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Einleitung

1 Einleitung

Die Geweihe der Hirsche wirken nicht nur auf den ersten Blick imposant, sondern offenba-
ren ihre Besonderheiten vor allem erst bei genauerer Betrachtung. Histologisch und ultra-
strukturell besteht eine Ahnlichkeit zu den Rohrenknochen anderer Saugetiere. So weisen
sie eine Spongiosa und eine kompakte Kortikalis auf (Goss 1983). Im Gegensatz zu Roh-
renknochen, die nach abgeschlossenem Wachstum lediglich eine Reparaturfunktion be-
sitzen, ist das Hirschgeweih in der Lage, sich jedes Jahr in einem immer wiederkehrenden
Zyklus vollstandig neu zu regenerieren. Dieses als epimorphe Regeneration (Goss 1983;
Li et al. 2005) bezeichnete Phanomen beginnt mit dem Abwurf der Geweihstangen im
Frahjahr. Unmittelbar danach schlief3t sich die Wachstumsphase des neuen Geweihs an,
in der maximale Wachstumsgeschwindigkeiten von bis zu 20 mm pro Tag (Price und Allen
2004) erreicht werden kénnen. Das Geweih wachst dabei ausgehend von dem Pedikel,
einem ossaren permanenten Hdcker am Stirnbein der Hirsche. Es zeigt an den distalen
Enden ein longitudinales Wachstum, welches eine besondere Form der enchondralen
Ossifikation darstellt (Li und Suttie 1994; Price und Allen 2004; Price et al. 2005). Wurde
friher angenommen, dass sich das Wachstum ausgehend von der Abwurfwunde Uber
eine Dedifferenzierung der Zellen ereignet, so konnten Rolf et al. (2008) den Nachweis
von Stro-1"-mesenchymalen Stammzellen nicht nur in den Rosenstécken, sondern auch
im Bereich des antlerogene periost (AP) erbringen. Das lasst darauf schliel3en, dass die
Erneuerung des Geweihs auf einer stammzellbasierten Aktivierung beruht. Wahrend die-
ser Wachstumsphase wird das Geweih fortlaufend durchblutet. Die Blutversorgung erfolgt
dabei Uber eine das wachsende Geweih umgebende Basthaut, die zahlreiche BlutgefalRe
und Nerven enthéalt. Auch nach Abschluss des Geweihwachstums handelt es sich beim
Geweih nicht, wie friher angenommen, um totes avaskulares Gewebe, sondern, wie Rolf
und Enderle (1999) mittels fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen nachweisen
konnten, weiterhin um durchblutetes und damit lebendes Gewebe. Im Spatsommer
schlieBlich beginnen die Hirsche mit dem ,Fegen® der Geweihe und rusten sich damit fir
die anstehende Paarungssaison. Hierbei wird die Basthaut abgestreift und das ausgereif-

te Geweih kommt zum Vorschein.

Sowohl saisonale Faktoren wie die Schwankungen im jahreszeitlichen Tagesverlauf (Rolf
und Fischer 1996) als auch exogene Umwelteinflisse wie Erndhrung und endogene And-
rogenkonzentrationen (Goss 1968) sind an diesen Entwicklungs- und Wachstumsprozes-
sen beteiligt. Der Verlauf der Geweihregeneration ist eng mit dem reproduktiven Zyklus
und den damit verbundenen Anderungen der Androgenkonzentrationen verkniipft. Im

Hinblick auf die Wirkung des Testosterons wird davon ausgegangen, dass das initiale
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Geweihwachstum mit einer niedrigen Testosteronkonzentration im Blutplasma korreliert
(Bubenik et al. 1975; Suttie et al. 1984; Muir et al. 1988). Erst im Laufe des Regenerati-
onsprozesses kommt es zu einem Anstieg der Androgenkonzentration und des insulin-like
growth factors 1 (IGF-1), was den Stopp des Langenwachstums und eine verstarkte Mine-
ralisierung des Geweihs bewirkt. Das Abwerfen des Geweihs im Frihjahr erfolgt dann
nach einem erneuten Absinken des Testosteronspiegels unter einen bestimmten Schwel-
lenwert. Danach beginnt der Zyklus von neuem. Dem gegentiber stehen jedoch Untersu-
chungen, die zeigen, dass auch bei kastrierten Hirschen initial ein starkes Geweihwachs-
tum stattfindet und damit Testosteron nicht als alleiniger Stimulationsfaktor fir die Ent-
wicklung und das Wachstum des Geweihs verantwortlich ist (Wislocki 1947; Kolle et al.
1993; Kierdorf et al. 1995). Dies lasst sich durch das Auftreten von sogenannten Tannen-
baum-Geweihen bei kastrierten Hirschen belegen. Es liegt daher der Verdacht nahe, dass
Testosteron im Zusammenwirken mit anderen Hormonen und Stimulationsfaktoren fur ein
koordiniertes und regelrechtes Geweihwachstum verantwortlich zu sein scheint. Aus die-
sem Grund wurden weitere Hormone und Regulationsmechanismen in zahlreichen In-
vitro-Experimenten erforscht. Vor allem den Wachstumsfaktoren IGF-1 und IGF-2 wird in
diesem Zusammenhang die Fahigkeit zugeschrieben, das Geweihwachstum zu stimulie-
ren. Eine wesentliche Rolle scheinen dabei die zellularen Interaktionen in der mesen-
chymalen Wachstumszone an der Spitze der Geweihe (Sadighi et al.1994; Elliott et al.
1992; Elliott et al. 1993) zu spielen. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass das
bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) (Feng et al. 1997), bone morphogenetic protein 4
(BMP-4) (Feng et al. 1995) sowie der transforming growth factor 87 und der transforming
growth factor 82 und das Protoonkogen c-fos und c-myc (Francis und Suttie 1998) die
Proliferation und Differenzierung der Hirschgeweihzellen beeinflussen. Diese zahlreichen
Bemuhungen, die komplexen Regulationsmechanismen zu l6sen, die fir die enorme
Proliferations- und Differenzierungsbereitschaft der Geweihknochenzellen verantwortlich
sind, sind ein wichtiges Indiz dafiir, welche Bedeutung die Geweihknochenzellen fir die
osteologische Grundlagenforschung haben. Hatte doch eine Erweiterung der Kenntnisse
Uber die Neubildung von Knochenstrukturen weitreichende positive Effekte fur die Hu-
manmedizin im Rahmen der Osteoporose-Therapie, des tissue engineering oder aber der
Wiederherstellungschirurgie im Hinblick auf einen verbesserten ossaren Wundheilungs-
verlauf. Bisher liegen nur wenige experimentelle In-vitro-Untersuchungen vor, die sich mit
dem moglichen Einfluss der Wachstumsfaktoren der cerviden Zellen auf humane osteo-
gene Zellen beschéftigen. In diesem Zusammenhang konnten Laky et al. (2009) nachwei-
sen, dass ein Komplex aus verschiedenen Wachstumsfaktoren der Hirschgeweihzellen

zwar die Proliferation humaner alveoléarer Osteoblastenzellen konzentrationsabhangig
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anregt, jedoch hierunter keine Steigerung der osteoblastdren Marker Osteokalzin und
alkalische Phosphatase auftrat. Wahrend von Laky und Mitarbeitern (2009) bereits ausdif-
ferenzierte osteogene Zellen, das heif3t Osteoblasten verwendet wurden, ist im Rahmen
der vorliegenden Untersuchung die Interaktion von Wachstumsfaktoren der Hirschge-
weihzellen auf humane mesenchymale Stammzellen aus der Beckenkammschaufel ge-

sunder adulter Probanden von Interesse.

1.1 Ziel und Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es daher, mit Hilfe eines Screening-Versuches im
Rahmen einer In-vitro-Zellkulturstudie den mdglichen Einfluss von Wachstumsfaktoren
aus Zellkulturen des Periosts von Damhirschgeweihen (Dama dama) auf das Proliferati-
ons- und Differenzierungsverhalten von humanen mesenchymalen Beckenkammzellen zu

untersuchen.
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2 Material und Methode

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden drei verschiedene Serien von Zellkulturen
angelegt, die aus Damhirschgeweihzellen (DHGZ) und humanen mesenchymalen
Stammzellen aus dem Beckenkamm (HBKZ) bestanden. Die DHGZ stammten vom Peri-
ost des Rosenstocks des Damhirsches (Dama dama). Die HBKZ wurden sowohl in einem
DMEM-Medium als auch in einem Gemisch aus DMEM und dem Uberstand der DHGZ-
Zellkulturen inkubiert. In allen Kulturen wurden die Proliferation und die Osteoblastenmar-
ker Osteokalzin, core binding factor alpha 1 (Cbfa 1, synonym Runx2) und Kollagen Typ 1
bestimmt, um das Differenzierungspotenzial der HBKZ zu reifen Osteoblasten zu klaren.
Diese unveroffentlichten Daten lagen bereits vor und wurden zur Auswertung vom MKG-
Forschungslabor zur Verfigung gestellt. Sowohl fir die Versuchsreihen der Damhirsch-
geweihzellen (DHGZ) als auch fur die Versuchsreihen der humanen mesenchymalen Be-
ckenkammzellen (HBKZ) wurden Zellen der zweiten Passage verwendet. Die verwende-

ten Materialien und Zusétze sind in den Tabellen im Anhang zu finden.
2.1 Gewinnung der Zellen und Zellkultur

2.1.1 Damhirschgeweihzellen (DHGZ)

Fur die Kultivierung einer Zellkultur der Damhirschgeweihzellen (DHGZ) wurde eine Ge-
weihknochenentnahme 1 cm unterhalb der Wachstumszone der Geweihe durchgefuhrt.
Bei den Spendertieren handelte es sich um adulte 6 bis 8 Jahre alte Damhirsche (Dama
dama), die in Gattern geziichtet wurden. Die Enthahme der Biopsien wurde 6 bis 7 Wo-
chen nach Einsetzen des Geweihwachstums mit einer Knochenstanze nach dem Erlegen
der Tiere durchgefihrt. Die so erhaltenen Gewebematerialien wurden zerkleinert und in
DMEM (Dulbecco's modifiziertes Eagle-Medium) inkubiert. Dem DMEM wurden 10%iges
fetales Kalberserum (FKS) und 2 % Gentamycin zugesetzt. Um Kontaminationen zu ver-
meiden, wurden die Biopsien mehrfach mit DMEM gespllt. Unter sterilen Bedingungen
wurden dann die Fellhaare abgetrennt und das Periost isoliert. Anschliel3end wurde das
Periost mit Hilfe eines Skalpells in 1-2 mm im Durchmesser grof3e Stiuckchen zerkleinert.
Die Gewebestiickchen wurden in DMEM kultiviert. Das Wachstum wurde taglich unter
einem Mikroskop (Zeiss HAL100) uberprift. Nachdem konfluentes Wachstum eingetreten
war, wurden die Zellen passagiert und in 20 ml groRe Zellkulturflaschen tUberfuhrt und dort

weiter inkubiert.

