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1 Einleitung

1.1 Knochengewebe

Das menschliche Skelett besteht aus Uber 200 verschiedenen Knochen. Als
Ursprungs- und Ansatzpunkt der Muskulatur sind sie ein wichtiger Bestandteil
des Bewegungsapparats. Gleichzeitig bieten sie den im Koérperinneren
liegenden Organen Schutz, erfillen wichtige Aufgaben im Stoffwechsel, der
Blutbildung und dienen als Speicherort fir lebensnotwendige Mineralien und
Zellen [1]. Eine ihrer Hauptfunktionen ist aber die Halte- und Stiutzfunktion
sowie Formgebung des gesamten Korpers. Zahlreiche pathologische und
physiologische Einflisse wirken allerdings im Laufe des Lebens auf die
Knochen ein und beeinflussen deren Struktur und Stabilitdt. Neben einfachen
Knochenbrichen kénnen auch altersbedingte Veranderungen wie Osteoporose
[2-4] oder degenerative Erkrankungen wie Tumorleiden [5-7] die
Knochenstruktur veradndern. Zwar ist der Knochen in der Lage sich an
veranderte Beanspruchungen anzupassen, jedoch geschieht dies nur langsam
und wird durch die verschiedensten Faktoren beeinflusst [8, 9].

Knochen bestehen aus einer harten Hiille, der sogenannten Kompakta und dem
gitternetzartigen Inneren, der Spongiosa. Beide Strukturen werden von
Osteoblasten gebildet, die aus hMSCs hervorgehen [10]. Osteoblasten sind fir
die Synthese von Kollagen und die Mineralisation mit
Calcium-Phosphat-Prazipitaten sowie die Sezernierung der extrazellularen
Matrix verantwortlich. Kollagenfibrillen, die hauptsachlich aus Kollagen Typ |
und Hydroxylapatit-Kristallen bestehen, tragen zur Biegefestigkeit des
Knochengewebes bei [11]. Neu gebildete Matrix wird immer auf schon
vorhandenem Knochen sezerniert, somit dient er den Osteoblasten als
Leitschiene fur den weiteren Aufbau des Knochens [12]. Neben den
Osteoblasten gibt es weitere Zelltypen im Knochengewebe, z.B. Osteozyten zu
denen Osteoblasten differenzieren, die sich selbst durch die Mineralisation der

Extrazellularmatrix eingemauert haben. Osteoklasten, die sich aus dem
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hamatopoietischen System heraus entwickeln, sind fir den geregelten Abbau
des Knochens verantwortlich. Sie sezernieren Saure und lysosomale Enzyme,
um die Knochenmatrix aufzuldsen und sind somit ein wichtiger Bestandteil beim
stetigen physiologischen Knochenumbau [3, 12-14].

Kommt es zu einer Stérung des Gleichgewichts zwischen Auf- und Abbau des
Knochens, sind oftmals Verlust der Knochenhartsubstanz oder eine verringerte
Stabilitat des Hartgewebes die Folgen [3, 15, 16].

Die verlorene Knochensubstanz muss in vielen Fallen ersetzt werden.

1.2 Humane mesenchymale Stammzellen

Am Anfang der Entwicklung des menschlichen Korpers steht eine totipotente
Zygote. Sie kann sich in jeden moglichen Zelltyp differenzieren, so dass aus ihr
ein neues Individuum entstehen kann. Im Stadium des Blastozysts sind die
embryonalen Stammzellen pluripotent. Sie sind nicht mehr fahig ein neues
Individuum zu bilden, sind aber Vorlaufer fir viele verschiedene Zelltypen. In
der weiteren menschlichen Entwicklung kommt es daraufhin zur Bildung von
drei Keimblattern, dem Entoderm, Mesoderm und Ektoderm. Aus dem
Entoderm gehen Organe des Verdauungstrakts, die Leber, das Pankreas, die
Schilddriise mit Thymus, Atmungsorgane, die Harnblase und -réhre hervor. Aus
dem Mesoderm bilden sich unter anderem die Knochen und Muskeln,
Bindegewebe, das Herz und die Nieren sowie die Nebennieren, aus dem
Ektoderm die Haut, das Nervensystem, alle Sinnesorgane und die Zahne. Bei
adulten Stammzellen spricht man von multipotenten Zellen, die sich nur noch in
bestimmte Zelltypen differenzieren kdnnen. Mesenchymale Stammzellen
differenzieren somit nur zu Zellen des Mesoderms [17].

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) kommen im menschlichen
Organismus in verschiedenen Geweben vor, wie z.B. im Knochenmarkstroma
[18-21], in Fettgewebe [22, 23], in der Synovia [24], in Skelettmuskeln [25, 26]
und im perivaskularen Gewebe der Nabelschnur [27, 28]. Das Vorkommen in
diesen Geweben hat den Hintergrund, dass die multipotenten hMSCs sich zu

Zellen des Gewebes differenzieren, aus dem sie stammen [29]. hMSCs
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besitzen somit die Eigenschaft sich zu speziellen Zellen des Knochen- [30, 31],
Knorpel- [32], Sehnen- [33, 34], Muskel- [35, 36] und Fettgewebes [19, 37] zu
differenzieren. AuRRerdem sind sie bei der Entwicklung spezieller Zellen des
Stromas fir das blutbildende Gewebe beteiligt [19]. Neben den bereits
beschriebenen Eigenschaften besitzen hMSCs uber die gesamte Lebenszeit
des Individuums eine hohe Proliferationsrate [30, 38].

Anderes Bindegewebe

<>

Selbsterneuerung

m Adipocyten
hMSC Osteoblasten

Chondroblasten

Proliferation

Abbildung 1.1: Differenzierung und Proliferation von hMSCs

Dargestellt sind die mdoglichen Differenzierungswege mesenchymaler Stammzellen (hMSCs).
Neben der Proliferation zur Selbsterneuerung der hMSCs sind die drei
Hauptdifferenzierungslinien zu Zellen des Fett- (Adipocyten), Knochen- (Osteoblasten) und
Knorpelgewebes (Chondroblasten) zu sehen. Die im Text zusatzlich erwahnten Zelltypen
wurden unter ,Anderes Bindegewebe“ zusammengefasst. Unten ist der Zusammenhang einer
hohen Proliferationsrate bei relativ undifferenzierten Zellen bis hin zu ausdifferenzierten Zellen,
die nicht mehr proliferieren, gezeigt. Nach Baksh et al. [29]

Fur die Forschung isolierte hMSC Kulturen enthalten jedoch nicht

ausschlie8lich hMSCs. Die Isolation der Zellen erfolgt aus den Huftkopfen
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humaner Spender durch Plastikadhérenz [18, 39, 40]. Es befinden sich somit
auch Zellen nachgeschalteter Differenzierungsstufen in den isolierten Proben.
Es ist davon auszugehen, dass vor allem Differenzierungsstadien vorliegen, die
sich in die Richtung des Herkunftsgewebes entwickelt haben [41]. Die fur diese
Arbeit verwendeten primaren Zellen aus dem trabekularen Knochengewebe
werden daher im Folgenden als humane mesenchymale Stromazellen aus
trabekularen Knochen (human bone-derived mesenchymal stromal cells,
hBMSCs) bezeichnet.

Friedenstein und seine Kollegen waren Vorreiter auf dem Gebiet einer in vitro
Kultivierung der hBMSCs. Sie fanden heraus, dass die isolierten Stromazellen
auf starren Oberflachen adharieren, bei geeigneter Kultivierung weiter
proliferationsfahig bleiben und als Progenitorzellen fur die Osteogenese dienen
konnen [39, 42]. Durch die zugige Adhasion der hBMSCs auf der glatten
Trageroberflache lassen sie sich schnell und einfach von anderen Zellen wie
Erythrozyten trennen [43]. Die Dichte der ausgesaten Zellen auf einem
Zelltrager spielt ebenfalls eine Rolle. Eine zu hohe Dichte bei der Kultivierung
der hBMSCs hemmt ihr Wachstum. Eine geringere Dichte beeinflusst die
Wachstumsrate der hBMSCs positiv. Sie lasst sich durch Zugabe bestimmter
Wachstumsfaktoren wie TGF (Transforming growth factor) weiter steigern [38,
44]. Mit der Isolierung der Zellen aus menschlichem Gewebe beschéftigten sich
unter anderem Haynesworth et al. [45] und No6th et al. [46]. Eine schonende
Methode zur Zellisolierung ist Voraussetzung fir jegliche in vitro Kultivierung
der hBMSCs.

Pittenger et al. [47], Prockop et al. [19] und Muraglia et al. [48] konnten eine
erfolgreiche Differenzierung der isolierten hBMSCs in die in Abbildung 1.1
gezeigten drei Hauptzelllinien zeigen. Dabei war zu beobachten, dass die
hBMSCs bei in vitro Kultivierung mit einfachem Nahrmedium proliferieren oder
in ihrer GO Phase verharren bis sie durch aul3ere Reize zur Differenzierung
stimuliert werden [49]. Je haufiger die Stromazellen sich jedoch sowohl in vitro
wie in vivo replizieren, desto weniger potent werden sie. Wie in Abbildung 1.2
gezeigt, werden anfangs multipotente hBMSCs zu tri- oder bipotenten
Stromazellen. Eine Differenzierung in die adipogene und chondrogene Richtung
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wird aufgrund ihrer Herkunft aus trabekularen  Knochengewebe
unwahrscheinlicher. Es kommt zu einer Anhaufung osteogener Vorlauferzellen
[48].

1\ /
hMSC Population Proliferation

W? Quadro-potente hMSCs * Bi-potente hMSCs
’ in vivo hMSC
Tri-potente hMSCs )?( Uni-potente hMSCs

Abbildung 1.2: Differenzierung hMSCs in vivo

Dargestellt ist die gesamte Population unterschiedlich potenter hMSCs in vivo. Im Lauf der Zeit
verlieren die hMSCs ihre Eigenschaft sich in verschiedene Zelltypen differenzieren zu kénnen.
Die meisten Zellen sind unipotente Stammzellen die sich zumeist in osteogene Vorlauferzellen
aufgrund ihrer Herkunft aus trabekularen Knochengewebe differenzieren. Je weniger potent die
Zellen sind, desto geringer ist ihre Proliferationsrate. Nach Baksh et al. [29]

Der Start der Differenzierung der Stromazellen in vitro ist abhéngig von der
Zugabe von Transkriptionsfaktoren, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
Bestandteilen der Extrazellularmatrix, wodurch eine gezielte Aktivierung und
Deaktivierung von Transkriptionsfaktoren ausgeldst wird. Die Mikrostruktur der
extrazellularen Umgebung nimmt diesbeziiglich ebenfalls Einfluss auf die Zellen
[50, 51]. Bei der Osteogenese werden die Transkriptionsfaktoren Cbfal/Runx2,
Msx2, DIx5 und Osx aktiviert [52]. Hierbei kommt es anschlielRend zu einer
erhohten Expression von Markerproteinen wie Osteopontin (secreted
phosphoprotein 1, SPP1), Kollagen Typ | (Coll), Alkalische Phosphatase
(ALPL), Bone Sialoprotein (BSP) und Osteocalcin (OCN) [10, 53]. Die
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Expression der Proteine kann in verschiedenen Bereichen der Kulturschale
oder im 3D Scaffold unterschiedlich stark ausgepragt sein. So kann es zum
Beispiel im Zentrum zu einer stark erhdohten Proteinbildung kommen wahrend
es in der Peripherie zu einer nur gering erhdhten Expression kommt [54].
Wahrend des gesamten Zeitraums der Kultivierung kommt es bei den
Markerproteinen zu Anderungen in der Expressionsrate, wobei jedes Protein
einen anderen Expressionsverlauf aufweist [29]. Die Entwicklung von hBMSCs
zu Osteoblasten wird in drei Hauptstufen eingeteilt. Mit der Proliferation der
Progenitorzellen beginnt die Differenzierung der hBMSCs. AnschlieRend erfolgt
die Differenzierung der Progenitorzellen zu Osteoblasten und damit die Bildung,
Entwicklung und die Reifung der extrazellularen Matrix. Danach mineralisiert die
gebildete extrazellulare Matrix (siehe Abbildung 1.3). Bei jedem dieser
Differenzierungsstadien in der Osteoblastogenese sind unterschiedliche
Strukturproteine, die fir ein Differenzierungsstadium charakteristisch sind,
beteiligt [55, 56]. SPP1 wird schon in der frihen Differenzierungsphase zur
unreifen Osteoprogenitorzelle gebildet und bleibt wahrend der gesamten
Proliferations- und Differenzierungsphase gleichmaRig stark exprimiert. Seine
Anwesenheit ist Voraussetzung fir die Aktivierung der Transkription und
Expression anderer Markerproteine. Bei der Reifung der Osteoprogenitorzellen
und im Praosteoblastenstadium wird die Bildung von Col | erhéht. Es beginnt
die Phase der Bildung von extrazellularer Matrix. In der gleichen Zeit wird die
Expression von ALPL aktiviert. Der Hohepunkt der ALPL Bildung liegt um den
neunten Tag der Kultivierung nach Zugabe der Differenzierungszusétze. Bei
fortschreitender Mineralisation wird die Transkription und Expression dieses
Proteins jedoch wieder gehemmt und es kommt zu einer Abnahme des
Proteingehaltes von ALPL. Eine erhthte ALPL Konzentration ist allerdings
erforderlich um mit dem beginnenden Osteoblastenstadium BSP zu
exprimieren. In vitro unterstitzt BSP ab ca. dem 17. Tag die
Matrixmineralisation. Der spateste Proteinmarker Osteocalcin wird zu Beginn
des Osteozytenstadiums gebildet und fallt damit ebenfalls in die Phase der
Matrixmineralisation. Ab Tag 45 kann die verstarkte Expression von OCN

nachgewiesen werden [10, 57-60].
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Abbildung 1.3: Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten in vitro
Schon bei beginnender Differenzierung der hMSCs wird SPP1 exprimiert. Die Anwesenheit von
SPP1 ist Voraussetzung fir die Expression von Col | und ALPL. Die Expression von ALPL
erreicht um den 9. Tag seinen Hohepunkt. Bei fortschreitender Mineralisation der Matrix wird
die Expression von ALPL reduziert. Dafir werden andere Transkriptionsfaktoren aktiviert, die
um den 17. Tag vermehrt BSP exprimieren. Der am spéatesten exprimierte Proteinmarker, OCN,
wird um den 45. Tag gebildet.

Humane mesenchymale Stammzelle (hMSC), Osteoprogenitorzelle (OP), Praosteoblast
(PraOst), Osteoblast (OB), Osteocyt (OC); Proteine: SPP1 (A), Col | (B), ALPL (C), BSP (D),
OCN (E); Bildung extrazellularer Matrix (EZM); Zeit in Tagen; nach Madras et al. [10]

Die oben beschriebenen Eigenschaften der hMSCs bieten ein breites Spektrum
fur den Einsatz in der regenerativen Medizin. Sie sind geeignet fur den Aufbau
und Ersatz von Knochengewebe [32, 61, 62], Knorpel [63] und Sehnen [33].
Weitere Mdoglichkeiten bieten sich dadurch zum Beispiel in der Therapie von
Osteogenesis imperfecta [64, 65] oder der Regeneration bei Erkrankungen des
blutbildenden Stromas [66].

1.3 Melt electrospinning writing als Methode zur Produktion

von Scaffolds

Zellen bendtigen geeignete Zelltrdger um in vitro kultiviert zu werden. Hierflr
eignen sich unter anderem Scaffolds, die im Tissue Engineering schon seit
langerem Verwendung finden. Sie bieten Zellen ein dreidimensionales Gerdist
fur die Kultivierung. Solche Scaffolds werden sowohl aus metallischen,
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keramischen als auch polymeren Materialien in unterschiedlichen Methoden
hergestellt und weisen damit unterschiedliche Eigenschaften auf [67-70]. In der
vorliegenden Arbeit stehen Scaffolds aus Polymeren im Blickpunkt.

Zwei Methoden werden hauptsachlich zur Produktion von Scaffolds mit
Polymeren als Ausgangsmaterial angewandt. Wie in Abbildung 1.4 dargestellt
wird neben dem Electrospinning mit Polymerléosungen (ES) die
Melt electrospinning writing (MEW) Methode zur Herstellung von polymeren
Scaffolds verwendet [71].

Das MEW bietet zur Analyse des Differenzierungsverhaltens von hBMSCs auf
Scaffolds mit bestimmten Geometrien einige Vorteile als Zelltrager im Vergleich
zu Scaffolds, die mittels ES hergestellt wurden. Die Fasern werden bei der
Herstellung exakt aufeinander platziert, deshalb sind die Maschengréf3en der
Scaffolds identisch und kénnen durch Veranderung der Parameter auf eine
bestimmte Grofle eingestellt werden. Durch die Verwendung der
Polymerschmelze ergeben sich im Gegensatz zur Verwendung von
Polymerlésungen keine Verunreinigungen durch Ldsungsmittel, die ebenfalls
Einfluss auf das Differenzierungsverhalten haben konnten. Das verwendete
Polymer Poly-e-Caprolacton (PCL) ist biologisch vertraglich und abbaubar und
eignet sich aufgrund dessen fur die Anwendung in Zellkulturen [67, 69, 72].
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Abbildung 1.4: Melt electrospinning writing

Electrospinning aus einer Polymerldsung (ES) und Melt electrospinning writing (MEW) sind
nebeneinander dargestellt (A). Bei dem MEW (B) wird das Polymer tber den druckgesteuerten
Zufuhrhahn (1) eingeleitet und mit dem Elektroheizsystem (2) geschmolzen. Durch die
Nadelspitze der Polymerspritze (5) gelangt die Polymerschmelze auf den computergesteuerten
Kollektor (4), der in seiner x- und y-Achse verschiebbar ist. Auf dem Kollektor kuhlt die
Polymerschmelze ab und erstarrt. Die Polymerspritze ist an eine Hochspannungsquelle (3)
angeschlossen. Der Abstand zwischen der Nadelspitze und dem geerdeten Kollektor bleibt
wahrend dem Herstellungsprozess konstant. Schematisch ist der Bewegungsablauf des
Kollektors bei der Herstellung einer Faserschicht dargestellt (C). Die Faserschichten werden
abwechselnd in 0°- und 90°-Richtung exakt aufeinandergelegt und ergeben das
dreidimensionale Gerlst (D). Nach Hochleitner et al. [71]

Die verschiedenen oben beschriebenen einstellbaren Parameter beeinflussen
wie in Abbildung 1.5 dargestellt die Geometrie und Qualitat der Fasern und der
Scaffolds. Wahrend bei dem ES aus Polymerlésungen Faserdurchmesser im
Nanometerbereich  erreicht werden  kdnnen, Dbefinden sich die
Faserdurchmesser beim MEW zwischen 250 nm und mehreren hundert
Mikrometern. Ein wichtiger Parameter ist der Druck mit dem das Polymer der
Spritze zugefuhrt wird und die angelegte Spannung. Sie beeinflusst die
Heiztemperatur der Polymerspritze und der Nadelspitze und damit die
Viskositat der Polymerschmelze vor ihnrem Austritt. Der Faserdurchmesser wird
durch den Nadeldurchmesser, den Druck und die Geschwindigkeit beeinflusst.
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Das genaue Ablegen der Fasern tUbereinander wird durch den Durchmesser der
Nadelspitze und den Abstand der Nadel zur Kollektoroberflache gesteuert. Das
Molekulargewicht des Polymers nimmt ebenfalls Einfluss auf die Eigenschaften
der Fasern [73-75].

