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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Knochenaufbau und Knochenstoffwechsel

Das menschliche Skelett besteht aus 206 Knochen, die etwa 15% des Gesamtgewichts
des Korpers ausmachen?. Als lebendiges Gewebe bilden diese Knochen die strukturelle
Grundlage des Korpers und erfullen lebenswichtige Funktionen wie Bewegung, Schutz
von Organen und die Produktion von Blutzellen® 2. Die Knochenmineralmatrix besteht aus
verschiedenen Salzen, hauptsachlich aus Hydroxylapatit (HA), aber auch aus
Calciumphosphat, Calciumcarbonat und weiteren anorganischen Verbindungen wie
Kalium, Natrium, Chlor und Fluor?. Diese anorganischen Substanzen verleihen dem
Knochen seine Harte und Festigkeit?2. Die im Knochen vorkommenden mesenchymale
pluripotenten Stammzellen besitzen die Fahigkeit sich in verschiedene Zelltypen zu
differenzieren, darunter Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten® “. Diese
Umwandlung bei der mesenchymale Stammzellen in reife Osteoblasten umgewandelt
werden, nennt man Osteogene Differenzierung®. Osteoblasten tragen zur Bildung und
dem Aufbau von neuem Knochengewebe bei* °. Sobald Osteoblasten die Knochenmatrix
umgeben haben und in diese eingebettet sind, differenzieren sie sich zu Osteozyten* °.
Osteozyten sind ruhende, reife Knochenzellen, die innerhalb der Knochenmatrix leben* 5.
Sie sind fiir die Wartung der Knochengewebe-Integritat verantwortlich und spielen eine
Rolle bei der Signalibertragung und dem Erkennen mechanischer Belastungen* °.
Osteoklasten sind die fiur die Knochenresorption zustandig®. Insgesamt sorgt die
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten, Osteozysten und
Osteoklasten fur die Aufrechterhaltung der Knochenhomdostase und ermoglicht die
stéandige Anpassung des Knochengewebes an die sich &ndernden Anforderungen des
Korpers* °.

Die Osteokonduktion bezieht sich auf den Prozess, bei dem das Knochengewebe auf
einer strukturierten Oberflache wachst, die als "Gerust" fungiert®. Die Osteoinduktion
beschreibt die Fahigkeit bestimmter Molekule, die Differenzierung und Vermehrung von
Mesenchymalzellen zu stimulieren und somit die Knochenregeneration zu fordern’.Die
Osteotransduktion bezeichnet die Umwandlung mechanischer Krafte und Belastungen in

biochemische Signale, die die Knochenzellfunktion beeinflussen® °.

1.2 Biologische Knochenersatzmaterialien
Der Knochen besitzt eine natirliche Selbstheilungsfahigkeit bis zu einer bestimmten
DefektgroRe® 1°, Wenn diese DefektgroRRe tberschritten wird, kann es zu Komplikationen

wie einer ausbleibenden Regeneration, einer bindegewebigen Defektheilung oder gar
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pathologischen Frakturen kommen® 1112, Daher ist die Erforschung und der Einsatz von
Knochenersatzmaterialien (KEM) heutzutage unverzichtbar. Im Allgemeinen gibt es zwei
verschiedene Ansatze, um Knochendefekte zu beheben. Dazu zahlen zum einen das
Tissue Engineering, das darauf abzielt, lebendiges Gewebe im Labor herzustellen.
Andererseits besteht die Mdglichkeit des Einsatzes von biologischen oder synthetischen
KEM, die gezielt in den betroffenen Bereich implantiert werden, um die nattrliche
Knochenregeneration zu unterstiitzen und das Gewebe wiederherzustellen. Grundsatzlich
dienen KEM mit ihrer pordsen Struktur als Grundgerust, das nach der Einheilung vom
korpereigenen Gewebe (wie Blutgefalen, Nerven, Osteozyten etc.) des Empfangers
durchwachsen werden soll*3.

Biologische KEM umfassen allogenes, autogenes und xenogenes KEM*, Allogenes KEM
wird von einem Spender derselben Spezies gewonnen, wahrend autogenes KEM aus
korpereigenem Gewebe des Patienten stammt, wie zum Beispiel aus dem Beckenkamm
oder der Fibula® > 16, Xenogenes KEM hat tierischen Ursprung, beispielsweise vom
Schwein oder Rind'®. Innerhalb der biologischen KEM gilt autogenes KEM als
Goldstandard® % 7, Im Gegensatz zu allogenem und xenogenem KEM bietet es Vorteile
wie ein geringeres Risiko fiir Immunreaktionen und Ubertragungen von Keimen sowie
keine religiosen oder ethischen Bedenken® 1618, Dennoch stoRen auch autogene KEM an
ihre Grenzen, beispielsweise bei umfangreichen Knochendefekten nach einer
Tumorresektion des Unterkiefers® 6. Daher kdnnten hier synthetische KEM Abhilfe

schaffen.

1.3 Synthetische Knochenersatzmaterialien

Zu den synthetischen KEM gehdren die mineralische Knochenzemente. Diese kdnnen bei
Frakturen oder Osteoporose zur Fixierung von Knochen dienen. Dabei weisen
Synthetische KEM zahlreiche Vorteile auf. Mit ihrer knochenahnlichen Struktur besitzen
sie eine ausgezeichnete Biokompatibilitat und Resorbierbarkeit® 1°. Zusatzlich kénnen sie
sich optimal an die jeweilige DefekigroRe anpassen und sind stets verflgbar, bei
gleichbleibender Qualitat® 1°. Dartiber hinaus weisen sie eine gute mechanische Festigkeit
auf und konnen Belastungen standhalten®. Der Hauptbestandteil mineralischer
Knochenzemente ist in der Regel ein Pulver, das aus Kalziumphosphatverbindungen
besteht®. Zur Verbesserung bestimmter Eigenschaften konnen auch mineralische
Bestandteile wie Magnesiumphosphat hinzugefiigt werden®.

Der Calcium-Phosphat-Zement, insbesondere in Form von Hydroxylapatit (HA,
Cas(PO4)3(OH)), gehort zu dem am haufigsten verwendeten mineralischen KEM® 20,

Hydroxylapatit kommt zu 95 % im Zahnschmelz und zu 65 % im Knochen vor und verleiht
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diesem seine charakteristische Harte?!. Auf Grund seiner ahnlichen chemischen Struktur
mit natUrlichem Knochen ist Hydroxylapatit ein biokompatibles Material, weshalb es sich
gut in das umgebende Gewebe integrieren kann (osteokonduktiv), ohne eine starke
Immunreaktion auszulosen?24. Ferner wird die Integration im Knochengewebe durch
seine osteotransduktive Eigenschaft geférdert und es kommt zu einer schrittweisen
Auflésung des Ersatzmaterials durch die Osteoklasten und Ersetzung durch natlrliches
Knochengewebe durch die Osteoblasten® 2228, Dennoch bringt HA auch Nachtteile mit
sich wie bspw. seine langsame Resorptionsrate?.

Der Calcium-Magnesium-Phosphat-Zement (Stanfieldite, SF, CasMgs(PO.)°®) zeichnet sich
durch seine hohe Biokompatibilitat®® 3! aus und zeigt im Vergleich zu Calcium-Phosphat-
Zement eine schnellere Degradation®® 3. Dartber hinaus fordern die vorhandenen
Magnesiumionen die Zellproliferation, indem sie die Aktivitdt der Osteoblasten und
Osteoklasten erhohen®?-34, Dadurch wird auch die Osteokonduktivitét gesteigert und eine
schnellere Osteogenese beglnstigt®®34, Diese einzigartige Kombination aus
Osteokonduktivitdt und der Forderung der Zellproliferation durch Magnesiumionen macht
Stanfieldite zu einer vielversprechenden Option sowohl fiir die Knochenregeneration als

auch als synthetisches KEM.

In dieser Doktorarbeit werden sowohl Hydroxylapatit- als auch Stanfieldite-Pulver
verwendet. Beide Pulver werden mit einem Medium verdinnt und den Zellen zugegeben.
Einerseits wird der Effekt der Partikel auf die Zellen Gberpriuft, andererseits wird
untersucht, ob das im Stanfieldite enthaltene Magnesium im Vergleich zu Hydroxylapatit

einen vorteilhafteren bzw. bemerkbaren Einfluss auf die Zellen ausibit.

1.4 Tissue Engineering und Dreidimensionale Zellkultivierung

Jedes Jahr benotigen weltweit etwa 4 Millionen Menschen eine Knochentransplantation
oder eine Operation, in der KEM zum Einsatz kommt!® %, Durch den demografischen
Wandel und der weiterhin steigenden Lebenserwartung wird in den Vereinigten Staaten
ein Anstieg der Anzahl an altersbedingten Knochenerkrankungen (wie bspw.
Osteoporose) von 2,1 Millionen im Jahr 2005 auf 3 Millionen im Jahr 2025 erwartet!® 35, In
Europa wird auf Grund der stark wachsenden Bevélkerung ein Anstieg von Frakturfallen
zwischen 2010 und 2025 von etwa 28% erwartet® ¥, Aber auch die steigende Pravalenz
von Volkskrankheiten wie Adipositas trdgt zum Anstieg der Haufigkeit von
Knochenfehlbildungen und -erkrankungen bei und fiihrt so zu einer erhéhten Nachfrage
nach KEM?®*. Gleichzeitig steigt durch die hohere Lebenserwartung die Anzahl der

Tumorerkrankungen, was wiederum zu einer Zunahme von Knochendefekten flhrt®.
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Dariber hinaus sind Knochentransplantate, die am haufigsten angewendete Methode zur
Rekonstruktion von Knochendefekten und machen etwa ein Viertel aller chirurgischen
Behandlungen von Knochendefekten aus!®. Folglich gewinnen die Erforschung und
kontinuierliche  Weiterentwicklung von wirksamen Behandlungsmethoden  fir
Knochenerkrankungen eine herausragende Bedeutung im klinischen Bereich'®, Dabei ist
das Tissue Engineering ein interdisziplindres Forschungsgebiet, das sich mit der
Herstellung kunstlicher, organischer Gewebestrukturen in vitro befasst®® 4. Ziel ist es,
beschadigtes Gewebe wie Knochen, Knorpel, Haut oder Muskel zu rekonstruieren und zu
heilen®*4!, Bei diesen Bemilhungen kommen in der Regel vor allem lebendige Zellen,
strukturelle Geruste (sogenannte Scaffolds, die haufig aus Kollagen*? bestehen) und
Wachstumsfaktoren zum Einsatz*®.

Die dreidimensionale (3D) -Zellkultivierung ist ein Ansatz des Tissue Engineering zur
Herstellung von Knochenersatzgewebe. Dabei kann die 3D-Zellkultivierung im Gegensatz
zur zweidimensionalen (2D) -Zellkultivierung die physiologische Umgebung von in-vivo-
Gewebe im menschlichen Korper mit seinen mechanischen und biochemischen
Signalwegen, realistisch imitieren*. Ferner ist die 2D-Zellkultivierung insoweit im Nachteil,
als dass die Zellen eine starke Wechselwirkung mit dem Plastik der Zellkulturflasche
eingehen und so eine Veradnderung der Zellmorphologie stattfindet und mit ihr
Beeintrachtigungen in der Zellfunktion auftreten konnen, wie bspw. bei der
Zelldifferenzierung, Signaltransduktion oder auch beim Zelltod*+4’. Dabei sind gerade
diese Zell-Zell-Interaktionen von entscheidender Bedeutung und grundlegend fiir eine
naturliche Zellfunktion, zudem sorgen sie fir eine hohere Stabilitat im Spharoid*® 4°.
Spharoide sind eine Mdglichkeit der 3D-Zellkultvierung. Sie bestehen aus
Zellansammlungen, welche sich zu einer engen 3D-Kugel formatieren®. Bei dieser Art der
3D-Zellkultur Uberwiegt der Zell-Zell-Kontakt und der Zell-Extrazellularmatrix-Kontakt,
sodass sich hier einige wesentliche Vorteile in der 3D-Zellkultur ergeben*®. So zeigen die
Zellen im  Sphéaroidverband eine erhohte Zellviabilitét, eine verbesserte
Regenerationsfahigkeit, ein steigendes Differenzierungspotenzial®’, eine anti-
inflammatorische Wirkung®? und manche Zelllinien besitzen sogar die Fahigkeit der
physiologische Genexpression und Proteinsynthese®-*°, welche in einer 2D-Zellkultur so
nicht moglich ware. Ein weiterer Vorteil der 3D-Kultivierung ist, dass Tierversuche
umgangen werden kénnen®®. Dem gegeniber stehen nur wenige Nachteile. So ist die 3D-
Zellkultivierung mit hdheren Kosten und einem héheren Zeitaufwand verbunden, wahrend
sie weniger effizient und nur schlecht reproduzierbar ist im Vergleich zur 2D-

Zellkultivierung®’. Ein weiterer Nachteil des Sphéroids selbst ist, dass er nicht beliebig groR
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sein  kann®®®l, Mit zunehmender GroRe des Spharoids verlangert sich die
Diffusionsstrecke zwischen Kern und Peripherie, was zu einer schlechteren Versorgung
des Zentrums mit Sauerstoff und Néahrstoffen fihrt>®-¢1, Dies erhoht wiederum das Risiko
eines nekrotischen Kerns®*®l, Dennoch bietet ein Spharoid auf Grund seiner kleineren
Groflke im Vergleich zu einem gréReren konstruierten Gewebe eine deutlich bessere
Nahrstoffversorgung der Zellen im Inneren, sodass ein gesundes Wachstum geférdert
werden kann.

Die Spharoidformatierung selbst entsteht durch die erhohte Zellinteraktion, die bspw.
durch Zellansammlungen in den Vertiefungen der Micromolds entstehen (siehe Kapitel
3.4), welche wiederum zu einer erhthten Cadherinausschiittung fuihrt>? 62, Dabei
ummantelt das homophile Cadherin die Oberflache des Zellaggregates und verdichtet
diese, was letztendlich zur Spharoidbildung flhrt>? 62, Fur die Spharoidherstellung in dieser
Arbeit wurde mittels Micropillars sogenannte Micromolds (Mikrovertiefungen) aus Agarose
Gel hergestellt, diese besalRen im Schnitt 159 Mikrovertiefungen, in denen sich die Zellen
ansammeln und zu einer Kugel formatieren konnten. Des Weiteren gibt es zahlreiche
weitere, unterschiedliche Methoden zur Sphéroidherstellung, wie bspw. die
Tropfenkulturmethode (engl. hanging drop method)®® oder die Spharoidherstellung mittels
zellabweisenden Zellkulturflaschen (engl. low-adhesion methode)®¢. Wichtig ist bei allen
Spharoidherstellungsmethoden der Grundsatz, dass eine nicht zelladhasive Oberflache
(bspw. Agarose) eingesetzt wird, sodass die Adhasion nur unter den Zellen selbst
stattfindet®. Dies fordert die Bildung eines kompakten Zellaggregats und ermdglicht eine

dreidimensionale Anordnung der Zellen®®.

Im Allgemeinen besteht ein Spharoid aus drei Zonen (Abbildung 1)%¢ 7. Die innerste Zone
ist der sog. ,nekrotische Kern®, welcher durch den langen Diffusionsweg am schlechtesten
mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt wird und aufgrund dessen nach einiger Zeit
nekrotisch werden kann®: 8. Daran schlieft sich die ,Ruhezone“ an, dieser wird so
genannt, da hier die Zellen nicht proliferieren® . Die auRerste Zone nennt man
,Proliferationszone®, da hier die Zellen wegen der reichhaltigen Sauerstoffversorgung gut

proliferieren kénnen®®: 57,

Angesichts ihrer zahlreichen Vorteile sind Spharoide eine vielversprechende Methode im
Tissue Engineering, um auch komplexe Gewebe und Organe zu rekonstruieren.
Vorangegangene Studien haben bereits gezeigt, dass die rAumliche Anordnung und das

Zusammenspiel der Zellen innerhalb des Sphéaroids die Umwandlung von
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osteoblastenahnlichen Zellen in Osteozyten fordern kann®®. Basierend auf diesen
Erkenntnissen verfolgt diese wissenschaftliche Arbeit nun einen neuen Ansatz bei der
Spharoidherstellung. Hierbei werden den Zellen wahrend der Spharoidentstehung
Biokeramik-Partikel (Hydroxylapatit oder Stanfieldite) zugesetzt. Diese Zugabe zielt darauf
ab, dass sich die Partikel wahrend der ersten 24 Stunden innerhalb des Sphéroids
einlagern, was potenziell die Differenzierung und Proliferation der Zellen férdern soll.
Durch diese innovative Methode soll untersucht werden, ob die Kombination von
Spharoiden mit Partikeln einen noch effektiveren Weg darstellt, die Bildung von
Osteozyten zu unterstitzen.

Das langfristige Ziel ist, durch die Infiltration von Sphéaroiden mit Partikeln ein hochwertiges
KEM herzustellen, das Uber einen langen Zeitraum hinweg die mechanischen
Eigenschaften, die Biokompatibilitat und das Verhalten des natirlichen Knochens imitiert.
Letztendlich soll dieses Material durch Osteointegration mit dem umgebenden
Knochengewebe verschmelzen und zu einem funktionalen und stabilen Knochen
umgewandelt werden. Dieser Prozess soll eine langfristige Integration und verbesserte
Funktionalitdt des rekonstruierten Knochens ermdglichen. Die Kombination aus
Spharoiden und Partikeln kdnnte somit eine vielversprechende Mdglichkeit fir die
Entwicklung effektiverer Knochenrekonstruktionstechnologien in der regenerativen

Medizin eroffnen.

0., Nahrstoffe,
Wachstumsfaktoren

CO.,
Abfall

Abbildung 1: Zonen des Sphéaroids. Schema eines Spharoids®”- 6°. Zone 1: nekrotischer
Kern, Zone 2: Ruhezone, Zone 3: Proliferationszone. Diffusionsgradient fur Oz, Nahrstoffe
und Wachstumsfaktoren nimmt von au3en nach innen ab®® 67.69. Der Diffusionsgradient von
CO2und vom metabolischen Abfall nimmt von innen nach au3en hin zu®6. 6769,

1.5 Stammzellen

Durch ihre einzigartige Fahigkeit zur asymmetrischen Teilung vermégen Stammzellen,
sich auf besondere Weise zu vermehren’™ . Bei diesem Prozess entstehen zwei
unterschiedliche Zelltypen™ 7. Einerseits entsteht eine neue Stammzelle, welche eine

exakte Kopie der urspringlichen Mutterzelle darstellt und somit lber dieselben
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Eigenschaften verfugt’® 1. Andererseits differenziert sich die zweite Zelle zu einem
spezialisierten Zelltyp, der seine einzigartigen Funktionen und Merkmale erhalt’® "1, Diese
differenzierten Zellen besitzen daraufhin die erstaunliche Fahigkeit, sich
weiterzuentwickeln und eine Vielfalt von unterschiedlichen Zelltypen zu formen® "1,

Generell ermdglicht die asymmetrische Zellteilung die Erhaltung des Bestands an
Stammzellen und gleichzeitig die Generierung neuer Zellen, die sich differenzieren
konnen. Es gibt verschiedene Arten von Stammzellen, die sich in ihrem Potenzial
unterscheiden’. Unteranderem gibt es die embryonalen Stammzellen, welche nicht mehr
im erwachsenen Korper zu finden sind’?. Unter kontrollierten Bedingungen haben diese
Stammzellen das bemerkenswerte Potenzial, in samtliche Zelltypen des menschlichen
Korpers zu differenzieren™. Es ist von Bedeutung zu beachten, dass embryonale
Stammzellen jedoch nicht die Fahigkeit besitzen, einen vollstandigen Organismus zu
bilden. Sie weisen eine Pluripotenz auf, was bedeutet, dass sie noch nicht endguiltig auf
einen spezifischen Gewebetyp spezialisiert sind’®. Zudem ist es durch das
Embryonenschutzgesetz vom 13. Dezember 1990 verboten, menschliche embryonale
Stammzellen herzustellen’. So dirfen nur mit embryonalen Stammzelllinien gearbeitet
werden, die vor dem 01. Mai 2007 im Ausland hergestellt worden sind und bestimmte
Voraussetzungen erfiillen™. Aus diesem Grund sind ethisch unbedenkliche adulte
Stammzellen von besonderer Bedeutung’™. Sie weisen eine Multipotenz auf und haben
die Fahigkeit, sich nur noch in spezifische Zelltypen des Korpers zu differenzieren’. Das
bedeutet, dass beispielsweise Knochenstammzellen sich ausschlieRlich in verschiedene

Zelltypen des Knochens entwickeln kdnnen, jedoch nicht in Haut- oder Muskelzellen™.

Adipdse mesenchymale Stammzellen (ASCs) sind multipotente Stammzellen, die die
Fahigkeit besitzen sich zu verschiedene Zelllinien differenzieren kénnen’®. Durch eine
chirurgische Fettabsaugung und nachfolgender Isolierung kbnnen Stammzellen aus dem
Fettgewebe gewonnen werden’®. Dabei bringen ASCs zahlreiche Vorteile mit sich, da sie
im Vergleich zu Stammzellen aus dem Knochenmark (MSCs) sowohl leichter als auch in
groBerem Umfang gewonnen werden konnen’’. Zudem weisen sie eine niedrige
Immunogenitat auf, da sie eine geringe Expression von Proteinen des Haupt-
Histokompatibilitatskomplexes (MHC, englisch Major Histocompatibility Complex)
aufweisen, somit eignen sie sich besonders gut fur therapeutische Transplantationen, da
sie so weniger wahrscheinlich vom Immunsystem des Empféangers erkannt und

abgestoRen werden konnen’®.
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Wie auch ASCs sind MSCs multipotent und kdnnen sich selbst erneuern und einen
undifferenzierten Zustand beibehalten’®. Knochenmark, das zur Isolierung von MSCs
verwendet wird, kann aus vielen verschiedenen Knochenarten wie bspw. dem
Wirbelkérper oder dem Oberschenkelknochen gewonnen werden®. MSCs weisen
zahlreiche Vorteile auf wie Selbstvermehrung, eine schnelle in vitro Proliferation, ihre gute
Verfugbarkeit aus  reichlich  vorhandenen  Quellen und einer  hohen
Differenzierungsfahigkeit®’. Darliber hinaus eignen sie sich besonders fiur allogene
Transplantationen, da sie anti-inflammatorische und immunregulierende Eigenschaften
mit sich bringen®-83, Auf Grund dieser positiven Eigenschaften eignen sich MSCs allogene
Transplantationen®2 &,

In dieser wissenschatftlichen Arbeit werden die adulten, multipotenten Stammzellen aus

dem Fett- und Knochengewebe herangezogen.

1.6 Zielsetzung

Im Vergleich zu biologischen KEM (autogen, allogen, xenogen) bietet die Herstellung von
korpereigenem KEM mittels Tissue Engineering zahlreiche, attraktive Vorteile. Dazu
zahlen eine verbesserte Biokompatibilitat, optimierter Regenerationsfahigkeit, langfristige
Stabilitat sowie ein reduziertes Infektionsrisiko. Vor diesem Hintergrund stellt sich die
Frage, ob die 3D-Zellkultivierung mittels ASC- und MSC-Sphéroiden, sowohl mit als auch
ohne Zugabe von Partikeln, eine vielversprechende und geeignete Option zur Herstellung
von korpereigenem KEM darstellt. Die zu vergleichenden Biokeramiken sollten
Hydroxylapatit und Stanfieldite umfassen. Dabei ist Hydroxylapatit Bestandteil des
physiologischen Knochens wohingegen beim Stanfieldite die ionischen Bestandteile im
Knochen vorhanden sind. Ein besonderes Merkmal von Stanfieldite im Vergleich zu
Hydroxylapatit ist der Gehalt an Magnesium, das eine Schlisselfunktion bei der
Knochenregeneration besitzt. Es wird vermutet, dass beide Biokeramiken mdoglicherweise
einen stimulatorischen Effekt auf die Knochenbildung (Osteogenese) haben kdnnten.