2.1.2 Humane mesenchymale Beckenkammzellen (HBKZ)
Um die Zellkultur der humanen mesenchymalen Beckenkammzellen zu etablieren, wur-

den Zellen aus der Beckenkammspongiosa verwendet. Das Material stammte aus kleinen,
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noch vorhandenen Resten von Spongiosatransplantationen. Das Votum der Ethikkom-
mission und die Patienteneinwilligung liegen vor (Aktenzeichen: 604.42502/01-22.96 und
Folgeantrag A2 15/10/01). Die Biopsien wurden postoperativ zunachst in 50-ml-
Zentrifugenréhrchen in DMEM aufbewahrt. Nach dem Transport in das Forschungslabor
fand hier eine Uberfihrung des Zellmaterials in Petrischalen statt. Dabei wurden die Ge-
webeproben mehrfach mit DMEM gespult. AnschlieRend wurden sie zentrifugiert und in
eine Zellkultur tberfiihrt. Nachdem konfluentes Wachstum erreicht wurde, wurden die
Zellen passagiert. Fur die Durchfiihrung der Versuche wurden auch hier Zellen der zwei-

ten Passage verwendet.

2.1.3 Kryokonservierung

Unter Kryokonservierung versteht man das Einfrieren von Zellen in flissigem Stickstoff,
wodurch die Vitalitdt der Zellen Uber einen sehr langen Zeitraum konserviert und damit
erhalten bleiben kann. Im Rahmen dieser Untersuchung wurde auf diese Weise immer ein
Teil der Zellen aufbewahrt. Auch die Uberstande, die im Versuchsablauf gewonnen wur-
den und spéater einer Osteokalzinmessung unterzogen wurden, wurden eingefroren. Fir
die Kryokonservierung wurden die Zellen zundchst zusammen mit dem Einfriermedium,
welches aus DMEM mit einem Zusatz von 20 % FKS bestand, in Kryordhrchen gegeben.
Daruber hinaus wurde 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben, welches eine intra-
und extrazellulare Kristallisierung verhindert. Die Zellen wurden im NALGENE Cryo 1°C
freezing container innerhalb von 24 Stunden mit jeweils 1 °C/Minute schonend herabge-
kuhlt und anschlieBend in einem Behdlter mit flissigem Stickstoff bei  -180 °C eingefro-

ren.

2.2 Kultivierung der Zellkulturen

Fur die Kultivierung der Versuchsreihen fand im Allgemeinen 3-mal wochentlich ein Medi-
enwechsel statt. Dieser zeitliche Abstand ergab sich aus den charakteristischen Wachs-
tumsgeschwindigkeiten, aus dem Stoffwechselumsatz und der Vitalitdt der Zellen. Bei
dem verwendeten Medium handelte es sich fortlaufend um das Standardkulturmedium
DMEM. Die genaue Zusammensetzung sowie die Herstellerangaben sind in der Tabelle 3
im Anhang aufgelistet. Der Medienansatz bestand aus einer Zusammensetzung von je-
weils 500 ml DMEM, 50 ml 10%igem FKS und 10 ml 2%igem Gentamycin. Das Medium
wurde im Kihlschrank bei +4 °C aufbewahrt, jedoch vor Zugabe zu den Zellkulturen stets
im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt. Der Medienwechsel erfolgte dabei immer, ohne den
Zellrasen enzymatisch von der Unterlage abzutrennen. Beim Absaugen des Mediums

musste darauf geachtet werden, den Zellrasen nicht zu zerstéren. Das Einfullen des fri-
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schen Mediums erfolgte unter Vermeidung von Blasenbildung von der zellabgewandten
Seite. Die Zellkulturen wurden im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO. aufbewahrt.

Der Medienwechsel wurde unabhangig vom Erreichen der Konfluenz des Zellrasens
durchgefuhrt. Wurde Konfluenz erreicht, fand das Passagieren der Zellen statt. Fur beide
Zellkulturen war dabei der Ablauf des Passagierens gleich und begann zunachst mit dem
Absaugen des Mediengemisches mit Hilfe einer sterilen Glaspipette. Anschliel3end wurde
mit einer Phosphat gepuffertern Kochsalzlésung (PBS) gespiilt, um abgestorbene Zellbe-
standteile und Reste des Mediums zu entfernen. Mit Hilfe von Trypsin-EDTA wurde eine
Ablosung der Zellen vom Untergrund der Petrischale herbeigefiihrt. Dazu wurde das
Trypsin-EDTA zunachst auf 37 °C im Wasserbad erwarmt. Dies ist notwendig, da das pro-
teolytische Enzym Trypsin sein Wirkungsoptimum bei 37 °C entfaltet (Schmitz 2011). An-
schlieend wurden pro Petrischale beziehungsweise Kulturflasche 1,2 ml Trypsin-EDTA
hinzugegeben. Die Einwirkzeit im Inkubator betrug dafir 10-15 Minuten. Nach der Ent-
nahme aus dem Inkubator wurde der Ablésungsprozess der Zellen mechanisch unter-
stitzt, indem die Behélter geschwenkt wurden beziehungsweise mit dem Handballen ge-
gen den Boden geklopft wurde. Unter dem Mikroskop wurde dann Uberprift, ob sich alle
Zellen vom Boden l6sen konnten. Falls dies nicht der Fall war, wurde die Prozedur fur 10
Minuten im Inkubator wiederholt. Durch Zugabe von serumhaltigem Medium wurde die
enzymatische Reaktion abgestoppt, um Schadigungen der Zellen zu vermeiden (Schmitz
2011). Das Zellgemisch wurde anschlieend mit DMEM mehrmals gespiilt, um so noch
haftende Zellen von der Unterlage zu l6sen. AuBerdem erfolgte, falls nétig, die Vereinze-
lung von zusammenhangenden Zellklumpen durch eine Resuspendierung mit Hilfe einer
sterilen Pipette. Abschlielend wurde eine Zentrifugation (Zentrifuge SIGMA 2K15C) des
Zellkonzentrats durchgefuhrt. Hierfur wurde dieses in Zentrifugenrohrchen der GréR3e
1x50 ml abgefullt und bei 1200 Umdrehungen/Minute (1116-g) 5 Minuten lang zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand wurde mit einer sterilen Glaspipette entfernt und das Zellpel-
let mit frischem DMEM aufgenommen. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass
samtliche Schritte unter strikter Einhaltung der Regeln fir steriles Arbeiten durchgefuhrt
wurden. So wurden die einzelnen Arbeitsschritte unter der Sterilbank vorgenommen. Dar-
Uber hinaus wurden samtliche fur die Versuche bendtigten Behalter und Geratschaften mit
70%igem Ethylalkohol desinfiziert. Auch wurden die verwendeten Glaspipetten gemaR
einer ausreichenden Sterilisation im Heilluftsterilisator 6 Stunden bei 180 °C erhitzt. An-
sonsten kam es zum Einsatz von Einmalpipetten der Gréfke 5 ml und 10 ml, welche nach
dem Gebrauch sofort entsorgt wurden und so ein steriles und keimfreies Arbeiten ermdg-

lichten.
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2.3 Versuchsablaufe

Zunachst sollte im Rahmen des Proliferationsversuches das Proliferationsverhalten der
Damhirschgeweihzellen (DHGZ) und humanen Beckenkammzellen (HBKZ) dargestellt
werden. Weiterhin sollte iberprift werden, ob eine direkte Wirkung des Uberstandes der
DHGZ-Kultur auf das Proliferationsverhalten der HBKZ nachzuweisen ist und wie sich
diese zeitabhangig darstellt. Dazu wurde ein fraktionierter DHGZ-Uberstand in vier Ver-
suchsserien in den Verdinnungsreihen 1:1,1:2,1:3 und 1:5 mit neuem DMEM auf die
HBKZ-Kulturen Ubertragen. Zu jeder Verduinnungsreihe wurden zwischen 3 bis 6 Ver-
suchsserien von Zellkulturen gefahren. Im zweiten Teil der Untersuchung sollte mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und mit ELISA-Tests das Differenzierungsverhalten
der HBKZ nach der Ubertragung eines tiber den gesamten Versuchszeitraum des Prolife-
rationsversuches gesammelten Uberstandes der DHGZ-Kultur beschrieben werden. Hier-
zu wurde in dem Differenzierungsversuch die relative Genexpression der Osteoblasten-
marker Osteokalzin (OCN), Kollagen Typ 1 und core binding factor alpha 1 (Cbfal) sowie
die Proteinkonzentration von Osteokalzin im Medium bestimmt.

Ubertragung auf HBKZ-Kultur in 1:1- und
s

rd 1:2-Verdiinnung
]

Gepoolter Uberstand
S Uberstand wird gesammelt

Gesammelter Uberstand
fir den —
Differenzierungsversuch
=] 1-3 1=3
« - .« . « .

DHGZ-Kultur und Entnahme des Uberstandes alle drei Tage

Ubertragung eines aktuellen
Fraktionlerter Uberstand l l fraktionierten Uberstandes
fir den —
| auf die HBKZ In einer 1:1-,
Proliferationsversuch v L4 ’
1:2-, 1:3-und 15
HBKZ-Kultur HBXZ-Kultur HBXZ-Kultur HEBXZ-Kultur Verdunnung

—t—— +—t——t—+—+—
S 10 15 20 25 Zeit (Tage)

DHGZKultur in Tagen

Abbildung 1: Ablauf der Uberstandsgewinnung fiir den Proliferations- und Differenzierungsver-
such. Fir den Proliferationsversuch wurde ein fraktionierter Uberstand der Damhirsch-Zellkultur
(DHGZ) verwendet, der alle drei Tage entnommen und auf die Kultur der humanen mesenchyma-
len Stammzellen aus dem Beckenkamm (HBKZ) Ubertragen wurde. Fir den Differenzierungsver-
such wurde die HBKZ-Kultur mit einem gepoolten Uberstand beimpft. Hierfiir wurde der alle drei

Tage entnommene Uberstand tiber den Versuchszeitraum des Proliferationsversuches gesammelt.
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2.3.1 Untersuchung der Proliferation