Abbildung 1.5: Durch die MEW Methode hergestelltes Scaffold

Das unter optimalen Einstellungen der verschiedenen Parameter hergestellte Scaffold (A) zeigt
in seinem Zentrum eine exakt Ubereinander gelagerte Anordnung der Fasern (C). In der
Peripherie liegen die Fasern nicht direkt Gibereinander. In dem Bereich nach der Wendezone
kommt es zu seitlichen Versetzungen der Fasern (D). Es entsteht ein opakes Aussehen der
Fasern. Umrahmt wird das Scaffold von den Wendekreisen die bei einem Richtungswechsel um
180° entstehen. Durch das MEW Verfahren lassen sich bis zu 50 Faserschichten
Ubereinanderlegen (B). Nach Hochleitner et al. [71]

Fur eine erfolgreiche Kultivierung der hBMSCs auf den Scaffolds ist die
Maschengroéf3e ein entscheidendes Kriterium. Die Struktur sollte wie in
trabekuldarem Knochengewebe als Leitstruktur fir die Zellen fungieren. Ab einer
MaschengréfRe von ungefahr 20-45 pm ist mit Adhasion und Wachstum der
Zellen zu rechnen [76].

Fur eine biomedizinische Verwendung ist die exakte Reproduzierbarkeit der
Scaffold-Struktur entscheidend [73, 74, 77].
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1 Einleitung

Fur alle verwendeten Abbildungen, die nicht selber angefertigt wurden
(Abbildung 1.1 bis Abbildung 1.5), wurde die Genehmigung zur Verwendung in
dieser Arbeit vom Inhaber des Copyrights eingeholt (siehe Anhang Seite 115f).

1.4 Proteinexpressionsanalyse mittels SDS-PAGE und
Western Blot

Eine Differenzierung von Zellen kann man durch verschiedene Methoden
nachweisen. Die Analyse der Expression von spezifischen Proteinen stellt eine
anerkannte Methode dar. In den Zellen wird zuerst ein bestimmter Abschnitt auf
der DNA fur ein spezifisches Protein abgelesen und in RNA umgeschrieben.
AulRerhalb des Zellkerns kann diese mRNA (messenger RNA) in ein Protein
translatiert werden [78]. Beide Ebenen kodnnen durch unterschiedliche
Analysemethoden voneinander unabhangig untersucht werden. Um RNA
nachzuweisen wird die Polymerasekettenreaktion (PCR) angewandt. Da jedoch
nicht jede mRNA in einer Zelle auch zu einem Protein umgeschrieben wird, ist
es notwendig die tatsdchlich exprimierten Proteine durch eine weitere Methode
wie den Western Blot nachzuweisen [79].

Eine Methode um Proteingemische aufzutrennen ist die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Proteingemische enthalten
Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten, die aufgrund der
individuellen ~ Aminosaurenzusammensetzung unterschiedliche Ladungen
aufweisen. Durch  Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) und
B-Mercaptoethanol werden die Proteine denaturiert. Gleichzeitig wird die
Eigenladung der Proteine durch die Anlagerung der SDS-Gruppen Uberdeckt,
so dass alle Proteine negativ geladen sind und nach ihrer molekularen Masse
aufgetrennt werden kénnen [80].

Polyacrylamidgele eignen sich hervorragend als ,Sieb“ flr diese Aufgabe.
Durch eine angelegte Spannung wandern die negativ geladenen Proteine zum
positiven Pol auf der entgegengesetzten Seite des Gels. Kleine Proteine

wandern in der selben Zeit weiter durch das Gel als grél3ere Proteine [81].
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Um die aufgetrennten Proteine identifizieren zu kdnnen, sind jedoch weitere
Analyseschritte notwendig. Ein Verfahren ist der Western Blot [82]. Die Proteine
werden aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran
elektrophoretisch transferiert und darauf immobilisiert. Durch die Inkubation der
Membran in verschiedenen Antikdrperldsungen binden die Primarantikdrper von
Interesse nur an ihnrem spezifischen Antigen, also einem bestimmten Protein auf
der Membran. Bei der weiteren Inkubation bindet ein enzymgekoppelter
Sekundarantikdrper spezifisch an dem Priméarantikorper. Durch Zugabe eines
Substrats, das durch das gekoppelte Enzym umgesetzt wird und erst dann
luminesziert, kann ein Rontgenfilm belichtet werden. Die Schwérzung des Film
ist proportional zu der Menge gebundener Antikdrper und somit zu der
vorhandenen Proteinmenge und wird zur Auswertung der Proteinexpression

verwendet [82].

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es, den moglichen Einfluss der Mikrostruktur der
extrazellularen Umgebung auf das osteogene Differenzierungsverhalten von
hBMSCs und die damit verbundene Expression von spezifischen
Markerproteinen  zu  erforschen.  Hierfir wurden  Scaffolds aus
Poly-e-Caprolacton (PCL) mit quadratischen Maschen von 30 um, 60 um und
90 um mit Hilfe des Melt electrospinning writing Verfahrens zur Verfligung
gestellt. In Zellkulturen mit hBMSCs, die aus den Huftkdpfen adulter Spender
isoliert wurden, wurde das Differenzierungsverhalten auf den verschiedenen
Scaffolds in An- und Abwesenheit osteoinduktiver Faktoren tber einen Zeitraum
von sechs Wochen untersucht. Die aus diesen Proben gewonnen Proteine
wurden fur die Durchfuhrung der hier vorliegenden Dissertation ebenfalls zur
Verfigung gestellt um die Expression der Osteoblastenmarker auf
Proteinebene untersuchen zu kénnen.

Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot durch den

quantitativen Nachweis der Expression osteogener Markerproteine.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

211 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1:  Liste mit den fur die Versuche benétigten Verbrauchsmaterialien und

deren Lieferanten

Verbrauchsmaterialien

Lieferant

12-Well-Platten, nicht behandelt
6-Well-Platten
Aluminiumfolie

Amersham Hyperfilm ECL

Becherglaser

Pipettenspitzen (20 pL, 200 pL,
1000 pL)

Reagiergefal3e (1,5 mL, 2 mL)

Polypropylen Réhrchen (15 mL,
50 mL)
Frischhaltefolie

Gefrierbeutel
Glasflaschen
Glaskolben und —zylinder
Glaskuvetten

Latexhandschuhe

Magnetriuhrstadbchen

Corning Inc., Union City, USA

Nalgene Nunc Int., Penfield, USA
Melitta, Minden, Deutschland

GE Healthcare Corp., Buckinghamshire,
UK

SCHOTT AG, Mainz, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Melitta, Minden, Deutschland

Fipp Handelsmarken GmbH, Hamburg,
Deutschland

SCHOTT AG, Mainz, Deutschland
SCHOTT AG, Mainz, Deutschland
Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

Roésner-Mautby Meditrade GmbH,
Kiefersfelden, Deutschland
Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland
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Nitrozellulose Protran BA 85

Pasteurpipette, Glas

Pinzette

Skalpell

Spatel

Stabpipette Cellstar (5 mL, 10 mL,

25 mL)

Blottingpapier Whatman

Wageschale

Zellophanfolie

GE Healthcare Corp., Buckinghamshire,
UK

Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

Greiner Bio-one GmbH, Kremsmiunster,
Osterreich

GE Healthcare Corp., Buckinghamshire,
UK

Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

2.1.2

Tabelle 2.2:
sowie deren Lieferanten

Chemikalien und Reagenzien

Liste mit den fir die Versuche verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Lieferant

B-Mercaptoethanol

Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1

Ammoniumpersulfat

Bromphenolblau

Chloroform

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA
Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
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Coomassie brillant blue

Developer A G153
DL-Norleucin

DMSO

Essigsaure

Ethanol

Glycerin

Glycin

Guanidinhydrochlorid

Isopropanol

Luminol

Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid

peqGOLD TriFast Kit

p-Hydroxycumarinsaure

Ponceau S

Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

AGFA Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Walter CMP GmbH, Kiel, Deutschland
Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Applichem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
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Precision Plus Protein™ Standards

Rapid Fixer B G354 UP100H
SDS (Dodecylsulfate-Na-salt)

Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA

AGFA Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

TEMED Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA

Trizma Base Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Tween-20 Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

2.1.3 Geréate

Tabelle 2.3: Liste der verwendeten Geréate und deren Lieferanten

Gerate Lieferant

Bi-Destillierapparat

Brutschrank HERAcell 150 CO,
Inkubator
Filmentwickler Cawomat 2000 IR

Kihlschrank

Magnetrihrer CombiMag RET
Magnetrihrer RCTbasic
Mikroskop Leitz DM IL Typ 090-
131.001

Mini-PROTEAN Tetra Cell

Multifuge X3R Centrifuge

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Cawo Solutions, Schrobenhausen,
Deutschland

Liebherr Mediline GmbH, Leingarten,
Deutschland

IKA Werke GmbH, Staufen, Deutschland
IKA Werke GmbH, Staufen, Deutschland
Leica AG, Wetzlar, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,

USA

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland
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pH-Meter inoLab Multi Level 1

Mikroliterpipetten (2.5 pL, 20 pL,

100 pL, 200 pL, 1000 pL)
Rotary Mixer
Saugpumpe KnF Lab Laboport

Sterilbank LabGard Class I

Thermomixer 5436

TransBlot Turbo Transfer System

Ultraschallhomogenisator

Vortex REAX 1R.

Waage SBA 32

Wasserbad

Wippschuttler Rocker-Shaker PMR-

100

Zellzahler Casy Model TT

Zentrifuge Mikro20 Typ 2004

Zentrifuge MiniStar silverline

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Hartenstein GmbH, Wirzburg,
Deutschland

KnF Neuberger GmbH, Freiburg,
Deutschland

IBS INTEGRA Biosciences AG , Zizers,
Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA

Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH,
Schwabach, Deutschland

Scaltec Instruments GmbH,
Heiligenstadt, Deutschland

Memmert GmbH, Schwabach,
Deutschland

Grant Instruments Ltd., Cambridge, UK

Roche Diagnostics AG, Rotkreuz,
Schweiz

Hettich-Zentrifugen GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland
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214 Puffer und Losungen

Zur Herstellung der Puffer und Loésungen wurde bidestilliertes Wasser aus dem
laboreigenen Bi-Destillierapparat verwendet.

Tabelle 2.4:  Liste der verwendeten Puffer und Lésungen

Zur RNA- Proteinextraktion 75 % Ethanol

0,3 M Guanidinhydrochlorid in
95 % Ethanol

1 % SDS

Trenngel und Sammelgel 30 % Acrylamide/Bis Solution, 37,5:1

Trenngelpuffer 1,5 M Trizma Base
0,4 % SDS
pH auf 8,8 eingestellt

Sammelgelpuffer 0,5 M Trizma Base
0,4 % SDS
pH auf 6,8 eingestellt

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % Ammoniumpersulfat

Elektrophoresepuffer 25 mM Trizma Base
192 mM Glycin

0,1 % SDS

pH auf 8,3 eingestellt

Farbeldsung 0,1 % Coomassie brillant blue
20 % Methanol
7,5 % Essigsaure

Losung filtriert

Entfarbelésung 20 % Methanol
7,5 % Essigsaure

Probenpuffer nach Lammli [83] 62,5 mM Trizma Base

10 % Glycerin

2 % SDS (Dodecylsulfate-Na-salt)
pH auf 6,8 eingestellt

5 % B-Mercaptoethanol
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TBS 140 mM Natriumchlorid
10 mM Trizma Base, pH 7,4
TBST TBS, pH 8,0 + 0,05 % Tween-20

Graphitblotpuffer 1

25 mM Trizma Base, pH 10,4
20 % Methanol

Graphitblotpuffer 2 300 mM Trizma Base, pH 10,4
20 % Methanol
Graphitblotpuffer 3 25 mM Trizma Base, pH 9,4

40 mM DL-Norleucin

20 % Methanol

Zum Ansetzen Trizma Base in ddH,0
gelost, pH auf 9,4 eingestellt; Norleucin
in Methanol gerthrt und dann in Trizma

Base gelost

Abséttigungslosung

5 % Milchpulver in TBST

ECL Ldsung, Solution A (SA)

200 mL 0,1 M Tris-HCI, pH 8,6

50 mg Luminol

ECL Ldsung, Solution B (SB)

11 mg p-Hydroxycumarinsaure
In 10 mL DMSO gelést

Stripping-Puffer

10mL 20 % SDS (Dodecylsulfate-Na-
salt)

62,5 ml 100 mM Trizma Base pH 6,7
780 pL 3-Mercaptoethanol

mit destillierten Wasser auf 100 mL

aufgefullt

2.1.5 Zellkulturmedien

Tabelle 2.5: Liste der zur Zellkultur verwendeten Medien und Medienzusatze sowie

deren Lieferanten

Medien und Medienzusatze

Lieferant

0,05 % Trypsin-EDTA (1X)

Life technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland
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DMEM(1X) + GlutaMAX™-| +
4,5 g/L D-Glucose, - Pyruvat

Life technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

DMEM/F-12 (1:1) (1X) +
GlutaMAX™-| F-12 Nahrstoffmix
(Ham)

Life technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Fotales Kalberserum

Life technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Penicillin / Streptomycin
(210000 Units/mL Pen,
10000 pg/mL Strep)

Life technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Dexamethason

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

L-Ascorbinsaure 2-Phosphat

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,

Deutschland

B-Glycerophosphat
Disodiumsalzhydrat

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

2.1.6 Zell- und Proteinlysate

Zur Etablierung der Versuchsprotokolle fiir den Nachweis verschiedener
osteogener Markerproteine mittels SDS-PAGE und Western Blot wurden
Zelllysate von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293T) von externen
Firmen (siehe Tabelle 2.6) kommerziell erworben und verwendet, in denen die
nachzuweisenden Proteine ALPL, BSP und SPP1 transient Uberexprimiert
wurden und somit als Positivkontrollen dienten [84]. Fur den Nachweis von Col |
diente eine bovine Kollagen-Typ-I-L6ésung als Positivkontrolle. Von den
Positivkontrollproben sowie einem Zelllysat, das die entsprechenden Proteine
nicht enthielt und als Negativkontrolle fungierte, wurden je 5 uL Probe in 5 pL

Probenpuffer geldst. Fiir die Uberprifung des Col | Antikdrpers wurde 1 pL der

Col | Proteinlésung in 19 pL Probenpuffer gelost.
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Tabelle 2.6:  Liste der verwendeten Positivkontrollen fur die Antikdrper ALPL, BSP,
Col I, SPP1 und die Negativkontrolle sowie deren Lieferanten

Positiv- bzw. Negativkontrolle Lieferant

ALPL HEK293T  over-expression lysate
lyophilized in RIPA buffer, OriGene

Technologies Inc., Rockville, USA

BSP HEK293T over-expression lysate of
integrin-binding sialoprotein (IBSP)
lyophilized in RIPA buffer, OriGene

Technologies Inc., Rockville, USA

SPP1 HEK293T over-expression lysate of
secreted phosphoprotein 1 (SPP1)
lyophilized in RIPA buffer, transcript

variant 1, OriGene Technologies Inc.,

Rockville, USA

Col Typ | collagen from calf hides
5 mg/mL; SYMATESE, Chaponost,
Frankreich

Neg HEK293T vector transfected lysate

control lyophilized in RIPA buffer,
OriGene Technologies Inc., Rockuville,
USA

Die zur Verfugung gestellte humane Osteosarkom Zelllinie (MG 63, ATCC/LGC,
Manassas, USA), die aus Osteosarkomen gewonnen wurde, diente zur
Herstellung von Totalzelllysaten, die zusammen mit den kommerziell
erworbenen HEK293T Zelllysaten sowie der Kollagenldsung zur Etablierung der
Protokolle fur die SDS-PAGE und fir den Western Blot verwendet wurden.

Lysate aus humanen multipotenten mesenchymalen Stromazellen aus
trabekuldarem Knochen (hBMSCs) (Orthopéadische Klinik des Konig-Ludwig-
Hauses, Wiurzburg) wurden zur Verflgung gestellt, um das osteogene

Differenzierungsverhalten auf melt-elektrogesponnenen Scaffolds aus PCL [72]
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mittels Analyse verschiedener Markerproteine durch SDS-PAGE und Western

Blot zu untersuchen.

2.1.7 Antikdrper

Tabelle 2.7:

das Molekulargewicht des jeweiligen Antikdrpers.

Liste der verwendeten Primarantikérper, ihrer Antigene, Lieferanten und

Antikorper Lieferant Molekulargewicht
Alkalische Phosphatase OriGene Technologies 57 kDa
(ALPL): Rabbit monoclonal | Inc., Rockville, USA

antibody against ALPL

(clone EPR4477)

Bone Sialoprotein (BSP): CHEMICON International, | 70-80 kDa
Mouse Anti-Bone Billerica, USA

Sialoprotein Monoclonal

Antibody

Kollagen Typ | (Col I): Goat | Millipore Corporation, 100-120 kDa
Anti-Collagen Type | Affinity | Temecula, USA

Purified Polyclonal Antibody

Osteopontin (SPP1): Rat CHEMICON International, | 40 kDa
Anti-Human Osteopontin Billerica, USA

Monoclonal Antibody

B-Tubulin (Tub): Monoclonal | Sigma-Aldrich Co. LLC., 55 kDa

Anti-B-Tubulin, antibody

produced in Mouse

Steinheim, Deutschland

Tabelle 2.8:

Liste der verwendeten Sekundéarantikérper und deren Lieferanten

Antikorper

Lieferant

Anti-Goat: HRP-Rabbit Anti-Goat
IgG (H+L) Conjugate (ZyMax™

Grade)

Invitrogen Corporation, Camarillo, USA
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Anti-Mouse: Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG + IgM (H+L)

Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc., West Grove, USA

Anti-Rabbit: Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L)

Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc., West Grove, USA

Anti-Rat: Peroxidase-conjugated
AffiniPure Goat Anti-Rat IgG + IgM
(H+L)

Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc., West Grove, USA

2.1.8 Computerprogramme

Tabelle 2.9: Liste der verwendeten Softwareprogramme und deren Entwickler

Programm Entwickler
EndNote X8 Thomson Reuters, New York, USA
ImageJ 1.48v Wayne Rasband, National Institutes of

Health, USA

Microsoft Excel 2013

Microsoft Corp., Albuquerque, USA

Microsoft Word 2013

Microsoft Corp., Albuquerque, USA

Paint Version 6.1

Microsoft Corp., Albuquerque, USA

Windows Live Fotogalerie 2011

Microsoft Corp., Albuquerque, USA

2.2 Methoden

Die Isolierung und Kultivierung der hBMSCs sowie die Herstellung der MEW

Scaffolds (2.2.1 bis 2.2.3) waren nicht Bestandteil dieser Arbeit.