In dieser Doktorarbeit sollten im ersten Schritt zunachst, die verwendeten Biokeramiken
Hydroxylapatit und Stanfieldite charakterisiert werden, um Partikelgréf3e, Morphologie und
chemische Zusammensetzung zu definieren und sicherzustellen, dass die Partikel fiir die
Spharoidproduktion geeignet sind. Im zweiten Schritt sollte die optimale Zellzahl fur die
Spharoide untersucht werden, bei der sie vital, rund und stabil bleiben. Im dritten Schritt
sollte der optimale Partikelgehalt bestimmt werden, um sicherzustellen, dass die
partikelbeladenen Sphéroide ihre runde Form, Stabilitaét und Vitalitat beibehalten. Im
letzten Schritt sollte erforscht werden, ob die Partikel die osteogene Differenzierung der

Spharoide gefdrdert haben.
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Zusammenfassend besteht das Ziel dieser Doktorarbeit darin, zwei wesentliche Fragen
zu beantworten. Erstens, ob die Zugabe von Partikeln zu Spharoiden die osteogene
Differenzierung férdert und somit zur weiteren Entwicklung von kérpereigenem KEM in der
regenerativen Medizin beitrdgt. Zweitens, ob einer der beiden Biokeramiken sich als
Uberlegen gegeniber dem anderen erweist in Bezug auf die osteogene Differenzierung.
Diese Forschungsfragen sind von hoher Relevanz sowohl fiir die Grundlagenforschung
als auch fir die klinische Patientenversorgung, da sie potenziell neue Erkenntnisse und

Moglichkeiten fur die Behandlung von Knochendefekten liefern.
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2.1 Technische Gerate

Tabelle 1: Technische Geréate

2 MATERIAL

Gerat Markenname Hersteller

Analysewaage IAnalytical balance SBA 32 agﬁ:;eecng;ggrgizt;gﬁgm’

Analysewaage Precision balance PLS g;ﬁge&gi%#\lmimw’
Deutschland

Autoklav \Varioklav steam steriliser gg;ggﬁgiiﬁgﬁémbﬂ
Deutschland

Eismaschine Scotsman AF 103 ice maker Scotsman Ice Systems,

Milano, Italien

Elektronenmikroskop

TM3030PIlus Tabletop Microscope

Hitachi, Chiyoda, Japan

Fluoreszenzmikroskop

Axicam 506, Axio Observer,
Colibri 7

Carl Zeiss Microscopy
Deutschland GmbH,Oberkochen,
Deutschland

Gefrierschrank (-20°C)

LGUex 15meMediLine

Liebherr-Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen, Deutschland

Gefrierschrank (-80°C)

Telestar Igloo ultra-low

AZBIL TELSTAR, Barcelona,

temperature freezer Spanien
. Thermo Fisher Scientific,
Inkubator HERAcell 150i CO2 Waltham, USA

Kipp-/Rollenmischer

Karl Hecht RM5 rotating mixer

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg,
Deutschland

Kryostat

Leica CM3050 S Cryostat

Leica Microsystems GmbH,
\Wetzlar, Deutschland

Kuhlschrank

KT 1830-25

Liebherr-Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen, Deutschland

Laborabzugshaube

Vinitex fume cupboards

Vinitex
Laboratoriuminrichtingen BV,
Sint-Oedenrode, Niederlande

Laminarstromungs-Abzug

HERAsafe HS12/2

Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Laser-
Streulichtspektrometer

HORIBA LA-350 von Retsch
Technology

Retsch GmbH, Haan
Deutschland

ICP-MS, Thermo Scientific™

,Thermo Fisher, Darmstadt,

Mikrowelle

Massenspektrometer iCAP™ RQ Deutschland
, RAININ multipipette pipet lite Mettler-Toledeo GmbH,
Mehrkanalpipette XLS 20-300l LTS GieRen, Deutschland
: Samsung MS 23 K 3515 AS/EG  [Herstellungsland China
Mikrowelle

Multimode-Mikroplatten-
Lesegerat

Tecan Spark 20M multimode
reader

Tecan Trading AG,
Méannedorf, Schweiz
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Multipette

Eppendorf Xplorer® 5-100 pl

Eppendorf SE, Hamburg,
Deutschland

Optisches Mikroskop

VWR VisiScope 1T404 Inverted
Phasenkontrast Mikroskop

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

PCR Thermozykler

MiniAmp™ Thermal Cycler

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

pH-Messgerat

pH-Meter inoLab Multi Level 1

WTW GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Pipette

Pipetman 2-20 pl, 20-200 pl,
100-1,000 pl

Gilson, Middleton, USA

Pipette

Eppendorf Research® plus 0.1
-2.5 ul, 0.5-10 pl

Eppendorf SE, Hamburg,
Deutschland

Pipettierhilfe

Pipette controller accu-jet pro

BRAND GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland

qPCR cycler

StepOnePlus™ Real-Time PCR
System

Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA

Rontgendiffraktometer

XRD D5005 Siemens

Bruker Corporations, Karlsruhe,
Germany

Sputter coater

Sputter Coater Leica EM
ACE600

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Stereomicroskop

ZEISS SteREO Discovery.V20

Carl Zeiss Microscopy
Deutschland GmbH,
Oberkochen, Deutschland

Tischzentrifuge

Mikrozentrifuge, MiniStar silverline

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Ultraschall Wassserbad

Sonorex sonicwave water bath

BANDELIN electronic GmbH
& Co. KG, Berlin, Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg,

B6KN.18

UV-Lampe UV-Lampe VL-4.LC Deutschland

\ak Vakuumpumpe LABOPORT® N [KNF group, Freiburg,
akuumpumpe 816.3 KN.18 Deutschland

Vakuumpumpe 'Vacuum pump LABOPORT® N [KNF group, Freiburg,

Deutschland

\Vortex Schiittler

Vortex-Genie 2

Scientific Industries Inc.,
Bohemia, USA

VWR International GmbH,

Wasserbad Wasserbad VWB18 Darmstadt, Deutschland
N N Glaswarenfabrik Karl Hecht

Zahlkammer Neubauer-Zahlkammer GmbH & Co. KG,
Sondenheim vor der Rohn,
Germany

Zellzahler Cell Counter & Analyzer CASY  |[OMNI Life Science GmbH & Co.
KG, Bremen, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R Heraeus Instruments, Hanau,

Deutschland
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2.2 Verwendete Materialien

Tabelle 2: Verwendete Materialien

\Verbrauchsmaterialien

Hersteller

IAdh&sionsobjekttrager SuperFrost Plus

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Aluminiumfolie

Cofresco Frischhalteprodukte GmbH & Co.
KG, Minden, Deutschland

BD Luer-Lok™ Syringe sterile, single use, 5 ml

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Becherglas

Schott AG, Mainz, Deutschland

BioClean Pipettenspitzen 300 pl

Mettler-Toledeo GmbH, Giel3en, Deutschland

Biosphere® Filter Spitzen 200 pl, 100 pl, 20 pl

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

CELLSTAR® serologial Pipetten 2, 5, 10,
25, 50 ml

C__Ereiner Bio-One GmbH, Kremsmdinster,
Osterreich

CELLSTAR® Zellkulturflaschen 175 cm2;
75 cm?2

Qreiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

Deckglas

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Doppelspatel aus Edelstahl, flexible Klinge
180%48x10 mm

Fisherbrand™ Edelstahlspatel, Chattaway,
Deutschland

Einweg-Pasteurpipette aus Glas

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Eppendorf™ Réhrchen 5 ml

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Erlenmeyerkolben

DURAN® Enghals, 150 ml von DWK Life
Sciences-Deutschland

Frischhaltefolie

Lidl Stiftung & Co. KG, Wirzburg,
Deutschland

Glasbehalter 500 ml, 1000 ml

Schott AG, Mainz, Deutschland

Injektionsnadel 24G

Unimed GmbH, Lausanne, Schweiz

KIMTECH SCIENCE Prazisionstticher

Kimberly-Clark Worldwide Inc., Dallas, USA

Kichenrolle CLEAN and CLEVER SMART
SMA 68

IGEFA Handelsgesellschaft mbH & Co. KG,
IAhrensfelde, Deutschland

Labor- und Hygienetticher zetBox®

Zellstoff Vertrieb Gesm_k_)H - International
Branch, Leopoldsdorf, Osterreich

Marker

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

MicroAmp™ Fast 96-Well-Reaktionsplatte (0,1
ml)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

MicroAmp™ optische Klebefolie

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

CELLSTAR® 12 Well Zellkultur Multiwell Platte

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Deutschland

Micropillar

Zur Verfugung gestellt von Herrn Dr. Taufiqg
Ahmad

Microplate 96 well PP, F-Bottom (chimney
Well) schwarz

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiunster,
Osterreich
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Mikroskopische Deckglaser 24 x 60 mm

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Mikroskopische Objekttrager

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Nagellack Transparent

cosnova GmbH, Sulzbach, Deutschland

Nunclon Delta Surface

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nunc™ Zellkulturflasche, behandelt 6, 24, 96
wells

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Oberflachendekontaminationsmittel

Thermo Scientific™ RNase AWAY ™
Deutschland

Parafilm “M” Bemis Company, Neenah, USA

Petrischale Qreiner Bio-One GmbH, Kremsmdiinster,
Osterreich

Pinzette A. Hartenstein GmbH, Wirzburg (D)

Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pl

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Pipettenspitzen TR LTS 20 pl S 960A/10

Mettler-Toledeo GmbH, Giel3en, Deutschland

Polystyrol-Réhrchen mit konischem Boden
15 ml; 50 ml

C__Ereiner Bio-One GmbH, Kremsmdinster,
Osterreich

SafeSeal Reagiergefa? 1,5 ml; 2 ml

SARSTEDT AG & Co. KG, NUimbrecht,
Deutschland

Schere

Uni Klinikum Wrzburg

Skalpell, GroRe 11

B. Braun Aesculap Deutschland

Sterican® Standardkanilen Gr. 1, G20 x 1
1/2" [ @ 0.90 x 40 mm

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Stericlin® Sterilisationsklebeband

Vereinigte Papierwarenfabriken GmbH,
Feuchtwangen, Deutschland

Sterilin™ Wageschiffchen klein 43x58x13 mm

Thermo Scientific™

Ultra-nitrile examination Handschuhe

Heliomed Handelsgesmbh, Wien, Osterreich

\Wagepapier 76x76 mm

\Wéage-Papier, Pergament, Science Services
Deutschland

Well plates unbeschichtet

Corning Inc., Kennebunk, USA

Zellsieb

EASYstrainer™, 70 um, blau von Greiner Bio-
One

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

(__Ereiner Bio-One GmbH, Kremsmiuinster,
Osterreich
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2.3 Chemikalien und Medien

Tabelle 3: Chemikalien und Medien

Chemikalien and verwendete Medien

Hersteller

2-Propanol

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Acutase solution

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Agarose, universal

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Alizarinrot S (C.I. 58005) rein

Carl Roth GmbH + Co. KG
Schoemperlenstralle 3-5
76185 Karlsruhe, Deutschland

Ambion Trizol Reagent

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

bFGF

Basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor

Bovine serum albumin

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Cell Counting Kit-8 (WST-8)

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Dichloromethane, >= 99.8%

Fisher Scientific UK Ltd, Loughborough,
GrolRbritannien

Diethyl pyrocarbonate (DEPC)

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

DMEM High Glucose (4,5 g/l)

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

DMEM/F-12 (1:1) (1x) +GlutamaxTM-I

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol > 99.8% vergallt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS)

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Glutardiaaldehyd 26%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Hexamethyldisilizane (HMDS)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Horse serum

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Hydroxylapatit Pulver

Gestellt von Dr. Elke Vorndran

LIVE/DEADTM Viabilitats-/Zytoxizitats-Kit:
Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM),
Ethidium-Homodimer-1 (EthD-1)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PBS-Puffer, Dulbecco’s Phosphore Buffered
Saline 10x

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Pen Strep Penicillin und Streptomycin

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

PLANO Leit-C Kohlenstoff Kleber

Plano GmbH,
D-35578 Wetzlar, Deutschland

ROTI Histofix 4.5%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Silbernitrat 99%, Ph.Eur.

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Stanfieldite Pulver

Gestellt von Dr. Elke Vorndran
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Tissue-Tek O.C.T Compound

Sakura Finetek Europe HQ, Alphen aan den
Rijn, Niederlande

2.4 Verwendete Kits

Tabelle 4: Verwendete Kits

Verwendete Kits

Hersteller

NucleoSpin RNA Kit

MACHEREY-NAGEL

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Life Technologies: Cat. No. 4368813

2.5 Software

Tabelle 5: Software

Software \Version
ImageJ 1.53e
GraphPad Prism by Dotmatics \Version 9 (2020)
Microsoft Office (Excel, Word, PowerPoint) 2204
Sparkcontrol Magellan 1.2
StepOneTM Software 2.3
ZEN 2.3 lite; 2.6 pro; pro-2012
DIFFRAC.EVA V5.1
2.6 Zellen
Tabelle 6: Zellen
Zellen Herkunft
Gespendet von Prof. Blunk, Lonza Group AG,
ASC .
Basel, Schweiz
MSC Gespendet, Orthopadische Klinik Koénig-
Ludwig-Haus Wirzburg
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3 METHODEN

3.1 Ethikvotum

Die MSCs wurden grof3ziigigerweise von der Orthopéadischen Kilinik Kénig-Ludwig-Haus
in Wiurzburg zur Verfugung gestellt (Ethikvotum 241/17) und unterstutzen damit den
Sonderforschungsbereich SFB/TRR 225 "Von den Grundlagen der Biofabrikation zu
funktionalen Gewebemodellen". Die ASC wurden von Prof. Blunk kommerziell von der
Lonza Group Schweiz erworben und anschlieRend fir diese Doktorarbeit
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

3.2 Zellkultivierung

Alle verwendeten Zellen (ASCs und MSCs) wurden unter Standardkulturbedingungen in
einem Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Hierbei wurde die Aussaatdichte von
beiden Zellarten auf 8,5x103 Zellen pro cm? festgelegt. Beide Zellarten wurden bis zur
Passagennummer 8 verwendet und bei einer Konfluenz von 80-90% ausgesat. In Tabelle
7 sind hierbei die jeweiligen verwendeten Medien aufgefiihrt. Es wurde alle zwei bis drei
Tage ein Mediumwechsel durchgefinhrt.

Tabelle 7: alle verwendeten Medien fur ASC und MSC
Wachstumsmedium (GM) Differenzierungsmedium (DM) Kontrollmedium (CM)

DMEM/F-12 (1:1) (1x) DMEM High Glucose DMEM High Glucose
+GlutamaxTM-I (4,5 g/l 4,59/l
10 % inactivated FCS 10 % inactivated FCS 10 % inactivated FCS
100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Penicillin und
0,1 mg/ml Streptomycin 0,1 mg/ml Streptomycin 0,1 mg/ml Streptomycin
5 ng/ul bFGF 50 pg/ml L-Ascorbic acid-2-
phosohate

10 mM B-GlyceroPhosphor

100 nM Dexamethason

3.2.1 Auftauen der Zellen
Nach dem Auftauen der ASCs und MSCs bei 37 °C im Wasserbad wurden diese

umgehend in 5 ml Zellkulturmedium fur 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert, bevor der
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Uberstand abgesaugt und die Zellen in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert wurden.
Anschlieend wurden die Zellen in T175-Zellkulturflaschen in einer Aussaatdichte von
8,5x103 Zellen procm2 mit 20 ml Wachstumsmedium gegeben und bis zu einer

Konfluenz von 80-90 % kultiviert.

3.2.2 Passage der Zellen und Zellzdhlung

Nach Erreichen der gewiinschten Konfluenz wurden die Zellen auf neue Zellkulturflaschen
transferiert und weitergefihrt oder direkt in einem Versuch verwendet. Dabei wurde zuerst
das Medium abgesaugt und 10 ml PBS hinzugegeben, um alle Medienriickstdnde zu
beseitigen. Danach wurde das PBS abgesaugt und 5 ml Trypsin auf die Zellen gegeben.
Um die Reaktion des Trypsins zu aktivieren, wurden die Zellen fiir maximal 4 min bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert. Um das Ablosen der Zellen vom Flaschenboden zu unterstiitzen,
wurde zusatzlich mehrfach gegen die Flasche geklopft. Um die Reaktion des Trypsins zu
stoppen, wurde 10 ml GM hinzugefiigt und mehrfach resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde anschliel3end durch ein Zellsieb in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt. 10 pl
dieser Suspension wurden in ein R6hrchen mit 10 ml einer isotonischen Lésung gegeben
um die Zellzahl und Vitalitdt mit dem Casy Zellzahlgerat automatisch zu bestimmen.
Danach wurde das 50 ml Zentrifugenrohrchen mit der restlichen Zellsuspension bei
1000 rpm 5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt
und das Zellpellet in 4 ml GM vorsichtig resuspendiert. Anhand der erhaltenen Zellzahl
nach Zellzahlung wurde anschlieBend berechnet, wie viel Zellsuspension zur

Weiterkultivierung beziehungsweise in dem folgenden Versuch eingesetzt wurde.

3.3 Herstellung der Micromolds

Die Micromolds, die die Form von Bienenwaben hatten (Abbildung 2), und fir die
Herstellung der Sphéaroide bendtigt wurden, wurden aus Micropillars hergestellt. Sie
bestanden aus Agarose Gel und besalien viele Microvertiefungen, genannt Wells, in
denen die Spharoide mit einem Durchmesser von 200-300 pm kultiviert wurden. Abbildung
2 zeigte sowohl das Design der Micropillars als auch der Micromolds. Jedes Micromold

umfasste ein Volumen von 1000 pl.

Fur die Herstellung der Micromolds wurden 12-Well Zellkulturplatten bendtigt. In jedes
Well wurde ein Micropillar gelegt. Die Micropillars wurden von Herrn Dr. Taufig Ahmad mit
einem 3D-Drucker produziert und fir diese Doktorarbeit zur Verfigung gestellt. Fur die

Herstellung eines 2 %-igen Agarose Gels wurden 2 g Agarose mit 100 ml destilliertem

17



3 METHODEN

Wasser in einem Erlenmeyerkolben gegeben und die Kolbenéffnung wurde mit einem
Stlck perforierter Plastikfolie verschlossen. AnschlieRend wurde die Suspension in einer
Mikrowelle auf hochster Stufe gekocht und das Glas vorsichtig geschwenkt. Dieser
Vorgang wurde so lange wiederholt, bis sich die Agarose vollstandig geltst hat und keine
Schlieren mehr aufwies. Anschlieend wurde das noch flissige Gel vorsichtig auf die
Micropillars gegeben, bis das Well einer 12-Well Zellkulturplatte vollstandig gefullt war.
Entstehende Blaschen auf den Micropillars wurden mit einer Pipette entfernt. Nach 2 h
wurde das Micromold mit einem schmalen Spatel durch vorsichtiges Heraushebeln und
Klopfen aus dem Well gelést. Im Anschluss wurden die Micromolds sterilisiert. Hierbei
wurden diese in ein steriles 300 ml Becherglas mit 70 %-igem Ethanol fir eine Stunde
eingelegt, bevor die Micromolds 5 mal fur jeweils 30 min in PBS gewaschen wurden.
Wahrenddessen wurden sie zusatzlich mit einer UV-Lampe bei 254 nm bestrahilt.

Abbildung 2: Design des Micropillars. (A) Verwendetes Micropillar zur Herstellung von
Agarose Micromolds (B) Ein 3D-Bild eines Micropillars, Durchmesser: 10 mm, Hoéhe:
11,60 mm (C) Eine 3D-Nahaufnahme eines wabenférmigen Wells, Well Héhe: 1 mm,
Wellboden (rot): 170 um (D) Querschnitt eines Agarose Micromolds, Mafistabsbalken:
2000 pm.

Da es beim Zurlcksetzten der Micromolds in die Wells der Zellkulturplatte zu einem
Lufteinschluss kommen konnte und diese somit nicht plan auf dem Boden der Well-Platte
aufliegen wurden, wurden mit einem Skalpell vorsichtig drei Einsparungen seitlich
eingeschnitten. Somit wurde gewahrleistet, dass die Luft seitlich der Einsparungen
entweichen konnte und das Micromold auf dem Boden der Platte auflag.

Um Kontaminationen zu vermeiden, war es wichtig beim Zuriicksetzten der Micromolds in
die Wells eine breite Pinzette zu verwenden und jeglichen Kontakt mit den Handschuhen

zu vermeiden. Hinzuftigend ist zu erwdhnen, dass die Zellen nicht an der Agarose haften.

3.4 Herstellung von Spharoiden

Ein Sphéroid besteht entweder nur aus Zellen oder er besteht aus Zellen mit Anteilen an
Hydroxylapatit- oder Stanfieldite-Partikeln (Abbildung 3).

18



3 METHODEN

Stammzellen

Spharoid-
formatierung

Knochen-
zementpartikel |

P\ 4
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Abbildung 3: Schema Sphéroid mit Biokeramik-Partikel. In der Abbildung ist zu sehen,

wie sich Stammzellen mit Biokeramik-Partikeln zu einem partikelbeladenen Sphéroid
formieren. Die Stammzellen verschmelzen dabei zu einem Sphéaroid, der von Partikeln
infiltriert wird. (Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. Taufig Ahmad).

Im allgemeinen Versuchsablauf wurden zunadchst Sphéaroide mit variablen Zellzahlen
hergestellt (Tabelle 8). Nach der Festlegung der geeignetsten Zellzahl, wurden Sphéroide
hergestellt bestehend aus Zellen und einer variablen Pulverkonzentration (Tabelle 9).

Tabelle 8: Sphéaroide bestehend aus variablen Zellzahlen

Gruppe A B C D E F

Zellen pro Sphéaroid | 100 300 500 1000 3000 6000

Tabelle 9: Spharoide bestehend aus variabler Pulverkonzentration

Gruppe A B C D
Zellen pro Spharoid 3000 3000 3000 3000
Hydroxylapatit Pulver | 1,5 ug 3 Ug 6 ug 12 ug
Gruppe E F G H
Zellen pro Sphéroid 3000 3000 3000 3000
Stanfieldite Pulver 1,5 ug 3 Hg 6 pg 12 g

Fur die Herstellung der Sphéroide, welche nur aus Zellen bestanden, wurden Zellen und
Medium bendtigt. Hierbei wurden die Zellen zunachst passagiert und gezahlt, wie im
Kapitel 3.2 Zellkultivierung beschrieben. Nach der Zellauszéhlung wurde die
entsprechende Menge an Zellsuspension und Medium in ein Zentrifugenréhrchen
gegeben. Das Zell-Medium-Gemisch wurde vorsichtig resuspendiert und 1000 pl davon
wurden jeweils in ein Micromold pipettiert, bevor die Zellkulturplatte bei 1000 rpm fiir 5 min
zentrifugiert und anschlieend im Inkubator kultiviert wurde. Nach einem Tag wurde mit

Hilfe eines optischen Mikroskops gepriift, ob sich Spharoide gebildet hatten.
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Um die passende SpharoidgroRe zu bestimmten, mit welcher weitere Experimente
durchgefuihrt werden konnten, wurden zundchst Spharoide aus ASCs mit
unterschiedlichen Zellzahlen pro Sphéaroid hergestellt, bestehend aus 100, 300, 500, 1000,
3000, 6000 Zellen pro Spharoid (Tabelle 8). Dabei galt der Grundsatz, aus je mehr Zellen
die Spharoide bestanden, desto mehr Zellsuspension wurde benétigt. Schlussendlich
stellte sich die Gruppe mit 3000 Zellen pro Sphéaroid fir am geeignetsten heraus, deshalb
wurde in den folgenden Experimenten mit dieser GroRe weiterexperimentiert.

Die Micromolds mit denen gearbeitet wurde, wiesen jeweils 159 Wells auf. Fir 159 Wells
und Sphéaroide mit einer Zellzahl von 3000 Zellen wurden insgesamt 477000 Zellen fiir ein
Micromold bendtigt. Fir die Sphéaroidherstellung wurde zunachst die Gesamtzahl der aus
der Zellkulturflasche gewonnen Zellen ermittelt. Anschlie3end erfolgte die Division der
gesamten Zellen durch das Gesamtvolumen des frisch hinzugefigten Mediums, um die
Zellanzahl pro pl zu bestimmen. Schlief3lich musste die insgesamt bendtigten Zellzahl
(hier: 477000 Zellen) dividiert werden durch die zuvor berechnete Zellanzahl pro pl um die
bendtigte Zellsuspension pro Well in pl zu ermittelt.

Bei der weiteren Optimierung musste erforscht werden, mit welchem Anteil an SF und HA
sich runde, formstabile, vitale Spharoide herstellen lieRen. Dafir wurden Spharoide mit
unterschiedlichen Mengen an HA und SF produziert, in Tabelle 9 sind alle hergestellten
Gruppen aufgefiihrt.

Die HA- und SF-Pulver wurden von Frau Dr. Elke Vorndran hergestellt und nach dem
Mahlen gamma-sterilisiert. Kurz vor der Anwendung wurden die Pulver nochmals fir
30 min unter einer UV-Lampe bei 254 nm sterilisiert.