Der Versuch gliederte sich in zwei Versuchsserien (V1 und V2), in denen die humanen
mesenchymalen Beckenkammzellen mit einem Gemisch aus DMEM und den DHGZ-
Uberstanden in den Verdiunnungen 1:1,1:2,1:3 und 1:5 kultiviert wurden. In der Ver-
suchsreihe 1 liefen die Verdinnungsreihen 1:1 und 1:2. Die Versuchsreihe 2 fiihrte die
Verdunnungsreihen 1:3 und 1:5. Gleichzeitig wurde in jeder Serie eine Kontrollgruppe der
DHGZ und HBKZ angesetzt. Insgesamt erstreckte sich der Versuchsablauf je Serie tber
einen Zeitraum von 24 Tagen. Am Starttag der Versuche wurden die Zellen der DHGZ
und HBKZ in 6-Well-Platten ausgesat. In allen getesteten Gruppen betrug dabei die Aus-
gangszellzahl 12250 Zellen/Well. Die DHGZ-Kultur, deren Uberstand zur Ubertragung
genutzt wurde, wurde parallel dazu kultiviert und startete mit einer Zellzahl von 31 000
Zellen/Well. Die Zellen befanden sich jeweils in einem Milliliter Medium, wobei am Starttag
bei allen Zellreihen nur DMEM als Medium verwendet wurde, da zu dem Zeitpunkt noch
kein Uberstand der DHGZ-Kultur vorhanden war. Des Weiteren wurde zum Startzeitpunkt
jedes Versuchs parallel die Zellzahl der ausgeséaten Zellen mit Hilfe des MTT-Tests be-
stimmt. Mit Hilfe der hier gemessenen Werte konnte das Verhéltnis zwischen Zellzahl und
Extinktion ermittelt werden. Am 1. Messtag wurde erstmals der Uberstand der DHGZ-
Kultur entnommen. Dieser Tag wurde in den nachfolgend verwendeten Grafiken als Zeit-
punkt to der zeitabhangigen Darstellung der Proliferation beschrieben. Der Uberstand
wurde in einem Zentrifugenrdohrchen gesammelt und bei 1200 Umdrehungen/Minute
5 Minuten lang zentrifugiert und anschlie3end filtriert. Dies geschah mit Hilfe eines pro-
teingangigen Filters (20 um Sartorius AG Germany), durch dessen Poren die Flussigkeit
unter Druck hindurchgepresst wurde. Unter zu Hilfenahme einer sterilen 5 ml Glaspipette
wurde der DHGZ-Uberstand in den Verdinnungen 1:1,1:2,1:3 und 1:5 auf die HBKZ in
die 6-Well-Platten Ubertragen. Das fiir die entsprechenden Verdinnungsverhaltnisse hin-
zugegebene DMEM wurde vor Zugabe im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt. Bei einer
Fillmenge von 2 ml/Well und einer Verdinnung von 1:1 ergab sich so beispielsweise die
Zusammensetzung aus 1 ml frischem DMEM und 1 ml Uberstand der Damhirschgeweih-
zellen. Auch die Kontrollgruppen der DHGZ und HBKZ wurden regelmaldig mit neuem
Medium versorgt. Daflir wurden jeweils 2 ml DMEM in die einzelnen Wells einer Wellplatte
eingebracht. Der Ablauf des Proliferationsversuches ist in Abbildung 2 schematisch dar-

gestellt.

Der MTT-Assay wurde im Rahmen des Proliferationsversuches zur Bestimmung der
Proliferation der DHGZ und HBKZ genutzt. Dieses photometrische Testverfahren wurde

erstmals 1983 von Mosmann beschrieben und angewandt.
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Proliferationsversuch

1:1 1:2 HBKZ DHGZ DHGZ HBKZ 1:3 1.5
L ] 1 ] | | L |
| | ' |
Verdiinnungsreihen Kontrollgruppen Kontrollgruppen Verdiinnungsreihen

- Verdiinnung: - Kultivierung mit - Kultivierung mit - Verdiinnung:
DHGZ-Uberstand + DMEM DMEM DHGZ-Uberstand +
DMEM DMEM
Jeweils Jeweils
n=3 n=6 n=3

= Kombiniertes DMEM = DMEM (10 ml) + 10%iges FKS (50 ml) +
2%iges Gentamycin (10 ml)
t=24d

= Uberstand der DHGZ zeitlich versetzt von vorheriger Messperiode
Gbertragen

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Proliferationsversuches. Es liefen die Versuchsserie 1
(V1) mit den Verdunnungsreihen 1:1 (n=3) und 1:2 (n = 3) sowie die Versuchsserie 2 (V2) mit den
Verdiinnungsreihen 1:3 (n =3) und 1:5 (n = 3). Ferner bestand in beiden Versuchsserien eine Kon-
troligruppe fur die Damhirschgeweihzellen (DHGZ) und die humanen mesenchymalen Stammzellen
aus dem Beckenkamm (HBKZ). Die Kultivierung erfolgte fir die Kontrollgruppen mit kombiniertem
DMEM (10 ml DMEM + 50 ml 10%iges FKS + 10 ml 2%iges Gentamycin). Fur die Verdinnungsrei-
hen wurde die Kultivierung entsprechend der Verdiinnung mit kombiniertem DMEM und dem Uber-

stand der DHGZ-Kultur vorgenommen. Der Versuchszeitraum betrug 24 Tage.
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Bei dem MTT-Test kommt das gelbliche MTT-Tetrazoliumsalz (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-
2,5-diphenyltetrazolium-bromide) zum Einsatz, welches in das blaue MTT-Formazan um-
gesetzt wird. Diese Umwandlung kann lediglich von lebenden Zellen katalysiert werden,
weshalb der entstehende Farbumschlag ein Mal} fir die Anzahl der lebenden Zellen im
Versuchsansatz darstellt. Dieser Vorgang beruht auf der Aktivitat des in der inneren Mito-
chondrienmembran lokalisierten Enzyms Succinatdehydrogenase (Slater et al. 1963). Bei
dem Enzym handelt es sich um einen Bestandteil des Succinattetrazolium-Reduktase-
Systems der Atmungskette der Mitochondrien, welches normalerweise als Katalysator fur
die Umwandlung von Succinat zu Fumarat im Citratzyklus verantwortlich ist. Entspre-
chend der Lokalisation der Succinatdehydrogenase und der Reduktionsaquivalente in den
Mitochondrien der Zellen reichert sich der entstehende Farbstoff in den Mitochondrien an.
Aus diesem Grund muss eine Freisetzung des entstandenen bléaulichen Formazans aus
den Mitochondrien herbeigefihrt werden, damit eine Bestimmung der Intensitat des
Farbumschlags erfolgen kann. Der MTT-Test wurde im Rahmen der Versuche an den
Tagen des Medienwechsels sowie am Starttag durchgefihrt. Dazu wurden jeweils 250 pl
MTT-L6sung pro Milliliter Medium in das zu messende Well pipettiert und die Wellplatte
anschlief3end fur 90 Minuten bei 37 °C und 5 % CO: in den Inkubator eingebracht. Nach
Ablauf dieser Zeit waren die intakten und vitalen Zellen violett angefarbt, was unter dem
Mikroskop Uberprift werden konnte. Es folgte das Absaugen des Mediengemisches und
die Zugabe von jeweils 1 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) in jedes Well. Dieses fuhrt zu einer
Zerstorung der Zellen, wodurch das ausgefallte blaulich-violette Formazan innerhalb von
30 Minuten Inkubationszeit sichtbar gemacht werden kann. Abschliel3end erfolgte die Be-
stimmung der Absorption der vitalen Zellen in einer Multititerplatte bei einer Wellenlange
von 540 nm sowie einer Referenzfiltermessung bei 620 nm im Plattenphotometer. Die
Absorptionswerte stellen dann ein Malf fiir die Proliferation und Aktivitat der Zellen dar.
Als Kontrolle wurden stichprobenartig parallele Zellzahlbestimmungen in einer Neubauer-

Zahlkammer durchgefinhrt.

2.3.2 Versuchsablauf des Differenzierungsversuches

Der zweite Teil der Untersuchung diente zum einen der Bestimmung der relativen Ex-
pression der Knochenmarker Osteokalzin (OCN), Kollagen Typ 1 und Cbfa1 in den Ver-
dinnungsreihen 1:1, 1:2 sowie in der Kontrollgruppe der HBKZ. Zum anderen wurde eine
Bestimmung der Konzentration von Osteokalzin im Uberstand mit ELISA-Tests durchge-
fuhrt. Der Uberstand, der auf die HBKZ &hnlich wie bei dem Proliferationsversuch tber-

tragen wurde, wurde dabei nach folgendem Ablauf gewonnen:
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Der Uberstand der DHGZ-Kultur wurde vier Wochen lang in einem Pool gesammelt. Je-
den zweiten bis dritten Tag wurde der Uberstand mit einer sterilen 10-ml-Glaspipette ent-
fernt und in sterilen 1-Liter-Glasflaschen aufbewahrt, welche bei -72 °C eingefroren und
somit zunachst konserviert wurden. Auf diese Weise konnte der Wachstumsverlauf der
DHGZ von der ersten bis zur vierten Woche ermittelt werden. Nach der Ubertragung der
Uberstande auf die humanen mesenchymalen Beckenkammzellen im Verdiinnungsver-
haltnis 1:1 und 1:2 wurde die Polymerase-Kettenreaktion durchgefuhrt. Gleiches wurde
auch fur die Kontrollgruppe der HBKZ vorgenommen. Mit Hilfe der PCR und der anschlie-
Benden elektrophoretischen Auftrennung wurde die Expression der Knochenmarker Os-
teokalzin, Kollagen Typ 1 und Cbfa1 bestimmt. Ebenso erfolgte nun die Konzentrations-

bestimmung des Osteokalzins im Medium mit dem ONE Step ELISA.

2.3.2.1 CASY®-Messprinzip

Im Differenzierungsversuch wurde die Zellzahlbestimmung mit der CASY® cell counting
technology vorgenommen. Dieses Gerat war flr den Proliferationsversuch noch nicht vor-
handen. Das CASY®-Messprinzip beruht auf einer elektrischen Pulsflaichenanalyse mit
einer integrierten Aggregationskorrektur (Coulter 1953), wodurch eine standardisierte und
automatisierte Bestimmung der Zellzahl erfolgen kann. Daftr werden die Zellen in einer
isotonen Elektrolytldsung verteilt. Diese Zellsuspension wird mit einer gleichmafiigen
Stromungsgeschwindigkeit durch eine Prazisionsmesspore gesaugt. Wahrend der Mes-
sung wird Uber zwei Platinelektroden ein 1 MHz getaktetes Niederspannungsfeld an die
Kapillarstrecke angelegt. Die elektrolytgefillte Messpore weist dadurch einen elektrischen
Widerstand auf. Beim Durchtritt der Zellen durch diese Messpore wird ein bestimmtes,
ihrem eigenen Zellvolumen entsprechendes Volumen der Elektrolytldsung, verdrangt.
Uber der Kapillarstrecke findet folglich eine Widerstandserhéhung statt, welche als MaR
fur die Zellvolumina genommen werden kann. AbschlieRend erfolgt eine automatisierte
und standardisierte Auswertung der gemessenen Signalflachen, wodurch die Zellzahl

bestimmt werden kann.

