Klinik fiir Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie
Westdeutsche Kieferklinik

1m Fachbereich Medizin der Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf

Untersuchungen zur Eignung embryonaler Stammzellen

fiir das Tissue Engineering von Knochen

Habilitationsschrift
zur Erlangung der Venia legendi
1m Fachbereich Medizin

der Heinrich-Heine-Universitiat Disseldorf

von

Dr. med. Dr. med. dent Jorg Handschel

2007



INHALTSVERZEICHNIS

1. Einleitung

2. Material und Methode

2.1. Material

2.1.1. Zellen

2.1.2. Biomaterialien

2.1.3. Zellkulturmedien und Chemikalien
2.14. PCR-Primer und Sonden

2.1.5. Histologie

2.1.6. Enzymassays

2.1.7. Gerite

2.2 Methoden

2.2.1. Bestimmung eines geeigneten in vitro Differenzierungsmediums
2.2.1.1. Versuchsaufbau

2.2.1.2. Histologische Untersuchung
2.2.1.3. RT-PCR und Real-Time RT-PCR
2.2.2. Analyse Expressionsmuster
2.2.2.1. Versuchsaufbau

2.2.2.2. Microarray

2.2.3. In vitro Biokompatibilitdtsmessung
2.2.3.1. Versuchsaufbau

2.2.3.2. CyQuant®-Assay

2.2.3.3. Rasterelektronenmikroskopie
2.2.34. Real-Time RT-PCR

2.2.4. Mikromassenkulturen

2.2.4.1. Versuchsaufbau

2.2.4.2. Histologische Untersuchung
2.24.3. Transmissionselektronenmikroskopie
2.2.44. Elektronenstrahldiffraktionsanalyse

2.2.5. Statistische Methode



3. Resultate

3.1. Bestimmung eines geeigneten in vitro Differenzierungsmediums
3.1.1. Histologische Ergebnisse

3.1.2. RT-PCR und Real-Time RT-PCR

3.2. Analyse Expressionsmuster

3.2.1. Maus Genom Microarray

3.3. In vitro Biokompatibilitdtsmessung

3.3.1. CyQuant®-Assay

3.3.2. Rasterelektronenmikroskopie

3.3.3. Real-Time RT-PCR

3.4. Mikromassenkulturen

34.1. Histologische Ergebnisse

3.4.2. Transmissionselektronenmikroskopie

34.3. Elektronenstrahldiffraktionsanalyse

4. Diskussion

4.1. Induktion der osteoblastiren Differenzierung von ESC
4.2. Analyse des Genexpressionsmusters wiahrend der Differenzierung
4.3. Kompatibilitdt mit Biomaterialien

4.4. Mikromassenkulturen mit ESC

4.5. Klinische Bedeutung des Tissue Engineering mit ESC
5. Zusammenfassung

6. Literatur

7. Danksagung



AbKkiirzungen

Aqua dest
ADPC
BMDPC
BMP-2
Cbfal
DAG
ESC
FCS
Fox D3
GAPDH
GvHR
HvGR
ICBM
kDa

LIF
MHC
MPC
MMP
Nanog
NMTS
OLC
PBS
PDPC
PGA
PLA
Pou5fl
REM
Smad
SMID
Sox-2

destilliertes Wasser

Adipose tissue derived progenitor cells
Bone marrow derived progenitor cells
Bone morphogenic protein 2

Core binding factor alpha 1 (alias Runx2)
Dexamethason + Ascorbinsdure + 3-Glycerophosphat
Embryonale Stammzellen

fetales Kdlberserum

forkheadbox D3 (Transkriptionsfaktor)
Glyceral-3-phosphat-Dehydrogenase
Graft versus host reaction

Host versus graft reaction

Insoluble collagenous bone matrix

kilo Dalton

Leukaemia inhibitory factor

Major histocompatibility complex
Multipotente Progenitorzellen

Matrix Metallopeptidase

Nanog homeobox (Transkriptionsfaktor)
nuclear matrix targeting signal
Osteoblastendhnliche Zellen (osteoblast-like cells)
Phosphate buffered saline

Periost derived progenitor cells
Polyglycolsdure

Polylactat

Transkriptionsfaktor (alias Oct4)
Rasterelektronenmikroskop
Signalproteine (Derynck ef al., 1996)
Smad interacting domain

SRY-box 2 (Transkriptionsfaktor)



Runx2 Runt-related binding factor 2
TEM Transmissionselektronenmikroskop
Tris Trishydroxymethylaminomethan

USSC Unrestricted somatic stem cell (Nabelschnurblutstammzelle)



Einleitung

Die Therapie von Malignomen im Kiefer-Gesichtsbereich aber auch Traumata auf
Grund von Unféllen oder Rohheitsdelikten fithren hdufig zu einer partiellen
Zerstorung des Gesichtsschédels. Kieferdefekte von mehreren Zentimetern sind nicht
selten und resultieren in signifikanten funktionellen und &sthetischen
Beeintrachtigungen der Patienten. Aber auch der Alterungsprozess — insbesondere in
zahnlosen Kieferabschnitten — verursacht zum Teil extreme Knochenatrophien.
Dieser Knochensubstanzverlust ist bei starker Auspragung letztlich dafiir
verantwortlich, dass diese Patienten weder mit schleimhautgetragenen Prothesen noch
mit implantatverankertem Zahnersatz versorgt werden konnen. Allen beschriebenen
Krankheitsbildern ist gemein, dass die Wiederherstellung des kndchernen
Gesichtsskeletts mit seinen funktionellen und dsthetischen Aspekten fiir die
Lebensqualitit der Patienten von grof3er Bedeutung ist.

In den letzten Jahrzehnten gab es in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
entscheidende Fortschritte beziiglich knochenrekonstruktiver
Behandlungsmdglichkeiten. Hatte sich die Chirurgie zuvor auf die Resektion
erkrankten Gewebes beschrinkt, so wurde nun zunehmend der Fokus auf die
Reparation von Defekten gelegt. Fiir die Uberbriickung von Knochendefekten wurden
zundchst hdufig synthetische Materialien wie z.B. Polymethylmetacrylate (Pochon
and Kloti, 1991), Polyurethane (Leake and Habal, 1976) oder Metalloxid-Keramiken
(Binderman and Fin, 1990; Frenkel and Niederdellmann, 1975) verwandt. Diese
Materialien verbesserten die Mdglichkeiten der Chirurgen, die Form des
Knochenskeletts und teilweise auch dessen Funktion wieder herzustellen. Obwohl
den meisten Knochenersatzmaterialien spezifische Nachteile zuzuschreiben sind,
stellt die Implantation dieser Materialien z.T. auch heutzutage noch (z.B.
Polymethylmetacrylate (Louis and Cuzalina, 2000)) eine hiufige
Behandlungsmethode im klinischen Alltag dar. Zur Erreichung langfristiger
Behandlungserfolge wird mittlerweile zunehmend berticksichtigt, dass das
Knochenskelett einem komplexen und dynamischen Geschehen unterworfen ist,
gekennzeichnet durch einen adaptativen Knochenan- und -abbau. Sowohl der Erhalt

ortsstindigen Knochens und insbesondere die Knochenneubildung basieren auf der



Féhigkeit vieler ossdrer Gewebe, dynamische Umbauprozesse in Gang zu setzen, die
zu einer Restitutio ad integrum fiihrt. Die Knochenheilung nach Fraktur oder
Osteotomie stellt das klassische Beispiel einer solchen Restitutio dar (Rodan, 1992).
Diese Erkenntnisse fiihrten zu einer verstirkten Verwendung autologer Transplantate
zur Knochenrekonstruktion. Diese Transplantate enthalten im Gegensatz zu reinen
Knochenersatzmaterialien lebende, biologisch aktive Zellen, die sowohl an der
Einheilung als auch z.B. an der Adaptation an die lokalen mechanischen
Anforderungen beteiligt sind. Auf Grund der Vorteile, welche die Transplantation
autologen Gewebes bietet, kann hier aktuell von einem ,,Gold-Standard* beziiglich
der Knochenrekonstruktion gesprochen werden (Pretorius ef al., 2005). Neben nicht
vaskularisierten freien Knochentransplantaten werden fiir groere Defekte
mikrovaskulir anastomosierte Transplantate verwendet (Mehta and Deschler, 2004;
Wolff et al., 1996; Wolff et al., 2003). Letztere bieten gerade bei groBBeren Defekten
oder in vorgeschidigtem Gewebe (z.B. post radiationem) Vorteile (Smolka and
lizuka, 2005). Zwei wesentliche Nachteile der Transplantation von autologem
Knochengewebe sind jedoch zum einen die Morbiditdt auf Grund des
Entnahmedefektes (Nkenke et al., 2001; Nkenke et al., 2004; Sasso et al., 2005;
Youdas et al., 1988) und zum anderen die quantitative Limitation des zur Verfiigung
stehenden Knochenreservoirs.

Die aktuelle Forschung konzentriert sich daher zunehmend auf zellbasierte
Knochenregenerations- und Rekonstruktionsanétze. Zellen synthetisieren die
extrazelluldre Matrix und steuern den Mineralisationsprozess. Sie bilden die Basis
einer biologischen Knochenregenerationsstrategie. Vitale Zellen konnen dabei
Gewebefunktionalitdten wiederherstellen, aufrechterhalten oder auch weiter

verbessern (Langer and Vacanti, 1993; Lysaght and Reyes, 2001).

Zellbasierte Knochenregenerationsstrategien

Prinzipiell gibt es drei verschiedene Moglichkeiten fiir zellbasierte
Knochenregenerationsstrategien:

» Transplantation von Zellen in einem Gewebeblock

» In situ Aktivierung von Zellen



» Transplantation von isolierten und/oder extrakorporal kultivierten Zellen, ggf.
auch als extrakorporal generiertes Gewebekonstrukt
Der Transfer von Zellen in einem Gewebeblock (klassisches Knochentransplantat)
stellt, wie bereits erwidhnt, eine in der klinischen Praxis hdufig durchgefiihrte
Behandlungsoption dar. Vorteilhaft ist hier die hohe mechanische Kompetenz des
Transplantates. Zudem werden im Transplantat alle organischen und anorganischen
Komponenten zur Verfiigung gestellt, die ein schnelles Remodeling ermdglichen. Als
Nachteile sind die quantitative Limitation des Spenderareals und die
Entnahmemorbiditét zu nennen (s.0.).
Die in situ Aktivierung von Zellen bendtigt hingegen keinen Spenderknochen. Hier
werden ortsstindige oder benachbarte korpereigene Zellen durch verschiedene
Stimuli zur Knochenbildung angeregt. Mechanische Reize wie etwa Dehnungsreiz
bei der Distraktionsosteogenese (Meyer et al., 1999a; Meyer et al., 1999b),
elektromechanische Reize (Aaron et al., 2004; Markaki and Clyne, 2004) und die
Stimulation durch Zytokine (z.B. BMP-2 (Kubler et al., 1998), BMP-7 (Terheyden et
al., 2001) oder BMP-2-Mutanten (Depprich et al., 2005)) sind typische Beispiele fiir
die in situ Aktivierung. GroBere Defekte oder vorgeschadigte ortsstindige Zellen
(z.B. post radiationem) schrinken allerdings die Anwendbarkeit ein.
Die Transplantation von extrakorporal generierten Konstrukten reprasentiert das nach
europdischer Definition klassische ,, Tissue Engineering®. Zellen werden in vitro auf
bzw. in einer Matrix (Biomaterial) kultiviert und anschlieBend zusammen mit dem
Biomaterial transplantiert. Dieser Ansatz steht zur Zeit noch am Anfang seiner
Erprobung. Vor- und Nachteile hingen dabei von den verwendeten Komponenten ab.
Insbesondere den Matrixmaterialien (Handschel ez al., 2002; Wiesmann et al., 2004)
und den verschiedenen Zellpopulationen (Handschel et al., 2006b) kommt dabei

entscheidende Bedeutung zu.

Einteilung der verschiedenen Zellarten fiir ,, Tissue Engineering* von Knochen
Zellen, die fiir die extrakorporale Generierung von Knochen eingesetzt werden,
konnen im Wesentlichen autologen, allogenen oder xenogenen Ursprungs sein. Jede
Kategorie kann wiederum nach ihrer Differenzierungskapazitdt unterteilt werden.

Sowohl reife, ausdifferenzierte Zelllinien (z.B. Osteoblasten) als auch sogenannte



multipotente mesenchymale Progenitorzellen wurden im ,, Tissue Engineering* von

Knochen eingesetzt. Aber auch erste Versuche mit pluripotenten Zellen wie etwa

embryonalen Stammzellen (ESC) (Heng et al., 2004; zur Nieden et al., 2005) oder

pluripotenten Nabelschnurblutstammzellen (USSC) (Kogler et al., 2004) wurden

kiirzlich beschrieben. Als totipotent werden Zellen bezeichnet, die sich teilen und

einen Organismus bilden konnen. Pluripotente Zellen konnen letzteres zwar nicht,

differenzieren sich aber unter den entsprechenden Bedingungen in alle verschiedenen

Gewebe eines Organismus. Multipotente Zellen wiederum sind in der Lage, sich

zumindest in einige verschiedenen Zelllinien zu differenzieren. Neben diesen

natiirlich vorkommenden Zellen wurden zur Erforschung grundlegender Prozesse der

Knochenbildung in vitro auch genetisch modifizierte Zelllinien entwickelt. Demnach

lassen sich die verschiedenen Zellpopulationen folgendermallen einteilen (Handschel

et al., 2006b) (s. Tabelle 1):

Natiirlich vorkommende Zellen

Genetisch modifizierte Zellen

Toti- und Pluripotente Zellen
e Embryonale Stammzellen (ESC)
e Nabelschnurblutstammzellen (USSC)

Multipotente Zellen
e ADPC
e BMDPC
e PDPC
e Progenitorzellen aus GefaBwinden
e Progenitorzellen aus Plazenta

Unipotente Zellen
e Priosteoblasten
e “Lining cells”
e Osteoblasten
e Osteocyten

e (Osteosarkom Zelllinien

e Immortalisierte Zelllinien
O Sspontan
o transformiert
e Nicht transformierte clonale
Zelllinien

Tab. 1: Einteilung von Zellen fiir das Tissue Engineering von Knochen. ADPC =
Progenitorzellen aus Fettgewebe, BMDPC = Progenitorzellen aus Knochenmark,

PDPC = Progenitorzellen aus Periost

Zu den toti- und pluripotenten Zellen, die sich in nahezu jede Zelllinie differenzieren

konnen, gehdren ESC und USSC. Sie konnen sich sowohl in Zelllinien, die bei der

Knochenbildung direkt an der Mineralisation beteiligt sind, als auch beispielsweise in

Endothelzellen differenzieren, die ebenfalls eine wichtige Funktion bei der Bildung

von Knochengewebe tibernehmen. Multipotente Progenitorzellen (MPC), die aus




verschiedenen Geweben gewonnen werden konnen (z.B. Knochenmark, Fett, Periost,
etc.), konnen sich zumindest noch in verschiedene mesenchymale Zellinien
differenzieren. Osteoblasten und Osteozyten gehdren in die dritte Kategorie
(unipotente Zellen). Sie sind bereits ausdifferenziert und eine Dedifferenzierung
konnte bei Sdugetierzellen bis heute noch nicht nachgewiesen werden.

