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1 Einleitung

1.1 Segmentale Knochendefekte - eine klinische

Herausforderung

Eine Vielzahl verschiedener Pathomechanismen kann zur Entstehung segmentaler Kno-
chendefekte fithren. Dazu zdhlen unter anderem infektbedingte Entziindungsreaktionen,
wie beispielsweise eine chronische Osteomyelitis, Traumata, aber auch neoplasiebeding-
te chirurgische Knochenresektionen. Ein Knochendefekt kritischer Grofle ist definiert als
ein orthotoper ossirer Defekt, der ohne Intervention nicht selbststéndig heilt [1]. Fiir die
ausbleibende Heilung konnen verschiedene Faktoren, wie beispielsweise Instabilitat, man-
gelnde Durchblutung, Infekt oder Uberbelastung, ursichlich sein. Als Goldstandard fiir
die Therapie von Knochendefekten kritischer Grofle gilt die autologe Knochentransplan-
tation. Typische Entnahmestellen hierfiir sind der vordere Beckenkamm, die Fibula oder
die Rippen. Die Verwendung autologen Gewebes ist jedoch mit limitierenden Faktoren,
wie einer begrenzten Verfiigbarkeit von Transplantatmaterial, Entnahmemorbiditat und
haufig unzureichender Transplantatintegration, behaftet. Weitere therapeutische Optio-
nen fiir besonders ausgedehnte segmentale Knochendefekte stellen der Segmenttransport
mittels Ringfixateur sowie die membraninduzierte Osteogenese mit der Masquelet Tech-
nik dar. Allerdings zeigen die zur Verfiigung stehenden therapeutischen Mafinahmen zur
Rekonstruktion dieser Knochendefekte trotz stetiger Weiterentwicklung teilweise nur un-
zureichende klinische Ergebnisse.

Benigne Knochentumore werden in der Regel zunéchst kiirettiert. Anschliefend wird der
entstandene Defekt mit autologem, spongiésem Knochen oder einem synthetischen Kno-
chenersatzmaterial aufgefiillt. Im Falle von malignen Tumoren erfolgt nach kompletter
Resektion des tumordsen Gewebes in der Regel die Implantation einer Tumorendopro-
these, der - abhangig von der Sensibilitat des jeweiligen Tumors - eine Chemotherapie
oder Radiatio angeschlossen werden kann. Zu den Therapieoptionen der chronischen
Osteomyelitis zahlt unter anderem die Ausrdumung des infizierten Gewebes mit an-

schlieBender Einbringung von resorbierbaren Antibiotikatrégern.



Elementare Voraussetzungen fiir eine zufriedenstellende Knochenheilung nach stattge-
habter Fraktur sind zum einen die Ruhigstellung des betroffenen Korperteils und zum
anderen die Gewahrleistung einer suffizienten Durchblutung des betroffenen Areals. Wer-
den diese Anforderungen nicht erfiillt, kann es zu einem verzogerten Heilungsprozess oder
zur Ausbildung einer Pseudarthrose kommen. Definitionsgeméfl spricht man von einer
Pseudarthrose, wenn nach sechs Monaten keine knocherne Heilung der Fraktur erfolgt
ist |2].

1.2 Tissue Engineering

Fiir viele der erwahnten Verletzungen bzw. Erkrankungen existieren bis heute keine
adédquaten Behandlungsmoglichkeiten. Das innovative Forschungsgebiet des Tissue En-
gineering eroffnet in diesem Zusammenhang neue Moglichkeiten. So bergen die neu-
en Therapieansitze im Bereich der regenerativen Medizin ein grofles Potential fiir die
Behandlung von Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems [3,/4] und speziell des

menschlichen Knochens [5].

Definition:

Tissue Engineering ist ein Ende der achtziger Jahre entwickeltes und von Langer und
Vacanti erstmals vorgestelltes, interdisziplindres Forschungskonzept, das die Prinzipien
und Methoden sowohl der Ingenieurwissenschaften als auch der Lebenswissenschaften
dahingehend vereint, Moglichkeiten zu erschliefen, die Funktion verschiedenster Gewe-

be wiederherzustellen, zu erhalten oder zu verbessern.

Das Konzept des Tissue Engineering basiert auf den drei folgenden Grundstrategien der
Geweberekonstruktion:

1. Dem Einsatz von Zellen, die das zu regenerierende Gewebe infiltrieren und ersetzen
sollen.

2. Dem Einsatz von Zell-Tragermaterialien (Scaffolds).

3. Dem Einsatz von gewebespezifischen Wachstumsfaktoren, Biomolekiilen oder anderer

Stimuli, wie beispielsweise mechanischer Reize.



1.3 Das Knochengewebe und die Osteogenese

Das Knochengewebe zahlt zum Binde- und Stiitzgewebe des menschlichen Korpers. Es
besteht zum Grofiteil aus mineralisierter, extrazellularer Matrix, die sich hauptséchlich
aus Hydroxylapatit sowie aus Kollagen 1-Fibrillen zusammensetzt. Neben seiner Stiitz-
funktion dient Knochengewebe als ein Reservoir fiir Kalzium und Phosphat und spielt
zudem eine wichtige Rolle in der Himatopoese. Daher erfiillt das Knochengewebe zahlrei-
che Funktionen und unterliegt zudem einem standigen Umbauprozess. Der Knochenum-
bau wird einerseits durch mechanische Beanspruchung stimuliert und andererseits durch
verschiedene para- und endokrine Mechanismen reguliert. Neben knochenbildenden Os-
teoblasten, knochenresorbierenden Osteoklasten und in der Matrix eingeschlossenen Os-
teozyten wirken auch einige Zelltypen aus dem Knochenmark bei den Umbauprozessen
mit. Dazu zdahlen beispielsweise Lymphozyten und Erythrozyten [6].

Die Knochenentwicklung erfolgt auf zwei unterschiedlichen Wegen, der desmalen- und
der (en)chondralen Ossifikation. Durch die desmale Ossifikation werden unter anderem
die Schadelknochen ausgebildet. Die desmale Knochenneubildung beginnt mit der Aggre-
gation und Kondensation mesenchymaler Stammzellen, die dann direkt zu Knochenma-
trix produzierenden Osteoblasten differenzieren. Die (en)chondrale Ossifikation, welche
grofitenteils fiir die Genese des axialen Skelettsystems verantwortlich ist, ist gekennzeich-
net durch die Ausbildung eines knorpeligen Primordialskeletts, welches im Rahmen der
Osteogenese zunéchst durch Osteoklasten resorbiert und anschlieend von Osteoblasten
durch Knochenmatrix ersetzt wird.

Vereinfacht lasst sich die osteogene Entwicklung von der Stammzelle bis zum Osteozy-
ten in die Zellstadien mesenchymale Stammzelle, Osteoprogenitorzelle, Praosteoblast,
Osteoblast, osteozytischer Osteoblast und Osteozyt unterteilen. Die ersten drei Zellty-
pen zeichnen sich durch eine hohe Zellteilungsaktivitdt aus. Osteoblasten hingegen teilen
sich nicht mehr und produzieren alle fiir die Knochenbildung notwendigen Matrixkompo-
nenten, wie beispielsweise Kollagen I, Osteopontin, Osteonectin, Osteocalcin oder Bone
Sialoprotein. Etwa 10-20% der Osteoblasten werden in Osteozyten umgewandelt. Aufler-
dem entwickeln sich so genannte Lining-Zellen, die endostalen Belegzellen entsprechen.
Die meisten Osteoblasten (65%) unterliegen nach der Erfilllung ihrer Aufgabe, das heif3t
der Sezernierung der Knochenmatrix und der Bildung eines stabilen Lamellenknochens,

der Apoptose [7].



1.3.1 Mesenchymale Stammzellen: Grundlage der

Knochenregeneration

Die Forschung im Bereich der Knochenregeneration hat sich in den letzten Jahren auf
die Anwendung humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSZ) konzentriert, da diese
in der Lage sind, zu Osteoblasten zu differenzieren [8]. Stammzellen des adulten Or-
ganismus dienen dazu, kontinuierlich reife, funktionstiichtige Zellen fiir Gewebeumbau
und Geweberegeneration zur Verfiigung zu stellen, um die Funktion des Organismus
zu gewahrleisten. HMSZ sind adulte, multipotente Stammzellen, die nicht nur aus dem
Knochenmark, sondern unter anderem auch aus Nabelschnurblut, Bindegewebe, Fettge-
webe, synovialer Fliissigkeit, Plazenta und Zahnen isoliert werden kénnen [9]. Anders als
embryonale, das heif3t pluripotente Stammzellen, konnen humane mesenchymale Stamm-
zellen (LMSZ) nur in eine begrenzte Anzahl an Zelltypen differenzieren: Osteoblasten,
Adipozyten, Chondrozyten, Tendozyten, Fibroblasten, Myoblasten und neuronale Vor-
lduferzellen [10,|11]. Die Differenzierung wird mitunter durch spezifische Wachstumsfak-
toren, bestimmte Signalwege und Transkriptionsfaktoren reguliert. In vitro konnte bisher
die osteogene, adipogene, chondrogene, tendogene, myogene und neurogene Differenzie-
rung von induziert werden [11}[12].