Das Pulver-Medium-Gemisch wurde in einem Verhéltnis von 10:1 hergestellt, dabei
wurden 100mg des SF- oder HA-Pulvers mit 10 ml Medium in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen gegeben und resuspendiert. Fur die richtige Menge an Pulver musste
die Anzahl an Wells (hier: 159) mit 1,5/ 3/ 6/ 12 ug des Pulvers multipliziert und
anschlieend in pl umgerechnet werden. So wird die entsprechende Menge an Pulver-
Medium-Gemisch zusammen mit der Zellsuspension und dem Medium in ein
Zentrifugenrohrchen gegeben und anschliel3end, wie bereits weiter oben beschrieben, in
die Micromolds pipettiert.

Schlussendlich setzte sich, um formstabile, vitale, runde Sphéaroide herzustellen eine

Konzentration von 3 g Biokeramik-Partikeln pro Spharoid durch, sodass die Experimente
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der Hauptphase mit Spharoiden mit einer Zellzahl von 3000 Zellen und 3 pg Biokeramik-
Partikeln durchgefiihrt wurden.

Der Mediumwechsel der Spharoide wurde alle zwei Tage durchgefiihrt. Daflr wurden von
1000 ul Medium 900 pl behutsam abgesaugt. Das frische Medium wurde langsam entlang
der Micromold-Innenwand hinzupipettiert, damit die Spharoide nicht aus den Wells

herausgeschwemmt werden konnten.

3.5 Durchmesserbestimmung der Spharoide

Folgende Gruppen von Sphéroiden wurden fiir 21 Tage in den Micromolds mit GM
kultiviert: Kontrollgruppe, HA und SF.

Um die Durchmesser der Sphéroide bestimmen zu kdnnen, wurden von den Sphéaroiden
an den Tagen 1, 7, 14, 21 von vier verschiedenen Arealen der Micromolds mindestens 16
Fotos mit einem optischen Mikroskop aufgenommen.

Mit dem Software Programm ImageJ wurde ihr Durchmesser bestimmt und per Excel ein
Diagramm erstellt. Fir die Durchmesserbestimmung der Spharoide wurde dafur bei
ImageJ, der Mal3stabsbalken abgemessen und kalibriert (Analyze > Tools > Scale Bar),
daraufhin konnten die Spharoiddurchmesser ausgemessen werden. Fir jede Gruppe
wurde der Querdurchmesser von mindestens 30 Sphéaroiden bestimmt. Aus diesen

Werten wurde der Mittelwert gebildet, aus welchem ein Diagramm erstellt wurde.

3.6 Analyse der Vitalitat
Durch eine lebend-tot Farbung wurde die Vitalitdt der Spharoide an Tag 1, 7, 14 und 21

untersucht. Hierflr wurden die Sphéroide durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren aus
ihren Agarose Micromolds in 96-Well Zellkulturplatten tberfihrt und dort zweimal mit
unsterilem PBS gewaschen. Die Farbeldsung wurde mit 1000 pl PBS, 2 ul Calcein-AM
(Stammlodsung 1 mg/ml) und 1 pl Ethidium Homodimer-1 (Stammlésung 2 mM) angesetzt
und anschlielend jeweils 300 ul auf die Proben pipettiert und fir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden mehrere Aufnahmen von jeder Gruppe mit dem
Fluoreszenzmikroskop gemacht. Dabei erscheinen abgestorbene Zellen rot, da diese mit
dem Farbstoff Ethidium Homodimer-1 gefarbt wurden, welches an den Nukleinsduren
bindet, wenn die Plasmamembran geschadigt ist. Esterasen hingegen metabolisieren
Calcein-AM zu Calcein, welches an Calcium-lonen bindet, was bei lebenden Zellen zu

einer grinen Farbung fuhrt.
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3.7 Analyse der metabolischen Aktivitat

Zur Erfassung der metabolischen Aktivitat der Zellen wurde das Cell Counting Kit-8
verwendet und an Tag 1, 3, 5, 7, 14 und 21 analysiert. Das hierbei enthaltene WST-8 ist
ein sehr gut wasserlosliches Salz, welches von den mitochondrialen Dehydrogenasen der
aktiven Zellen zu einem gelblich gefarbten Produkt, das Formazan, reduziert wird. Dabei
ist die Menge des Formazan-Farbstoffs, welches hierbei photometrisch nachgewiesen
werden kann, direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen. Die folgende hier
beschriebene Methode wurde erstmals in dieser Weise durchgefinhrt.
Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde direkt in den Agarose Micromolds der
jeweiligen drei Gruppen gemessen:

- ASC-Sphéaroide mit 3000 Zellen ohne Zugabe von Biokeramik-Partikel

(Kontrollgruppe)

- ASC-Sphéaroide mit 3000 Zellen und 3 pg Hydroxylapatit

- ASC-Sphéaroide mit 3000 Zellen und 3 pg Stanfieldite

- Leeres Micromold als Blank (auf einer separaten 12-Well Zellkulturplatte).
Pro Micromold werden 500 pl WST-8 Lésung benétigt. Das WST-8 Reagenz wurde in
einem Verhaltnis von 1:100 in Medium angesetzt. Somit setzte sich die 500 pul WST-8
Losung wie folgt zusammen: 5 pl WST-8 und 495 pl Medium (GM).
Insgesamt wurde fur 13 Micromolds die WST-8 Losung angesetzt. Daflir wurden 65 pl des
lichtempfindlichen WST-8 mit 6435yl  Wachstumsmedium in  ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen gegeben und resuspendiert. Im Anschluss wurde das Medium
vorsichtig von den Micromolds abgesaugt und 500 ul der WST-8 Lésung in jedes
Micromold pipettiert. Die 12-Well Zellkulturplatte wurde fir 3 h zuriick in den Inkubator
gestellt. Nach 3 h wurde die Losung vorsichtig mit einer Pipette entnommen und auf eine
neue, sterile 12-Well Zellkulturplatte Ubertragen. Um ein Sterben der Sphéaroide zu
verhindern, wurde unverzuglich frisches GM in die Mircomolds gegeben. Dann wurde
100 pl der WST-8 Losung auf eine 96-Well Zellkulturplatte transferiert. Jegliche Luftblasen
wurden mit einer schmalen Kantile beseitigt. Anschlie3end wurde mit Hilfe des TECAN
Readers die metabolische Aktivitat der Zellkulturplatte bei einer Wellenl&ange von 450 nm
gemessen und die Mittelwerte der Messungen ermittelt. Der Inhalt eines Micromolds

wurde auf zwei Wells tbertragen. In jedem Well sind 100 pul WST-8 Lésung enthalten.
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3.8 Histologie

3.8.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Um histologische Farbungen der Spharoide durchfihren zu kénnen, wurden Cryoschnitte
der Spharoide angefertigt. Hierzu wurden zuerst die Spharoide aus den Micromolds durch
auf und ab pipettieren aus den Wells gel6st, in ein Zentrifugenréhrchen gegeben und
dreimal mit PBS gewaschen. Die Spharoide wurden anschlieBend fur 1h bei
Raumtemperatur in 4,5 % Formaldehyd fixiert. Damit man die Spharoide in dem Cryo-
Einbettmedium (Tissue-Tek) spater erkennen konnte, wurden sie fir 20 min in Eosin
eingelegt und anschlieBend finfmal gewaschen, um alle Eosin-Riickstande zu entfernen.
Die gefarbten Sphé&roide wurden in eine Cryoeinbettform (10 mm x 10 mm x 5 mm)
gegeben, mit Tissue-Tek bedeckt und bei -20 °C eingefroren, bis sich das Tissue-Tek
verfestigt hat. Nun konnten 10 um dinne Cryoschnitte mit dem Cryotom angefertigt
werden, die auf Objekttrager aufgezogen und bis zur histologischen Farbung im
Kihlschrank gelagert wurden. Dabei wurden auf jedem Objekttrager mindestens vier
Sphéaroid-Schnitte platziert. Die Schnitte wurden fir die histologischen Farbungen
Hamatoxylin-Eosin-Farbung, Alizarin und Von Kossa verwendet.

3.8.2 Hamatoxylin & Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H & E) ist eine der am haufigsten verwendeten
Farbemethoden.

Sie ist einfach und schnell und bietet eine Ubersicht tber die Zellstrukturen wie bspw.
Zellkern und -matrix. Das basische Hamatoxylin farbt alle sauren bzw. basophilen
Strukturen (Ribosomen im rauen endoplasmatischen Retikulum und die Zellkerne) blau
bis violett an. Das Eosin hingegen ist sauer und farbt alle basischen bzw. acidophilen
Anteile (Zellplasmaproteine) rosa bis rot an.

Zunachst wurden die Objekttrager mit den Schnitten fur 10 min in 4 %-igem
Paraformaldehyd eingelegt. Um die Objekitrdger von Tissue-Tek Rulckstédnden zu
befreien, wurden diese fur 5 min vorsichtig in Wasser gespllt. AnschlieRend wurden die
Schnitte jeweils fur 1 min mit Hamatoxylin angefarbt und zum Blauen der Zellkerne fir
5 min mit flieRendem Leitungswasser gespult. Danach erfolgte eine Gegenfarbung mit
Eosin fir 15 min und eine erneute Spulung fir 5 min bei flieBRendem Wasser. Zum
Entwassern wurden die Prdparate in einer aufsteigender Ethanol-Reihe entwassert: In
80 %-igem Ethanol fir 1 min und zweimal in 96 %-igem Ethanol fiir jeweils 2 min. Dann
wurden sie in 2-Propanol fir 2 min und zweimal in Xylol fur jeweils 5 min gelegt. Zum

Schluss wurde auf die Objekttrdger das Einschlussmittel aufgetragen, worlber ein
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Deckglas luftblasenfrei gelegt wurde. Zur Fixierung des Deckglaschens wurde Klarlack
verwendet. Die gefarbten Proben mussten 24 stundenlang trocknen, bis sie zum

Mikroskopieren verwendet werden konnten.

3.8.3 Alizarin Farbung

Um eine osteogene Differenzierung in den Sphéaroiden nachzuweisen, wurde Alizarinrot S
verwendet. Der optische Nachweis der osteogenen Differenzierung entsteht durch das
Anthrachinon-Derivat Alizarinrot S, indem es durch eine Chelatbildung mit Calcium-lonen
einen rotlichen Alizarin-Rot-S-Calcium-Komplex bildet.

Auch hier wurden die Objekttrager zunachst flr 10 min in 4 %-igem Paraformaldehyd
eingelegt. Daraufhin wurden die Objekttrager in Wasser eingelegt und leicht auf- und
abbewegt, sodass das Tissue-Tek vollstandig abgewaschen wurde. Dann wurde der
Objekttrager mit Alizarin-Rot-Féarbelésung bedeckt. Nach 5 min Einwirkzeit wurde der
Objekttrager in Wasser hin und her geschwenkt, bis die restliche Alizarin-Rot-Farbelésung
vollsténdig abgewaschen wurde. Die Schnitte wurden, wie bei der H & E-Farbung bereits

beschrieben, eingedeckt.

3.8.4 Von Kossa Farbung

Die Von Kossa Farbung ist eine indirekte Methode, um Calcium-lonen zu visualisieren.
Dabei fiihrt die Reaktion von Calcium-lonen mit dem Silbernitrat der Von Kossa
Farbelésung, dazu, dass eine Reduktion von Hydrochinon entsteht und sich so
schwarzbraunes Silber bildet. So kann eine osteogene Differenzierung in den Sphéaroiden
nachgewiesen werden.

Die Cryoschnitte wurden auch hier zunachst fixiert und gewaschen. Im Anschluss wurden
die Schnitte mit 2,5 %-iger Silbernitratldsung bedeckt und 15 min unter einer 60 Watt
Lampe inkubiert. Nach dem Farben wurden die Praparate fiir 3 min mit destilliertem

Wasser gewaschen, bevor sie eingedeckt wurden.

3.9 Charakterisierung der Biokeramik-Partikel

3.9.1 Bestimmung der Partikelgrofe

Zur Darstellung der Partikelgrof3e der HA- und SF-Pulver mittels des optischen Mikroskops
wurden die jeweiligen Pulver in einem Verhdltnis von 1:100 mit PBS verdinnt. Dann
wurden jeweils 10 pl der Ldsung auf eine Neubauer-Zéhlerkammer appliziert und

Aufnahmen mit einem optischen Mikroskop bei 4-Facher Vergrol3erung angefertigt.
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Zudem wurde die PartikelgroRenbestimmung des Pulvers mittels eines Laser-
Streulichtspektrometer durchgefuhrt. Beide Pulver wurden mindestens zweimal gemessen

um Standardabweichungen bei der Messung miteinkalkulieren zu kénnen.

3.9.2 Rasterelektronenmikroskop

Beim Rasterelektronenmikroskop (REM) rastert ein Elektronenstrahl das Objekt ab. Dabei
entsteht durch die Wechselwirkung der Elektronen mit dem Objekt das Bild. In dieser
Arbeit wurden mit dem REM, Aufnahmen von Sphéaroiden und Pulverpartikeln angefertigt,
sodass Ruckschlisse auf inre Morphologie gezogen werden konnte.

Fur die Probenpraparation wurden die Spharoide viermal mit PBS gewaschen, bevor sie
in 6 % Glutaraldehyd auf Eis fir 15 min fixiert wurden. Danach wurden die Sphéaroide
zweimal mit PBS auf Eis fur 10 min gewaschen. Zur Dehydratisierung der Spharoide
wurde eine Ethanol-Reihe bei Raumtemperatur durchgefiihrt, wobei die Spharoide jeweils
nacheinander zweimal fir 10 min in 70 %, 90 % und 100 % Ethanol inkubiert wurden.
AnschlieRend wurden diese zweimal fiir 15 min in Hexamethyldisilazan (HMDS) inkubiert,
bevor sie in 100 % Ethanol Uberfiihrt wurden. Auf ein Tabletop wurde ein Klebestreifen
platziert, auf welchem ein Deckglas aufgeklebt wurde. Auf dieses Deckglas wurden die
Spharoide gegeben. Damit die Oberseite des Deckglases geerdet wird, wurde die
Unterseite der Proben mit PLANO Leit-C Kohlenstoff Kleber beschmiert.

AnschlieBend wurden die Sphéroide im Sputter-Coater mit einer 4 nm dunnen
Platinschicht bespriuht, damit eine leitfahige Oberflache geschaffen wird.

Fir die REM-Aufnahmen der Biokeramik-Partikel wurde dem Pulver Ethanol hinzugeflgt.
Das Ethanol-Pulver-Gemisch wurde auf die reine Metalloberflache des Tabletops
pipettiert. Nachdem das Ethanol sich verfliichtigt hat, entstand hierbei zwischen dem
Tabletop und dem Pulver eine adhasive Bindung. AnschlieRend kamen die Proben in den
Sputter-Coater.

3.9.3 Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Mit der Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) wurde von den Spharoiden und
Pulverpartikeln die Elementzusammensetzungen bestimmt.

Die Oberflache der Probe, welche im REM ist, wird mit Elektronen beschossen, deren
Energie reicht aus, um die inneren Schalen der Atome des Materials zu ionisieren. Die
Energieniveaus dieser Schalen sind spezifisch fur bestimmte Elemente, ahnlich wie ein
Fingerabdruck. Findet nun eine lonisation in einer tiefen Schale statt, bleibt dort ein freier
Elektronenzustand, der von Elektronen einer hoheren Schale wieder besetzt werden kann.

Um von einer hoheren Schale in eine niedrigere Schale zu gelangen, muss das
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betreffende Schalenelektron die entsprechende Energie vorher abgeben. Die Energie
kann in Form eines Photons abgegeben werden. Die Energie des Photons wiederum
entspricht dann genau der Energiedifferenz zwischen den beiden beteiligten Schalen. Wie
oben erwéahnt, sind die Energieniveaus dieser Schalen elementspezifisch. Ein EDX-
Detektor kann die Energie eines eintreffenden Photons aber messen, wodurch
zurlickgeschlossen werden kann, aus welchem Element das Photon gekommen ist. Da
aber auch die Position des Elektronenstrahls und damit den Ort der Anregung bekannt ist,
weild man auch, von welchem Punkt der Probenoberflache das Photon gekommen ist.
Auf Basis der Elementzusammensetzung konnte so nachgewiesen werden, welches
Pulver und welche Sphéroide der HA- und welche der SF-Gruppe angehoren. Dafir
wurden folgende Elemente identifiziert: Kohlenstoff (gelb), Calcium (blau), Magnesium
(gran) und Phosphor (rot).

3.9.4 Rontgendiffraktometrie

Die Rontgendiffraktometrie (XRD) ist eine Analysemethode, mit welcher Feststoffe und
Pulver charakterisiert werden kénnen. Hierbei hat jedes Mineral sein charakteristisches,
individuelles Beugungsmuster, welches ein Zuordnen des Stoffes Uber die Datenbank
“International Center for Diffraction Data” (ICDD) ermdglicht. Weiterhin wurde die EVA-
Datenbank mit den PDF2- und PDF 4 erganzt. In dieser Arbeit wurde das XRD fir die
Charakterisierung des Hydroxylapatit- und Stanfieldite-Pulvers angewendet. Zur
Probenvorbereitung wurde das Pulver in den Probenteller gegeben und mit einer
Glasplatte glattgestrichen. Zur Identifizierung der Biokeramik-Pulver wurde mit Hilfe des
XRDs D5005 ein Diffraktogramm erstellt.

3.9.5 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP) dient der qualitativen
und quantitativen Bestimmung von Spurenelementen.

Uber einen Zeitraum von 21 Tagen wurden das HA- und SF- Pulver auf die Freisetzung
von Calcium-, Phosphor- und Magnesium-lonen analysiert. Hierfir wurden drei Proben
vorbereitet: In dem ersten Zentrifugenréhrchen befand sich 10 mg SF mit 10 ml
destilliertem Wasser und in dem zweiten 10 mg HA mit 10 ml destilliertem Wasser. Das
dritte  RoOhrchen, bestehend aus destilliertem Wasser, diente als Blank. Die
Zentrifugenrohrchens wurden auf einem Kipp- Laborrihrer bei 37 °C inkubiert. Nach
jeweils 1 Stunde, 6 Stunden, 24 Stunden, 3 Tagen, 5 Tagen, 7 Tagen, 14 Tagen und
21 Tagen wurden die Zentrifugenrohrchens bei 4000 rpm fir 10 min zentrifugiert.

AnschlieBend wurden die Uberstehenden Flussigkeiten in neue Zentrifugenréhrchen
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Uberfihrt, welche vorerst im Gefrierfach bei -20 °C gelagert wurde. Den alten
Zentrifugenrohrchen wurden erneut 10 ml destilliertes Wasser hinzugefligt und sie wurden
zurlick in den Inkubator gelegt. Schlussendlich wurden alle 16 Gruppen und der Blank mit
dem ICP ausgewertet (Tabelle 10). Daftr wurde jede Probe zweifach analysiert und ein
Mittelwert berechnet, aus welchem wiederum ein Diagramm der lonen-Freisetzung erstellt

wurde.

Tabelle 10: ICP ausgewertete Gruppen

Gruppe HA Gruppe SF
1lh Al Bl
6h A2 B2
24 h A3 B3
3d A4 B4
5d A5 B5
7d A6 B6
14 d A7 B7
21d A8 B8

3.10 pH-Wert Messung

Um zu Uberprifen, ob die Biokeramik-Partikel einen negativen Einfluss auf den pH-Wert
des Mediums hatten, wurde der pH-Wert des Mediums gemessen. Denn sowohl ein zu
basischer, als auch zu saurer pH-Wert hatte einen negativen Einfluss auf die Vitalitat der
Zellen gehabt, dies sollte damit ausgeschlossen werden.

Zur pH-Wert Messung des Mediums (bei 21 Tage alten MSC-Spharoiden) mit Hilfe eines
pH-Meters musste zunachst die Elektrode geeicht werden, indem sie in zwei Puffer-
Lésungen mit einem pH-Wert von 7,0 und 10 gegeben wurde. AnschlieRend wurde aus
12 Micromolds das Medium entnommen, in ein Zentrifugenréhrchen gegeben und der

jeweilige pH-Wert bestimmt.

3.11 Molekularbiologische Methoden

Um eine mogliche osteogene Differenzierung in den Spharoiden nachzuweisen, wurde
eine gPCR mit den osteogenen Markern alkalische Phosphatase (ALPL), Osteopontin
(SPP1) und Dickkopf-1 (DKK1) durchgeftihrt. Die Proben wurden Uber einen Zeitraum von
21 Tagen sowohl in CM als auch DM kultiviert und zu den Zeitpunkten 1, 7, 14, 21 Tagen
untersucht. Gruppe eins war die Kontrollgruppe (Sphéroide ohne Biokeramik-Partikel) und
Gruppe zwei waren Sphéaroide mit Stanfieldite. An Tag 1 wurden beide Gruppen nur mit

CM kultiviert. Diese beiden Proben von Tag 1 dienten als Referenz, auf die die
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Genexpression normiert wurde, damit die verschiedenen Proben miteinander verglichen

werden konnten.

3.11.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin-RNA-Kits von MACHEREY-NAGEL.
Zuerst wurden die Sphéaroide durch auf- und ab- pipettieren aus den Micromolds
entnommen und in ein Eppendorf Rohrchen tberfuhrt. Nachdem die Sphéaroide dreimal
mit PBS gewaschen wurden, wurden sie fur 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und das PBS
wurde entfernt. Alsdann wurde der Lysepuffer aus 350 pl Buffer RAL und 3,5 pl B-
mercaptoethanol pro Probe hergestellt und der Probe hinzugefligt. Dieser Puffer lysierte
die Zellen in den Spharoiden und inaktivierte umgehend die RNasen, sodass eine Isolation
intakter RNA sichergestellt wurde. Die Pufferlésung wurde so lange resuspendiert, bis sich
die Spharoide auflésten und die Losung keine Schlieren mehr aufwies. Im Anschluss
wurden die Lysate bei -80 °C gelagert.

Fur die RNA-Isolation wurden die Proben auf Eis aufgetaut. Dann wurde ein NucleoSpin
Filter mit violettem Ring auf ein Sammelréhrchen (2 ml) aufgesteckt, die Lyse wurde
resuspendiert und moglichst mittig auf den Filter gegeben. Nach Zentrifugation fir 1 min
bei 11000 rpm wurde der Filter entfernt und dem Lysat 350 ul 70 %-iges Ethanol
hinzugefugt. Die Lysat-Ethanol-Mischung wurde so lange resuspendiert, bis eine klare
Flussigkeit entstand. Daraufhin wurde die Flussigkeit auf eine NucleoSpin RNA S&ule mit
blauem Ring Ubertragen, welche zuvor in ein Sammelrohrchen gesteckt wurde. Nach
Zentrifugieren fur 30 sek bei 11000 rpm war die RNA auf dem blauen Filter gebunden. Um
die RNA von Rickstanden des Puffers zu befreien, musste die Membran entsalzen
werden. Zudem hatte die Entsalzung eine um vielfach effektivere rDNase-Verdauung zur
Folge. Dafur wurde dem Lysat 350 ul MDP (Membrane Desalting Buffer) hinzugegeben
und fur 1 min bei 11000 rpm zentrifugiert. Damit die DNA auf der Membran restlos entfernt
wurde, musste eine rDNase hergestellt werden aus 90 ul Reaction Buffer fur rDNase und
10 pl reconstituted rDNase. AnschlieRend wurde 95 pl dieses rDNase-Gemisches mittig
auf den blauen Filter aufgetragen. Nach 15 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur
folgten drei Waschschritte, bei denen die Membran gereinigt wurde. Beim ersten
Waschschritt wurde 200 pl RAW?2 Puffer, welches die rDNase inaktivierte, auf die Saule
pipettiert und fiir 30 sek bei 11000 rpm zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss verworfen
wurde, wurden fir den zweiten Waschschritt 600 pl RA3 Puffer auf die Saule gegeben und
es wurde erneut fur 30 sek bei 11000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder
verworfen. Fur den letzten Waschschritt wurden 250 pl RA3 Puffer auf die Saule pipettiert.

Um die Membran zu trocknen, wurde erneut fir 2 min bei 11000 rpm zentrifugiert.
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AnschlieRend wurde das Sammelrohrchen verworfen und die Saule wurde in ein 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefal? platziert. Die folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefihrt.
Zur Eluierung der RNA wurden 20 yl RNase-freies Wasser mittig auf die Membran
pipettiert und fir 2 min inkubiert. Im Anschluss wurde fir eine Minute bei 11000 rpm
zentrifugiert und die Proben bis zur Messung des RNA-Gehalts auf Eis gelagert.