Methoden sind jedoch fiir das Verstandnis des gesamten Versuchsablaufs

sowie fur die Auswertung und Diskussion der Ergebnisse essentiell und werden

daher ebenfalls beschrieben.
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221 Isolierung der hBMSCs

Humane multipotente mesenchymale Stromazellen wurden aus der Spongiosa
von Huftkdpfen adulter Spender durch Mitarbeiter der Orthopadischen Klinik
des Konig-Ludwig-Hauses in Woirzburg isoliert. Die Huftkbpfe wurden
mannlichen und weiblichen Patienten im Alter zwischen 55 und 65 Jahren
aufgrund des notwendigen Einsatzes einer Endoprothese entnommen. Uber
den Einsatz des entnommenen Gewebes in der Forschung wurden die Spender
vor dem Eingriff muandlich wie auch schriftich aufgeklart und ihre
Einverstandniserklarung wurde eingeholt. Die Verwendung dieses humanen
Gewebes wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der
Universitdt Wirzburg genehmigt. Die Isolierung der hBMSCs erfolgte Uber
Plastikadharenz nach den modifizierten Protokoll von Haynesworth et al. [45].
Aus dem entnommenen Knochengewebe wurde zur Isolierung der hBMSCs nur
die Spongiosa verwendet. Diese wurde in DMEM/F-12-Ham’s Medium
aufgenommen und kréaftig von Hand geschittelt. Die Suspension wurde
anschlieBend 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Die hBMSCs befinden sich nach
dem Zentrifugieren im ZelllUberstand. Sie wurden aus der Spongiosa
herausgewaschen. Daher werden die Uberstande gesammelt und daraus die
Zellen anschlieBend abzentrifugiert. Nach sich mehrmalig wiederholenden
Wasch- und Zentrifugationsschritten in diesem Medium sowie Herausfiltern
noch vorhandener kleiner Knochenfragmente, wurde das Medium abgenommen
und die hBMSCs in Wachstumsmedium (DMEM/F-12-Ham’s / 10% FCS /
100U/mL Antibiotikum / 50pg/mL Ascorbinsaure) resuspendiert. Es wurden ca.
8x10% — 1x10° Zellen pro 175 cm? Zellkulturflasche ausgesat. Die hBMSCs
wurden bei 37° C und 5% CO; kultiviert. Zwei Tage nach der Aussaat wurden
nicht-adharente Zellen durch Waschen mit PBS entfernt. Das Medium wurde
alle 3-4 Tage erneuert. Bei Erreichen einer Konfluenz von 90 — 100 % wurden
die hBMSCs zur Aussaat auf den MEW Faser Scaffolds verwendet.
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2.2.2 Herstellung der PCL MEW Faser Scaffolds und ihre Geometrie

Die Tragergeruste (Scaffolds) fur die 3D-Zellkultur wurden mittels
Melt electrospinning writing (MEW) aus Poly-e-Caprolacton (PCL) hergestellt
[72].

Mit der Melt electrospinning writing Methode wurden Fasern mit einem
Durchmesser von 3 —4 um produziert. Es entstand im 2-dimensionalen Raum
eine Gitternetzstruktur. Mehrere dieser Gitter Ubereinander ergaben die
endgultige 3D-Struktur der Scaffolds. Der Abstand zwischen den einzelnen
Fasern konnte gezielt variiert werden [73]. Fur die Versuchsreihen wurden
121 mm? (11mmx1lmm) groRe Faser-Scaffolds mit Maschengréen von
30 pm, 60 pm und 90 um produziert. Ein Scaffold bestand aus 40 einzelnen
Faserlagen. Es wurde somit eine Scaffoldhéhe von 120 um erreicht (siehe
Abbildung 1.5).

2.2.3 Zellkultur

Die vom Konig-Ludwig-Haus gelieferten hBMSCs wurden zuerst mit PBS und
anschlieBend mit PBS/EDTA gewaschen. Um die Zellen vom Untergrund zu
l6sen, wurden sie 5 min bei 37° C mit 0.05% Trypsin-EDTA inkubiert. Das
Trypsin wurde durch Zugabe von Wachstumsmedium (DMEM/F-12-Ham’s (1:1)
(1X)+GlutaMAX™-1 Nahrstoffmix), Penicillin (10000 Units/mL), Streptomycin
(10000 pg/mL  Strep), 10% fotales Kalberserum und L-Ascorbinsaure
2-Phosphat (50ug/mL) inaktiviert. Nach der Zentrifugation (5 min, 1000 rpm,
RT) wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in frischem Medium
suspendiert. Anschlielend wurden die Zellen durch ein Zellsieb (70 pm)
vereinzelt.

Zur Aussaat der hBMSCs auf den Monolayern musste die Zellzahl bestimmt
werden. Auf einer 6-well Platte wurden pro well 6,0 x 10° Zellen in 3 mL
Medium ausgesat. Nachdem die hBMSCs nach ein bis zwei Tagen konfluent
wurden, erfolgte die Zugabe des Kontrollmediums (DMEM (1X)+GlutaMAX™.-|
+ 4.5¢9g/L D-Glucose, -Pyruvat; Penicillin (10000 Units/m), Streptomycin
(10000 pg/mL); 10%  fotales Kalberserum) bzw. des osteogenen
Differenzierungsmedium (DMEM (1X)+GlutaMAX™-1 + 4.5 g/L D-Glucose,
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-Pyruvat; Penicillin (10000 Units/mL), Streptomycin (10000 pg/mL), 10%
Fotales Kalberserum, 50ug/mL  L-Ascorbinsaure 2-Phosphat; beta-
Glycerophosphat Disodiumsalzhydrat, Dexamethason). Die Zugabe der
unterschiedlichen Medien kennzeichnete den Tag 0. Es wurde alle zwei bis drei
Tage ein Mediumwechsel vollzogen und an den Tagen 7, 14, 21, 28, 35 und 42
die RNA und Proteine isoliert. Fir die Monolayer Proben wurde ebenfalls an
Tag 0 isoliert. Diese Probe dient als Referenzprobe

Bevor die hBMSCs auf den Scaffolds ausgesat werden konnten, mussten die
Fasersticke 30 min in 70%-igen Ethanol sterilisiert und anschlieRend zweimal
mit PBS gewaschen werden, um das Ethanol wieder vollstandig zu entfernen.
Die Scaffolds wurden in 12-well Platten mit einem Ring aus Polystyrol auf dem
Boden der Kavitat fixiert und bis zur Besiedlung mit hBMSCs mit PBS bedeckt.
Pro well wurden 2,4 x 10° Zellen in 0,5 mL Wachstumsmedium ausgesat. Nach
24 Stunden wurde auf die adhérierten Zellen 1 mL Wachstumsmedium
gegeben. 72 Stunden nach der Zellaussaat wurden die Faser Scaffolds vom
Boden der Wellplatte angehoben und auf die Polystyrolringe gelegt um zu
verhindern, dass die Zellen auf dem Boden der well Platte adharieren. Erst
nach Erreichen der Konfluenz wurde das Wachstumsmedium durch das
Kontroll- bzw. osteogene Differenzierungsmedium ersetzt. Wie bei den
Monolayerproben kennzeichnete dieser Wechsel den Tag 0 der Versuchsreihe.
Der Medienwechsel erfolgte ebenfalls alle zwei bis drei Tage und die RNA- und

Proteinisolierung wurde an den Tagen 7, 14, 21, 28, 35 und 42 durchgefuhrt.

2.2.4 Proteinisolierung und Probenvorbereitung

2.2.4.1  Proteinisolierung hBMSCs

Die Extraktion des Gesamtproteingehaltes aus hBMSCs erfolgte durch eine
Einschritt-Flussigphasen-Separation nach der Guanidinisothiocyanat/Phenol
Methode mit dem peqGOLD TriFast™ Reagenz nach Angaben des Herstellers.
Die Zellen wurden durch Zugabe von 1 mL peqGOLD TriFast je 3,5cm-
Zellkulturschale lysiert und in 2 mL Reaktionsgeféal3e udberfihrt. Nach der

Zugabe von 0,2 mL Chloroform pro 1 mL TriFast Reagenz wurden die Proben
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15 sek durchmischt und 10 min bei RT inkubiert. Wahrend der anschlieRenden
Zentrifugation (5 min, 12000 rpm, RT) erfolgte die Auftrennung in drei Phasen.
Die oberste wassrige Phase enthielt die RNA, wéahrend sich die DNA und die
Proteine in der unteren Phenol-Chloroform-Phase und in der Interphase
anreicherten. Die wassrige Phase wurde abgenommen und fir die Extraktion
der RNA verwendet.

Aus der Phenol-Chloroform-Phase und der Interphase wurden durch Zugabe
von 1,5 mL Isopropanol die Proteine prazipitiert und anschliel3end fir 10 min
bei 12000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Proteinpellet dreimal mit 2 mL 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95 % Ethanol
gewaschen. Hierfir wurde das Pellet jeweils 20 min bei RT inkubiert und
anschlieend fur 5 min bei 7500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde das
Proteinpellet in 2 mL 100 % Ethanol auf dem Vortex resuspendiert, 20 min bei
RT inkubiert und wiederrum fur 5 min bei 7500 rpm und 4 °C abzentrifugiert.
Die Proben wurden bis zu ihrer Verwendung in 100 % Ethanol bei -20 °C
gelagert.

Zur Vorbereitung der Proben fiir die SDS-PAGE wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet an der Luft getrocknet. Danach wurden die
Proteine in 120 pL Probenpuffer nach Lammli [83] gel6st. Zur Verbesserung der
Léslichkeit wurden die Proben 20 sek sonifiziert und abschlieend fur 5 min bei
95 °C erhitzt. Beide Schritte dienen der Denaturierung und Linearisierung der
Proteine. Um die geloste Proteinmenge im Puffer konstant zu halten, wurden
die Proben aliquotiert und bis zu ihrer Verwendung in der SDS-PAGE bei -20 °C

gelagert.

2.2.4.2 Totalzelllysate MG63

Die Kultivierung und Isolation der Totalzelllysate aus humanen
Osteosarkomzellen (MG63) waren nicht Bestandteil dieser Arbeit, werden hier
jedoch zum Verstandnis erlautert.

Die MG63 Zellen (ATCC No.CRL-1427, Rockville, MD, USA) wurden in DMEM
(Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Germany) mit 10 % FCS (Invitrogen)

und 100 U/mL Penicillin, 100 mg/mL Streptomycin (Invitrogen) bei 37 °C in
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wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5% CO, kultiviert. Fur die
Proteinproben wurden die Zellen in 6 well Platten kultiviert und nach 5 Tagen
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend in 1 ml Lammli Probenpuffer
abgeschabt. Diese Suspension wurde abpipettiert und in ein 50 ml Falcon-
Rohrchen gegeben. In das well wurde erneut 1 mL Probenpuffer gegeben und
nochmals geschabt und die Suspension mit der vorherigen im selben Roéhrchen
gepoolt. Die Proteine wurden dann Uber Nacht in 6 Volumen Aceton (-20 °C) im
Gefrierschrank gefallt und anschlie3end bei 4500 rpm und 4 °C pelletiert. Das
Aceton wurde verworfen, das Pellet getrocknet und in 150 pL Probenpuffer
aufgenommen, resuspendiert und mit Phosphataseinhibitor (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland; 1:50) gelést. Danach erfolgte ebenfalls das
Sonifizieren und 5-mindtiges Kochen bei 95 °C. Nach einer weiteren kurzen

Zentrifugation wurden die Proben bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.5 SDS-PAGE

Proteingemische konnen mit der SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) ihrem Molekulargewicht nach aufgetrennt
werden. Die Eigenladungen der Proteine werden durch das anionische Tensid
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) Uberdeckt. Dadurch stof3en sich die linearisierten
Proteine gegenseitig ab und lassen sich proportional zu ihrer Molekilmasse
auftrennen. Proteine mit kleinem Molekulargewicht wandern wahrend der
Elektrophorese durch das Gel weiter als Proteine gréf3eren Molekulargewichts
[80].

Vor dem GielRen der Gele wurden die Glasplatten mit 2 % SDS gereinigt, mit
ddH,O gespult, getrocknet und zusammengesetzt. Die Platten wurden erst in
den Halterrahmen (Fa. Biorad) eingespannt, so dass beide Glasplatten am
unteren Rand bindig abschlossen. Dann wurde der Halterrahmen in dem
Giel3stand befestigt. Die Glasplatten standen dabei auf einer Unterlage aus
Moosgummi um die Gief3hohlform von unten abzudichten. Anschliel3end
wurden die einzelnen Gelkomponenten des 10 %igen Trenngels nacheinander
zusammengegeben (siehe Tabelle 2.10) und jeweils gut durchmischt. Nach der

Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin
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(TEMED), die als Radikalstarter bzw. als Katalysator fur die
Polymerisierungsreaktion dienen, wurde das Gel zugig in den Hohlraum
zwischen die beiden Glasplatten gegossen und mit ddH,O Uberschichtet, um

Luftblasenbildung zu vermeiden und eine glatte Oberflache zu gewahrleisten.

Tabelle 2.10: Trenn- und Sammelgelzusammensetzung

10 % Trenngel [mL] 4 % Sammelgel [mL]

30 % Acrylamide/Bis 3,30 0,67
solution (37,5:1)

Trenngelpuffer 2,50 -

Sammelgelpuffer - 1,25
ddH20 4,15 3,1
10 % APS 0,05 0,05

(Ammoniumpersulfat)

TEMED 0,01 0,01
(Tetramethylethylendiamin)

Bromphenolblau - 0,005

Nach ca. 20 min wurde das Wasser abgegossen und Reste mit Whatman
Filterpapier entfernt. Das 4 % Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen
und im noch flissigen Zustand wurde ein Kamm zwischen die Glasplatten in
das Sammelgel geschoben. Zur besseren Abgrenzung der Gele voneinander
und zur Markierung der Lauffront wurden dem Sammelgel 5 pL Bromphenolblau
zugegeben. Um die vollstandige Polymerisation der Gele zu gewahrleisten,
wurden diese stets einen Tag vor der Durchfihrung der Elektrophorese
gegossen und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

In einem Versuchsdurchlauf konnten ein bis vier Gele gleichzeitig eingesetzt

werden.
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Vor der Verwendung des Gels wurde der Kamm vorsichtig entfernt. Nach dem
Einspannen des Gels in die Mini-PROTEAN Tetra Cell Elektrophoresekammer
(Fa. Biorad) wurde diese mit Elektrophoresepuffer gefillt und die Geltaschen
wurden durch mehrmaliges Spilen mit dem Puffer von Gelresten befreit. Als
nachster Schritt folgte die Beladung der Geltaschen mit jeweils 10 pL der fur die
SDS-PAGE vorbereiteten Proteinproben (siehe Abschnitt 2.2.4). Pro Gel wurde
je eine Tasche mit 3 uL Precision Plus Protein Standard beladen und nicht
bendtigte Geltaschen wurden mit 3 uL Bromphenolblau im Probenpuffer befillt.
Anschliel3end erfolgte die Elektrophorese bei einer konstanten Spannung von
200 V. Die Laufzeit variierte in Abh&angigkeit von der Anzahl der Gele zwischen
45 und 60 min. Der Elektrophoresevorgang wurde beendet, sobald die Lauffront

den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

2.2.6 Western Blot

Der Western Blot wurde nach Kyhse-Andersen [82] durchgefuhrt. Nach
Beendigung der SDS-PAGE wurden die Glasplatten entfernt und das Gel
15 min in Graphitblotpuffer 3 inkubiert. Pro Gel wurden 10 Blatter Whatman
Filterpapier und eine Nitrozellulosemembran der Gelgréf3e (ca. 5,5 cm x 8,5 cm)
entsprechend zugeschnitten. Danach wurde der Blotstapel in der Blotkassette
aufgebaut (siehe Tabelle 2.11).

Tabelle 2.11: Aufbau des Blotstapels fir den Western Blot

Anzahl Lage in
Kathode
5 Whatman Filterpapier Graphitblotpuffer 3
1 Polyacrylamidgel Graphitblotpuffer 3
1 Nitrozellulose Graphitblotpuffer 1
2 Whatman Filterpapier Graphitblotpuffer 1
3 Whatman Filterpapier Graphitblotpuffer 2
Anode

Wahrend des Aufbaus des Blotstapels wurden nach jeder Lage Whatman

Filterpapier Luftblasen entfernt, um einen vollstandigen Transfer der Proteine
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aus dem Gel auf die Membran zu gewahrleisten. Die Ubertragung der Proteine
aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 25V fir 30 min. Die Stromstarke wurde dementsprechend
angepasst.

Nach Ablauf des Blotvorgangs wurde das Gel fur 2 h in Coomassie blue geféarbt
und anschlieBend in der Entfarbelésung entfarbt. Die entfarbten Gele wurden
zwischen Cellphanfolie luftgetrocknet und archiviert.

Die Ubertragung der Proteine wahrend des Blottingprozesses wurde durch
unspezifische Farbung der Proteine auf der Nitrozellulose in Ponceau S (Fa.
Sigma-Aldrich) fir 2 min dberpruft und nach anschlieBendem Waschen mit

bidestilliertem Wasser fotographisch festgehalten.

2.2.7 Inkubation mit den Antikdrpern

Damit keine Antikdrper an freie Stellen der Nitrozellulose binden konnten,
wurde die Nitrozellulose fir 1h bei Raumtemperatur (RT) in
Absattigungslosung (5 % Milchpulver in TBST) auf dem Wippschuttler geblockt
und anschlieBend dreimal 5 min bei RT in TBST gewaschen.

Darauf folgte die Inkubation der Nitrozellulose in 10 mL Primarantikdrperlésung
bei 4 °C auf einem Wippschuttler tber Nacht. Die primaren Antikdrper wurden
im Verhéltnis 1:1000 in TBST verdinnt eingesetzt. Nach Zugabe von
0,2 %igem Natriumazid, konnten die priméaren Antikérper bei —20 °C gelagert
und mehrmals zur Inkubation von Nitrozellulose verwendet werden. Am
darauffolgenden Tag wurde die Membran dreimal 5 min bei RT in TBST
gewaschen, um Reste des Primarantikorpers zu entfernen.

Anschliel3end folgte die Inkubation in 15 mL Sekundarantikbrperldsung pro
Membran fur 1 h bei RT auf dem Wippschuttler. Die sekundaren Antikorper
wurden in einer Verdinnung von 1:5000 in TBST eingesetzt und verfiigten Gber
ein an den Antikorper angekoppeltes Enzym, das fir die Reaktion der
Chemilumineszenz verantwortlich war. Im Gegensatz zu den primaren
Antikorpern wurden die Sekundéarantikdrperlésungen nur einmalig verwendet.
Um freie Sekundarantikorper von den Membranen zu entfernen, erfolgten drei
Waschschritte in TBST fur 10 min bei RT auf dem Wippschiittler.
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2.2.8 Filmexposition und Filmentwicklung

Die Peroxidase-gekoppelten Antikdrper, die spezifisch an ihr Antigen gebunden
haben, konnten durch Zugabe  von ECL-LOsung (enhanced
chemiluminescence), Exposition auf Rontgenfiim und anschlieBender
Filmentwicklung sichtbar gemacht werden [82, 85]. Die ECL-L6sung wurde erst
kurz vor der Verwendung aus den Komponenten Losung A (0,1 M Tris-HCI
pH 8,6, Luminol), Loésung B (p-Hydroxycumarinsaure, DMSO) und 30%-igem
H.O- hergestellt. Die Membran wurde fur 2 min bei RT und unter Schwenken in
der ECL-L6sung inkubiert. Die benetzte Nitrozellulose wurde nach grindlichem
Abtropfen blasen- und faltenfrei in Frischhaltefolie verpackt und in die
Filmkassette eingelegt.

In  der Dunkelkammer wurde der unbelichtete Ro&ntgenfilm auf die
Nitrozellulosemembran gelegt und die sichtbaren Banden des Protein
Standards auf dem Film markiert. Nach einer bis finf Sekunden Belichtungszeit
wurde der Film entwickelt. Eine Uberentwicklung des Films musste vermieden
werden, da Uberbelichtete Banden nicht fir die densitometrische Auswertung
verwendet werden konnten. War der Film bereits bei einer Belichtungszeit von
1 sek uberbelichtet, wurde 10 min abgewartet und ein neuer Film belichtet und
entwickelt.