2.3.2.2 Osteokalzin ELISA

Fur den Nachweis von Osteokalzin wurde im Rahmen der vorliegenden Untersuchung der
N-MID® Osteokalzin ELISA durchgefiihrt. Mit Hilfe dieses enzym-immunologischen Tests
kann ein quantitativer Nachweis von Osteokalzin in humanen Seren und Plasmen er-
bracht werden. Es werden zwei monoklonale Antikdrper eingesetzt, die in der Lage sind,
zwei unterschiedliche Regionen des humanen Osteokalzins zu erkennen. Beide sind da-
bei hochspezifisch, wobei es sich beim ersten Antikérper um einen biotinylierten Fanger-

Antikorper handelt. Dieser bindet an die Aminosauresequenz 20-43 in der Mitte des
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Osteokalzinmolekils. Dieser Antikorper wird durch einen zweiten Antikorper nachgewie-
sen, der mit einem Enzym gekoppelt ist, in diesem Fall mit einer Peroxidase. Dieser per-
oxidase-konjugierte Antikorper erkennt das N-terminale Ende (Aminosaure 10-16) des
Osteokalzins und I6st eine chromogene, photometrisch messbare Farbreaktion aus. Die
Durchfiihrung des N-MID® Osteokalzin ELISA erfolgte nach den empfohlenen Richtlinien
des Herstellers. Die Angaben zum Hersteller und den verwendeten Materialien finden sich
in den Tabellen im Anhang. Zunachst wurden die konservierten Uberstiande aufgetaut.
Dabei handelte es sich um jeweils 20 pyl der Proben sowie der Kontrollgruppe und des
Standards (synthetisches Osteokalzin), welche in eine mit Streptavidin beschichtete
Mikrotiterplatte eingebracht wurden. In jedes Well wurden anschlieRend 150 pl Antikor-
pergemisch pipettiert, welches den biotinylierten und den peroxidase-konjugierten Anti-
korper in einer 1:1 Verdinnung enthielt. Die Inkubationszeit betrug zwei Stunden und ver-
lief bei Raumtemperatur. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Wells 5-mal mit 300 ul eines
verdinnten Waschpuffers (Waschpufferkonzentrat: aqua:dest 1:50) gewaschen. Es folgte
ein Ausschlagen der Mikrotiterplatte auf einem Stlickchen Saugpapier, um den Waschpuf-
fer restlos zu entfernen. Erst dann wurden in jedes Well 100 yl chromogenes Substrat
(Tetramethylbenzidin = TMB) pipettiert. Die Inkubationszeit nach diesem Schritt betrug 15
Minuten und fand in vollstandiger Dunkelheit und bei Raumtemperatur statt. Die ablaufen-
de Reaktion wurde mit 100 yl ELISA-Stopploésung angehalten. Abschlieend wurde die
Absorption der abgelaufenen Farbreaktion im Plattenphotometer bei einer Wellenl&nge

von 450 nm und einer Referenzwellenldnge von 650 nm ermittelt.

2.3.2.3 RNA-Gewinnung, Isolation und Analyse

Die RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) dient dem Nachweis
von RNA, was Aufschluss uber die Genexpression von spezifischen Genen in Zellen bie-
tet. Dazu wird zunéchst die Ribonukleinsaure (RNA) mittels der RNA-abhangigen DNA-
Polymerase Reverse Transkriptase (RT) in komplementéare DNA (cDNA) umgeschrieben
und die cDNA-Fragmente anschlie3end im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Die Produkte der RT-PCR zeigen entsprechend ihres Molekulargewichtes und
ihrer Zusammensetzung charakteristische Wanderungsstrecken in der Gelelektrophorese
und kénnen auf diese Weise aufgetrennt und semiquantitativ bestimmt werden. Die hier
durchgefuhrte RT-PCR diente dem Nachweis von drei spezifischen Knochenmarkern.
Dazu gehdren Cbfa1, Kollagen Typ 1 und Osteokalzin (OCN), welche zu unterschiedli-
chen Entwicklungsstadien der Osteoblastendifferenzierung und Osteogenese exprimiert
werden. Des Weiteren wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (DAPDH)

untersucht. Hierbei handelt es sich um ein Enzym der Glykolyse, welches die Umwand-
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lung von Glycerinaldehyd-3-phosphat zu 1,3-Bisphos-phoglycerat katalysiert. Da die Gly-
kolyse standig in den Zellen ablauft, kann das Expressionsmuster dieses Enzyms als Re-

ferenzwert fir die Bestimmung der Knochenmarker herangezogen werden.

Tabelle 1: Darstellung der Gensequenzen und Anzahl der Basenpaare (bp) der PCR-Produkte von
Core binding factor alpha 1 (Cbfa1), Kollagen Typ 1, Osteokalzin und GAPDH (nach Seymour 2010,
S. 13).

Marker Primersequenz PCR-Produkt (bp)
for: 5-GTG AGG GAT GAA ATG CTT GGG AAC-3° 548
Cbfal rev: 5°-CAT AAC CGT CAC AAATCC TCC C-3° 548
for: 5°-GAC CTC CGG CTC CTG CTC CTC TTA G-3° 532
Kollagen Typ | | rev: 5-GGA CCC ATG GGG CCA GGC ACG GAA A-3° 532
for: 5°-GCC CTC ACACTC CTC GCC CTATTG G-3° 138
Osteokalzin rev: 5-GTC TCT TCA CTA CCT CGC TGC CCT C-3 138
for: 5°-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3° 451
GAPDH rev: 5-TCC ACC ACCCTG TTG GTC TA-3° 451

Um die RT-PCR durchfuhren zu kénnen, bedarf es zunachst der Isolation der RNA. Dies
erfolgte aus den, an den unterschiedlichen Messtagen gewonnenen Proben, die bis zum
Tag der RNA-Isolation und —analyse bei -20 °C in flissigem Stickstoff eingefroren wurden.
Die RNA-Isolation wurde, nachdem die Zellen aufgetaut und in QlAshredder spin Saulen
zwei Minuten bei 10 000 Umdrehungen/Minute (9300 - g) zentrifugiert und damit homoge-
nisiert wurden, mit dem RNeasy Protect Mini Kit der Firma QIAGEN durchgefihrt. Dazu
wurden, den Herstellerangaben entsprechend, 350 pl 70%iges Ethanol zugefigt und das
Zellkonzentrat in den RNeasy-Mini-Saulen fir 15 Sekunden bei 10 000 Umdrehun-
gen/Minute (9300 - g) zentrifugiert. Bei diesem Verfahren bleibt die RNA in einer RNeasy-
Silikagel-Membran hangen. AnschlieRend erfolgt eine Waschung mit 350 yl RW1-Puffer
und eine erneute Zentrifugation. Dies fuhrt dazu, dass noch vorhandene DNA abgespult
wird und nur reine RNA zurtickbleibt. Daraufhin kommt es zur Anwendung eines Inkubati-
onsgemisches, das aus 10 yl DNase und 70 yl RDD-Puffer besteht. Nach einer Einwirk-
zeit von 15 Minuten auf der Membran findet eine Waschung mit RW1-Puffer statt. Es folgt
ein zweimaliger Waschvorgang mit 500 yl RPE-Puffer, dem sich eine Zentrifugation und
Trocknung anschlieBen. Fir die schlussendliche Ablésung der RNA von der Silikagel-
Membran werden 50 yl RNase-freies Wasser bendtigt, welches auf die Membran aufge-

tragen wird und dem sich eine Zentrifugation fir eine Minute bei 10 000 Umdrehun-
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gen/Minute anschlief3t. Als Endprodukt verbleibt die reine RNA, die dann im Rahmen der

RT-PCR weiter analysiert werden kann.

Die reverse Transkription stellt den ersten Schritt der RT-PCR dar. Die Transkription der
MRNA in cDNA wurde mit dem IQ Mix von Bio-Rad vorgenommen. Das weitere Prozede-
re entsprach den Empfehlungen des Herstellers. Zu Beginn erfolgte eine Bestimmung der
RNA-Konzentration in einem Spektrophotometer (Biophotometer, Eppendorf, siehe An-
hang). Anschliefend wurden von jeder Probe 100 ng RNA zusammen mit 15 pl Nuclease-
freiem Wasser und 5 ul Mastermix (4uliScript™ Reaktionsmix + 1 ul iScript Reverse Tran-
skriptase) zur Synthese der cDNA verwendet. Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des
cDNA SYNTH-Programms im Thermocycler, in dessen vollautomatischem Verlauf die
verschiedenen temperaturabhangigen Reaktionen der RT-PCR ablaufen kdénnen. Das
cDNA SYNTH-Programm startet bei 25°C und steigt nach 5 Minuten (annealing) auf
42 °C an. Diese Temperatur wird fur 30 Minuten aufrechterhalten und entspricht dem
Wirkoptimum der Reversen Transkriptase. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgt ein weiterer
Anstieg der Temperatur auf 85 °C, was zur Denaturierung der Reversen Transkriptase
fuhrt. Nach 5 Minuten sinkt die Temperatur dann auf 4 °C ab. Es schlie3t sich der Vor-
gang der Polymerase-Kettenreaktion an, die zu einer Vervielfaltigung der entstandenen

cDNA-Fragmente flhrt.
Fur den PCR-Ansatz werden folgende Bestandteile benotigt:

e 4ulcDNA

e 10 ul GoTag® Green Mastermix
o 1l Primermix

e 5ul HO2

Der GoTag® Green Mastermix beinhaltet die sogenannte Tag-Polymerase, die sich auf-
grund ihrer Thermostabilitdt gut fur die temperaturabhangigen Vorgange wahrend der
PCR eignet. Der Primermix der Firma IBA setzt sich aus mehreren Oligo(dT)-Primern zu-
sammen, deren Sequenzen jeweils passend fir die verwendeten Marker sind und in der
Tabelle 1 aufgelistet sind. Im Verlauf der PCR, die 35-mal wiederholt wird, werden erneut
mehrere Temperaturphasen durchlaufen, in denen eine Amplifizierung der cDNA stattfin-
det. Die Startreaktion dauert 2 Minuten und fuhrt bei 95 °C zur initialen Denaturierung. Es
folgt bei 95°C, eine sich 35-mal wiederholende und 45 Sekunden andauernde Phase,
wahrend der sich die Denaturierung des Doppelstrangs vollzieht. AnschlieRend kommt es
zu einem Absinken auf 55°C, wodurch in einem 45 Sekunden langen Schritt das Pri-

merannealing ermdglicht wird. Es findet ein erneuter Temperaturanstieg auf 72 °C statt,
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der 45Sekunden lang optimale Bedingungen fur die Elongation durch die Tag-
Polymerase schafft. Es schliel3t sich eine 5-minitige Phase bei 72 °C an, bevor es zu ei-
nem Temperaturabfall auf 4 °C kommt, der auch gehalten wird. Die entstandenen, mehr-
fach vervielfaltigten PCR-Produkte werden anschlieBend in der Gelelektrophorese bei
einer Spannung von 90 Volt und 20 Minuten Laufzeit aufgetrennt. Dafur kommen 1%iges
Agarose-Gel, welchem Ethidiumbromid zugeflgt ist und Tri-Borate-EDTA (TBE-Puffer) als

Laufsubstanz zum Einsatz.