Wihrend MPC und die ausdifferenzierten Zelllinien in der Regel autologen
Ursprungs sind und daher vom spdteren Empfanger zunédchst entnommen werden
miissen, sind ESC immer allogenen oder xenogenen Ursprungs, so dass keine
Entnahmemorbiditét fiir den Empfénger besteht. Hinzu kommt, dass MPC z.B. in
Knochenmarkaspiraten eine wenig reprisentierte Subpopulation darstellen. Nur eine
von 100.000 Zellen aus dem Knochenmark ist eine MPC (D'Ippolito et al., 1999;
Quarto et al., 1995). Das Erneuerungspotenzial dieser Zellen ist im Gegensatz zu
ESC nur begrenzt (McCulloch ef al., 1991) und mit hoherem Lebensalter nehmen das
Proliferationspotenzial und die Differenzierungskapazitit der entnommenen Zellen ab
(D'Ippolito et al., 1999; McCulloch et al., 1991; Quarto ef al., 1995).

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich daher auf ESC als Reprasentanten fiir toti- und

pluripotente Stammzellen.

Embryonale Stammzellen (ESC)

ESC stellen die Hauptvertreter der toti- und pluripotenten Stammzellen dar. Vor tiber
20 Jahren gelang es erstmals ESC aus der Maus zu isolieren und zu kultivieren
(Martin, 1981). Ende des letzten Jahrtausends gelang schlieBlich auch die Etablierung
einer stabilen humanen ESC-Zelllinie (Thomson et al., 1998). ESC werden
iblicherweise aus der inneren Zellmasse von Blastozysten gewonnen und
reprisentieren die Stammzellen, die sich im Laufe der Ontogenese in die
verschiedenen Zelllinien des Organismus differenzieren konnen. Zunichst wurden
ESC zusammen mit anderen Zellen kultiviert, die als Feederzellen bezeichnet werden
und beispielsweise aus mitotisch inaktivierten Fibroblasten bestehen konnen (Bielby
et al., 2004; Burt et al., 2004; Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Diese Co-
Kulturen mit anderen Zellen sind jedoch nicht notwendig, wenn Leukaemia inhibitory
factor (LIF) dem Medium hinzugefiigt wird (Chambers, 2004; Smith et al., 1988).
Ohne diesen Zusatz (LIF) differenzieren sich ESC in morphologisch uneinheitliche
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Zellpopulationen, die Genexpressionsmuster sowohl endodermaler als auch
mesodermaler Zellen aufweisen (Niwa ef al., 2000). Einen betrachtlichen Sprung in
der Stammzellforschung stellte die gezielte Differenzierung muriner und humaner
ESC zu bestimmten Zelllinien dar. So wurden ESC in Kardiomyozyten (Klug et al.,
1996), Neurone (Lee ef al., 2000; McDonald ef al., 1999) und auch glatte
Muskelzellen (Drab et al., 1997) differenziert. SchlieBlich konnte kiirzlich auch
gezeigt werden, dass es moglich ist, ESC unter besonderen Kulturbedingungen in
osteoblastendhnliche Zellen (OLC) zu differenzieren (Chaudhry et al., 2004; Heng et
al., 2004; zur Nieden et al., 2005). Die gebrauchlichste Methode, um ESC gezielt in
OLC zu differenzieren, ist der Zusatz von Dexamethason, Ascorbinsdure und 3-
Glycerophosphat (DAG) zum Nahrmedium (Bielby ef al., 2004; Chaudhry et al.,
2004). Aber auch Zytokine wie BMP-2 oder Vitamin D3 konnen die osteoblastire
Differenzierung von ESC fordern (zur Nieden et al., 2005). Welches Medium fiir die
Differenzierung von ESC zu Osteoblasten am geeignetsten ist, ist genauso unklar wie
die bei der Differenzierung exprimierten Genexpressionsmuster.

Im Gegensatz zu MPC aus adultem Gewebe werden ESC als ,,immortal bezeichnet
und haben ein unbegrenztes Erneuerungspotenzial. ESC stellen somit eine
ausreichende Resource dar, um Osteoprogenitorzellen oder OLC fiir
Transplantationen zu generieren. Demgegentiiber sind das Proliferations- und
Erneuerungspotenzial sowie die Differenzierungskapazitidt von MPC beschriankt und
nehmen mit dem Alter des Spenders weiter ab (D'Ippolito ef al., 1999; Quarto et al.,
1995).

Eine grofle Herausforderung fiir die Verwendung von ESC fiir Knochentransplantate
ist die Frage der Immuntoleranz durch einen immunkompetenten Empfénger.
Hoffnungsvoll stimmen diesbeziiglich die Ergebnisse von Burt und Mitarbeitern
(Burt et al., 2004), die ESC in ,,MHC-mismatched* Mause transplantierten und weder
klinische noch histologische Anzeichen einer AbstoBBungsreaktion (Host-versus-
Graft-Reaction (HVGR) oder Graft-versus Host-Reaction (GVHR)) beobachteten.
Zudem beschrieb Zavazava in seinem Ubersichtsartikel, auf Basis verschiedener
Studien, das Potenzial von ESC eine Immuntoleranz zu induzieren (Zavazava, 2003).
Es gibt Hinweise, dass die Antigenitit fremder ESC durch die Suppression der MHC-

Genexpression vermindert wird (Heng et al., 2004). Andere Bedenken beziiglich der
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Verwendung von ESC fiir Transplantationen beziehen sich auf eine mogliche maligne
Entartung der Zellen. So wurde beschrieben, dass transplantierte undifferenzierte
ESC in Tieren das Auftreten von Teratomen und Teratokarzinomen erhhen kdnnen
(Trounson, 2002). Andererseits haben viele Autoren in ihren jeweiligen in vivo
Untersuchungen mit ESC keinerlei Hinweise auf tumordse Entartungen finden
konnen (Zhang et al., 2001). Ob schlieBlich fiir Zellen, die eingebunden in eine
Matrix sind, oder fiir vordifferenzierte ESC ein relevantes Entartungsrisiko besteht,
ist jedoch nicht bekannt.

SchlieBlich gibt es auch noch ethische und rechtliche Bedenken bzw.
Einschrankungen fiir die Verwendung von humanen ESC fiir wissenschaftliche
Versuche und klinische Behandlung. Die vorhandenen Bedenken griinden in der
Regel darauf, dass die Entnahme von ESC aus der Blastozysten mit der Zerstérung
des Embryos verbunden ist. Die aktuelle Debatte iiber den ethischen Status des
Embryos beschéftigt sich mit der Fragilitdt und Wehrlosigkeit des humanen Embryos
und fokussiert sich letztlich auf die Frage, ob der Schutz und die Integritét des
humanen Embryos oder aber potenzielle Therapieoptionen fiir Patienten ein h6heres
Gut darstellen. Verbunden damit ist die Diskussion, ob der absolute Respekt vor dem
individuellen menschlichen Leben bereits mit der Konzeption oder erst spiter beginnt
(Cogle et al., 2003; Gilbert, 2004). Nachdem sich die Bundesrepublik Deutschland
mit dem Embryonenschutzgesetz (ESchG, in der Fassung vom 13.12.1990) global
betrachtet eine eher restriktive Verwendung der humanen ESC auferlegt hat, ist auf
Grund der internationalen Entwicklung eher von einer mittelfristigen Lockerung
beziiglich der Gewinnung und Verwendung von ESC auch in Deutschland
auszugehen, zumal das Européische Parlament in seiner Plenarsitzung am 15.6.2006
beschlossen hat, die Forschung mit humanen embryonalen Stammzellen unter

bestimmten Kriterien zu fordern.

Knochen und Osteoblasten

Knochen ist ein spezialisiertes Stlitzgewebe, das durch die Mineralisation von
Osteoid, der nicht calzifizierten homogenen Extrazellularmatrix, entsteht. Als
zelluldre Elemente lassen sich neben den fiir die Gefaversorgung wichtigen
Endothelzellen vor allem Zellen der Osteoblastenreihe und Osteoklasten

unterscheiden. Wéhrend Praeosteoblasten, Osteoblasten und Osteozyten sich aus
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mesenchymalen Vorlduferzellen differenzieren, stammen Osteoklasten aus
monocytiren Stammzellen des Knochenmarkes und damit von hdmatopoetischen
Stammzellen ab. Die Extrazellularmatrix wird von Osteoblasten sezerniert und
enthdlt in ihrem organischen Anteil zu ca. 90% Kollagen Typ I (Loffler, 2000), das
als Tropokollagen von den Osteoblasten produziert wird. Kollagen Typ I ist ein
Hetero-Trimer, das aus zwei al-Ketten und einer a2-Kette besteht, die getrennt von
einander genetisch codiert sind. Die Expression von Kollagen Typ I ist ein typischer
Marker fiir mesenchymale Zellen (Bilezikian et al., 1996). In der Folgezeit werden
der Extrazellularmatrix Calcium- und Phosphationen zugefiihrt und es entstehen in
enger Beziehung zu den Kollagenfibrillen Hydroxylapatitkristalle. Der so entstandene
Knochen wird Geflechtknochen genannt und baut sich schlieflich unter dem Einfluf3
verschiedener Faktoren (z.B. mechanische Belastung) und unter Mitwirkung von
Osteoblasten und Osteoklasten in Lamellenknochen um.

Im Verlauf der Knochenbildung éndert sich allerdings die Zusammensetzung der
Osteoblastensekrete. In der frithen Phase der Knochenentwicklung wird Osteopontin
sezerniert. Osteopontin ist ein einkettiges, hoch phosphoryliertes Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von ca. 32 kDa. Osteopontin verbindet organische und
anorganische Matrixkomponenten miteinander und ist damit an der Gewebeadhdsion
beteiligt (McKee and Nanci, 1996). In vitro Experimente an Ratten weisen auf eine
Bindung von Osteopontin an Hydroxylapatit hin, die durch seine hohe Affinitdt fiir
Calciumionen (Somerman et al., 1987) geschaffen wird. Osteonectin ist ein
weitverbreitetes nichtkollagenes Glykoprotein, das auf Grund seiner ebenfalls hohen
Affinitdt zu Calciumionen und Hydroxylapatit als Modulator fiir Zell-Matrix-
Verbindungen agiert (Termine and Robey, 1996). Mit der Expression des
membranstidndigen Glykoproteins Alkalische Phosphatase beginnt schlieSlich nach
derzeitigem Wissensstand die Mineralisation der Matrix (Zernik et al., 1990).
Allerdings ist die Alkalische Phosphatase kein knochenspezifisches Enzym. Die
Expression wird ndmlich auch in undifferenzierten embryonalen Stammzellen
beobachtet (Phillips ef al., 2001). Als spites Protein der extrazelluliren Matrix wird
Osteocalcin sezerniert (Aubin and Liu, 1996). Es stellt ca. 1-2% aller Proteine im
Knochen dar. Zu seinen bekannten Funktionen gehort die Rekrutierung (Recruitment)

von Osteoklasten (Davies, 1996). Zusammengefasst wird durch die zeitlich
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koordinierte Synthese der beschriebenen Proteine bzw. durch die Expression der
entsprechenden Gene die Differenzierung in einen reifen Osteoblasten beschriebenen.
Allerdings muf3 auch der Mineralisationsprozess evident sein, um der funktionalen
Definition eines Osteoblasten (Zelle, die extrazellulire Matrix produzieren, welche
schlieBlich mineralisiert) zu genligen. Dementsprechend muss fiir die
Charakterisierung eines Osteoblasten auch der histologische Nachweis von
kalzifizierter Extrazellularmatrix z.B. mit Hilfe der von Kossa-Farbung gefiihrt
werden.

Die Differenzierung zu synthetisch aktiven Osteoblasten ist ein komplexer Prozess.
An der Differenzierung sind auf der Ebene der Genexpression verschiedene
Transkriptionsfaktoren beteiligt, von denen einige bereits in der wissenschaftlichen
Literatur beschrieben wurden. Fiir die Differenzierung in Préosteoblasten scheint
Runx2/Cbfal notwendig zu sein. Der durch das Runx2/Cbfal-Gen codierte
Transkriptionsfaktor weist Bindungsstellen fiir die Promotorsequenzen der o.g.
osteoblastentypischen Proteine auf (Kern et al., 2001) und fordert so die Expression
dieser Gene. Dariiber hinaus scheint Runx2/Cbfal auch noch die Mitoserate von
Osteoprogenitorzellen zu beeinflussen. Allerdings fiihrt die Expression von
Runx2/Cbfal nicht zwangslaufig zu reifen Osteoblasten (Pratap et al., 2003). Ein
Ausfall von Runx2/Cbfal hingegen fiihrt zu schweren cleidocranialen
Knochenanomalien (Mundlos et al., 1997; Otto et al., 1997). Fiir die weitere
Differenzierung zu reifen Osteoblasten scheint der Faktor Osterix notwendig zu sein
(Nakashima et al., 2002). Osterix bindet an spezifische Guanin/Cytosin-reiche DNA-
Sequenzen und fordert die Ausbildung des osteoblastidren Phinotyps. Neben diesen
beiden Transkriptionsfaktoren konnen auch sogenannte Notch-Transmembran-
proteine die Differenzierung zu Osteoblasten beeinflussen, indem sie die Auspragung
adipozytentypischer Charakteristika fordern und so die Differenzierung von
mesenchymalen Vorlduferzellen zu Osteoblasten verhindern (Sciaudone ef al., 2003).
Weitere EinfluBfaktoren wie BMP-2, zytomechanische Reize oder auch
Entziindungsfaktoren kdnnen ebenfalls an der osteoblastiren Differenzierung beteiligt
sein. Auch das aus der Drosophila-Genetik bekannte Wnts/LRPS5 beeinflusst die
BMP-2-vermittelte Aktivitdt der alkalischen Phosphatase (Rawadi et al., 2003). Das

genaue Zusammenspiel ist jedoch sehr komplex und im Detail noch nicht bekannt
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(Jager et al., 2004). Ob und ggf. welche Triagermaterialien fiir in vitro generierte
Knochenkonstrukte die Zelldifferenzierung beeinflussen kénnen, ist noch nicht
untersucht. Aktuell diskutierte Trigermaterialien unterscheiden sich dabei nicht nur
hinsichtlich der physiko-chemischen Eigenschaften, sondern auch bzgl. der
Strukturunterschiede (z.B. Oberfldcheneigenschaften, Porositit, etc.) (Wiesmann et

al., 2004).
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Mikromassenkulturen

In héheren Organismen sind Zellen eingebunden in eine extrazellulare Matrix und
stehen mit anderen Zellen in direktem Kontakt (z.B. via gap junctions). Es ist
bekannt, dass die Verbindungen zur extrazelluldren Matrix, z.B. {iber Integrine, viele
zelluldre Funktionen wie Proliferation, Zelldifferenzierung, Zellmigration oder
Apoptose beeinflussen kdnnen (Boudreau and Jones, 1999). In herkdmmlichen 2D-
Zellkulturen wird diesem Umstand nicht Rechnung getragen, weshalb diese in vitro
Kulturen mutmaBlich weit weniger die tatsdchlichen Gegebenheiten unter in vivo
Bedingungen imitieren als es bei 3D-Kulturen der Fall ist. So konnte beispielsweise
die Proliferation von Mammakarzinomzellen durch B1-Integrin-Antikérper sowohl in
3D-Kulturen als auch in vivo blockiert werden, wihrend dies in 2D-Kulturen nicht
moglich war (Weaver ef al., 1997). Bei 3D-Kulturen ist wiederum zu unterscheiden,
ob die Zellen auf eine dreidimensionale Matrix (z.B. Alginatgel (Steinert et al.,
2003), Polylactatester (PLA) (Wang et al., 2004) oder Kollagengel (Maeno et al.,
2005)) gesetzt werden oder ob die extrazellulére Matrix von den kultivierten Zellen
selbst gebildet wird. Letzteres spiegelt eher die Verhéltnisse in vivo wider und wird
bei Mikromassenkulturen genutzt (Handschel et al., 2006a). Mikromassenkulturen
mit OLC zeigten eine schnellere und ausgeprégtere osteoblastdre Differenzierung als
2D-Kulturen (Gerber and ap Gwynn, 2001; Gerber and ap Gwynn, 2002). Die Zellen
in der Mikromassenkultur scheinen dabei den Kondensationsprozess zu imitieren, der
in vivo fiir die skelettale Entwicklung bedeutsam ist (Hall and Miyake, 2000).
Kiirzlich konnten Tanaka und Mitarbeiter zeigen, dass Mikromassenkulturen auch
mit embryonalen Stammzellen moglich sind und sich diese Zellen in knorpeldhnliche
Zellen differenzieren lassen (Tanaka et al., 2004). Ob dies auch fiir eine osteogene

Differenzierung gilt, ist jedoch noch nicht bekannt.