2.2.9 Stripping

Zur anschlieBenden Inkubation der Nitrozellulose mit einem weiteren
Priméarantikdrper, konnten die bereits gebundenen Antikdrper wieder von der
Membran abgelost werden. Hierfir wurde die Nitrozellulose dreimal fr 5 min
bei RT in TBST gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der
Nitrozellulose fir 30 min bei 50 °C in Stripping-Puffer (Zusammensetzung siehe
Tabelle 2.4) und erneutem dreimaligen Waschen in TBST fur jeweils 10 min.
Danach konnte wieder mit der Absattigung der Membran in 5% Milchpulver in
TBST und den darauffolgenden Inkubationsschritten mit den Antikbrpern

begonnen werden [86].
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2.2.10 Ergebnisauswertung

Die entwickelten Réntgenfilme der Western Blot Analysen wurden im Durchlicht
abfotografiert und anschlieRend mit Image J quantitativ densitometrisch
ausgewertet. Daflr wurden die Bilder in digitaler Form verarbeitet. Die Flache
um die geschwarzten Banden wurde markiert. Die Schwarzung der Bande
wurde als Kurve dargestellt. Dabei entsprach die Hohe der Kurve der
Schwarzung und die Breite der Kurve der Breite der Bande. Die gesamte
Flache unter der erstellten Kurve wurde durch eine eingefligte Basislinie
abgeschlossen und der Flacheninhalt berechnet. Alle Flacheninhalte wurden
auf den Wert an Tag O normiert. Diese relative Densitat der Proben wurde auf
die relative Schwarzung der entsprechenden Proben des Haushaltsproteins
B-Tubulin der gleichen hBMSC-Reihe normiert und fur die Darstellung in den
Diagrammen verwendet.

Das exakte Molekulargewicht der detektierten Banden wurde ebenfalls ermittelt.
Die Banden des aufgetrennten Markers wurden ihren passenden
Molekulargewichten  zugeordnet und ihre zurickgelegte Laufstrecke
ausgemessen. Diese Werte wurden auf halblogarithmischem Papier
aufgetragen, so dass die Molekulargewichtsskala in Kilodalton (kDa) auf der
y-Achse und die zurlickgelegte Laufstrecke in Pixel auf der x-Achse lag
(Abbildung 2). Mit Hilfe dieser Punkte wurde eine Kalibriergerade bestimmt mit
der sich nach Ausmessung der Laufstrecke der gesuchten Bande, deren

Molekulargewicht bestimmen liel3.
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Abbildung 2: Bestimmung des Molekulargewichts der detektierten Banden

Beispielhafte Bestimmung des Molekulargewichts der detektierten Banden des Western Blots
fur den Nachweis von Tubulin in den hBMSCs 1060 (Abbildung 3.6). Das Molekulargewicht ist
in Kilodalton (kDa) und die Laufstrecke in Pixel angegeben. Anhand der markierten Punkte
wurde eine Kalibriergerade erstellt und deren Funktion ermittelt. Die Banden wurden nach einer
Laufstrecke von 85 Pixeln detektiert und liegen damit bei 58 kDa.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Versuchsprotokolle fir den Nachweis

verschiedener osteogener Markerproteine mittels Western Blot

Zur Etablierung der Versuchsprotokolle zur Durchfuhrung der SDS-PAGE, des
Western Blots, der Inkubation mit den Antikorpern sowie der Filmexposition
wurden Kontrollversuche fur die osteogenen Markerproteine Alkalische
Phosphatase (ALPL), Tubulin (Tub), Osteopontin (SPP1), Bone Sialoprotein
(BSP) und Kollagen Typ | (Col I) durchgefuhrt. Hierfir war es notwendig die im
Methodenteil unter 2.2.5 (SDS-PAGE) bis 2.2.8 (Filmexposition und
Filmentwicklung) beschriebenen Protokolle zuerst an kommerziellen Positiv-
und Negativkontrollen zu testen. AnschlieBend wurden die Protokolle an
Zelllysaten aus humanen Osteosarkomzellen (MG63) getestet. Die MG63
Zellen exprimieren alle nachzuweisenden Markerproteine [87, 88]. Nicht nur die
Protokollabfolge, sondern ebenfalls die spezifische Bindung der Antikdrper an
ihr Antigen konnte somit unter standardisierten Bedingungen Uberprift werden.
In allen dargestellten Western Blot Abbildungen ist die zu detektierende
Hauptbande durch eine Umrahmung hervorgehoben.

Um die Ergebnisse der Western Blots besser miteinander vergleichen zu
kénnen, werden diese densitometrisch vermessen und die Auswertungen in
Diagrammen dargestellt. Mit dem Computerprogramm Image J wird der
Schwarzungsgrad der detektierten Banden der Western Blots in einer Kurve
dargestellt, der der Dichte des Signals auf dem Ro6tgenfilm entspricht. Dabei
entspricht die HOhe des Peaks der Intensitat der geschwérzten Bande und die
Ausdehnung entlang der x-Achse ihrer Breite. Um auszuschliel3en, dass der
Hintergrund Einfluss auf die Ergebnisse hat, wird manuell eine Basislinie
gezogen um den Peak nach unten hin abzugrenzen. Die so entstandene Flache
(area under the curve, AUC) kann somit berechnet werden. Diese
Vorgehensweise wurde fir jeden Tag an dem eine Probe isoliert wurde,
durchgefuhrt. Der Flacheninhalt wird in Pixeln angegeben. Alle AUCs der

Proben eines Antikorpers zusammen entsprechen 100% der geschwarzten
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Flache und jede einzelne Bande kann somit prozentual dazu berechnet werden.
Anschliel3end erfolgte die Normierung jeder einzelnen Probe auf Tubulin von

Tag 0 der Monolayer Kontrollmedium Probe.

3.1.1 B-Tubulin (Tub)

Tubuline sind Proteine, die in Zellen vor allem in den Mikrotubuli vorkommen
und in verschiedene Isoformen eingeteilt werden kénnen. Tubulin wird in einer
konstanten Expressionsrate in Zellen gebildet und eignet sich dadurch als
Haushaltsprotein [89, 90]. B-Tubulin (Tub) wird deshalb in der vorliegenden
Dissertation als Referenzprotein verwendet, um Unregelmafigkeiten bei der
Beladung ausgleichen zu konnen. Es dient als Beladungsreferenz zur
Normierung der anderen Proteine, die mittels Western Blots nachgewiesen
werden. Der Anti-B-Tubulin Antikérper wird ausschlie@lich an der MG63
Totalzelllysatprobe (MG) etabliert. Das B-Tubulin besitzt laut Literatur ein
Molekulargewicht von 55 kDa [90].
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Abbildung 3.1: Western Blot Analyse zum Nachweis von Tubulin in einem MG63
Totalzelllysat

Das MG63 Totalzelllysat (MG) wurde mit dem Anti-B-Tubulin Antikdrper inkubiert. Die
Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in Kilodalton (kDa) angegeben. Die markante
Bande, die sich bei 58 kDa zeigt, reprasentiert S-Tubulin.

Der Western Blot zeigt, dass mehrere groRe Proteine durch den Anti-B-Tubulin

Antikorper detektiert werden. Wie in Abbildung 3.1 zu sehen ist, dominiert
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jedoch eine markante Bande, die bei 58 kDa liegt und damit B-Tubulin

reprasentiert.

3.1.2 Alkalische Phosphatase (ALPL)

Die Alkalische Phosphatase ist ein Enzym, das im menschlichen Kérper unter
anderem in der Knochenentwicklung bei Dephosphorylierungsreaktionen eine
wichtige Rolle spielt und in verschiedene Isoenzyme eingeteilt wird. In dieser
Dissertation wird die gewebeunspezifische Alkalische Phosphatase
(tissue-nonspecific alkaline phosphatase, ALPL) detektiert. Sie wird in
Osteoblasten verstarkt exprimiert, besitzt ein Molekulargewicht von 57 kDa und

liegt damit nahe dem Molekulargewicht von 3-Tubulin [91].
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Abbildung 3.2: Western Blot Analyse zum Nachweis von Alkalischer Phosphatase in der
Positivkontrolle, Negativkontrolle und einem MG63 Totalzelllysat

Die Positivkontrollen (Pos, A, B), Negativkontrollen (Neg, A, B) und das MG63 Totalzelllysat
(MG, B) wurden mit dem Anti-ALPL Antikdrper inkubiert. Die Molekulargewichtsskala des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die markante Bande liegt als Doppelbande in den
Positivkontrollen und der MG63 Probe bei 56 und 63 kDa und reprasentiert die Alkalische
Phosphatase.

Abbildung 3.2 A zeigt das Ergebnis des Blots nach Auftrag von Positiv- und
Negativkontrolle. Bei der Positivkontrolle ist eine Bande bei 71 kDa und zwei
darauffolgende Banden, die bei 63 und 56 kDa verlaufen, zu erkennen. Bei der
Negativkontrolle befindet sich die Bande bei 71 kDa auf der Laufspur. ALPL,
das spezifisch von diesem Antikdrper erkannt wird, lauft in Form einer
Doppelbande bei 63 und 56 kDa.
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Die markanten Banden in Abbildung 3.2 B befinden sich alle bei 50 kDa und
75 kDa und erscheinen nicht so intensiv belichtet wie in Abbildung 3.2 A. Eine
Bande ist bei 60 kDa bei der MG63 Probe zu erkennen sowie eine zweite
Bande, die bei 56 kDa verlauft. In der Positivkontrolle zeigen sich zwei Banden
auf der gleichen Hohe wie bei dem MG63 Zelllysat. In der Negativkontrolle
erkennt man eine einzige Bande, die bei der 65 kDa Marke verlauft. Diese
Bande ist auch bei der MG63 Probe und der Positivkontrolle detektiert.

3.1.3 Bone Sialoprotein (BSP)

Bone Sialoprotein spielt eine wichtige Rolle im Mineralisierungsprozess der
Extrazellularmatrix (EZM) und eignet sich auf Grund dessen als Markerprotein
fur die Differenzierung der hBMSCs [60]. Es weist ein Molekulargewicht
zwischen 70 und 80 kDa auf [92].
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Abbildung 3.3: Western Blot Analyse zum Nachweis von Bone Sialoprotein in der
Positivkontrolle, Negativkontrolle und einem MG63 Totalzelllysat

Die Positivkontrollen (Pos, A, B), Negativkontrollen (Neg, A, B) und das MG63 Totalzelllysat
(MG B) wurden mit dem Anti-BSP Antikorper inkubiert. Die Molekulargewichtsskala des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die markante Bande liegt in den Positivkontrollen und
der MG63 Probe bei 78 bzw. 72 kDa und représentiert das Bone Sialoprotein.

In der Positivkontrolle ist ein starkes Signal bei 78 kDa detektiert (Abbildung
3.3 A). Die Negativkontrolle zeigt keine Reaktion mit dem Antikdrper. Die
detektierte Bande entspricht eindeutig dem Molekulargewicht des

Markerproteins.
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In Abbildung 3.3 B befindet sich im MG63 Zelllysat eine dunkelgrau geféarbte
Bande auf der Hohe von 72 kDa. AulRerdem einige schwache, unspezifische
Banden, die Uber die gesamte Spur verteilt sind. Die Positivkontrolle weist das
gleiche Ergebnis auf wie die Positivkontrolle in Abbildung 3.3 A, eine
eindeutige, einzelne Bande auf der Hohe von 77 kDa. In der Negativkontrolle
sind viele schwache Nebenbanden detektiert. Nur eine signalstarke Bande
befindet sich bei 44 kDa und liegt damit deutlich unter den signalstarksten

Banden der Positivkontrollen.

3.14 Kollagen Typ | (Col I)

Kollagen Typ | stellt den Grol3teil der Proteinmatrix in Knochengewebe dar. Es
besteht aus zwei a1-Ketten und einer a2-Kette. Die Osteoblasten sezernieren
das gebildete Kollagen Typ |, aus dem im weiteren Entwicklungsverlauf
extrazellulare Fibrillen gebildet werden. Kollagen Typl besitzt ein
Molekulargewicht von 100 bis 130 kDa [11].
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Abbildung 3.4: Western Blot Analyse zum Nachweis von Kollagen Typ!l in der
Positivkontrolle, Negativkontrolle und einem MG63 Totalzelllysat

Die Positivkontrollen (Pos, A, B), Negativkontrollen (Neg, A, B) und das MG63 Totalzelllysat
(MG, B) wurden mit dem Anti-Col I Antikdrper inkubiert. Die Molekulargewichtsskala des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die markanten Banden in den Positivkontrollen und der
MG63 Probe liegen bei 130 und 113 kDa bzw. bei 125 und 118 kDa und repréasentieren
Kollagen Typ I.

Abbildung 3.4 A zeigt zwei Spuren Kollagen Typ !l Paositivkontrollen

verschiedener Proteinkonzentrationen (Posl und Pos2). Bei der ersten
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Positivkontrolle wurde eine Proteinkonzentration von 5mg/mL (Posl)
aufgetragen und bei der zweiten Positivkontrolle wurde die Proteinkonzentration
unverdinnt eingesetzt (Pos2). Ein deutlicher Unterschied in der Intensitat der
Signale ist erkennbar. Bei der geringer konzentrierten Kontrollprobe befinden
sich mindestens zwei Banden in unmittelbarer Nahe zueinander, so dass der
Eindruck entsteht es handelt sich nur um eine einzelne Bande. Die Schwarzung
liegt bei der 130 kDa und 113 kDa Markierung. In der Positivkontrolle rechts
daneben ist eine ausgedehnte Schwarzung des Films zu erkennen. Der Bereich
beginnt oberhalb der 150 kDa und lauft auf Hohe der 100 kDa aus. Die
Negativkontrolle weist keine Banden auf. Es handelt sich bei den detektierten
Banden der Positivkontrolle somit um das Markerprotein Kollagen Typ |.

Damit sich die Spuren der Positivkontrollen bei starker Belichtung nicht
uberschneiden, wurde in Abbildung 3.4 B die Positivkontrolle mit der geringeren
Proteinkonzentration (Pos1) auf der rechten Spur aufgetragen. Es zeigt sich ein
Bild mit mehr Nebenbanden als bei der Positivkontrolle in Abbildung 3.4 A. Zwei
Banden werden bei 125 kDa und 118 kDa detektiert und reprasentieren
Kollagen Typl. Auf der restlichen Spur werden einige unspezifische
Nebenbanden detektiert. Im unteren Drittel der Spur ist eine prominente Bande
von 12 kDa sichtbar. Diese Bande tritt ebenfalls auf der MG63 Spur auf. Die
gesamte Belichtung dieser Positivkontrolle (Posl) und der MG63 Probe ahnelt
in der Auftrennung der Belichtung der reinen Positivkontrolle, nur in einen
niedrigeren Molekulargewichtsbereich verschoben. Neben vielen Nebenbanden
sticht eine markante Bande auf einer Hohe von 93 kDa hervor. Unmittelbar
unterhalb dieser Bande befindet sich eine zweite, schwachere Bande. Die
gesamte Laufstrecke der Negativkontrolle in Abbildung 3.4 B ist frei von

geschwarzten Bereichen, die auf detektierte Proteine hinweisen kdnnten.
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3.1.5 Osteopontin (SPP1, secreted phosphoprotein 1)

Osteopontin wird in der frihen Phase der Differenzierung von Osteoblasten
gebildet, in die Extrazellularmatrix sezerniert und ist dort wichtiger Bestandteil
der Mineralisation [10]. Es besitzt mit 35 kDa das geringste Molekulargewicht

der zu detektierenden Markerproteine.

M MG Pos Neg

) —

Abbildung 3.5: Western Blot Analyse zum Nachweis von Osteopontin in der
Positivkontrolle, Negativkontrolle und einem MG63 Totalzelllysat

Das MG63 Totalzelllysat (MG, links), die Positivkontrolle (Pos, Mitte) und die Negativkontrolle
(Neg, rechts) wurden mit dem Anti-SPP1 Antikdrper inkubiert. Die Molekulargewichtsskala
des Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die markanteste Bande liegt bei der
Positivkontrolle bei 37 kDa und reprasentiert Osteopontin.

Die Spur MG in Abbildung 3.5, in der das MG63 Zelllysat aufgetrennt wurde,
zeigt zwei Banden bei 33 kDa und 30 kDa. Die Positivkontrolle ist auf der
zweiten Spur aufgetrennt. Zwei sich Uberlappende Banden sind zu erkennen.
Sie besitzen ein Molekulargewicht von 37 kDa bzw. ca. 34 kDa. Die
Negativkontrolle zeigt unspezifische Bindungen des Antikdrpers. Das
markanteste Signal liegt bei 31 kDa. Die Positivkontrolle zeigt ein markantes
zusétzliches Signal bei 37 kDa. Da diese Bande auf der selben Hohe lauft wie
die untere Bande in der Positivkontrolle, ist davon auszugehen, dass jeweils die
hohere Bande (33 kDa in MG63, 37 kDa in Pos) Osteopontin repréasentiert
AulRerdem sind mehrere unspezifische Signale zwischen 60 kDa und 40 kDa
bei der Negativkontrolle zu sehen. Auch wenn die detektierten Banden nicht auf
der gleichen Hohe verlaufen, zeigen die Banden der Positivkontrolle und der

MG63 Totalzelllysatprobe das Markerprotein Osteopontin.
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3.2 Differenzierungsverhalten von hBMSCs auf PCL Faser
Scaffolds

Die Analyse der Proteinexpression auf den PCL Faser Scaffolds und
Monolayern erfolgte mittels Western Blot. Uber einen Zeitraum von insgesamt
sechs Wochen wurden, beginnend an Tag 0, jeweils im Abstand von sieben
Tagen, Proteinproben isoliert. Die Kultivierung der Zellen sowie die Isolierung
der Proteine wurden nicht selber durchgefiuhrt, letztere wuden fir diese Arbeit
zur Verfiigung gestellt.

Bei den hier dargestellten Western Blot Ergebnissen ist pro verwendetem
Antikorper nur ein entwickelter Film exemplarisch gezeigt. Alle anderen
Western Blot Abbildungen fur die analysierten Proben mit den Maschengro3en
von 30 um und 90 um befinden sich im Anhang dieser Arbeit (9.Anhang,
Seite 94 ff). Die dargestellten Western Blots wurden mit Proteinproben aus den
hBMSCs des Spenders 1060 (hBMSC 1060) durchgefuhrt. In einem weiteren
Versuchsdurchgang wurden hBMSCs eines zweiten Spenders verwendet. Die
Western Blot Abbildungen zu den Proteinproben des Spenders 1021
(hBMSC 1021) befinden sich ebenfalls im Anhang (9. Anhang, Seite 94 ff). Die
Maschengrof3e der Scaffolds der dargestellten Western Blots betragt 60 um.

Die Proben an Tag O der Monolayerkultur mit Kontrollmedium dienen als
Ausgangswert fur das urspringliche Expressionslevel zu Beginn der
Versuchsreihe.

Die zur Auswertung herangezogenen Banden sind in den entsprechenden

Western Blot Abbildungen mit einem Rahmen markiert.