Die entstandenen Produkte wandern unterschiedlich schnell in der Gelelektrophorese und
das enthaltene Ethidiumbromid erlaubt es, die Wanderungsstreifen der Nukleotide sicht-
bar werden zu lassen und entsprechend der Helligkeit der Banden semiquantitativ auszu-
werten. Dies erfolgte mittels der Bio Doc-Analyse. Eine Negativ-Kontrolle ermdéglicht die
Analyse der Banden. Dafir wird ein Reaktionsansatz ohne cDNA und eine DNA-Leiter

verwendet.

2.4 Auswertung der Ergebnisse
Der Ermittlung der Zellzahlen lagen zu den jeweiligen zeitabhangigen Messtagen 3 bis 6
Werte vor, aus denen die Mittelwerte berechnet wurden. Die Zellzahlen der MTT-Messung

wurden anhand der optischen Dichte unter Zugrundelegung der am Starttag ermittelten

Zellzahl nach der Formel Z"’”Z“’”é;‘t’if))” (=0 = Zellzahl(x) berechnet. Mit Hilfe der Zell-

zahl wurden die relativen Wachstumsraten bestimmt, indem der Ausgangswert der Zell-
zahl am Starttag der Zellkultur durch die Zellzahl zum Tag X geteilt wurde. Die Wachs-
tumsrate stellt somit eine dimensionslose Zahl des Vielfachen der Ausgangszellzahl dar.
Die Mittelwerte und die Grafiken wurden mit dem Programm SigmaPlot (Systat Software,

Inc., San Jose, CA, USA) errechnet und dargestellt.
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3 Ergebnisse

Um die Wirkung des Uberstandes der DHGZ-Kultur auf die Proliferation der humanen
mesenchymalen Beckenkammzellen zu Uberprifen, wurden zwei voneinander unabhan-
gige Versuche durchgefiihrt. Zum einen wurden die aktuell anfallenden Uberstande — wie
sie sich bei laufendem 3-taglichem Mediumwechsel ergaben — in das Medium der HBKZ
ubertragen. So wurden z. B. Anteile des Mediums der DHGZ-Kultur, die sich von Tag O bis
Tag 3 in der Kultur befanden, an Tag 3 auf die HBKZ-Kultur verimpft und verblieben dort
von Tag 3 bis Tag 6. Dadurch entstand ein zeitlicher Versatz der Wirkung. Zum anderen
wurden die Uberstande des Mediums der DHGZ-Kultur als Pool gesammelt und auf die
HBKZ-Kultur tberfuhrt. Anhand dieses Versuches sollte nicht nur das Proliferationsverhal-

ten, sondern auch die Differenzierung der Zellen untersucht werden.

Um zuné&chst grundsatzliche Differenzen im Proliferationsverhalten der beiden Zellarten
zu klaren, wurden die DHGZ- und HBKZ-Kontrollgruppen verglichen.

3.1 Proliferationsverhalten der DHGZ- und HBKZ-Kontrollgruppen

Um Aufschluss tber das Proliferationsverhalten der DHGZ und HBKZ zu erhalten, wurden
die beiden Zellarten in jeweils drei Serien ausgesat und ihre Zellzahl kulturzeitabh&ngig
anhand der optischen Dichte des MTT-Tests bestimmt. Der Beobachtungszeitraum betrug
23 Tage. Um eine exaktere Vergleichbarkeit der Proliferation der beiden Zelltypen zu ge-
wahrleisten und abweichende Zellzahlen bei der Aussaat zu korrigieren, wurden die opti-
schen Dichten, die sich bei jeder Serie zum Zeitpunkt der Aussaat ergaben, ins Verhaltnis
zu den am jeweiligen Tag gemessenen Werten gesetzt. Aus den pro Tag gemessenen
Werten (n =6) wurde dann fur jede Zellart die Regression (mit insgesamt 56 Messpunkten)
berechnet und gegen die Kulturzeit im Koordinatensystem aufgetragen. Aus der Steigung
der Regression ergibt sich dann die tagliche Proliferationsrate der jeweiligen Zelltypen, die

ein Vielfaches des Ausgangswertes darstellt.

In Abbildung 3 sind diese relativen Proliferationsraten mit ihren Regressionen der DHGZ
und HBKZ graphisch dargestellt, die im weiteren Versuchsablauf als Kontrollgruppen
dienten. Die Hirschzellen zeigen eine mehr als doppelt so hohe Proliferation wie die
menschlichen Zellen aus dem Beckenkamm. Die 1. Ableitung f(x) der Regressionsgera-
den ergibt als Steigung der beiden Wachstumskurven den taglichen Zuwachs der Prolife-
rationsrate. Sie betragt fir die DHGZ und HBKZ:

DHGZ: f(x) = 1,17x + 3,57; f(x) = 1,17

HBKZ: f(x) = 0,47x + 0,47; f(x) = 0,47.
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Nach der 1. Ableitung der Regressionsgeraden verzeichnen die DHGZ eine tagliche Zu-
wachsrate um das 1,17-Fache und die HBKZ um das 0,47-Fache ihres Ausgangswertes.
Werden beispielsweise 10.000 Zellen ausgesét, so zeigen die DHGZ Uber die Versuchs-
lange einen taglichen Zuwachs von 11700 Zellen und die HBKZ einen Zuwachs von
4700 Zellen. Wie die Korrelationskoeffizienten r angeben, zeigen beide Zelltypen eine
unterschiedliche Linearitat in ihrem Proliferationsverhalten. Diese ist bei den DHGZ mit
r=0,716 etwas starker ausgepragt als bei den HBKZ mit r=0,544. An den ersten beiden
Versuchstagen erfolgt zunachst fur beide Zellarten eine gleich geringe Proliferation, die
dann am 3. Versuchstag bei den DHGZ ansteigt. Fir die HBKZ-Kontrollgruppe ergibt sich
eine wesentlich niedrigere Proliferationsrate. Bis zum 8. Messtag schwankt die Proliferati-
onsrate um den Wert 1-2. Am 6. Versuchstag findet ein leichter Anstieg auf den Wert 6
statt. Der Maximalwert der Proliferationsrate der HBKZ-Kontrollgruppe von knapp 20 wird

am 23. Versuchstag erreicht.

Vergleicht man die Proliferationsraten der Zellen pro Tag (1. Ableitung der Regression)
wird deutlich, dass die Proliferationsrate der DHGZ mehr als doppelt so hoch liegt wie die
der HBKZ.

3.2 Einfluss des fraktionierten Uberstandes der DHGZ-Kultur auf das Prolife-

rationsverhalten der HBKZ

Fur die Durchfihrung des Proliferationsversuches wurden als Verdiinnungsstufen die
Verdunnungsreihen 1:1,1:2, 1:3 und 1:5 gewahlt. Die HBKZ wurden hier mit dem fraktio-
nierten Uberstand der Damhirsch-Kultur und DMEM entsprechend ihrer Verdiinnungsver-
héltnisse versetzt. Es lief ferner eine Kontrollgruppe der HBKZ. Die so erhaltenen Prolife-
rationskurven der HBKZ nach Beimpfung mit den DHGZ-Uberstanden sind in Abbildung 4
dargestellt. Die relativen Proliferationsraten, ermittelt durch Nuw/Nw, der Verdinnungsrei-
hen 1:1,1:2,1:3 und 1:5 sind in Abhangigkeit von der Zeit in Tagen aufgetragen. Weiter-
hin ist der Verlauf der Kontrollgruppe der HBKZ angegeben. Die Werte ergeben sich aus
den Mittelwerten (n=3). Der Zeitpunkt to kennzeichnet den ersten Tag der Uberstands-
Ubertragung. In allen getesteten Gruppen betrug dabei die Ausgangszellzahl 12 250 Zel-
len/Well. Die DHGZ-Kultur, deren Uberstand tbertragen wurde, wurde parallel dazu kulti-
viert und startete mit einer Zellzahl von 31 000 Zellen/Well. Sowohl die Kontrollgruppe der
HBKZ als auch die unterschiedlichen Verdinnungsreihen zeigen in den ersten drei Ver-
suchstagen einen nahezu geradlinigen Verlauf der Proliferationskurve. Am 6. Versuchstag
steigt in allen getesteten Gruppen die relative Proliferationsrate an und erreicht fur die 1:2-

Verdinnung einen Wert von 2,5.
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A  Proliferation von Zellen aus dem Damhirschgeweih
und aus der humanen Beckenkammspongiosa

(n = 56)
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Abbildung 3: A) Relative Proliferationsraten der Kontrollgruppen der Damhirschgeweihzellen
(DHGZ) und der Zellen aus dem humanen Beckenkamm (HBKZ) in Abh&ngigkeit von der Zeit in
Tagen. Dargestellt sind alle Messpunkte (n=56) wahrend des Versuchszeitraums. Ferner sind die
Regressionen sowie der Korrelationskoeffizient (r) angegeben. B) HBKZ der zweiten Passage zum
Startzeitpunkt der Kultur (t=0) nach dem Absetzen am Boden des KulturgefdlRes. C) DHGZ der
zweiten Passage einen Tag nach Aussaat der Zellen im Kulturmedium. Die Zellen neigen zur Ko-

loniebildung.
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Im weiteren zeitlichen Verlauf wurden die Messungen fir die 1:3- und 1:5-Verdinnung
sowie fir die Kontrollgruppe der HKBZ und die Messungen fir die 1:1- und 1:2-
Verdiinnung an teilweise unterschiedlichen Messtagen vorgenommen. Es wird deutlich,
dass die relative Proliferationsrate der 1:1- und 1:2-Verdinnung wesentlich héher liegt, als
die der 1:3- und 1:5-Verdinnung. Die Werte fir die 1:1- und 1:2-Verdinnungen sind an-
nahernd gleich. Beide Gruppen erreichen am 20. Versuchstag ihre Maximalwerte. Dieser
liegt fur die 1:1-Verdinnung um 25. Der Maximalwert fr die relative Proliferationsrate der
1:2-Verdinnung schwankt ebenfalls um diesen Wert. Anschlieend kommt es in diesen
beiden Messgruppen erstmals wahrend der Versuchszeit zu einem Abfall der relativen
Proliferationsrate am 23. Versuchstag. Die relative Proliferationsrate fur die 1:3- und 1:5-
Verdunnungen fallt wesentlich geringer aus, als die der 1:1- und 1:2-Verdiinnungen. Bei-
de Verdinnungsreihen zeigen bis zum 10. Versuchstag nahezu gleich bleibende Werte.
Erst am 13. Versuchstag ist eine Steigung bei der 1:3-Verdlinnung zu verzeichnen. Die
relative Proliferationsrate der 1:5-Verdinnung liegt zu diesem Zeitpunkt auf dem Niveau
der Kontrollgruppe der HBKZ. Erst am 15. Versuchstag findet auch hier eine Steigung
statt. Im weiteren Versuchsablauf findet nur eine geringe Steigung statt, wobei am 21.
Versuchstag Werte von 3 bis 5 erreicht werden. Die 1:3-Verdinnung zeigt eine starkere
Zunahme der relativen Proliferationsrate. Diese Verdunnungsreihe erreicht am 24. Ver-
suchstag ihren Maximalwert von 15.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Uberstande je nach Verdiinnungsgrad einen
proliferationsférdernden Effekt auf die HBKZ haben. Dabei filhren héhere Konzentrationen
des DHGZ-Uberstandes zu hoheren Proliferationsraten. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
der HBKZ, die eine maximale Wachstumsrate von 3 zeigt, proliferieren die mit der 1:1-
und 1:2-Verdiinnung versehenen HBKZ um das 25-Fache.