Eigene Vorarbeiten mit Mikromassenkulturen

Die Mikromassenkulturtechnik wurde bereits mit Chondroblasten etabliert und die

derart gewonnenen “Knorpelsphdren” in einem Tierversuch anschlieBend den
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Spendertieren wieder reimplantiert (Meyer et al., 2006). Wihrend in diesem ersten
Schritt insbesondere die Generierung und der préklinische Einsatz von
Chondrosphéren untersucht wurden, zeigten erste Versuche der Generierung von

Osteoblastensphiren prinzipiell dhnliche Ergebnisse in der Mikromassenkultur.

Abb. 1: “Osteoblastensphdre®. Fiir die lichtmikroskopische Auflichtaufnhahme wurde
diese vitale Kultur nicht fixiert. Deutlich ist das rundliche Zellaggregat zu erkennen.

Die maturen Osteoblasten wurden zundchst in einem Zellmonolayer kultiviert und
stark proliferiert. Die Zellen wurden dann abgelost und in die eigentlichen
Kulturkammern (mit einer nicht adhésiven Oberfliche) iberfithrt, wo sie sich
innerhalb von ein bis drei Tagen zu einer sphirischen Formation zusammenschlie3en.
Je nach Ausgangszellzahl kann diese Sphire mehr als 0.Imm im Durchmesser grof3
sein. Die &dullere Form der Osteosphdren ist kugelig bis sphirisch, wie in der
Abbildung 1 erkennbar ist. Zwischen Sphire und Unterlage gibt es in den ersten
beiden Wochen der Kultur keine Verbindung, die Sphéren sind nicht an einer Stelle
fixiert. Histologisch sind die Osteoblastensphdren schon nach einer Woche
gekennzeichnet durch eine zellreiche AuBBenschicht und ein zelldrmeres, aber dafiir
matrixreicheres Zentrum (Abbildung 2). Die Sphiren werden an ihrer Oberfldche von
einer diinnen “Grenzschicht®, bestehend aus 2 bis 3 Lagen langgestreckter Zellen,

abgeschlossen. Diese Grenzschicht ist sehr diinn und nach aulen glatt. An einigen
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Stellen konnen bei den bisherigen kurzen Kulturzeiten (als Sphére) von 2-3 Wochen

schon Hinweise auf eine “Osteoidbildung® gefunden werden, wie Abbildung 2 zeigt.

Abb. 2: HE-Fiarbung einer “Osteoblastensphére®. Eine zellreichere AuBenschicht
umgibt die zelldirmeren, aber an extrazelluldrer Matrix reicheren zentralen Anteile.

Auch in der Fluoreszenzaufnahme sind zentralen Bereiche mit extrazelluldrer Matrix

deutlich als gelbe ,,Flecken zu erkennen (Abbildung 3).
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Abb. 3: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung einer “Osteoblastensphére®.

Ziel der Studie
Embryonale Stammzellen als Vertreter pluripotenter bzw. totipotenter Zellen kdnnten
eine wichtige Resource fiir das Tissue Engineering von Knochen werden. Ziel dieser
Studie ist es daher, die Eignung dieser Zellen fiir diesen Zweck niher zu analysieren.
Im einzelnen sollen dabei folgende Fragestellungen bearbeitet werden:
» Welches Medium eignet sich fiir eine osteoblastére Differenzierung von ESC
und wie lange dauert dieser Prozess?
» Welche Gene sind an dieser Entwicklung beteiligt und zu welchem Zeitpunkt
werden diese hoch-/herunterreguliert?
» Welche gédngigen Biomaterialien zeigen eine hohe Kompatibilitét mit den
ESC?
» st eine osteogene Differenzierung in Mikromassenkulturen mit ESC

moglich?
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2.

2.1.

2.1.1.

Material und Methode

Material

Zellen

Fiir die Durchfiihrung sowohl der in vitro Versuche zur osteoblastiren

Zelldifferenzierung und zur Kompatibilitit von Biomaterialien als auch fiir die

Mikromassenkulturen wurden murine embryonale Stammzellen verwendet. Die

Zelllinie stammt aus der inneren Zellmasse der murinen Blastozyste und wurde am

Gestationstag 3,5 entnommen und etabliert. Die Zellen wurden vom Institut fiir

Medizinische Mikrobiologie (Direktor: Univ.-Prof. Dr. K. Pfeffer) zur Verfiigung

gestellt.

Biomaterialien

Fiir die Testung geeigneter Matrixmaterialien wurden folgende Préparate gewahlt:

Anorganischer boviner Knochen (Bio Oss ®)

(Fa. Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Schweiz)

B-Tricalziumphosphat kleinporig (Cerasorb ®)

(Fa. Curasan AG, Kleinostheim, Deutschland)

B-Tricalciumphosphat multipords (Cerasorb M ®)

(Fa. Curasan AG, Kleinostheim, Deutschland)

PLA/PGA, Copolymer aus Polylactat (PLA) und Polyglycolsdure (PGA)
(Priv.-Doz. Dr. H.-P. Wiesmann, Klinik fiir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie, Universitdt Miinster, Deutschland)

Boviner ICBM (insoluble collagenous bone matrix)

Die Herstellung erfolgte im eigenen Labor aus Rinder-Femurknochen nach einem

bereits etablierten Verfahren (Depprich et al., 2005; Wurzler et al., 2004):

1. Spongiosaaufbereitung fiir ICBM-Herstellung
Die Femurknochen werden bei —80°C fiir mindestens 24h eingefroren und
anschlieBend mit der Bandséige so zugeschnitten, dass nach der Entfernung von

Muskelansitzen, Periost und Kompakta nur noch Spongiosaplatten von ca. lem
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dicke verbleiben. Das Knochenmark wird mit einem Wasserdampfstrahler sowie

Druckluft entfernt.

2. Entfettung der Spongiosascheiben
Durch dreimaliges Einlegen in eine Chloroform-Methanol-Lésung (Verhiltnis
3:1) fiir jeweils 24h unter stindigem Riihren werden die Scheiben entfettet und

anschlieBend in 5 1 Aqua destillata 30 min gewaschen.

3. Bleichen
Die Spongiosascheiben werden in 3% H,O, fiir ca. 15 min gebleicht,

anschlieBend in Aqua destillata gewaschen.

4. Demineralisierung
Durch dreimaliges Einlegen in 0,5 M HCI-Losung fiir jeweils 90 min unter
staindigem Riihren werden die Spongiosascheiben demineralisiert und

anschlieBend in Aqua destillata gewaschen.

5. Zuschnitt der Probenkdrper

Mit einem Trepanbohrer (Innendurchmesser 6,0 mm) werden aus den 1cm dicken
Spongiosascheiben Zylinder ausgestanzt und anschlieBend halbiert, so dass die
Probenkdrper abschliefend die folgenden Mafle haben:

Durchmesser: 6,0 mm / Lange: 5,0 mm

6. Inaktivierung osteoinduktiver Matrixproteine
Unter stindigem Riihren werden die Probenkorper in 1 1 4M Guanidin-

HCI1/50mM Tris-HCI mit pH 7,0 fiir 16h bei 4°C eingelegt.

7. Waschen
Zweimaliges Einlegen der Probenkdrper in 1 1 50mM Tris-HCI mit pH 7,0 /0,15
M NaCl fiir 4 h bei 4°C und anschlieBend Waschen in Aqua destillata fiir 30 min

bei Raumtemperatur.
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8. Lyophilisieren

Zunéchst einfrieren der Probenkdrper fiir mindestens 24 h bei —80°C und
anschlieBend lyophilisieren fiir 24 h bei —4°C und 0,05mbar.

Die fertigen Probenkdrper wurden im Kiihlschrank bei —4°C gelagert.

Abb. 4: REM-Aufnahme eines ICBM-Probenkorpers. Links oben ist der fiir die
Mikroskopie technisch notwendige Graphit-Kontakt zu erkennen

Zellkulturmedien und Chemikalien

Bone morphogenic protein 2 (BMP-2) (Prof. Dr. Sebald, Institut fiir
Physiologische Chemie II, Bayrische
Julius-Maximilians-Universitét
Wiirzburg, Deutschland)

Leucemia inhibitory factor (LIF) (Prof. Dr. Pfeffer, Institut fiir Med.
Mikrobiologie, Heinrich-Heine
Universitit Diisseldorf, Deutschland)

Dulbecco modified eagle medium (DMEM) (Fa. Gibco, Karlsruhe,
Deutschland)

Fetal Bovine Serum (0,2um sterile filtered) (Fa. PAN Biotech GmbH,

22



2.1.4.
2.1.4.1.

Penicillin/Streptomycin (10000U/10000ug/ml) (Fa. Biochrom AG, Berlin,

L-Glutamin  (200mM)

2- Mercaptoethanol (50mM)

Dexamethason

Ascorbinsaure

B3-Glycerophosphat

Dulbecco’s Phosphatgepufferte

Kochsalzlosung (D-PBS) (1x), Fliissig
Trypsin-EDTA (0,25%), Fliissig

Aidenbach, Deutschland)

Deutschland)

(Fa.Biochrom AG, Berlin,
Deutschland)

(Fa. Gibco, Karlsruhe,
Deutschland)

(Fa. Sigma, Taufkirchen,
Deutschland)

(Fa. Sigma, Taufkirchen,
Deutschland)

(Fa. Sigma, Taufkirchen,
Deutschland)

(Fa. Gibco, Karlsruhe,
Deutschland)

(Fa. Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Material und Chemikalien fir real time RT-PCR und qualitativer RT-PCR

Primer fir real time RT-PCR

Osteonectin

Sequenz:

mostne5 5 —CTT TGG CAT CAA GGA GCA G-3°
mostne3 5’ -TCA GAG GGA GAG AGT TCA GGA- 3’
Fa. MWG- Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Osteopontin

Sequenz:

mostpoS 5’ -CCC GGT GAA AGT GACTGA TT-3’
mostpo3 5’ -TTC TTC AGA GGA CAC AGC ATT C- 3’
Fa. MWG- Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
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Osteocalcin

Sequenz:

mostcal5 5° —-GCC CTG AGT CTG ACA AAG GTA-3’
mostcal3 5’ —-GGT GAT GGC CAA GAC TAA GG- 3’
Fa. MWG- Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Kollagen I

Sequenz:

mprocol5 5”-AAG GGG TCT TCC TGG TGA AT-3’
mprocol3 5° -GGG GTA CCA CGT TCT CCT C- 3’
Fa. MWG- Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Alkalische Phosphatase

Sequenz:

malp5 5" -AAG GCT TCT TCT TGC TGG TG- 3’
malp3 5’ —GCC TTA CCC TCA TGA TGT CC- 3’
Fa. MWG- Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

GAPDH

Sequenz:

mgapd5 5" -CAA TGA ATA CGG CTA CAG CAAC-3°
mgapd3 5" -AGG GAG ATG CTC AGT GTT GG- 3’

Fa. MWG — Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

2.14.2 Material und Chemikalien fiir real time RT-PCR

Material:

96 Well qPCR, Natural/ Black Plates with Caps, (Eurogentec, K&ln, Deutschland),
#RT-PL96-CAP (20 natural strips of caps)

96 Well qPCR, Natural Plates with Caps, (Eurogentec, K6ln, Deutschland),
#RT-PL96-01N (4x 5 natural plates)



2.1.43.

2.1.4.4.

Chemikalien:

gPCR MasterMix, No Rox, #RT-QP2X-03NR, (Eurogentec, K6ln, Deutschland),

PCR-Primer fiir qualitative RT-PCR:

CD 34

Sequenz:

cd34 for 5°-CAC AGA ACT TCC CAG CAA ACTC-3’
cd34 rev 5 —CAT GTT GTC TTG CTG AAT GGC C- 3’
Fa. MWG- Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Chemikalien fiir qualitative rt-PCR

Chemikalien:
10x PCR Puffer
10mM dNTP
50mM MgCl,

Platinum Taq Polymerase (Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Materialien und Chemikalien fiir Histologie

Féarbung nach von Kossa (Silberfiarbung)

Prinzip:

Calciumionen in Carbonaten und Phosphate werden gegen Silberionen ausgetauscht.
Die Silberionen werden reduziert von Ag" zu Ag’. Mineralisationen stellen sich

lichtmikroskopisch schwarz dar.

Chemikalien:

Glutardialdehyd (3%) (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Silbernitratlosung (5%) (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Natriumthiosulfatlosung (1%) (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
Neutralrot (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Glycerolgelatine (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
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Natriumcarbonat (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
Formaldehyd (37%) (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Enzymassays

Folgende Enzymassays wurden verwandt:

CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit®  (Fa. Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)

Prinzip des CYQUANT-Assays:

Ein fluoreszierender Farbstoff (CyQUANT GR dye) mit einer starken Affinitit zu

zelluldrer DNA wird mit einem Lysepuffer einer Zellkultur zugegeben. Der

entstehende Farbstoff-DNA-Komplex emittiert Licht der Wellenldnge 480nm bis

520nm (Emissionsmaxima). Mit einem Fluorometer kann nun die Lichtemission

quantifiziert werden. Dieser Wert wiederum korreliert linear mit der Zellzahl in

einem Bereich von 10 Zellen bis ca. 50.000 Zellen (Jones et al., 2001).