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde mit einem TECAN Spark 20M-
Plattenlesegerat gemessen. Um Ungenauigkeiten durch Verunreinigungen zu vermeiden,
musste die NanoQuant-Plate vorab mit Wasser gereinigt werden. Fir ein individuelles
Blanking wurden 2 pl Nuklease-freies Wasser pro Probe auf die dafiir vorhergesehenen
Stellen pipettiert. Nachdem Blanking wurde die Platte gereinigt, getrocknet und 2 pl der
jeweiligen RNA-Probe auf die Stellen pipettiert und gemessen. Bis zur weiteren
Verwendung wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

3.11.2 cDNA Synthese

Die komplementare DNA (cDNA) wurde aus 500 ng RNA synthetisiert. Daftir wurde das
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit verwendet und die RNA Synthese erfolgte
gemal’ den Vorgaben des Herstellers. Daflir mussten alle benétigten Komponenten des
Kits auf Eis aufgetaut, miteinander vermischt und kurz runterzentrifugiert werden, um
anschlie3end auf Eis gelagert zu werden. Die cDNA-Proben mussten auf Eis angesetzt
werden. 500 ng der RNA wurden in eine neues Tube tberfihrt und auf 10 pl mit Wasser
aufgefullt.

Der Mastermix (Tabelle 11) wurde 17 mal angesetzt fiir 14 Proben, 2 Uberschuss und eine
Negativkontrolle bestehend nur aus Wasser ohne RNA. Dabei mussten 10 pl des
Mastermix pro Tube mit 10 pl der 500 ng RNA bzw. 2000 ng RNA pipettiert werden,
sodass ein Gesamtvolumen von 20 pl pro Probe rauskommt. Daraufhin wurde es
gevortext und abzentrifugiert.

Tabelle 11: Mastermix

Substanz Menge [ul]
10x RT Buffer 2,0 ul
25X dNTP Mix (100mM) 0,8 ul
10x RT Random Primers 2,0 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0 pl
DEPC-H20 4,2 ul
Total Volume 10 pl
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Im Anschluss wurde die cDNA-Reaktion mit dem Thermozykler (Programm: cDNA) mit
dem Temperaturverlauf Tabelle 12 durchgefihrt.
Tabelle 12: Temperaturverlauf der cDNA-Synthese

Einstellung Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur 25°C 37 °C 85°C 4°C
Laufzeit 10 min 120 min 5 min 0

Am Ende wurde die Konzentration im Vial auf eine Endkonzentration von 5 ng/ul cDNA
durch Zugabe von der entsprechenden Menge DEPC-H.O verdunnt. Anschlief3end
wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

3.11.3 Quantitative Real-Time PCR

Mit der gPCR wurde die Genexpression von Markern fir die osteogene Differenzierung

der MSC nach dem ersten, siebten, vierzehnten und einundzwanzigsten Tag

bestimmt. Die geeigneten Primer-Sequenzen, Konzentrationen und Annealing-
Temperaturen wurden zuvor von Frau Dr. Carina Blum etabliert. Alle Angaben kdnnen
Tabelle 13 entnommen werden. Als Housekeeping-Gen wurde EFla verwendet. Fur den
Nachweis einer Osteogenese wurden folgende osteogene Primer verwendet: ALPL, SPP1
und DKK1.

Tabelle 13: Houskeeping- und osteogene Marker spezifische Primer Sequenzen mit
den verwendeten Konzentrationen und Temperaturen

Marker-Typ Primer Sequenz 5'-3' Konzentration | Temp
[nM] [*C]
House- EFla For: For: 100nM 61
keeping AACCCCGACACAGTAGCATT | Rev: 100nM
Rev:
GGTGACTTTCCATCCCTTGA
Osteogenese | ALPL For: For: 200nM 61
(KLH) GTACGAGCTGAACAGGAAC | Rev: 200nM
AACG
Rev:
CTTGGCTTTTCCTTCATGGT
G
SPP1 For: For: 200nM 62
(KLH) TATGATGGCCGAGGTGATA | Rev: 200nM
G
Rev:
CATTCAACTCCTCGCTTTCC
DKK21_for | -Keine Sequenz verfugbar- For: 200nM 62
(KLH) Rev: 200nM

Jeweils 9 pl der Mastermixmischung vom Housekeeping Gen (Tabelle 14) und jeweils 9 pl
der Mastermixmischung von ALPL-, SPP1-, DKK1-Gen (Tabelle 15) wurden in eine 96-

30



3 METHODEN

Well Zellkulturplatten pipettiert und es wurde jeweils 1 ul cDNA (5 ng) hinzugefiigt. Die

Proben wurden in Duplikaten gemessen.

Tabelle 14: Mastermix fir EFla (Housekeeping Gen)

Substanz Menge [ul]

Master mix (2,0X) 5

Forward primer (100 nM) 0,10

Reverse Primer(100 nM) 0,10

cDNA (5 ng/ul) 1,00

H.O 3,80

Total Volume 10,00
Tabelle 15: Mastermix fur ALPL, SPP1, DKK1

Substanz Menge [ul]

Master mix (2,0X) 5

Forward primer (200 nM) 0,20

Reverse Primer(200 nM) 0,20

cDNA (5 ng/ul) 1,00

H,O 3,60

Total Volume 10,00

Fur eine grindliche Durchmischung und der Beseitigung jeglicher Luftblasen wurde vor
dem Beginn der gPCR die Platte zunachst auf dem Vortexer gemischt und anschlie3end
bei 4000 U/min zentrifugiert. Die qPCR wurde mit dem Programm aus Tabelle 16

durchgeftihrt.
Tabelle 16: gPCR-Temperaturverlauf

Holding stage Cycling stage Melt curve stage
°C 50 95 95 * 95 60 95
Time 2 min 2 min 15sek |1 min 15sek | 1 min 15 sek
Cycle 1 1 40 40 1 1 1

Die Analyse der Schwellenwerte und die Auswertung der Genexpression erfolgte mit der

StepOne Software.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Teil I: Charakterisierung der Biokeramik-Partikel

4.1.1 PulverpartikelgréiRe

Fur eine konkrete Pulverpartikelgrof3enbestimmung der HA- und SF-Pulver, wurden
Messungen des Pulvers mittels eines Laser-Streulichtspektrometers durchgefiihrt. Das
dargestellte Diagramm (Abbildung 4) reprasentiert den Pulverpartikeldurchmesser der
jeweiligen verwendeten Pulver. Dabei wies HA im Durchschnitt eine Pulverpartikelgrofe
von 5,88 um auf und SF eine Partikelgré3e von 3,23 pum.

Um optisch einen besseren Eindruck Uber die Pulverpartikel der HA- und SF-Pulver zu
erhalten, wurden zusétzlich lichtmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Abbildung 5 zeigt
eine exemplarische Aufnahme der HA-Partikel (Abbildung 5, A) und der SF-Partikel
(Abbildung 5, B). Auf den abgebildeten mikroskopischen Aufnahmen des HA-Pulvers
(Abbildung 5, A) erkennt man sowohl gré3ere als auch kleinere Partikel. Somit zeigt sich
insgesamt eine sehr inhomogene Verteilung der Pulverpartikelgrof3e. Beim SF-Pulver

(Abbildung 5, B) hingegen zeigt sich ein homogenes Bild mit kleineren Pulverpartikeln.

Zusammenfassend bestéatigen die optischen Mikroskop-Aufnahmen die Ergebnisse der
Laser-Streulichtspektrometer-Messungen und zeigen, dass die HA-Partikel im
Durchschnitt grof3er und inhomogener sind als die SF-Partikel. Die Ausrei3er bei den
Laser-Streulichtmessungen des Hydroxylapatits sind in den optischen Mikroskop-
Aufnahmen nachvollziehbar durch deutlich gro3ere Partikel oder Partikelakkumulationen
(Abbildung 5, A, siehe weil3e Pfeile).
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Abbildung 4: Gemessene Partikeldurchmesser. Die Hydroxylapatit-Partikel (links,
schwarz) betragen im Schnitt 5,88 um und die Stanfieldite-Partikel (rechts, rot) 3,23 pm.

Abbildung 5: optische Mikroskop Bilder von Biokeramik-Partikel. Mit PBS verdinntes
Pulver im Verhaltnis 100:1 auf einer Neubauer-Zahlkammer (A) Hydroxylapatit-Partikel
weiRe Pfeile: groRere Partikel oder Partikelakkumulationen, (B) Stanfieldite-Partikel.
Mafstabsbalken: 1000 pm.

4.1.2 Rasterelektronenmikroskop

Durch das Laser-Streulichtspektrometer wurde zuvor die genaue Partikelgrof3e der Pulver
bestimmt. Um die Partikelmorphologie zu visualisieren, wurden Aufnahmen des Pulvers
mittels eines Rasterelektronenmikroskops angefertigt. Dabei konnte man deutlich die
Morphologie der verwendeten Pulver erkennen. Beim Hydroxylapatit Pulver (Abbildung 6,
A) zeigten sich Verklumpungen, welche eine kugelférmige Gestalt aufwiesen.
Zwischendrin waren viele unterschiedlich grof3e Agglutinationen zu erkennen. Generell
zeigte sich, deckend mit den lichtmikroskopischen Aufnahmen, ein eher inhomogenes Bild
der Pulverstruktur. Das Stanfieldite Pulver (Abbildung 6, B) wies hingegen eine feinere,
homogene Struktur auf und es zeigten sich keine grof3en Verklumpungen.
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Alles in allem spiegelten sich die Ergebnisse der optischen Mikroskop Aufnahmen
(Abbildung 5) der Pulver in den REM Bildern (Abbildung 6) wieder.

% -
Aperture Size = 30.00 um Date: 29 Aug 2022
Scan Speed = 4 Pixel Size = 111.6 nm

Aperture Size = 0,00 pym Date: 29 Aug 2022
Scan Speed =4 Pixel Size = 111.6 nm

10 pm*

\

00 kv 09
D= 57mm Mag

Abbildung 6: REM-Aufnahmen der Biokeramik-Partikel. 1000-Fache Vergrdl3erung der
(A) Hydroxylapatit-Partikel und (B) Stanfieldite-Partikel. Ma3stabsbalken: 10 pum.

4.1.3 Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Fur die Analyse der ionischen Zusammensetzung der beiden Pulver HA und SF wurden
diese mittels EDX untersucht. Hierbei zeigten EDX-Aufnahmen die Verteilung von
Magnesium (grtin), Calcium (blau) und Phosphor (rot).

Auf der EDX-Aufnahme vom HA (Abbildung 7, A und B) lie3en sich rote und blaue Signale
erkennen, was auf ein Vorkommen der Elemente Phosphor und Calcium hinwies. Bei SF
(Abbildung 7, C und D) zeigte sich vor allem ein griines Signal, was auf ein hohes
Vorkommen von Magnesium schlie3en liel3. Aber auch die Signale rot und blau lief3en
sich, wenn auch schwach, erkennen und deuteten somit auf ein zusatzliches Vorkommen

von Calcium und Phosphor in diesem Pulver hin.
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Abbildung 7: EDX-Aufnahmen der Biokeramik-Partikel. (A) Hydroxylapatit-Partikel,
MalR3stabsbalken: 100 um. (B) Hydroxylapatit-Partikel, Calcium=blau, Phosphor=rot,
Maf3stabsbalken: 100 pm. (C) Stanfieldite-Partikel, MaRRstabsbalken: 3 pm. (D) Stanfieldite-
Partikel, Calcium=blau, Phosphor=rot, Magnesium=griin, Ma3stabsbalken: 10 um.

4.1.4 ROntgendiffraktometrie

Uber die Messmethode des XRDs wurden das SF- und HA-Pulver analysiert und
identifiziert. FUr die quantitative Phasenzusammensetzung wurde in einem Winkelbereich
von 5°-40° gemessen. AnschlieRend fand eine Auswertung der beiden Beugungsmuster
(Abbildung 8) mittels der EVA Software (ICDD-Datenbank) statt, so dass nachvollzogen
werden konnte, mit welchen Mineralien gearbeitet wurde.

Die Phasenzusammensetzung des SF (Abbildung 8, Diffraktogramm A) variierte, so setzte
sich das SF-Pulver aus zwei Phasen zusammen, zum einen aus 96 % Stanfieldite (PDF-
Nr. 00-011-0231) und zum anderen aus 4 % Whitlockit (PDF-Nr. 04-009-2106, blaue
Pfeile). Das Diffraktogramm von Hydroxylapatit (Abbildung 8, Diffraktogramm B) stellte ein
charakteristisches Diffraktogramm von phasenreinem, synthetischem Hydroxylapatit
(PDF-Nr. 04-008-4759) dar. Somit konnte bewiesen werden, dass es sich bei den in der

Arbeit verwendeten Pulver um HA und SF handelte.
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Abbildung 8: XRD der Biokeramik-Pulver. XRD mit Intensitéten tiber einem Winkelbereich
von 5 bis 40°. (A) Phasenzusammensetzung aus Stanfieldite (alle Peaks auf3er blau
markierte) und Whitlockit (blaue Pfeile), (B) Hydroxylapatit.

4.1.5 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Die Freisetzung von Calcium-, Magnesium- und Phosphat-lonen in die extrazellulare
Matrix konnten die Aktivitat von osteogenen Signalwegen beeinflussen, was zu einer
verstarkten Differenzierung von Mesenchymalzellen in Osteoblasten fiihren konnte8+ 8,
Aus diesem Grund sollte mittels Massenspektrometrie (ICP-MS) untersucht werden, ob
HA und SF Uber 21 Tage hinweg diese Stoffe sezernieren und ob dadurch ein positiver
Einfluss auf die osteogene Differenzierung der Spharoide genommen werden konnte.

Es wurden ICP-Diagramme (Abbildung 9) angefertigt, welche die lonen-Freisetzung der
HA- und SF-Pulver Uber einen Zeitraum von 21 Tagen darstellten.

Das Diagramm A zeigt sowohl bei SF als auch bei HA einen gleichmafiigen Anstieg der
Phosphor-lonen dber den Zeitraum von 21 Tagen. Auch Diagramm C wies einen
gleichmaRigen Anstieg an Calcium-lonen bei beiden Pulvern auf. Bei Diagramm B gab es
bei HA kein Magnesiumsignal, hingegen gab es einen deutlichen Anstieg an Magnesium-
lonen bei SF. Somit konnte nachgewiesen werden, dass HA Calcium- und Phosphat-lonen
und SF Calcium-, Phosphat- und Magnesium-lonen konstant Uber 21 Tage hinweg

freigaben.
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Abbildung 9: ICP-Diagramm der Biokeramik-Partikel. Die Diagramme zeigen die lonen-
Freisetzung der Stanfieldite- und Hydroxylapatit-Pulver Uber einen Zeitraum von 21 Tagen
an, dabei stellt die untere Kurve Hydroxylapatit dar und die obere Kurve steht fur Stanfieldite.
lonen-Freisetzung: (A) Phosphor (B) Magnesium (C) Calcium.

4.2 Teil I: Vorversuche der adipése mesenchymale
Stammzellspharoide

4.2.1 Sphéaroide mit variabler Zellzahl

Um in einem ersten Schritt die optimale Zellzahl fir die Spharoidherstellung und -bildung
zu ermitteln, wurden die Spharoide zunachst mit variablen Zellzahlen hergestellt und mit
Hilfe von lichtmikroskopischen Bildern analysiert.

Zur Beurteilung wurde dabei auf folgende Eigenschaften eingegangen: Grol3e, Form
(gleichmafiig rund / oval / unférmig), Dichte (kompakt / viele Lufteinschlisse), Kontur
(verschwommen / klar und deutlich).

Die Aufnahmen von Abbildung 10 wurden mit einem optischen Mikroskop bei 4-Facher
VergréRRerung angefertigt. Sie zeigen die Sphéroid Formatierung nach einem Tag.

Es lie3 sich ein deutlicher GrolRenunterschied zwischen den Sphéaroiden der einzelnen
Gruppen erkennen. Bei zunehmender Zellzahl nahm zum einen der Spharoid

Durchmesser zu und zum anderen wiesen die Spharoide eine kompaktere Struktur auf.
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Hierbei zeigten sich nach 24 h bei den Gruppen mit 3000 (Abbildung 10, E) und 6000
(Abbildung 10, F) Zellen gleichmaf3ig runde, kompakte Strukturen mit einem glatten Rand.
Bei den Gruppen mit 100 (Abbildung 10, A), 300 (Abbildung 10, B), 500 (Abbildung 10, C)
und 1000 (Abbildung 10, D) Zellen zeigten die Sphéroide keine kompakte Struktur und
ihre Kontur war nicht gleichmagig glatt, sodass man annehmen konnte, dass sich keine
Spharoide, sondern Aggregate aus einzelnen Zellen gebildet hatten.

Da die Spharoide mit einer Zellzahl von 3000 und 6000 Zellen stabile und runde Sphéaroide
gebildeten hatten, wurden diese an Tag 2 genauer untersucht. Hierfir wurde von den
Spharoiden der Gruppen E und F optische Mikroskop Aufnahmen bei 10-Facher
VergréRerung zuerst in den Wells gemacht. AnschlieRend wurden die Spharoide in
Petrischalen transferiert und erneut fotografiert (Abbildung 11). Es lie3en sich bei beiden
Gruppen kompakte Sphéaroide erkennen. Die Gruppe E mit den 3000 Zellen (Abbildung
11 A, B) bildete stabile, kompakte, runde Spharoide mit nur wenigen losen Zellen in der
Peripherie. Die Sphéroide der Gruppe F mit 6000 Zellen (Abbildung 11 C, D) hingegen
wiesen eine ovale Struktur auf mit vielen freien Zellen in der Peripherie. Da alles in allem
sich bei Gruppe E die meisten runden Sphéroide gebildet hatten mit wenig freien Zellen in
der Umgebung, wurde fir die weiteren Experimente mit dieser Gruppe weitergearbeitet.
Auch kam es vor, dass sich die ASCs nach 24 Stunden nicht zu Spharoiden formatierten
(Abbildung 12, A). Dabei war zu beobachten, dass sehr viele freie Zellen zirkular des
Spharoids waren und weder eine klare Kontur noch eine kompakte Struktur zu erkennen
war. Auch Aufnahmen der Spharoide an Tag 9 (Abbildung 12, B) lieRen bezuglich der
Formation keine Unterschiede erkennen. So lie sich belegen, dass, wenn sich innerhalb
von einem Tag keine Spharoide ausbilden, dies tUber die 24 Stunden hinaus auch nicht

mehr passieren wird.
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Abbildung 10: ASC-Spharoide mit variabler Zellzahl. Optische Mikroskop Aufnahmen der
ASC-Sphéroide an Tag 1. Sphéroide bestehend aus (A) 100 (B) 300 (C) 500 (D) 1000 (E)
3000 (F) 6000 ASCs. Mafl3stabsbalken: 100 pum.
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Abbildung 11: Sphéaroide mit einer Zellzahl: 3000 und 6000. Optische Mikroskop
Aufnahmen mit 10-Facher Vergrof3erung der Sphéroide an Tag 2. (A) eines Sphéaroids mit
3000 Zellen und (C) 6000 Zellen. Freischwimmende Sphéroide in Petrischale: (B) Sphéaroide
mit 3000 Zellen und (D) 6000 Zellen. MaRstabsbalken: (A), (C) 500 um, (B), (D) 100 pm.

Abbildung 12: Fehlgeschlagene Sphéaroidbildung. Optische Mikroskop Aufnahmen der
Spharoide mit 3000 Zellen: (A) Tag 1 und (B) Tag 9. Die nicht erfolgreiche Spharoidbildung
an Tag 1 und Tag 9 lasst sich darauf zurlickfihren, dass die Sphéroide keine klare, runde

Kontur aufweisen und zahlreiche einzelne Zellen in der Peripherie erkennbar sind.
Mafstabsbalken: 500 um.
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4.2.2 Sphéaroide mit variablen Partikelanteilen

Hydroxylapatit Stanfieldite

1,5 ug

3 ug

12 pg

Abbildung 13: Sphéaroide mit variablen Biokeramik-Partikelanteilen. Optische
Mikroskop Aufnahmen der Spharoide an Tag 1. Sphéaroide mit 3000 Zellen und einem
Biokeramik-Partikelanteil von: (A) Hydroxylapatit 1,5pg, (B) Hydroxylapatit 3 pg, (C)
Hydroxylapatit 6 pg, (D) Hydroxylapatit 12 ug, (E) Stanfieldite 1,5 pg, (F) Stanfieldite 3 ug,
(G) Stanfieldite 6 pg, (H) Stanfieldite 12 pug. MaRRstabsbalken: 100 um.

Nachdem fir die weiteren Experimente die geeignete Zellzahl der Spharoide festgelegt
wurde, wurde getestet, ob sich Spharoide mit einem variablen Anteil an Biokeramik-

Partikeln herstellen lassen. Daflir musste zunéchst der Pulverpartikelanteil in pg pro
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Spharoid festgestellt werden. Ziel war es hier, einen mdglichst hohen Anteil an Biokeramik-
Partikel pro Sphéaroid zu erhalten, damit sich bei den weiteren Experimenten ein mdglichst
grolRer Effekt bei der osteogenen Differenzierung nachweisen lie3. Dafiir wurden den
Spharoiden mit einer Zellzahl von 3000 aus der HA- und SF-Gruppe jeweils ein
Partikelanteil von 1,5 ug, 3 ug, 6 ug, 12 ug hinzugefigt und nach 24 h optische Mikroskop
Aufnahmen erstellt.

Abbildung 13 zeigt die Sphéroide mit den variablen Biokeramik-Partikelanteilen. Sowohl
bei der HA- als auch bei der SF-Gruppe lieRen sich bei den Biokeramik-Partikelanteilen
von 1,5 pg (Abbildung 13, A, E) und 3 pg (Abbildung 13, B, F) weniger freie Partikel in der
Peripherie erkennen. Hingegen waren bei den Gruppen mit 6 pug (Abbildung 13, C, G) und
12 ug (Abbildung 13, D, H) viele freie Partikel in der Peripherie zu sehen.

Da der Anteil an freien Biokeramik-Partikeln bei den Gruppen D und H (12 ug) zu hoch
war, wurde auf weitere Experimente mit diesen beiden Gruppen verzichtet.

Um sich nun endgultig auf einen Partikelanteil festlegen zu kdnnen, wurden Sphéroide mit
einem Biokeramik-Partikelanteil von 1,5 pg, 3 pg und 6 pg hergestellt und nach 24 h von
diesen lebend-tot Aufnahmen erstellt.

Abbildung 14 zeigt alle Spharoide mit variablen Biokeramik-Partikelanteilen und zusétzlich
die Kontrollgruppe ohne Biokeramik-Partikelanteil. Die lebend-tot Aufnahmen geben
Aufschluss Uber die Vitalitat und Morphologie der Spharoide.

Dabei wiesen alle Gruppen (Abbildung 14, A-G) eine durchweg hohe Vitalitat auf. Es
zeigten sich bei keiner Gruppe tote Zellen. Zwischen den Spharoiden aller Gruppen liel3en
sich deutliche GroRenunterschiede feststellen. So waren die Sphéaroide der Kontrollgruppe
A im Schnitt wesentlich kleiner als die Spharoide mit Biokeramik-Partikelanteilen. Auch
zwischen den Spharoiden der HA- und der SF-Gruppen waren deutliche Unterschiede
beziiglich der GroRRe zu erkennen, so wiesen die Sphéaroide der HA-Gruppe (Abbildung
14, B, C, D) einen grof3eren Durchmesser auf. Vom Gesamtbild waren die Sphéaroide der
HA-Gruppe unterschiedlich grof3 und teils unférmig, da insbesondere Gruppe D eine ovale
Form der Sphéaroide aufwies. Hingegen erschienen die Sphéaroide der SF-Gruppe
homogen, da alle Gruppen (Abbildung 14, E, F, G) eine gleichgroRe, runde Form
aufwiesen.