HMSZ stellen eine vielversprechende Ressource fiir zellbasierte Therapieansatze dar, da
sie multipotent und zudem relativ einfach zu isolieren, zu expandieren und zu kultivieren
sind. Obwohl regenerative Verfahren in Gebieten wie der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
bereits erfolgreich Einzug gehalten haben [8;|13], konnten prinzipiell vielversprechende
Ansétze und Ergebnisse aus in vitro Studien und Tierversuchen [14] nicht ohne Weiteres

auf den menschlichen Organismus tibertragen und verlésslich reproduziert werden [15].
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Abb. 1: Die Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen iiber Osteoprogeni-
torzellen zum knochenbildenden Osteoblasten.

1.3.2 Die Rolle von BMP und IHH bei der Knochenbildung

Eine Vielzahl von Faktoren beeinflussen das Proliferations- und Differenzierungsverhal-
ten von und sind dariiber hinaus fiir die Herstellung eines funktionellen Gewebe-
oder Organkonstruktes hilfreich oder sogar essentiell. Die Moglichkeiten reichen von ge-
webespezifischen Wachstumsfaktoren, die zahlreiche zelluldre Prozesse induzieren und
Gewebe modellieren, bis hin zu physikalischen Stimuli wie Dehnung, Druck oder Ande-
rung des Op-Partialdrucks [16].

1.3.2.1 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) sind Mitglieder der Transforming Growth Fac-
tor (T'GE))-8-Superfamilie und wichtige, autokrine Faktoren fiir die Osteoblastendifferen-

zierung und -funktion. Bisher konnte nachgewiesen werden, dass aus der Gruppe dieser



Wachstumsfaktoren die BMPS 2, 4, 5 und 7 (OP-1) die osteogene Differenzierung indu-
zieren [17-20]. Die binden an die Transmembranrezeptoren BMPR1A, BMPR1B
oder BMPR2. Die Rezeptoren werden durch die Bindung zur Dimerbildung angeregt
und aktivieren die MAPK-ERK-Signaltransduktionskaskade bzw. Mitglieder der SMAD-
Familie [21]. Uber die Phosphorylierung von SMAD1, SMAD5 und SMADS werden die-
se Proteine in den Zellkern transloziert, bilden dort Komplexe mit SMAD4 und leiten
die Transkription von Zielgenen ein [22]. fithren so einerseits zu einer vermehr-
ten Expression von TNSALP, was in einer verstiarkten Mineralisierung resultiert [23].
Andererseits regen sie die Bildung der Zytokine RANKL und CSF1 an, wodurch die
Osteoklastogenese eingeleitet wird. Zudem fordern sie die Expression von Osteoprote-
gerin, das zur Regulation der Osteoklastenbildung beitrdgt [24]. Im Jahr 2002 wurde
rekombinantes [BMP-2] (Medtronic, USA) fiir die anteriore lumbale Wirbelsaulenfusion
zugelassen. Die klinische Anwendung wurde 2008 auf die Behandlung posterolateraler

lumbaler Pseudarthrosen sowie offener Tibiaschaftfrakturen erweitert [25].

1.3.2.2 Indian Hedgehog (IHH)

Auch [HH] spielt eine wichtige Rolle fir die Osteogenese. Nach Bindung des Hedgehog-
Proteins an die membranstédndigen Rezeptoren Patched-1 und Smoothend erfolgt die
Signaltransduktion ins Zellinnere mittels Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie, die
zu den Zinkfingerproteinen zahlen (Glil, Gli2 und Gli3) [26]. Es ist bekannt, dass der
Hedgehog-Signalweg bei der Skelettmorphogenese eine Rolle spielt [27]. Auerdem konn-
te gezeigt werden, dass bei Mauseembryonen, die IHH nicht exprimieren, die typische
perichondrale Expression von osteogenen Markergenen wie Runt-related transcription
factor 2 (Runx2), Kollagen 1 und alkalische Leukozytenphosphatase (ALP]) fehlt [2§].
Deshalb nimmt man an, dass der IHH-Signalweg die frithe Osteoblastogenese durch
die Modulation von [Runx2 beeinflusst. Aulerdem reguliert [HH] iiber die Stimulation
der Parathormon-related Protein (PTHrPl)-Expression die endochondrale Knochenfor-
mation [29], da PTHrP| die Chondrozytendifferenzierung in der Hypertrophiezone der

Knochenepiphysen verzogert.



1.4 Fragestellung

Die Therapie von Knochendefekten kritischer Grofle, die ein kompromittiertes, intrin-
sisches Regenerationspotential aufweisen, stellt ein schwerwiegendes Problem dar. Die
Forschung auf dem Gebiet der Knochenheilung hat sich in jiingster Vergangenheit da-
her auf die Anwendung von zur Stimulation des Knochenwachstums konzentriert.
Vielversprechende Ergebnisse aus in vitro Studien oder in Kleintiermodellen lielen sich
jedoch im Menschen meist nicht reproduzieren.

In der vorliegenden Studie wurde daher in [MSZ] eine Uberexpression von BMP-2 und
IHH induziert. BMP-2 ist ein Mitglied der [TGEM3 Superfamilie und ein potenter osteo-
gener Stimulus, der als rekombinantes Protein bereits klinische Anwendung bei der The-
rapie von Pseudarthrosen und bei Wirbelkorperfusionen findet [30-32]. Der Hedgehog-
Signalweg spielt dagegen eine wichtige Rolle in der Skelettentwicklung und der damit
verbundenen Reifung mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen [33}34].

Das Ziel der Studie war, den Einfluss der Uberexpression dieser Wachstumsfaktoren
auf das osteogene Wachstumsverhalten von in vitro zu untersuchen sowie deren

osteogenes Potential zu steigern.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Gerate

Accu-jet Pipettierer

AxioCam MRc

Axioskop 2

BioPhotometer

Brutschrank, Inkubator HER Acell 240
Consort E835 Power Supply

Hochleistungs pH-mV-Meter
Mikroskop

Mikropipetten 10 nL, 100 pL, 1000 pL
Multipipette plus
Pipetboy

Verbrauchsmaterial
Kivetten

Réhrchen (15 mL, 50 mL)
Pipettenspitzen
Reaktionsgefafie (1,5 mL, 2 mL)
175cm? Zellkulturflaschen
Zellschaber (24 cm, 30 cm)

Brand, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Kleinostheim, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutsch-
land

WTW, Weilheim, Deutschland

Wilovert, Heinse Ziller, Hund, Bonn,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutsch-
land

Greiner, Essen, Deutschland

Abimed, Langenfeld, Deutschland

Greiner, Essen, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland



6 Well-, 24 Well-, 96 Well-Platten
Filter (0,2 mm, 0,45 mm)

0,2 mL Low Profile 8er-Strips

8er-Flat Caps Strips

Chemikalien /Reagenzien

Alamarblau Losung

Alizarinrot S

Ammoniumhydroxidlosung (10%)
B3-Mercaptoethanol

EDTA

Essigsaure (100%)
Ethanol

HPLC-Wasser

Methanol
P-Nitrophenolphosphat Losung
Trypanblau

Trypsin

Greiner, Essen, Deutschland

Satorius Stedim Biotech, erhalten von Har-
tenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf, Deutschland

Lifetechnologies, Carlsbad, CA, USA
Chroma-Gesellschaft Schmidt & Co., Stutt-
gart, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutsch-
land

AppliChem, erhalten von Hartenstein
GmbH, Wiirzburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutsch-
land



Kits

Kalzium O-Cresolphthalein Kit MTTI Diagnostics, Wiesbaden, Deutschland
Nucleo Spin® RNA II Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
KAPA SYBR® FAST qPCR Kit peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland
Qubit® dsDNA BR Assay Kit Lifetechnologies, Carlsbad, CA, USA
ELISA Kit fir IHH Cusabio Biotech Co. Ltd, Newark, DE, USA
ELISA Kit fiir BMP-2 R & D Systems, Minneapolis, MN, USA
Zellkulturmedien

Alle Néhrlosungen und Reagenzien fiir die Arbeit mit eukaryotischen Zellen wurden

von Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland bezogen.

