochendefekte von mehr als 2 cm oder mehr als 50 % des
Knochenumfangs als kritische Grofe.

Uberschreitet der Knochendefekt diese kritische GroBe, so kann therapeutisch durch
FEinsatz von Implantaten eine Heilung herbeigefithrt werden. Fiir das Material eines sol-
chen Implantats sind die Osteokonduktion, die Osteopromotion und die Osteoinduktion
von grofler Bedeutung (Busch et al. 2021). Ein ideales Material unterstiitzt also multi-
potente Stromazellen bei der Besiedlung des Implantats und die Differenzierung dieser
Stromagzellen zu Osteoblasten. Hierbei stellt die autologe Spongiosaplastik den Goldstan-
dard dar (Busch etal. 2021). Alternativ stehen alloplastische Implantate aus Keramik,
synthetischen Polymeren oder Metall sowie allogenes Gewebe zur Verfiigung. Problema-
tisch ist hierbei eine geringere Stabilitdt und Verankerungsfestigkeit zum umliegenden
Gewebe aufgrund der fehlenden Regenerationsfahigkeiten des kiinstlichen Materials oder
immunologische Reaktionen bei allogenem Gewebe (Sittinger et al. 1996, Hammer et al.
1992). Diese Komplikationen kénnen durch Verwendung von autologem Material ver-
mieden werden. Insbesondere der Einsatz autologer Stromazellen im Rahmen des Tissue
Engineering gewinnt hierbei an Bedeutung (Sittinger etal. 1996, Caplan 1990). T's-
sue Engineering ist definiert als die Wiederherstellung von biologischem Material durch
Einsatz von Zellen, Biomolekiilen und Tragermaterialien (European Commission 2001).
Hierfiir wird ein poroses dreidimensionales Tragermaterial (engl. scaffold) mit autolo-
gen Stromazellen besiedelt und unter In-vitro-Bedingungen kultiviert. Nach erfolgter
Zelldifferenzierung wird die Tréagermatrix implantiert (Gelinsky etal. 2011).

MSCs sind aufgrund ihrer Multipotenz, ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften
und der Sekretion von parakrinen Faktoren fiir die Verwendung im Rahmen des Tissue
engineerings sehr gut geeignet (Arthur et al. 2009). Hierdurch wird die Regeneration des
Gewebes, die Revaskularisation durch Foérderung der Angiogenese und die Integration
in das umliegende Gewebe gewéhrleistet. Fiir das Tissue engineering sind BMSC schon
gut erforscht. Neben den grundsétzlichen Schwierigkeiten der Gewinnung dieser BMSC
konnte jedoch gezeigt werden, dass trotz guter In-vitro-Ergebnisse die Einsatzmoglich-
keiten in vivo limitiert sind (Mazini etal. 2019). ASC zeigten bei Implantation sowohl
in Kombination im scaffold als auch ohne scaffold sehr gute Ergebnisse. Dariiber hin-
aus sind die ASC aufgrund ihrer antiinflammatorischen Wirkung fiir die Behandlung
von rheumatoider Arthritis, Sehnenverletzungen und Bandscheibenschiden interessant
(Mazini etal. 2019). Im Rahmen eines kritischen Defekts am Schédelknochen konnten

bereits 2004 einem 7-jdhrigen Médchen erfolgreich autologe ASCs transplantiert wer-
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den (Lendeckel etal. 2004). Trotz dieses klinischen Erfolgs bleiben die Regulation und
die Interaktion der Signalwege der induzierten Differenzierung weiter ungewiss. Durch
Evaluierung dieser Signalketten kann die Effizienz der Differenzierung und damit das

Outcome dieser Therapie gesteigert werden.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der Behandlung von kritischen Knochendefekten liegt ein vielversprechen-
der therapeutischer Ansatz in der Implantation autologer multipotenter mesenchymaler
Stromazellen. Zur Evaluation der osteogenen Differenzierung mesenchymaler Stromazel-
len ist ein entsprechendes Minpig-Tiermodell etabliert (Jungbluth et al. 2010). Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass im standardisierten osteogenen Differenzierungsmedium die
osteogene Differenzierung porkiner adipogener multipotenter mesenchymaler Stroma-
zellen (pASC) im Gegensatz zu humanen adipogenen multipotenten mesenchymalen
Stromazellen inhibiert ist. Unter Zusatz von BMP-2 konnte diese Inhibition aufgeho-
ben werden (Bayraktar etal. 2018).

In dieser Arbeit sollen die molekularbiologischen Ursachen der Inhibition der osteo-
genen Differenzierung von pASC weiter aufgeklart werden. Hierbei wird in witro die
erfolgreiche osteogene Differenzierung mit der durch Fehlen von BMP-2 inhibierten Dif-
ferenzierung iiber einen Zeitraum von 28 Tagen verglichen. Insbesondere soll der Einfluss
der fiir die osteogene Differenzierung relevanten Signalwege (BMP-, MAPK-, Wnt und
den FGF-Signalweg in vitro) durch Quantifizierung der jeweiligen Schliisselproteine un-
tersucht werden. Ebenso soll die Modulation der spezifischen Rezeptoren im Verlauf der
osteogenen Differenzierung durch BMP-2 evaluiert werden.

Durch das bessere Verstéindnis der Wirkung von BMP-2 auf die erfolgreiche osteogene
Differenzierung kénnen kiinftig bestehende Therapien optimiert oder neue Therapiean-

satze in vitro entwickelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zellen

Fiir diese Arbeit wurden Primérzellen aus dem Unterhautfettgewebe von Schweinen
(porcine adipose derived mesenchymal stromal cells [pASC]) gewonnen und kultiviert.
Die Zellen wurden zu Versuchsbeginn als MSC charakterisiert.

Da fiir die Versuche Gewebestiicke von bereits euthanasierten Tieren verwendet wur-
den, ist keine Tierversuchsgenehmigung notwendig (§ 7 Abs. 2 S. 3 TierSchG). Die
Tierversuchsreferenznummer der ebenfalls an der Klinik fiir Unfall- und Handchirur-
gie am Universitatsklinikum Diisseldorf angeschlossenen Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. med. Jungbluth, aus der die Géttinger Minipigs des ZETT stammen, lautet G 459/13,
2013. Die Schweine waren 18 bis 30 Monate alt und etwa 25 bis 35 kg schwer.

Betrieb Adresse Rasse

Zentrale Einrichtung fiir Heinrich-Heine-Universitdt Diissel- Gottinger Minipig
Tierforschung und wissen- dorf, 40204 Diisseldorf

schaftliche Tierschutzauf-

gaben (ZETT)

Willy Siemes und Sohn Gerberstrafle 29-32, 41748 Viersen  Hausschwein
GmbH & Co. KG

Tabelle 1: Herkunft der verwendeten Spendertiere

2.1.2 Chemikalien, Medien und Puffer

Medium Hersteller und Zusammensetzung

Alizarinrot-S Merck KGaA TMS-008-C

aqua dest. Ampuwa® Spiillssung 1 000 ml Plastipur® LOT:
13LAP061

B-Glycerophosphat 3,6 g  B-Glycerophosphat
10 ml PBS

Steril filtrieren.
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BMP-2

Bovines Serumalbumin (BSA)
Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM)

Einfriermedium

FACS Cellwash
FACS Clean
FACS-Puffer

FACS Rinse

Fetal bovine serum (FBS)

Kollagenase

Kollagenaselosung

L-Ascorbin-2-Phosphat-Losung

Milchpulver
Paraformaldehyd (PFA)

PeproTech® Recombinant Human BMP-2 Ca-

talogNr. 120-02

Roth® Albumin Fraktion V Art.No. 8076.4

Sigma Dexamethasone D1756

Sigma-Aldrich® Dimethylsulfoxide D2650

LOT

gibco® REF 41965-039

1924339 (4 4,5 g/1 D-Glucose, + L-Glutamine,
-Pyruvate)

10 % DMSO

90 % FBS

BD Biosciences Cat.No. 349524
BD FACS™ No. 340345

20 ml FACS Cellwash
1ml FBS

BD FACS™ No. 340346

PANT™ Biotech Sera Plus FBS Cat.No P30-

3702

Biochrom AG Collagenase Typ I

0,01 M CaCly

0,056 M Glucose
0,1 M HEPES

0,12 M Natriumchlorid

0,056 M Kaliumchlorid
1,5 % BSA
0,2 % Kollagenase

ad 20 ml  aqua dest.

79,5 mg L-Ascorbin-2-Phosphat

ad 10 ml PBS

Steril filtrieren.

Roth® Art.Nr. T145.2

Merck Chemicals Artikelnummer 104005
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Phosphate buffered saline (PBS)
ohne Ca’t, Cl*, Mg?*

Penicillin-Streptomycin
Ponceau S

Radiotmmunoprecipitation Assay-

Puffer nach Abcam (RIPA)

RIPA-Complete

Tris buffered saline (TBS, 10-fach)

Tris buffered saline with tween
(TBS-T)

Tetramethylethylendiamin  (TE-

MED)
Trypsin-EDTA

Tween

SIGMA Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(RNBF8144)

PANT™  BioTech
Cat.No. P06-07100

Penicillin-Streptomycin

Serva Electrophoresis GmbH, Darmstadt

50 mM
150 mM
1 % NP-40
0,5 % Natriumdeoxycholat
01 % SDS

Tris
NaCl

Eine Tablette RIPA Complete Mini in 10 ml
RIPA 16sen. Aliquots & 1 ml bei -20 °C lagern.

121 ¢
87,7 g
ad 1000 ml

Tris (pH = 7.5)
Natriumchlorid

aqua dest.

100 ml
1 ml
ad 1000 ml

TBS (10fach)
Tween

aqua dest.

Roth® ArtNr. 2367.3

biowest® Trypsin-EDTA 10x Cat.No. X0930-
100

Sigma Tween® Lot. SLBP6514V

Tabelle 2: Verwendete Medien und Puffer mit Angabe ihrer Zusammensetzung.

2.1.3 Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung
Proliferationsmedium 500 ml DMEM
50 ml  FBS
5 ml Penicillin-Streptomycin

1ml FGF
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Osteogenes Differenzierungsmedi- 500 ml DMEM
um 50 ml  FBS
5 ml Penicillin-Streptomycin
100 nmol Dexamethason
50 pmol  L-Ascorbin-2-Phosphat
10 mM  B-Glycerophosphat

Tabelle 3: Verwendete Zellkulturmedien mit Angabe ihrer Zusammensetzung.

2.1.4 Puffer und Gele fiir Western Blot

Puffer Zusammensetzung
Laemmli-Puffer 250 mM  Tris-HCI (pH = 6,8-8,8)
40 %  Glycerol
8 % SDS

0,1 %  Bromphenolblau
20 %  Mercaptoethanol
ad 10 ml  aqua dest.