Letztendlich setzte sich die Gruppe mit 3 pg durch, da sich hier die meisten runden und

gleichférmigen Spharoide nachweisen liel3en.
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Calcein-AM (live)

Ethidium (dead) Merged

Abbildung 14: Lebend-tot Aufnahmen der ASC-Sphéaroide mit variablen Biokeramik-
Partikelanteilen. Fluoreszenzbilder der ASC-Sphéaroide mit einer Zellanzahl von 3000 an
Tag 1. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt und tote Zellen mit Ethidum
rot. (A) Kontrollgruppe ohne Biokeramik-Partikel (B) Hydroxylapatit 1,5 pg (C) Hydroxylapatit
3 ug (D) Hydroxylapatit 6 ug (E) Stanfieldite 1,5 ug (F) Stanfieldite 3 (E) Stanfieldite 6 ug.
Mafstabsbalken: 100 pm.
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4.2.3 Histologische Farbungen

Um die Morphologie darzustellen und einen Nachweis Uber mdgliche osteogene
Differenzierung in den Spharoiden zu erlangen, wurden diese nach 24 h mit und ohne

variablen Biokeramik-Partikelanteilen histologische Farbungen angefertigt.

4.2.3.1 Hamatoxylin & Eosin Aufnahmen

Um eine grobe Ubersicht des Spharoidaufbaus der unterschiedlichen Gruppen zu
erhalten, wurde eine schnelle Ubersichtsfarbung mittels Hamatoxylins & Eosin (H&E)
durchgefiihrt (Abbildung 15). Dabei stellten sich die Biokeramik-Partikel in der Farbung
dunkelblau dar.

Sowohl die HA- als auch die SF-Gruppe zeigten eine stéarkere dunkelblaue Farbung, je
hoher der Partikelanteil war (Abbildung 15, weil3e Pfeile). Dies wiederum liel3 auf eine
héhere Anwesenheit von Biokeramik-Partikelanteilen schlieRen. Obwohl es aufgrund der
Unsicherheit dartiber, an welcher Stelle der Spharoid angeschnitten wurde, schwierig war,
genaue Aussagen Uber den Sphéaroiddurchmesser bei den histologischen Schnitten zu
treffen, war dennoch aufféllig, dass die Spharoide der Kontrollgruppe (Abbildung 15, H) im
Vergleich zu den Spharoiden mit Biokeramik-Partikelanteil einen wesentlich geringeren

Durchmesser zeigten.

Abbildung 15: Hamatoxylin & Eosin Aufnahmen der ASC-Sphéaroide. (A) Hydroxylapatit
1,5 ug (B) Hydroxylapatit 3 pg (C) Hydroxylapatit 6 pug (D) Stanfieldite 1,5 ug (E) Stanfieldite
3ug (F) Stanfieldite 6 ug (H) Kontrollgruppe ohne Biokeramik-Partikel. WeilRe Pfeile:
dunkelblaue Farbungen. MaR3stabsbalken: 50 um.
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4.2.3.2 Alizarin Aufnahmen

Durch die Alizarin Farbung sollte nachgewiesen werden, inwiefern sich die Partikel in dem
Spharoid integriert haben und ob eine osteogene Differenzierung zu erkennen war. Im
Gegenteil zur H & E Farbung waren bei der Alizarin Farbung (Abbildung 16) keine
signifikanten Unterschiede bezlglich der Grof3e und Farbung der Sphéroide der Gruppen
A-F zu erkennen. Die Sphéaroide mit geringem Partikelanteil zeigten den gleichen Anteil
an rotgefarbten Alizarin-Rot-Komplexen auf, wie die Sphéroide mit hohem Partikelanteil.
Somit konnte keine klare Aussage uber den Erfolg der osteogenen Differenzierung bei
dieser Farbemethode getroffen werden.

Da es nur wenige Kryoschnitte der Kontrollgruppe gab, konnten keine Farbungen von
dieser Gruppe angefertigt werden.

Abbildung 16: Alizarin Aufnahmen der ASC-Sphéroide. (A) Hydroxylapatit 1,5 pg, (B)
Hydroxylapatit 3 pg (C) Hydroxylapatit 6 pg (D) Stanfieldite 1,5 pg (E) Stanfieldite 3 pg (F)
Stanfieldite 6 pg. Alle MaRRstéabe 50 um.
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4.2.3.3 Von Kossa Aufnahmen

Durch die Von Kossa Farbung sollte, wie auch schon bei der Alizarin Farbung zuvor, der
Einbau der Biokeramik-Partikel und die Osteogenese erkennbar gemacht werden. Bei der
Von Kossa Farbung (Abbildung 17) waren bei den Spharoiden der HA-Gruppe (A-C)
deutlich schwarz gefarbte Silbernitratkristalle zu erkennen (Abbildung 17, weil3e Pfeile).
Insbesondere bei der Gruppe C mit 6 pug war die Schwarzfarbung wesentlich ausgepréagter
im Vergleich zu den Gruppen A und B, die einen niedrigeren Anteil an HA hatten. Bei den
Spharoiden der SF-Gruppe (D-F) zeigten sich ahnliche Anteile an schwarz gefarbtem
Silbernitrat und damit keine wesentlichen Unterschiede.

Wie bereits in Kapitel 4.2.3.2 erwadhnt, konnten auf Grund von zu wenigen Kryoschnitten
der Kontrollgruppe keine Farbungen von dieser Gruppe angefertigt werden.

Abbildung 17: Von Kossa Farbung der ASC-Sphéaroide. (A) Hydroxylapatit 1,5 ug (B)
Hydroxylapatit 3 pg (C) Hydroxylapatit 6 pg (D) Stanfieldite 1,5 pg (E) Stanfieldite 3 ug mit
Lufteinschlissen (F) Stanfieldite 6 pg. weil3e Pfeile: schwarz gefarbte Silbernitratkristalle.
MalRstabsbalken: 50 um.
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4.3 Teil IIl: Hauptversuche der adipdse mesenchymale
Stammzellsphéaroide

4.3.1 Durchmesser der Sphéaroide

Anden Tagen 1, 7, 14, 21 wurden optische Mikroskop Aufnahmen der Sphéaroide gemacht
(Abbildung 18), und der durchschnittliche Spharoiddurchmesser analysiert (Abbildung 19).
In Abbildung 18 lasst sich sowohl bei der Kontrollgruppe (Abbildung 18, A-D) als auch bei
der SF-Gruppe (Abbildung 18, I-L) eine deutliche Abnahme der Spharoiddurchmesser
Uber die 21 Tage erkennen. Zudem wiesen die Sphéaroide dieser beiden Gruppen eine
runde, kompakte Struktur mit einer scharfen Kontur auf. Die GréRe der HA-Sphéaroide
(Abbildung 18, E-H) hingegen wiesen uber die 21 Tage keine wesentliche Anderung in
ihrem Durchmesser auf. AuBerdem erschienen ihre Konturen unscharf begrenzt und ihre
Struktur nicht kompakt.

Abbildung 19 zeigt die Durchmesserveranderung der Spharoide der drei Gruppen Uber
einen Zeitraum von 21 Tagen. Die Sphéroide der SF- und Kontrollgruppe zeigten hierbei
eine deutliche Abnahme im Durchmesser. Bei der Kontrollgruppe schrumpften die
Spharoide von anfanglichen 255 + 14 um auf 170 £ 17 um an Tag 21, sodass sich eine
Durchmesserreduktion von ca. 85 um bzw. ca. 33 % ergab. Bei der SF-Gruppe betrug der
Spharoiddurchmesser an Tag 1 noch 275 + 19 um und 200 + 24 um um an Tag 21, das
ergab eine Reduktion von ca. 27 %. Dagegen lieBen sich keine messbaren
Veranderungen im Durchmesser bei der HA-Gruppe erkennen. Alles in allem waren die
Ergebnisse aus den optischen Mikroskop Aufhahmen (Abbildung 18) und aus dem
Diagramm (Abbildung 19) bei der Kontroligruppe und der SF-Gruppe bzgl. ihrer
Durchmesserreduktion identisch. Bei der HA-Gruppe war keinerlei Veranderung bzgl. des

Durchmessers erkennbar.
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Nur ASC Zellen Hydroxylapatit

Stanfieldite

S

Abbildung 18: ASC-Spharoid Aufnahmen Uber einen Zeitraum von 21 Tagen. ASC-
Sphéroide der Kontrollgruppe: (A) Tag 1 (B) Tag 7 (C) Tag 14 (D) Tag 21, Sphéaroide mit
Hydroxylapatit: (E) Tag 1 (F) Tag 7 (G) Tag 14 (H) Tag 21, Sphéaroide mit Stanfieldite: (1) Tag
1(J) Tag 7 (K) Tag 14 (L) Tag 21. MaR3stabsbalken: 500 pum.
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Abbildung 19: Diagramm der ASC-Sphéroid Durchmesser. Das Diagramm zeigt die
Durchmesserveranderung der ASC-Spharoide Uber einen Zeitraum von 21 Tagen. Dabei
stellt der rote Balken die Kontrollgruppe, der graue Hydroxylapatit und der schwarze
Stanfieldite dar. n=1.

4.3.2 Analyse der metabolischen Aktivitat

Die Messung mittels des WST-8-Kits sollte Aufschluss tber die Hohe der metabolischen
Aktivitat der Sphéaroide geben.

Die Diagramme A (Kontrollgruppe), B (HA) und C (SF) zeigen die metabolische Aktivitat
der Gruppe Uber einen Zeitraum von 21 Tagen (Abbildung 20). Dabei lieBen sich weder
innerhalb einer Gruppe noch beim Vergleich der drei Gruppen zueinander signifikante
GleichmaRigkeiten beziglich der metabolischen Aktivitat feststellen. Bei Diagramm A sinkt
die metabolische Aktivitat an den Tagen 3, 5 und 7 im Vergleich zu Tag 1. Zusatzlich war
die metabolische Aktivitat an Tag 14 auffallig niedrig und an Tag 21 auffallig hoch. Bei
Diagramm B sind die Werte der metabolischen Aktivitat an den Tagen 3, 5, 7, 14
besonders niedrig im Vergleich zu Tag 1. An Tag 21 hingegen zeigt sich eine besonders
hohe Aktivitdt. Bei Diagramm C lassen sich an den Tagen 3, 5, 7, 14 im Vergleich zu Tag
1 eine niedrige Aktivitat feststellen. An Tag 21 zeigt sich eine besonders hohe Aktivitét.
Schlussendlich lieRen sich keine GleichméaRigkeit der metabolischen Aktivitat innerhalb
der 21 Tage erkennen, weder innerhalb einer Gruppe noch beim Vergleich der drei Gruppe
miteinander. Dennoch zeigten alle Gruppen eine leichte bis hohe metabolische Aktivitat

uber die 21 Tage hinweg.
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Abbildung 20: Diagramm der metabolischen Aktivitdt der ASC-Sphéaroide. Die
metabolische Aktivitdt der ASC-Sphéroide aller drei Gruppen: (A) Kontroligruppe (B)
Hydroxylapatit und (C) Stanfieldite wird mit dem WST-8 an den Tagen 1, 3, 5, 7, 14, 21
analysiert (bei einer Absorption von 450 nm). Die Standardabweichung wird mittels Excel
berechnet. n=1, *** = p < 0,0001, ** = p < 0,001, * = p< 0,01, * = 0,05.
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4.3.3 Lebend-tot Analyse der adipdsen mesenchymalen
Stammzellsphéaroide

Die lebend-tot Analyse der Sphéaroide gab Aufschluss Uber die Vitalitat und Morphologie
der Sphéaroide der drei verschiedenen Gruppen: Kontroligruppe, HA und SF. Dabei
erschienen abgestorbene Zellen rot und lebende Zellen grin.

Abbildung 21 zeigt lebend-tot Aufnahmen von Sphéaroiden der Kontrollgruppe. An den
Tagen 1 und 7 gab es ein sehr stark ausgeprégtes griines Signal, welches eine hohe
Vitalitét der Zellen nachwies. An Tag 1 zeigte sich kein rotes Signal, somit gab es eine
nahezu vollstandige Vitalitat. An Tag 7 zeigte sich ein nur leicht rotes Signal mit nur sehr
wenigen roten Zellen in der Peripherie. Das grine Signal der Tage 14 und 21 war im
Vergleich zu den Tagen 1 und 7 etwas schwacher, sodass die Vitalitat der Zellen gesunken
war. An Tag 14 mehr tote Zellen sowohl in der Peripherie, als auch im Sphéaroidzentrum.
Das rote Signal an Tag 21 war ahnlich wie an Tag 14, so gab es einige tote Zellen sowohl
im Zentrum als auch in der Peripherie. Alles in allem erschienen die Spharoide in ihrer
Form homogen und rund bis leicht oval.

Abbildung 22 zeigt die lebend-tot Aufnahmen der Spharoide der HA-Gruppe. An Tag 1
waren ausschlie3lich vitale Zellen. Darlber hinaus lieRen sich auf den Bildern sehr
deutlich groBere HA-Partikel erkennen. An Tag 7 konnte man nur noch inhomogene
Aggregate erkennen, die in ihrer GréRe unterschiedlich waren. Zudem gab es nur noch
wenig lebende Zellen und multiple toten Zellen. An den Tagen 14 und 21 lie sich nur
noch ein sehr schwach griines Signal erkennen und kaum ein rotes Signal. Ferner waren
die Spharoide bzw. Aggregate vollstandig zerfallen und es waren nur noch vereinzelte

Zellen zu erkennen.

Abbildung 23 zeigt die Sphéroide mit SF-Partikeln, diese waren tber 21 Tage hinweg vital.
Die Anzahl der toten Zellen nahm stetig bis zum 21. Tag zu. Dabei waren an Tag 21 im
ganzen Sphéaroid (Zentrum und Peripherie) viele tote Zellen zu erkennen. Alles in allem
war die Morphologie der Spharoide, wie bei der Kontrollgruppe auch, homogen und rund
bis leicht oval. Und auch bei der SF-Gruppe war eine deutliche Durchmesserreduktion der
Spharoide nach 21 Tagen deutlich sichtbar.

Zusammengefasst lie3en sich sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der SF-Gruppe
gleichméRig runde Spharoide nachweisen, die auch noch nach 21 Tagen eine relativ hohe
Vitalitdt und Formstabilitdt aufwiesen, bei gleichzeitiger Reduktion ihres Durchmessers
nach 21 Tagen. Hingegen konnten in der HA-Gruppe uber den Tag 1 hinaus keine

Spharoide nachgewiesen werden.
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Da die Bildung von Spharoiden der HA-Gruppe mit der Pulverpartikelgrof3e 5,88 um zuvor
scheiterte, sollte ausgeschlossen werden, dass die Ursache des Scheiterns in der
PartikelgroRe lag. Deshalb wurden erneut Spharoide hergestellt mit einem feiner
gemahlenem HA-Pulver mit der PulverpartikelgroRe 3,74 um.

Abbildung 24 zeigt Spharoide der HA-Gruppe bei welchem nass gemahlenes HA-Pulver
mit einer durchschnittlichen Pulverkorngrof3e von 3,74 um verwendet wurde (im Vergleich
zu vorherigen KorngréRe von 5,88 um). Abbildung (A) und (C) zeigen lebend-tot
Aufnahmen von Spharoiden der HA-Gruppe. Die lebend-tot Aufnahme (A) von Tag 1 zeigt
ein kleines, unférmiges Sphéroid mit einer geringen Vitalitéat und vielen freien Zellen in der
Peripherie. Aufnahme (B) zeigt die lebend-tot Aufnahme des HA-Spharoids an Tag 9,
dabei waren die Sphéaroide in freie einzelne Zellen zerfallen, die eine nur geringe Vitalitat
aufwiesen. Die Abbildungen (B) und (D) zeigen die Sphéroide der HA-Gruppe in einem
Eppendorf R6hrchen unmittelbar vor den lebend-tot Aufnahmen (A) und (C). Dabei war zu
erkennen, dass sich nur wenige Sphéroide gebildet hatten, welche eine inhomogene
Grolle und unférmige Morphologie aufwiesen. Zudem waren hauptséchlich lose
Pulverpartikel zu erkennen (Abbildung 24 B, D weil3e Pfeile). Abbildung (E) zeigt das reine,
fein gemahlene HA-Pulver in einer Neubauer-Zahlkammer. Trotz der feineren
PartikelgroRBe waren vermehrte Partikelagglutinationen zu erkennen, und die
Grolenverteilung der Partikel war inhomogen.

Alles in allem bildeten sich trotz des fein gemahlenen Pulvers keine Sphéaroide. Somit
konnte ausgeschlossen werden, dass das vorherige Scheitern der Spharoidbildung an der
zu groben PartikelgroRe lag. Das HA-Pulver scheint auf Grund seiner Beschaffenheit
(Pulveragglutinationsbildung, inhomogene Kdrnerstruktur) nicht far die
Spharoidherstellung geeignet zu sein, da die Spharoide beim Einbau der HA-Partikel
instabil werden, die Zellen so ihre Adhasion untereinander verlieren und der Sphéaroid in

einzelne Zellen zerfallt.
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Abbildung 21: Lebend-tot Aufnahmen der ASC-Sphéroide lber einen Zeitraum von 21
Tagen. Fluoreszenzbilder der ASC-Sphéroide mit einer Zellanzahl von 3000 an Tagen 1, 7,
14, 21. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt und tote Zellen mit Ethidum
rot. Mal3stabsbalken: 100 pm.
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Abbildung 22: Lebend-tot Aufnahmen der ASC-Sphéroide mit Hydroxylapatit Gber
einen Zeitraum von 21 Tagen. Fluoreszenzbilder der ASC-Sphéaroide mit Hydroxylapatit mit
einer Zellanzahl von 3000 an Tagen 1, 7, 14, 21. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM
grun angefarbt und tote Zellen mit Ethidum rot. Maf3stabsbalken: 100 pm.
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Calcein-AM (live) Ethidium (dead) Merged
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Abbildung 23: Lebend-tot Aufnahmen der ASC-Sphéaroide mit Stanfieldite Gber einen
Zeitraum von 21 Tagen. Fluoreszenzbilder der ASC-Sphéaroide mit Stanfieldite mit einer
Zellanzahl von 3000 an Tagen 1, 7, 14, 21. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin
angefarbt und tote Zellen mit Ethidum rot. Tag 7 Maf3stabsbalken: 50 um. Tage 1, 14, 21
Mafstabsbalken: 100 pm.
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Abbildung 24: ASC-Spharoide mit feinerem Hydroxylapatit-Pulver. A und C zeigen
Fluoreszenzbilder der ASC-Sphéroide mit einer Zellanzahl von 3000. Lebende Zellen wurden
mit Calcein-AM griin angefarbt und tote Zellen mit Ethidum rot. (A) lebend-tot Aufnahme von
Hydroxylapatit-Sphéaroiden an Tag 1. (B) Hydroxylapatit-Spharoide im Eppendorfréhrchen an
Tag 1, weilRe Pfeile deuten auf lose Pulverpartikel. (C) lebend-tot Aufnahme von
Hydroxylapatit-Sphéaroiden nach Tag 9. (D) Hydroxylapatit-Spharoide im Eppendorfrohrchen
an Tag 9, weilRe Pfeile deuten auf lose Pulverpartikel. (E) Mit PBS verdiinntes HA-Pulver im
Verhaltnis 100:1 auf eine Neubauer-Zéhlkammer. (A) und (C) Maf3stabsbalken: 100 um; (B),
(D) und (E) MaRstabsbalken: 500 pum.

4.3.4 Rasterelektronenmikroskop und Energiedispersive
Rontgenspektroskopie Aufnahmen der adipdsen mesenchymalen
Stammzellsphéroide

Um einen detaillierteren Einblick Giber die Morphologie, die Oberflachenbeschaffenheit und
der chemischen Zusammensetzung der Spharoide zu erhalten, wurden REM- und EDX-

Aufnahmen angefertigt.
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Abbildung 25 zeigt Sphéaroide aller drei Gruppen (Kontrollgruppe, HA und SF) an Tag 21,
welche sich freischwimmend in einem Eppendorf Réhrchen befanden. In Aufnahme A
erkennt man die runde Morphologie der Spharoide der Kontrollgruppe. Auch Abbildung C
zeigt sehr deutliche und runde Spharoide der SF-Gruppe. Hingegen lie3en sich in der HA-
Gruppe (B) keinerlei intakte Sphéroide finden, stattdessen war eine pulverférmige
Substanz zu erkennen.

Abbildung 26 zeigt REM-Aufnahmen von Sphéaroiden der drei Gruppen, woftir Proben aus
Abbildung 25 aufbereitet und verwendet wurden. Die Abbildungen A-C aus Abbildung 26
stellen Sphéroide aus der Kontrollgruppe dar. Sie wiesen eine kompakte runde
Morphologie  auf. Bei der 10000-Fachen  VergroRerung  konnte  die
Oberflachenbeschaffenheit genauer beurteilt werden. Dabei fiel auf, dass die Oberflache
rau und uneben war. Auch konnte man deutlich die Adhasion der Zellen untereinander
(Abbildung 26, C und I, weil3e Pfeile) sehen. Des Weiteren wies die Oberflache Mikroporen
auf, welche sich sehr wahrscheinlich bis ins Spharoidinnere zogen und so eine kanalartige
Struktur innerhalb des Sphéroids bildeten. Die Aufnahmen der HA-Gruppe (Abbildung 26,
D-F) zeigen keinerlei Sphéaroide, sondern hauptsdchlich Pulverpartikelaggregate mit
wenigen, vereinzelten Zellen. Mit den Aufnahmen D, E, F (Abbildung 26) bestétigte sich
die Annahme, dass sich keine Sphéaroide gebildet hatten, sondern hauptsachlich
Pulverpartikelaggregate, wie schon in Aufnahme B (Abbildung 25) gezeigt wurde. Die
REM-Aufnahmen der SF-Gruppe (Abbildung 26, G-I) weisen runde Sphéaroide mit einer
kompakten Struktur auf. Die 10000-Fache Vergréf3erung lie3 einen genauen Eindruck der
Oberflachenbeschaffenheit erkennen. So zeigte sich, @hnlich wie in der Kontrollgruppe,
eine raue und unebene Oberflache. Die Poren auf der Oberflache und ihr Durchmesser
erschienen lediglich geringfligig groRer als bei der Kontrollgruppe.

Schlussendlich zeigten die REM-Aufnahmen, dass sich bei der Kontrollgruppe und SF-
Gruppe formstabile, runde Sphéroide gebildet hatten, hingegen bei der HA-Gruppe die
Spharoidbildung gescheitert war. So waren die Ergebnisse der REM-Aufhahmen
deckungsgleich mit den Ergebnissen der lebend-tot und optischen Mikroskop Aufnahmen.
Abbildung 27 zeigt die EDX-Aufnahmen der drei verschiedenen Gruppen der ASC-
Sphéaroide an Tag 21. Das Element Kohlenstoff ist in gelb dargestellt und stellt somit die
Zellen dar, Calcium ist blau dargestellt, Magnesium griin und Phosphor rot.

Die Aufnahmen A-E zeigen die Sphéaroide der Kontrollgruppe, die ausschlief3lich gelbes
Signal lieferten und somit frei von Partikeln sind. Die Aufnahmen F-J zeigen die
Hydroxylapatit Gruppe. Bei diesen Aufnahmen gab es nur ein sehr schwaches gelbes

Signal, was auf das Vorhandensein von nur wenigen Zellen hinwies, welche wiederum an
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grofReren Hydroxylapatit-Partikeln hafteten, die durch ein ausgepragtes blaues und rotes
Signal identifiziert werden konnten, was der Beweis fUr das Vorhandensein von Calcium
und Phosphat ist. Hingegen gab es keinerlei griines Signal, womit die Abwesenheit von
Magnesium bewiesen wurde. Die Aufnahmen K-O zeigen die Stanfieldite Gruppe. Hier
sah man bei allen vier Elementen ein stark ausgepragtes Signal, welches sowohl die
Anwesenheit von vielen Zellen bewies als auch die von Calcium, Magnesium und
Phosphat. Somit lieR sich anhand der EDX-Aufnahme der Sphéaroidoberflache der
Stanfieldite Gruppe sehr gut der Verbund zwischen dem Magnesium-Calcium-Phosphat
(SF) und den Zellen erkennen.

Folglich lieRen sich durch die EDX-Aufnahmen beweisen, welche Sphéaroide welcher
Gruppe (Kontrollgruppe, HA oder SF) angehdren. Auch konnte wieder bewiesen werden,
dass sich bei der Kontrollgruppe und der SF-Gruppe erfolgreiche Sphéaroide gebildet
hatten. Hingegen bei der HA-Gruppe keine Sphéaroidbildung erfolgte, stattdessen
hauptsachlich Pulverpartikelagglutinationen mit nur wenigen Zellen.