Stammezel lkulturmedium

500 mL DMEM/HAM'’S F-12

10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin (100x)
Standardmedium

500 mL DMEM High Glucose

10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin (100x)

Osteogenes Differenzierungsmedium

500 mL DMEM High Glucose

10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin (100x)
50 pg/mL Ascorbat

10mM $3-Glycerophosphat

10nM Dexamethason
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Losungen fiir Molekularbiologie und Proteinbiochemie

Alizarinrot S-Losung

50 mL Aqua bidestilata
1% Alizarinrot S (Alizarin sulfonsaures Natrium)
0,5% Ammoniumhydroxid

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS), pH 7,6

1L Aqua bidestilata
1,37 M NaCl

27 mM KCl

0,1 M Na,HPOy4

0,76 M KH,PO,

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeiten wurden unter einer Sterilbank mit sterilen Ma-
terialien und Chemikalien, sowie unter Verwendung von Latex-Handschuhen durchge-
fihrt.

2.2.1.1 Isolierung humaner mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark

Aus dem Femurkopf von Patienten mit Coxarthrose, die aus diesem Grund eine Hiift-
Totalendoprothese (TEP]) erhielten, wurden nach einem modifizierten Protokoll von
Haynesworth et al. (1992) hMSZ] isoliert [35]. Das schriftliche Einverstandnis der Pa-
tienten wurde hierfiir praoperative eingeholt. Mit Hilfe einer Kiirette wurde spongi-
oser Knochen aus dem Femurkopf gewonnen, in 50 mL-Rohrchen iiberfithrt und mit
Stammzellkulturmedium (SZM]) aufgefiillt. Durch Vortexen wurden die Knochenmark-
zellen aus den Spongiosatrabekeln herausgelost. AnschlieBend wurde die Suspension bei

1200 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels einer Pasteurpipette
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abgenommen und die Rohrchen mit 20 mL erneut befiillt. Diese Prozedur wurde
zweimal wiederholt und die Zellen anschliefend fiir 5 min bei 1200 U/min abzentrifugiert.
Nach der Abnahme des Uberstandes wurden die Zellen in 20 mL resuspendiert.
Im Anschluss daran wurden die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer gezahlt
und mit einer Dichte von 1-10° Zellen/175 cm? in Zellkulturflaschen ausgesit. Nach
drei bis vier Tagen im Brutschrank bei 37°C, 5% COy und 95%-iger Luftfeuchtigkeit
wurden nicht-adhérente Zellen (Erythrozyten, Leukozyten, Plasmozyten etc.) entfernt
und die adhirenten Zellen mit Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) (1x) gewaschen.
Mediumwechsel erfolgten regelméaflig alle drei bis vier Tage bis sich Kolonien von
gebildet und den Boden der 175 cm2-Flaschen zu 60-80% bedeckt hatten.

2.2.1.2 Herstellung rekombinanter adenoviraler Vektoren

Die Herstellung rekombinanter adenoviraler Vektoren erfolgt in mehreren Teilschritten.
Zuerst wird das auf das Adenovirus ([Ad)5-Genom des viralen Vektors zu {ibertragen-
de heterologe Gen (Transgen) in ein Rekombinationsplasmid eingefiihrt. Dort wird es
von Desoxyribonukleinsédure (DNAJ-Sequenzen flankiert, die zu den nicht-kodierenden
5-und 3’-Bereichen der [Adb-E1-Region homolog sind. Kodierende [DNAlSequenzen der
frithen Gene Ela und E1b sind im Ad5-Genom deletiert, benachbarte nicht-kodierende
5- und 3’-Bereiche sind aber noch vorhanden. Das defekte [Adb-Genom liegt dann in
ein Viruspartikel oder in ein Plasmid integriert vor. Das Rekombinationsplasmid und
das [AdbIDNAMlankierte Transgen werden gemeinsam mit dem defekten [Adb-Genom
in eine Helferzelllinie eingefithrt. Im Verlauf der viralen [DNAlReplikation kommt es
tiber die[DNALSequenzhomologien der nicht-kodierenden E1-Regionen zur Rekombinati-
on zwischen dem Transgen und dem defekten [Adb-Genom. Es entsteht ein rekombinantes
replikationsdefektes [Adb-Genom, bei dem anstelle der deletierten E1-Region jetzt das
Transgen vorliegt. Die im [Adb-Genom schlieflich noch vorhandenen spiaten Gene werden
exprimiert und diese verpacken die rekombinanten [Adb-Genome zu replikationsdefekten
[Adb-Viruspartikeln, die von der Helferzelllinie abgegeben werden [36].

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Vektoren fiir BMP-2] Griin-fluoreszierendes
Protein (GEP) und [HH wurden nach dem oben geschilderten, etablierten Verfahren
hergestellt [37,38]. Die Vektoren wurden von Prof. Dr. med. A. Steinert zur Verfiigung
gestellt. Diese wurden mit der Bezeichnung [Adl BMP-2, [AdIIHH und [Ad.GFP verse-
hen. Zur Herstellung einer Losung mit den rekombinanten Adenoviren wurden diese
in 293 Zellen amplifiziert und anschlieBend durch Zuhilfenahme dreier Caesiumchlorid

Gradienten aufgereinigt [39]. Der Virustiter wurde schliellich photometrisch bei einer
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Wellenlange von 260 nm bestimmt.

2.2.1.3 Adenovirale Transduktion und Bestimmung der Transgenexpression

Bei 60-80%-iger Konfluenz wurden die BMSZ] (ca. 6-10° Zellen/175 cm?-Flasche) zu-
erst mit 10 mL gewaschen. Anschlieffend wurden 4 mL virenhaltiges Nahrmedium

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose (DMEM High Glucose) + 1% Pe-
nicillin/Streptomycin (100x)) hinzugegeben. Die Viruslast betrug ca. 5-10® Virusparti-

kel/Zelle. Nach dreistiindiger Inkubation im Brutschrank wurde das N&hrmedium mit
20 mL ersetzt.

Wihrend der osteogenen Differenzierung wurde zu mehreren Messzeitpunkten nach 24-
stiindiger Inkubation 1 mLL Mediumiiberstand abgenommen und bei -80°C konserviert.
Mittels kommerziell verfiigbarer Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kits
wurde schlieBlich die [HH] sowie die BMP-2] Konzentration im Mediumiiberstand be-

stimmt.

2.2.2 Analyse der metabolischen Aktivitat und des

Proliferationsverhaltens

2.2.2.1 Metabolische Aktivitat

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat wurden transfizierte und nicht transfi-
zierte in Triplikaten bei einer Dichte von 3000 Zellen/cm? auf 96-Well-Platten
ausgesat und mit Phenolrot-freiem fiir 4, 24, 48, 72 und 96 Stunden bei 37°C und
5% CO, kultiviert. Als Negativkontrolle diente Phenolrot-freies [SZM| Zwei Stunden vor
dem Analysezeitpunkt wurden zu jedem Well 10 uL. der Alamarblau-Losung hinzugefigt
(Endkonzentration 10% v/v). Die Inkubation erfolgte unter lichtarmen Verhéltnissen bei
Standardbedingungen im Brutschrank. Bei einer Anregungswellenlédnge von 540 nm und
einer Referenzwellenldnge von 600 nm wurde die Absorption photometrisch bestimmt.
Zu jedem Messzeitpunkt wurden zudem phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen an-

gefertigt.

2.2.2.2 Zellproliferationsassay

Viral transfizierte und nicht transfizierte [bM5Z] wurden in Triplikaten mit einer Dichte
von 3000 Zellen/cm? auf 24-Well-Platten ausgeséit und mit 1 mL [SZM] pro Well bei 37°C
und 5% CO, fur 1, 3, 5, 7 und 10 Tage kultiviert. An jedem Messzeitpunkt wurde eine
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24-Well-Platte zweimal mit gewaschen und anschlieSend bei -80°C bis zur Analyse
konserviert. Die Auswertung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die Zellen
wurden zunéchst mit 300 puL Proteinase K-Losung (Proteinase K gelost in Phosphate
Buffered EDTA (PBE)) bei einer Endkonzentration von 0,5 mg Proteinase K/mL PBE)
pro 24-Well fiir 12 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Das Lysat wurde anschlieend in
Eppendorf-Réhrchen iiberfithrt und fiir weitere 8 h bei 56°C inkubiert. Um den DNA
Gehalt jeder Probe zu bestimmen, wurde der Qubit® dsDNA BR Assay verwendet.
Dafiir wurden von jeder Probe Triplikate von jeweils 10 puL in eine schwarze 96-Well-
Platte pipettiert und 190 puL der Qubit-Arbeitslosung hinzugefiigt. Zudem wurde mit
einem [DNAlStandard eine Verdinnungsreihe angefertigt. Nach kurzem Vortexen und
Inkubation fiir 3 min erfolgte die Fluoreszensmessung bei einer Exzitationswellenlédnge

von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 530 nm.