Gerite

iCycler Thermal Cycler Base
(Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

Heracell 240 CO2 Inkubator
(Fa. Fa. Kendro Laboratory Products, Langenselbold, Deutschland)

Elisa-Reader
(Fa. Tecan, Crailsheim, Deutschland)

Multifuge
(Fa. Kendro Laboratory Products, Langenselbold, Deutschland)
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2.2,

2.1.1.

Methoden

Bestimmung eines geeigneten in vitro Differenzierungsmedium

2.2.1.1.

2.2.1.2.

Versuchsaufbau

Murine embryonale Stammzellen wurden auf Petrischalen ausgesit und in einem
Basismedium aus DMEM + Penicillin/Streptomycin + 2-Mercaptoethanol + FCS)
und Zusatz von LIF (5000 U / ml) kultiviert.

Zusammensetzung des Mediums:

500ml DMEM

Sml Glutamin

5ml Penicillin/Streptomycin (entspricht 1:100 Verdiinnung)
500ul 2-Mercaptoethanol (1000x)

75ml FCS (15%ig)

5ml Leucemia inhibitory factor (LIF)

AnschlieBend wurden die Zellen gesplittet und in drei verschiedenen Kulturmedien

fiir 25 Tage weiter kultiviert. Das jeweilige Medium wurde alle zwei Tage vollstindig

erneuert. Jeden vierten Tag wurden Zellen aus jeder Gruppe geerntet und mittels real

time RT-PCR auf ihr Expressionsmuster untersucht. Dieser Versuch wurde insgesamt

zweimal durchgefiihrt.

1. Gruppe: Basismedium + BMP-2 (10ng/ml)

2. Gruppe: Basismedium + Dexamethason (0,1uM) + Ascorbinsédure (50uM) + B-
Glycerophosphat (10mM)

3. Gruppe: Basismedium
Histologische Untersuchung
Zum Nachweis von Mineralisationen wurde die Farbung nach von Kossa

(Silberfarbung) wie folgt durchgefiihrt:

Die histologischen Farbung der Zellkulturen erfolgte nach Fixierung der Zellen mit

Glutardialdehyd.
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2.2.1.3.

e Medium absaugen

e Kulturen zweimal mit PBS waschen

e 30 Minuten mit 1 ml 3%igem (w/v)Glutardialdehyd fixieren

e Spiilen mit aqua dest 2ml

e Trocknen bei Raumtemperatur

e Mit 1 ml 5%iger Silbernitratldsung iiberschichten und im Dunkeln fiir 1h
inkubieren

e Spiilen mit aqua dest 2 mal

e Reduktion fiir 2 min mit Lésung aus 5g Natriumcarbonat wasserfrei + 75ml
Aqua destillata + 25ml Formaldehyd (37%ige Losung)

e Spiilen mit Aqua destillata

e Fixierung mit 1%iger Natriumthiosulfatlosung

e Spiilen mit Aqua destillata

Real time RT-PCR und RT-PCR

Die quantitative real time RT-PCR wurde fiir Osteopontin, Kollagen I, Alkalische
Phosphatase, Osteocalcin und CD34 an den Tagen 5, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25
durchgefiihrt. Die Werte wurden gegen GAPDH normiert und zum Wert der
undifferenzierten Ausgangskultur (ESC mit LIF) in Verhiltnis gesetzt. Berechnet und

dargestellt wurden Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die real time RT-PCR wurde durchgefiihrt mit folgenden Primern/Sonden (Fa.
Roche®):

GAPDH #77, Osteocalcin #4, Alkalische Phospatase #16, Kollagen [ #18,
Osteopontin # 82, CD34 #2 (Spezifikation s. 2.1.4.1.)

Verdiinnung der Proben: 1:10

Volumen/well: 25ul
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Programm (iCycler):

Zyklen- | Anzahl d. Zyklen |Steps innerhalb | Temperatur |Dauer

Nr. der Zyklen

1 1 Step 1: 50°C 10 min

2 1 Step 1: 95°C 10 min

3 45 Step 1: 95°C 20's
Step 2 60°C 45s

4 1 Step 1: 4°C HOLD

Fiir CD34 wurde dariiber hinaus am Tag 10 eine qualitative RT-PCR mit den Primern
fiir CD 34 (s. 2.1.4.3.) durchgefiihrt.
Reaktionsvolumen je well: 50ul

Programm (Thermocycler/ Fa. Biometra, Gottingen, Deutschland):

Schritte | Temperatur | Dauer Beschreibung

1 95°C 5 min Denaturierung

2 95°C 30s

3 55°C I min30s | Annealing der Primer an homologe
Bereiche der Template- DANN

4 72°C 1 min 30s Primerextension

5 72°C 5 min Stop aller begonnenen Polymerisationen

6 4°C ~ Dauerkiihlung

Wiederholung der Schritte 2-5: 35 (Zyklen)
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2.1.2.

Analyse des Genexpressionsmusters

2.2.2.1.

2.2.22.

Versuchsaufbau

Mit dem Medium, das sich am besten geeignet erwiesen hatte (s. Versuch 2.2.1.)
wurden ESC drei Wochen lang kultiviert. Am Tag 0, sowie an den Tagen 11 und 21
wurden die Zellen geerntet und das Genexpressionsmuster mittels Microarray

analysiert.

Microarray
Fiir die Untersuchungen wurde der Affymetrix mouse genome expression
GeneChip® 430 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, USA) gewihlt (Abb. 5). Alle Analysen

wurden mit jeweils drei verschiedenen Proben durchgefiihrt.

Abb. 5:
Affymetrix
GeneChip®

Die Priparation der Proben fiir die Hybridisierung wurde entsprechend den
Herstellerangaben (Affymetrix GeneChip® Expression Analysis Technical Manual)
durchgefiihrt. Spg der RNA, die mit RNeasy® Mini columns (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gereinigt waren (entsprechend den Herstellerangaben), wurden fiir die
Generierung einer doppelstrangigen cDNA und zur anschlieenden Biotin-
Markierung der cRNA (Affymetrix One-Cycle Target Labeling Kit) genutzt. Die
Lange der cRNA Produkte und Fragmente wurde mit dem Agilent 2100 bioanalyzer
(Agilent Technologies, Paolo Alto, USA) iiberpriift. Die fragmentierten cRNA
Produkte wurden nun auf den Mouse Genome 430 2.0 GeneChip® Arrays fiir 16
Stunden bei 45° hybridisiert. AnschlieBend wurden die Arrays gewaschen und mit
Streptavidin Phycoerythrin Konjugaten (Molecular Probes, Eugene, USA) sowie mit
Biotin-gekoppelten anti-streptavidin Antikorpern (Vector Laboratories, Burlingame,

USA) gefirbt (Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Microarray-Analyse

Das Fluoreszenzsignal wurde mit dem Affymetrix GeneChip® Scanner 3000
gemessen. Die Qualitdtskontrolle der Proben sowie des Analyseprozesses wurde
durch das Institut ,,KFB-Center of Excellence for Fluorescent Bioanalysis*
(Regensburg, Deutschland), einem zertifizierten Affymetrix Service Provider (Core
Facility der Universitdt Regensburg), durchgefiihrt.
Neben einer generellen statistischen Analyse aller Gene wurde die Expression
folgender Gene separat iiberpriift:
» Die osteoblastentypischen Gene Kollagen Typ I, Osteonectin, Osteopontin,
Alkalische Phosphatase, Osteocalcin, BMP-2 (s.0.)
» Transkriptionsfaktoren/Regulatorgene, die mit einer osteoblastiren
Differenzierung assoziiert werden: Runx 2, Osterix (D'Ippolito ef al., 2006;
Hendy et al., 2005; Naito et al., 2005), Osteoprotegerin (Yamamoto ef al.,
2006)
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» Signalproteine, die mit einer osteoblastiren Differenzierung assoziiert
werden: Smad 1, Smad 5 (Hendy et al., 2005; Naito et al., 2005), sowie Smad
9 (alias Smad 8) (Binato et al., 2006)

» Gene, die mit der Differenzierung zu Osteoklasten assoziiert werden (Hikita et
al., 2005): Matrix Metalloproteinase 14 (MMP14)

» Marker fiir embryonale Stammzellen: Pouf1 (alias Oct4), Foxd3 (Baharvand
et al.,2006)

2.1.3. Versuch zur Kompatibilitit von Biomaterialien und ESCs in vitro

2.2.3.1 Versuchsaufbau
Murine embryonale Stammzellen wurden gleichméBig verteilt in Petrischalen
(Durchmesser 10 cm) mit dem Basismedium (DMEM) kultiviert. In jeder Petrischale
wurden 4 Probenkdrper des gleichen Materials auf den Zellrasen aufgelegt. Am 4.
Kulturtag wurden die Probenkorper entnommen und auf zellfreie Petrischalen
umgesetzt. Auf diesen wurden die Probenkdrper und die daran bzw. darin haftenden
Zellen drei weitere Tage mit dem Basismedium kultiviert. Am 7. Tag schlieBlich
wurden die Probenkdrper entnommen und durch folgende Verfahren untersucht:
» CyQUANT®-Assay zur Bestimmung der relativen Zellzahl
» Rasterelektronenmikroskopie
» Real time RT-PCR

223.2. CyQUANT®-Assay
Entsprechend den Herstellerangaben wurden die Proben mit den entsprechenden
Reagenzien inkubiert (Jones et al., 2001). Die Werte wurden auf die
Probenkdrperoberfliche normiert und geben somit einen relativen Wert der Zellzahl
je Probenansatz/Biomaterial an.

2.2.3.3.  Rasterelektronenmikroskopie

Fiir rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen wurden die entnommenen

Proben in 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M PBS (pH 7,3) fiir 3 h fixiert. Das dreimalige
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Waschen der Proben erfolgte mit 0,1 M PBS-Ldsung fiir 30 min. Die Praparate
wurden anschlieBend in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydratisiert. Ein
Austausch des Ethanols gegen Amylazetat wurde durch Einlegen der Proben in
steigende Konzentrationen eines Amylazetat/Alkohol-Gemisches (10%ig steigende
Amylacetat-Konzentration bis zu reinem Amylacetat fiir 20 min) erreicht. Nach dem
Austausch des Amylazetates gegen fliissigen Sauerstoff unter Druck erfolgte die
kritische Punkttrocknung der Priparate in einem kritischen Punkttrockner. Eine
Plasma-Oberfldchenbeschichtung mit Gold wurde unter Zuhilfenahme eines Polaran-
Bedampfers erreicht. Die Priparate waren hierfiir mit Graphit auf einem Probenteller
fixiert worden und wurden anschlieSend in einem DSM960 Rasterelektronenmikros-

kop von Zeiss bei einer angelegten Beschleunigungsspannung von 15 kV untersucht.

Der Einfluss der Biomaterialien auf das Genexpressionsmuster wurde mittels
quantitativer real time RT-PCR analysiert . Die Proben wurden analog 2.2.1.3.
verarbeitet. Die jeweiligen Genexpressionswerte am Ende des
Kultivierungszeitraumes (Tag 7) wurden mit den Werten der Ausgangskultur (Tag 0,

ohne Biomaterialien) verglichen. Die Versuche wurden zweimal wiederholt und die

2.2.3.4. Real Time RT-PCR

Ergebnisse als Mittelwerte dargestellt.
2.1.4. Mikromassenkulturen mit ESC
2.2.4.1.  Versuchsaufbau

Zunichst wurden 96-well-Platten mit einem Gemisch aus Agarose und Basismedium
(s. 2.2.1.1.) beschichtet. Die Beschichtung mit Agarose verhindert ein Anhaften der
Zellen an der Unterlage und nimmt den Zellen damit die Moglichkeit, einen
Monolayer (2D-Kultur) zu bilden. Nach eintagiger Lagerung werden auf den Platten
jeweils ca. 200.000 undifferenzierten ESC pro well ausgesiedelt. Eine Hilfte der
Platten wird nun mit dem Basismedium, die andere mit dem Basismedium (ohne LIF)
und Zusatz von Dexamethason (50 nM) + 100uM L-Ascorbat (50uM) + B-
Glycerophosphat (10mM) (s.a. 2.2.1.1.) kultiviert. Die Kultivierung findet in einem
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2.24.2.

2.2.4.3.

CO;-Inkubator bei 37°C und 90% Luftfeuchtigkeit und 8% CO, statt. Der Wechsel
des Mediums erfolgt alle 2 Tage. Nach 3, 7, 10, 21 Tagen wird jeweils ein Viertel der
Zellen aus beiden Kulturansitzen geerntet. Folgende Analysen werden an den
angegebenen Tagen durchgefiihrt:

» Histologische Untersuchung

» Transmissionselektronenmikroskopie

» Elektronendiffraktionsanalyse

Histologische Untersuchung

Fiir die histologische Untersuchung werden die Proben in 4% gepuffertem
Formaldeyd fixiert und in Paraffin standardméBig eingebettet. Nach Auswaschen des
Fixans unter flieBendem Leitungswasser, werden die Proben in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50%, 75%, 90%, 100% Isopropanol) stufenweise bei Raumtemperatur
entwissert. Die Proben werden 1h in Zedernholzol gelagert, um anschlieBend jeweils
3 x 60 min mit Paraplast plus® bei 60°C im Wérmeschrank in vorgefertigte
Kunststoffkdrbchen eingebettet werden zu konnen. Die 4pum diinnen Schnitte werden
mit einem Rotationsmikrotom angefertigt. Zur Beurteilung der Morphologie wird
eine konventionelle Alizarinrot S Farbung fiir den histochemischen Kalziumnachweis
durchgefiihrt. Kalziumsalze werden intensiv rétlich-orange gefarbt. Als

Gegenfirbung dient Toluidinblau. Die Auswertung erfolgt deskriptiv.

Transmissionselektronenmikroskopie
Die Mikrosphédren werden mit einer Pipette entnommen und zur Synchronfixierung

mit einer Losung fiir 45 min im Eisbad (4°C) fixiert. Diese Losung besteht aus:

2,0ml 25%iges Glutaraldehyd
1,75ml 10%iges Paraformaldehyd
1,25ml 24%ige Sucrose

10,0ml 0,2 molarer Phosphatpuffer
5,0ml 4%iges Osmiumtetroxid

Anschliefend werden die Proben mit 0,1 molarer PBS 2 mal je 10 min gespiilt. Es
folgt die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe:
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30% Alkohol fiir 30 min
50% Alkohol fiir 30 min
70% Alkohol fiir 30 min
90% Alkohol fiir 45 min
96% Alkohol fiir 45 min
100% Alkohol  fiir 10 min
100% Alkohol  fiir 45 min
100% Alkohol  fiir 45 min

Die Proben werden fiir 60 min in Propylenoxid eingelegt. SchlieBlich erfolgt die
Kunstharzeinbettung durch konsekutives Einlegen in ein Propylenoxid-Araldit-
Gemisch fiir jeweils 60 min im Verhéltnis 2:1, 1:1, 1:2 und zuletzt reinem Araldit.
Die Polimerisation erfolgt bei 60°C fiir 3 Tage.