Laufpuffer (10-fach) 25 mM Tris (pH = 8,3-8,8)
192 mM Glycin
0,1 % SDS
ad 100 ml aqua dest.

Sammelgel 6 ml aqua dest.
1,3 ml Acrylamid (30 %)
2,5 ml Sammelgelpuffer (4-fach)
20 pl TEMED

50 ul  APS
Sammelgelpuffer 30,25 g  Tris (pH = 6,8)
2 g SDS

ad 500 ml aqua dest.

Transferpuffer 36,4 g  Tris
180 g  Glycin
ad 1000 ml aqua dest.
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Trenngel

Trenngelpuffer

9,375
5
3,75
20
50

91

2 g
ad 500 ml

ml
ml
ml
nl
nl

g

aqua dest.

Acrylamid (30 %)
Trenngelpuffer (4-fach)
TEMED

APS

Tris (pH = 8,8)
SDS

aqua dest.

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Gele fiir das Western-Blot-Verfahren. Zusatzlich wurde

ihre Zusammensetzung angegeben.

2.1.5 Western-Blot-Antikorper

Antikorper Konzentration Hersteller

pp38 1:1000 Cell Signaling Technology® Phospho-p38
MAP Kinase (Thr180/Tyr182) AK Cat.No.
9211

B-catenin 1:3000 abcam® Cat.No. 16051

smad4 1:1000 GeneTex Inc. Cat.No. GTX112980

fgfr2 1:1000 ThermoScientific Cat.No. PA5-14651

GAPDH 1:5000 Novus Biologicals® Cat.No. NBP2-27103

Tabelle 5: Verwendete Antikorper fiir das Western-Blot-Verfahren mit Konzentrations-

und Herstellerangabe.

2.1.6 FACS-Antikorper

Antikorper Konzentration Hersteller

ALK-3 PE 1:1 000 R&D Systems Cat.-No.: AF436
ALK-5 APC 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: FAB5871A
ALK-6 APC 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: FAB5051A
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TGF-32-RII PE 1:1 000 R&D Systems Cat.-No.: FAB532P
ALK-7 APC 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: FAB77491A
Anti-Goat 1:100 Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.

Cat.-No.: 705-136-147

ALK-2 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: AF637

ALK-4 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: MAB2221

BMP-RII 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: AF811

Anti-Mouse 1:100 BD Pharmingen Cat.No.: 555335

CD14 FITC 1:1000 Bio-Rad Cat.-No.: MCA1568GA

CD26 APC 1:1000 Novus Biologicals Cat.-No.: NB600-552APC

CD29 Alexa Fluor 1:1000 BD Pharmingen Cat.No.: 561496

CD31 APC 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: AF3387

CD34 FITC 1:1000 abcam Cat.-No.: 81289

CD44 PE-CY 1:1000 BD Pharmingen Cat.No.: 553135

CD45 FITC 1:1000 Bio-Rad Cat.-No.: MCA1222F

CD73 PE 1:1000 R&D Systems Cat.-No.: AF4488

CD79 PE 1:1000 Bio-Rad Cat.-No.: MCA2538GA

CD90 APC 1:1000 BD Pharmingen Cat.No.: 559869

CD105 APC 1:1000 Novus  Biologicals  Cat.-No.:  NB110-
58718APC

HLADR FITC 1:1000 Bio-Rad Cat.-No.: MCA2314F

Tabelle 6: Verwendete FACS-Antikorper mit verwendeter Konzentration und Hersteller-

angabe
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2.1.7 Laborgerate

Gerét

Hersteller

Abzug mc6®

Blotter Western Blot
Brutschrank

Entwickler Western Blot
Durchflusszytometer FACS
Eisschrank Revco Ultima
Heizbad

Heizblock
Kryo-Einfriergerat
Mikroskop

Mikroskop
Pipettierhelfer
Photometer

Riihrfisch

Sonifiziergerdat UP50H mit Sono-
trode MS1

Sterilbank
Taumel-Rollenmischer

Vakuumpumpe KNF Laboport®
N86 KTP

Victor™ 3
Vortexer
Waage
Waage

Waldner Laboreinrichtungen GmbH & Co. KG,
Wangen

Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™

Thermo scientific Heracell® 150i

Bio-Rad ChemiDoc™ MP Imaging System
FACSCalibur BD Bioscience, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
B.Braun Thermomix® BU

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
Thermo Scientific Nalgene® Mr. Frosty®
Zeiss Axiovert Al

Zeiss Axiovert 200

Brand accu-jet® pro

Eppendorf BioPhotometer plus

VWRe® Stirrer

Hielscher Ultrasonics GmbH, Berlin

Thermo Hera safe
Frobel Labortechnik RM5-V 1750
KNF Neuberger, Inc.

Perkin Elmer 1420 Multilabel Counter
VWR®, Darmstadt
Kern & Sohn GmbH ABJ 220-4M

Ohaus® Adventure™ Pro
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Western
Zentrifuge

Zentrifuge

Bio-Rad Mini-Protean® Tetra System
Thermo Scientific Heraeus Megafuge 16R

Thermo Scientific Heraeus Pico 17 Microcentri-

fuge

Tabelle 7: Verwendete Laborgeriate mit Herstellerangabe

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Gerét

Hersteller

6-Wellplatte
24-Wellplatte
96-Wellplatte
Absaugpipette (Glas)

Falcon (15 ml, 50 ml)

Filterpapier Western Blot
Pasteurpipetten aus Glas
Kryorohrchen (2 ml)

Mikroreaktionsgefafl 0.5 ml, 1.5 ml,
2.0 ml

Pasteurpipetten

Petrischale (100 x 20 mm)

Pipettenspitzen

Stripetten
Zellkulturflaschen T25, T75
Zellschaber

Greiner 6-Well Cellstar®

Greiner 24-Well Cellstar®

Greiner 96-Well Cellstar®

Brand GmbH Pasteurpipetten ISO 7712

Greiner bio-one (Artikelnummer 188171 &
227261)

Invitrogen, Artikelnummer LC2010

Brand (Cat. No. 747720)

™

Greiner bio-one Cryo.s

Eppendorf Safe-Lock Tubes

Ratiolab-GmbH Artikelnummer 2600111

Greiner Zellkultur Schale Artikelnummer

664160

TipOne® (10 pl, 200 pl, 1000 pl)

Corning costar® Stripette® (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Greiner Cellstar® 25 cm?, 75 cm?

Greiner Bio-One Cell Scraper

Tabelle 8: Verwendetes Verbrauchsmaterial mit Herstellerangabe
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2.1.9 Kits

Kit Hersteller

Pierce™ BCA Protein Assay Kit ~ Thermo  Scientific Prod.No 23225 Lot-
No SA244529

Tabelle 9: Verwendete Kits mit Angabe des Herstellers

2.1.10 Verwendete Software

Software Hersteller

CellQuestPro BD CellQuest Pro ™
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, Inc.
Image Lab 6.0 Bio-Rad Laboratories, Inc.

JabRef 4.3.1 (Literaturverwaltung) Oliver Kopp u. a., http://www.jabref.org/

IATEX 2¢ (Textverarbeitung) Leslie Lamport, LaTeX Project Team
Quantity One 4.6.5 Bio-Rad Laboratories, Inc.
Workout 2.0 (Viktor) dazdaq solutions Ltd.

Tabelle 10: Verwendete Software mit Angabe des Entwicklers

2.2 Methoden
2.2.1 Zellisolation aus Unterhautfettgewebe

Das Unterhautfettgewebe wurde vom jeweiligen Betrieb (vgl. Tabelle 1) abgeholt und
dabei auf eine moglichst keimarme Gewinnung geachtet. Hierzu wurden die Gewebe-
stiicke bis zur direkten weiteren Verarbeitung im Labor gekiihlt in PBS unter Zusatz
von 2% Penicillin (200 U/ml), 0,2 mg/ml Streptomycin und 2,5 pg/ml Amphotericin B
aufbewahrt. Im Labor wurden unter der Sterilbank die Fettlappchen von Bindegewebe
und Blutgefifien freipripariert und danach auf eine GroéBe von jeweils unter 0,5 cm? zer-
kleinert. AnschlieBend wurde das geschnittene Fettgewebe in ein 50 ml-Falcon iiberfiihrt

und steril filtrierte Kollagenaselosung (vgl. Tabelle 2) im Verhéltnis 1:2 hinzugegeben.
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Durch die Kollagenasel6sung wurde das Kollagen gespalten und hierdurch die Zellverbin-
dungen aufgeldst. Nach Inkubation iiber 45 min im auf 37 °C vorgewérmten Schiittelbad
wurde das durch die Kollagenase angedaute Fettgewebe mit einem Teflonsieb (100 pm)
filtriert und das Filtrat anschlielend bei 300 g fiir 10 min zentrifugiert. Nach Abneh-
men der oberen festen und unteren fliissigen Phase wurde das verbleibende Zellpellet
in ca. 30 ml isotonischer Kochsalzlésung (0,9 %) resuspendiert und erneut fiir 10 min
bei 300 g zentrifugiert. Nach Vorlage von 8 ml Proliferationsmedium (vgl. Tabelle 3) in
T75-Zellkulturflaschen wurde das abzentrifugierte Zellpellet abhéngig von der Zellzahl
nach Absaugen des Uberstandes mit weiteren 10 ml Proliferationsmedium aufgenommen
und in die T75-Flaschen tiberfithrt. Anschliefend wurden die pASC im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO» inkubiert.