2.2.3 Methoden zum Nachweis der osteogenen Differenzierung
2.2.3.1 Nachweis der alkalische Leukozytenphosphatase-Aktivitat

Es wurden die der unterschiedlichen Gruppen in Triplikaten bei einer Dichte von
3000 Zellen/cm? auf 24-Well-Platten ausgesit und mit 1 mL osteogenem Differenzie-
rungsmedium (ODM) bei 37°C und 5% COs fur 1, 7, 14, 21 und 28 Tage kultiviert. Vier-
undzwanzig Stunden vor dem jeweiligen Messzeitpunkt wurde das entsprechende Medi-
um durch ein fotales Kalberserum (FCS))- und Phenolrot-freies Medium ersetzt. Zur Ana-
lyse wurde der Mediumiiberstand in 1,5 mLL Eppendorf-Réhrchen tberfiithrt. Anschlie-
Bend wurden Triplikate von 100 puL auf einer 96-Well-Platte auspipettiert. Als Negativ-
kontrollen dienten Triplikate von 300 uL Phenolrot- und [ECSHreiem Medium, von 100
uL Phenolrot- und [FCSHreiem Medium mit 200 pL para-Nitrophenylphosphat (p-NPPJ)-
Losung sowie von 300 puL [p-NPPHLosung. Zu den Wells mit 100 pL Inhalt wurden jeweils
200 pL der[p-NPP}Losung hinzugefiigt. Anschliefiend erfolgte eine dreistiindige Inkubati-
on auf dem Riittler unter lichtarmen Bedingungen. Schliellich wurde die optische Dichte

photometrische bei einer Messwellenlange von 405 nm bestimmt.

2.2.3.2 Nachweis von Kalzium

Der Kalzium Nachweis wurde mit dem Kalzium O-Cresolphthalein Kit durchgefiihrt.
Dafiir wurden viral transfizierte und nicht transfizierte lMSZ] in Triplikaten mit einer
Dichte von 3000 Zellen/cm? auf 24-Well-Platten ausgesiat und mit 1 mL ODM bzw.
die Kontrollen mit Standardmedium (SM]) bei 37°C und 5% CO, fir 7, 14, 21 und
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28 Tage kultiviert. Nach Absaugen des Mediums und zweimaligen Waschen mit Aqua
destilata wurden die Wells fir 30 Minuten mit 160 puL 10%-iger Essigsdure
versetzt und anschlieffend erfolgte die Ablosung des Zellrasens vom Plattenboden mithilfe
eines Zellschabers. Die Proben wurden in ein Eppendorf-Réhrchen tiberfithrt, fir 30 s
gevortext und fiir 10 min auf 85°C erhitzt. Darauthin wurden die Proben fiir 10 min
auf Eis inkubiert, bei 13000 g fiir 20 min zentrifugiert, 500 uL des Uberstands in ein
neues Eppendorf-Rohrchen iiberfithrt und mit 40 pl. Ammoniumhydroxidlésung (10%)
neutralisiert. Um eine Quantifizierung der Proben durchfithren zu kénnen, wurden 10
uL jeder Probe (Triplikate) auf eine 96-Well-Platte tiberfiihrt. Danach wurden in jedes
Well 200 pLi der Kalzium O-Cresolphthalein Losung pipettiert. Bei alkalischem pH-Wert
bildet O-Cresolphthalein mit Kalzium einen farbigen Komplex. Nach kurzer Inkubation

bei 37°C erfolgte ein photometrischer Nachweis bei einer Messwellenldnge von 600 nm.

2.2.3.3 Alizarinrot S-Farbung

Die Alizarinrot S-Férbung diente zur Detektion von Kalziumhydrogenphosphaten. Dafiir
wurden viral transfizierte und nicht transfizierte in Triplikaten mit einer Dich-
te von 3000 Zellen/cm? auf 6-Well-Platten ausgesit und mit 3 mL ODM oder bei
37°C und 5% CO, fur 7, 14, 21 und 28 Tage kultiviert. Zur Farbung wurde der Zell-
rasen zunachst zweimal mit gewaschen und anschliefend mit eiskaltem Methanol
fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach Farbung mit 1%-iger Alizarinrot S-Losung
fir 20 min und anschliefendem dreimaligem Waschen mit wurden die Zellen
luftgetrocknet. Die Kalziumphosphatprazipitate erschienen hell- bis dunkelrot. Bis zur
Quantifizierung der Farbung wurden die 6-Well-Platten bei -20°C gelagert. Zur Analyse
wurden die Alizarinrot-gefarbten Wells fiir 30 Minuten mit 800 pL 10%-iger Essigsaure
versetzt. Danach erfolgte die Ablosung des Zellrasens vom Plattenboden mithilfe eines
Zellschabers. Die Proben wurden in ein Eppendorf-Rohrchen tiberfiihrt, fiir 30 s gevor-
text und fiir 10 min auf 85°C erhitzt. Darauthin wurden die Proben fiir 10 min auf
Eis inkubiert, fiir 20 min bei 13000 g zentrifugiert, 500 puL des Uberstands in ein neues
Eppendorf-Rohrchen tiberfiihrt und mit 200 pL. Ammoniumhydroxidlésung (10%) neu-
tralisiert. Danach wurden von jeder Probe Triplikate von 150 pL auf eine 96-Well-Platte

pipettiert und die optische Dichte bei einer Messwellenlange von 405 nm bestimmt.
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2.2.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion

Hierfiir wurden viral transfizierte und nicht transfizierte [[MS7] in Triplikaten mit einer
Dichte von 3000 Zellen/cm? auf 6-Well-Platten ausgesit und mit 3 mL ODM bzw. die
Kontrollen mit bei 37°C und 5% CO,, fir 7, 14, 21 und 28 Tage kultiviert.

2.2.4.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der Ribonukleinsédure (RNAJ) der Zellmonolayer wurde das NucleoSpin®)
RNA II Kit von Macherey-Nagel verwendet. Hierbei wurden die Zellmonolayer nach
Entfernen des Kulturmediums mit 350 uL. RA1-Puffer und 3,5 uL 8-Mercaptoethanol
lysiert und mit einem Zellschaber vom Plattenboden gelost. Die Lysate der Triplikate
wurden gepoolt und in ein steriles, RNAse-freies 1,5 mL Reaktionsgefafl iiberfiihrt. Bis
zur weiteren Prozessierung wurden die Proben bei -20°C gelagert. Die anschlieende
[RNAlsolation erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die gereinigten Proben wur-
den nach Zugabe des gleichen Volumens an 70%-igem Ethanol auf Silica-Gel-Membran-
Saulen pipettiert. Nach einem DNAse-Verdau zur Eliminierung genomischer [DNA| und
anschlieBender Aufreinigung erfolgte die Eluation der RNAlin 40 pL. RN Ase-freiem H,O.
Bis zur Konzentrationsbestimmung wurden die Proben bei -80°C gelagert. Im Anschluss

daran erfolgte die komplementére Desoxyribonukleinsaure (CDNAJ)-Synthese.

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren erfolgte mithilfe eines Biophotome-
ters. Zu diesem Zweck wurden in einer UV-durchléssigen Kiivette 48 ul. Wasser fiir Hoch-
druckfliisssigchromatographie (HPLC-H,OJ) mit 2 pL isolierter RNAl bzw. [DNA] gemischt.
Als Referenzwert diente [HPLC-H;0]ohne Zugabe von Nukleinsédure. Die photometrische
Messung erfolgte bei einer Wellenlédnge von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von [RNA]
und [DNA] wobei ein optische Dichte ([OD])260-Wert von 1 einer Konzentration von 40
ug/mL entspricht. Mittels der Quotienten [ODR60,//0DR80 und [ODR60/0DR30 konnte
die Reinheit der Proben bestimmt werden. Reine [RNAI liegt bei einem [ODR60 /ODR8O
von 2,0 vor. [DNA] sollte einen [ODR60/0ODR80 von 1,8 aufweisen. In beiden Féllen ist
eine Verunreinigung durch organische Substanzen ab einem [ODR60/0DR30 von 2,0 aus-

geschlossen.
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2.2.4.3 DNA-Synthese

Die [cDNAlFSynthese erfolgte mittels reverser Transkription. Je 1 pug [RNAl wurde hierfiir
mit 1 pul. Random Hexamer-Oligonukleotiden (1 pg/uL) versetzt und mit [HPLC-H,O|
auf 11 pL aufgefiillt.

Die Denaturierung von sekundédren RNA-Strukturen, sowie die Bindung der Random
Hexamer-Oligonukleotide an die Boten-Ribonukleinsidure (mRNAI) wurden durch De-
naturierung fiir 5 min im Heizblock bei 70°C mit anschlieBender Inkubation auf Eis
erreicht. Der Ansatz wurde mit einem Mix aus 4 puL. Reaktionspuffer (5x), 1 uL 10
mM Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), 0,25 pL BioScript Reverse Transkrip-
tase (200 u/microL) und 2,75 uL [HPLC-H,OJ auf 20 uL aufgefiillt. Nach Inkubation
bei Raumtemperatur erfolgte iiber 1 h die Elongation der im Thermocycler bei
42°C. Dieser Prozess wurde schliefilich durch eine finale, zehnminiitige Inkubation bei
70°C abgestoppt. Alle cDNAIProben wurden nach der Reversen Transkription mit 30
uL [HPLC-H, 0] verdiinnt.