3.3 Einfluss des gepoolten Uberstandes der DHGZ-Kultur auf das Proliferati-
onsverhalten der HBKZ

Im Rahmen des Differenzierungsversuches wurde zunéchst die Zellzahl der HBKZ be-
stimmt. In Abbildung 5 sind die relativen Proliferationsraten sowie die Zellzahlen (x 10%)in
Abhangigkeit von der Zeit in Tagen fiur die 1:1- und 1:2-Verdinnung sowie fir die Kon-
trollgruppe der HBKZ aufgetragen. Angegeben sind dabei die Mittelwerte (n = 3). Als Aus-
gangszellzahl wurden zum Zeitpunkt to=20 000 Zellen/ml ausgesat. Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte mit Hilfe der CASY® cell counting technology. Hier erfolgte die Uber-
standsibertragung mit dem gepoolten, Uber den gesamten Zeitraum des Proliferations-

versuches gesammelten DHGZ-Uberstand.

19



Ergebnisse

Relative Proliferationssraten der HBKZ mit Kulturiberstanden
der DHGZ (n = 25)
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Abbildung 4: Relative Proliferation als Vielfaches der synchron ausgesaten Zellzahl (=12.250
Zellen/Well) zum Tag to. Der Zeitpunkt to kennzeichnet dabei den ersten Tag der Uberstandstiiber-
tragung. Der Uberstand der Damhirschgeweihzellen (DHGZ) wurde fraktioniert auf die Medien der
Zellen aus dem humanen Beckenkamm (HBKZ) Uibertragen. Dargestellt sind die 1:1-, 1:2-, 1:3- und
1:5-Verdunnungsreihe der HBKZ sowie die Kontrollgruppe der HBKZ. Letztere wurde ausschliel3-
lich mit kommerziellem Medium und ohne DHGZ-Uberstand kultiviert. Allen Serien liegen jeweils
25 Zellzéhlungen zugrunde. Die synchron kultivierten Damhirschgeweihzellen (in der Grafik nicht
dargestellt) starteten mit einer Zellzahl von 31.000 Zellen pro Well. Die maximale 25-Fache Zell-
zahl des Ausgangswertes erreichten die HBKZ, deren Kulturmedien im Verhaltnis 1:1 oder 1:2 mit
dem Uberstand der DHGZ kultiviert wurden.

Der Versuch mit gepooltem Uberstand zeigt ein vollig anderes Ergebnis als der oben be-
schriebene Versuch. Im Gegensatz zu diesem liegt die Proliferationsrate hier bei den mit
gepooltem Uberstand behandelten Zellen lediglich bei circa 2, wahrend die Kontrollgruppe
der HBKZ mit einer relativen Proliferationsrate von gréf3er 3 zum Vorversuch identische

Werte zeigt.
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Absolute und relative Proliferation der HBKZ

im Differenzierungsversuch
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Abbildung 5: Absolute und relative Proliferation der Zellen aus dem humanen Beckenkamm
(HBKZ) nach Ubertragung mit gepooltem DHGZ-Uberstand. Dargestellt sind die Zellzahlen (x103)
und relativen Proliferationsraten fur die Verdiinnungsreihen 1:1 und 1:2 sowie fur die Kontrollgrup-
pe der HBKZ in Abhangigkeit von der Zeit in Tagen. Angegeben sind die Mittelwerte (n = 3) mit den
Standardabweichungen. Die Anfangszellzahl betrug in allen Gruppen zum Startzeitpunkt der Kultur
to =20 000 Zellen/ml.

Aus der Abbildung 5 geht hervor, dass bis zum zweiten Messtag (t=6) sowohl in den
Verdunnungsreihen 1:1 und 1:2 als auch bei der Kontrollgruppe der HBKZ eine Zunahme
der Zellzahl stattfindet. Dieser Anstieg der Zellzahl setzt sich in der Kontrollgruppe der
HBKZ fort und erreicht am 20. Versuchstag ihren Maximalwert. Anschlieend kommt es
zu einem starken Abfall der Zellzahl, die am letzten Messtag (t =24) einen Wert von 48 x
10® Zellen/ml erreicht. Die Zellzahl der Verdiinnungsreihen 1:1 und 1:2 fallt nach dem 2.
Messtag (t=6) wieder leicht ab. Im weiteren Verlauf der Messungen kann jedoch wieder
ein Anstieg der Zellzahl beobachtet werden, wobei die Zellzahl der 1:1 Verdinnung stér-
ker anwdachst, als die der 1:2-Verdinnung. Beide erreichen, &hnlich wie die HBKZ-
Kontrollgruppe, am 20. Versuchstag ihren Maximalwert. Dieser liegt bei der 1:1-
Verdinnung bei 46x10° Zellen/ml. Die Zellzahl der 1:2-Verdinnung betragt zu diesem
Zeitpunkt 41x10° Zellen/ml. Im weiteren Versuchsablauf folgen die Wachstumskurven der

Verdinnungsreihen dem Verlauf der HBKZ-Kurve. Auch die Zellzahl in den Verdinnungs-
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reihen fallt nach dem 20. Versuchstag stark ab und erreicht Werte von 30x102% Zellen/ml

fur die 1:1-Verdinnung und 26x10° Zellen/ml fur die 1:2-Verdinnung.

3.3.1 Zeitabhangige Genexpression der HBKZ
Im Rahmen des Differenzierungsversuches wurde die Genexpression von Kollagen Typ 1,
Osteokalzin (OCN) und Cbfal ermittelt. Anhand der Gelbanden wurde die relative Intensi-

tat in Abhangigkeit von der Zeit in Tagen bestimmt, wobei der Quotient % gebildet wurde,

sodass alle Werte ein Vielfaches des Ausgangswertes darstellen. In Abbildung 6 ist die
Expression der oben genannten Knochenmarker als Fotographie der nach elektrophoreti-
scher Auftrennung sichtbaren Banden fur die 1:1- und 1:2-Versdinnung und eine Kon-
trollgruppe der HBKZ abgebildet. Sowohl flr die Kontrollgruppe der HBKZ als auch fur die
Verdunnungsreihen 1:1 und 1:2 ist hier die Laufzeit von Cbfal, Osteokalzin, Kollagen
Typ 1 und als Referenzwert GAPDH dargestellt. Darlber hinaus sind in Abbildung 7 die
relativen Intensitdten der Expression fur die 1:1- und 1:2- Verdinnung und die HBKZ-

Kontrollgruppe dargestellt.

Die Gelbanden zeigen nach der elektrophoretischen Auftrennung der Nukleotide, dass der
Referenzmarker GAPDH in allen drei Messgruppen mit gleicher Intensitat exprimiert wur-
de. Fur die verwendeten Knochenmarker lassen sich im zeitlichen Verlauf Intensitatsun-
terschiede erkennen. Kollagen Typ 1 wird in der 1:2-Verdinnung weitaus schwacher ex-
primiert als in den anderen beiden Proben und tritt erst spater im Versuchszeitraum auf.
Die Banden fir OCN sind in den beiden Verdinnungsreihen schwacher ausgebildet, je-
doch ist Osteokalzin lber den gesamten Versuchszeitraum aktiv. Gleiches gilt fur Cbfal,
welches in allen drei Proben von Beginn an aktiv ist und auch in etwa die gleiche Intensi-
tat aufweist. Die Ergebnisse fur die elektrophoretische Analyse kdnnen als gultig angese-

hen werden, da die Negativ-Kontrolle fur alle drei Marker keine Expression zeigt.

Die relative Intensitat der Expression von Kollagen Typ 1 ist in Abbildung 7 A fur die Ver-
dinnung 1:1 und die Kontrollgruppe der HBKZ aufgetragen. Es wird deutlich, dass die
Intensitat fur die Kontrollgruppe der HBKZ im Verlauf der Messzeit ansteigt, wobei die
grofte Steigung bis zum 10. Versuchstag auf einen Wert von 5 vorzufinden ist. Danach
findet ein leichter Abfall auf den Wert 4 statt. Bis zum Ende der Messzeit steigt die relative
Intensitat von Kollagen Typ 1 dann wieder auf Werte um 5 an. Die Verdlnnungsreihe 1:1
zeigt zunachst einen starken Anstieg auf 7,5 am 6. Versuchstag. Danach fallt die relative
Intensitat ab, bleibt aber von Tag 14 bis 17 bei Werten um 4,5 gleich. Bis zum Versuchs-
ende am Tag 24 féllt die relative Intensitat weiter ab und erreicht Werte unterhalb des

Ausgangswertes von 1.
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Abbildung 6: Fotographien der Gelbanden nach elektrophoretischer Auftrennung. Untersucht

wurden die Knochenmarker Kollagen Typ 1 (bp = 532), Osteokalzin (OCN; bp = 138) und der core

binding factor alpha 1 (Cbfa1; bp = 548) fur die 1:1- und 1:2-Verdiinnung sowie fur eine Kontroll-

gruppe der humanen mesenchymalen Beckenkammzellen (HBKZ). Weiterhin ist als Referenzmar-
ker GAPDH (bp = 451) dargestellt.

23



Ergebnisse

Relative Expression von Kollagen Typ |, Osteokalzin und Cbfa1
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Abbildung 7: Relative Intensitdten der Expression fiir die Knochenmarker Kollagen Typ 1 (A),

Osteokalzin (B) und core binding factor alpha 1 (C) fiir die 1:1- und 1:2-Verdiinnung sowie flr eine

Kontrollgruppe der humanen mesenchymalen Beckenkammzellen (HBKZ) in Abhangigkeit von der

Zeit in Tagen.

Die Ergebnisse der relativen Intensitat der Expression fur Osteokalzin sind in Abbildung

7 B fur die Kontrollgruppe der HBKZ und die Verdiinnung 1:1 und 1:2 dargestellt. Alle drei

Versuchsgruppen zeigen zu keinem Zeitpunkt der Versuchszeit einen starken Anstieg der

relativen Intensitéat. Stattdessen schwanken alle drei Proben um den Wert O bis 2. Ledig-

lich die Kontrollgruppe der HBKZ zeigt tUberhaupt eine kontinuierliche Steigung der relati-

ven Intensitét, die ihren Maximalwert am Tag 20 mit 2 erreicht. Die beiden Verdinnungs-
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reihen hingegen erreichen wahrend der Versuchszeit Werte unterhalb des Ausgangswer-

tes von 1.