Nach dem Aushérten der Proben erfolgt das Ausschneiden sowie die Anfertigung von
Semidiinnschnitten zur Orientierung. Die anschlieend angefertigten
Ultradiinnschnitte wurden auf einen Kupfertrager aufgebracht und
transmissionselektronenmikroskopisch bei verschiedenen
Beschleunigungsspannungen untersucht. Zur Kontrastierung wurde Uranylacetat

verwendet.

Fiir die morphologischen Untersuchungen stand ein Philips EM 301
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) zur Verfiigung. Die gewlinschte
Spannung wurde zwischen 20 kV und 100 kV in Schritten von 20 kV angelegt.
Weitere Untersuchungen wurden mit dem Philips CM10 TEM und Philips CM20
TEM durchgefiihrt. Das CM 10 wurde mit 100 kV betrieben, wahrend das CM20
Untersuchungen bei 200 kV ermoglichte. Beide CM-Mikroskope wurden vor allem
fiir groBBe VergroBerungen (100.000 fach und gréBer) bei gleichzeitig gutem Kontrast

eingesetzt.
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2.2.44.

Elektronendiffraktionsanalyse

Die Elektronendiffraktionsanalyse erfolgte an den gleichen unkontrastierten
Priparaten, die auch fiir die Transmissionselektronenmikroskopie verwendet wurden.
Die Kontaktzeit der Schnitte mit Wasser im Mikrotom wurde auf wenige Sekunden
begrenzt, um eine Losung oder Umverteilung der Kristalle durch Wasser zu
verhindern. Die Untersuchung der Proben erfolgte in einem Zeiss EM 902
Elektronenmikroskop mit einer Kameraldnge von 650mm bei einer
Beschleunigungsspannung von 80 kV. Fiir den Beugering 002, der fiir Hydroxylapatit
einen charakteristischen Gitterebenenabstand besitzt, wurde der entsprechende d-

Wert berechnet (Arnold et al., 1999; Plate et al., 1998).

Statistische Methode

Zur Identifizierung von statistisch signifikanten Unterschieden bei der
Genexpressionsanalyse wihrend des Biokompatibilititsversuches (s. 2.2.3.) wurde
der T-Studenttest verwendet. Als Software diente SPSS 12.0®.

Zur Analyse der Microarrays wurde die Software Affymetrix GeneChip® Operation
Software (GCOS) 1.4 verwendet. Die durchschnittliche Signalintensitét wurde gleich
100 gesetzt und den verschiedenen Genen die Kategorien P (present = deutlich
detektierbar), M (medium = méBig detektierbar) und A (absent = nicht detektierbar)
zugewiesen (gemall Affymetrix-Algorithmus). Fiir die Gesamtheit aller Gene wurde
eine multiclass ANOVA-Analyse mit Bonferroni-Korrektur berechnet, wobei der
Zeitpunkt 0 als Ausgangspunkt definiert wurde und die signifikanten
Expressionsunterschiede an den Tagen 11 und 21 bestimmt wurden
(Signifikanzniveau <0,05) (Software: ArrayAssist 3.4). Dariiber hinaus wurden die
Werte fiir einige bestimmte Gene, die mit der osteoblastiren Differenzierung bzw.
Differenzierung von ESC in Verbindung gebracht werden, mittels T-Studenttest
verglichen.

SchlieBlich wurden die Gene, die an Tag 11 und 21 signifikante
Expressionsunterschiede verglichen zum Ausgangswert aufzeigten, mit Hilfe des
Anatomie-Filters der Bibliosphere®-Software (Genomatix Software GmbH,
Miinchen, Deutschland) hinsichtlich einer Pathwayanalyse analysiert. Dabei wurden

alle Gene mit signifikantem Genexpressionsmuster einer Zellart, Zellkompartiment,
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etc. zugeordnet. Die Zuordnung basierte dabei wesentlich auf den Publikationen in
den groften internationalen Literaturdatenbanken (z.B. PubMed, Medline, etc.). Das
Ranking erfolgte anhand des Z-Score. Der Z-Score errechnet sich aus den
tatsdchlichen signifikanten Genverdnderungen einer Zellart/Zellkompartiment/etc.
dividiert durch die erwartete Anzahl hoch- bzw. herunterregulierter Gene derselben

Zellart.
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung eines geeigneten in vitro Differenzierungsmediums

3.1.1. Histologische Untersuchungen
Fiir die Detektion von Mineralisierungen wurde die Farbung nach von Kossa
durchgefiihrt. Kalziumhaltige Mineralisierungen werden dabei schwarz dargestellt.
Wihrend es unter Zusatz von Dexamethason, Ascorbinsdure und 3-Glycerophosphat

(DAG) zu ausgeprégten Mineralisationen kommt, sind diese in den Kulturen mit

alleinigem Zusatz von BMP-2 deutlich geringer ausgeprégt. In den

'e *

ESC + DAG

» : niﬁ A2
ESC + BMP2

Abb. 7: Histologische Darstellung der Mineralisierungen (Tag 14) bei
unterschiedlichen Kulturmedien a) ESC mit LIF b) ESC ohne LIF ¢) ESC mit DAG
d) ESC mit BMP-2. Die Pfeile (blau) deuten die Mineralisierungen an, die in der von-
Kossa-Farbung schwarz dargestellt werden.
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Zellkulturen, die einer ,,ungerichteten bzw. spontanen® Differenzierung iiberlassen
wurden, also bei ESC ohne LIF, und auch in den undifferenzierten ESC (ESC mit

LIF) sind keine Mineralisationen zu erkennen (Abb. 7).

3.1.2. RT-PCR und Real Time RT-PCR
Zum qualitativen Nachweis des hdmatopoetischen Stammzellmarkers CD34 wurde
am Tag 10 eine qualitative RT-PCR durchgefiihrt und das Reaktionsgemisch nach der
PCR auf ein Elektrophoresegel aufgetragen. Wéhrend in der Kultur ohne osteogenen
Zusatz (DAG oder BMP-2) CD34 noch deutlich nachweisbar ist, kann es bei den
Zellkulturen mit DAG oder BMP-2 nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 8).

Beta-actin

CD 34

Marker ESC ohne ESC + ESC + DAG
100 bp LIF BMP-2
Leiter

Abb. 8: Ergebnis der qualitativen RT-PCR fiir CD34. Wéhrend die CD34-Bande in der
Zellkultur ESC ohne LIF deutlich zu erkennen ist, ist sie bei ESC mit BMP-2 oder ESC
mit DAG nicht mehr vorhanden. Als Kontrollbande ist Beta-actin (oberer weiller Pfeil)
dargestellt.
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Neben dem rein qualitativen Nachweis von CD34 wurde der zeitliche Verlauf des
Expressionsverhaltens einiger osteoblastentypischer Gene mittels real time RT-PCR
bestimmt. Die Ergebnisse sind gegen GAPDH normiert und jeweils als Vielfaches
der undifferenzierten Ausgangskultur ESC mit LIF dargestellt.

Die Osteopontin-Expression ist zunéchst in allen drei Kulturmedien (Basismedium
ohne LIF, Basismedium mit BMP-2, Basismedium mit DAG) deutlich geringer als in
der Ausgangskultur. Wihrend die ESC in der DAG-Kultur dauerhaft niedrigere
Expressionslevel zeigen als die Kontrollgruppe (ESC mit LIF), steigt die Expression
von Osteopontin in der BMP-2-Gruppe nach zweieinhalb Wochen auf iiber das 4-
fache an, um anschlieBend auf ein nur leicht erhéhtes Expressionsniveau
zurlickzukehren. Demgegeniiber verlduft die Osteopontinexpression in der ESC ohne
LIF-Gruppe nahezu parallel zur DAG-Gruppe, wobei die Werte insgesamt jedoch
etwas hoher liegen (Abb.9).

Abb. 9: Osteopontinexpression bei ZusatteopoddAG ~<—, mit BMP-2 -k und ohne
Zusatz (ESC ohne LIF) - - -. Angegeben sind die Mittelwerte und
Statfid

Transkriptionslevel

9,00
8,00
7,00

6,00

2,00
1,00

0,00

labweichungen.

Tag der Kultur
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Transkriptionslevel

Kollagen Typ I, das fiir Knochengewebe charakteristisch ist, zeigt ein ganz anderes
Expressionsmuster. Nach eineinhalb Wochen ist sowohl die Kollagenexpression in
der BMP-2-Kultur als auch in der DAG-Kultur deutlich erh6ht, wobei die Werte in
der DAG-Kultur noch einmal 2/3 {iber denen in der BMP-2-Kultur liegen.
Demgegeniiber zeigt die ESC ohne LIF Kultur nur einen weit geringeren und zeitlich
nach hinten versetzten Expressionsanstieg. Nach drei Wochen hat die
Kollagenexpression in allen Gruppen den Ausgangswert nahezu wieder erreicht und
sistiert auf diesem Niveau. Lediglich in der DAG-Gruppe kommt es noch einmal zu

einem Expressionsanstieg (Abb. 10).

Kollagen Typ |

8000,00 -

7000,00

6000,00 -

5000,00

4000,00

3000,00

2000,00 -

1000,00 -

0,00

5 9 11 13 15 17 19 21 23 25
Tag der Kultur

Abb. 10: Kollagen I Expression bei Zusatz von DAG A~ mit BMP-2 Y und ohne
Zusatz (ESC ohne LIF) ~ 0= =. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardab-
weichungen.

Die Alkalische Phosphatase zeigt fiir die beiden Kulturen mit DAG und BMP-2
einen dhnlichen Verlauf, der maximal das doppelte Expressionsniveau der

Ausgangskultur erreicht. Im Gegensatz dazu kommt es in der ESC ohne LIF Kultur
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zu einem deutlichen Anstieg in der dritten Woche. Nach dreieinhalb Wochen jedoch

kehrt der Expressionslevel ebenfalls zum Ausgangsniveau zuriick (Abb. 11).

Alkalische Phosphatase

\/._______1
/

—

5 9 1 13 15 17 19 21 23 25
Tag der Kultur

Abb. 11: Alkalische Phosphatase Expression bei Zusatz von DAG A~ mit BMP-2

o und ohne Zusatz (ESC ohne LIF) = - =. Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen.

Osteocalcin, ein sehr spezifischer Marker wahrend des osteoblastiren
Reifungsprozesses, zeigt einen sehr interessanten Expressionsverlauf. In der zweiten
Woche erreichen sowohl die BMP-2 Kulturen als auch die DAG-Kulturen das 40 bis
60-fache des Ausgangsniveaus. Wihrend die Kultur ohne LIF ungefihr ab der
zweiten Woche bis in die vierte Woche hinein sich bei Werten zwischen 20 und 40
einpendelt, geht die Expression in den beiden anderen Kulturen zunéchst auf das
Ausgangsniveau zuriick, um dann erneut anzusteigen. Dabei geht der Anstieg in der
DAG-Kultur dem Anstieg in der BMP-2 Kultur um ca. eine Woche voraus (Abb. 12).
Zudem fallt auf, dass die Maximalwerte wéhrend des gesamten

Beobachtungszeitraumes ausschlieBlich in der DAG-Gruppe erreicht werden.
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Abb. 12:

Osteocalcin
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Osteocalcinexpression bei Zusatz von DAG A~ mit BMP-2 S W und

ohne Zusatz (ESC ohne LIF) = ¢~ =. Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen.

Nachdem der qualitative Nachweis von CD34 am Tag 10 gefiihrt worden war, wurde
nun auch der quantitative Verlauf iiber den gesamten Versuchszeitraum analysiert.
Dabei zeigten sich weitgehend parallele Expressionsmuster in allen drei
Versuchsgruppen, wobei die ESC ohne LIF Gruppe in den ersten eineinhalb Wochen,
sowie zum Ende des Versuches, jeweils die hochsten Werte aufweist. Am Tag 9
zeigen die ESC ohne LIF mit 1,0 den hochsten Wert verglichen mit der BMP-2
Gruppe (0,8) und DAG-Gruppe (0,5) (Abb. 13). Dies steht in Ubereinstimmung mit
dem Ergebnis aus der qualitativen RT-PCR, in der zwar CD34 fiir ESC ohne LIF
nachgewiesen werden konnte, nicht jedoch in den beiden anderen Gruppen.

Interessant ist zudem der temporire Anstieg in allen Gruppen in der dritten Woche.
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Abb. 13: CD34-Expression bei Zusatz von DAG A~ mit BMP-2 Y
und ohne Zusatz (ESC ohne LIF) = ¢ —. Angegeben sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen.

Zusammenfassend lésst sich Folgendes feststellen: DAG und in weit geringerem
Ausmal} auch BMP-2 induzieren Mineralisationen, wiahrend diese in den
Kontrollgruppen ESC mit LIF und ESC ohne LIF nicht nachzuweisen waren. DAG
fithrt zu einer stirkeren Kollagen I Expression als BMP-2. Dies trifft auch fiir
Osteocalcin zu, wobei der zweite plateauartige Anstieg in der DAG-Kultur auch um
ca. eine Woche eher beginnt als in der BMP-2 Gruppe. Sowohl in der DAG- als auch
in der BMP-2 Gruppe kommt es passager zu Beginn der zweiten Woche zu einem
weitgehenden Verlust des hdmatopoetischen Stammzellmarkers CD34, wihrend
dieser in der ESC ohne LIF Gruppe noch gerade nachweisbar ist. Dies ldsst darauf
schlieen, dass DAG zu einer schnelleren osteoblastiren Differenzierung von ESC
fithrt. Aus diesem Grund werden die nachfolgenden Untersuchungen zur

Differenzierung von ESC mit DAG durchgefiihrt.
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3.2.

Analyse Expressionsmuster

Nach Kultivierung der ESC mit DAG fiir drei Wochen wurden an den Tagen 0, 11

und 21 jeweils drei Kulturen geerntet und einer Microarray-Analyse unterzogen.

Abbildung 14 zeigt exemplarisch den hybridisierten und gefarbten Genchip einer von
drei Proben zum Zeitpunkt Tag 11 (s. Abb. 14).

Abb. 14: Hybridisierter GenChip (Affymetrix mouse genome expression GeneChip® 430
2.0 ) zum Zeitpunkt Tag 11. In der AusschnittsvergroBerung werden die einzelnen
Genfelder mit ihren jeweils unterschiedlichen Graufiarbungen sichtbar.

Die signifikant hoch- oder herunterregulierten Gene (Signifikanzniveau <0,05)
wurden mit Hilfe des Anatomiefilters der Bibliosphere®-Software ausgewertet. Der
Z-Wert gibt dabei das Verhéltnis zwischen der jeweils tatsdchlichen Anzahl
signifikant {iber- oder unterexprimierter Gene zur durchschnittlich erwarteten Anzahl
an. Die Auswertung (Abb. 15) zeigt eindrucksvoll, dass bei der Kultivierung der ESC
mit DAG osteoblastentypische Gene iiberproportional beteiligt sind. Dies ist ein

weiterer Hinweis auf die osteoblastdre Differenzierung von ESC durch DAG.
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Zellarttypische Geniiber-/unterexpression

Z-Score
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Osteoblasten — 2’4,20
Tumorzellen in Zellkultur | 120,18
Zellen in Zellkultur | 119,78
Retikulozyten 1 116,28
Retikulozyten 1 116,28
Retikulozyten | 116,28
Retikulozyten | 116,28
Retikulozyten | 116,28
Chondrozyten | 113,80
Fibroblasten | 113,72
Zellinien | 113,55
Keimzellen | 113,48
Bindegewebszellen | 113,34
Mesoderm | 112,41
Brustdriisen | 112,15
Brustdriisen | 112,15
Fibroblasten | 112,40
Embryo | 111,35
Stammzellen | 111,12
Mesenchymale Stammzellen | 110,78
Skelett | 110,72
Embryonale Strukturen 1 110,40

Abb. 15: Darstellung des Z-Score im Anatomiefilter. Dargestellt sind die Kategorien mit
den 22 hochsten Werte von insgesamt 1638 Kategorien. Die Expression von
osteoblastentypischen Genen wurde weit liberproportional beeinflusst.

Auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 konnten im Vergleich zum Ausgangswert
(Tag 0) fiir den Tag 11 insgesamt 1582 Gene mit verdnderter Expressionsrate (> 2-
fach) sowie fiir den Tag 21 insgesamt 1645 Gene identifiziert werden. Fiir 15 Gene
wurde eine separate Auswertung bzgl. ihres Expressionsverhaltens durchgefiihrt.
Erwartungsgemill kommt es nach drei Wochen zu einem signifikanten Anstieg des
osteoblastentypischen Gens Osteocalcin, wihrend Osteonectin, Osteopontin und
Osteoprotegerin an beiden Zeitpunkten keine signifikanten Verédnderungen zeigten.
Lediglich das Expressionsniveau der Alkalischen Phosphatase sank nach drei
Wochen signifikant ab. Interessant ist zudem das unterschiedliche Verhalten der
beiden Prokollagen I-kodierenden Gene al und a2. Wihrend sich die Expression fiir
die a2-Variante kaum dnderte, kam es bei der al-Variante zum hochsignifikanten

Anstieg. Runx 2 zeigte im Gegensatz zu Osterix einen hochsignifikanten Anstieg.
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Tab. 2: Darstellung von Expressionsveranderungen ausgewdhlter Gene im
Vergleich zum Ausgangswert (Tag 0). Die ESC wurden 11 bzw. 21 Tage mit
DAG kultiviert. Angegeben ist das jeweilige Signifikanzniveau und die

Richtung der Verdnderung. tz signifikante Erhdhung, l.: signifikante
Verminderung; = = keine signifikante Verdnderung der Expression
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Von den drei Signalproteinen Smad 1, Smad 5, Smad 9 (alias Smad 8) zeigte nur
ersteres einen signifikanten Anstieg. Beide Stammzellmarker Pou 5f1 und Fox D3

zeigten eine signifikant reduzierte Expression nach 11 bzw. 21 Tagen (Abb. 16).

In vitro Biokompatibilitdtsmessung

Relative Proliferationsrate der Zellen

Um die Kompatibilitit von ESC mit verschiedenen Biomaterialien zu testen, wurde
fiir alle Materialien ein CyQUANT®-Assay durchgefiihrt. Mit weitem Abstand zeigt
ICBM die hochsten Werte gefolgt von den beiden Trikalziumphosphaten Cerasorb®
und Cerasorb M®, die beide in etwa gleiche Werte erzielen. Deutlich geringere Werte
und damit auch Zellen weisen die PLA/PGA-Konstrukte sowie der bovine
deproteinierte Knochen (Bio Oss®) auf (Abb. 16). Der Einflul des Biomaterials auf
die Extinktionswerte, respektive Proliferationswerte, ist in der ANOV A-Analyse

hochsignifikant (p<0,001).
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Bio Oss® PLA/PGA Cerasorb® Cerasorb M® ICBM

Abb. 16: Relative Zellzahlbestimmung mittels CYQUANT®-Assay. Angegeben sind
die auf Imm?” normierten Extinktionsmittelwerte als MaB fiir die relative Anzahl
vitaler Zellen auf den jeweiligen Biomaterialien. Die materialspezifischen
Unterschiede sind in der ANOV A-Analyse hochsignifikant (p<0,001).
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3.3.2.

Rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungsergebnisse bestétigen die
Ergebnisse des CyQuant®-Assays. Wihrend Zellen auf dem anorganischen bovinen
Knochen (Bio Oss®) kaum zu erkennen waren, zeigten sich deutliche
Zellansammlungen auf den Trikalziumphosphat-Korpern (Cerasorb® und Cerasorb
M ®). Die Zellen liegen dem Trikalziumphosphat direkt auf und beginnen sogar, in
das Material bzw. die Poren der Probenkorper einzuwachsen. Insbesondere bei dem —
im Vergleich zu Cerasorb® - multipordseren und grobporigeren Cerasorb M®
konnten in den halbierten Probenkdrpern auch Zellen identifiziert werden, die in das
Material eingewachsen waren.

Die Zellen zeigten nicht mehr die morphologischen Charakteristika von
undifferenzierten ESC (undifferenzierte ESC haben eine rundliche Form ohne
Zellfortsétze) sondern prasentierten sich als langliche Zellen mit reichlich
Zellfortsdtzen, die am Biomaterial anheften. Morphologisch ist dies durchaus mit
osteoblastdren Zellen vereinbar. Ein besonders dichter ,,Zellrasen® stellte sich auf den
ICBM-Koérpern dar. Die Zellen scheinen durch viele Zell-Zell-Kontakte miteinander
in Verbindung zu stehen. Dariiber hinaus gewihrleisten offensichtlich Zell-
Biomaterial-Kontakte die Fixierung der Zellen in diesem recht pordsen Material.
Auch hier weisen die Zellen morphologisch eher Charakteristika von osteoblasten-
dhnlichen Zellen als von undifferenzierten kugelférmigen ESC auf.

In den nachfolgenden Abbildungen sind ausgewéhlte Biomaterialien in jeweils zwei
unterschiedlichen elektronenoptischen Vergroferungen dargestellt, die das jeweilige

Material vor und nach der Zellbesiedelung zeigen (Abb. 17 —31).
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Abb. 18: Bio Oss® nach der Zellbesiedelung. Es sind keine Zellen zu
erkennen. Moglicherweise handelt es sich in der Mitte des Bildes um
Zelldetritns.
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Abb. 19: Bio Oss® nach der Zellbesiedelung. Auch bei hoherer
VergroBerung lassen sich keine Zellen erkennen.
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Abb. 21: Cerasorb® nach der Zellbesiedelung. Einige Bereiche der
Oberfliche sind durch Zellen bedeckt.

Abb. 22: Cerasorb® nach der Zellbesiedelung. In der hdheren
VergroBerung sind viele Zellen erkennbar, die dem Material direkt
aufliegen aber nicht in dieses hineinwachsen.
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Abb. 23: Cerasorb M® vor der Zellbesiedelung. Deutlich sind die
groBeren Poren im Vergleich zu Cerasorb® zu erkennen

Abb. 24: Cerasorb M® nach der Zellbesiedelung. Lockere Zellverbénde
ziehen sich iiber das Material und ragen teilweise in die Poren hinein.
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Abb. 25: Cerasorb M® nach der Zellbesiedelung. In der héheren
VergroBerung ist das Hineinwachsen der Zellen in das Material deutlich
71 erkennen.

Abb. 26: Cerasorb M® nach der Zellbesiedelung. Der Probenkorper
wurde langsseitig halbiert. Die linke Seite stellt die initial zellbesiedelte
Oberfliche dar
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Abb. 27: Cerasorb M mit Zellen (halbiert): einige Zellen sind bereits in
das Biomaterial eingewachsen. Am linken Bildrand ist die Oberfldche
des Probenkdrpers zu erkennen

Abb. 29: ICBM vor Zellbesiedelung. Gut zu erkennen ist die grobporige
Struktur des Materials.
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Abb. 30: ICBM nach Zellbesiedelung: Das Material ist von Zellen

bedeckt. Zellen wachsen in die pordsen Strukturen hinein und sind mit
ihren Zellausldufern am Material angeheftet (s. Bildmitte).

Abb. 31: ICBM nach Zellbesiedelung: Auf dem Material ist ein dichter
Zellrasen erkennbar, dessen Zellen liber Zellausldufer miteinander
verbunden sind.
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3.3.3.

X,

Ergebnisse der real time RT-PCR

Die Untersuchungen zur Genexpression zeigen ein uneinheitliches Bild fiir die

Biomaterialien B-Trikalziumphosphat (Cerasorb ®), anorganischer boviner Knochen

(Bio Oss®), PLA/PGA und ICBM. In Ubereinstimmung mit den beiden vorherigen

Untersuchungsergebnissen fiir den Biokompatibilitdtsversuch konnten bei den

Kulturen mit dem anorganischen bovinen Knochen keine ausreichenden Mengen an

RNA detektiert werden. In der PLA/PGA-Kultur kam es zu einem statistisch

signifikanten Anstieg (p<0,05) von CD34 im Vergleich zur Kontrollkultur (ESC mit

LIF ohne Biomaterial). In der B-Trikalziumphosphat-Kultur (Cerasorb ®) hingegen

kam es zu einem signifkanten (p<0,05) Abfall der Osteopontinexpression sowie von

CD34 (p<0,05). Letzteres zeigte auch in der ICBM-Kultur einen signifikanten

(p<0,05) Abfall. Desweiteren induzierte ICBM aber auch noch eine niedrigere

Expression der Alkalischen Phosphatase (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollkultur.

Material/ Osteo- Kollagen Alkalische Osteo- CD 34
Gen pontin Typ | Phosphatase  calcin
ICBM = = ~
Bio Oss® n.n n.n n. n. n.n n.n
Cerasorb® =~ ~ n.n
PLA/PGA ~ = ~ ~

Tab. 3: Verdnderungen der Genexpression durch Biomaterialien. Dargestellt sind die
Ergebnisse nach 10 Tagen Kultur mit Probenkdrpern:
n. n. = nicht nachweisbar; = = kein signifikanter Unterschied

signifikant niedriger als Leerprobe (ES+LIF ohne Biomaterial)

ﬁ signifikant hoher als Leerprobe (ES+LIF ohne Biomaterial)
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3.4.

Ergebnisse der Mikromassenkulturen

34.1.

Histologische Ergebnisse
Die histologischen Praparate wurden mit Toluidin blau gefarbt sowie mit Alizarin rot

gegengefarbt. Kalziumhaltige Mineralisationen werden rot gefarbt und sind deutlich

Basismedium Basismedium + DAG

Abb. 32: Mikromassenkulturen mit ESC. Darstellung der ESC-Microspheres
getrennt nach Kulturmedien und Dauer der Kultur. Deutlich zu erkennen ist die
zentrale Mineralisierung in der Kultur mit dem osteogenen Zusatz DAG (rechte
Bildspalte). VergroBBerung 10-fach.
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3.4.2.

zu erkennen. Die Microspheres aus ESC haben eine ovale Form. Lichtmikroskopisch
ist ein zellreicher Randbereich mit einer diffusen extrazelluldren Matrix zu erkennen.
Davon hebt sich ein zelldrmeres Zentrum ab. Am 3. Tag der Kultur sind weder in der
ESC-Kultur mit unserem Basismedium noch in der ESC-Kultur mit unserem
osteogenen Zusatz DAG Mineralisationen zu erkennen. Nach 10 Tagen sind bereits
die ersten Mineralisationen in der DAG-Kultur zu erkennen und nach drei Wochen ist
das Zentrum dieser ESC-Microspheres nahezu vollstindig von Mineralisationen

durchdrungen (Abb. 32). In diese zentralen Mineralisationen sind zahlreiche Zellen

eingebettet, deren blaue Zellkerne in Abbildung 33 sehr gut zu erkennen sind (Abb.
33).

3: Mikromassenkulturen mit ESC nach 21 Tagen im
Kulturmedium mit DAG. Die perizelluldren Mineralisationen (rot)
sind deutlich zu erkennen. VergroBBerung 40-fach.

Abb. 3

Transmissionselektronenmikroskopie
Um die Ultrastruktur der mineralisierten Bezirke besser bewerten zu kénnen, wurden
transmissionselektronische Aufnahmen gemacht. Auf den Aufnahmen mit 3000-

facher VergroBerung sind die nadelférmigen Kristallite gut zu erkennen (Abb. 34). In
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der kontrastierten Aufnahme sind kollagenartige Fibrillen im mineralisierten Bereich

zu erkennen (Abb. 35).

4499 L

voa-aaea

Abb. 34: Mikromassenkulturen mit ESC nach 21 Tagen im
Kulturmedium mit DAG. TEM-Aufnahme. Deutlich sind die
nadelformigen Kristallite zu erkennen.

UF 900179 240506M50000 <-->.15¥m
1206k11 Uge-0000 I37E-11

Abb. 35: Mikromassenkulturen mit ESC nach 21 Tagen im
Kulturmedium mit DAG. Kontrastierte TEM-Aufnahme.
Kollagenartige Fibrillen schldngeln sich im mineralisierten Bereich.
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3.4.3.

Elektronendiffraktionsanalyse

Um zu iiberpriifen, ob es sich bei den histologisch nachgewiesenen Mineralisationen
um Kalziumablagerungen oder Hydroxylapatitkristalle handelt, wurde eine
Elektronendiffraktionsanalyse durchgefiihrt. Das Beugungsmuster zeigt homogene
konzentrische Ringe. Der D-Wert (Gitterebenenabstand) fiir den Diffraktionsring 002
wurde mit 0,344nm berechnet (Arnold ef al., 1999; Plate et al., 1998) und entspricht
damit dem typischen Muster von Hydroxylapatit (Abb. 36). Daher handelt es sich bei
den zentralen Mineralisationen in der Mikromassenkultur mit osteogenem Zusatz

(DAG) um Hydroxylapatit und nicht nur um Kalziumablagerungen.

Abb. 36: Diffraktionsmuster der Mineralisierungen in der
Mikromassenkultur (Tag 21). Das Muster stimmt mit dem Muster
von Hydroxylapatit iiberein.
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Diskussion

Ziel der vorliegenden Untersuchungen waren die Kldrung verschiedener Aspekte der
Eignung embryonaler Stammzellen fiir das Tissue Engineering von Knochen. ESC
sind die klassischen Vertreter der pluripotenten Stammzellen, die sich in alle
Zelllinien differenzieren konnen. Fiir das Tissue Engineering von Knochen ist nun
v.a. die Differenzierung in OLC von Bedeutung. Welches Medium fiir die
osteoblastéire Differenzierung geeignet ist, ob der Zusatz von BMP-2
notwendig/sinnvoll ist und wie lange die Differenzierung in etwa dauert, waren die
Fragestellungen im ersten Versuchsansatz. Die Differenzierung von Zellen ist ein
komplexer Prozess, bei dem viele verschiedene Gene hoch- bzw. runterreguliert
werden. Transkriptionsfaktoren und Signalproteine konnen eine Rolle spielen und
diese Entwicklung maligeblich beeinflussen. Im zweiten Versuchsansatz wurde eine
Vielzahl von Genen mittels Microarray-Analyse auf ihre Beteiligung an diesem
Differenzierungsprozess von ESC zu OLC hin analysiert.