Um eine genomische [DNAFKontamination ausschlieffen zu konnen, wurde bei jeder re-
versen Transkription eine Negativ-Kontrolle ohne hergestellt. Diese wurde mittels
semi-quantitativer PCR auf EEF1A1 iiberpriift.

2.2.4.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion

Die quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR]) dient zur Detektion
und Amplifikation von [DNAlSequenzen mittels spezifischer Primer und einer hitzebe-
standigen [DNAlPolymerase. Sie wird mithilfe eines Lightcyclers durchgefithrt. Dabei
wird die bei den einzelnen [JRT-PCR}Zyklen entstandene Produktmenge durch den Ein-
bau eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes bestimmt. Bei diesem handelt es sich
um das sogenannte SybrGreen I, das es ermoglicht, die Kopienzahl der urspriinglich ein-
gesetzten Matrize zu quantifizieren. SybrGreen I ist ein asymmetrischer Cyaninfarbstoft
mit der Summenformel CgzoH37N4So. Dieser begiinstigt eine spezifische Primerbindung
wahrend des Annealing-Schrittes in jedem [qRT-PCR}Zyklus. SybrGreen I interkaliert
in doppelstrangige DNAl Molekiile unter der Absorption von blauem Licht (Wellenlinge
(Amaz = 494 nm)) und der Emission von griinem Fluoreszenzlicht (A,q, = 521 nm) [40].
Mit zunehmender Zyklenzahl und damit grofler werdenden Mengen an spezifischem dop-
pelstrangigem Produkt nimmt dementsprechend die im Lightcycler detektierbare Fluo-
reszenz zu. Uber die Verdiinnungsreihe eines Standards mit genau definierter Kopienzahl

wird eine Eichkurve erstellt, anhand derer bestimmt werden kann, wie viele Kopien der

17



Matrize urspriinglich in der Probe vorlagen. Da SybrGreen I nicht nur in spezifische
Produkte, sondern auch in Primerdimere und doppelstrangige Nebenprodukte interka-
liert, erfolgte im Anschluss an die [JRT-PCR] ein Nachweis der Spezifitit der generierten
Produkte tiber die Schmelzkurvenanalyse.

Um Ergebnisse einzelner Proben besser vergleichen zu konnen, wurde parallel das so-
genannte Housekeeping-Gen RPS27A gemessen. Dieses diente als interner Standard, da
angenommen wird, dass seine Expression weitgehend unabhangig von externen Faktoren
ist. Somit wurde ein Quotient aus der Kopienzahl des untersuchten Gens zu der jeweili-
gen Kopienzahl des Housekeeping-Gens gebildet und in Relation gesetzt.

Unabhingig von der Menge der fir die kDNAlSynthese eingesetzten [RNAl wurden pro
Probe jeweils 7 puL der [DNAlLésung zusammen mit 63 uL Mastermix in ein 1,5 mL
Eppendorf Rohrchen pipettiert. Nach kurzem Vortexen und anschlieBendem Abzentri-
fugieren fiir 10 s bei 10000 g wurden daraus Triplikate von 20 uL in 0,2 mL [qRT-PCR}
Strips hergestellt. Abschliefend wurden die Strips mit einem Deckel verschlossen. Der
Mastermix setzte sich aus 21 uL [HPLC-H,O] 3,5 uL forward Primer (5 pmol/uL), 3,5
ul reverse Primer (5 pmol/uL) sowie 35 uL KAPA SYBR FAST qPCR MasterMix
zusammen. Dieser enthalt neben SybrGreen I die DNAPolymerase, eine Pufferlosung,
dNTPs sowie MgCl,. AnschlieBend wurden die Strips in die Lightcycler-Apparatur ge-
stellt. Die PCR-Bedingungen blieben bei allen Experimenten unverandert.

Die besteht aus einer Kette von sich wiederholenden Temperaturgefillen,
beginnend mit einem Denaturierungsschritt, um [DNAlDoppelstriange voneinander zu
losen. Zur Bindung der Primer an einzelstringige (Annealing) folgt daraufhin
die Herabsetzung auf eine Primer-spezifische Temperatur. Schlielich ist noch ein Elon-
gationsschritt notwendig, bei dem die [DNAlPolymerase mittels den jeweiligen
[cDNA}Strang in 5 - 3“-Richtung kopiert. Die Standard-Bedingungen fir die [(RT-PCR]
sind in Tabelle [T] aufgefiihrt.
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Tab. 1: Bedingungen fiir die quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s]
Initiale Denaturierung 95 180
Denaturierung 94 10
Annealing 60 10
Elongation 72 20

2.2.4.5 Primer

Alle Primer fiir die wurden von der Firma Biozym Scientific GmbH in Hes-
sisch Oldendorf, Deutschland, bezogen und sind in Tabelle 2] dargestellt.

Tab. 2: Liste der verwendeten Primer

Gen Elongationsrichtung Sequenz (5-3’) Amplikon-  Annealing-
Lange Temperatur
by °C

ALPL  vorwaérts GTACGAGCTGAACAGGAACAACG 151 58

ALPL  rickwérts CTTGGCTTTTCCTTCATGGTG 151 58

0oC vVOrwérts TGACCACATCGGCTTTCAG 126 60

oC riickwérts AAGGGGAAGAGGAAAGAAGG 126 60

oP vorwarts TATGATGGCCGAGGTGATAG 133 60

01 riickwérts CATTCAACTCCTCGCTTTCC 133 60

S27TA vorwérts TCGTGGTGGTGCTAAGAAAA 141 60

S27TA riickwérts TCTCGACGAAGGCGACTAAT 141 60

Runx2  vorwérts CTTCACAAATCCTCCCCAAG 147 58

Runx2  rickwérts ATGCGCCCTAAATCACTGAG 147 58
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2.2.5 Statistische Datenanalyse

Die statistische Datenanalyse erfolgte unter Verwendung von ANOVA (IBM SPSS 19.0).
P-Werte < 0.05 wurden dabei als statistisch signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung und Kultivierung mesenchymaler

Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen wurden durch Adhérenz selektiert und offenbarten
unter Kulturbedingungen ein typisches Wachstum in Kolonien. Nach zwei Tagen waren
ovale sowie spindelférmige, nicht-konfluente Zellen zu erkennen (Abb. 2] A). Im weiteren

Verlauf wuchsen zunehmend fibroblastére Zellen mit hoher mitotischer Aktivitat, sodass

innerhalb von 12 Tagen ein konfluenter Zellrasen aus spindelférmigen, Fibroblasten-
ahnlichen Zellen entstand (Abb. [2/ B).

Abb. 2: Mononukledre, humane mesenchymale Stammzellen nach 2 (A) und 12 Tagen (B) in
Zellkultur. Vergroferung 40x.

3.1.1 Analyse des Wachstumsverhaltens transfizierter und nicht

transfizierter humaner mesenchymaler Stammzellen

Nach der viralen Transduktion der bMSZ] mit[AdlTHH,[Ad BMP-2,[AdlGFP oder[Ad. BMP-
2 und [AdITHH in Kombination wurde das Wachstumsverhalten der transfizierten und
nicht transfizierten LMSZ] analysiert. Zudem wurde die Transgenexpression der [hMS7Z

untersucht.
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3.1.1.1 Metabolische Aktivitat

Die virale Transduktion der [MSZ] mit [AdIHH, [Ad BMP-2, [Ad.GFP oder [Ad BMP-2
und [AdITHH in Kombination fiithrte innerhalb der ersten 72 h nach Transduktion zu
einer geringen, jedoch nicht signifikanten Abnahme der metabolischen Aktivitdt (Abb.

3.

Metabolische Aktivitat —BMP2
-=-Ctrl
c 04
2 GFP
2
502 ——IHH
%]
< i ~IHH+BMP2
0,0
4 24 48 72 9%
Zeit (h)

Abb. 3: Metabolische Aktivitdt nativer (Ctrl) und transduzierter (BMP-2, GFP, IHH und
IHH+BMP-2) humaner mesenchymaler Stammzellen.

3.1.1.2 Proliferationsverhalten

Die genetische Modifikation der hatte keinen negativen Einfluss auf deren Proli-
ferationsverhalten. Alle transduzierten Zellen zeigten im Vergleich zu den nativen
ein normales Wachstumsverhalten. Hinsichtlich der verschiedenen Gruppen konnten kei-
ne signifikanten Unterschiede beobachtet werden. (Abb. [4).