2.2.2 Auftauen Porkiner ASC

Zunéchst wurde 10 ml raumtemperiertes Proliferationsmedium (vgl. Tabelle 3) in jeweils
ein entsprechendes Kulturgefif3 pro Spender vorgelegt. Dann wurden die Zellen in den
Kryorohrchen zu etwa 50 % aufgetaut und der bereits fliissige Anteil ziigig auf die Pe-
trischalen iiberfithrt. Das verbleibende gefrorene Zellmaterial wurde mit 1 ml Medium
gelost und ebenfalls entsprechend pipettiert. Aus der Erfahrung vorausgegangener Ex-
perimente wurde auf ein Abzentrifugieren des zytotoxischen DMSO verzichtet, da hier-
durch das Outcome nicht verbessert werden konnte. Durch gleichgerichtetes Schwenken
der Schalen in orthogonal zueinander stehenden Achsen wurden die Zellen in der Schale
gleichméfBig verteilt. AnschlieBend konnten die Zellen bei 37 °C und 5 % CO5 inkubiert

werden. Nach 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

2.2.3 Kultivierung und Passagierung

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COs kultiviert. Zweimal pro
Woche wurde das Proliferationsmedium gewechselt. Alle Schritte wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Zunéchst wurde das neue Proliferationsmedium (vgl. Tabel-
le 3) im Wiarmebad auf Raumtemperatur erwarmt. Das alte Medium wurde vorsichtig
abgesaugt und anschliefend durch neues Nahrmedium ersetzt. Eine Passagierung wurde
durchgefiihrt, sobald die pASC zu etwa 80 % konfluent waren. Zur Passagierung der
Zellen wurden diese zunéchst mit 3 ml Trypsin-EDTA (0,5 g/1) fiir 3 min im Brut-
schrank inkubiert und anschliefend mit einem Zellschaber vom Kulturflaschenboden
gelost. Durch die Inkubation in der Trypsinlésung wurden die Adhésionsmolekiile ab-
gebaut und die Plastikadhérenz aufgelost (Tarone etal. 1982). Nach Neutralisation der

Trypsin-EDTA-Lésung mit 5 ml Nahrmedium wurde die Zellsuspension abzentrifugiert
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und der Uberstand abgesaugt. Das verbleibende Zellpellet wurde zunéchst in einem Mil-
liliter Proliferationsmedium geldst. Anschlieend wurde es in einem Verhéltnis von 1:3
gesplittet und in eine beschriftete neue Zellkulturflasche tiberfithrt. Durch Schwenken
wurde eine gleichméfige Verteilung der Zellen sicher gestellt. Die erneute Adhérenzbil-

dung nach Ablésung der Zellen erhoht die Passagezahl um eins.

2.2.4 Kryokonservierung von Zellen

Durch Kryokonservierung bei -80 °C oder in fliissigem Stickstoff (-196 °C) kénnen Zellen
fiir lingere Zeit gelagert werden. Hierzu wurde das Medium aus der Zellkulturflasche
der einzufrierenden Zellen abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. An-
schlieBend wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA (0,5 g/1) fiir 3 min bei 37 °C und
5 % COg inkubiert und anschlieBend mit einem Zellschaber vom Flaschenboden gelost.
Nach Abstoppen der enzymatischen Trypsin-Reaktion durch Hinzugabe von Nahrmedi-
um im Verhéltnis 1:2 und Uberfiihrung in ein Falcon wurde die Zellsuspension fiir 5 min
bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das verbleibende Zellpellet wurde
mit frisch angesetztem und eisgekiihltem Einfriermedium resuspendiert und ziigig jeweils
1 ml der Zellsuspension in ein beschriftetes Kryorohrchen iiberfithrt und weiter auf Eis
gelagert. In Kryoboxen, welche durch hundertprozentiges Isopropanol ein gleichméfliges
und langsames Herunterkithlen um 1 °C/min gewéhrleisten, wurden die Kryoréhrchen
mit den Zellen zunéchst fiir 24 h bei -80 °C herabgekiihlt. Anschliefend konnten die
Zellen in den Kryoréhrchen in fliissigem Stickstoff (-196 °C) gelagert werden.

2.2.5 Aussaat und osteogene Differenzierung der porkinen ASC

Fiir die Experimente wurden die Zellen der zweiten Passage zunéchst in 6- bzw. 24-Well-
Platten ausgesét, sodass die Analysen jeweils in Passage 3 stattfanden. Fiir die Alizarin-
rot-S-Farbung wurde je Datenpunkt eine 24-Well-Platte mit jeweils 6 Messpunkten je
Versuchsgruppe verwendet. Fiir die Proteinbestimmung und die Rezeptoranalyse wur-
den die Zellen in 6-Well-Platten mit jeweils 2 Messpunkten je Versuchsgruppe ausgesit.
Sobald die pASC zu 100 % konfluent waren, konnte die Differenzierung begonnen werden
(Tag 0). Hierzu wurde der Mediumwechsel nicht mit Proliferationsmedium, sondern mit
entsprechendem osteogenem Differenzierungsmedium durchgefiihrt (vgl. Tabelle 3, Pit-
tenger etal. 1999). Die Zellen, welche fiir die BMP-2-Versuchsgruppe bestimmt waren,
wurden mit osteogenem Differenzierungsmedium unter Zusatz von 450 ng/ml BMP-2 be-
handelt. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum wurden die Zellen nun in dem jewei-
ligen Differenzierungsmedium inkubiert. Das osteogene Differenzierungsmedium wurde

zweimal wochentlich gewechselt.
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2.2.6 BCA Protein Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Fiir einen quantfizierenden Vergleich der Proteinexpression wurde im Western Blot eine
definierte Proteinmenge verwendet. Zur Bestimmung der dazu notwendigen Protein-
konzentration wurde das BCA-Protein Assay verwendet. Durch die proteinvermittelte
Reduktion von Cu?* zu Cu™ in alkalischer Umgebung (Biuret-Reaktion) wird photome-
trisch in Bezug zu einem definierten Standard die absolute Proteinkonzentration gemes-
sen.

Zunéchst wurden die pASC geerntet. Hierfiir wurde das Medium abgesaugt, anschlie-
Bend wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen. Danach wurde 1 ml kaltes PBS
appliziert und die Zellen mit einem Zellschaber von dem Wellboden geldst. Die Zell-
suspensionen wurden in ein vorher vorbereitetes Mikroreaktionsgefaf3 tiberfithrt. Dieses
wurde fir 1 min bei 12000 g bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abgesaugt wurde, wurde das Zellpellet je nach Gréfie mit 30 pl bis 80 ul RI-
PA-2 resuspendiert. Danach konnten die Zellen bis zur Proteinbestimmung bei -80 °C
gelagert werden.

Fir die Proteinbestimmung wurden die Zellen lysiert, um die Zellmembran aufzu-
schliefen. Hierzu werden die Proben mit dem Vortexer gemischt und anschlieBend mit
10 Impulsen (Cycle 0,5 s, Amplitude 80 %) homogenisiert.

Fir das BCA protein assay wurde zunédchst der BCA-Standard nach Herstellerpro-
tokoll angesetzt. Ebenso wurde das Working Reagence aus Bicinonsiaure und 4 % Kup-
fersulfat geméfl der Angabe aus dem Kit im Verhéltnis 50:1 hergestellt. Zudem wurden
die mit RIPA-2 versetzten Proben im Verhéltnis 1:6 mit PBS verdiinnt. Anschlieflend
wurden jeweils 10 pl des Standards bzw. der Proben als Doppelbestimmung auf eine
96-Well Mikrotiterplatte pipettiert. Danach wurde je Well 200 nl des Working Reagence
hinzugegeben und nach Vermengung der Proben auf einem Schiittler fiir 30 s die Platte
iiber 30 min bei 37 °C im Wéarmeschrank inkubiert. Die Platte wurde vorher zur Ver-
meidung einer Verdunstung mit einer Folie abgeklebt. Nachdem die Platte wieder auf
RT abgekiihlt war, wurde im Victor3™ die Absorption der Proben bei A = 562 nm
gemessen und in ein Verhéltnis zum Standard gesetzt. Hieraus wurde die absolute Pro-

teinkonzentration berechnet.

2.2.7 Analyse der Proteinexpression durch das Western-Blot-Verfahren

Die Bestimmung der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode. Hier-
bei werden mittels Gelelektrophorese (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) nach Grofie

aufgetrennte Proteine zunéchst auf eine Membran geblottet und anschliefend durch Bin-
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dung an spezifische Antikérper nachgewiesen.

Uber einen Zeitraum von 28 Tagen erfolgte im wochentlichen Intervall die quantifi-
zierende Bestimmung der Proteinexpression der Schliisselproteine der vier zu untersu-
chenden Signalwege (vgl. Tabelle 11). Die Verwendung des smad4-Antikérper bei pASC

wurde hierbei etabliert.

Signalweg Schliisselprotein  Molekulargrofie  Konzentration — Blockingpuffer
(kDa)

BMP- smad4 60 1:1000 MP (5 %)
Signalweg

FGF- fgfr2 110 1:1000 BSA (5 %)
Signalweg

MAPK- pp38 43 1:1000 BSA (5 %)
Signalweg

Wnt-Signalweg [-catenin 94 1:3000 BSA (5 %)
Kontrolle GAPDH 36 1:5000 BSA (3 %)

Tabelle 11: Schlisselproteine zu den Signalwegen von BMP, FGF, MAPK und Wnt.

Zunichst erfolgte eine Proteinbestimmung wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben. Fiir das
Gielen der Gele wurden zunéchst zwei Glasplatten, davon eine mit einem Spacer von
je 1 mm Dicke, gereinigt und in die GieBvorrichtung eingespannt. Anschliefend wur-
de das 10 %-ige Trenngel (Zusammensetzung vgl. Tabelle 4) frisch angesetzt und zwi-
schen die Glasplatten gegossen. Zum Schutz vor Luftblasen und zum Begradigen des
Gelspiegels wurde das Trenngel mit 70 %-igem Alkohol tiberschichtet. Nach 20 min Po-
lymerisationszeit wurde das Ethanol entfernt und durch das frisch angesetzte Sammelgel
(Zusammensetzung vgl. Tabelle 4) ersetzt. Direkt im Anschluss wurde ein Kamm mit
15 Probenkammern eingesetzt. Nach weiteren 20 min polymerisierte auch das Sammel-
gel, sodass das Gel einsatzbereit war. Zur Verwendung am néchsten Tag konnte es nun,
in feuchtes Papier eingewickelt und in einer wasserfesten Tiite verpackt, bei 4 °C fiir
maximal drei Tage gelagert werden.

Als néchstes wurden die Proben vorbereitet. Der 4-fach Laemmli-Puffer wurde als
Erstes mit Mercaptoethanol im Verhéltnis 4:1 versetzt. Die Kammern des Gels fassen
jeweils 20 pl. Die zunéchst in 1,5 ml-Mikroreaktionsgefédfien vorgelegte Menge an aqua

dest. wurde so berechnet, dass nach Zugabe von 10 pg Protein und 5 pl der Laemmli-



2 Material und Methoden 27

Mercaptoethanollosung ein Gesamtvolumen von 20 pl entstand. Anschliefend wurde
dieses Probengemisch auf dem Vortexer vermengt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt und
die Proteine in Folge denaturiert.

Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die Kammer mit Lauf-
puffer gefiillt. Nach Prifung der Dichtigkeit der Einzelkammern wurde die Box bis zur
entsprechenden Markierung mit Laufpuffer gefiillt und der Kamm fiir die Probenkam-
mern gezogen.