Fiir die Generierung groflerer Gewebskonstrukte ist eine Matrix notwendig, die aus
verschiedenen Materialien bestehen kann (Wiesmann et al., 2004). Aktuell werden
viele unterschiedliche Knochenersatzmaterialien in Forschung und Klinik eingesetzt.
Es ist anzunehmen, dass nicht alle Biomaterialien mit ESC gleich kompatibel sind.
Vielmehr ist wahrscheinlich, dass es bei der Besiedelung der Biomaterialien mit ESC
deutliche Unterschiede gibt. Im dritten Versuchsansatz wurde daher die
Biokompatibilitit ausgewahlter Biomaterialien mit ESC {iberpriift.

Einige in vivo Studien weisen aber darauthin, dass Trigermaterialien die klinische
Einsetzbarkeit von ex vivo generierten Knochenkonstrukten negativ beeinflussen.
Immunogenitit des Materials oder Abbauprodukte desselben konnen die in vivo
Regeneration von Knochen beeintrachtigen (Meyer and Wiesmann, 2005; van der
Kraan et al., 2002). Deshalb halten einige Forscher Matrixmaterialien, die der
natlirlichen extrazelluliren Matrix sehr nahe kommen am geeignetsten. In
Mikromassenkulturen wird die gesamte extrazelluldre Matrix von den Zellen selbst
synthetisiert. Dies kommt den Verhéltnissen in vivo am ndhesten. Im vierten
Versuchsansatz wurde iiberpriift, ob solche Mikromassenkulturen mit ESC iiberhaupt

moglich sind und ob eine osteoblastire Differenzierung induziert werden kann.
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4.1.

Induktion der osteoblastiren Differenzierung von ESC

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchung zeigen bereits nach 2 Wochen
deutliche Mineralisationen in der ESC-Zellkultur, der DAG zugesetzt wurde.
Demgegeniiber ist das Ausmal} der Mineralisationen in der BMP-2 Kultur weitaus
geringer und schlieBlich in der Kontrollgruppe (ESC ohne und mit LIF) gar nicht
mehr nachweisbar. Mit diesem histologischen Ergebnis einher geht dramatischer
Anstieg der Kollagen I Expression Mitte der zweiten Kulturwoche, der in der DAG-
Kultur deutlich hoher ausfillt als in der BMP-2 Kultur. Ein weiteres markantes
Expressionsmuster konnte fiir Osteocalcin detektiert werden. Osteocalcin zeigt einen
zweigipfligen Verlauf in den osteogenen Medien DAG und BMP-2 mit einem ersten
kurzzeitigen Maximum im Verlauf der 2. Woche und einem langer wihrenden
plateauartigen zweiten Maximum nach drei Wochen Kultur. Dabei sind die Maxima
der BMP-2 Kultur im Vergleich zur DAG-Kultur niedriger und treten spater auf.
Zusammengenommen spricht dies fiir eine schnellere und eindeutigere
Differenzierung von ESC im Medium mit DAG-Zusatz als in den Zellkulturen mit
BMP-2. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den wenigen, in der internationalen
Literatur bereits veroffentlichten Versuchen zur osteoblastéren Differenzierung von
ESC (Buttery et al., 2001; Chaudhry et al., 2004; zur Nieden et al., 2003; zur Nieden
et al., 2005), so ist festzustellen, dass die friihesten Mineralisationen in
Ubereinstimmung mit den hier vorgestellten Ergebnissen nach ca. 2 Wochen zu
erwarten sind. Als osteogene Adjuvantien verwendet die Arbeitsgruppe um Buttery
ebenfalls DAG, weist in ihrer Arbeit aber daraufhin, dass die Mineralisationen am
intensivsten sind, wenn Dexamethason erst ab dem 14. Tag hinzu gegeben wird
(Buttery et al., 2001). Dies fiihrt — im Vergleich zu den hier beschriebenen
Ergebnissen — dann allerdings zu einer verzogerten, langsameren Differenzierung.
Beschrinkt sich Buttery bei der Auswertung seiner Versuche noch allein auf
histologische Methoden, so analysieren zur Nieden und Mitarbeiter die
Differenzierung auch mittels molekulargenetischer Verfahren, indem sie analog zu
dem hier verwendeten Versuchsaufbau den Expressionsverlauf einiger
osteoblastentypischer Gene evaluieren (zur Nieden ef al., 2003). Das von ihnen
gefundene Expressionsmuster weicht allerdings in einigen Bereichen von dem oben

beschriebenen ab. Ubereinstimmungen ergeben sich beim relativ friihen Anstieg von
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Kollagen I, dem plateauartigen spéten Anstieg von Osteocalcin und dem niedrigen
Expressonsniveau der Alkalischen Phosphatase in den ersten vier Wochen. In diesem
Zusammenhang muss erwédhnt werden, dass die Alkalische Phosphatase in Relation
zu den undifferenzierten ESC aufgetragen wird und diese undifferenzierten ESC
dieses Gen bereits hoch exprimieren (Phillips ef al., 2001), so dass absolut gesehen,
die Expression auf hohem Niveau relativ konstant bleibt. Anders als bei zur Nieden
zeigten die ESC in den vorliegenden Untersuchungen bereits einen frithen
Osteocalcin-Peak nach 11 Tagen. Ein deutlicher Anstieg der Osteopontinexpression
in der ersten Woche konnte allerdings nicht beobachten werden. Diese Unterschiede
konnten auf die verschiedenen verwendeten osteogenen Adjuvantien zuriickzufiihren
sein. Zur Nieden und Mitarbeiter verwendeten nadmlich 1,25-OH Vitamin D3 anstelle
von Dexamethason bei sonst gleichen Zusétzen (Ascorbinsiure, B-Glycerophosphat).
Uber Vitamin D3 wurde u.a. berichtet, dass es die Osteopontinexpression in
Osteoblasten hochreguliert und zum anderen die Expression von Osteocalcin inhibiert
(Zhang et al., 1997). Dies wiirde die o.g. Unterschiede erkldren. Chaudhry und
Mitarbeiter schlielich tauschten Dexamethason gegen Retinolsdure aus und konnten
ebenfalls Mineralisationen in den ESC-Kulturen nachweisen, allerdings erst nach drei
bis vier Wochen (Chaudhry et al., 2004). Demzufolge scheinen Dexamethason und
Vitamin D3 der Retinolsdure bzgl. der Induktion einer frithen osteoblastéren
Differenzierung von ESC iiberlegen zu sein.

Der alleinige Zusatz von BMP-2 scheint nach den vorliegenden Ergebnissen der
DAG-Kultur bzgl. Geschwindigkeit und Intensitét der Differenzierung unterlegen zu
sein. Auch die bis heute publizierten beiden anderen Studien zur osteoblastdren
Differenzierung von ESC mit BMP-2 verwenden dieses Zytokin ausschlieBlich als
zusitzliches Adjuvans zu einem schon ohnehin osteogenen Medium (Ascorbinsdure +
3-Glycerophosphat + Vitamin D3 (zur Nieden et al., 2005) oder Ascorbinsédure + §3-
Glycerophosphat + Retinolsdure (Yamashita et al., 2005)).

Der kritische Vergleich der hier beschriebenen Ergebnisse mit den bisher publizierten
Versuchen zeigt also, dass DAG in der von hier verwendeten Konzentration ein sehr
potentes Medium ist, das bereits nach 2 Wochen zu deutlichen Mineralisationen fiihrt
und Zellen hervorbringt, die spatestens nach knapp drei Wochen, mit der

plateauartigen erhohten Osteocalcinexpression, einen recht spezifischen Marker von
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4.2.

Osteoblasten présentieren.

Analyse des Genexpressionsmusters wihrend der Differenzierung

Unter Verwendung des o0.g. osteogenen Mediums mit DAG-Zusatz wurden ESC drei
Wochen lang kultiviert. Um einen Uberblick iiber die Expressionsveréinderungen im
gesamten Genom wihrend der osteogenen Differenzierung zu erhalten, wurden an
den Tagen 0 (Start-Tag), 11 und 21 jeweils drei Kulturen mittels Microarrays
analysiert. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass es sich bei dem Versuch um eine
osteoblastire Differenzierung gehandelt hat. Die signifikant verdnderten Gene werden
insbesondere mit Osteoblasten in Verbindung gebracht. Insofern wird das Ergebnis
des ersten Versuches noch einmal bestétigt. Betrachtet man die osteoblastentypischen
Gene in dieser Analyse, so werden wiederum die Ergebnisse des ersten Versuches
bestitigt. Dies gilt insbesondere fiir die Kollagen I al-Expression am 11. Tag sowie
den Anstieg der Osteocalcinexpression zu Beginn der dritten Woche. Die {ibrigen
osteoblastentypischen Gene zeigen kaum eine Verdnderung. Lediglich die Alkalische
Phosphatase sinkt nach drei Wochen ab. Auch dies ist mit dem ersten Versuch
kompatibel. Hier lag das Expressionsniveau in der DAG-Kultur am 19. Tag unter
dem Ausgangsniveau. Eine bedeutende Rolle im Differenzierungsprozess scheint der
Transkriptionsfaktor Runx2 zu spielen. Runx2, auch bekannt unter Cbfal (core
binding factor alpha 1), ist in den Reifungsprozess und die Proliferation von
Osteoblasten involviert (Pratap et al., 2003). In der vorliegenden Untersuchung zeigt
Runx2 sowohl nach 11 als auch nach 21 Tagen eine hochsignifikante Uberexpression.
Runx2 bewirkt vermutlich mit BMP-2 zusammen eine osteogene Differenzierung,
wobei Runx2 vermutlich ,,downstream* von BMP-2 liegt (Young et al., 2005). Fiir
die Interaktion von BMP-2 und Runx2 scheint eine Sequenz aus der SMID/NMTS
Domaine (391-432) von Runx2 verantwortlich zu sein (Afzal et al., 2005). Auch
wenn sowohl BMP-2 als auch Runx2 wesentlich zur osteoblastéren Differenzierung
beitragen, so induzieren ihre Expressionen doch verschiedene komplementire
Effekte. Yang und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die vector-vermittelte
Uberexpression von Runx2 zwar zu deutlich hoheren Expressionsleveln der
osteoblastentypischen Marker Alkalische Phosphatase und Osteocalcin fiihrt, aber die

Mineralisierungen sehr schwach ausfallen. Demgegeniiber induzierte die BMP-2

66



Uberexpression eine starke Mineralisation, aber nur eine geringfiigig erhdhte
Osteocalcinexpression (Yang et al., 2003). In Ubereinstimmung mit diesen
Publikationen waren auch in dem vorliegenden Versuch sowohl BMP-2 als auch
Runx2 signifikant erhoht, was zu einer deutlichen Mineralisation in der Zellkultur,
aber auch Uberexpression von Osteocalcin fiihrte. Die Wirkung von BMP-2
wiederum wird {iber eine Phosphorilierung der Signalproteine Smadl, Smad5 und
Smad8 vermittelt (Binato et al., 2006; Deregowski et al., 2006; Hendy ef al., 2005;
Naito et al., 2005). Auch in der vorliegenden Untersuchung konnte eine
Hochregulation von Smadl und — nach drei Wochen — auch von Smad9 (alias Smad8)
beobachtet werden. Lediglich bei Smad5 konnten an den beiden Analysetagen (Tag
11 und 21) keine Verdnderung zur Ausgangskultur gemessen werden. Osterix, alias
Sp7 oder trans-acting transcription factor 7, kann ebenfalls an der osteoblastiren
Differenzierung beteiligt sein. Versuche mit mesenchymalen Zellen weisen darauf
hin, dass Runx2 den ,,downstream* liegenden Osterix-Promotor aktivieren kann und
dadurch die osteoblastére Differenzierung dieser Zellen forciert (Nishio et al., 2006).
Anscheinend gilt dies aber nicht fiir alle Zellen. Weder die ESC in unserem Versuch
noch Follikelzellen der Zahnanlage zeigen wihrend der osteogenen Differenzierung
signifikante Verdanderungen in der Osterixexpression (Morsczeck, 2006).

Pou5fl, alias Oct4, kann in ESC ab dem 8-16-Zell Morula-Stadium nachgewiesen
werden, wihrend es in totipotenten Zygoten und im 2-4-Zell-Stadium nicht detektiert
werden kann (Liu ef al., 2004). Pou5fl1 spielt zusammen mit den beiden
Transcriptionsfaktoren Sox-2 und Nanog eine zentrale Rolle beim Erhalt der
Pluripotenz und des Selbsterneuerungspotenzials von ESC (Boyer et al., 2005).
Dementsprechend sinkt die Expression von Pou5f1 bei fortschreitender
Differenzierung (Carlin et al., 2006). Diese Theorie wird durch die deutliche
Herunterregulation von Pou5f1 in dem vorliegenden Versuch nochmals bestétigt.
Auch FoxD3 wurde in ESC nachgewiesen und ist fiir den Erhalt des
Differenzierungspotenzials notwendig (Tompers ef al., 2005). Damit ldsst sich der
hier beobachtete Abfall der FoxD3-Expression ebenfalls erkliren.

MMP14 ist durch Spaltung des NF-kappaB-Rezeptors an der Differenzierung zu
Osteoklasten beteiligt (Hikita ef al., 2005). Aber auch an der Neubildung von
GefaBen durch Endothelzellen soll MMP14 beteiligt sein (Chun et al., 2004). Kiibler
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und Mitarbeiter beschrieben in der Initialphase der Knochenbildung eine
Ossikelbildung, die mit der Bildung von zentralen, blutbildenden
Knochenmarkstrukturen einhergeht (Kubler ef al., 1999). Ob dies auch der Grund
dafiir ist, warum MMP14 in dem hier beschriebenen Versuch deutlich hochreguliert
wurde, 14sst sich derzeit noch nicht beantworten.

Insgesamt sprechen die vorliegenden Ergebnisse fiir eine osteoblastire
Differenzierung der ESC, die vermutlich tiber die Aktivierung von Runx2 und BMP-
2 ablduft. Die Signaltransduktion scheint haupséichlich tiber Smadl und Smad9 zu
erfolgen, wihrend Osterix und Smad5 kaum eine Rolle spielen. Hinzuweisen ist
ferner auf die signifikant erniedrigten Expressionswerte der ESC-Stammzellmarker
Pou5f1 und FoxD3, die ebenfalls ein Indiz fiir die erfolgreiche Differenzierung

darstellen.

Kompatibilitit mit Biomaterialien

Die Kompatibilitdt von verschiedenen Biomaterialien und ESC wurde anhand der
relativen Anzahl vitaler Zellen mittels CYyQUANT®-Assay, sowie deskriptiv
rasterelektronenmikroskopisch analysiert. Ein Vorteil des CyQUANT®-Assays
gegeniiber Assays, die ATP detektieren ist die geringere Anfélligkeit der
intrazelluldren Nukleinsduremenge im Vergleich zur ATP-Konzentration. Dies fiihrt
zu einer hohen Korrelation zwischen gemessener Konzentration und Zellzahl im
CyQuant®-Assay (Jones et al., 2001). Zudem wurde der Einfluss der Biomaterialien
auf die Expression typischer Osteoblastenmarker mittels real-time RT-PCR
analysiert.