Proliferation
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= 40000 ~—BMP2
% 30000 “&=Ctrl
< 0000 - GFP
= ~IHH
& 10000
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Abb. 4: Proliferationsverhalten nativer (Ctrl) und transduzierter (BMP-2, GFP, IHH und
IHH+BMP-2) humaner mesenchymaler Stammzellen.
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Das Wachstumsverhalten der transfizierten und nicht transfizierten Zellen wurde an
den Messzeitpunkten zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt, also nach 4, 24,
48, 72 und 96 Stunden, mikroskopisch evaluiert. Hierbei konnten zwischen den unter-

schiedlichen Gruppen keine signifikanten Unterschiede im Wachstumsverhalten und der
Zellmorphologie beobachtet werden (Abb. [5).

4h 24h 48h 72h 96h

Abb. 5: Zellmonolayerkulturen 4, 24, 48, 72 und 96 Stunden nach viraler Transfektion. Dar-
stellung von BMP-2, GFP, THH und THH+BMP2 exprimierenden Zellgruppen und
nativen hMSZ, kultiviert in Standardmedium. Vergroflerung 40x.
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3.1.2 Transgenexpression

Nach viraler Transduktion mit[Ad.THH,[Ad BMP-2,[AdlGFP oder[Ad BMP-2 und[AdlTHH
in Kombination, zeigte sich an Tag 7 eine hohe Transgenexpression mit Werten zwischen
130 und 160 pg/mL fiir BMP-2 (Abb. [f] a) und Werten zwischen 160 und 250 pg/mL
fiir THH (Abb. [6] b). Die Bestimmung der Transgenexpression mittels [ELISA] offenbarte

im weiteren Zeitverlauf eine kontinuierliche Abnahme.

_ BMP2
2 u BMP2
5 %09 u Ctrl
é’: 150 | I GFP
S 100 I I u IHH
‘E 50 I ; i IHH+BMP2
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(a) Zeit (d)
IHH
=300 “BMP2
u Ctrl
B
= GFP
S 150 I I
S u IHH
-
.E 100 IHH+BMP2
5] I
o - T o
* 7 14 21 28
(b) Zeit (d)

Abb. 6: Transgenexpression von BMP-2 (a) und ITHH (b).

3.2 Osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler

Stammzellen in Monolayerkultur

Konfluente Monolayerkulturen wurden fiir 28 Tage mit osteogenem Medium zur Dif-
ferenzierung stimuliert und histologisch sowie mittels [JRT-PCR] analysiert. Als Kon-
trollpopulation dienten fiir 28 Tage in kultivierte LMS7Z] Zusétzlich erfolgte an
den Tagen 7, 14, 21 und 28 eine native mikrokopische Untersuchung der Monolayer-

kulturen der unterschiedlichen Gruppen zur Beurteilung der Zellmorphologie und des
Wachstumsverhaltens (Abb. [7).
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Osteogene Differenzierung Kontrolle

di4 d28

BMP2
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IHH

IHH
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Abb. 7: Native Zellmonolayerkulturen an den Tagen 14 und 28 von BMP-2, GFP, IHH und
IHH+BMP2 exprimierenden Zellgruppen und nativen hMSZ, kultiviert in osteoge-
nem sowie in Kontrollmedium. Vergroflerung 40x.
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3.2.1 Histochemische Analyse
3.2.1.1 Alkalische Leukozytenphosphatase-Aktivitat

Die Induktion der osteogenen Differenzierung bewirkte in allen Gruppen im Vergleich zu
den Kontollgruppen einen Anstieg der [ALPlIAktivitat. Die Enzymaktivitat zeigte dabei
das typische ,rise and fall“ Muster, mit einer frithen, maximalen Aktivitdt an den Tagen
14 und 21 nach osteogener Induktion. An Tag 21 offenbarten die Gruppe der mit BMP-2
bzw. die Gruppe der mit der Kombination von BMP-2 und IHH transduzierten
eine signifikant hohere Enzymaktivitdt im Vergleich zu den nativen (Abb. [§] a
und b). Allerdings konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen bestimmt werden.

Alkalische Phosphatase — Osteogene Differenzierung
1
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5 o8 ~a-Ctrl
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1
—=BMP2
c 08 ~@=Ctrl
k]
5 06 GFP
2
2 04 ) f A i —eIHH
02 % —#-IHH+BMP2
0 T T
1 7 14 21 28
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Abb. 8: Alkalische Leukozytenphosphatase-Aktivitdt osteogen differenzierter Gruppen (a)
und undifferenzierter Kontrollgruppen (b).
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3.2.1.2 Histologie

Verglichen mit den Kontrollen bildeten die osteogen induzierten Gruppen bereits nach
14 Tagen vermehrt mineralisierte Extrazellularmatrix. An Tag 21 zeigten die mit BMP-2
und THH transduzierte Zellen eine signifikant stdrkere Mineralisierung als alle anderen
Zellgruppen. Im weiteren Verlauf konnte an Tag 28 bei den osteogen induzierten Grup-
pen, die BMP-2 und BMP-2 in Kombination mit THH tiberexprimierten, eine dhnlich
ausgepragte Mineralisierung der Extrazellularmatrix beobachtet werden. Das Minerali-
sierungspotential dieser beiden Gruppen war den tibrigen signifikant tiberlegen (Abb. @
a und b, Abb. .

Die Quantifizierung der Alizarinrot-Farbung korrelierte hierbei mit den Ergebnissen des
Kalzium-Assays, welcher Werte zwischen 0,025 und 0,1 mg/6-Well ergab (Abb. E[)
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Abb. 9: Quantifizierung der Alizarinrot-Farbung fiir osteogen differenzierte Gruppen (a) sowie
undifferenzierte Kontrollgruppen (b).
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Osteogene Differenzierung Kontrolle
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Abb. 10: Zellmonolayerkulturen nach Alizarinrot-Farbung an den Tagen 14 und 28 von BMP-
2, GFP, ITHH und THH+BMP2 exprimierenden Zellgruppen und nativen hMSZ,
kultiviert in osteogenem sowie in Kontrollmedium. Vergréflerung 40x.
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3.2.2 Genanalyse mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase Ketten

Reaktion

Die an den Tagen 0, 7, 14, 21 und 28 gemessene [ALPIExpression zeigte ein typisches

yrise and fall“ Muster, was mit den Ergebnissen der histochemischen Analyse der ALP-

Aktivitat iibereinstimmte. An Tag 21 konnte, verglichen mit Tag 0, ein statistisch signi-
fikanter Anstieg (p < 0.05) der [ALP}Expression in den osteogen induzierten Gruppen

nachgewiesen werden. Allerdings war am Tag der maximalen Genexpression (d21) kein

signifikanter Unterschied innerhalb der osteogen induzierten Gruppen zu beobachten.

Die [ALPFExpression in den nicht induzierten Kontrollgruppen hielt sich tiber den ge-

samten Untersuchungszeitraum auf einem konstant niedrigen Level (Abb. .
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Abb. 11: Genexpression der alkalischen Leukozytenphosphatase (ALP) in den osteogen dif-
ferenzierten Gruppen (a) und in den undifferenzierten Kontrollgruppen (b) im zeit-

lichen Verlauf.
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Die Genexpression sowohl von Osteopontin (OP]) (Abb. als auch von Osteocalcin
(@C0) (Abb. offenbarte im zeitlichen Verlauf, in den in ODM kultivierten Gruppen,
einen signifikanten Anstieg einerseits verglichen mit der Expression an Tag 0 und ande-
rerseits verglichen mit dem Expressionslevel in den, in [SM], kultivierten Kontrollgruppe.
An Tag 28 konnte eine signifikant hohere Expression beider Gene in den mit BMP-2 und
mit der Kombination von BMP-2 und IHH transduzierten Gruppen nachgewiesen wer-

den, wobei die hochste Genexpression bei den Zellen beobachtet wurde, die gleichzeitig
BMP-2 und THH itiberexprimierten.
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Abb. 12: Genexpression von Osteopontin (OP) in den osteogen differenzierten Gruppen (a)
und in den undifferenzierten Kontrollgruppen (b) im zeitlichen Verlauf.
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Abb. 13: Genexpression von Osteocalcin (OC) in den osteogen differenzierten Gruppen (a)
und in den undifferenzierten Kontrollgruppen (b) im zeitlichen Verlauf.