In Abbildung 7 C sind die Kurvenverlaufe der relativen Intensitat der Expression von
Cbfal fir die Kontrollgruppe der HBKZ sowie fur die Verdinnungsreihen 1:1 und 1:2 zu
sehen. Die grof3te Zunahme der relativen Intensitat ist hier bei der 1:1-Verdinnung zu
beobachten, die am 13. Versuchstag einen Maximalwert von 14 erreicht. Danach ist je-
doch ein starker Abfall auf den Wert 1 am 17. Versuchstag festzustellen. Bis zum Ver-
suchsende am 24. Tag findet nur noch ein leichter Anstieg auf 2 statt. Die Kontrollgruppe
der HBKZ zeigt einen ahnlichen Verlauf wie den der Verdinnungsreihe 1:1, wobei die
Phasen von Anstieg und Abfall zeitversetzt stattfinden und weitaus geringer ausfallen. Der
Maximalwert wird am Tag 10. mit 7 erreicht, der Minimalwert am Tag 6 mit einem Wert um
1,5. Ab dem 15. Tag findet bis zum Versuchsende wieder eine Steigung statt, der Maxi-
malwert kann hier aber nicht mehr erreicht werden. Die Kurve der Verdinnungsreihe 1:2
zeigt einen wesentlich schwacher ausgepragten wellenférmigen Verlauf. Der Maximalwert

wird hier am 13. Versuchstag erreicht und betragt 5.

3.3.2 Osteokalzinbestimmung

Im Rahmen des Differenzierungsversuches wurde zunachst die Genexpression und an-
schliel3end die Konzentration von Osteokalzin im Medium der Verdiinnungsreihen 1:1 und
1:2 sowie der Kontrollgruppe der HBKZ bestimmt. Wie aus der Abbildung 8 hervorgeht,
konnte jedoch bereits in der DHGZ-Kultur Osteokalzin gemessen werden. So demonstriert
die Grafik, dass ab dem 10. Kulturtag eine erhebliche Osteokalzinproduktion in der Kultur
der Damhirschgeweihzellen stattgefunden hat. Die dadurch bedingte Ubertragung von
Osteokalzin im Uberstand auf die HBKZ-Kulturen erforderte aus diesem Grund eine Kor-
rektur um die Osteoblastenproduktion dieser Zellart genauer bestimmen zu kénnen. Des-
halb wurden die erhaltenen Werte der Osteoklazinkonzentration fur die 1:1- und 1:2-
Verdiunnungsreinen um den Betrag der urspringlich im Medium bereits vorhandenen

OCN-Konzentration korrigiert.

Die relative Intensitéat von Osteokalzin wurde mit Hilfe der PCR ermittelt. Die Osteokalzin-
konzentration (ng/ml) wurde mittels des ONE Step ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 9 A und Abbildung 9 B in Abhangigkeit von der Zeit in Tagen (t=0 bis t=24)
graphisch aufgetragen. Sowohl fir die relative Intensitat als auch fur die Osteokalzinkon-
zentration sind die Mittelwerte (relative Intensitat: n = 3; Konzentration: n=6), die dazuge-
hdrigen Regressionsgeraden und der Korrelationskoeffizient r fur die HBKZ-Kontrolle, 1:1-

und 1:2-Verdinnung angegeben.
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Osteokalzinkonzentration im Kulturmedium
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Abbildung 8: Osteokalzinkonzentrationen im Uberstand der Kultur der Damhirschgeweihzellen
und der Kontrollgruppe der humanen Beckenkammzellen (HBKZ) sowie der 1:1- und 1:2-
Verdinnung. Die Osteokalzinkonzentration (ng/ml) ist als Mittelwert (n = 6) in Abhangigkeit von der
Zeit (14 Messtage) aufgetragen und wurde bei jedem Mediumwechsel bestimmt. Aus Griinden der

besseren Ubersicht wurden die Messpunkte mit inren Standardabweichungen nicht aufgetragen.

Aus Abbildung 9 A geht hervor, dass die relative Intensitat als Ausdruck flr die Expression
von Osteokalzin im Verlauf der Versuchszeit fir die Kontrollgruppe der HBKZ am hdchs-
ten liegt. Bis auf einen Abfall auf den Ausgangswert von 1 am 7. Versuchstag und einen
Abfall am letzten Versuchstag (t =25) ist eine kontinuierliche Steigung festzustellen, die
am 21. Versuchstag den Maximalwert von 2 erreicht. Es schlief3t sich ein Abfall der relati-
ven Intensitat des OCN am Tag 24 auf den Wert 1,5 an. Die relative Intensitat des Osteo-
kalzins fur die 1:1-Verdinnung unterliegt wahrend des Versuchsablaufes leichten
Schwankungen, wobei sich die Werte um 1 bewegen. Zum Zeitpunkt t=7,11,18 und 21
liegt die relative Intensitat der 1:1-Verdinnung unterhalb des Ausgangswertes von 1. FUr
die 1:2-Verdiunnung ergeben sich ebenfalls Werte, die unter dem Ausgangswert von 1
liegen. Diese wurden zum Zeitpunkt t=7,21 und 25 gemessen. Lediglich an Tag 7 und 14

sind Werte Uber dem Ausgangswert von 1 festzustellen.
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Expression und Konzentration von Osteokalzin
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Abbildung 9: Relative Osteokalzinexpressionen (A) und korrigierte Osteokalzinkonzentrationen in
ng/ml (B) im Medium der Zellen aus dem humanen Beckenkamm (HBKZ) in Abh&angigkeit von der
Zeit in Tagen. Angegeben sind die Messdaten (Expression: n=3; Konzentration: n=6) und ihre Re-
gressionen sowie der Korrelationskoeffizient r fir die HBKZ-Kontrollgruppe und die 1:1- und 1:2-

Verdinnungsreihe.

In Abbildung 9B ist die Konzentration der Proteinmenge des Osteokalzins im Medium
(ng/ml) fur die einzelnen Messgruppen dargestellt. Auch fir die Osteokalzinkonzentration
wurden die Regressionsgleichungen eingezeichnet. Die Kontrollgruppe der HBKZ zeigt im
Hinblick auf die Osteokalzinkonzentration im Medium die geringste Abnahme. An den drei
Messpunkten t=2, 12 und 15 liegt die Konzentration unterhalb des Ausgangswertes von

3,5ng/ml. Hier schwanken die Konzentrationen zwischen 0 bis 1 ng /ml. Bei der 1:1-
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Verdiinnung ist die grof3te Abnahme der Osteokalzinkonzentration im Medium vorzufinden.
So werden am Tag 24 sogar Konzentrationen von -16 ng/ml errechnet. Eine Steigerung
Uber den Ausgangswert von 3,5 ng/ml ist zu keinem Messzeitpunkt festzustellen. Die 1:2-
Verdinnung zeigt ebenfalls Gber den Versuchszeitraum eine Abnahme der Osteokalzin-
konzentration im Medium. Diese liegt zwischen der 1:1-Verdinnung und der Kontrollgrup-
pe der HBKZ. In dieser Verdinnungsreihe werden Konzentrationen von -8 ng/ml am 19.
Versuchstag errechnet. Eine Zunahme der Osteokalzinkonzentration Uber den Aus-
gangswert von 3,5 ng/ml ist auch in dieser Verdinnungsreihe nicht vorzufinden. Die erste
Ableitung der angegebenen Regressionsgleichungen erlaubt einen Vergleich der Ande-
rung der Proteinkonzentration in allen drei Messgruppen. Die erste Ableitung der Regres-
sion ergibt fur alle drei Messgruppen eine Gerade zur x-Achse. Die Abnahme der Pro-
teinmenge ist in der 1:1-Verdinnung rund doppelt so hoch wie in der 1:2-Verdinnung.
Insgesamt kdnnen in den Verdinnungsreihen Uberwiegend negative Werte errechnet
werden, die auf einen Osteokalzinverbrauch der Zelle hinweisen kdnnen. Lediglich in der
Kontrollgruppe ist eine leichte Steigung und damit Zunahme der Proteinkonzentration im

Medium vorzufinden.

Korrelation der Expression und korrigierte
Mediumkonzentration von Osteokalzin
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Abbildung 10: Korrelation der relativen Osteokalzinexpression und der Osteokalzinkonzentration
(ng/ml) im Medium fir die Verdinnungsreihen 1:1 und 1:2 und die Kontrollgruppe der Zellen aus
dem humanen Beckenkamm (HBKZ). Es besteht keine strenge Korrelation (n = 14) zwischen der
relativen Genexpression und der Proteinkonzentration fur die drei getesteten Gruppen. Die Re-

gressionen wurden zur besseren Veranschaulichung tber die Datengrenzen hinaus dargestellt.
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Um die Korrelation zwischen der Genexpression und Proteinkonzentration von Osteokal-
zin zu Uberprifen, wurden r, p und n fir die Kontrollgruppe der HBKZ und die Verdun-
nungsreihen 1:1 und 1:2 bestimmt. Es zeigt sich, dass zwischen der relativen Osteokal-
zinexpression und der OCN-Konzentration aufgrund der vorliegenden Daten dieser Unter-
suchung keine strenge Korrelation (P> 0,05; n=14) vorliegt. In Abbildung 10 ist jedoch
sowohl bei der Kontroll- als auch bei der 1:1-Verdunnungsreihe der Trend festzustellen,
dass mit abnehmender Konzentration die Expression steigt. Wie zuvor bereits beschrie-
ben, demonstrieren die negativen Konzentrationswerte dabei einen Osteokalzinverbrauch

im Medium.
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4 Diskussion

4.1 Methodik

Die Versuche im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden nach allgemein aner-
kannten Methoden durchgefiihrt. Die Anzucht der Zellkulturen erfolgte unter standardisier-
ten Bedingungen und wurde unter strikter Einhaltung der Hygiene zum Schutz der heran-
wachenden Zellen vorgenommen. Um die Zellzahl und die Zellaktivitdt zu bestimmen,
wurden die CASY® cell counting technology sowie der MTT-Assay verwendet. Fir die
Bestimmung der Osteokalzinkonzentration wurde sowohl fur die DHGZ-Kultur als auch fur
die HBKZ-Kultur der ONE Step ELISA genutzt, da zurzeit keine spezifischen Tests fur die
cerviden Proteine erhéltlich sind. Wie jedoch Stéger et al. (2010) in ihrer Untersuchung
herausstellen, besteht eine groRe Ubereinstimmung der Gene, wie zum Beispiel Runx2
(Cbfal) und Kollagen Typ 1 Al (93%) bei den Saugetieren, in diesem speziellen Fall zwi-

schen Mensch und Cerviden.