Die Gele kénnen nun mit 8 pl des Proteinmarkers und den vorbereiteten Proben gela-
den werden. Fiir die Auftrennung der Proteine wurde das Verfahren der SDS-Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Hierbei binden die Proteine an das SDS
der Gele und bilden hierdurch negativ geladene SDS-Protein-Komplexe, welche sich hy-
drodynamisch nach ihrer Grofle unterscheiden lassen. Eine Protein-Protein-Interaktion
wird durch das SDS und dem Laemmli-Puffer hinzugefiigte Mercaptoethanol unterbun-
den (Rehm 2006, S. 10). Durch Anlegen eines Stroms von 60 Volt fir 30 min wurden
die Proben zunéchst im Sammelgel in Richtung Pluspol verdichtet und anschlieend bei
130 Volt iiber 60 min im Trenngel nach ihrer Proteingréfie aufgetrennt. Der Lauf wurde
beendet, wenn das Bromphenolblau des Laemmli-Puffers aus dem Gel gelaufen ist.

Nachdem die Proteine im Gel nach ihrer Gréfle aufgetrennt wurden, konnten die Prote-
ine {iber das Western-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran zur weiteren Ana-
lyse {ibertragen werden. Hierzu wird eine Spannung angelegt, die dieses Mal orthograd
zur Laufebene der Gelelektrophorese steht. Zur Durchfiihrung dieses Verfahrens wur-
de das Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™ verwendet (vgl. Tabelle 7). Zunichst wurde auf
einem mit Transferpuffer durchtrankten Filterpapier die ebenfalls mit Transferpuffer
angefeuchtete Membran platziert und dariiber das Elektrophoresegel positioniert. Abge-
schlossen wurde dieser Stapel durch ein weiteres feuchtes Filterpapier. Dieser Komplex
wurde in das Gerét tberfiihrt und fiir 30 min bei 25 Volt und 2,5 Ampere geblottet.
Durch die angelegte Spannung wandern die Proteine aus dem Gel in Richtung Anode
auf die Membran.

Nach Abschluss des Blottings wurde der erfolgreiche Proteintransfer mittels Ponceau-
S-Farbung kontrolliert. Ponceau-S bindet reversibel und unspezifisch an positive Amino-
gruppen und farbt diese dadurch rot an. Nach dreiminiitiger Inkubation der Membran in
Ponceaurot-S wurde die Membran mit aqua dest. soweit gewaschen, dass sich die Ban-
den klar abzeichneten. Nach Zuschnitt und Markierung der Proben konnte die Membran
durch Waschen mit aqua dest. entfarbt werden. Die Membran wurde nun fiir 1 h im je-
weiligen Blockierungspuffer (vgl. Tabelle 11) inkubiert und hierdurch die unspezifischen
Bindungsstellen belegt. Anschlieend wurde der Priméarantikérper (vgl. Tabelle 11), wel-
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cher im angegebenen Blockingpuffer verdiinnt wurde, iiber Nacht bei 4 °C auf die Mem-
bran gegeben. Am néchsten Tag wurde der Erstantikorper entfernt und die Membran
dreimal fiir je 5 min mit TBS-T gewaschen. Anschlieend wurde der jeweils spezifische
anti-Rabbit-Zweitantikorper, verdiinnt in TBS-T im Verhéltnis 1:1 000, zusammen mit
dem Anti-Proteinmarker (1:4000) fiir 1 h bei RT auf dem Traumel-Rollenmischer in-
kubiert. Der Zweitantikorper bindet spezifisch an den Erstantikérper und macht diesen
flir spezifische Messverfahren quantifizierbar. Nach erneutem dreimaligen Waschen fiir
je 5 min mit TBS-T konnte die Membran entwickelt werden. Hierzu wurde zunéchst die
Entwicklerlosung im Verhéltnis 1:1 angemischt und 1 ml gleichmé8ig auf die Membran
pipettiert. Im Entwickler konnte nun die Chemilumineszenz der Antikérper-Protein-
Komplexe erfasst und anschliefend in Image Lab 6.0 quantifiziert werden. Zur Kontrolle
der tatsdchlichen Proteinmenge und zum Ausgleich eines moglichen Pipettierfehlers wur-
de anschliefend Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (vgl. Tabelle 11)
auf der Membran visualisiert. GAPDH wurde als housekeeping protein als Referenz der
Proteinmenge verwendet. Da es sich bei diesem Antikérper um einen bereits konjugier-
ten Antikorper handelt, kann auf die Inkubation in einem Zweitantikdrper verzichtet
werden. Die aus der ersten Entwicklung gewonnenen Ergebnisse wurden anschlieffend in

Relation zur gemessenen GAPDH-Menge gesetzt.

2.2.8 Alizarinrot-S-Farbung

Die Alizarinrot-S-Farbung dient dem Nachweis einer Kalzifizierung innerhalb der Zell-
matrix, indem das Alizarinrot-S an Calciumionen und weiteren Kationen bindet (Pucht-
ler etal. 1969). Anhand der Alizarinrot-S-Farbung kann eine osteogene Differenzierung
qualifiziert und quantifiziert werden (Stanford etal. 1995).

Zunachst wurde aus den Wells das Nahrmedium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml Phos-
phate buffered saline (PBS) gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mit Paraform-
aldehyd (PFA) fixiert. Nach 15 min wurde das PFA wieder entfernt und die Zellen mit
aqua dest. gewaschen. Nach der Fixierung wurde die vorbereitete 0,5 %ige Alizarinrot-S-
Losung (pH = 4,2) hinzugegeben und iiber 20 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde
die Losung wieder entfernt und die Zellen mit aqua dest. gewaschen bis der Uberstand
farblos geworden war. Die Zellen konnten nun mit PBS iiberschichtet und mikroskopiert
werden.

Fur die Riicklosung wurde zunachst die 10 %ige Cetylpyridiniumchloridlosung vorbe-
reitet (Gregory etal. 2004). Nach dem Entfernen des PBS wurde 1 ml dieser Losung
unter dem Abzug auf die Zellen pipettiert. Nach 2 h Inkubation bei RT konnte pho-
tometrisch die Absorption des Uberstandes bei A = 600 nm gemessen werden. Die

Messungen wurde auf Cetylpyridiniumchlorid normiert.
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2.2.9 Rezeptorbestimmung mittels Durchflusszytometrie

Die Expression der Oberflichenantigene und spezifischer Rezeptoren wurde mit dem
Fluorescence Activated Cell Scanning (FACS) untersucht. Beim FACS werden die Zellen
der Probe automatisiert separiert und einzeln analysiert. Hierbei durchwandern die Zel-
len einen Laserstrahl, welcher nach Ablenkung durch die Zelle von zwei verschiedenen
Photosensoren detektiert werden kann. Durch den forward scatter wird die Zellgrofie
bestimmt, durch den side scatter die Zellgranularitét (Loken et al. 1975). Durch Immun-
fluoreszenzmarkierung von spezifischen Proteinen kénnen diese ebenfalls durch Messung
der Fluoreszenz detektiert werden.

Zunéchst wurden die Zellen mikroskopisch begutachtet. Sobald die pASC konfluent
waren, wurde das Nahrmedium abgesaugt und durch 1,5 ml FACS-Puffer je Well ersetzt.
Danach wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelost und anschlieflend in ein
15 ml-Falcon iiberfithrt. Pro Datenpunkt wurden in Summe zwei Wells verwendet. Die
Zellsuspension wurde darauthin mit 300 g bei 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Alle weiteren
Arbeitsschritte fanden auf Eis statt. Der entstehende Uberstand wurde abgesaugt und
die Zellen mit 100 pnl je FACS-R6hrchen resuspendiert.

Diese Zellsuspension wurde auf die FACS-Réhrchen aufgeteilt und anschliefend der
jeweils spezifische Antikorper (vgl. Tabelle 6) hinzugefiigt. Nach Mischen und Inkubati-
on iiber 30 min im abgedunkelten Eisbad wurden die Zellen wieder mit 4 ml Cellwash
gewaschen und wie beschrieben zentrifugiert. Bei unkonjugierten Antikoérpern wurde
das Pelett wieder mit 100 pul Cellwash aufgenommen und nach Hinzugabe des zweiten
Antikorpers (Verdiinnung 1:100 in FACS-Puffer) wieder iiber 30 min im Eisbad inku-
biert. Anschliefend wurden die Zellen wieder mit 4 ml Cellwash gewaschen und danach
abzentrifugiert.

Das Pelett wurde anschliefend mit 200 ml FACS-Puffer aufgenommen und analysiert.
Nach Auswahl der Zellpopulation (gate: 98 %) konnte die Expression der Proteine relativ
zur gemessenen Zellzahl (10000) in Cellquest Pro™ quantifiziert werden.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte durch die
Software Graphpad Prism 5.0. Durch die Verwendung unterschiedlicher Spendertiere ist
die Annahme einer Unabhéngigkeit der Stichproben gerechtfertigt. Die Annahme einer
Normalverteilung wurde zunéchst durch eine Histogrammdarstellung iiberpriift und die
Annahme einer homogenen Varianz mithilfe von Bozplots getestet. Anschlieend wurde
als statistischer Test der Student-t-Test verwendet. Die Ermittlung des Mean und der
Standardabweichung (SD) erfolgte durch die Row statistic der integrierten Testverfahren.



3 Ergebnisse 30

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Oberflachenantigene der Zellen

Zu Beginn wurden die isolierten Zellen auf ihre Expression von Oberflachenantigenen
(englisch Cluster of Differentiation) geméfl der Stammzelldefinition der ISCT untersucht.
Diese Charakterisierung wurde in Passage 3 durchgefiihrt. Dabei exprimierten die pASC
die Oberflichenmarker CD29, CD73, CD90 und CD105 (Expression > 75 %). Die Marker
CD14, CD26, CD31, CD34, CD45, CD79 und HLADR wurden von den pASC nicht
exprimiert (Expression < 5 %, vgl. Abbildung 1).