Ahnlich wie [ALP] zeigte [Runx2 bis zu Tag 21 einen signifikanten Anstieg der Genexpres-
sion in den osteogen induzierten Gruppen. Im weiteren Verlauf kam es jedoch zu einer
Abnahme der Runx2 Expression bis Tag 28. Die Expression dieses Transkriptionsfaktors
war an Tag 21 in den osteogen induzierten Gruppen, die BMP-2 bzw. die Kombination
von THH und BMP-2 iiberexprimierten, signifikant hoher als in allen anderen osteogen
induzierten Gruppen. In den nicht-induzierten Kontrollen lagen die Messwerte fiir die

[Runx2 Expression auf einem konstant niedrigen Niveau (Abb. [L4).
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Abb. 14: Genexpression von [Runx2| in den osteogen differenzierten Gruppen (a) und in den
undifferenzierten Kontrollgruppen (b) im zeitlichen Verlauf.
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4 Diskussion

4.1 Grundlagen

Eine suffiziente Knochenheilung hangt von einer Vielzahl von Faktoren ab. Dazu zéahlen
unter anderem die Zellmigration, die Zellproliferation sowie die osteogene Differenzierung
von im Bereich der Léasion. Der Heilungsprozess unterliegt durch das Zusammen-
spiel zahlreicher molekularer Signalwege einer komplexen Regulation. Neben vielen an-
deren Signaltransduktionskaskaden spielt unter anderem der Hedgehog-Signalweg bei
der Regulierung von Heilungsprozessen eine grofle Rolle. Auch iiber diese Kaskade wer-
den Migration, Proliferation sowie Differenzierung embryonaler- sowie adulter Stamm-
und/oder Vorlauferzellen gesteuert [33].

Nach Bindung des Hedgehog-Proteins an die membranstandigen Rezeptoren Patched-1
und Smoothend erfolgt die Signaltransduktion ins Zellinnere tiber Transkriptionsfakto-
ren der Gli-Familie, die zu den Zinkfingerproteinen zahlen (Glil, Gli2 und Gli3) [26].
Es ist bekannt, dass der Hedgehog-Signalweg bei der Skelettmorphogenese eine Rol-
le spielt [27]. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass bei Mauseembryonen, die IHH
nicht exprimierten, die typische perichondrale Expression von osteogenen Markergene
wie Runx2 Kollagen 1 und [ALPI fehlte [28]. Deshalb nimmt man an, dass der THH-
Signalweg die frithe Osteoblastogenese durch die Modulation von Runx2| beeinflusst.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir, ob die adenovirale Transduktion von [HH]
dazu beitragt, das osteogene Potential von zu verbessern. Die Ergebnisse weisen
darauf hin, dass, im Rahmen unseres spezifischen Studiendesigns, die alleinige Uberex-
pression von [HH| in hMSZ] kein verbessertes osteogenes Differenzierungsverhalten indu-
ziert. Dagegen resultiert die gleichzeitige Uberexpression von [HH in Kombination mit
[BMP-2| in einer beschleunigten Mineralisierung und in einer Mehrexpression der osteo-
genen Markergene und [OC] Sowohl im Hinblick auf das Mineralisierungsverhalten
als auch auf die Markergen-Expression erhielten wir bessere Ergebnisse als in der aus-
schlieBlich mit [AdIBMP-2] transduzierten Gruppe. Dementsprechend scheinen THH und
BMP-2 einen synergistischen Effekt zu haben.
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[BMP4dzahlen zu den bereits weitreichend untersuchten Mitgliedern der [TGEH3-Superfamilie.
Unter anderem induzieren sie sowohl die Bildung von Knochen als auch von Knorpel
durch die Stimulation von intrazellularen Prozessen in [IMSZ] [41]. Allerdings wird nicht

allen IBMPs|eine osteoinduktive Wirkung zugeschrieben. Nachgewiesen ist ein osteogenes
Potential bisher lediglich fir BMP-2, -4, -7 und -9 [42].

4.2 Synergismus von BMP-2 und THH

Wie bereits erwdahnt deuten die vorliegenden Untersuchungsergebnisse auf eine syner-
gistische Wirkung von IHH und BMP-2 bei der osteogenen Differenzierung von hMSZ
hin. Bekanntermafen ist Sonic Hedgehog (SHHI) bei der Induktion osteogener Differen-
zierungsvorgange auf intakte BMP-Signalwege angewiesen [43|. In der Vergangenheit
konnte gezeigt werden, dass Hedgehog (HHI)-Proteine in Kombination mit BMP-2 syn-
ergistisch die [ALPFAktivitat in KS483 Zellen induzieren [44]. Auerdem wurde nachge-
wiesen, dass sowohl [HH] als auch in Synergismus mit die [ALP}Aktivitat
in den Zelllinien C3H10T1/2 und MC3T3-E1 steigert [45]. Gleichzeitig bewirkte die
Substitution von rekombinantem, N-terminalem eine verstiarkte Aktivierung der
BMP-Signalkaskade, was in einem Anstieg der [ALPL Aktivitat in den untersuchten Zell-
linien C3H10T1/2 und ST2 sowie in priméren osteoblastéren Vorlduferzellen von Mausen
resultierte [43]. Die [ALPFAktivitat wird als ein Marker der osteoblastéren Aktivitat in
vitro angesehen. Normalerweise zeigt die[ALPFAktivitat ein typisches ,rise and fall“ Mus-
ter [46], was sich auch in unseren Ergebnissen widerspiegelt.

Es wird dariiber hinaus vermutet, dass der Einfluss von [HH}Proteinen vom Ausmafl der
Zelldifferenzierung abhéngen konnte. Bereits stark differenzierte Zelllinien, wie beispiels-
weise osteoblastire Zellinien oder die praosteoblastische Zelllinie MC3T3-E1, reagierten
unter Stimulation mit [BMP-2] nicht auf SHHl Dagegen konnte bei der eher pluripoten-
ten Zelllinie C3H10T1/2 ein Effekt nachgewiesen werden [43]. Folglich scheint sich die
Beteiligung der [HHFSignalwege an der Osteoblastogenese eher auf die frithen Stadien
der osteogenen Differenzierung zu beschranken. Die Tatsache, dass in unserer Studie un-
differenzierte, multipotente verwendet wurden, konnte den positiven Einfluss von
[HH| in unseren Versuchsreihen erklaren. Studienergebnisse, die zeigen, dass osteobla-
stare perichondrale Vorlduferzellen der Maus bei fehlender IHH-Transduktionskaskade
eher den Weg der Chondrogenese als den der Osteogenese einschlagen [47], untermauern

diese Hypothese.
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Bemerkenswerterweise bestehen alle [HHlProteine aus einem Signalpeptid mit einer gut
konservierten N-terminalen Region. In Folge dessen sind [HHl Liganden funktionell aus-
tauschbar [26]. Somit kénnen mit hoher Wahrscheinlichkeit die fiir SHH] erlangten Er-
kenntnisse auf [[HH] tibertragen werden.

In der Literatur werden, unter Einfluss von oder ohne BMP-2, speziesspezifische Effek-
te von [HH] auf die Osteoblastogenese beschrieben. Wahrend [HH - in Synergismus mit
[BMP-2- die Osteoblastogenese bei Mausen zu fordern scheint, konnte es in einer anderen
Spezies zu nicht-synergistischen oder gar antagonistischen Effekten kommen. In einem
Rattenmodel fihrte SHH tiber den Runx2l-Signalweg zur verstiarkten enchondralen Ossi-
fikation. Bei gleichzeitiger Zugabe geringer Mengen BMP-4 war jedoch keine vermehrte
Ossifikation zu beobachten [48]. In aus Fettgewebe gewonnenen humanen Stammzellen

fihrte [SHH] sogar zur Inhibition der Osteogenese. Dies konnte anhand einer abnehmen-

den [ALP} und [Runx2HExpression belegt werden [49).

4.3 Expression osteogener Markergene

Runx2, auch bekannt als Core-Binding Factor subunit alpha-1 (CBF-alpha-1), gilt als
eines der wichtigsten Regulatorgene fiir die osteoblastére Differenzierung, die Zellmatrix-
produktion sowie die Mineralisierung wéhrend der Knochenbildung. In unserer Studie
zeigte sich aufgrund der beobachteten synergistischen Effekte nach adenoviraler Trans-
duktion mit [AdIHH und AdBMP-2 eine signifikante Runx2 Uberexpression. Die Runx2+
Expression ist notwendig, um sowohl eine Aktivierung als auch eine Differenzierung von
Osteoblasten zu erreichen. Das Fehlen von [Runx2 bei Mausen fithrt zu einem kompletten
Ausbleiben der Knochenbildung [50]. In proliferierenden Chondrozyten ist die
Genexpression hochreguliert. Aufierdem ist die Expression von [Runx2 wahrend der Os-
teoblastogenese bereits zu sehr frithen Zeitpunkten nachweisbar. Die [Runx2 Expression
kann durch verschiedene molekulare Signalwege stimuliert werden [51]. Umgekehrt kon-
trolliert [Runx? iiber eine direkte Bindungsstelle das Osteoblast-Specific cis-Activating
Element (OSE2) und somit die Expression von Genen, die die Produktion von Extrazellu-
larmatrix im Knochengewebe regulieren. ist in der Promotor-Region verschiedener
Osteoblasten-spezifischer Gene wie [OC], [OP], Bone Sialoprotein (BSP]) oder Kollagen 1
lokalisiert [52,53].