3.2.1 B-Tubulin

Der in Abbildung 3.6 dargestellte Western Blot resultiert aus der Inkubation der
Nitrozellulose mit dem Anti-B-Tubulin Antikdrper. Die detektierten Tubulin-
Banden werden zur Normierung der anderen Western Blot Ergebnisse
herangezogen. Da eine Nitrozellulose nacheinander mit den verschiedenen

Antikérpern inkubiert wurde, koénnen durch die Normierung auf Tubulin
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Unterschiede in der aufgetragenen Proteinmenge herausgerechnet und die

Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet werden.
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Abbildung 3.6: Western Blot Analyse zum Nachweis von Tubulin in hBMSCs
(hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 60 pum in Kontrollmedium (Mitte) bzw. in osteogenem
Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kaultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium  ldber einen Zeitraum von 42Tagen und in osteogenem
Differenzierungsmedium  Uber 28 Tage. Die  Molekulargewichtsskala (M) des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die
Tage der Probengewinnung.

Die Banden zeigen ein Molekulargewicht von 58 kDa und entsprechen damit
dem Molekulargewicht des B-Tubulins. Bei den Monolayern mit Kontrollmedium
sind die ersten vier Versuchstage von ihrer Intensitét gleichwertig. Tag 28 bis
Tag 42 erscheinen in ihrer Schwarzung schwacher. Die Banden der hBMSCs,
die auf den MEW-Faser Scaffolds mit Kontrollmedium kultiviert wurden, sind
gleichmalig detektiert. Nur Tag 42 weist eine schwachere Intensitat auf. Die
Proben, der auf den Faser Scaffolds mit Differenzierungsmedium kultivierten
Zellen, ergeben deutliche Banden. Oberhalb der detektierten Banden sind

schwache unspezifische Banden erkennbar.
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3.2.2 Alkalische Phosphatase

In der nachstehenden Abbildung 3.7 ist die Nitrozellulose fur den Western Blot
mit dem Anti-ALPL Antikdrper inkubiert.
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Abbildung 3.7: Western Blot Analyse zum Nachweis von Alkalischer Phosphatase in
hBMSCs (hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 60 um in Kontrollmedium (Mitte) bzw. in osteogenem
Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kaultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium  (dber einen Zeitraum von 42Tagen wund in osteogenem
Differenzierungsmedium  Uber 28 Tage. Die Molekulargewichtsskala (M) des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die
Tage der Probengewinnung.

Bei 62 kDa ist in allen Spuren die spezifische ALPL-Bande detektierbar. Bei
einigen Spuren tritt eine zweite Bande bei 66 kDA auf. Bei den MEW-Faser
Scaffolds mit Differenzierungsmedium sind diese Doppelbanden am starksten
ausgepragt. Unterhalb der 50 kDa sind zwei bis drei unspezifische
Nebenbanden pro  Spur ersichtlich. Bei den  Scaffolds  mit
Differenzierungsmedium sind die Nebenbanden an Tag 14, 21 und 28 starker
ausgepragt.

Zuerst werden die Diagramme zu den Spenderzellen hBMSC 1060 gezeigt und

darauffolgend die Diagramme zu den Spenderzellen hBMSC 1021.
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Abbildung 3.8: Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis von
Alkalischer Phosphatase in hBMSCs (hBMSC 1060)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer in Kontrollmedium sowie auf MEW-
Faser Scaffolds mit einer Maschengréf3e von 30 um (A), 60 pum (B) und 90 pm (C) sowohl in
Kontrollmedium als auch in osteogenem Differenzierungsmedium. *Daten nicht vorhanden
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Die Proteinexpression der hBMSCs 1060 sind in Abbildung 3.8 A-C dargestellt.
Beginnend mit den Monolayerproben links, die in Kontrollmedium kultiviert
wurden, sind mittig die hBMSCs auf den MEW-Faser Scaffolds in
Kontrollmedium und rechts daneben in Differenzierungsmedium aufgefihrt. In
Abbildung 3.8 A sind die Scaffolds mit 30 um MaschengrofRe gezeigt. Die
relative Proteinexpression bei den Monolayerproben entspricht der, der
Scaffoldproben in Differenzierungsmedium. An Tag 28 und 42 zeigt sich bei den
Scaffoldproben in Kontrollmedium die Expression leicht erhéht. Ein &hnliches
Ergebnis ist auf den Scaffoldproben mit 60 um Maschengrof3e zu beobachten
(Abbildung 3.8 B). Dabei ist bei den Scaffoldproben mit 60 um Maschengrolie,
die in Kontrollmedium kultiviert wurden nur an Tag 42 eine ca. 3,5-fache
Erhéhung der ALPL Expression im Vergleich zu den anderen Werten sichtbar.
Dieselbe Tendenz wiederholt sich in Abbildung 3.8 C. Die hier analysierten
hBMSCs, die auf Scaffolds mit der MaschengroRe 90 um kultiviert und mit
Kontrollmedium versorgt wurden, zeigen an Tag 28 und 35 eine zwei- bis
zweieinhalbfach erhdhte Proteinexpression. Die relative Proteinexpression der
Monolayerproben, Scaffoldproben in Differenzierungsmedium und den
restlichen Tagen der Scaffoldproben in Kontrollmedium ist in etwa gleich.
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Abbildung 3.9: Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis von
Alkalischer Phosphatase in hBMSCs (hBMSC 1021)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer sowohl in Kontrollmedium als auch in
osteogenem Differenzierungsmedium. Weiterhin wurden hBMSCs auf MEW-Faser Scaffolds
mit einer Maschengréf3e von 30 um (A), 60 um (B) und 90 um (C) in Kontrolimedium kultiviert.
*Daten nicht vorhanden
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Abbildung 3.9 zeigt die quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression
von ALPL der hBMSCs 1021. Links sind die Ergebnisse der Monolayerproben,
die mit Kontrollmedium kultiviert wurden, dargestellt. In der Mitte befinden sich
die Proben der Monolayerkulturen mit Differenzierungsmedium und rechts die
Kulturen auf den MEW-Faser Scaffolds mit Kontrollmedium. Die relative
Proteinexpression der hBMSCs in Abbildung 3.9 A ist bei den Monolayerproben
in Kontrollmedium bei allen Versuchstagen in etwa bei eins. Dieselbe
Auspragung ist bei den Monolayerproben in Differenzierungsmedium zu
erkennen. Bei den mit Kontrollmedium versorgten und auf den 30 um Scaffolds
kultivierten hBMSCs besteht an Tag7 und an Tag42 eine verstarkte
Proteinexpression von ALPL. Bei den hBMSCs, die auf den Scaffolds mit einer
Maschengréf3e von 60 um kultiviert wurden, zeigt sich in Abbildung 3.9 B an
allen Versuchstagen eine erhdhte ALPL Produktion im Vergleich zu den
Monolayerproben. An Tag 42 ist sie doppelt erh6ht. Am starksten tritt sie an
Tag 7 auf und ist damit um mehr als acht Mal hoéher als bei den
Monolayerproben. In Abbildung 3.9 C haben die Maschen der Scaffolds mit
Kontrollmedium eine Grdl3e von 90 um. Die hierauf kultivierten hBMSCs zeigen
ebenfalls eine stark gesteigerte Expression. Mit Ausnahme von Tag 14 sind alle
anderen Versuchstage um ein Sieben- bis Sechszehnfaches erhéht. An Tag 35
zeigt die relative Proteinexpression einen achtzehnfach erhéhten Wert im
Vergleich zu den Werten der entsprechenden Monolayerproben. Generell ist die
relative ALPL Expression bei den mit Kontrollmedium und auf Scaffolds
kultivierten hBMSCs 1060 geringer als bei den hBMSCs 1021.

48



3 Ergebnisse

3.2.3 Bone Sialoprotein

Abbildung 3.10 zeigt den Western Blot nach Inkubation mit dem Anti-BSP
Antikorper.
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Abbildung 3.10: Western Blot Analyse zum Nachweis von Bone Sialoprotein in
hBMSCs (hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 60 pum in Kontrollmedium (Mitte) bzw. in osteogenem
Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium  (dber einen Zeitraum von 42Tagen wund in osteogenem
Differenzierungsmedium  tUber 28 Tage. Die  Molekulargewichtsskala (M) des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die
Tage der Probengewinnung.

Die signalstarksten Banden liegen oberhalb der 150 kDa Markierung. Diese
Banden tauchen ebenfalls bei der Positivkontrolle auf. Die Bande, die mit dem
Molekulargewicht von BSP korrespondiert, befindet sich bei 76 kDa. Es sind
zwei Banden sichtbar, die klar voneinander abgegrenzt sind, wobei die obere
der beiden dominiert. Die untere Bande liegt bei 63 kDa. In dem
darunterliegenden Bereich sind weitere Nebenbanden erkennbar. Bei den
Proben von Tag 21 und Tag 28, der mit Differenzierungsmedium auf Scaffolds

kultivierten hBMSCs, zeigen sich starkere Nebenbanden unterhalb von 37 kDa.
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Abbildung 3.11: Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis
von Bone Sialoprotein in hBMSCs (hBMSC 1060)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer in Kontrollmedium sowie auf MEW-Faser
Scaffolds mit einer MaschengréfRe von 30 pm (A), 60 um (B) und 90 um (C) sowohl in
Kontrollmedium als auch in osteogenem Differenzierungsmedium. *Daten nicht vorhanden
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Die Ergebnisse der Analyse der hBMSCs 1060 sind in Abbildung 3.11 A-C
dargestellt. Bei den Monolayerkulturen in Kontrollmedium zeigt sich an allen
Tagen eine gleichbleibende Expression. Die Scaffoldproben mit einer
MaschengréfRe von 30 um (Abbildung 3.11 A) sind in ihren Werten mit denen
der Monolayerkulturen vergleichbar. Nur an Tag 28 liegt eine Verdreifachung
der relativen Expression von BSP vor. Auffallig niedrig sind die Werte hingegen
bei den hBMSCs, die auf Scaffolds in Differenzierungsmedium Kkultivierten
wurden. Die BSP Expression ist hier um die Halfte niedriger als die der
hBMSCs auf Scaffolds in Kontrollmedium.

Die mit Differenzierungsmedium versorgten hBMSCs auf Scaffolds mit einer
Maschengréf3e von 60 um (Abbildung 3.11 B) zeigen ebenfalls eine verringerte
Expression, die in diesem Fall schwacher ausgepragt ist. Ausschlie3lich die
Zellen von Tag 7 zeigen eine deutlich geringere BSP Expression im Vergleich
zu den anderen Proben. Die Proben der Tage 14 bis 28 sind in ihrer BSP
Produktion mit den Proben der Scaffolds in Kontrollmedium vergleichbar.
Tag 42 der Scaffoldproben in Kontrollmedium ist der einzige Tag an dem ein
Anstieg der Expression der Zellen um mehr als das Doppelte zu beobachten ist.
In Abbildung 3.11 C finden sich die Ergebnisse der hBMSCs, kultiviert auf den
90 um Scaffolds. Die Monolayerkulturen in Kontrollmedium und die
Scaffoldkulturen in Kontrollmedium zeigen in etwa die gleiche BSP Expression.
Tag 35 liegt bei den Scaffoldproben leicht Gber dem mittleren Schnitt der
anderen Tage. Wie bei den 30 um Scaffolds ist die relative BSP Expression der
hBMSCs auf den Scaffolds in Differenzierungsmedium  deutlich
herunterreguliert. Von Tag 7 bis Tag 28 liegen die Werte bei dem 0,25-fachen

Expressionslevel.
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Abbildung 3.12:

Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis

von Bone Sialoprotein in hBMSCs (hBMSC 1021)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer sowohl in Kontrollmedium als auch in
osteogenem Differenzierungsmedium. Weiterhin wurden hBMSCs auf MEW-Faser Scaffolds
mit einer MaschengréRe von 30 um (A), 60 um (B) und 90 pm (C) in Kontrollmedium kultiviert.
*Daten nicht vorhanden

52



3 Ergebnisse

Abbildung 3.12 A-C zeigt die Ergebnisse der hBMSCs 1021 Proben. Die
Proben von Zellen in Monolayerkulturen in Kontrollmedium zeigen durchweg
eine einfache Expression von BSP. Auch die Monolayerkulturen der in
Differenzierungsmedium  kultivierten hBMSCs zeigen keine verstarkte
Expression der Markerproteine durch die osteogenen Stimuli im verwendeten
Medium. Bei den hBMSCs, die auf den Scaffolds mit einer Maschengrof3e von
30 um (Abbildung 3.12 A) und in Kontrollmedium kultiviert wurden, zeigt sich an
den Tagen 7, 14 und 21 eine sehr viel héhere relative Proteinexpression als an
den Tagen 28 und 35. An Tag 14 ist ein dreiundzwanzigmal erh6hter Wert, an
Tag 7 eine sechszehnfach und an Tag 21 eine elffach erh6hte BSP Expression
zu beobachten. An Tag 42 erscheint die Expression im Vergleich zu den
Monolayerproben um das Sechsfache erhoht. Bei den Scaffoldproben mit einer
MaschengrofRe von 60 um (Abbildung 3.12 B) ist eine &hnliche Erhdhung zu
erkennen. Hier dominiert eindeutig Tag 7 mit einem uber sechsundzwanzigfach
erhohten Wert gegeniiber den Werten der Monolayerkulturen. An den Tagen 14
bis 42 ist eine stetig geringer werdende Expression von BSP zu beobachten.
Die Werte der auf den 90 um Scaffolds und in Kontrollmedium kultivierten
hBMSCs (Abbildung 3.12 C) zeigen eine deutlich hdhere Expression von BSP.
An Tag?2l1 ist die hochste relative Expression der hBMSCs 1021
Scaffoldproben in Kontrollmedium zu beobachten. An den Tagen 7 und 35 ist
eine Verdopplung der Hochregulierung der BSP Expression zu erkennen. Im
Vergleich der hBMSC 1060 und der hBMSC 1021 erkennt man generell eine
hohere Expression von BSP bei den hBMSCs 1021. Das gilt aber nur fir die
Kontrollen von hBMSCs auf Scaffolds. Die Kontrollen im Monolayer sind von

den Werten her vergleichbar.
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3.24 Kollagen Typ |

Der in Abbildung 3.13 dargestellte Western Blot zeigt den Nachweis von
Kollagen Typ | in hBMSCs 1060.
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Abbildung 3.13: Western Blot Analyse zum Nachweis von Kollagen Typ | in hBMSCs
(hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 60 pum in Kontrollmedium (Mitte) bzw. in osteogenem
Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium  (dber einen Zeitraum von 42Tagen wund in osteogenem
Differenzierungsmedium  tUber 28 Tage. Die  Molekulargewichtsskala (M) des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die
Tage der Probengewinnung.

Der Western Blot weist bei den in Monolayerkulturen und auf den Scaffolds in
Kontrolimedium kultivierten hBMSCs zwei eindeutige Hauptbanden auf Hohe
von 140kDa und 126kDa auf. Bei den Scaffoldproben in
Differenzierungsmedium verlaufen die Banden anders als bei den Proben in
Kontrollmedium. Beide Banden liegen deutlich unterhalb der 150 kDa
Markierung. Dafir erscheint eine dritte Bande bei 151 kDa. Besonders an Tag
21 ist diese Bande stark ausgepragt. Alle Spuren weisen in ihrem Verlauf

mehrere Nebenbanden auf.
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Abbildung 3.14: Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis
von Kollagen Typ I in hBMSCs (hBMSC 1060)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer in Kontrollmedium sowie auf MEW-Faser
Scaffolds mit einer MaschengréfRe von 30 pm (A), 60 um (B) und 90 um (C) sowohl in
Kontrollmedium als auch in osteogenem Differenzierungsmedium. *Daten nicht vorhanden
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In Abbildung 3.14 A haben die Scaffolds, auf denen die Kulturen fir die Proben
angesetzt wurden, eine Maschengrof3e von 30 um. Die Monolayerkulturen
wurden in Kontrollmedium angesetzt und zeigen an allen Messtagen eine
erhohte Expression von Col I. Die Col | Expression bei den Scaffoldproben in
Kontrollmedium erscheint an Tag 42 dreimal erhoht als an Tag 0, ansonsten ist
an den anderen Tagen eine geringe Expression zu verzeichnen. Bei den
Scaffoldproben in Differenzierungsmedium liegt die Col | Expression zwischen
dem ein- und zweifachen Wert von Tag 0. Bei den Zellkulturen, die auf den
60 um Scaffolds kultiviert wurden (Abbildung 3.14 B), ist die gleiche Tendenz
wie bei den Proben der Kulturen auf den 30 um Scaffolds zu erkennen. Neben
den um die Halfte niedrigeren Werten an Tag 7 bis 35 ist nur an Tag 42 der
Wert, der auf den Scaffolds in Kontrollmedium kultivierten hBMSCs um das
Vierfache erhtht. Wie zuvor ist die Col | Expression der Scaffoldproben in
Differenzierungsmedium im Vergleich zu den Monolayerkulturen an den Tagen
7 und 28 um die Halfte herunterreguliert, an den Tagen 14 und 21 gleich wie an
Tag 0. Die Ergebnisse der Proben der Kulturen, die auf den Scaffolds mit 90 um
Maschengrof3e kultiviert wurden, bestéatigen die vorherigen Tendenzen. In den
in Kontrollmedium und auf Scaffolds kultivierten hBMSCs ist an Tag 35 eine
knapp doppelt erhthte Col | Expression wie bei den Monolayerkulturen
erkennbar. An Tag 28 ist die Expression mit der Expression der
Monolayerkulturen vergleichbar. Der Wert an Tag 42 weist eine gering erhdhte
Expression im Vergleich zu dem Wert von Tag 0 auf. Die Werte an den Tagen 7
bis 21 liegen deutlich darunter. Die relative Coll Expression der
Scaffoldproben, die in Differenzierungsmedium kultiviert wurden, ist ebenfalls

herunterreguliert und liegt unterhalb der anderen Messergebnisse.
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Abbildung 3.15: Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis
von Kollagen Typ I in hBMSCs (hBMSC 1021)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer sowohl in Kontrollmedium als auch in
osteogenem Differenzierungsmedium. Weiterhin wurden hBMSCs auf MEW-Faser Scaffolds
mit einer MaschengréRe von 30 um (A), 60 um (B) und 90 pm (C) in Kontrollmedium kultiviert.
*Daten nicht vorhanden
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Abbildung 3.15 A-C zeigt die Auswertung der relativen Expression von Col | in
hBMSCs 1021. Die Proben der in Kontrollmedium und als Monolayer
kultivierten hBMSCs weisen in Abbildung 3.15 A eine drei- bis vierfach erhdhte
Col | Expression im Vergleich zu Tag 0 auf. An Tag 7 konnte nur eine geringe
Menge an Coll detektiert werden. Auch der Wert von Tag7 der
Monolayerkulturen in Differenzierungsmedium weist eine minimale Col |
Expression auf. An den Tagen 14 und 21 hingegen sind die Werte um das
Zehn- bis Dreizehnfache erhoht. Die MEW-Faser Scaffolds besitzen eine
MaschengroRe von 30 um. Die hierauf kultivierten hBMSCs zeigen eine
Hochregulierung der Col | Expression. Die Werte an den Tagen 7, 14 und 21
sind niedriger als an Tag 21 der Monolayerkulturen in Differenzierungsmedium,
aber deutlich hoher als die Werte der Monolayerkulturen in Kontrollmedium. Die
Expression an Tag 14 und 21 ist doppelt so stark ausgepragt wie die an den
Tagen 28 und 35. Eine erhohte Col | Expression ist ebenfalls an Tag 7 und 42
zu erkennen. Die Monolayerkulturen in Kontrollmedium (Abbildung 3.15 B) sind
in ihrer relativen Col | Expression im Vergleich zu den Monolayerkulturen in
Differenzierungsmedium und den Scaffoldproben in Kontrollmedium deutlich
niedriger. Tag 14 und Tag 21 der Monolayerkulturen in Differenzierungsmedium
zeigen eine gesteigerte Bildung von Col | um das Zehn- bis Dreizehnfache.
Dies wird bei den Scaffoldproben Ubertroffen. An Tag 28 erreicht die relative
Col | Expression ihr Maximum um den siebenundzwanzig Mal erhéhten Wert im
Vergleich zu dem Wert von Tag 0. Auch an den Tagen 7 und 21 lassen sich
deutlich gesteigerte Expressionen beobachten. In Abbildung 3.15 C haben die
Scaffolds, auf denen die hBMSCs kultiviert wurden, eine Maschengréf3e von
90 um. Die Col I Bildung ist an den Tagen 7, 21 und 35 zwei bis drei Mal,
gegenuber den Proben der anderen Versuchstage, erhéht. Bei den in
Differenzierungsmedium, auf Monolayern kultivierten hBMSCs ist an Tag 14
und 21 das gleiche Resultat zu beobachten. Die Monolayerkulturen in
Kontrollmedium sind auch hier die Proben mit der geringsten Col | Expression.
Wie bei den vorangegangenen Proteinen ist die relative Proteinexpression von
Coll der hBMSCs 1060 deutlich geringer ausgepragt als bei den
hBMSCs 1021.
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3.25 Osteopontin

In Abbildung 3.16 ist der Western Blot zum Nachweis der SPP1 (secreted
phosphoprotein 1) Expression in hBMSCs 1060 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Western Blot Analyse zum Nachweis von Osteopontin in hBMSCs
(hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 60 pum in Kontrollmedium (Mitte) bzw. in osteogenem
Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kaultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium  (Uber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem
Differenzierungsmedium  Uber 28 Tage. Die  Molekulargewichtsskala (M) des
Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die
Tage der Probengewinnung.