Charakterisierung
100F T o o
g [ ]
°\° LS
50. C 3
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Abbildung 1: Relative Expression der Oberflichenantigene sowie der BMP-2-Rezeptoren
ALK3 und ALKG6. Dargestellt ist der Mean mit SD (n = 6).
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3.2 Evaluation der osteogenen Differenzierung anhand der
Alizarinrot-S-Farbung

Wihrend der Inkubation der pASC im osteogenen Differenzierungsmedium unter fa-
kultativer Zugabe von BMP-2 {iber 28 Tage wurde an den Tagen 0, 7, 14, 21 und 28
die kalzifizierte extrazelluldre Matrix mit Alizarinrot-S angefirbt und analysiert. Inner-
halb der ersten 14 Tage konnte kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen
festgestellt werden: Im mikroskopischen Bild zeigte sich keine relevante Anfirbung der
Matrix (vgl. Abbildung 2). Auch die Riicklosungswerte des Cetylpyridiniumchlorids la-
gen jeweils unter 0,5 (vgl. Abbildung 3), was fiir eine nur geringgradige Differenzierung
spricht. Erst ab Tag 21 wird eine relevante Anfirbung der extrazelluliren Matrix bei
den unter Zusatz von BMP-2 behandelten Zellen sichtbar. Bei den pASC, welche nur
in osteogenem Differenzierungsmedium (OM) inkubiert wurden, war keine wesentliche
Anfarbung nachweisbar (vgl. Abbildung 2). Dieser Unterschied wurde auch in der ent-
sprechenden Riicklésung des Cetylpyridiniumchlorids deutlich: Wahrend die OD 600 in
der Gruppe ohne Zusatz von BMP-2 weiterhin bei durchschnittlich 0,245 an Tag 21
bzw. 0,221 an Tag 28 lag, betrug die OD 600 in der Gruppe mit Zusatz von BMP-2
durchschnittlich 3,297 an Tag 21 bzw. 6,796 an Tag 28. Die beiden Versuchsgruppen

unterscheiden sich somit ab Tag 21 signifikant voneinander mit p < 0,001.

Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

K OM + BMP-2 /

Abbildung 2: Exemplarische mikroskopische Visualisierung der pASC nach Alizarinrot-
S-Farbung als Ma# fiir die osteogene Differenzierung. Der Mafistabsbalken
ist jeweils 200 pm lang.
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Relative osteogene Differenzierung
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Abbildung 3: Darstellung der osteogenen Differenzierung im Verlauf von 28 Tagen. An-
gegeben ist der Mean mit SD. ***: p < 0,001 (n = 12).

3.3 Untersuchung der Rezeptorexpression im Verlauf der osteogenen
Differenzierung

Zunéchst stellte sich die Frage, inwiefern die Inkubation der Zellen in osteogenem Dif-
ferenzierungsmedium unter fakultativer Zugabe von BMP-2 die Expression der Oberfla-
chenrezeptoren im zeitlichen Verlauf verdndert und hierdurch die osteogene Differenzie-
rung beeinflusst. Insbesondere die Rezeptoren, welche mit dem BMP-Signalweg (ALK?2,
ALK3, ALK6) und dem TGF-B-Signalweg (ALK4, ALK5 und ALKT) assoziiert sind,
waren von besonderem Interesse. Es zeigte sich in einem Vorversuch fiir ALK3 mit einer
Expression von unter 5 % kein relevantes Vorkommen, sodass dieser im weiteren Ver-
lauf nicht ndher untersucht wurde. Die anderen Rezeptoren wurden zusammen mit dem
BMP-Rezeptor-II (BMPR-II) jeden zweiten Tag analysiert. In der Arbeitsgruppe konn-
te gezeigt werden, dass die osteogene Differenzierung von Stromazellen ein gradueller
Prozess ist, welcher unterschiedlich schnell ablduft. Daher wurden die Ergebnisse in eine
frithe, mittlere und spéte Differenzierungsphase zusammengefasst.

Die Expression des Rezeptors ALK2 zeigte in den ersten 7 Tagen keinen relevanten
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen. Erst ab Tag 9 konnte ein tenden-
ziell starkere Expression von ALK2 unter Einfluss von additivem BMP-2 dokumentiert
werden (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: ALK2-Expression im Verlauf der osteogenen Differenzierung (= BMP-2).
Angegeben ist der Mean mit SD. n = 3.
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Abbildung 5: ALK6-Expression im Verlauf der osteogenen Differenzierung (+ BMP-2).
Signifikante Induktion von ALK6 unter Zusatz von BMP-2 (*: p < 0,05).
Angegeben ist der Mean mit SD. n = 3.
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Auch die Expression von ALKG zeigte in den ersten 7 Tagen fiir beide Versuchsgruppen
ahnliche Werte (vgl. Abbildung 5). Unter Zugabe von BMP-2 steigerte sich die Expres-
sion von ALK6 von 22,25 % in den ersten sieben Tagen signifikant auf durchschnittlich
37,21 % in den Tagen 19 bis 28 (p < 0,05). Hierbei konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied zur ALK6-Expression der Zellen in OM nachgewiesen werden.

In den ersten sieben Tagen unter OM-Inkubation lag die relative Expression des
ALK4-Rezeptors bei 77,29 %. Unter zusétzlicher Inkubation mit BMP-2 wurde der
ALK4-Rezeptor vergleichbar mit 66,59 % exprimiert. In beiden Gruppen konnte tiber die
28 Tage hinweg eine signifikante Inhibition innerhalb der Versuchsgruppen unabhéngig
der Addition von BMP-2 beobachtet werden (p < 0,001). Die relative Rezeptorex-
pression von ALK4 in OM sank auf durchschnittlich 21,98 % an den Tagen 19 bis 28,
unter Hinzugabe von BMP-2 zeigte sich die Expression regredient auf 22,78 %. Zwischen
den beiden Versuchsgruppen bestand tiber den gesamten Untersuchungszeitraum kein

signifikanter Unterschied in der relativen Rezeptorexpression (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: ALK4-Expression im Verlauf der osteogenen Differenzierung (+ BMP-2).
Signifikante Inhibition der Expression unabhingig von der Addition von
BMP-2 (p < 0,001). Angegeben ist der Mean mit SD. n = 3.
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Abbildung 7: ALK5-Expression im Verlauf der osteogenen Differenzierung (= BMP-2).
Ab Tag 19 zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen (**: p < 0,01). Angegeben ist der Mean mit SD. n = 3.

Die relative Rezeptorexpression von ALKS5 blieb in den ersten 17 Tagen in beiden Ver-
suchsgruppen vergleichbar und zeigte keinen relevanten Unterschied (vgl. Abbildung 7).
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum konnte unter Addition von BMP-2 eine ten-
denzielle Induktion von ALK5 dokumentiert werden, sodass ab Tag 19 ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen bestand (p < 0,01).

Die Expression von ALK7 verdnderte sich im Verlauf der osteogenen Differenzierung
kaum und stellte keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen dar
(vgl. Abbildung 8).

Die relative Expression des BMPR-II war in beiden Versuchsgruppen in den ersten
17 Tagen vergleichbar (s. Abbildung 9). Nach 19 bis 28 Tagen konnte bei den Zellen der
OM-Gruppe eine relative BMPR-II-Expression von 15,84 % beobachtet werden, wih-
rend die BMP-2-Gruppe weiterhin eine durchschnittliche relative Rezeptorexpression
von 26,36 % aufwies. Hier besteht zwar ein tendenzieller Unterschied zwischen beiden

Versuchsgruppen, ein Signifikanzniveau konnte jedoch nicht erreicht werden.
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Abbildung 8: ALK7-Expression im Verlauf der osteogenen Differenzierung (+ BMP-2).
Angegeben ist der Mean mit SD. n = 3.
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Abbildung 9: BMPR-II-Expression im Verlauf der osteogenen Differenzierung
(+ BMP-2). Angegeben ist der Mean mit SD. n = 3.
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3.4 Etablierung des smad4-Antikorpers fiir das Western-Blot-Verfahren

Da der smad4-Antikorper erstmalig bei pASC verwendet wurde, musste zunéchst die
ideale Antikorperkonzentration und der optimale Blockierungspuffer evaluiert werden.
Dafiir wurde exemplarisch eine Reihe verschiedener Konzentrationen und Blockierungs-
puffer verwendet, um fiir die pASC den richtigen Puffer zu finden. Dabei wurde die
Antikorperfarbung exemplarisch an einem Spender in 10 %-igem BSA mit einer Anti-
korperkonzentration von 1:700 und 1:1 500 sowie bei gleichbleibender Antikorperkonzen-
tration von 1:1000 eine Milchpulverkonzentration von 5 % und 10 % durchgefiihrt. Es
konnte dokumentiert werden, dass sich die fiir smad4 spezifische Bande bei 60 kDa bei
einer Antikorperkonzentration von 1:1000 in 5 %-iger Milchpulverlosung am deutlichs-
ten darstellt (vgl. Abbildung 10A). Bei einer Milchpulverkonzentration von 10 % zeigte
sich der Blot sehr schwach (Abbildung 10B). Bei Verwendung von BSA als Pufferlosung
stellten sich die gewiinschten Banden nicht spezifisch dar (Abbildungen 10C und D).

A B C D

60 60 60 60 60

36 36 36, 36 36

Abbildung 10: Darstellung der spezifischen Proteinbanden von smad4 (60 kDa)
und GAPDH (36 kDa) nach Antikérperfarbung in A: 1:1000 AK-
Konzentration in 5 % MP, B: 1:1000 AK-Konzentration in 10 % MP,
C: 1:700 AK-Konzentration in 10 % BSA, D: 1:1 500 AK-Konzentration
in 10 % BSA an jeweils zwei Spendern

3.5 Expression von spezifischen Schliisselproteinen der essentiellen
Signalwege der osteogenen Differenzierung

Die osteogene Differenzierung der pASC ist in osteogenem Differenzierungsmedium ohne
Zusatz von BMP-2 inhibiert. Zur Evaluation des Einflusses von BMP-2 auf die osteogene
Differenzierung wurde die Expression der spezifischen Schliisselproteine des BMP-, Wnt-,
MAPK und des FGFR-Signalwegs iiber einen Zeitraum von 28 Tagen an den Tagen 0, 7,
14, 21 und 28 mittels Western Blot quantifiziert (vgl. Tabelle 11). In der Arbeitsgruppe
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konnte gezeigt werden, dass die osteogene Differenzierung von Stromazellen ein gradu-
eller Prozess ist, welcher unterschiedlich schnell ablduft. Daher wurden die Ergebnisse
entsprechend der Kalzifizierung der extramedulldren Matrix (vgl. Abbildung 3) in eine

frithe und eine spéte Phase gruppiert.
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Abbildung 11: Gruppierte Darstellung der relativen Proteinexpression von smad4
(+ BMP-2). Angegeben ist der Mean mit SD. **: p < 0,01; n = 2.

Zur Evaluation des BMP-Signalwegs wurde das Schliisselprotein smad4 untersucht.
Hierbei zeigte sich zunéchst eine durchschnittliche smad4-Expression von 0,021 bei den
Zellen der OM-Gruppe und von 0,023 bei den Zellen der BMP-2-Gruppe (s. Abbil-
dung 11). An den Tagen 21 und 28 sank die durchschnittliche relative smad4-Expression
in der BMP-2-Gruppe auf 0,005, wahrend in der OM-Gruppe die smad4-Expression im
Mittel nahezu konstant bei 0,024 blieb. Smad4 wurde zum Ende der erfolgreichen osteo-
genen Differenzierung unter BMP-2-Einfluss signifikant inhibiert (p < 0,01).