Die nicht-kollagentsen Bestandteile der extrazellularen Matrix wie und bestim-

men die physischen und chemischen Eigenschaften von Knochengewebe [54].
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ist grofteils in die Knochenmatrix eingelagert, wird aber auch zu Teilen in das zirku-
latorische System abgegeben. Es gilt als spater und spezifischer Marker der Osteogenese,
da es die terminale Osteoblastogenese kennzeichnet und die Kristallisation der Knochen-
matrix reguliert [55]. Nach simultaner adenoviraler Transduktion mit [HH| und BMP-2]
beobachteten wir eine signifikant hohere Expression von an Tag 28.

[OP] ist ein weiteres wichtiges Regulatorgen der Knochenbildung. In unseren Zellkultur-
experimenten bewirkte die Transduktion von [AdIIHH| und [AdIBMP-2 in Kombination
eine signifikante Hochregulation der [OP}Expression. gilt als Marker der frithen Os-
teogenese und weist eine hohe Affinitat zu Kalzium auf. Zudem vermittelt iiber ein
RGD motif die Bindung von Integrin-Rezeptoren. Deshalb fungiert [OP] als ein wichtiges
Protein fiir die Zell-Matrix Interaktion [56]. Durch das RGD Motiv reguliert die
Anlagerung sowie die Aktivierung von Osteoklasten [57] und kann zudem die Bindung

von Knochenzellen an mineralisierte Gewebeoberflachen erleichtern [58].

4.4 Verwendung adenoviraler Vektoren zur

Uberexpression der Wachstumsfaktoren

Als virale Vektoren werden gezielt modifizierte Viruspartikel bezeichnet, die in der Gen-
technik benutzt werden, um genetisches Material in Zielzellen zu integrieren. Der Trans-
port von Nukleinsduren in eine Zelle mit Hilfe eines Virus wird als Transduktion be-
zeichnet. Erstmals wurde die Technik der viralen Vektoren im Jahr 1976 von Goff et.
al. [59] beschrieben und seitdem kontinuierlich weiterentwickelt sowie in zahlreichen For-
schungsgebieten angewendet.

In der Gentherapie wird grundsatzlich zwischen zwei Methoden des [DNAlTransfers in
somatische Korperzellen unterschieden, der ex vivo- und der in vivo-Methode. Beim ez
vivo-Gentransfer werden dem Patienten Korperzellen entnommen und in Zellkultur (in
vitro) vermehrt. Danach erfolgt die genetische Modifikation der Zellen in Kultur mit
dem Vektor, der das intakte Gen enthéalt |[60]. Beim in vivo Verfahren werden die Vek-
toren dagegen direkt in den Korper des Patienten appliziert und gelangen so an ihren
Funktionsort [60461].

Humane Adenoviren sind 60 bis 90 nm grofle, doppelstriangige Viren. Anders als
bei Lentiviren handelt es sich bei Adenoviren um ein nicht integrierendes Vektorsystem.
Die iibertragene [DNAl liegt als Episom im Zellkern der Wirtszelle vor. Deshalb wird das

Transdukt wahrend der Zellteilung nicht repliziert, sodass es nur zu einer transienten
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Transgenexpression kommt. Adenovirale Vektoren weisen sowohl in vitro als auch in vivo
eine hohe Transduktionseffizienz auf, eignen sich zur Beimpfung zahlreicher verschiede-
ner Zelltypen, einschlieBlich teilungsunfédhiger Zellen, und dariiber hinaus kénnen bei der
Anzucht hohe Virustiter erreicht werden [41]. Diese, in der Regel vom Serotyp 5 (Ad5)
abgeleiteten Vektoren, werden einerseits zur Ubertragung heterologer Gene - in witro
sowie in vivo - eingesetzt [60]. Andererseits finden sie bei Immunisierungen [62] oder
in der somatischen Gentherapie Anwendung, wenn nur eine voriibergehende Expression
des Zielgens gewiinscht ist [60L|61].

Verglichen mit der Applikation rekombinanter Proteine weist der Gentransfer zahlreiche
Vorteile auf. Er erméglicht die Ubertragung intrazelluldrer Proteine, was durch rekom-
binante Proteine nur schwierig zu erreichen ist. Im Gegensatz zu ihren rekombinanten
Pendants sind mittels Gentransfer tibertragene Proteine nicht mit fremden Antigenen
kontaminiert, da sie in situ von der Wirtszelle selbst synthetisiert und dariiber hinaus
der post-translationalen Modifikation unterzogen werden. Auflerdem wird durch virale
Transduktion ermoglicht, die transfizierten Gene tiber einen léngeren Zeitraum zu ex-
primieren und zudem das Maf} der Transgenexpression zu regulieren. Abhéngig von der
Art der Anwendung kann die virale Transduktion im Vergleich zur Applikation rekom-
binanter Proteine auch aus 6konomischer Sicht vorteilhaft sein, da der Gentransfer nur
einmal und dariiber hinaus in einer relativ geringen Menge erfolgt [41].

Virale Vektorsysteme werden bereits seit iiber 20 Jahren in verschiedenen klinischen
Gentherapie-Studien verwendet [61]. Ein wichtiges Sicherheitsbedenken stellt die Im-
munogenitat der Vektoren dar, die beispielsweise in einer starken allergischen Reaktion
resultieren konnte. Denn nach der Transduktion mit einem viralen Vektor werden in den
Wirtszellen neben den Transgenen auch die entsprechenden viralen Proteine exprimiert,
die vom Immunsystem als fremd erkannt und folglich eliminiert werden [60}/61]. Haufig
ist eine wiederholte Vektorapplikation notwendig, um einen langfristigen therapeutischen
Effekt zu erzielen. Aufgrund der genannten hohen Immunogenitit ist eine wiederholte
Applikation jedoch nur sehr begrenzt durchfiihrbar.

Da die meisten Vektorsysteme replikationsdefizient sind, werden sie in Zelllinien ver-
mehrt, die die fehlenden Gene des Virus komplettieren. Hier besteht theoretisch die
Gefahr einer Keimbahntransmission, das heifft, dass durch homologe Rekombinations-
vorgange erneut vermehrungsfihiges Virus entstehen kann. Da bei einer Vektorappli-
kation in vivo jedoch keine komplettierenden Zellen vor Ort sind, ist die Gefahr der
Infektion mit replikationsfahigem Virus als gering anzusehen [60461].

Dariiber hinaus besteht die Gefahr, dass dies in Regionen des Genoms stattfindet, die fiir
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Onkogene oder Tumorsuppressorgene kodieren und deren Funktion dadurch modifiziert
werden konnte. Dies wird als Insertionsmutagenese bezeichnet und kann die Entstehung
von Tumoren begiinstigen [61].

Trotz der Risiken bieten Adenoviren fiir die Gentherapie grofle Vorteile wurden daher
bereits in zahlreichen klinischen Studien angewendet [41]. Thre Applikation stellt ei-
ne aussichtsreiche Option fiir die Therapie segmentaler Knochendefekte dar, wobei die

Richtlinien zum Gentransfer in menschliche Koérperzellen strengstens einzuhalten sind.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass die adenovirale Mo-
difikation von durch die simultane Transduktion von [AdITHH und [AdBMP-2]
einen vielversprechenden Ansatz fiir die Stimulation der Knochenheilung liefert. Diese
Erkenntnisse miissen zukiinftig jedoch durch detaillierte in vivo Untersuchungen belegt
werden.

Dariiber hinaus wird die virale Transduktion zur Behandlung nicht lebensbedrohlicher
Erkrankungen durchaus mit Skepsis betrachtet [63].

Adenoviren zahlen zu den [DNAHMNViren. Deshalb kommt es selten vor, dass deren Genom
in die WirtszellIDNA] integriert wird. Des Weiteren zeigt die Transgen-Expression der
Adenoviren keine negativen Auswirkungen auf den Knochenheilungsprozess. Die An-
wendung von Adenoviren hat einerseits den Vorteil, dass eine Produktion hoher Titer
rekombinanter Vektoren moglich ist, andererseits zeigen sie eine hohe Infektiositat ge-
gentiber vielen unterschiedlichen Zelltypen [64].

Von Nachteil ist sicherlich die hohe Antigenitit der Adenoviren, die durch die Présenz
zahlreicher zirkulierender Antikérper im Organismus vieler Individuen bedingt ist. Diese
Antikorper konnten die Effektivitdt der adenoviralen Gentherapie reduzieren. Auflerdem
konnte die dadurch ausgeloste Entziindungsreaktion den Heilungsprozess negativ beein-
flussen [65].

Abschlieflend ist zu sagen, dass es gegenwértig noch keinen Konsens iiber die am besten
geeigneten Vektoren und Transgene gibt. Folglich besteht auf diesem Gebiet weiterhin
Forschungsbedarf.
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