Abbildung 25: ASC-Sphéaroide im Eppendorf Rohrchen. Diese ASC-Sphéaroide wurden
fur REM-Aufnahmen prapariert und verwendet: (A) Sphéaroide der Kontrollgruppe (B)
Sphéaroide mit Hydroxylapatit (C) Sphéaroide mit Stanfieldite. Mal3stabsbalken: 500 pum.
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Abbildung 26: REM-Aufnahmen der ASC-Sphéaroide. REM-Aufnahmen von 21 Tage alten
ASC-Sphéroiden. Sphéaroide ohne Biokeramik-Partikel: (A) 150-Fache VergroRRerung,
Malstabsbalken: 100 um. (B) 500-Fach VergrofRerung, Maf3stabsbalken: 20 um. (C) 10000-
Fache VergrolRerung, Pfeil zeigt Adhasion der Zellen, Mal3stabsbalken: 1 um. Sphéaroide mit
Hydroxylapatit: (D) 150-Fache VergroRerung, MaRstabsbalken: 100 um. (E) 500-Fach
Vergro3erung, Mal3stabsbalken: 20 um. (F) 2500-Fach VergroRerung, Mal3stabsbalken: 4
pum. Sphéaroide mit Stanfieldite: (G) 150-Fache VergréRerung, MaRstabsbalken: 100 um. (H)
500-Fach VergrofRerung, Mal3stabsbalken: 20 um. (I) 10000-Fach VergroéRerung, Pfeil zeigt
Adhésion der Zellen, Mal3stabsbalken: 1 pm.
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Abbildung 27: EDX-Aufnahmen der ASC-Sphéaroide. EDX-Aufnahmen von 21 Tage alten
ASC-Sphéroiden. Sphéroide ohne Biokeramik-Partikel: (A)-(E), MaRRstabsbalken: 10 pm.
Sphéaroide mit Hydroxylapatit: (F)-(J) MaRstabsbalken: 25 um. Sphéaroide mit Stanfieldite:

(K)-(O) Malstabsbalken: 25 pum. Gelb=Kohlenstoff, Blau=Calcium, Grin=Magnesium,
Rot=Phosphor.
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4.4 Teil IV: Mesenchymale Stammzellsphéaroide aus dem
Knochenmark

4.4.1 Optische Mikroskop Aufnahmen

Um zu Uberprifen, ob auch mit MSCs eine erfolgreiche Spharoidbildung mdoglich war,
wurden auch mit diesen Sphéaroide, ohne Biokeramik-Partikeln, mit SF und HA hergestellt.
Dafur wurden von den MSCs an Tag 7 Aufnahmen erstellt mit einem optischen Mikroskop
(Abbildung 28) und anschlieend wurden lebend-tot Aufnahmen angefertigt (Abbildung
29, Abbildung 30, Abbildung 31).

Die Abbildung 28 A und D zeigen Spharoide der Kontrollgruppe. Sie hatten eine kompakte
und runde Morphologie ohne freie Zellen in der Peripherie und mit deutlich erkennbaren
Konturen. Auch die Sphéroide der SF-Gruppe (Abbildung 28, B und E) zeigen eine runde
und kompakte Struktur auf, mit nur wenigen freien Biokeramik-Partikel in der Umgebung
und ihre Konturen waren klar. Abbildung C (Abbildung 28) zeigt Sphéaroide der HA-Gruppe,
allerdings wiesen die Sphéaroide dieser Gruppe keine ebenmaRige, runde Form auf und
sie hatten eine verschwommene Kontur. Zudem waren sehr viele freie Zellen und
Biokeramik-Partikel in der Umgebung, was ein Hinweis darauf war, dass sich keine bis
wenige Spharoide gebildet hatten.
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Abbildung 28: optische Mikroskop Aufnahmen von MSC-Sphéaroiden. Aufnahmen von
MSC-Sphéaroiden an Tag 7. Sphéaroide ohne Biokeramik-Partikel: (A), (D). Sphéaroide mit
Stanfieldite: (B), (E). Spharoide mit Hydroxylapatit: (C). (A), (B), (C) MaRstabsbalken:
500 um, (D), (E) MaRstabsbalken: 100 pum.

4.4.2 Lebend-tot Aufnahmen der mesenchymalen Stammzellspharoide aus
dem Knochenmark

Auch fir die Sphéaroide der MSC wurden lebend-tot Aufnahmen von der Kontrollgruppe,
HA-Gruppe und SF-Gruppe Uber einen Zeitraum von 21 Tagen angefertigt. Diese sollten
Aufschluss tber Form und Vitalitdt der Sphéaroide geben. Ferner konnte so ein Vergleich
zu den ASC-Sphéroiden gezogen werden.
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Abbildung 29 zeigt Spharoide der Kontrollgruppe. Dabei wiesen die Spharoide tber 21
Tage hinweg eine hohe Vitalitdt auf. An den Tagen 14 und 21 lieRen sich nur sehr wenige
tote Zellen erkennen. Im Allgemeinen zeigte die Kontrollgruppe ein homogenes Bild mit
runden und formstabilen Spharoiden.

Abbildung 30 stellt die HA-Gruppe dar. Dabei zeigten sich an Tag 1 unférmige Spharoide
mit unscharfer Begrenzung, bei denen man die HA-Partikel deutlich erkennen konnte. Die
Vitalitdt war noch recht hoch. An Tag 7 waren die Sphéaroide zu Aggregaten zerfallen, die
gleichviele lebende wie tote Zellen aufwiesen. An Tag 14 waren die Aggregate jedoch zu
einzelnen Zellen und Partikelkdrnern zerfallen. Es zeigten sich nur noch wenige vitale,
aber viele tote Zellen. An Tag 21 lieRen sich kaum noch vitale Zellen finden. Die
Ergebnisse der lebend-tot Aufnahmen der MSCs zeigten eine Ubereinstimmung mit den
lebend-tot Aufnahmen der ASC-Spharoide mit HA (Abbildung 22). In beiden Féllen
zerfielen die Sphéaroide der HA-Gruppe nach 21 Tagen in einzelne Zellen.

Abbildung 31 sind die Sphéaroide der Stanfieldite Gruppe. Sowie schon bei Abbildung 23
der ASC-Sphéaroide, zeigte sich auch hier ein stark ausgepragtes griines Signal tiber einen
Zeitraum von 21 Tagen. Die Anzahl der toten Zellen blieb an allen Tagen durchgehend
niedrig. Zusammenfassend erschien die Morphologie der SF-Sphéaroide (Abbildung 31),
wie schon bei der Kontrollgruppe (Abbildung 29) zuvor, homogen und rund bis leicht oval.
Die Ergebnisse der lebend-tot Aufnahmen der MSC waren im Allgemeinen ahnlich wie die
der ASC-Spharoide. In beiden Gruppen lieRen sich sowohl in der Kontrollgruppe
(Abbildung 21 vgl. Abbildung 29) als auch in der SF-Gruppe (Abbildung 23 vgl. Abbildung
31) homogene, runde und formstabile Spharoide mit einer hohen Vitalitat beobachten.
Hingegen zerfielen die Spharoide der HA-Gruppen bei beiden Zellarten tber den ersten

Tag hinaus zu Aggregaten bis hin zu einzelnen Zellen (Abbildung 22 vgl. Abbildung 30).
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Calcein-AM (live) Ethidium (dead) Merged

TAG 1

TAG 7

TAG 14

:
L

Abbildung 29: Lebend-tot Aufnahmen der MSC-Spharoide tiber einen Zeitraum von 21
Tagen. Fluoreszenzbilder der MSC-Spharoide mit einer Zellanzahl von 3000 an den Tagen
1, 7, 14, 21. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt und tote Zellen mit
Ethidum rot. Tag 14 Mal3stabsbalken: 50 um. Tage 1, 7, 21 Mal3stabsbalken: 100 pm.

TAG 21
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Calcein-AM (live) Ethidium (dead) Merged

Abbildung 30: Lebend-tot Aufnahmen der MSC-Sphéaroide mit Hydroxylapatit tber
einen Zeitraum von 21 Tagen. Fluoreszenzbilder der MSC-Sphéroide mit einer Zellanzahl
von 3000 an den Tagen 1, 7, 14, 21. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt

und tote Zellen mit Ethidum rot. Tage 1, 7, 14 Malistabsbalken: 100 pm, Tag 21
Mafstabsbalken: 50 um.



4 ERGEBNISSE

Calcein-AM (live) Ethidium (dead) Merged

Abbildung 31: Lebend-tot Aufnahmen der MSC-Spharoide mit Stanfieldite Gber einen
Zeitraum von 21 Tagen. Fluoreszenzbilder der MSC-Spharoide mit einer Zellanzahl von
3000 an den Tagen 1, 7, 14, 21. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt und
tote Zellen mit Ethidum rot. Tage 1, 7, 14 Maf3stabsbalken: 100 um, Tag 21 MaR3stabsbalken:
50 pm.

4.4.3 pH-Wert-Analyse

Um den Einfluss von HA und SF auf den pH-Wert zu charakterisieren, wurde einmalig von
21 Tage alten MSC-Spharoide das Medium entnommen und der pH-Wert gemessen. Dies
sollte ausschlie3en, dass ein zu saurer oder zu basischer pH eine mdgliche Avitalitat bei
den Sphéaroiden verursachte.

Folgende pH-Werte wurden einmalig gemessen: bei der Kontrollgruppe 7,997, HA 8,031

und SF 8,019. Alle pH-Werte waren in einem neutralen pH-Wert-Bereich zwischen 7,0 und
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10,0. Somit kann ein negativer Einfluss der Biokeramik-Partikel auf die Vitalitat der

Spharoide ausgeschlossen werden.

4.4.4 Quantitative Real-Time PCR

Im nachfolgenden Experiment wurde eine gPCR der MSC-Sphéaroide durchgefiihrt, um
eine mdgliche osteogene Differenzierung durch die SF-Partikel nachweisen zu kénnen.
Dabei wurden osteogene Marker wie ALPL, SPP1 und DKK1 untersucht, welche wichtige
Proteine im Knochenstoffwechsel sind®. Zusatzlich wurde das Housekeeping-Gen
untersucht, das in allen Zellen konstant exprimiert wird und als Referenzgen dient, um die
anderen Gene zu normieren.

ALPL ist ein enzymatisches Protein, das im Knochenstoffwechsel eine wesentliche
Funktion erfullt®. Es ist ein friiher osteogener Marker. Es spielt eine entscheidende Rolle
bei der Mineralisierung des Knochens, indem es anorganisches Phosphat aus
organischen Verbindungen im Knochen freisetzt. Dieser Prozess ist von grundlegender
Bedeutung fur die Bildung und Festigkeit des Knochens®.

SPP1 ist ein saures Glykoprotein, das in verschiedenen Geweben, einschlief3lich
Knochen, exprimiert wird®. Es spielt eine bedeutende Rolle in der Knochenhomoostase,
das heif3t, es ist entscheidend fiir das Gleichgewicht der Knochenbildung und
-resorption®®.

DKK1, auch als Protein Dickkopf-1 bezeichnet, ist ein bedeutender Regulator des Wnt-
Signalwegs, einem zellularen Signalweg, der die Zelldifferenzierung und -proliferation
reguliert. DKK1 fungiert als Inhibitor dieses Signalwegs und hemmt somit die Aktivierung
des Wnt-Signalwegs®®. Dadurch kénnen komplexe Prozesse in der Zelldifferenzierung und
Knochenhoméostase beeinflusst werden®®.

Vorweg sei angemerkt, dass die Werte der SF-Gruppe, die im Differenzierungsmedium
kultiviert wurde, am Tag 21 fehlen, da es nicht moglich war, RNA zu isolieren.

Die Expression des ALPL (Abbildung 32, A) war an Tag 21 im Vergleich zu den Tagen 7
und 14 sowohl bei der Kontrollgruppe als auch bei der SF-Gruppe kultiviert in CM hoch.
Dabei lag die Expression der SF-Gruppe im Allgemeinen unterhalb der von der
Kontrollgruppe.

Die ALPL Aktivitat war bei der SF-Gruppe kultiviert in DM an Tag 21 besonders hoch im
Vergleich zu den Tagen 7 und 14. Die Kontrollgruppe kultiviert in DM war an Tag 14 hoher
alsanTag 7.

Vergleicht man die ALPL-Aktivitat der Gruppen, die in CM kultiviert wurden, mit jenen, die
in DM kultiviert wurden, so zeigte sich an Tag 7 eine héhere Aktivitat in der CM-Gruppe.

Hingegen war die Aktivitdt an den Tagen 14 und 21 in der DM-Gruppe hoher.
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Die Expression des SPP1 (Abbildung 32, B) war bei der SF-Gruppe kultiviertin CM an Tag
7 sehr niedrig und ist an den Tagen 14 und 21 besonders hoch gewesen. Hingegen war
die Aktivitat bei der Kontrollgruppe kultiviert in CM an allen Tagen sehr niedrig.

Die SPP1 Aktivitat war bei der SF-Gruppe kultiviert in DM an Tag 7 hoch im Vergleich zu
den Tagen 14 und 21. Die Kontrollgruppe kultiviert in DM zeigte an allen Tagen eine
ahnlich niedrige Aktivitat.

Vergleicht man die SPP1 Aktivitat der Gruppen, die in CM kultiviert wurden, mit jenen, die
in DM kultiviert wurden, so zeigte sich lediglich an Tag 7 eine hohere Aktivitat in der DM-
Gruppe. Hingegen zeigten sich an den Tagen 14 und 21 eine erhhte Aktivitat in den CM-
Gruppen. Im Allgemeinen zeigen die Sphéroide der SF-Gruppe eine erhohte SPP1
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Expression von DKK1 (Abbildung 32, C) war sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
der SF-Gruppe, die in CM kultiviert wurden, an allen Tagen sehr gering.

In den Gruppen, die in DM kultiviert wurden, war die DKK1-Aktivitat an Tag 7 nahezu nicht
nachweisbar. Hingegen war sie an den Tagen 14 und 21 auffallig hoch. Dabei war die
DKKZ1-Aktivitat in der Kontrollgruppe, die in DM kultiviert wurde, an Tag 14 hoher als die
in der SF-Gruppe, die ebenfalls in DM kultiviert wurde.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass nur in den Gruppen, die in DM kultiviert
wurden, eine erkennbare DKK1-Aktivitdt messbar war.

Alles in allem lie3en sich osteogene Marker (ALPL, SPP1, DKK1) in allen Gruppen
nachweisen. Allerdings konnten keine eindeutigen GleichmaRigkeiten in Bezug auf den

Nachweis von osteogenen Markern in einer der Gruppen beobachtet werden.
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Abbildung 32: gPCR MSC-Sphéroide. Die Diagramme stellen die Aktivitat (Einheit:
units/ugDNA) der osteogenen Marker (A) ALPL, (B) SPP1, (C) DKK1 der MSC-Sphéroide
(ohne Stanfieldite und mit Stanfieldite-Partikel) Gber einen Zeitraum von 21 Tagen dar. Dabei
wurden die osteogenen Marker in den folgenden Gruppen untersucht, Probe Nr.: (1)
Kontrollgruppe (Ktr.) in Kontrollmedium (CM) an Tag 7, (2) Stanfieldite in CM an Tag 7, (3)
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Ktr. in Differenzierungmedium (DM) an Tag 7, (4) Stanfieldite in DM an Tag 7, (5) Ktr. in CM
an Tag 14, (6) Stanfieldite in CM an Tag 14, (7) Ktr. in DM an Tag 14, (8) Stanfieldite in DM
an Tag 14, (9) Ktr. in CM an Tag 21, (10) Stanfieldite in CM an Tag 21, (11) Stanfieldite in
DM an Tag 21. Die Werte der Stanfieldite-Gruppe in Differenzierungsmedium an Tag 21
fehlen. Die Messwerte wurden auf das Housekeeping-Gen normiert. n=1.
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5 DISKUSSION

Gegenstand dieser wissenschaftlichen Arbeit war es, Sphéroide zu entwickeln und zu
etablieren, die Hydroxylapatit- und Stanfieldite-Partikel enthalten und die Eigenschaften
und das Verhalten des nattirlichen Knochens imitieren sollten. Dabei waren Erkenntnisse
aus in vitro Versuchen von grof3er Bedeutung, da sie Informationen Uber die Vitalitat,
Morphologie sowie die Zellproliferation und -differenzierung der Spharoide lieferten.
Zudem wurde zuvor die Eignung der verwendeten Biokeramik-Partikel untersucht. Das
Hauptziel bestand in der biologischen Evaluation der Sphéaroide, um ihre potenzielle
Verwendbarkeit als vielversprechende Alternative zu herkdmmlichen biologischen und
synthetischen KEM fiir die regenerative Medizin und das Tissue Engineering zu

untersuchen.

5.1 Biokeramik-Partikelanalyse

Zunachst wurden die verwendeten Pulver untersucht, um ihre Eignung fir die
Spharoidherstellung zu Uberprifen. Hierfir wurden optische Mikroskop-, REM- und EDX-
Aufnahmen angefertigt sowie XRD- und ICP-Analysen der Pulver durchgefihrt.

Die XRD-Methode ist eine zuverlassige und weit verbreitete Technik zur Charakterisierung
von Pulvern in zahlreichen Forschungsarbeiten®” &, Die XRD-Analyse der Pulver
ermoglichte eine eindeutige Zuordnung der Mineralien Hydroxyapatit und Stanfieldite. Die
optischen Mikroskop- und REM-Aufnahmen lieferten einen umfassenden Eindruck von der
Morphologie und Beschaffenheit der Pulver. Zwar sollten urspringlich detaillierte REM-
Aufnahmen der einzelnen Partikelkérner gemacht werden, doch aufgrund der Feinheit der
Pulver war dies nicht mdglich. Nichtsdestotrotz wurden durch die REM-Aufnahmen beim
HA-Pulver deutlich unterschiedliche PartikelgréRen und gréRere Pulveragglutinationen
festgestellt, wahrend das SF-Pulver gleichgrof3e Korngroé3en aufwies.

Kim und Adachi (2019) konnten belegen, dass die rdumliche Anordnung und das
Zusammenspiel der Zellen innerhalb eines Sphéaroids die Umwandlung von
osteoblastenéahnlichen Zellen in Osteozyten fordern kann, was einen wichtigen Schritt in
der Knochenbildung und -erhaltung darstellt®®. Darliber hinaus wurde in einer Vielzahl von
wissenschaftlichen Veroffentlichungen, wie beispielsweise den Arbeiten von Park et al.
(2019), Hohenbild et al. (2021), Hussain et al. (2014) und Yuan et al. (2019), belegt, dass
die kontrollierte Freisetzung von Calcium-, Magnesium- und Phosphat-lonen eine
bedeutende Forderung der Knochenregeneration bei MSCs bewirken konnen®-°2 In
diesem Zusammenhang erwies sich die Analyse der lonenfreisetzung mittels ICP als

besonders bedeutsam. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass das HA-Pulver eine
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kontinuierliche Freisetzung von Calcium- und Phosphat-lonen ermdglichte, wahrend das
SF-Pulver sowohl Calcium-, Magnesium- als auch Phosphat-lonen in die Umgebung
abgab. Es wurde angenommen, dass die enge Zell-Partikel-Interaktion im Sphéroid zu
einer verbesserten Aufnahme der lonen durch die Zellen flihrte. Diese gesteigerte
Aufnahme wiederum sollte die Signallbertragung intensivieren und die Differenzierung
der Zellen zu osteogenen Zellen férdern. Dadurch sollte die Bildung von neuem
Knochengewebe nachhaltig unterstitzt werden.

An dieser Stelle ist wichtig zu erwahnen, dass die Resultate der ICP-Messungen beziiglich
der lonenfreisetzung in dieser wissenschaftlichen Arbeit signifikant erhdht waren. Diese
Beobachtung lief3 sich darauf zurtickfiihren, dass bei der Probenentnahme mittels Pipette
einige Pulverpartikel mit aufgenommen wurden, die vom ICP erfasst wurden und somit zu
einer Verfalschung der Ergebnisse gefiihrt haben kénnten. Aus diesem Grund wird
dringend empfohlen, die Flissigkeit vor der Messung durch den Einsatz von Ultrafiltration
zu klaren.

Eine weitere Publikation im Zusammenhang mit ICP und Spharoiden wurde von Theiner
et al. veroffentlicht®®. In dieser Studie wurden Sphéroide mithilfe der Laserablation-induktiv
gekoppelten Plasma-Massenspektrometrie (LA-ICP-MS) analysiert®®. Diese fortschrittliche
Technik ermdglicht die Analyse von Festproben und die Untersuchung der
Spurenelement- oder Metallisotopenverteilung in Geweben®. Folglich ware in dieser
Arbeit eine LA-ICP-MS-Analyse der Spharoide aufschlussreich gewesen, um ggf. weitere
Erkenntnisse Uber die rdumliche Verteilung von Magnesium-, Calcium- und Phosphat-
lonen in den Spharoiden zu erhalten. Durch die Analyse dieser Elemente kdnnte man
besser verstehen, wie sich diese wichtigen Mineralien in den verschiedenen Bereichen
der Spharoide anreichern und welche Auswirkungen dies auf die Zellaktivitat und -funktion
haben kénnten.

Ferner konnten die EDX-Aufnahmen die Annahme bestétigten, dass HA aus den
Elementen Calcium und Phosphat und SF aus Calcium, Magnesium und Phosphat
zusammengesetzt waren. Somit wurden die Ergebnisse des ICP durch den Vergleich mit
den Ergebnissen der EDX-Aufhahmen verifiziert.

Alles in allem liel3 sich aufgrund der Ergebnisse der unterschiedlichen Analyseverfahren
kritisch auf die Eignung des HA-Pulvers schlieen. Die inhomogene Pulverstruktur erwies
sich im Nachhinein als hinderlich fur die Sphéaroidherstellung und fiihrte vermutlich
aufgrund grolRerer Partikel zu Problemen bei der Zelladhasion. Diese Problematik wird im

spateren Verlauf detaillierter erlautert (Kapitel 5.4.4). Im Gegensatz dazu erwies sich die
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Pulverbeschaffenheit des SF-Pulvers als durchaus geeignet fur die Spharoidherstellung,

da es feine, homogene Partikel aufwies, die der Spharoidentstehung forderlich waren.

5.2 Herstellung der Sphéaroide

Um eine stets gleichbleibende Menge an Biokeramik-Partikeln fir die Herstellung der
Sphéaroide zu gewabhrleisten, war es entscheidend, eine zuverlassige und reproduzierbare
Methode zu finden. Im Verlauf dieser Prozessoptimierung wurden verschiedene Ansatze
getestet, darunter die Zellz&hlung mittels Casy (OMNI Life Science GmbH), der Neubauer-
Zahlkammer und des T4-Cellcounters. Allerdings erwies sich die Zellzdhlung mittels Casy
als unzureichend, da das Geréat nicht in der Lage war, anorganische Partikel zu erfassen.
Die optische Zellzdhlung mittels Neubauer-Zahlkammer und T4-Cellcounter gestaltete
sich selbst nach starken Verdiinnungen des Pulvers (1:100) praktisch unmdglich, da die
Partikelmenge zu hoch war, um sie optisch zu zahlen. Einen optischen Eindruck Uber die
massiv untbersichtliche Partikelanzahl ist in Abbildung 5 zu sehen. Aus diesem Grund
erwies sich die zuverlassigste und reproduzierbarste Methode darin, die Biokeramik-
Partikel nach Gewicht zu dosieren. Dieser Ansatz ermoglichte es, den Anteil der
Biokeramik-Partikel immer konstant zu halten. Ebenso verwendeten Wang et al. (2016) in
ihrer Studie das Verfahren der gewichtsbasierten Zugabe von HA-Partikeln zu den

Zellaggregaten.®.

In dieser wissenschatftlichen Arbeit wurde die Sphéaroidherstellung mithilfe von Micromolds
durchgefuhrt. Im nachfolgenden Absatz soll nachvollzogen werden kénnen, weshalb diese
Methode ausgewahlt wurde und welche Alternativen es gegeben héatte. Durch diese
umfassende Analyse soll ein besseres Verstandnis fur die optimale Auswahl und
Anwendung der Sphéroidherstellungsmethoden gewonnen werden.