Auf der gesamten Nitrozellulosemembran wurde auf jeder Laufspur nur eine
Bande detektiert. Diese Bande liegt bei 34 kDa. Auffallig ist die schwache
Bande an Tag 0. Bei den Monolayerkulturen, die in Kontrollmedium kultiviert
wurden, nimmt die Signalstarke von Tag 7 bis Tag 21 stetig ab. Ab Tag 28 bis
Tag 42 nimmt sie jedoch wieder enorm zu. Bei den mit Kontrollmedium
kultivierten Scaffoldproben ist die Bande von Tag 7 am intensivsten und im
Verlauf der Versuchsreihe nimmt die Intensitat ab. Nur Tag 42 weist wiederum
eine  verstarkte  Schwarzung auf. Bei den  Scaffoldproben in
Differenzierungsmedium ergeben sich, im Vergleich zu den anderen Banden,
die starksten Signale. Ihre Intensitdt nimmt von Tag 7 stetig zu und erreicht an
Tag 28 ihr Maximum. Der Anti-Osteopontin Antikorper weist im Vergleich zu
den anderen verwendeten Antikorpern keine Kreuzreaktionen auf. Daraus

resultierend sind keine Nebenbanden detektiert worden.
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Abbildung 3.17: Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis
von Osteopontin in hBMSCs (hBMSC 1060)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer in Kontrollmedium sowie auf MEW-Faser
Scaffolds mit einer MaschengréfRe von 30 pm (A), 60 um (B) und 90 um (C) sowohl in
Kontrollmedium als auch in osteogenem Differenzierungsmedium. *Daten nicht vorhanden
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Die Ergebnisse der Analyse fiir die hBMSCs 1060 und SPP1 sind in Abbildung
3.17 A-C gezeigt. In Abbildung 3.17 A sind die hBMSCs, die als Monolayer und
in Kontrollmedium kultiviert wurden sowie die Zellen auf Scaffolds mit 30 um
Maschenweite, dargestellt und zeigen von Tag 7 an eine gesteigerte SPP1
Expression, die das Zehn- bis Hundertfache im Vergleich zu Tag O Ubersteigen.
An Tag 35 und 42 weisen die Proben eine ungefahr doppelt erhdohte SPP1
Menge auf wie an den vorherigen Messtagen. In Abbildung 3.17 B zeigt die
Expression an Tag 7 der Scaffoldproben in Kontrollmedium eine eineinhalbfach
hohere relative SPP1 Expression wie Tag 7 der Monolayerkulturen. Die
folgenden SPP1 Expressionen fallen kontinuierlich bis Tag 35 ab. An Tag 42 ist
die gleiche relative SPP1 Expression wie bei den Monolayerkulturen des
gleichen Zeitpunkts zu beobachten. Wahrend an Tag 7 bei den hBMSCs, die
auf Scaffolds in Differenzierungsmedium kultiviert wurden, die Expressionssrate
niedriger ist als an Tag 7 der Scaffoldproben in Kontrollmedium, liegen die an
den Tagen 21 und 28 gemessenen Werte leicht unter dem von Tag 42 der in
Kontrolimedium versorgten Scaffoldkulturen. Ein identisches Bild zeigt sich bei
den Proben, die auf Scaffolds mit einer Maschengrdf3e von 60 um kultiviert
wurden (Abbildung 3.17 B). An Tag 42 liegt der Wert der Scaffoldproben in
Kontrollmedium tber 160, wahrend der Wert an den Tagen 28 und 35 nur bei
35 liegt. Bei den in Differenzierungsmedium versorgten und auf Scaffolds
kultivierten hBMSCs sticht der Messwert an Tag 14 besonders hervor, aber
auch an Tag 21 und 28 zeigen sich deutlich gesteigerte SPP1 Expressionen
gegenuber den ersten funf Zeitpunkten bei den Monolayerkulturen. In Abbildung
3.17 C besitzen die Scaffolds, auf denen die hBMSCs kultiviert wurden, eine
Maschengrof3e von 90 um. Es zeigt sich eine gesteigerte SPP1 Expression an
den Tagen 7 bis 28 im Vergleich zu den entsprechenden Zeitpunkten der
Monolayerproben. Die Werte an Tag 35 sind bei der Monolayerkultur in
Kontrollmedium und der Scaffoldkultur in Kontrollmedium anndhernd gleich
hoch. An Tag 42 der Scaffoldproben in Kontrollmedium erscheint der
gemessene Wert nicht so hoch wie bei der korrespondierenden
Monolayerprobe. Die relative Expression von SPP1 der hBMSCs, die auf
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Scaffolds in Differenzierungsmedium kultiviert wurden, ist doppelt erhéht wie die
an den zum gleichen Zeitpunkt genommenen Monolayerproben.
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Abbildung 3.18: Quantitative Auswertung der Western Blot Analyse zum Nachweis
von Osteopontin in hBMSCs (hBMSC 1021)

Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte als Monolayer sowohl in Kontrollmedium als auch in
osteogenem Differenzierungsmedium. Weiterhin wurden hBMSCs auf MEW-Faser Scaffolds
mit einer MaschengréfRe von 30 um (A), 60 um (B) und 90 pm (C) in Kontrollmedium kultiviert.
*Daten nicht vorhanden
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In Abbildung 3.18 sind die Ergebnisse der Analyse der Expression von SPP1
der Zellkulturproben des Spenders hBMSC 1021 dargestellt. Die
Monolayerkulturen, die in Kontrollmedium kultiviert wurden, weisen eine geringe
SPP1 Expression auf. Bei den Monolayerkulturen, die in
Differenzierungsmedium kultiviert wurden, steigt die Expression von SPP1 von
Tag 7 bis 21 an und erreicht den dreifachen Wert im Vergleich zu Tag 0. Die
Werte der Scaffoldproben (30 um MaschengréfRe) in Abbildung 3.18 A sind an
allen Tagen in ihrer SPP1 Expression um ein Vielfaches gesteigert. Der Wert an
Tag 14 Ubersteigt die vorherigen Werte der Monolayerkulturen. Er liegt bei 37.
An den Tagen 7 und 21 sind mit dem Zwolf- bis Sechszehnfachen deutlich
hohere Werte zu beobachten als an den Tagen 28 bis 42. Aber auch an den
letzten drei Versuchstagen zeigt sich eine verstarkte SPP1 Expression der
hBMSCs im Vergleich zu den Monolayerkulturen. Die Expression von SPP1 ist
auf den Scaffolds mit 60 um Maschenweite stark ausgepragt (Abbildung
3.18 B). An Tag 7 zeigt sich die hdchste Expression an SPP1, die das 27-fache
im Vergleich zu den Monolayerkulturen erreicht. Die relative Expression von
SPP1 an den Ubrigen Messtagen der Scaffoldproben in Kontrollmedium nimmt
von Messtag zu Messtag stetig ab. Tag 42 zeigt jedoch immer noch eine
erhohte Produktion gegentber den Werten der Monolayerkulturen. Auch bei
den Scaffolds mit einer Maschengréf3e von 90 um (Abbildung 3.18 C) ist eine
stark erhéhte SPP1 Bildung der hBMSCs zu erkennen. Am starksten tritt diese
am Tag 21 auf und ist zu diesem Zeitpunkt um das uber 40-fache hoher als die
vergleichbaren Monolayerkulturen. An den Tagen 7, 28 und 35 wird dieser Wert
zwar nicht erreicht, jedoch ist immer noch eine deutlich héhere SPP1
Expression zu beobachten. Selbst an dem Messtag mit der geringsten SPP1
Expression (Tag 14) der Scaffoldproben liegt der gemessene Wert mehr als
drei Mal hoher als der, der Monolayerkulturen.

Es ist zu beobachten, dass die Diskrepanz zwischen Monolayer- und
Scaffoldkulturen bei den hBMSCs deutlich ausfallt. Im Gegensatz zu den
anderen betrachteten Proteinen, sind die Expressionswerte der hBMSC 1060
sehr viel hoher als die der hBMSC 1021.
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4 Diskussion

4.1 Nachweis der osteogenen Markerproteine und

Antikorperfunktionalitat

Fur die Expressionsanalyse osteogener Markerproteine in mesenchymalen
Stromazellen (hBMSCs) wurden zu Beginn der Arbeit die Versuchsprotokolle
fur die Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
und den Western Blot etabliert. Die Funktionalitdat der Antikdrper fur den
Nachweis der osteogenen Markerproteine Alkalische Phosphatase (ALPL),
Bone Sialoprotein (BSP), Kollagen Typ | (Coll) und Osteopontin (secreted
phosphoprotein 1, SPP1l) wurde anhand von, mit den Antikdérpern
mitgelieferten, Positiv- und Negativkontrollen sowie an kultivierten
Totalzelllysaten einer Osteosarkomzelllinie (MG63), verifiziert. Die spezifische
Bindung des Anti-B-Tubulin Antikorpers wurde anhand der
MG63-Totalzelllysatprobe wie die der anderen Antikdrper ebenfalls Uberpruft.

Bevor auf die einzelnen Markerproteine eingegangen wird, ist das Auftreten
naturlicher Schwankungen bei Proteinen 2zu erwahnen. Aufgetretene
Unterschiede im Laufverhalten der Proteine und damit, die von der Literatur
geringfugig abweichenden Ergebnisse fur das Molekulargewicht, kbnnen als
Ursache daflir angebracht werden. Das gleiche Protein aus unterschiedlichen
Zelllinien kann ein anders Laufverhalten zeigen, dies kann mit einer
unterschiedlichen Proteinmodifikation z:B. durch Zuckerreste etc. zu tun haben.
Die Werte in der Literatur sind meist errechnet und neben der Anzahl und Art
der Aminosauren im Gel spielen noch andere Faktoren eine Rolle, so dass die
Methode nicht wungenau ist, sondern es zu naturlich auftretenden
Schwankungen kommen kann. Eine weitere Diskrepanz bei den ermittelten
Molekulargewichten entstand durch die Berechnung. Wie im Methodentell
(2.2.10 Ergebnisauswertung) beschrieben, wurden anhand der Laufweiten der
Molekulargewichtsmarker Ausgleichsgeraden erstellt. Dadurch entstandene
Abweichungen zwischen den errechneten und in den Abbildungen dargestellten

Molekulargewichten sollten ebenfalls bei der Analyse bertcksichtigt werden.
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Der B-Tubulin Antikorper detektierte sein Antigen in der MG63 Zelllysatprobe
als eindeutige Bande bei 58 kDa (Abbildung 3.1). Starke Banden sind ein
Zeichen von einer Uberladung der Proteinkonzentration bei der SDS-PAGE.
Das Versuchsprotokoll war ebenfalls bei dem Anti-ALPL Antikdrper anwendbar
(Abbildung 3.2). Die vom Hersteller des Antikérpers mitgelieferte
Positivkontrolle und das Ergebnis des MG63-Zelllysats zeigten die gleichen
Doppelbanden zwischen 56 kDa und 63 kDa. In der Negativkontrolle hingegen
wurde nur eine einzelne Bande detektiert, die mit 71 kDa fir ALPL ein zu hohes
Molekulargewicht aufwies. Die Doppelbanden sind durch die vorliegende Form
der ALPL zu erklaren. Sie liegt in reaktiver und kirzerer Form (untere Bande)
oder in ihrer nicht reaktiven und langeren, phosphorylierten Form (obere Bande)
vor [93, 94].

Das Versuchsprotokoll konnte auch fur den Anti-BSP Antikoérper (Abbildung 3.3)
bestétigt werden, da auch hier eine Bande in der Positivkontrolle mit dem
Antikdrper detektiert werden konnte. Die detektierte Bande lag auf der
prognostizierten Hohe von 78 kDa. Die Negativkontrolle wies auf beiden
Nitrozellulosemembranen keine Banden auf, die dem Molekulargewicht von
BSP entsprachen. Die aufgetrennte MG63-Probe zeigte ein &hnliches Bild wie
die Positivkontrolle, jedoch erschien die gesamte Auftrennung nach unten
verschoben. Dieser Effekt beruht moéglicherweise auf der Tatsache, dass die
Positivkontrolle und das MG63-Totalzelllysat jeweils in unterschiedlichen
Probenpuffern geldst wurden. Die Positivkontrolle wurde in dem vom Hersteller
mitgelieferten Radioimmunoprecipitation assay Puffer (RIPA) gel6st, der einen
pH-Wert von 7,6 aufwies, wohingegen das MG63-Zelllysat in Probenpuffer nach
Lammli mit einem pH-Wert von 6,8 gelost wurde [80]. Der verwendete
Probenpuffer nach Lammli war damit saurer, so dass die Proben in den
unterschiedlichen Puffern ein von einander abweichendes Laufverhalten
zeigten.

Bei dem Anti-Kollagen Typ | Antikdrper wurden starke Banden detektiert
(Abbildung 3.4). Dies lag zum einen an der Belichtungszeit und zum Anderen
an der verwendeten Menge an gelostem Kollagen in den Proben. Diese lag bei

der ersten Positivkontrolle bei 5mg/mL. Bei der zweiten Positivkotrolle wurde
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die Probe unverdunnt eingesetzt. Zur Optimierung der Ergebnisse ware eine
Verkirzung der Belichtungszeit auf ein Minimum (1 Sekunde) und eine
geringere Beladung der Spur mit Protein notwendig. Die Positivkontrolle, bei der
weniger Protein gelost wurde, zeigte zwei Banden, die zwischen 100 kDa und
150 kDa lagen. Die BandengrofRe von 100 kDa bis 130 kDa entsprach damit
dem zu erwartendem Molekulargewicht. In der Spur der aufgetrennten
MG63-Probe ist wie bei den anderen Antikdrpern das Laufverhalten durch den
verwendeten Lammli Puffer verandert zum Vergleich mit der in RIPA Puffer
gelésten Positivprobe wahrend der SDS-PAGE [80]. Zudem wurden einige
Nebenbanden detektiert. Kollagen Typ | liegt als Tripelhelix vor. Jede dieser
Helices besteht aus zwei al-Ketten und einer a2-Kette [11]. Der Antikorper
kann laut Hersteller in weniger als 10% der Falle Kreuzreaktionen mit den
Kollagentypen 11-VI zeigen, die als Banden bei der Entwicklung sichtbar werden
konnen. Zudem liegt Kollagen oftmals in einer Propeptidform vor, die vor
eventuellen Abspaltungsreaktionen ein héheres Molekulargewicht besitzt [95].

Das Molekulargewicht von Osteopontin betragt 35 kDa. Nach Auftrag der
Positivkontrolle zeigten sich im Western Blot zwei eng beieinander liegende
Banden in der Hohe von 34 kDa und 37 kDa (Abbildung 3.5). Im Vergleich zur
Positivkontrolle wurde bei der Negativkontrolle nur eine Bande unterhalb von
35 kDa detektiert. Daraus ist zu schlieBen, dass die obere Bande der
Positivkontrolle das positive Ergebnis flr den SPP1 Antikorper zeigte. Verifiziert
wurde dies durch die MG63 Totalzelllysatprobe, bei der ebenfalls eine
Doppelbande auftrat. Die MG63 Zellprobe wurde in Lammli-Puffer
resuspendiert, wohingegen die Positiv- und Negativkontrolle im mitgelieferten
RIPA-Puffer verdinnt wurden. Durch die Resuspendierung in unterschiedlichen
Puffern kann es zu Unterschieden im Laufverhalten kommen. Das gleiche
Protein kann aufgrund des Puffers unterschiedlich weit im Verhaltnis zum
Proteinmarker aufgetrennt werden. Der Laufunterschied ist, wie oben
beschrieben, durch den verwendeten RIPA Puffer bei der Positivkontrolle und
den Lammli-Puffer bei der MG63 Proteinprobe bei allen Markerproteinen zu

erklaren.
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Alle Analysen zur Etablierung der Protokolle waren in den Vorversuchen positiv.
Damit verifizierten sie die Anwendung der Versuchsmethoden fur die hier
verwendeten Antikdrper um eine osteogene Differenzierung von hBMSCs auf
verschiedenen Geriisten mit unterschiedlichen MaschengréRen analysieren zu

kdénnen.

4.2 Einfluss auf die Differenzierung der hBMSCs nach
Kultivierung auf Scaffolds mit unterschiedlichen Maschenweiten und

Monolayern

Zur Analyse der Expression der osteogenen Markerproteine in mesenchymalen
Stromazellen (hBMSCs), nach Kultivierung auf Scaffolds mit unterschiedlichen
Maschengréf3en, wurden die in den Vorversuchen etablierten Protokolle fur die
Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und den
Western Blot zur Analyse der hBMSCs, angewandt. Bei den hBMSCs handelt
es sich um diejenigen, die auf den Scaffolds und als Monolayer in einem
Kontroll- und einem Differenzierungsmedium kultiviert wurden. Die Proben der
beiden Spender 1060 (hBMSC 1060) und 1021 (hBMSC 1021) wurden mittels
SDS-PAGE und Western Blot auf die Expression der osteogenen
Markerproteine Alkalische Phosphatase (ALPL), Bone Sialoprotein (BSP),
Kollagen Typ | (Col I) und Osteopontin (secreted phosphoprotein 1, SPP1) hin
analysiert. Diese Proteine werden bei einer osteogenen Differenzierung der
hBMSCs verstarkt exprimiert [55].

Die Ergebnisse der Positivkontrollen konnten mit den Ergebnissen der
Scaffoldproben und Monolayerproben der passenden Antikoérper verglichen
werden und eine mogliche osteogene Differenzierung der hBMSCs aufgrund
der Kultivierung auf Scaffolds mit unterschiedlichen Maschenweiten analysiert
werden [53, 96-98].