In Abbildung 12 ist die relative Proteinexpression des Schliisselproteins des MAPK-
Signalwegs, pp38, dargestellt. Unter Zusatz von BMP-2 konnte eine signifikant erhohte
relative pp38-Expression innerhalb der ersten 14 Tage der osteogenen Diffenzierung ge-

messen werden (p < 0,05).
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Abbildung 12: Gruppierte Darstellung der relativen Proteinexpression von pp38
(X BMP-2). Angegeben ist der Mean mit SD. *: p < 0,05. n = 2.

B-catenin
c 0.3
=)
/2]
[72]
2 0.2
Q.
X
c
E 0.15
o
S
o
. 0.04
)
4
0 7-14 21-28
Tage

gdom OM + BMP-2

Abbildung 13: Gruppierte Darstellung der relativen Proteinexpression von B-catenin
(+ BMP-2). Angegeben ist der Mean mit SD. n = 2.
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Abbildung 13 stellt die relative Proteinexpression von f-catenin als Schliisselproteins
des Wnt-Signalwegs dar. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum zeigte sich die re-
lative Proteinexpression von (-catenin nicht signifikant different. Allerdings konnte eine
tendenziell erhéhte Expression von p-catenin in den mit additivem BMP-2 behandelten
pASC dokumentiert werden.

Abbildung 14 verdeutlicht die relative Expression von FGFR2 als Schliisselprotein
des FGF-Signalwegs. Es zeigte sich kein relevanter Unterschied zwischen den beiden

Versuchsgruppen.
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Abbildung 14: Gruppierte Darstellung der relativen Proteinexpression von FGFR2
(+ BMP-2). Angegeben ist der Mean mit SD. n = 2.
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4 Diskussion

Die regenerative Medizin eréffnete in den letzten Jahrzehnten durch das Tissue engi-
neering ein weites Feld an neuen therapeutischen Moglichkeiten in der Behandlung von
Knochendefekten kritischer Grofle. Insbesondere die Verwendung von in vitro kultivier-
ten autologen MSC bilden die Grundlage fiir die erfolgsversprechende Perspektive des
Tissue engineerings. Durch den Einsatz von autologen MSC koénnen einerseits mechani-
sche und immunologische Risiken iiberwunden werden. Andererseits konnen durch die
Nutzung von MSC ethische Bedenken im Umgang embryonaler Stammzellen erfolgreich
vermieden werden. MSC sind daher zum Gegenstand intensiver Forschung geworden.
Bereits im Jahr 2000 konnte am Schafmodell gezeigt werden, dass durch Besiedlung von
Hydroxylapatitscaffolds mit BMSC die Regeneration bei critical size defects deutlich
beschleunigt werden kann (Kon etal. 2000). Weitere Meilensteine folgten. Schon bald
zeigte sich jedoch, dass die Gewinnung und der Einsatz von BMSC limitiert ist (Mazini
etal. 2019). Insbesondere die geringe Ausbeute und dadurch die Notwendigkeit haufi-
ger oftmals schmerzhafter Knochenmarkaspirationen machte die Suche nach weiteren
Quellen mesenchymaler Stromazellen notwendig. Nach Entdeckung und Isolation von
Stromazellen aus dem Fettgewebe im Jahr 2001 konnten bereits drei Jahre spater ASC
erfolgreich zur Behandlung von Knochendefekten an einem siebenjahrigen Médchen ein-
gesetzt werden (Zuk etal. 2001, Lendeckel etal. 2004). Trotz dieses klinischen Erfolgs
sind die genauen zugrundeliegenden Mechanismen der Zelldifferenzierung noch nicht
gekldrt und der klinische Einsatz bisher limitiert. Nur durch Kenntnis der exakten Stoff-
wechselwege kann die Therapie optimiert und spezifiziert werden. Denn trotz der vielen
Vorteile einer MSC-basierten Therapie sind auch Risiken wie das onkogene Potential
von Stromazellen zu beachten (Wong 2011). Durch Optimierung der Zelldifferenzierung
kann das Outcome verbessert und das Risiko von adverse effects vermieden werden. Zur
weiteren Untersuchung der beteiligten Signalwege bei der osteogenen Differenzierung
von ASC wurde ein Schweinemodell etabliert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass im
Gegensatz zu humanen ASC die osteogene Differenzierung von porkinen ASC ohne Zu-
satz von BMP-2 inhibiert ist (Bayraktar et al. 2018). Durch Hinzugabe von BMP-2 zum
osteogenen Differenzierungsmedium konnte diese Inhibition aufgehoben werden.

In dieser Arbeit wurde der spezifische Einfluss von BMP-2 auf die erfolgreiche osteo-
gene Differenzierung porkiner ASC evaluiert. Insbesondere wurden der BMP-, MAPK-,
Wnt- und der FGF-Signalweg untersucht. Ebenso wurde die Regulation beteiligter Re-
zeptoren betrachtet. Hierdurch sollte die Aufhebung der Inhibition der osteogenen Dif-

ferenzierung von ASC im Schweinemodell weiter aufgekldrt und Erkenntnisse iiber den
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Finfluss von BMP-2 auf die erfolgreiche osteogene Differenzierung gewonnen werden.
Auf Grundlage dieser Kenntnis der beteiligten Signalwege kénnen zukiinftig Therapien

zur pathologischen Knochenregeneration entwickelt werden.

4.1 Stammzellcharakter

Gemaf der Definition der International Society for Cellular Therapy (ISCT) werden
humane MSC auf Grundlage ihrer Plastikadhérenz, der Expression eines spezifischen
Oberflachenantigenmusters und durch ihre In-vitro-Multipotenz definiert (Dominici et al.
2006). Die Adhésion an Plastikoberflichen konnte im Verlauf der Proliferationsphase
an dem Boden der Zellkulturflaschen beobachtet werden. Ebenso konnte im Verlauf
der Differenzierung ein zunehmender Verlust dieser Plastikadhérenz festgestellt werden.
In der durchgefithrten Durchflusszytometrie in Passage 3 zeigten sich die Zellen aller
Spender mit einer Expression von mehr als 75 % positiv fur die Oberflachenmarker
CD29, CD44, CD73, CD90 und CD105. Die Oberflichenantigene CD14, CD26, CD31,
CD34, CD45, CD79 und HLADR zeigten mit einer Expression von jeweils weniger als
5 % negativ (vgl. Abbildung 1).

Damit prasentierten die Zellen nicht nur die von der ISCT geforderten Oberflichenan-
tigene, es konnten dariiber hinaus mit CD29 und CD44 auch weitere, bei Chamberlain
et al. 2007 beschriebene fiir MSC charakteristische Oberflichenmarker nachgewiesen wer-
den. Zuséatzlich konnten in dieser Arbeit die Zellen durch das Fehlen von CD26 von Fi-
broblasten und durch das Fehlen von CD31 von endothelialen Zellen abgegrenzt werden
(Kundrotas 2012, L. Liu et al. 2012). Eine wie in Dominici et al. 2006 fiir humane MSC
beschriebene Trennschérfe von mehr als 95 % und weniger als 2 % konnte nicht erreicht
werden. Dies ist einerseits durch die erhohte Inhomogenitiat von ASC zu erkliaren, wie
sie bereits Zuk et al. 2001 beschrieb. Zu beachten ist auch, dass die auf dem Markt er-
héaltlichen Antikorper nicht alle speziell fiir die porkine Spezies entwickelt wurden, eine
Kreuzreaktivitdt von den Herstellern aber beschrieben wurde. Angaben zur tatséchli-
chen speziesspezifischen Bindungsspezifitdt der Antikorper stehen aber aus. Hierdurch
ist ebenfalls eine tendenziell geringere Trennschéarfe zu erklaren (Noort et al. 2012).

Die grundsétzliche Moglichkeit der Differenzierung zu Chondroblasten und Adipozyten
wurde bereits in einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe untersucht (Bayraktar etal. 2018).
Auf eine erneute Evaluation wurde daher in dieser Arbeit verzichtet. Somit kann, geméf

der Definition der ISCT, von porkinen Stromazellen gesprochen werden (Horwitz et al.
2005).
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4.2 Osteogene Differenzierung

Im Schweinemodell ist die Differenzierung in osteogenem Differenzierungsmedium ohne
Zusatz von BMP-2 inhibiert. In dieser Arbeit soll der Einfluss von additivem BMP-2 auf
die Signaltransduktion der erfolgreichen osteogenen Differenzierung von porkinen ASC
untersucht werden. Zur Induktion der osteogenen Differenzierung wurden die pASC nach
entsprechender Proliferation in Passage 3 mit standardisiertem osteogenen Differenzie-
rungsmedium behandelt (Pittenger etal. 1999). Wenngleich dieses Medium fiir humane
MSC etabliert wurde, konnte in anderen Studien ebenfalls eine erfolgreiche osteogene
Differenzierung bei porkinen MSC dokumentiert werden (Noort etal. 2012). Es konnte
aber auch gezeigt werden, dass verschiedene osteogene Differenzierungsmedien in Ab-
héngigkeit der Spezies Einfluss auf die Expression spezifischer Proteine wie Osteopontin
oder Osteocalcin haben (Noort etal. 2012). Zur Vergleichbarkeit der Daten wurde das
in der Arbeitsgruppe etablierte osteogene Differenzierungsmedium nach Pittenger et al.
1999 verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass porkine ASC im Gegensatz zu humanen
ASC zur osteogenen Differenzierung auf BMP-2 angewiesen sind (Bayraktar et al. 2018).
In einer Titrationsstudie konnte eine Dosis von 450 ng/ml BMP-2 als Optimum fiir eine
osteogene Differenzierung festgestellt werden (Luong et al. 2012).

Zum Nachweis und zur Quantifizierung der osteogenen Differenzierung der pASC im
standardisierten osteogenen Differenzierungsmedium wurde die Alizarinrot-S-Farbung
verwendet (nach Stanford etal. 1995). Durch Bindung des Alizarinrot-S an Calcium-
ionen kann indirekt die Kalzifizierung der extrazelluliren Matrix nachgewiesen werden
(Puchtler etal. 1969). Hierzu wurden in dieser Arbeit wochentlich jeweils separat aus-
gesate Zellen parallel zu den Versuchsansétzen iiber einen Zeitraum von 28 Tagen mit
Alizarinrot-S angeférbt und anschliefend durch photometrische Analyse der Riicklésung
in Cetylpyrimidiumchlorid quantifiziert (Gregory et al. 2004).