Grundsatzlich wurden fur diese experimentelle Arbeit groRe Mengen an Spharoiden
bendtigt, die méglichst homogen sein sollten, d.h. sie sollten dieselbe Zellzahl, Form und
denselben Partikelanteil aufweisen, um einen Vergleich zwischen den Gruppen zu
ermoglichen. Aus diesem Grund musste eine Methode gewéhlt werden, die einerseits eine
hohe Reproduzierbarkeit der Sphéaroide gewahrleisten konnte und gleichzeitig moglichst
kostengiinstig war. Metzger et al. (2021) verglich und erlauterte mehrere
Spharoidherstellungstechniken®,

Die Tropfenkulturmethode (engl. hanging drop method) ist eine einfache, kostengtinstig
Methode der Spharoidherstellung, die keine spezielle Ausristung erfordert. Allerdings ist
die Kontrolle tiber Grof3e und Form der Spharoide schwierig, da Zellen potenziell an der

GefaRoberflache verloren gehen kénnen®. Aus diesem Grund schied diese Methode
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aus®. Ahnlich sehen auch die Vor- und Nachteile bei der Methode mittels zellabweisenden
Zellkulturflaschen (engl. low-adhesion methode) aus®. Diese bietet zwar eine kontrollierte
Umgebung fur die Sphéaroidbildung, hohe Durchsatzrate und gleichmafige
Zellverteilung®. Jedoch ist auch hier die Kontrolle tiber GroRe und Form der Spharoide
schwierig, da auch hier durch Zelladhdsion an der Plattenoberflache es zu Zellverlust
kommen kann®. Zudem ist die Spharoidentnahme fir weitere Experimente schwierig, was
auch diese Methode als ungeeignet darstellte®®, da mit den Sphéaroiden diverse
Experimente durchgefuhrt werden sollten. Die Sphéroidherstellung via bioprinting
ermdglicht zwar eine hohe Produktion in kurzer Zeit, ist jedoch kostenintensiv und
technisch komplex®.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode mittels Micromolds bot prazise Kontrolle tber
GroRe, Form und Anordnung der Spharoide® und Uber den Biokeramik-Partikelanteil.
Zudem war sie kostenguinstig und einfach in der Spharoidentnahme®®. Der Nachteil dieser
Methode bestand in dem hohen zeitlichen Aufwand, der durch die Herstellung und
Sterilisation der Micromolds entstand und es kam gelegentlich zu Kontaminationen, daher
missen die Sterilisationsschritte strikt eingehalten werden und Micromolds sollten mit
sterilen Pinzetten direkt in die Wellplatten eingesetzt werden (Kapitel 3.3). Auch bestand
das Risiko, dass die Agarose Micromolds beim Entnehmen der Micropillars rissen, deshalb

waren bei der Herstellung Fingerspitzengefiihl und Geduld wichtig.

5.3 Optimalisierung der Sphéroide

Im nachsten Schritt wurde sowohl die optimale Zellzahl als auch der geeignete
Partikelanteil fir die Sphéaroide bestimmt. Das Ziel bestand darin, runde und stabile
Spharoide zu erzeugen, die trotz Zugabe von Partikeln ihre Form behielten und
lebensfahig blieben. Zur Beurteilung der Sphéaroide wurden optische Mikroskop
Aufnahmen, histologische Préparate und lebend-tot Aufnahmen nach 24 Stunden
angefertigt.

Mit den optischen Mikroskop Aufnahmen konnte einfach und schnell ermittelt werden, ob
sich Sphéaroide gebildet hatten. Sowie bei Metzger et al (2011) konnte auch in dieser Arbeit
eine Sphéaroidformation innerhalb von 24 Stunden nachgewiesen werden (Abbildung 13:
Spharoide mit variablen Biokeramik-Partikelanteilen). Wenn dies nicht der Fall war,
bildeten sie sich auch nach diesem Zeitpunkt nicht mehr aus (siehe Abbildung 12:
Fehlgeschlagene Sphéaroidbildung). Daher erwies sich die Bestimmung einer erfolgreichen
Spharoidbildung mittels optischem Mikroskop als durchaus zuverlassig. In
wissenschaftlichen Arbeiten wurde behauptet, dass die Sphéaroidentstehung zwar

innerhalb von 24 Stunden erfolgt, ihre vollstandige Stabilitét hingegen erst nach weiteren
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24 bis 48 Stunden erreicht werden soll®> %, In dieser Arbeit konnte die letztere Aussage
widerlegt werden, da die ASC- und MSC-Sphéaroide nach 24 Stunden erfolgreich aus den
Micromolds flr weitere Experimente entnommen werden konnten und dabei ihre Form und
Vitalitét beibehielten.

Ferner lag der Verdacht nahe das Ruckstdnde von Trypsin oder Ethanol die
Spharoidformatierung verhindert haben kodnnten wie bei den Sphéroiden aus der
Abbildung 12 zu sehen. Hier liel3 sich keine definierte Kontur und kompakte Struktur
erkennen und beim Versuch der Entnahme zerfielen die Aggregate in einzelne Zellen. Es
konnte jedoch auch sein, dass die Zellvitalitdét durch Pipettierstress beeinflusst und
dadurch die Fahigkeit der Zellen zur Adhasion beeintrachtigt wurde®,

Die optischen Mikroskop-Aufnahmen (Abbildung 10) zeigten bei einer Zellzahl von 3000
Zellen pro Sphéaroid die besten Ergebnisse, da hier eine zufriedenstellende, runde und
kompakte Struktur beobachtet werden konnte. Die Auswahl dieser Zellzahl erwies sich als
vorteilhaft fir die weiteren Experimente, da im Vergleich zu einer Zellzahl von 6000 pro
Spharoid deutlich weniger Zellen kultiviert und bendtigt wurden. Zusatzlich konnte davon
ausgegangen werden, dass die Spharoidgré3e ausreichend fir die Aufnahme der ca. 3-5
um groRRen Partikel sein konnte.

Bei den Sphéaroiden mit verschiedenen Biokeramik-Partikelanteilen (Abbildung 13) erwies
sich ein Partikelanteil von 3 ug pro Spharoid als geeignet. Dadurch reduzierte sich die
Anzahl freier Partikel in der Peripherie, wahrend dennoch ausreichend Partikel vorhanden
waren, ohne die Adhésion der Zellen negativ zu beeinflussen.

Die Histologie sollte wichtige Informationen Gber den Sphéaroidaufbau und den Einbau der
Biokeramik-Partikel liefern.

Wahrend der histologischen Untersuchung stellte sich die Handhabung der Spharoide als
auBerst komplex und herausfordernd dar. Die nur geringe Grof3e erschwerte,
insbesondere bei der Kontrollgruppe mit geringem Volumen, die Herstellung von
Schnittpraparaten. Das leichte Gewicht der Spharoide filhrte wahrend der
Zwischenschritte (Fixierung und Farbung) zu unbeabsichtigter Aspiration und zum
Sphéaroidverlust, insbesondere bei den leichten Sphéaroiden der Kontrollgruppe. Bei
Spharoiden mit Biokeramik-Partikeln trat dieses Problem weniger auf, da sie grof3er und
schwerer waren. Zudem flUhrte die Vielzahl an Gruppen und unterschiedlichen
histologischen Farbungen zu einem hohen Aufwand, da eine grof3e Anzahl von
Schnittpraparaten bendotigt wurde. Zusatzlich erschwerte die runde Sphéaroidstruktur die
Analyse, da die Schnitte unvorhersehbar im Zentrum oder in der Peripherie gemacht

wurden, was die Vergleichbarkeit der Spharoiddurchmesser zwischen den Gruppen
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nahezu unmoglich machte. Ferner stellte sich die individuelle Anpassung des
Farbeprotokolls an die Sphéroide als Herausforderung dar, da die Einwirkzeit der
Farbemittel fur die feinen, kleinen Spharoidschnitte sonst zu lang gewesen ware.

Von allen drei Farbungen lieferte die H & E Farbung einen guten Uberblick tiber den
Spharoidaufbau und zeigte eine erfolgreiche Partikeleinlagerung (Abbildung 15, weil3e
Pfeile).

Die von Kossa Farbung (Abbildung 17) zeigte nur bei der HA-Gruppe eine deutlich
erkennbare Partikeleinlagerung. Die Aufnahmen der SF-Gruppe waren nicht verwertbar.
Die Alizarin Farbung (Abbildung 16) erwies sich als ganzlich unbrauchbar, da trotz einer
stark verkurzten Einwirkzeit keine zufriedenstellenden Ergebnisse in den drei Gruppen
erzielt werden konnten. Folglich sollten die von Kossa- und Alizarin-Farbungsmethoden
weiterhin fur die Sphéaroide optimiert werden, um die Partikeleinlagerung im Spharoid
detailliert darstellen und visualisieren zu kénnen.

Das urspringliche Ziel der Histologie war es, den ansteigenden Partikelanteil in den
Spharoiden mittels der Farbungen der histologischen Schnitte sichtbar zu machen. Aber
die Ergebnisse der histologischen Aufnahmen konnten nur unzureichende
RegelmaRigkeiten hinsichtlich des Partikelanteils liefern.

Andere wissenschaftliche Arbeiten wie von Baraniak et al. konnten auch mittels der H & E-
Farbung die Einlagerung von Mineralpartikeln in den Spharoiden veranschaulichen®.
Hingegen konnten Bratt-Leal et al. (2011) in ihrer H & E Farbung die Einlagerung von
Mikropartikeln in den Spharoiden nicht nachweisen®., In der Studie von Wang et al. (2016)
wurde mittels der histologischen Farbungen Alizarin und von Kossa der Einbau der Partikel
und die durch sie herbeigefiihrte osteogene Differenzierung an Tag 14 nachgewiesen®*.
Hierbei wurden partikelbeladene Sphéroide miteinander verglichen, die entweder in
Kontroll- oder Differenzierungsmedium kultiviert wurden®. Die Spharoide, die mit
Differenzierungsmedium kultiviert wurden, zeigten dabei eine deutliche Ablagerung von
Calcium und Phosphat innerhalb des Sphéaroids®.

Daruber hinaus konnten Bratt-Leal et al. (2011) mit Hilfe von immunhistologischen
Farbungen zeigen, dass selbst bei Zellaggregaten mit nur einem geringen Anteil an
Mikropartikeln die Gen- und Proteinexpression von phanotypischen Markern signifikant
beeinflusst wurde!®. Dies deutet darauf hin, dass die Differenzierung von pluripotenten
Stammzellen zu spezifischen Zelllinien gezielt beeinflusst wurde, wie durch die
Veranderungen in der Expression dieser spezifischen Marker deutlich wurde®,

Eine immunhistologische Untersuchung der Sphéroide mit und ohne Partikel, unter

Verwendung verschiedener Marker wie Runx2, Osteocalcin, Osteopontin und Alkalische
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Phosphatase, ware daher aufschlussreich gewesen. Durch solche Untersuchungen
koénnten Erkenntnisse gewonnen werden, wie und ob die Mikropartikel die Ausrichtung der
Stammzellen zu osteogenen Zelllinien beeinflussen.

Schlussfolgernd ware eine umfassende Analyse der Partikeleinlagerung und der
osteogenen Differenzierung durch die Histologie mittels der von Kossa-Farbung Uber
einen Zeitraum von mindestens drei Wochen hinaus empfehlenswert gewesen. Durch
diese langere Zeitspanne hatte man die osteogene Differenzierung in einem
fortgeschritteneren Stadium beobachten und mit der Anfangsphase vergleichen kénnen,
um einen detaillierten Eindruck (ber die osteogene Differenzierung innerhalb des
Sphéroids zu erlangen.

Die kugelférmige Morphologie von Sphéaroiden wirft stets Fragen zur Zellvitalitat auf, da
sie oft einen nekrotischen und schlecht versorgten Zellkern im Vergleich zu den Zellen in
der Peripherie aufweisen®. Aus diesem Grund ist die lebend-tot Aufnahmetechnik in der
Sphéaroidforschung beliebt und findet haufig Anwendung.

Zudem ist der Einsatz dieser Technik von besonderem Interesse in Hinblick auf das
Hinzufligen von Partikeln zu den Sphéaroiden, da dadurch deren Einfluss auf die Zellvitalitat
untersucht werden kann.

Die lebend-tot Aufnahmen (Abbildung 14) der ASC-Sphéroide zeigten insgesamt runde,
formstabile und vitale ASC-Sphéaroide in allen Gruppen nach 24 Stunden. Besonders
erwdhnenswert ist der aufféllig kleine Durchmesser der Spharoide in der Kontrollgruppen
im Vergleich zu den Spharoiden mit Biokeramik-Partikelanteilen, welche einen gréReren
Durchmesser aufwiesen. Das groRBere Zellvolumen der Spharoide mit Biokeramik-
Partikelanteilen wiederum liel3 sich durchaus auf den Einbau der Partikel im Sphéroid
zurtckfuhren.

Zusammenfassend liel3 sich nach 24 Stunden keinen Unterschied in Bezug auf die
Zellmorphologie und -vitalitat zwischen den Gruppen feststellen, was belegte, dass die
Partikel keinen negativen Einfluss auf die Sphéaroide hatten.

Es waére sicherlich sinnvoll gewesen, die Laufzeit fur den lebend-tot Versuch auf einen
Zeitraum von drei Wochen auszuweiten. Allerdings wéare der damit verbundene materielle

und zeitliche Aufwand relativ hoch gewesen.

5.4 Hauptversuche mit den Spharoiden

Um im weiteren Verlauf einen Vergleich zwischen den ASC-/ MSC-Sphéaroiden mit einer
Zellzahl von 3000 in den verschiedenen Gruppen (Kontroll-, HA-, SF-Gruppe) zu
ermoglichen, wurden verschiedene Untersuchungsmethoden angewandt. Die

Durchmesser wurden mithilfe von optischen Mikroskop-Aufnahmen bestimmt, wahrend
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die Zellvitalitat mittels lebend-tot Aufnahmen und der Zellstoffwechsel mittels WST-8
analysiert wurden. Zusatzlich wurden REM- und EDX-Aufnahmen verwendet, um die
Spharoid-Zusammensetzung und Morphologie zu untersuchen. AbschlieRend wurde eine
gPCR mit den MSC-Sphéroiden durchgefuhrt. Diese umfassenden Analysen trugen dazu
bei, ein detailliertes Verstandnis der Spharoideigenschaften in den jeweiligen Gruppen zu
erlangen und deren Eignung flr spezifische Anwendungen im Tissue Engineering zu

bewerten.

5.4.1 Spharoiddurchmesser
Im Verlauf von 21 Tagen wurden optische Mikroskop-Aufnahmen gemacht (Abbildung 19),

die eine umfassende Analyse mdglicher Durchmesseranderungen ermdglichten. Zur
Vermessung wurde die ImageJ-Software verwendet, die bereits in zahlreichen
wissenschaftlichen Arbeiten zur Spharoidmessung eingesetzt wurdel®1%3, Alternativ gabe
es noch eine Erweiterung von ImageJ namens SpheroidJ, entwickelt von Lacalle et al.2°2,
Bezlglich des Durchmessers konnte in der HA-Gruppe keinerlei Veranderung festgestellt
werden, was darauf hindeutete, dass sich keine Spharoide gebildet hatten. Diese
Vermutung wird unter anderem bei der Diskussion der lebend-tot Aufnahmen erlautert und
bestatigt. Bei den ASC-Sphéroiden der Kontroll- und SF-Gruppen wurden hingegen
Durchmesserreduktionen von bis zu 30 % beobachtet (Abbildung 19). Die GréfR3e der
Spharoide mit eingebetteten Mikropartikeln war dabei grof3er als die ohne, was auch in
einer anderen Studie beobachtet werden konnte%4.

Die Schrumpfungen lie3en sich auf unterschiedliche Hypothesen zurtickfiihren. Zum einen
konnte eine verstarkte Zelladhdsion wéahrend des Kaultivierungsprozesses zu einer
Verdichtung innerhalb des Sphéaroids fihren und so zu einer Verringerung des
Durchmessers beitragen. Zum anderen konnte der Zelltod im Sphéroid, der durch
Néahrstoffmangel oder unginstige Umweltbedingungen verursacht wurde, zu der
Schrumpfung beigetragen haben. Allerdings wurde diese letztere Hypothese mittels der
lebend-tot Aufnahmen widerlegt, da kaum tote Zellen erkennbar waren. Somit deutet alles
darauf hin, dass sich die Spharoidkomprimierung aufgrund der verstarkten Zelladhasion
und moglicherweise schwindender Lufteinschliisse erklaren liel3e.

In der Publikation von Kim et al. (2018) wurde ebenfalls eine Abnahme der Sphéroidgrol3e
im Laufe der Zeit festgestellt'®®. Diese Abnahme wurde auf zwei Faktoren zurtickgefiihrt®,
Zum einen auf eine verstarkte Zell-Zell-Interaktion, die im Verlauf der Zeit zunimmt und
eine Komprimierung des Sphaéroids verursacht!® 1%, Zum anderen wurde nachgewiesen,
dass die Zellproliferation wahrend der osteogenen Differenzierung im Sphéaroid gestoppt

wurde, was ein weiteres Wachstum des Spharoids verhinderte!®®. Deynoux et al. (2020)
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konnte auch eine Schrumpfung der MSC-Sphéaroide beobachten und fiihrte dies auf
Autophagie und Apoptose in den MSCs zurtick® 107 Luo et al. (2021) konnten ebenfalls
eine Verbindung zwischen zunehmendem Zelltod und dem Schrumpfen des Sphéaroids
feststellen!®, Dariliber hinaus konnte Koudan et al. (2020) nachweisen, dass das Ausmaf}
der Durchmesseranderung stark von der Zellart und der Reifungszeit der Zellen abhéangt.

Das bedeutet, dass je nach Zelltyp einige Spharoide starker schrumpfen als andere!®®,

5.4.2 Lebend-tot Aufnahmen

Die lebend-tot Aufnahmen der ASC- und MSC-Sphéroide in den verschiedenen Gruppen
(Kontroll-, HA-, SF-Gruppe) gaben einen Uberblick tiber die Vitalitat und Morphologie der
Spharoide. Zusétzlich konnte ein Eindruck dariiber gewonnen werden, ob die Biokeramik-
Partikel die Vitalitat negativ beeinflussen. Beziiglich der Form und Vitalitat zeigen die ASC-
und MSC-Sphéroide der Kontroll- und SF-Gruppen bis Tag 21 eine runde, stabile Form
und eine durchgehende Vitalitat. Eine auffallige Durchmesserreduktion, wie bei den
optischen Mikroskop Aufnahmen, lief3 sich nicht belegen.

Erwahnenswert sind an dieser Stelle die lebend-tot Aufnahmen der HA-Gruppe beider
Zelllinien. An Tag 1 waren bei beiden Zelllinien unférmige Spharoide zu erkennen und bei
genauerer Betrachtung waren dunkel erscheinende gréf3ere Pulverpartikel sichtbar. An
den Tagen 7, 14 und 21 waren nur noch vereinzelte, vitale Zellen zu sehen, und es waren
keine Sphéroide mehr vorhanden. In Kapitel 5.4.4 werden die Griinde fur die misslungene
Sphéaroidbildung der HA-Gruppe thematisiert.

Auch in anderen Studien wurden lebend-tot Aufnahmen von Sphéroiden mit Partikeln
angefertigt. In den Studien Wang et al. (2016), Bratt-Leal et al. (2011) und Baraniak et al.
(2012) haben die lebend-tot Aufnahmen bestatigt, dass die eingebauten Mineralpartikel in
den Spharoiden keinen Einfluss auf die Zellviabilitat hatten®* 1%, Ferner empfahlen
Koudan et al., einen maximalen Spharoiddurchmesser von 200 um, da darlber hinaus
das Risiko eines nekrotischen Kerns steigen wiirde!®1, Diese These wurde in diversen
Studien bestatigt'®® 112, Allerdings widerlegten die lebend-toten Aufnahmen (Abbildung 21,
Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 29, Abbildung 30, Abbildung 31) in dieser Arbeit
diese Behauptungen, da die Sphéroide trotz eines Durchmessers von tber 200 pm keinen
nekrotischen Kern aufwiesen. Stattdessen zeigten sich entweder kaum tote Zellen oder
lediglich tote Zellen, die gleichmafiig im gesamten Spharoid verteilt waren, bzw. tote Zellen
in der Peripherie. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sinnvoll wére, die optimale
SpharoidgrofRe erneut zu Uberprifen und die genauen Auswirkungen verschiedener

Durchmesser auf die Zellvitalitdt zu verstehen.
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5.4.3 Rasterelektronenmikroskop und Energiedispersive
Rontgenspektroskopie Aufnahmen

Um einen umfassenden Einblick in die Morphologie und chemische Zusammensetzung
der ASC-Spharoide zu erhalten, wurden REM- und EDX-Aufnahmen (Abbildung 26,
Abbildung 27) durchgefuhrt. Die Spharoide wurden zuvor in Eppendorf-Réhrchen
tberfuhrt (Abbildung 25). In den Kontroll- und SF-Gruppen (Abbildung 25 A, C) wurden
gut strukturierte und stabile Spharoide beobachtet, wahrend in der HA-Gruppe nur lose
Partikel und Zellen zu erkennen waren (Abbildung 25, B). Diese Beobachtungen wurden
durch die REM-Aufnahmen bestétigt. In den Kontroll- und SF-Gruppen wurden gut
geformte, runde Sphéaroide mit einer rauen, pordsen Oberflache und sichtbarer
Zelladhasion identifiziert (Abbildung 26 C, I, weil3e Pfeile). In den REM-Aufnahmen der
HA-Gruppe zeigte sich hingegen lediglich ein Pulveraggregat mit nur wenigen
anhaftenden Zellen (Abbildung 26 D, E, F).

Aufgrund eines langeren Fixierungsprozesses konnte in dieser wissenschaftlichen Arbeit
keine genaue Aussage Uber den Durchmesser der Spharoide getroffen werden und das
Fehlen von Proben zu verschiedenen Zeitpunkten verhinderte einen Vergleich. Im
Gegensatz dazu konnten Deynoux et al. (2020) eine Schrumpfung der MSC-Sphéaroide
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen mittels von REM-Aufnahmen nachweisen!®. Wie
bereits zuvor beschrieben, flhrten sie dies hauptsachlich auf Autophagie in den Zellen
zuriick?ee,

Baraniak et al. (2012) konnten auch anhand ihrer REM-Aufnahmen keinen Unterschied
zwischen den Spharoiden mit und ohne Partikel feststellen®. Dadurch konnten sie eine
problemlose Partikelintegration im Spharoid belegen, ohne eine Beeintrachtigung der Zell-

Zell-Interaktion®®.

Die EDX-Aufnahmen der Spharoide zeigten, dass die Spharoide der Kontrollgruppe
tatsachlich nur aus Zellen bestanden, wahrend die Sphéroide der SF-Gruppe deutliche
Spuren von Calcium, Magnesium und Phosphat aufwiesen, was einen erfolgreichen
Einbau von SF belegte. In den EDX-Aufnahmen der HA-Gruppe wurden hauptsachlich

Calcium und Phosphat nachgewiesen, zusammen mit nur wenigen anhaftenden Zellen.

Zusammenfassend bestatigten die REM- und EDX-Aufnahmen die Ergebnisse der
anderen Versuche, einschlief3lich lebend-tot Aufnahmen, optischer Mikroskop Aufnahmen
und Durchmesser-Diagramme, die zeigten, dass in der Kontroll- und SF-Gruppe

erfolgreich Spharoide gebildet wurden, wahrend es in der HA-Gruppe keine Spharoide
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gab (siehe Kapitel 5.4.4). Die uUbereinstimmenden Ergebnisse bezlglich der
Spharoidstruktur und - beschaffenheit sowohl in der Kontroll- als auch in der SF-Gruppe
legen nahe, dass das SF-Pulver keinerlei negativen Auswirkungen auf die Zelladhésion
der Sphéaroide hatte und auch generell keinen Einfluss auf die Zellmorphologie und -
anordnung®. Es wurde ausschlieRlich ein Unterschied in der SpharoidgroRe festgestellt.
So liel sich bei den SF-Spharoide ein groReres Volumen im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachten.

Ferner wére es aufschlussreich gewesen, Querschnitte von Spharoiden zu machen und
REM-Aufnahmen vom Innenleben der Sphéaroide zu verschiedenen Zeitpunkten, z. B. Tag
1, 14 und 21, anzufertigen, um mehr Einblick in die Zellstruktur und die Einlagerung der
Biokeramik-Partikel zu erhalten und deren Auswirkung auf den Aufbau der Sphéroide zu
verstehen.

Aufgrund ihrer geringen Grol3e gestaltete es sich als herausfordernd, geeignete und
brauchbare Querschnittbilder der Sphéaroide anzufertigen. Da durch ihre kleine Grol3e die
Fixierung und das Anschneiden erschwert wurden, was dazu fihrte, dass sich die
Sphéaroide wahrend des Prozesses losten. So konnten keine Querschnittbilder der ASC-
Spharoide der SF-Gruppe angefertigt werden und die Querschnittbilder der Kontrollgruppe
wiesen nur eine schlechte Qualitat auf und waren so nicht beispielhaft. Hingegen konnten
Baraniak et al. (2012) REM-Querschnittaufnahmen von Spharoiden mit und ohne Partikel
vorzeigen®. Beide zeigten keine Unterschiede bzgl. inrer Zellform, -organisation oder Zell-

Zell-Interaktion®.