Das Protein B-Tubulin (Tub) diente als Haushaltsprotein, da es in allen Zellen,
unabhangig von Art und Stadium der Differenzierung, gebildet wird. Die
Beladungsreferenz des B-Tubulin wurde zur Normierung, der mit anderen

Antikdrpern inkubierten Proben, verwendet. Voraussetzung ist jedoch, dass
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man die Nitrozellulosemembranen strippt, so dass die selbe Probe mit den
verschiedenen Antikdrpern getestet werden kann [90].

Der B-Tubulin Antikérper wurde an einer Osteosarkomzelllinie (MG63) etabliert
(Abbildung 3.1). Es wurden neben einer Hauptbande bei 58 kDa mehrere
unspezifische  Nebenbanden detektiert, bei denen es sich um
Degradationsprodukte des B-Tubulins handeln konnte. Diese Nebenbanden
wurden nach der Inkubation der hBMSCs Proben auf Monolayern in
Kotrollmedium,  Scaffolds in  Kontrollmedium und  Scaffolds in
Differenzierungsmedium mit dem R-Tubulin Antikdrper allerdings nicht detektiert
(Abbildung 3.6). Die detektierten Banden lagen bei 58 kDa und repréasentieren
damit 3-Tubulin.

Die Analyse der Expression von Alkalischer Phosphatase der hBMSCs
(Abbildung 3.7) zeigte zwei detektierte Banden in H6he von 62 kDa und 66 kDa.
Dieses Ergebnis zeigte ebenfalls die kommerziell erworbene Positivkontrolle fur
ALPL in Abbildung 3.2. Besonders deutlich lie3 sich die detektierte
Doppelbande bei den Scaffolds in Differenzierungsmedium erkennen. Es
handelte sich also auch hierbei um die detektierte Alkalische Phosphatase. Bei
den hBMSCs des Spenders 1021 (hBMSC 1021) war festzustellen, dass die
Maschenweite der Scaffolds Einfluss auf die ALPL-Expression der Zellen
nimmt. Bei den Scaffolds und den Monolayern wurde dasselbe Kontrollmedium
verwendet. Die hBMSCs, die in Kontrollmedium kultiviert wurden, zeigten eine
gesteigerte ALPL-Expression, wenn sie auf Scaffolds ausgesat worden waren
im Vergleich zu denen, die als Monolayer kultiviert wurden. Daraus liel3 sich
schlieen, dass nicht das verwendete Medium, sondern die Maschenweite, auf
der die Zellen wuchsen, Einfluss auf die ALPL-Expression nahm. Im Gegensatz
dazu zeigten die Monolayerproben, die mit Differenzierungsmedium versorgt
wurden, eine nur minimal erhéhte Expression an ALPL bei der Differenzierung
der Zellen. Bei den Proben des Spenders 1021 sind nach der Kultur im
Differenzierungsmedium die Marker nicht so angestiegen wie erwartet. Die
grofdte ALPL-Expression wurde bei den Scaffoldproben mit einer Maschenweite
von 90 um registriert. Von Tag 7 bis Tag 35 war ein stetiger Anstieg der

ALPL-Expression sichtbar. Die 60 um Scaffoldproben zeigten besonders an den
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Tagen 7, 21, 28 und 35 eine erhohte ALPL-Expression. Im Vergleich nahmen
die 30 um Scaffolds am wenigsten Einfluss auf die ALPL-Expression. ALPL wird
frih in der osteogenen Differenzierung gebildet. Es ist einerseits fur den Anstieg
der lokalen, anorganischen Phosphatkonzentration, die als
Mineralisationspromotor dient und andererseits fur die Senkung der
extrazellularen Pyrophosphatkonzentration, die als Inhibitor der Mineralisation
fungiert, verantwortlich [99-101]. Die steigende ALPL-Expression in den
hBMSC 1021 spricht somit flr eine osteogene Differenzierung aufgrund der
Geometrie der Scaffolds. Die hBMSCs des Spenders 1060 (hBMSC 1060)
hingegen zeigten bei den Scaffolds aller Maschengrof3en in Kontrollmedium
eine gering gesteigerte ALPL-Expression im Vergleich zu den hBMSC 1021. Im
Vergleich zu den Monolayerproben mit Kotrollmedium war an den Tagen 28 bis
42 ein leichter Anstieg ersichtlich. Aber auch die mit Differenzierungsmedium
auf Scaffolds kultivierten hBMSCs produzierten nicht mehr oder weniger ALPL.
Bei dem ersten analysierten osteogenen Markerprotein ALPL war bereits eine
Variabilitdt zwischen den Spendern zu erkennen, die in den anschlie3enden
Kapiteln genauer diskutiert wird.

Der Blot unter Verwendung der hBMSCs des Spenders 1021 mit dem
Anti-Bone Sialoprotein  Antikorper (Abbildung 3.10) zeigte ein anderes
Laufverhalten als die dazugehorige Positivkontrolle (Abbildung 3.3). Es
befanden sich zwei Banden in dem fur das Bone Sialoprotein (BSP) relevanten
Bereich. Eine Bande lag bei 76 kDa und die andere Bande bei 63 kDa. Da
63 kDa weit unterhalb des erwarteten Molekulargewichts von 70-80 kDa fur
BSP lag, ist davon auszugehen, dass es sich entweder um ein
Degradationsprodukt oder eine Kreuzreaktion des Anti-BSP Antikdrpers mit
dem Protein Albumin, wie vom Hersteller des Anti-BSP Antikdrpers angegeben,
handelte. Dies konnten mogliche Ursachen fir das Auftreten der Nebenbande
sein. Es konnte sich ebenfalls um Fragmente von BSP handeln, wie es
Kobayashi et al. [102] in Tierversuchen mit Ratten feststellte. Die hBMSC 1021
wiesen eine deutliche BSP-Expression bei den Scaffolds in Kontrollmedium, im
Vergleich zu den Monolayerproben in Kontroll- und Differenzierungsmedium,

auf. Unabhangig von den Maschenweiten der Scaffolds war eine um bis zu
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dreiBigfach erhéhte BSP Menge in den Proben mit Kontrollmedium vorhanden.
Bei den 60 um Gerlsten war besonders zu Beginn der Versuchsreihe an Tag 7
der erhthte Spiegel an BSP signifikant und lag bei ca. 26. Er nahm im Verlauf
bis zu Tag 42 stetig ab. Auch bei den 30 um und 90 um Scaffolds lag die
maximal erreichte Expression an BSP in der ersten Halfte des
Versuchszeitraums und zwar bei 23 und 30. Die in Kontrollmedium kultivierten
Monolayerproben zeigten keine gesteigerte Expression und auch nach Einsatz
von Differenzierungsmedium bei den Monolayern waren keine Anzeichen flr
eine eintretende Expressionserhéhung von BSP erkennbar. Der signifikante
Anstieg der Proteinexpression war somit auf die Geometrie der Scaffolds
zurlckzufuhren. Wie zuvor zeigte sich bei der Analyse der hBMSCs des
Spenders 1060 ein abweichendes Ergebnis. Die auf Monolayern und in
Kontrolimedium kultivierten hBMSC 1060 verzeichneten keinen Anstieg der
BSP-Expression. Die hBMSC 1060, die auf Scaffolds mit Kontrollmedium
versorgt wurden, zeigten eine gesteigerte Expression an Tag 28 der 30 pum,
Tag 42 der 60 um und Tag 35 der 90 um Scaffolds. An allen anderen Tagen
wurde kein Anstieg sondern eher eine Abnahme der BSP-Expression
beobachtet. Einen negativen Einfluss auf die Expression der hBMSCs war bei
den in Differenzierungsmedium und auf Scaffolds kultivierten Zellen zu sehen.
Alle Scaffoldproben wiesen eine verringerte BSP-Expression auf. Mdgliche
natirliche  Schwankungen der relativen  Proteinexpression  sowie
Schwankungen, die durch die Messungenauigkeit der Methoden entstanden,
sollten immer in Betracht gezogen werden. BSP wird in der Osteogenese zu
Beginn und in der Mitte der Differenzierung gebildet. Am Ende der
Differenzierung spielt es keine entscheidende Rolle mehr [9, 10, 60].

Der Western Blot der hBMSCs, die auf die Expression von Kollagen Typ |
(Coll) hin analysiert wurden (Abbildung 3.13), zeigte die erwarteten
Doppelbanden auf Hohe von 140 kDa und 126 kDa bei den hBMSCs auf
Monolayern und Scaffolds in Kontrollmedium. Bei den hBMSCs, die auf den
Scaffolds in Differenzierungsmedium kultiviert wurden, erschien eine dritte
Bande auf Hohe von 151 kDa und somit oberhalb der beiden Hauptbanden.

Durch die voranschreitende Differenzierung der Zellen und mit den damit
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einhergehenden verschiedenen Stufen der Prozessierung des Prokollagens
waren Nebenbanden bei der Detektion von Kollagen Typ | nicht auszuschliel3en
[103]. Bei den hBMSCs des Patienten 1021 war ein positiver Effekt der
Maschenweite von 60 um der Scaffolds auf die Expression der Zellen zu
beobachten. Die in Kontrollmedium kultivierten hBMSC 1021 exprimierten auf
den Scaffolds mehr Col | als auf den Monolayern. Bei den Monolayerproben
war zwar ein minimaler Anstieg in der Expression auf das bis zu Vierfache zu
erkennen, dieser lag aber weit unter der Expression der hBMSC 1021 auf den
Scaffolds, die knapp das Zehnfache erreichte. Das dreidimensionale Substrat
auf dem die Zellen kultiviert wurden spielte damit auch bei Kollagen Typ | eine
Rolle bei der Expression von Col . Besonders bei einer Maschengréf3e von
60 um war ein positiver Effekt zu erkennen. An Tag 28 wurde eine 25-fach
erhohte Expression beobachtet. Bei einer Maschenweite von 90 um und 30 pum
war ebenfalls der positive Einfluss der Scaffolds um das bis zu 14-fache auf die
Coll Expression der Zellen zu sehen. Die Monolayerkulturen in
Differenzierungsmedium steigerten ihre Col I-Expression an den Tagen 14 und
21 im Vergleich zu den in Kontrolimedium kultivierten Zellen um ein Zehnfaches
an Tag 14 und um ein 13-faches an Tag 21. Der spate Anstieg der
Col I-Expression entspricht den erwarteten Prognosen der Literaturstellen, die
besagen, dass Coll erst bei der Reifung der Osteoprogenitorzellen und im
Praosteoblastenstadium verstarkt exprimiert wird [51, 57, 59]. Wie bei den
Auswertungen der anderen Markerproteine ergab sich bei den hBMSCs des
Spenders 1060 ein veranderter Einfluss der Scaffolds auf die Stromazellen. Die
Scaffoldstruktur erhdhte die Expression von Col | der hBMSC 1060 nur gering
bei der Verwendung von Kontrollmedium. Scaffolds mit 30 um und 60 pum
Maschengrof3e forderten die Expression von Col | der hBMSCs an Tag 42,
Scaffolds mit einer Maschengrdfe von 90 um férderten die Expression an
Tag 35. Die Messwerte lagen mit einer vierfach erhdhten Expression aber
unterhalb der erzielten Werte des Spenders 1021. In den Monolayerkulturen mit
Kontrollmedium war eine minimal gesteigerte Expression zu beobachten.
Dieser Anstieg kdnnte jedoch einer Schwankung der Expressionsrate oder der

Messungenauigkeit des Western Blots zuordenbar sein. Ein entgegengesetztes
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Bild stellte sich bei den Scaffolds in Differenzierungsmedium dar. Bei den
hBMSCs auf Scaffolds mit 30 um Maschenweite konnte noch keine
Beeinflussung in der Expression festgestellt werden, jedoch bei einer
MaschengréfZe von 60 um und 90 um. Es stellte sich vor allem an Tag 7 eine
reduzierte Col I-Expression dar. Die Scaffoldstruktur und bzw. oder das
Differenzierungsmedium sind dafur verantwortlich, dass die Zellen weniger Col |
produzierten. Nach Betrachtung der Ergebnisse stellte sich auch bei der
Analyse der Coll Expression eine spenderabhangige Variabilitdt in der
Expression der osteogenen Markerproteine heraus.

Osteopontin wird frih in der osteogenen Differenzierung gebildet und in die
Extrazellularmatrix sezerniert [104]. Der Western Blot der hBMSCs (Abbildung
3.16) =zeigte eindeutige Banden bei 34 kDa. Die detektierten Banden
reprasentieren Osteopontin (SPP1, secreted phosphoproteinl) und es wurden
keine Nebenbanden wie bei der Positivkontrolle detektiert (Abbildung 3.5). Die
hBMSC 1021, die auf den Scaffolds in Kontrollmedium kultiviert wurden, wiesen
in ihrer Expression von SPP1 eine signifikante Erhéhung auf. Auf den 30 um
und 90 pum Scaffolds erreichte die maximale Expressionsrate ein 40-faches von
der mit demselben Medium versorgten Zellen in den Monolayerkulturen. Ein
Anstieg der SPP1 Expression um das Uber 25-fache war an Tag 7 bei den
60 um Scaffolds zu erkennen. Auf Scaffolds in Kontrollmedium Kkultivierte
hBMSCs des Spenders 1060 zeigten einen Anstieg der SPP1-Expression um
das bis zu 160-fache an Tag 42 der Scaffolds mit 60 um Maschenweite. Bei
allen drei Maschenweiten war die Expression erhght. Bei den Monolayern in
Kontrollmedium zeigten sich im Vergleich dazu ebenfalls erhohte
Expressionsraten von SPP1. An Tag 35 und 42 lagen diese bei einem bis zu
100-fach erhohten Wert. Bei den Scaffolds in Differenzierungsmedium zeigten
sich bei allen Maschengréf3en ebenfalls um bis zu 100-fach erhdhte Werte in
der SPP1 Expression. Dadurch relativierte sich in diesem Fall die Annahme,
dass allein durch die Maschenweite der Scaffolds eine Expressionserhéhung
von SPP1 der Stammzellen eingeleitet werden konnte. Es konnte ebenfalls eine

spenderabhangige Variabilitat in der Expressionsrate des osteogenen
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Markerproteins SPP1 festgestellt werden, jedoch zeigten sich die Werte der
beiden Spender dieses Mal gleichermal3en erhoht.

Die Aussagen in dieser Arbeit stitzen sich auf Western Blots von zwei
verschiedenen Spendern, die teilweise grof3e Unterschiede bei der Expression
der einzelnen osteogenen Markerproteine aufwiesen. Die gesteigerte
Expression an osteogenen Markerproteinen ist ein Indikator fur die
Differenzierung der hBMSCs durch den Einfluss der Scaffoldstruktur und bei
den einzelnen Markerproteinen auch durch eine bestimmte Maschengrofie.
Dieser sollte jedoch durch weitere Methoden und eine grol3ere Anzahl an
Spenderproben verifiziert werden.

421 Spenderabhéangiges Differenzierungspotential

Neben den getesteten Scaffolds mit den unterschiedlichen Maschenweiten gibt
es noch weitere Einflussfaktoren auf die Proteinexpression der mesenchymalen
Stromazellen (hBMSCs). Die Ergebnisse der hBMSCs des Spenders 1021
wiesen im Vergleich zu den hBMSCs des Spenders 1060 bei allen
nachgewiesenen Markerproteinen Unterschiede im Expressionsmuster auf und
waren hoher als bei den anderen Spenderproben. Die hBMSC 1021 stammten
von einem mannlichen Spender, der zum Zeitpunkt der Entnahme 59 Jahre alt
war. Die hBMSC 1060 hingegen stammten von einer Spenderin mit 62 Jahren.
Beide Spender befanden sich somit in einem fortgeschrittenen Lebensalter und
unterschieden sich in ihrem Geschlecht. Aufgrund des Alters ist davon
auszugehen, dass sich die Spenderin in der Postmenopause befand, das heif3t
der gesamte endokrine Hormonhaushalt hatte sich diesbezuglich umgestellt.
Fur die Osteogenese bedeutet dies eine verringerte Neubildung an Knochen
bzw. potentiell einen Ruckgang der Knochensubstanz. Das Verhéltnis zwischen
Osteoblasten und Osteoklasten kommt aus dem Gleichgewicht, indem bei dem
Remodellieren mehr Knochen durch die Osteoklasten abgebaut wird als durch
die Osteoblasten neu gebildet [105]. Uber eventuell vorliegende
Allgemeinerkrankungen oder aktuelle Leiden der Patienten war nichts bekannt.
Es war ebenfalls nicht bekannt, ob die Spender vor der Zellspende regelmalig

Medikamente einnahmen, rauchten und in welchem kdrperlichen
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Allgemeinzustand sie waren. Jeder einzelne dieser Parameter konnte eine
negative Rolle und damit eine Hemmung bei der Differenzierung der
entnommenen Zellen spielen [106]. Waren die Spender in ihrer Mobilitat
eingeschrankt, kann dies ebenfalls negative Auswirkungen auf den
Ausgangszustand der Zellen haben, da der mechanische Reiz auf die Zellen
einen weiteren Differenzierungsstimulus darstellt [104, 107]. Eine mechanische
Reizung war in der Zellkultur nicht vorhanden. Auch Tsuji et al. [108] und
Bergman et al. [109] stellten in Tierversuchen fest, dass in vitro kultivierte MSCs
von &lteren Versuchstieren weniger ALPL und knochen&hnliche Substanzen
bildeten als die von jiingeren Tieren. Altere Spendertiere wiesen weniger MSCs
mit osteogenem Differenzierungspotential auf [109]. Bertram et al. [110] fanden
bei ihren Versuchen heraus, dass Zellen von jingeren Spendern besser fur die
Zellkultivierung geeignet waren als Zellen von Spendern, die das 60.
Lebensjahr dberschritten hatten. Diese Zellen wiesen ein eingeschranktes
Differenzierungspotential auf [111]. Unter Berlcksichtigung dieses
Wissenstandes, kann auch bei den Spendern in der vorliegenden Arbeit von
einem spenderspezifischen, individuellen Potential der hBMSCs fur eine
osteogene Differenzierung ausgegangen werden. Bei den hBMSCs des
mannlichen Spenders (hBMSCs 1021) war ein Anstieg in der Expression der
osteogenen Markerproteine starker ausgepragt als bei den hBMSCs des
Spenders 1060, der weiblich war. Die geringe Anzahl an unterschiedlichen
Spendern muss, wie im vorangegangenen Kapitel, ebenfalls bei der
Betrachtung der Ergebnisse beachtet werden und sollte bei einer wiederholten

Versuchsdurchfihrung erhéht werden.