Die Ergebnisse aus CyQUANT®-Assay und Rasterelektronenmikroskopie zeigen
eindeutig, dass die Zahl vitaler Zellen auf ICBM am groften ist. Die Zellen haben auf
den Biomaterialien ihre kugelige Stammzellform verloren und &hneln mit ihren
ausgezogenen Zellfortsdtzen, mit denen sie z.T. am Biomaterial angeheftet sind,
Osteoblasten. Zu den materialspezifischen Faktoren, die die Biokompatibilitat
beeinflussen, gehoren die dreidimensionale Topographie und die physikalisch-
chemischen Eigenschaften des Materials (Meyer et al., 2004). Viele Studien zeigen,
dass Knochenzellen sehr sensibel auf die Oberfldchenstruktur des angrenzenden

Biomaterials reagieren (Dalby et al., 2000; Dennis et al., 1992; Goshima et al., 1991).
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Zellen reagieren auf die Oberflichentopographie mit einer Adaptation von
Zellorientierung, Zellmigration und Attachment-Kinetik (Chehroudi et al., 1997; den
Braber et al., 1995; Wojciak-Stothard et al., 1995). Zu den Eigenschaften, die die
Oberflachentopographie beeinflussen, gehort insbesondere die Porositét des
Materials. Eine geeignete Porengrof3e soll bei ca. 100um Durchmesser liegen
(O'Brien et al., 2005). Von allen hier untersuchten Materialien besitzt ICBM die
hochste Porositéit, wenn man vornehmlich die Makroporen bertiicksichtigt. Zudem
handelt es sich um interkonnektierende Poren, die miteinander in Verbindung stehen
und auf Grund dieser geometrischen Eigenschaften einen positiven Einfluss auf die
Knochenbildung haben konnen (Mahmood et al., 2001) Dass aber die Porengrof3e
nicht allein ausschlaggebend ist, zeigen die Ergebnisse der beiden B3-
Trikalziumkeramiken Cerasorb® und Cerasorb M®, die sich im wesentlichen nur
durch ihre Porositit unterscheiden aber beim Proliferationstest (CyQuant®-Assay)
vergleichbare Werte zeigen. Ein weiterer Gesichtspunkt, der eine Rolle spielen
konnte, ist die physikalisch-chemische Eigenschaft der Materialien. Es fillt auf, dass
das am wenigsten mineralisierte Material (ICBM), das fast ausschlieBlich aus
Kollagen Typ I besteht, vermutlich den Zellen die giinstigsten Eigenschaften fiir eine
Adhision bietet. In zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass das
Attachment von Osteoblasten in den ersten Stunden signifikant davon abhéngt, ob die
Materialien eine proteinartige Oberfliche besitzen (Dennis ef al., 1992; Meyer et al.,
1998). So wurde kiirzlich beschrieben, dass Bio OSS® gegeniiber Hydroxylapatit,
das mit dem Peptid P15 bedeckt wurde, hinsichtlich Zelladhidrenz deutlich unterlegen
ist (Turhani et al., 2005). Die hier vorgestellten Ergebnisse stehen zudem im Einklang
mit der Studie von Petrovic und Mitarbeitern, die signifikant hohere Proliferations-
und Zellzahlen auf Biomaterialien mit hohem Kollagenanteil beobachteten als auf
Materialien, die kein oder nur wenig Kollagen beinhalteten (Petrovic et al., 2006).
ICBM wies bei den hier untersuchten Biomaterialien den hochsten Kollagenanteil
auf. Ein weiterer Grund fiir die Uberlegenheit von ICBM kénnte schlieBlich sein,

dass im ICBM noch einige Wachstumsfaktoren enthalten sind (Kubler ef al., 2000).

Die Ergebnisse der materialabhdngigen Genexpressionsanalyse zeigen fiir ICBM ein

Expressionsmuster der osteoblastentypischen Marker, das dem Expressionsmuster der
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4.4.

Monolayer-Kultur ESC ohne LIF am 10. Tag weitgehend entspricht. Auch das B3-
Trikalziumphosphat verdndert die Genexpression in einer dhnlichen Weise. Auffillig
aber konsistent mit den {librigen Ergebnissen ist, dass ESC auf bovinem
lyophilisierten Knochen (Bio Oss®) so wenig DNA-Gehalt aufweisen, dass keine
sinnvollen Werte detektiert werden konnten. Auch Masaki und Mitarbeiter wiesen in
einer kiirzlich veroffentlichten Studie nach, dass verschiedene Materialoberflichen
das Genexpressionsmuster von mesenchymalen Stammzellen beeinflussen. Wie dies

geschieht, ist aber noch unklar (Masaki et al., 2005).

Mikromassenkulturen mit ESC

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, wie sich mittels
Mikromassenkultur aus ESC ein Konstrukt herstellen 1dsst, dessen extrazellulére
Matrix ausschlieBlich von den Zellen selbst gebildet wird. Diese Matrix besteht aus
Hydroxylapatit, wie der Vergleich mit Ergebnissen anderer Wissenschaftler nahe legt
(Arnold et al., 1999; Plate et al., 1998). Auf den transmissionselektronischen
Aufnahmen sind kristalline Strukturen des Minerals sowie kollagendhnliche Fibrillen
zu erkennen. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe der Diffraktionsanalyse die kristalline
Struktur dahingehend analysiert werden, dass es sich bei den Mineralisierungen
tatséchlich um Hydroxylapatit handelt. Plate und Mitarbeiter beschreiben die
Apatitkristallbildung in Knochen und Dentin als einen mehrstufigen Prozess, der mit
der Akkumulation von Kalzium und Phosphat- lonen beginnt. Nach Bildung erster
Kalzium-Phosphat-Kristalle lagern sich diese Partikel longitudinal aneinander und
formen nadelforminge Kristalle, die in den ESC-Spheres ebenfalls nachgewiesen
werden konnten. Diese ,,Nadeln wachsen weiter und konfluieren schlie8lich (Plate et
al., 1998). Desweiteren haben die ESC-Spheres durchaus Ahnlichkeiten mit den
Mikromassenkulturen aus Pridosteoblasten, die von anderen Autoren beschrieben
wurden. Im Unterschied zu Monolayer-Kulturen fanden diese Autoren viele
Kollagenfibrillen in der neu gebildeten extrazelluldren Matrix (Gerber and ap Gwynn,
2002). Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich bei der vorliegenden
Mineralisation um einen biologischen Prozess handelt, der starke Ahnlichkeiten mit

der Dentin- und Knochenbildung aufweist. Die osteogene Differenzierung einer
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4.5.

Mikromassenkultur mit ESC ist also moglich. Wurde bisher versucht, mit
Matrixmaterialien die von den Zellen selbst synthetisierte Matrix nachzuahmen
(Ripamonti, 2004), so bilden die ESC-Spheres — zumindest in einem kleinen Bereich
— jeweils ihre eigene knochendhnlich Matrix. Dies konnte fiir das Tissue Engineering
von Knochen einen enormen Fortschritt bedeuten, wenn nun z.B.
,»Miniknochenkonstrukte (osteogen differenzierte ESC-Spheres) auf ein immer noch
erforderliches artifizielles Matrixmaterial aufgebracht werden und implantiert werden
konnen.

Die Mikromassenkultur mit ESC konnte dariiber hinaus aber auch ein Modell fiir die
embryonale bzw. fetale Organogenese insbesondere die Skelettbildung sein. Die
Aggregation von Zellen bis zu einer kritischen Grdf3e ist ein fundamentaler Schritt bei
der Initiierung der Organogenese bei Wirbeltieren (Atchley and Hall, 1991). Hall und
Miyake vermuten, dass die Kondensation von Zellen eine initiale Voraussetzung fiir
die Skelettbildung ist, die die Differenzierung der beteiligten Zellen in Osteoblasten
oder Chondroblasten induziert (Hall and Miyake, 1992; Hall and Miyake, 2000). In
den bisherigen 2D-Kulturen kdnnen diese Wechselwirkungen experimentell nicht

nachvollzogen werden.

Klinische Bedeutung von Tissue Engineering mit ESC

Das Tissue Engineering wird zukiinftig vermutlich eine immer gréfere Rolle in der
rekonstruktiven und regenerativen Medizin einnehmen. Embryonale Stammzellen
werden dabei eine zunehmende Bedeutung erlangen. In diesem Zusammenhang hat
beispielsweise das Europidische Parlament in seiner Sitzung anldsslich des 7.
Forschungsrahmenprogramms am 15.6.2006 beschlossen, Projekte mit embryonalen
Stammzellen zu fordern. Neben dem grof3en Potenzial embryonaler Stammzellen
hinsichtlich Differenzierungskapazitit und Selbsterneuerungspotenzial gibt es aber
auch noch groB3e Herausforderungen fiir die Verwendung von ESC bei der
Herstellung von kndchernen Hybridorganen bzw. ex-vivo geziichteten
Knochenkonstrukten. So ist beispielsweise die Frage der Immuntoleranz durch einen
immunkompetenten Empfanger noch nicht gekléart. Hoffnungsvoll stimmen
diesbeziiglich die Ergebnisse von Burt und Mitarbeitern (Burt et al., 2004), die ESC

in ,, MHC-mismatched* Méuse transplantierten und weder klinische noch
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histologische Anzeichen einer AbstoBBungsreaktion (HvGR oder GvHR)
beobachteten. Zavazava weist in seinem Ubersichtsartikel basierend auf
verschiedenen Studien darauf hin, dass ESC das Potenzial haben, eine Immuntoleranz
zu induzieren (Zavazava, 2003). Zudem gibt es Hinweise, dass die Antigenitét
fremder ESC durch die Suppression der MHC-Genexpression vermindert wird (Heng
et al., 2004). Andere Bedenken beziehen sich auf eine mdgliche maligne Entartung
der Zellen. So wurde beschrieben, dass transplantierte undifferenzierte ESC in Tieren
das Auftreten von Teratomen und Teratokarzinomen erhéhen kénnen (Trounson,
2002). Andererseits haben viele Autoren in ihren in vivo Untersuchungen mit ESC
keinerlei Hinweise auf tumordse Entartungen finden kénnen (Zhang et al., 2001).
SchlieBlich gibt es zur Zeit auch noch ethische und rechtliche Bedenken bzw.
Einschrinkungen fiir die Verwendung von humanen ESC fiir wissenschaftliche
Versuche und klinische Anwendungen.

Trotz der hier genannten Fragen (Immunogenitét, maligne Entartung, ethische
Bedenken) eréffnet sich mit den embryonalen Stammzellen ein weites Feld sowohl
fiir zukiinftige therapeutische Strategien als auch fiir grundlagenwissenschaftliche
Forschungen z.B. hinsichtlich der embryonalen Organogenese. Zudem weisen u.a. die
Ergebnisse dieser Arbeit das Potenzial der osteogenen Differenzierung und des
Tissue Engineerings von Knochen mit pluripotenten Stammzellen nach, die
moglicherweise auf andere pluripotente Stammzellen — wie z.B. USSC
(Nabelschnurstammzellen) — iibertragen werden konnen. Bei diesen Zellen, wenn sie
fiir den urspriinglichen Spender benutzt werden, sind zumindest immunologische

Probleme und ethische Bedenken nicht zu befiirchten.
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Zusammenfassung

Embryonale Stammzellen (ESC) haben als pluripotente Stammzellen viele Vorteile
gegeniiber multipotenten adulten Stammzellen oder maturen unipotenten Zellen. Ziel
dieser Studie war es, die Eignung dieser Zellen fiir das Tissue Engineering von
Knochen néher zu analysieren. Neben der Frage nach dem geeigneten
Differenzierungsmedium wurde der Differenzierungsprozess hinsichtlich seines
zeitlichen Verlaufs und des Expressionsmusters wichtiger osteoblastentypischer Gene
analysiert. Zudem wurden erste Erkenntnisse iiber die Beteiligung verschiedener
Transkriptionsfaktoren gewonnen. Verschiedene Biomaterialien wurden auf ihre
Kompatibilitdt mit ESC iiberpriift. SchlieBlich wurden erstmalig ESC in
Mikromassenkulturen osteogen kultiviert und differenziert.

Methodisch kamen neben den konventionellen 2D-Kulturtechniken auch die
Mikromassenkulturmethode zu Anwendung. Die Analysen wurden mittels
qualitativer und quantitativer real time RT-PCR, Enzymassay und Histologie
durchgefiihrt. Zudem wurde die Microarray-Technik angewendet. SchlieBlich erfolgte
eine morphologische und physikalische Analyse einiger Versuche mittels Raster- und
Transmissionselektronenmikroskopie sowie Elektronenstrahldiffraktionsanalyse. Die
Ergebnisse zeigen, dass Dexamethason, Ascorbinsdure und 3-Glycerophosphat
(DAG) ein geeigneter Zusatz sind um ESC osteogen zu differenzieren. Wahrend des
ca. dreiwochigen Differenzierungsprozesses zeigen v.a Kollagen I und Osteocalcin
ein charakteristisches Expressionsmuster. Mit zunehmender Differenzierung verlieren
sie die Pluripotenzmarker Oct4 und FoxD3. Bei der Differenzierung scheinen der
Transkriptionsfaktor Runx2 (Cbfal) sowie BMP-2 eine Rolle zu spielen, wihrend der
Transkriptionsfaktor Osterix, der von anderen Autoren beschrieben wurde, keine
signifikanten Verdnderungen zeigte. Die Signalproteine Smadl, Smad5 und Smad8
werden in der Literatur mit der BMP-2-Wirkung in Verbindung gebracht. Interessant
ist, dass in ESC wihrend der osteogenen Differenzierung nur Smadl und Smad8
signifikante Anderungen des Expressionslevels zu den betrachteten Messzeitpunkten
zeigten.

ESC wachsen nicht auf allen Biomaterialien gleich gut. Vielmehr ist die
Biokompatibilitit von ICBM (insoluble collagenous bone matrix) gefolgt von 8-

Trikalziumphosphat (3-TCP), gemessen anhand des Proliferationsverhaltens und der
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rasterelektronenmikroskopischen Morphologie, am hochsten. Die Zellen zeigen
bereits nach einer Woche morphologisch Ahnlichkeiten mit Osteoblasten.

Erstmalig wurden ESC in Mikromassenkulturen osteogen differenziert. Die Zellen
bildeten ohne artifiziell hinzugegebene Matrixmaterialien ein dreidimensionales
sphérisches Konstrukt, in dessen Zentrum Hydroxylapatit sowie kollagenartige
Fibrillen zu erkennen waren. Dies spricht fiir eine knochenéhnliche Mineralisation
innerhalb der ESC-Spheres.

Obgleich einige Fragen beispielsweise bzgl. der Immunogenitét und eines moglichen
malignen Entartungspotenzials von ESC noch ungeklart sind, zeigen diese Ergebnisse
das enorme Potenzial von ESC fiir das Tissue Engineering von Knochen. Dartiber
hinaus kdnnten ESC-Mikromassenkulturen ein Modell fiir die embryonale
Organogenese oder zumindest der Skelettentwicklung sein und so zum besseren

Verstindnis dieser komplexen Prozesse beitragen.
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