In den ersten 14 Tagen der Inkubation in den jeweiligen Medien konnte kein Un-
terschied zwischen der Inkubation in osteogenem Differenzierungsmedium (OM)und in
OM unter Zusatz von BMP-2 gesehen werden. Ab Tag 21 zeigte sich sowohl mikro-
skopisch als auch photometrisch ein signifikanter positiver Einfluss von BMP-2 auf die
Kalzifizierung der extrazellularen Matrix (vgl. Abbildung 2 und Abbildung 3). Hinge-
gen zeigten die Zellen unter Inkubation in OM ohne Zusatz von BMP-2 keine Tendenz
zur osteogenen Differenzierung. Die osteogene Differenzierung der pASC ist also direkt
BMP-2-abhéngig. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Bayraktar et al. 2018.
Es zeigt sich jedoch auch, dass es im Vergleich zur Arbeit von Bayraktar etal. 2018 in
Bezug auf die Geschwindigkeit der osteogenen Differenzierung Unterschiede gibt. Griin-

de fiir die beobachtete unterschiedliche Differenzierungsgeschwindigkeit liegen zum einen
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im graduellem interindividuellen Differenzierungsprozess, aber auch im Spenderalter, der
Passage oder im Zellstress (Nguyen et al. 2012, Elkhenany et al. 2016). Aus diesem Grund
wurden im Folgenden die Ergebnisse entsprechend der Kalzifizierung der extrazelluldren

Matrix nach Tagen gruppiert.

4.3 Beeinflussung der Signalwege

Zunéachst wurde die Expression der BMP- und TGF-Rezeptoren evaluiert. Insbesondere
von Interesse sind die BMPR-I ALK2 und ALKG6, welche zusammen mit BMPR-II die
intrazellulare Signalantwort von BMP vermitteln (Zhao, Harris et al. 2002, W. Singhat-
anadgit et al. 2008). Erwartungsgemaf konnte in der vorliegenden Arbeit die Expression
des BMPR-I ALK6 durch Zugabe von BMP-2 sukzessiv iiber den Untersuchungszeitraum
hinweg signifikant gesteigert werden, ein signifikanter Unterschied zur OM-Gruppe ergab
sich dabei jedoch nicht (vgl. Abbildung 5). Fiir ALK2 ist wie fiir ALK6 in der spéten
Phase der osteogenen Differenzierung unter BMP-2-Einfluss lediglich eine tendenziel-
le Expressionssteigerung gegeniiber der OM-Gruppe zu erkennen (vgl. Abbildung 4).
Auch wenn ALKG6 bei der BMP-2-induzierten Osteogenese grundsétzlich von essentieller
Bedeutung zu sein scheint (Zhao, Harris et al. 2002, W. Singhatanadgit et al. 2008), so
konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Einfluss auf die frithe Induktion der osteogenen
Differenzierung dokumentiert werden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die charakteristischen TGF-3-Rezeptoren ALK4
und ALK7 im Gegensatz zu den BMP-spezifischen Rezeptoren ALK2 und ALKG6 nicht
relevant durch BMP-2 beeinflusst werden (vgl. Abbildung 6 und 8). Bei ALK4 konnte
eine sukzessive BMP-2-unabhéngige Inhibition iiber 28 Tage hinweg dokumentiert wer-
den. Eine moglicherweise durch die Inhaltsstoffe von OM vermittelte Regulation von
ALK4 wurde bisher nicht beschrieben. Zur Klarung dieser Beobachtung sind weitere
Untersuchungen notwendig.

Auf den ersten Blick verwunderlich erscheint die spéte signifikante Induktion des
TGF-B-Rezeptors ALK5 durch BMP-2 (vgl. Abbildung 7). Holtzhausen et al. 2014 konn-
te nachweisen, dass durch Bindung von BMP-2 an heteromeren Rezeptorkomplexen
aus je einem BMP-Rezeptor-I und TGF-3-Rezeptor-1 sowie zwei TGF-3-Rezeptor-II ein
crosstalk zum TGF-3-Signalweg besteht. Hierbei konnten unter Einfluss von BMP-2
Komplexe u.a. aus BMPR-II und ALK5 sowie ALK3 und ALK5 beschrieben werden.
Durch Bindung von BMP-2 an diese Rezeptorkomplexe konnte eine Phosphorylierung
von smad2 und smad3 beobachtet und damit eine Interaktion mit dem TGF-B-Signalweg
dokumentiert werden.

Es zeigt sich also, dass die Rezeptoren des BMP-Signalwegs unter Einfluss von BMP-2
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erst spat tendenziell hochreguliert werden. Ein crosstalk zum TGF-B-Signalweg besteht
iiber den Rezeptor ALKS5.

Zur Evaluation der Beeinflussung der osteogenen Differenzierung von pASC durch
BMP-2 wurden insbesondere der BMP-, der Wnt-, der MAPK- und der FGF-Signalweg
untersucht. Hierzu wurde die Expression der spezifischen Signalmolekiile (vgl. Tabelle 11)
in Abhéngigkeit der BMP-2-Exposition gemessen. Anhand dieser Proteinexpressionen
sind Riickschliisse auf die zugrundeliegenden Signalwege moglich.

Zur Betrachtung des BMP- und des TGF-B-Signalwegs wurde die Expression des
Schliisselproteins smad4 untersucht. Dieses Molekiil vermittelt den Transfer des Kom-
plexes aus smadl, smad5 und smad8 bzw. smad2 und smad3 in den Nukleus der Zelle
(Moustakas 2002, Karner et al. 2017). Im Nukleus reguliert der Komplex durch Bindung
an das smad binding element (SBE) die Gentranskription via DIx5 und Runx2 (Rah-
man et al. 2015). Bisher wurde kein Blockierungspuffer fiir den Antikorper gegen smad4
bei pASC beschrieben. In dieser Arbeit wurde der Nachweis von smad4 in pASC auf
Proteinexpressionsebene etabliert (vgl. Abbildung 10). Es konnte weiter gezeigt werden,
dass durch Zugabe von BMP-2 zum Differenzierungsmedium (OM) die Expression von
smad4 in pASC ab Tag 21 signifikant inhibiert wurde. Zuvor gab es jedoch keinen si-
gnifikanten Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen in der Expression von smad4
(vgl. Abbildung 11). Die Addition von BMP-2 zum OM fiihrte also nicht durch Ex-
pressionsédnderung von smad4 zur Authebung der osteogenen Differenzierung von pASC.
Gleichwohl ist smad4 fiir die Knochenbildung und Regulation derselben grundsétzlich
von Bedeutung (Tan etal. 2007). Erst in der Spatphase der osteogenen Differenzierung
war in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Inhibition von smad4 unter Einfluss
von BMP-2 zu erkennen. Durch Wechselwirkungen mit anderen Signalwegen kénnte der
TGF-B-Signalweg inhibiert werden (Zhao, Mishra etal. 2018). So wurde gezeigt, dass
der p38-MAPK-Signalweg zu einer Phosphorylierung multipler Mediatoren einschlief3-
lich smad4 und schliellich zu einem konsekutiven Abbau von smad4 fithrt (Guo etal.
2009). Eine Inhibition von smad4 verstirkt die proliferative Wirkung des Wnt-Signalwegs
auf mesenchymale Stromazellen (Salazar etal. 2013). Gleichzeitig induziert BMP-2 die
Expression von B-catenin, ebenso wie eine Aktivierung des Wnt-Signalweges zu einer
Expressionssteigerung von BMP-2 fiihrt (Jesus Perez et al. 2009, R. Zhang et al. 2013).
Passend hierzu ist eine tendenzielle Induktion von [3-catenin tiber den gesamten Un-
tersuchungszeitraum zu beobachten (vgl. Abbildung 13). Interessanterweise werden die
Rezeptoren des TGF-3-Signalwegs in der spaten Phasen tendenziell hoch- statt herunter-
reguliert. Dies lasst vermuten, dass der TGF-B-Signalweg smad-unabhéngig weiterleitet,

wie Yu et al. 2002 es bereits zeigen konnte. Zusammenfassend spielte smad4 bei der durch
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BMP-2 induzierte Aufhebung der initialen Inhibition der osteogenen Differenzierung kei-
ne Rolle. Durch welche Signalwege die Inhibition von smad4 selbst in der spéten Phase
vermittelt wurde kann in dieser Arbeit nicht abschlieffend geklart werden.

Fiir den kanonischen Wnt-Signalweg wurde die Expression des Proteins -catenin ge-
messen. Dieses Schliisselprotein bindet nach Aktivierung an den Transkriptionsfaktor
LEF / TCF und reguliert hiertiber die Transkription (Duan etal. 2016). Durch Ak-
tivierung von Runx2, DIx5 und Osterix induziert der Wnt-Signalweg die Osteogenese
und inhibiert dartiber hinaus die Transkription von adipogenen Transkriptionsfaktoren
(Einhorn und Gerstenfeld 2015). Ebenso fiihrt eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs zur
verminderten Degradation von smad-Molekiilen und somit zur Stabilisierung des BMP-
Signalwegs (Fuentealba et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass unter Addition von BMP-2 iiber den gesamten Untersuchungszeitraum [-catenin
tendenziell hochreguliert wird (vgl. Abbildung 13). Fiir diesen Effekt konnte jedoch keine
Signifikanz nachgewiesen werden. Durch Komplexbildung von R-Smads, -catenin und
LEF / TCF regulieren sowohl der BMP-Signalweg als auch der Wnt-Signalweg synergis-
tisch die Transkriptionsfaktoren der gleichen Zielgene in Osteoblasten (R. Zhang et al.
2013). Fiir diese Wechselwirkung konnte eine deutlich gesteigerte Stimulation der Akti-
vitdt der alkalischen Phosphatase, der Expression von Osteocalcin und eine gesteigerte
Mineralisation der extrazelluliren Matrix beschrieben werden (Mbalaviele et al. 2005).
Es bestehen also Hinweise darauf, dass durch Zugabe von BMP-2 zum osteogenen Dif-
ferenzierungsmedium die Expression von [3-catenin induziert und hieriiber die osteogene
Differenzierung der pASC verstarkt werden konnte.