4.2.2 Abhé&ngigkeit der Differenzierung von der Herkunft der hBMSCs

Wie bereits im Methodenteil beschrieben, wurden die hBMSCs aus dem
Knochenmark des Huftkopfs humaner Spender isoliert. Die Stromazellen hatten
somit einen osteogenen Herkunftsort. Die isolierten Zellen besitzen jedoch ein
heterogenes Differenzierungspotential und entwickeln sich zu Progenitorzellen,
auf die eine determinierte Differenzierungskaskade folgt [40, 47, 112]. Dabei ist

die Proliferation und Differenzierung der hBMSCs weitestgehend von ihrem
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Ursprungsgewebe unabhangig, kann aber durch lokale Einflisse, wie zum
Beispiel das osteogene Differenzierungsmedium in dieser Arbeit, bewusst
reguliert werden [47, 113]. Eine osteogene Differenzierung kann durch weitere
Einflisse, wie die Zelldichte und die mechanische Beanspruchung der
Zellkultur, induziert werden [31, 40, 57, 114]. Auch wenn die isolierten hBMSCs
noch in keine Richtung differenzierten, ist davon auszugehen, dass ein Teil der
Zellen kein heterogenes Differenzierungsverhalten mehr aufwiesen und sie zu
diesem Zeitpunkt schon als determinierte, osteogene Progenitorzellen vorlagen
[112, 113]. Zudem muss berucksichtigt werden, dass die Zellkulturen in der
vorliegenden Arbeit nur mit osteogenen Markerproteinen analysiert wurden. In
nachfolgenden Versuchen sollten daher zum Vergleich mesenchymale
Stromazellen aus einem anderen Herkunftsgewebes zur Analyse verwendet
werden.

Nach der Analyse der Zellkulturen wurde festgestellt, dass die Geometrie der
Scaffolds Einfluss auf die Differenzierung der hBMSCs nehmen kann. Die
Ergebnisse sind allerdings spenderabhangig und bedirfen somit auch zur
besseren Begutachtung dieses Aspekts einer weiteren Verifizierung mit einer
groReren Anzahl an unterschiedlichen Spendern. Des Weiteren sollte der
Herkunftsort der hBMSCs variiert werden und zusétzliche, nicht osteogene

Markerproteine zur Analyse in Erwagung gezogen werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Differenzierungsverhalten von humanen
mesenchymalen Stromazellen aus trabekularem Knochengewebe (hBMSC) in
Abhangigkeit von der Maschenweite eines Scaffolds analysiert. Hierflr wurden
hBMSCs von zwei verschiedenen Spendern (1021 und 1060) auf
verschiedenen Oberflachen und in unterschiedlichen Medien Gber den Zeitraum
von 42 Tagen hinweg kultiviert. Die hBMSCs wurden einerseits als Monolayer
in Zellkulturschalen in Kontroll- und in Differenzierungsmedium kultiviert,
anderseits wurden 3D PCL Scaffolds aus Melt elektro-gesponnenen Fasern
(MEW-Faser Scaffolds) als Zelltrager verwendet, die sich durch ihre
Maschengréf3e unterschieden. Auf MEW-Faser Scaffolds mit 30 um, 60 um und
90 um Maschenweite wurden die hBMSCs ebenfalls entweder in Kontroll- oder
Differenzierungsmedium uber 42 Tage kultiviert. In regelméafigen Zeitabstanden
von jeweils 7 Tagen wurden Proben isoliert, die die DNA sowie die Proteine der
Zellen beinhalteten. Die Proteine wurden extrahiert und mittels SDS-PAGE der
GroRRe ihres Molekulargewichts aufgetrennt und mittels Western Blot analysiert.
Hierzu wurden die osteogenen Markerproteine Alkalische Phosphatase, Bone
Sialoprotein, Kollagen Typ | und Osteopontin, die ein Indiz auf eine osteogene
Differenzierung bieten, herangezogen. Als Haushaltsprotein zur Normierung der
Ergebnisse wurde B-Tubulin verwendet.

Betrachtet man die Ergebnisse der Expression der Markerproteine, so kann
darauf geschlossen werden, dass die MaschengréRen der Scaffolds Einfluss
auf die Differenzierung nahmen. Die hBMSC 1021 zeigten eine gesteigerte
Expression von ALPL, BSP, Coll und SPP1 bei den Scaffolds mit
Kontrollmedium. Bei ALPL und BSP zeigten sich nach Kultivierung auf
Scaffolds mit 60 um und vor allem bei 90 um Maschenweite erhohte
Expressionen, bei Col | vor allem bei den 60 um Scaffolds und bei SPP1 bei
allen Maschengrdf3en. Die hBMSC 1060 zeigten hingegen keine bis geringe
Steigerung der relativen Expression von osteogenen Markerproteinen. Nur bei
SPP1 war die Expression, nach Analyse des Western Blots, relativ

gleichermal3en gesteigert wie bei den hBMSC1021. Im Vergleich zu den auf
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Monolayern und mit Kontrollmedium kultivierten hBMSCs war ein Anstieg der
relativen Expression ebenfalls zu erkennen.

Durch eine gréRere Anzahl an Spendern verschiedenen Alters und Geschlechts
lieBen sich individuelle Unterschiede zwischen den Spendern besser feststellen

und die erhobenen Daten verifizieren.
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Abbildung 9.1: Western Blot Analyse zum Nachweis von Tubulin in hBMSCs
(hBMSC 1021).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links), als Monolayer in osteogenem
Differenzierungsmedium (Mitte) sowie auf MEW-Faser Scaffolds mit einer Maschenweite von
30 um (A), 60 um (B) und 90 um (C) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium tber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem Differenzierungsmedium
Uber 21 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die
Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der Probengewinnung.
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Abbildung 9.2: Western Blot Analyse zum Nachweis von Tubulin in hBMSCs
(hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 30 um (A) bzw. 90um (B) in Kontrolimedium (Mitte) bzw.
in osteogenem Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte
in  Kontrollmedium (Uber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem
Differenzierungsmedium Uber 28 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in
kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der
Probengewinnung.
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Abbildung 9.3: Western Blot Analyse zum Nachweis von Alkalischer Phosphatase in

hBMSCs (hBMSC 1021).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links), als Monolayer in osteogenem
Differenzierungsmedium (Mitte) sowie auf MEW-Faser Scaffolds mit einer Maschenweite von
30 um (A), 60 um (B) und 90 pm (C) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium Uber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem Differenzierungsmedium
Uber 21 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die

Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der Probengewinnung.
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Abbildung 9.4: Western Blot Analyse zum Nachweis von Alkalischer Phosphatase in
hBMSCs (hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 30 um (A) bzw. 90um (B) in Kontrolimedium (Mitte) bzw.
in osteogenem Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte
in  Kontrollmedium Uber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem
Differenzierungsmedium Uber 28 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in
kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der
Probengewinnung.
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Abbildung 9.5: Western Blot Analyse zum Nachweis von Bone Sialoprotein in hBMSCs
(hBMSC 1021).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links), als Monolayer in osteogenem
Differenzierungsmedium (Mitte) sowie auf MEW-Faser Scaffolds mit einer Maschenweite von
30 um (A), 60 um (B) und 90 pm (C) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium Uber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem Differenzierungsmedium
Uber 21 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die
Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der Probengewinnung.
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Abbildung 9.6: Western Blot Analyse zum Nachweis von Bone Sialoprotein in hBMSCs
(hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 30 um (A) bzw. 90um (B) in Kontrolimedium (Mitte) bzw.
in osteogenem Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte
in  Kontrollmedium (dber einen Zeitraum von 42Tagen und in osteogenem
Differenzierungsmedium Uber 28 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in
kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der
Probengewinnung.
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Abbildung 9.7: Western Blot Analyse zum Nachweis von Kollagen Typ | in hBMSCs
(hBMSC 1021).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links), als Monolayer in osteogenem
Differenzierungsmedium (Mitte) sowie auf MEW-Faser Scaffolds mit einer Maschenweite von
30 um (A), 60 um (B) und 90 pm (C) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium Uber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem Differenzierungsmedium
Uber 21 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die
Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der Probengewinnung.
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Abbildung 9.8: Western Blot Analyse zum Nachweis von Kollagen Typ | in hBMSCs
(hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 30 um (A) bzw. 90um (B) in Kontrollmedium (Mitte) bzw.
in osteogenem Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte
in  Kontrollmedium (dber einen Zeitraum von 42Tagen und in osteogenem
Differenzierungsmedium Uber 28 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in
kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der
Probengewinnung.
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Abbildung 9.9: Western Blot Analyse zum Nachweis von Osteopontin in hBMSCs
(hBMSC 1021).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links), als Monolayer in osteogenem
Differenzierungsmedium (Mitte) sowie auf MEW-Faser Scaffolds mit einer Maschenweite von
30 um (A), 60 um (B) und 90 pm (C) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte in
Kontrollmedium Uber einen Zeitraum von 42 Tagen und in osteogenem Differenzierungsmedium
Uber 21 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in kDa angegeben. Die
Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der Probengewinnung.
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Abbildung 9.10: Western Blot Analyse zum Nachweis von Osteopontin in hBMSCs
(hBMSC 1060).

Die hBMSCs wurden als Monolayer in Kontrollmedium (links) sowie auf PCL MEW-Faser
Scaffolds mit einer Maschenweite von 30 um (A) bzw. 90um (B) in Kontrollimedium (Mitte) bzw.
in osteogenem Differenzierungsmedium (rechts) kultiviert. Die Kultivierung der hBMSCs erfolgte
in  Kontrollmedium (dber einen Zeitraum von 42Tagen und in osteogenem
Differenzierungsmedium Uber 28 Tage. Die Molekulargewichtsskala des Proteinstandards ist in
kDa angegeben. Die Zahlen oberhalb der Spuren kennzeichnen die Tage der
Probengewinnung.
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Tabelle 9.1: Ergebnisse Tub hBMSC 1021
GrolRRe relative

Probe (um) Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 1,62
Tag 7 Monolayer Differenzierungsmedium 2,30
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 1,20
Tag 14 Monolayer Differenzierungsmedium 1,19
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 1,19
Tag 21 Monolayer Differenzierungsmedium 0,63
Tag 28 Monolayer Kontrollmedium 1,09
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 1,10
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,15
7.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,06
7.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,12
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,03
14.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,10
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,28
21.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,07
21.21 60 Scaffold Kontrollmedium 0,11
21.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,04
28.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,59
28.21 60 Scaffold Kontrollmedium 0,13
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,17
35.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,67
35.21 60 Scaffold Kontrollmedium 0,20
35.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,07
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,22
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,66
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,01
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Tabelle 9.2: Ergebnisse ALPL hBMSC 1021

GrolRRe relative
Probe (um) Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 0,54
Tag 7 Monolayer Differenzierungsmedium 1,07
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 0,84
Tag 14 Monolayer Differenzierungsmedium 1,23
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 1,12
Tag 21 Monolayer Differenzierungsmedium 1,81
Tag 28 Monolayer Kontrolimedium 0,92
Tag 28 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 35 Monolayer Kontrollmedium
Tag 35 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 42 Monolayer Kontrollmedium 1,08
Tag 42 Monolayer Differenzierungsmedium
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 4,65
7.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 7,84
7.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 5,57
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 2,23
14.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 3,47
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 2,61
21.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 2,03
21.21 60 Scaffold Kontrollmedium 6,23
21.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 12,16
28.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,76
28.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 7,18
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 7,19
35.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,86
35.21 60 Scaffold Kontrollmedium 7,48
35.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 17,74
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 5,87
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 2,15
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 44,02
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Tabelle 9.3:  Ergebnisse BSP hBMSC 1021

GrolRRe relative
Probe (um) Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 0,28
Tag 7 Monolayer Differenzierungsmedium 0,36
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 0,80
Tag 14 Monolayer Differenzierungsmedium 0,27
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 0,69
Tag 21 Monolayer Differenzierungsmedium 0,40
Tag 28 Monolayer Kontrollmedium 1,04
Tag 28 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 35 Monolayer Kontrollmedium
Tag 35 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 1,02
Tag 42 Monolayer Differenzierungsmedium
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 15,61
7.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 26,31
7.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 15,78
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 23,03
14.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 13,82
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 4,85
21.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 10,62
21.21 60 Scaffold Kontrollmedium 9,99
21.31 90 Scaffold Kontrollmedium 30,69
28.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,33
28.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 7,02
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 5,37
35.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,39
35.21 60 Scaffold Kontrollmedium 6,09
35.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 11,79
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 5,99
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 1,88
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 78,48
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Tabelle 9.4:  Ergebnisse Col | hBMSC 1021

GrolRRe relative
Probe (um) Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 0,11
Tag 7 Monolayer Differenzierungsmedium 0,24
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 2,76
Tag 14 Monolayer Differenzierungsmedium 9,86
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 3,15
Tag 21 Monolayer Differenzierungsmedium 12,72
Tag 28 Monolayer Kontrollmedium 2,68
Tag 28 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 35 Monolayer Kontrollmedium
Tag 35 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 4,15
Tag 42 Monolayer Differenzierungsmedium
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 6,26
7.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 15,67
7.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 7,96
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 9,72
14.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 4,56
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 2,74
21.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 9,69
21.21 60 Scaffold Kontrollmedium 12,96
21.31 90 Scaffold Kontrollmedium 13,78
28.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 3,78
28.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 27,63
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 5,13
35.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,07
35.21 60 Scaffold Kontrollmedium 2,43
35.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 9,49
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 5,47
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 3,64
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 70,66
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Tabelle 9.5:  Ergebnisse SPP1 hBMSC 1021

GrolRRe relative
Probe (um) Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 0,46
Tag 7 Monolayer Differenzierungsmedium 0,74
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 1,01
Tag 14 Monolayer Differenzierungsmedium 1,17
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 1,38
Tag 21 Monolayer Differenzierungsmedium 2,46
Tag 28 Monolayer Kontrolimedium 1,28
Tag 28 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 35 Monolayer Kontrollmedium
Tag 35 Monolayer Differenzierungsmedium
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 1,37
Tag 42 Monolayer Differenzierungsmedium
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 11,79
7.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 27,45
7.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 15,31
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 37,55
14.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 15,41
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 5,84
21.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 15,60
21.21 60 Scaffold Kontrollmedium 15,20
21.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 43,17
28.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 4,01
28.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 11,14
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 14,60
35.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 2,82
35.21 60 Scaffold Kontrollmedium 8,61
35.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 21,45
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 7,18
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 2,90
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 324,45
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Tabelle 9.6:  Ergebnisse Tub hBMSC 1060
GroRRe relative

Probe (um)  Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 1,15
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 0,90
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 28 Monolayer Kontrolimedium 0,68
Tag 35 Monolayer Kontrolimedium 0,70
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 0,82
D7.11 30 Scaffold Differenzierungsmedium 1,73
D721 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,55
D7.31 90 Scaffold Differenzierungsmedium 1,72
D14.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 0,10
D 14.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 0,70
D 14.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 1,22
D21.11 30 Scaffold Differenzierungsmedium 1,01
D21.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,35
D21.31 90 Scaffold Differenzierungsmedium 1,87
D28.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 1,36
D 28.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,28
D 28.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 1,61
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,15
7.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 1,15
7.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 1,18
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,87
14.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 0,92
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,70
21.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 0,84
21.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 1,17
21.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 0,74
28.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,38
28.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 0,64
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,37
35.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 0,58
35.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,77
35.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 0,25
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,26
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,21
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,52

109



9 Anhang

Tabelle 9.7:  Ergebnisse ALPL hBMSC 1060
GroRRe relative

Probe (um)  Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 0,91
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 1,20
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 0,83
Tag 28 Monolayer Kontrolimedium 1,43
Tag 35 Monolayer Kontrolimedium 1,31
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 1,03
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,14
7.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 0,80
7.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 0,86
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,13
14.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 0,83
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 1,15
21.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 1,07
21.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,69
21.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 1,07
28.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 3,33
28.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 1,45
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 2,07
35.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 1,59
35.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 1,00
35.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 2,72
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 2,59
42.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 3,54
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 1,53
D711 30 Scaffold Differenzierungsmedium 0,92
D721 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,05
D731 90 Scaffold Differenzierungsmedium 1,20
D14.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 8,06
D14.21 60 Scaffold Differenzierungsmedium 2,10
D14.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 1,40
D21.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 1,50
D21.21 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,22
D21.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,87
D28.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 1,19
D 28.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,25
D 28.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,89

110



9 Anhang

Tabelle 9.8:  Ergebnisse BSP hBMSC 1060
Grole relative

Probe (um)  Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 1,03
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 0,86
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 0,54
Tag 28 Monolayer Kontrolimedium 1,17
Tag 35 Monolayer Kontrolimedium 1,36
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 0,70
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,07
7.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,44
7.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,74
14.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,53
14.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,64
14.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,87
21.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,60
21.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,59
21.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 0,88
28.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 3,03
28.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,97
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 1,02
35.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,88
35.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,46
35.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 1,96
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,31
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 2,89
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 1,09
D711 30 Scaffold Differenzierungsmedium 0,10
D721 60 Scaffold Differenzierungsmedium 0,18
D731 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,23
D14.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 0,90
D 14.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,36
D14.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,30
D21.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 0,26
D21.21 60 Scaffold Differenzierungsmedium 0,60
D21.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,21
D28.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 0,36
D 28.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 0,90
D 28.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,22
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Tabelle 9.9:  Ergebnisse Col | hBMSC 1060
GroRRe relative

Probe (um)  Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 1,56
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 2,04
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 1,84
Tag 28 Monolayer Kontrolimedium 1,89
Tag 35 Monolayer Kontrolimedium 1,71
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 1,68
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 1,07
7.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 0,67
7.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 0,82
14.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 0,95
14.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 0,66
14.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 0,85
21.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 0,47
21.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,51
21.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 0,79
28.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 1,51
28.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 0,79
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 1,81
35.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 0,88
35.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 0,97
35.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 3,75
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 2,95
42.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 3,92
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 1,14
D711 30 Scaffold Differenzierungsmedium 0,64
D721 60 Scaffold Differenzierungsmedium 0,53
D731 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,61
D14.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 6,49
D14.21 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,02
D14.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,83
D21.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 1,38
D21.21 60 Scaffold Differenzierungsmedium 1,05
D21.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,49
D28.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 1,10
D 28.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 0,66
D 28.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 0,81
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Tabelle 9.10: Ergebnisse SPP1 hBMSC 1060

GroRRe relative
Probe (um)  Kultur Dichte
Tag O Monolayer Kontrolimedium 1,00
Tag 7 Monolayer Kontrolimedium 38,67
Tag 14 Monolayer Kontrolimedium 26,39
Tag 21 Monolayer Kontrolimedium 12,26
Tag 28 Monolayer Kontrolimedium 30,38
Tag 35 Monolayer Kontrolimedium 93,91
Tag 42 Monolayer Kontrolimedium 97,35
7.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 55,68
7.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 59,09
7.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 76,52
14.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 50,63
14.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 51,76
14.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 64,86
21.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 43,46
21.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 40,54
21.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 63,52
28.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 28,27
28.2.1 60 Scaffold Kontrolimedium 25,72
28.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 29,14
35.1.1 30 Scaffold Kontrolimedium 24,38
35.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 25,30
35.3.1 90 Scaffold Kontrolimedium 90,89
42.1.1 30 Scaffold Kontrollmedium 98,57
42.2.1 60 Scaffold Kontrollmedium 168,11
42.3.1 90 Scaffold Kontrollmedium 74,91
D711 30 Scaffold Differenzierungsmedium 45,97
D721 60 Scaffold Differenzierungsmedium 40,63
D731 90 Scaffold Differenzierungsmedium 57,38
D14.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 421,93
D 14.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 111,71
D14.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 74,78
D21.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 87,45
D21.21 60 Scaffold Differenzierungsmedium 77,36
D21.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 53,59
D28.1.1 30 Scaffold Differenzierungsmedium 79,12
D 28.2.1 60 Scaffold Differenzierungsmedium 83,35
D 28.3.1 90 Scaffold Differenzierungsmedium 67,94
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Melt electrospinning writing

Fir Abbildung 1.4:

Durch die MEW Methode hergestelltes Scaffold

und Abbildung 1.5:
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