5.4.4 Grunde fur nicht erfolgreiche Hydroxylapatit Spharoidbildung

Bei einer ganzheitlichen Betrachtung aller Ergebnisse wird offensichtlich, dass samtliche
Versuchsergebnisse — sei es durch optische Mikroskop Aufnahmen, lebend-tot
Aufnahmen, Durchmesserdiagramm oder REM-Aufnahmen — einheitlich zeigten, dass die
Sphéaroide Uber den ersten Tag hinaus zu kleinen Zellaggregaten zerfielen.

Der ausbleibende Erfolg in der HA-Gruppe liel3 sich bereits wahrend der Partikelanalyse
des Hydroxylapatits erahnen, da sich hier variierenden PartikelgréRen und groéRerer
Pulveraggregationen zeigten, die die Bildung stabiler Sphéaroide stéren koénnten. Auch
nach erneuter Nassmahlung des HA-Pulvers zeigten die lebend-tot Aufnahmen mit dem
feiner gemahlen HA-Pulver zerfallene Spharoide (Abbildung 24).

Moglicherweise konnten die gréReren Pulveragglomerate Sollbruchstellen dargestellt
haben, die beim Pipettieren der Spharoide zerfielen und somit die gesamte Stabilitat des
Spharoids beeintrachtigten. Um festzustellen, ob der Zerfall der Pulveragglomerate die

Bildung der Spharoide beeintrachtigt hat, konnte alternativ die Herstellung der Sphéroide
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unter Verwendung von gesintertem HA-Pulver erfolgen. Bei diesem Pulver bleiben die
Agglomerate stabil und zerfallen nicht wahrend des Pipettierens. Ein erfolgreicher Einbau
der gesinterten HA-Partikel wirde darauf hinweisen, dass die Zelladhasion in den
Spharoiden nicht durch gréf3ere Partikel behindert wird und dass der Zerfall der instabilen
HA-Pulveragglomerate den Zerfall der Sphéaroide verursacht haben kdnnte.

Eine andere mdgliche Ursache neben der mechanischen kdnnte biologischer Natur sein.
Das HA-Pulver ist daftir bekannt, aufgrund seiner Kristallgitterstruktur besonders viele
lonen aus seiner Umgebung zu adsorbieren®®, Diese Eigenschaft fiihrt dazu, dass es
lonen aus dem Medium aufnehmen kann und somit ein biologisches Ungleichgewicht
verursachen konnte!4,

Zusétzlich wurde der pH-Wert des Mediums der HA-Spharoide einmalig Gberpriift. Die pH-
Ergebnisse des Mediums lagen im Normbereich bei etwa 8, sodass eine Beeintrachtigung
der Sphéaroide aufgrund eines zu sauren oder basischen pH-Werts ausgeschlossen
werden konnte.

Des Weiteren kdnnte das Scheitern auf die geringe Loslichkeit von HA zuriickzufiihren
sein?®. In diesem Zusammenhang kénnte B-Tetracalciumphosphat als potenziell bessere
Alternative dienen, da es eine hohere Loslichkeit aufweist?®.

Zusammenfassend kann das Scheitern der Spharoidbildung auf die Beschaffenheit des
Pulvers mit seinen zahlreichen Pulveraggregationen und seiner schlechten Loéslichkeit

zurlickgefihrt werden.

5.4.5 Metabolische Aktivitat

Im weiteren Verlauf wurde die metabolische Aktivitat der ASC-Sphéroide in den Kontroll-,
HA- und SF-Gruppen mittels eines WST-8-Kits untersucht. Die Ergebnisse waren
uneinheitlich, und es zeigten sich hohe Standardabweichungen, wodurch keine klare
Aussage bezlglich der metabolischen Aktivitdt getroffen werden konnte, weder im
Vergleich der Gruppen miteinander noch im Vergleich innerhalb der einzelnen Gruppen
Uber die 21 Tage hinweg. Es konnte lediglich ausgesagt werden, dass eine metabolische
Aktivitat in den Gruppen stattfand.

Urspriinglich wurde erwartet, dass ein Trend in Bezug auf einen Abfall oder Anstieg der
Zellstoffwechselaktivitdt erkennbar wéare, um moglicherweise auf eine erhohte
Zellproliferation/-differenzierung schlieBen zu koénnen. Allerdings lasst sich eine
gesteigerte metabolische Aktivitat, die mittels des WST-8-Assays gemessen wird, nicht
zwangslaufig auf eine erhohte Zellproliferation oder -differenzierung zurtickfiihren!?s.

Stattdessen konnte sie einfach auf eine gesteigerte metabolische Aktivitat der bereits
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vorhandenen Zellen hinweisen!!®, Letztendlich kénnen keine eindeutigen Ruickschliisse
auf die genauen Ursachen einer gesteigerten metabolische Aktivitat getroffen werden.
An dieser Stelle ist zu bemerken, dass die angewandte Methode, wie zuvor beschrieben,
keine wissenschaftlich fundierte Aussage ermdglicht. Dies liegt daran, dass durch das
mehrfache Aspirieren und Zugabe des Mediums und der WST-8-Fliissigkeit die Spharoide
zwangslaufig, wenn auch in geringem Mal3e, aspiriert und aus den Wells herausgespult
wurden. Dadurch veranderte sich die Anzahl der Sphéroide wahrend der Messungen, was
einen Vergleich unmoglich machte. Das Herausnehmen der Sphéroide vor Tag 5 fur die
Messungen hatte andererseits das Risiko von Spharoidfusionen mit sich gebracht,
weshalb die Sphéaroide in den Wells belassen wurden.

Ein alternativer Ansatz ware es gewesen, ahnlich wie Luo et al. (2021), das gemessene
reduzierte Formazan-Produkt durch die ausgezéhlten Zellen zu teilen, um festzustellen,
ob beispielsweise bei gesteigerter metabolischer Aktivitat auf eine erhéhte Zellzahl oder
auf eine erhohte Stoffwechselrate der bereits vorhandenen Zellen geschlossen werden
kann'%, Allerdings wére dieser Ansatz in dieser wissenschaftlichen Arbeit mit einem sehr
hohen Zellverbrauch verbunden gewesen, da durch die Zellausz&hlung die Sphéaroide fur
weiteren Versuchstage unbrauchbar gewesen waren.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das Cell Counting Kit-8 in Bezug auf die

Thematik dieser Publikation keine wegweisenden zusatzlichen Erkenntnisse erbracht hat.

5.4.6 Quantitative Real-Time PCR

AbschlieRend erfolgte eine qPCR-Untersuchung der osteogenen Differenzierung der
MSC-Spharoide anhand der Marker ALPL, SPP1 und DKK1 an den Tagen 1, 7, 14 und
21. Die gPCR-Analyse wurde sowohl an den MSC-Sphéaroiden der Kontrollgruppe als
auch der SF-Gruppe durchgefiihrt, um genaue Erkenntnisse Uber die Wirkung und den
Einfluss von Stanfieldite auf die Sphéaroide zu gewinnen. Da die vorausgegangen
Experimente gezeigt hatten, dass eine erfolgreiche Spharoidbildung in der HA-Gruppe
nicht maglich war, wurde bei dieser Gruppe auf eine gPCR verzichtet.

Das Hauptziel bestand darin, herauszufinden, ob eine osteogene Differenzierung
stattgefunden hat und ob diese durch die Partikel spontan ausgeltst oder ausschlief3lich
durch Wachstumsfaktoren im Differenzierungsmedium (DM) induziert und stimuliert
wurde.

Die erwartete Expression des frihen osteogenen Markers ALPL war primar fur die Tage
7 und 14 prognostiziert. Hingegen zeigte sich eine unerwartet deutlich erhéhte Expression
an Tag 21. Die Expression des Markers SPP1, der zu einem spéateren Zeitpunkt erwartet

wurde, namlich an den Tagen 14 und 21, manifestierte sich bereits am 7. Tag. Die
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erwartete Aktivitdt von DKK1 war erwartungsgemaf erst an den Tagen 14 und 21
nachweisbar. Es lieBen sich bei den SF-Spharoiden weder eine erhéhte ALPL noch eine
DKK1 Aktivitat beobachten. Im Kontrast dazu wies der osteogene Marker SPP1 in der SF-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhdhte Expression auf.

Das Fehlen einer Kontrollgruppe, die am 21. Tag in einem Differenzierungsmedium
kultiviert wurde, erschwerte den Vergleich der Ergebnisse.

Es konnte in dieser Arbeit keine eindeutige Evidenz erbracht werden, die die Hypothese
stutzte, dass die Verwendung des Differenzierungsmediums zwangslaufig zu einer
gesteigerten Expression im Vergleich zum Kontrolimedium fiihrte. In der Tat zeigte sich
eine erhohte Expression der mit Differenzierungsmedium kultivierten Spharoide nur an
den Tagen 14 und 21 fir ALPL, am Tag 7 fir SPP1 und an den Tagen 14 und 21 fir DKK1.
Zusammenfassend konnte nur beim osteogenen Marker SPP1 eine erhéhte Aktivitéat der
SF-Spharoide im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Somit lie3en sich bei
der PCR Analyse keine eindeutigen Trends bei der osteogenen Differenzierung
beobachten. Demnach konnte weder eine nachweisbare positive noch negative Wirkung
im Hinblick auf die osteogene Differenzierung aufgrund der Anwesenheit von SF-Partikeln
belegt werden.

Die erzielten fluktuierende Resultate mit teilweise sehr hohen Standardabweichungen
konnten moglicherweise auf Ungenauigkeiten bei der Pipettierung oder auf
Beeintrachtigungen wahrend des Isolationsprozesses zuriickzuftihren sein.

Um aussagekraftige Ergebnisse mittels der qPCR zu erzielen, wére es erforderlich, diese
mindestens dreimal, wenn nicht sogar fiinfmal, zu wiederholen. Dies sollte unter
Einbeziehung der Kontroll- und SF-Gruppen kultiviert in den beiden unterschiedlichen
Medien (CM, DM) geschehen. Allerdings wére dieser Ansatz zeitlich und materiell sehr
umfangreich gewesen und konnte daher in der Form in dieser wissenschaftlichen Arbeit
nicht umgesetzt werden.

Fur den allgemeinen Ablauf dieser experimentellen Arbeit ware es von vorteilhaftem
Nutzen gewesen, zuerst eine gPCR durchzufiihren, um mégliche Veranderungen in der
Genexpression zu erkennen. Um anschlie@end mit der Histologie die tatsachlichen
Veranderungen auf zellularer Ebene bestétigen zu kénnen.

In anderen wissenschaftlichen Publikationen konnte ein stimulierender Effekt von
Mikropartikeln auf die Sphéroide belegt werden. Beispielsweise konnten Zarkesh et al.
(2019) zeigen, dass Spharoide, die Calcium-Phosphat-Mikropartikel inkorporierten und in
einem Kontrollmedium kultiviert wurden, nach 14 Tagen eine um den Faktor 10 héhere

Aktivitat des SPP1-Gens aufwiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Mikropartikel**6.
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Ebenso konnten Sato et al. (2019) nachweisen, dass Octacalciumphosphat eine

gesteigerte Aktivitat der Enzyme ALPL und SPP1 in den Spharoiden induzierte!'’.

5.5 Vergleichbare und Alternative Studien

Eine grundliche Recherche hat gezeigt, dass es verschiedene Studien zu Sphéroiden mit
eingelagerten Partikeln gibt®* 117119 Einige dieser Studien befassen sich insbesondere mit
Calcium-Phosphat-Partikeln'’-11°, Allerdings sind zum aktuellen Zeitpunkt (August 2023)
keine Studien bekannt, die einen Calcium-Magnesium-Phosphat wie SF verwendet
haben. Im folgenden Abschnitt werden Studien vorgestellt, die &hnliche Forschungsfragen
mit vergleichbaren Ansatzen und Methoden untersucht haben.

In mehreren Studien wurden Calcium-Phosphat-Partikel den Stammzellaggregaten oder
Spharoiden hinzugefuigt, um die Knochenregeneration zu fordern® 17119 Eine dieser
Studien ist die von Sato et al. (2019). In dieser Arbeit wurden den Sphéaroiden Calcium-
Phosphat, B-Tetracalciumphosphat oder Octacalciumphosphat als Zusatze beigefigt.
Zusatzlich wurde die Sauerstoffversorgung der Sphéaroide durch einen sogenannten Oxy-
Chip sichergestellt'’, sodass einer potenziellen Nekrose im Sphéroid entgegengesteuert
werden konnte. Resultierend konnten sie einen positiven Effekt der Partikel auf die
osteogene Differenzierung der MSCs nachweisen?'’.

Die Studie von Bratt-Leal (2011) untersuchte die Zugabe von Biomaterialien wie Agarose,
Polylactide-co-glycolide (PLGA) und Gelatine zu Stammzellspharoiden®. Es konnten nur
geringfugige Unterschiede in der Genexpression zwischen Spharoiden mit
inkorporierenden Mikropartikeln im Vergleich zu den Sphéaroiden ohne Partikel festgestellt
werden!®. Folglich verursachte die Anwesenheit von Mikropartikeln keine drastischen
Veranderungen in der Genexpression®.

Die Studienergebnisse von Kim et al. (2018) zeigten, dass wenn Spharoide mit Gelatine
Mikropartikel kombiniert wurden, sie im Vergleich zu Spharoiden, die nur aus Zellen
bestanden, ein hoheres Potenzial zur Zellproliferation aufwiesen'®. Dies konnte ein
vielversprechender Ansatz sein, um die Effizienz von Zellkulturen zu verbessern.

In der Studie von Kang et al. (2014) verfolgten die Forscher einen alternativen Ansatz, um
die osteogene Differenzierung embryonaler Stammzellen zu erreichen'?. Dazu wurden
die Zellen auf mineralisierten synthetischen Matrizen kultiviert, die eine
calciumphosphatreiche Knochenumgebung nachahmten??°. Auf diese Weise gelang die
Differenzierung der Stammzellen zu Osteoblasten ohne jegliche osteogen-induzierende
Zusatze'?. Dieses Resultat legt nahe, dass die osteogene Differenzierung moglicherweise

auf indirekte Weise durch die Zugabe von Partikeln geférdert werden kann, ohne dass
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eine direkte Zugabe von Mikropartikeln in das Zellaggregat erforderlich wéare?,
Infolgedessen kénnte ein wissenschattlich vielversprechender Ansatz sein, Stammzell-
sphéroide auf einer calciumphosphatreichen Matrize zu kultivieren und zu untersuchen,
ob auf diese Weise die osteogene Differenzierung begtnstigt werden kann.

Alles in allem ergab die unterschiedliche Studienlage beziglich Sphéroide bzw.
Zellaggregate mit eingebetteten Mikropartikeln, dass keine negativen Auswirkungen auf
die Zellstruktur und Zellviabilitat festgestellt werden konnten®* 117-11° Es konnten sogar
stimulierende Wirkungen auf die osteogene Differenzierung beobachtet werden'’. Daraus
lasst sich schlieRen, dass es vielversprechend wére, das Potenzial von Mikropartikeln in
Sphéaroiden weiter zu erforschen, um ihre Wirkung auf die osteogene Differenzierung

besser zu verstehen und zu optimieren.
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In dieser wissenschaftlichen Arbeit konnten mittels selbst hergestellten Agarose
Micromolds homogene, runde und langzeitvitale Spharoide sowohl mit als auch ohne
Stanfieldite, hergestellt werden. Die gesammelten Ergebnisse belegten eine erfolgreiche
Etablierung von Sphéroiden mit SF-Partikeln, bei welchen eine erhdhte SPP1-Aktivitat
Uber einen Zeitraum von 21 Tagen beobachtet werden. Somit kdnnte der Einsatz von
Stanfieldite in Verbindung mit Stammzellsphéroiden vielversprechend sein. Um jedoch
das volle Potenzial dieser Kombination zu verstehen und zu nutzen, mussten weitere
Forschungen durchgefihrt werden, darunter erneute qPCRs und eine anschlieRende
Verifizierung der Ergebnisse mittels Histologie.

Die Etablierung von hydroxylapatitbeladenen Sphéaroiden konnte nicht erfolgreich
umgesetzt werden. Daher war es nicht mdglich, einen Vergleich zwischen dem Calcium-
Phosphat und dem Calcium-Magnesium-Phosphat anzustellen, um eine potenziell
vorteilhafte Wirkung des Magnesiums auf die osteogene Differenzierung nachzuweisen.
Angesichts dessen ware eine erfolgreiche Etablierung von hydroxylapatitbeladenen
Sphéaroiden zweifellos von erheblichem wissenschaftlichem Interesse. Dies wirde es
ermdglichen, die potenziell positive Auswirkung des im SF enthaltenen Magnesiums
genauer zu erforschen.

Im Hinblick auf den weiteren Nutzen dieser Arbeit ist die Publikation von Vorwald et al.
(2018) erwahnenswert. Diese besagt, dass die meisten bisherigen Studien zur
Transplantation von MSC-Sphéaroiden in Gewebedefekte ohne zusatzliche Trager
(Scaffolds, Vehikel etc.) durchgefiihrt wurden!?t, Was den Nachteil hatte, dass ein
Kontrollverlust der Sphéaroidfunktion entstiinde und die Vorteile ihrer Bildung beeintrachtigt
werden wirden. Zudem wirde die direkte Transplantation von Spharoiden méglicherweise
zu groBem Zellverlust fihren, was auf Mikromilieu-Veranderungen oder Zellmigration
zurtickzufuihren sein konnte. 2. Daher kdnnte ein Biomaterial-Trager nutzlich sein, um die
Funktion der Spharoide zu verbessern und ihr volles Potenzial auszuschopfen®?t. Solch
ein Trager ermogliche die gezielte Platzierung der Sphéaroide und eine verbesserte
Wechselwirkung mit dem umgebenden Gewebe, sodass die Effizienz und Wirksamkeit
des Verfahrens verbessert werden konnte'?!, Folglich ware der nachste sinnvolle Schritt,
einen geeigneten Trager fur die partikelbeladenen Sphéroide zu entwickeln und deren
Nutzen und Vorteile zu erforschen. Tatsachlich haben bereits diverse Studien darunter
Chae et al. (2021)*?2 und Togo et al. (2023)*?® diesen Ansatz verfolgt, bei dem Scaffolds

in Kombination mit Spharoiden eingesetzt wurden.
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Angesichts der vielfaltigen Studienlage (Kapitel 5.5), in denen bereits erfolgreich andere
Mikropartikel zur Anregung der osteogenen Differenzierung eingesetzt wurden, ware es
von wissenschaftlichem Interesse, nach weiteren Mikropartikeln zu forschen, die
moglicherweise ahnliche oder sogar verbesserte Effekte auf die Spharoide haben
koénnten. Durch die Identifizierung und Untersuchung solcher Partikel kénnten wir unser
Verstandnis der osteogenen Differenzierung vertiefen und potenziell neue Anséatze fir

regenerative Therapien und Tissue Engineering entwickeln.
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Ziel und Gegenstand zahlreicher Studien ist die Entwicklung von kunstlichem,
knochenahnlichem und dreidimensionalem (3D-) Gewebe im Bereich des Tissue
Engineering. Da ein umfangreicher Verlust an Knochen vom menschlichen Kdrper nicht
kompensiert werden kann, konnte die Transplantation von in vitro erzeugtem Knochen
eine Alternative zu autologen Transplantationen sein, bei denen bereits folgenschwere
Nebenwirkungen beim Patienten aufgrund von z.B. AbstoRungsreaktionen nachgewiesen
werden konnten. In vitro gezlchtetes Gewebe eignet sich zudem auch fir
Arzneimitteltests, sodass eine grindlichere und effektivere Untersuchung der
Auswirkungen von Medikamenten auf menschliches Gewebe moglich ware.

In dieser Doktorarbeit wurde die Herstellung von Spharoiden mit Biokeramik-Partikeln (HA
und SF) etabliert und untersucht. Daftir wurden Stammzellen aus dem humanen Fett- oder
Knochengewebe verwendet. Den Stammzellen wurde dann entweder HA oder SF in
Pulverform hinzugefiigt, welche dann als partikelbeladene 3D-Gewebekonstrukte, den
Spharoiden, kultiviert wurden.

Damit der Einfluss der Biokeramik-Partikel auf die Stammzellen untersucht und eine
Mineralisation nachgewiesen werden konnte, wurden verschiedene Versuche ausgefihrt.
Es wurden sowohl Viabilitdts- und Proliferationsanalysen, Analysen zur Morphologie und
chemischen Zusammensetzung der Spharoide mit dem Rasterelektronenmikroskop,
sowie Genexpressionsanalysen spezifischer osteogener Marker zu verschiedenen
Analysezeitpunkten durchgefihrt.

Die erzielten Ergebnisse belegen eine erfolgreiche Kultivierung von ASC- und MSC-
Spharoiden ohne Biokeramik-Partikeln und mit SF, jedoch keine mit HA. Die Sphéroide
der HA-Gruppe zerfielen Uber den ersten Tag hinaus zu Zellaggregate, weshalb der Fokus
fur die weiteren Experimente auf den Sphéaroiden der SF-Gruppe lag. Erwahnenswert ist
die signifikante Durchmesserreduktion der Spharoide der Kontroll- und SF-Gruppe bei
beiden Zelllinien. Dariiber hinaus hatten diese beiden Gruppen formstabile, runde
Spharoide gebildet, welche tiber 21 Tage hinweg vital geblieben waren. Auch konnte bei
der SF-Gruppe eine erhthte osteogene Aktivitat nachgewiesen werden im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Zusammenfassend deuteten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass Spharoide aus
ASCs und MSCs, frei von Biokeramik-Partikeln und mit SF-Partikeln, vielversprechende,

potenzielle, korpereigene KEM darstellen konnten. Diese konnten in Zukunft
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beispielsweise in Scaffold-Strukturen fur das Tissue Engineering von Knochengewebe

oder direkt in groRere Knochendefekte transplantiert werden.
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APPENDIX

I ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pum Mikrometer

2D zweidimensional

3D dreidimensional

ALPL Alkaline Phosphatase

ASC Adipose-derived stem cells, dt. Adipdse
mesenchymale Stammzellen

MSC Bone marrow-derived mesenchymal stem
cells, dt. Mesenchymale Stammzellen aus
dem Knochenmark

BSA Bovines serum albumin, dt.
Rinderserumalbumin

Calcein-AM Calcein Acetoxymethylester

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid, dt.
komplementére Desoxyribonukleinsdure

cm Zentimeter

DKK1 Dickkopf-related protein 1

DM Differenzierungsmedium

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

DNA Deoxyribonucleic acid, dt.
Desoxyribonukleinsaure

EDX Energiedispersive Rontgenspektroskopie

EFla Elongation factor 1-alpha 1, dt.
Elongationssfaktor 1-alpha 1

FCS Fetal calf serum, dt. fetales Kalberserum

FGF Fibroblast growth factor, dt. Fibroblasten-
Wachstumsfaktor

FMZ Lehrstuhl fur Funktionswerkstoffe der
Medizin und der Zahnheilkunde
Universitat Wirzburg

GM Growing medium, dt. Wachstumsmedium

HMDS Hexamethyldisilazane

Hydroxylapatit

HA




H&E Hamatoxylin & Eosin

KEM Knochenersatzmaterial

mg Milligram

min Minute

mi Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

ng Nanogramm

nM Nanomolar

PBS Phosphore buffered solution, dt.
Phosphorpufferlésung

PCR Polymer chain reaction, dt. Polymerase-
Kettenreaktion

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin

PFA Paraformaldehyd

gPCR Quantitative polymer chain reaction, dt.
Quantitative Polymerkettenreaktion

REM Rasterelektronenmikroskop

RNA Ribonucleic acid, dt. Ribonukleinsaure

rpm Rounds per minute, dt. Runden pro Minute

SD Standard deviation, dkt.
Standardabweichung

sek Sekunde

SPP1 Sekreted Phosphoprotein 1, dt. sekretiertes
Phosphoprotein 1

Stanfieldite SF

Std h

d Tag

uv Ultraviolett

WST Water soluble tetrazolium, dt.
wasserlosliches Tetrazolium

XRD X-ray diffraction, dt. Rontgen-

Diffraktometrie
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