Als Schliisselprotein fiir den p38-MAPK-Signalweg wurde die Expression von pp38 un-
tersucht. Der p38-MAPK-Signalweg ist tiber die Regulation der Transkriptionsfaktoren
Runx2, DIx5 und Osterix an der Induktion der Osteoblastendifferenzierung wesentlich
beteiligt (Jaiswal etal. 2000, G. Chen etal. 2012, Rodriguez-Carballo et al. 2016). Der
p38-MAPK-Signalweg verstiarkt insbesondere die BMP-2-vermittelte Expression von Os-
teocalcin, alkalischer Phosphatase, Typ I-Kollagen, Fibronectin und Osteopontin (Guich-
eux et al. 2003, Lai et al. 2002). Eine Aktivierung des p38-MAPK-Signalwegs wurde be-
reits 2002 beschrieben (N6th et al. 2003). Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass das Protein pp38 unter Einfluss von BMP-2 in der frithen Phase bis Tag 14
signifikant verstarkt exprimiert wird (vgl. Abbildung 12). Nach Einsetzen der Kalzifizie-
rung der extrazelluliren Matrix ab Tag 21 besteht kein signifikanter Unterschied mehr
zwischen den beiden Versuchsgruppen. Dies bedeutet, dass der zugrundeliegende pp38-
MAPK-Signalweg in der Frithphase der osteogenen Differenzierung aktiviert wird und

durch BMP-2 induziert werden kann. Ein entsprechend positiver Einfluss von pp38 auf
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die osteogene Differenzierung konnte bereits zuvor beobachtet werden (Elkhenany et al.
2016). Die Beeinflussung von ERK und JNK durch BMP-2 wird kontrovers diskutiert
(Lai etal. 2002, Guicheux et al. 2003, Elkhenany et al. 2016).

Zur Evaluation des FGF-Signalwegs wurde die Expression des Rezeptors FGFR2 un-
ter fakultativem Einfluss von BMP-2 untersucht. FGF2 induziert die Differenzierung
von Osteoblasten und hat eine entscheidende Bedeutung im Gleichgewicht zwischen Os-
teoblasten und Osteoklasten (Ikpegbu etal. 2018, Ornitz und Marie 2015). Ohne den
Finfluss von FGF2 bleibt das Knochenvolumen und die Mineralisierung der extrazellu-
laren Matrix vermindert (Montero et al. 2000). Insbesondere konnte bereits gezeigt wer-
den, dass FGF2 zusammen mit BMP-2 die Osteogenese induziert (Hanada etal. 1997,
Kuhn etal. 2013). Hierbei fiihrt FGF2 zur Expression von BMP-2 und TGF-$ (Farhadi
etal. 2005). Ebenso wird durch die FGF2-vermittelte Expressionssteigerung des BMP-
Rezeptors BMPR-IB die Signalantwort von BMP-2 verstérkt (Weerachai Singhatanadgit
et al. 2006, Gronowicz et al. 2014). Die Addition von BMP-2 hat tiber den gesamten Zeit-
raum keinen signifikanten Einfluss auf die Expression des Rezeptors FGFR2 (vgl. Abbil-
dung 14). Zwar ist FGF2 grundsétzlich fir die osteogene Differenzierung mesenchymaler
Stromazellen von Bedeutung, dieser Signalweg scheint aber nicht an der Uberwindung

der Inhibition der osteogenen Differenzierung von pASC beteiligt zu sein.

4.4 Schlussfolgerungen

Es konnte gezeigt werden, dass die osteogene Differenzierung von pASC von BMP-2
essentiell abhéngig ist (vgl. Abbildung 3). In dem osteogenem Differenzierungsmedium,
wie von Pittenger etal. 1999 beschrieben, ist die osteogene Differenzierung der pASC
inhibiert (Bayraktar et al. 2018). Nur unter Zusatz von BMP-2 konnte eine Kalzifierung
der extrazelluldren Matrix und damit eine osteogene Differenzierung von pASC nachge-
wiesen werden (vgl. Abbildung 2). Die kontinuierliche Zugabe von BMP-2 fiihrt zu einer
sukzessiven Hochregulation des BMP-spezifischen Rezeptors ALK6 (vgl. Abbildung 5).
Uber den Rezeptor ALK5 des TGF-B-Signalwegs ist ein crosstalk zu diesem Signalweg
ab Tag 19 zu erkennen (vgl. Abbildung 7). Die erfolgreiche osteogene Differenzierung,
welche durch Zugabe von BMP-2 zu dem osteogenen Differenzierungsmedium erreicht
werden konnte, wird dagegen weniger durch den BMP-Signalweg direkt selbst vermittelt.
Das zugehorige Schliisselprotein smad4 wird wihrend des Untersuchungszeitraums entge-
gen der Erwartung nicht hochreguliert, sondern inhibiert (vgl. Abbildung 11). Vielmehr
scheint eine frithe BMP-2 vermittelte Induktion des p38-MAPK-Signalwegs fiir die os-
teogene Differenzierung von Bedeutung zu sein (vgl. Abbildung 12). Der Wnt-Signalweg

scheint tendenziell unter BMP-2-Einfluss hochreguliert zu werden, eine solche Tendenz
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ist jedoch nicht als signifikant zu werten (vgl. Abbildung 13). Diese Tendenz besteht tiber
den gesamten Beobachtungszeitraum von 28 Tagen. Die Zugabe von BMP-2 scheint den
FGF-Signalweg nicht zu beeinflussen (vgl. Abbildung 14).

4.5 Kritische Betrachtung

In dieser Arbeit wurde die erfolgreiche osteogene Differenzierung mit der unter fehlen-
dem BMP-2 inhibierten Differenzierung von pASC verglichen. Insbesondere wurde der
Einfluss der fiir die osteogene Differenzierung relevanten Signalwege in vitro untersucht.
Ferner wurde evaluiert, inwiefern die fiir die Signalwege spezifischen Rezeptoren durch
BMP-2 im Verlauf der osteogenen Differenzierung moduliert werden. Nguyen et al. 2012
zeigte, dass MSC in einer In-vitro-Kultur einer Selektion nach Adaptationsfihigkeiten
unterliegen und die Differenzierung derselben hierunter beeintrachtigt sein kann. Daher
ist ein Vergleich zur In-vivo-Differenzierung notwendig. Dabei ist das hier zugrundelie-
gende Minipig-Modell bereits gut etabliert und eine osteogene Vergleichbarkeit von hu-
manen und porkinen MSC in vitro beschrieben (Bayraktar et al. 2018, Noort et al. 2012).
Es ist dabei aber immer zu beachten, dass die osteogene Differenzierung speziesspezifi-
schen und altersspezifischen Besonderheiten unterliegt (Kuhn et al. 2013). Insbesondere
bleibt weiterhin zu beachten, dass das Hinzufiigen von BMP-2 nur bei porkinen ASC
und nicht bei humanen ASC zur osteogenen Differenzierung essentiell ist. Dennoch er-
gibt sich auch im menschlichen Organismus eine therapeutische Relevanz von BMP-2.
Insgesamt ist zur weiteren Untersuchung der Bedeutung der Signalwege eine hohere
Anzahl an Spendertieren zu empfehlen, um individuelle und statistische Fehler zu mi-
nimieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben vielmehr Hinweise auf die der osteogenen
Differenzierung zugrundeliegenden Mechanismen. Bei der Evaluation von Signalwegen
ist eine weitere Untersuchung der Inhibition derselben notwendig, um die essentielle Not-
wendigkeit der beteiligten Signalwege zu spezifizieren. Durch entsprechende spezifische
Inhibition der Schliisselproteine der Signalwege wire ein Riickschluss auf die Effekte
einzelner Signaltransduktionen moglich. Ebenso wiirde eine weitere Untersuchung der
Zielgene der Signalwege (bspw. durch spezifische Knock-Out-Versuche) einen genaueren
Uberblick iiber den Einfluss von BMP-2 auf die osteogene Differenzierung geben. Es ist
hierbei zu beachten, dass in dieser Arbeit vier Signalwege untersucht wurden, bei denen
eine enge Interaktion mit BMP-2 bereits beschrieben wurde. Es sind dariiber hinaus
Interaktionen mit weiteren Signalwegen bekannt, die ebenso Einfluss auf die osteogene
Differenzierung haben (G. Chen et al. 2012). Es ist also zu empfehlen, auch diese weite-
ren Signalwege auf spezifische Einfliilsse von BMP-2 hin zu untersuchen. In dieser Arbeit

wurde kontinuierlich iiber den gesamten Zeitraum der osteogenen Differenzierung BMP-2
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in einer gleichen Dosis ergénzt. Aus anderen Arbeiten ist bekannt, dass der Effekt von
Zytokinen wie BMP-2 vom Zeitpunkt der Supplementation und der zeitabhéngigen Do-
sierung abhéngt (Hanada etal. 1997). Fiir einen spezifischen und nebenwirkungsarmen
klinischen Einsatz ist es unabdingbar, die notwendige Behandlungsdauer mit BMP-2

weiter aufzuschliisseln.

4.6 Ausblick

Zur Behandlung von critical size defects bleibt das tissue engineering ein vielverspre-
chender therapeutischer Ansatz. Die osteogene In-vitro-Differenzierung von autologen
MSC unterschiedlicher Gewebeherkunft ist dabei ein Themenfeld intensiver Forschung.
Fiir den sicheren klinischen Einsatz ist die Aufschliisselung der zugrundeliegenden Me-
chanismen der osteogenen Differenzierung von grofler Bedeutung. Durch Optimierung
der osteogenen Differenzierung in vitro kann die Anzahl der bendtigten Zellen und die
Menge von Substanzen zur Induktion der osteogenen Differenzierung reduziert und po-
tenzielle Nebenwirkungen hierdurch moglichst vermindert werden (Arthur etal. 2009).
Die Ergebnisse dieser Arbeit {iber mdogliche Einfliisse von BMP-2 auf die vier relevan-
testen Signalwege bei der osteogenen Differenzierung von pASC zeigen eindrucksvoll die
Interaktionen der an der Aufhebung der Inhibition der osteogenen Differenzierung von
pASC im standardisierten osteogenen Differenzierungsmedium auf. Es konnte dargestellt
werden, dass insbesondere die frithe Induktion des p38-MAPK-Signalwegs und eine ten-
denziell stetige Induktion des Wnt-Signalwegs bei der BMP-2-vermittelten Induktion der
osteogenen Differenzierung eine groffe Bedeutung haben. Hierbei konnte insbesondere
nicht nur ein qualitativer Nachweis der Interaktion gewonnen werden, sondern auch ein
Uberblick iiber die Zeitachse der Wechselwirkungen geschaffen werden. Diese Erkennt-
nisse sind von besonderer Bedeutung fiir die Ubertragung in vivo im Schweinemodell und
fur die spatere klinische Anwendung. Insbesondere ist es durch Kenntnis der beteiligten
Signalwege moglich, einen Schritt weiter in Richtung personalisierter Medizin zu gehen,

und zukiinftig Therapien individuell an die Patienten anzupassen (Mazini et al. 2019).
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