4.1.1 Zellzahlung

Der MTT-Assay wurde erstmals 1983 von Mosmann beschrieben, um das Zelltiberleben
sowie die Proliferation von Saugetierzellen zu beschreiben (Mosmann 1983). Es basiert
auf der Umwandlung von gelbem Tetrazolium-Salz (MTT) in das blau-violette Formazan.
Die Reaktion wird von dem mitochondrialen Enzym Succinatdehydrogenase (Slater et al.
1963) in intakten metabolisch aktiven Zellen katalysiert. Das ausgeféllte Formazan kann
mit Hilfe der Spektralanalyse photometrisch bestimmt werden. Die Menge des produzier-
ten Formazans ist dabei proportional zur Anzahl der lebenden Zellen (Denizot und Lang
1986; Ciapetti et al. 1993). Der Test wurde zur Messung der Proliferation der HBKZ nach
DHGZ-Uberstandsiibertragung sowie zur Bestimmung des unterschiedlichen Wachs-
tumsverhaltens von DHGZ und HBKZ genutzt. Die CASY® cell counting technology war
zu diesem Zeitpunkt nicht verfiigbar. Denizot und Lang (1986) weisen darauf hin, dass der
MTT-Test in der von Mosmann beschriebenen Form, eine geringe Sensitivitdt aufweist.
Dies sei mit der schlechten Ldslichkeit des entstandenen Formazan-Produktes, sowie
einer damit verbundenen schlechteren Absorptionsmessung zu begrinden. Die Autoren
postulieren Modifikationen fur die Durchfuhrung des MTT-Assays und nennen dabei die
Notwendigkeit, Medium im Serum zu vermeiden. Auch Scudiero et al. (1988) kritisieren
die schlechte Loslichkeit des Formazans und fiihren als Alternative das microculture
tetrazolium assay (MTA) an. Dabei entsteht ein wasserldsliches Formazan-Produkt, wel-
ches schneller in Lésung geht und eine sofortige Absorptionsmessung zulésst. Es sei an

dieser Stelle darauf hingewiesen, dass der MTT-Test ausschlie3lich die vitalen Zellen
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erfasst, da die Testreaktion nur von lebenden Zellen durchgefiihrt werden kann. In Ruhe-
oder Differenzierungsphasen ist daher mit einer geringeren Sensitivitdt des Assays zu
rechnen. Im Hinblick auf die Ergebnisse der MTT-Messungen ist nur eine geringe Fehler-
quote festzustellen. Leichte Abweichungen kénnen trotz Einhalten der Mengenangabe
und der Inkubationszeiten durch Fehler in der Anwendung zustande gekommen sein. So
kann eine fehlende Elimination von Medium im Serum (Denizot und Lang 1986) ein Grund

fur die geringen Unterschiede in den Proliferationsmessungen sein.

Im Differenzierungsversuch wurde zur Bestimmung der Zellzahl die CASY® cell
counting technology verwendet, die auf dem Prinzip der Impedanzmessung (Coulter
1953) beruht. Diese weist im Hinblick auf die Bestimmung der Zellzahl eine hohe Sensiti-
vitat auf, weshalb in dem Differenzierungsversuch von einer geringen Fehlerquote ausge-
gangen werden kann. Weiterhin ermoglicht dieses Verfahren eine hohe Obijektivierbarkeit

der Ergebnisse und damit eine sichere Anwendung (Killemann und Schneider 2004).

4.1.2 ONE Step ELISA

Bei dem N-MID® ONE Step ELISA handelt es sich um einen immunologischen Test zur
guantitativen Bestimmung von Osteokalzin. Dieses Verfahren diente der Bestimmung des
Osteokalzins im Uberstand. Wie Rosenquist et al. (1995) beschreiben, handelt sich dabei
um eine sichere Methode, um sowohl die NH,-terminale Sequenz (aa 17-19) als auch die
mittlere Molekll-Sequenz (aa 20-43) nachweisen zu kénnen. Dies ist, wie die Forscher-
gruppe herausstellt, von Bedeutung, da Osteokalzin ein sehr instabiles Molekil ist. So
liegen neben dem intakten Osteokalzin-Molekil im Serum unterschiedliche Osteokalzin-
Fragmente vor (Lee 2000). Diese Instabilitdt ist mit dem Vorhandensein einer labilen
Sechs-Aminosaure (COOH)-terminalen Sequenz zu begrinden, die bei Raumtemperatur
leicht gespalten wird. Allgemein kann der Osteokalzin-Nachweis durch eine Reihe von
Immunassays erfolgen (Bouillon et al. 1992; Gundberg et al. 1985; Taylor et al. 1988; Mo-
naghan et al. 1993). Heutzutage werden aber Uberwiegend two-site-immunoassays wie
der One Step ELISA verwendet, um Probleme, die mit der Osteokalzinfragment-Bildung
im Serum zusammenhangen, zu vermeiden (Swaminathan 2001). In dieser Untersuchung
musste, da bisher kein ELISA-Testverfahren fur das Osteokalzin der Hirschgeweihzellen
verfugbar ist, im Rahmen der Konzentrationsmessung im DHGZ-Medium auf den huma-

nen ELISA-Test zuriickgegriffen werden.

4.2 Ergebnisse
Das Hirschgeweih besitzt die Féhigkeit, sich in einem immer wiederkehrenden Rhythmus

neu zu regenerieren und weist dabei enorme Wachstumsgeschwindigkeiten von bis zu
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20 mm pro Tag auf (Price und Allen 2004). Dieses starke Proliferations- und Differenzie-
rungsvermogen der Hirschgeweihzellen konnte mit den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchung bestéatigt werden. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der Uberstand
der Damhirsch-Zellkultur einen proliferations- und differenzierungsférdernden Effekt auf

undifferenzierte humane mesenchymale Stammzellen ausubt.

4.2.1 Ergebnisse des Proliferationsversuches

Im Rahmen des Proliferationsversuches wurde zunachst das Wachstumsverhalten der
Kontrollgruppen der DHGZ und HBKZ gegenubergestellt. Anschliel3end sollte der prolife-
rationsférdernde Effekt des fraktionierten DHGZ-Uberstandes auf die humanen mesen-

chymalen Beckenkammzellen untersucht werden (Abb. 1).

Die Gegenuberstellung des Wachstumsverhaltens von HBKZ und DHGZ zeigt eine mehr
als doppelt so groRe Zunahme der Proliferationsrate der Hirschgeweihzellen pro Tag. So
stieg die Ausgangszellzahl der DHGZ (to= 12000 Zellen/Well) auf das 30-Fache an, wéh-
rend sich die Zellzahl der HBKZ (to= 3250 Zellen/Well) um das 17-Fache vergrofierte.
Dies veranschaulicht deutlich die herausragende Proliferationstendenz der DHGZ. Diese
Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der vorhandenen Literatur, in der die Wachs-
tumsgeschwindigkeit der Hirschgeweihe als die ,schnellste Organogenese“ im Tierreich
beschrieben wird (Price et al. 2005).

Weiterhin sollte durch die Ubertragung des fraktionierten DHGZ-Uberstandes das Wachs-
tumsverhalten der HBKZ positiv beeinflusst werden. Es wurde die Vermutung erhoben,
dass die DHGZ-Zellkultur Faktoren synthetisiert und in das Medium abgeben wirde, die
ihrerseits eine proliferationsférdernde Wirkung auf die HBKZ ausiiben wirden. Bei der
Geweihknochenzellkultur handelte es sich dabei um Mischkulturen, die sich aus fi-
broblastaren Zellen, Chondrozyten, Osteoklasten, Osteoblasten und deren Vorlauferzellen
zusammensetzte. Der postulierte proliferationsfordernde Effekt auf die HBKZ durch die
direkte Uberstandsiibertragung konnte im Rahmen dieser Untersuchung bestétigt werden.
So lieR der Einfluss des fraktionierten DHGZ-Uberstandes auf die Zellkultur der HBKZ
eine deutliche Beeinflussung auf das Proliferationsverhalten der DHGZ erkennen. In allen
vier getesteten Verdinnungsreihen lag die Wachstumsrate der HBKZ hoher als in der
Kontrollgruppe. Der grofite wachstumssteigernde Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe
lied sich bei den Verdiinnungen 1:1 und 1:2 feststellen. Diese beiden Verdinnungsreihen
wurden in einer parallel angeordneten Versuchsreihe durchgefiihrt. Eine spatere Ver-
suchsreihe mit einer 1:3- und 1:5-Verdiinnung zeigte, dass auch hier die hohere Konzent-

ration von 1:3 im Gegensatz zur 1:5-Verdiinnung einen starkeren Effekt aufwies. Einen
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ahnlich wachstumsférdernden Effekt durch die Ubertragung eines direkten Uberstandes
konnten Laky et al. (2009) herausarbeiten. Die Forschergruppe stellte in In-vitro-
Experimenten eine dosisabhéngige Steigerung der Wachstumsrate von humanen alveola-
ren Osteoblasten durch eine Uberstandstbertragung einer Damhirsch-Zellkultur dar. Der
durch die Uberstandsiibertragung herbeigefiihrte wachstumsférdernde Einfluss konnte,
wie vermutet, durch Wachstumsfaktoren und Hormone des DHGZ-Uberstandes hervorge-
rufen worden sein. Hier werden verschiedene Regulationsmechanismen in der Literatur
beschrieben und diskutiert. Eine entscheidende Rolle im Zyklus aus Formation des Pedi-
kels Uber die erste Umwandlung zum Geweih mit anschlieRendem Wachstum, bis hin zur
Kalzifikation des Geweihs und dem Abstreifen der Geweihhaut kommt laut Li et al. (2003)
dem Testosteron zu. Weiterhin weisen Faucheux et al. (2004) auf den Einfluss des Para-
thormons auf die Chondroblasten und Osteoklasten im Verlauf der Geweihentwicklung hin.
Das endgiltige Zusammenspiel der Regulationsmechanismen, welches fur die hohe
Wachstumsrate der Geweihzellen verantwortlich ist, ist noch nicht bekannt und bedarf
weiterer Untersuchungen. So werden die Wachstumsfaktoren IGF-1 (Elliott et al. 1992)
und IGF-2 (Elliott at al. 1993) sowie die Zytokine bone morphogenetic protein 2 (Feng et al.
1997) und bone morphongenetic protein4 (Feng et al. 1995) diskutiert. Auch die trans-
forming growth-B87 und B2-Faktoren und die Protokonkoegen c-fos und c-myc konnten
mittles RT-PCR von der Forschergruppe um Francis et al. (1998) in den vier Zonen der
Geweihentwicklung zu jedem Zeitpunkt des Wachstums nachgewiesen werden. Insge-
samt gilt es zu erwdhnen, dass diese Faktoren wohlméglich nicht spezies-spezifisch sind,
sondern auch stimulierend auf die Zellen anderer Gattungen wirken konnten. In diesem
Zusammenhang lassen sich mehrere Untersuchungen Uber die Ubereinstimmung von
Gensequenzen unterschiedlicher Wachstumsfaktoren zwischen mehreren Spezies finden.
Im Rahmen ihrer Untersuchung tber den Einfluss des nerve growth factors beim Prozess
der Hirschgeweihregeneration und Ausbreitung der Axone von Neuronen in den Geweih-
spitzen priiften Li et al. (2007) die Ubereinstimmung der Gensequenzen des nerve growth
factors. Mit Hilfe der RT-PCR wurde fiir den nerve growth factor fir Rinder, Menschen,
Hirsche und Mause eine in allen drei Fallen groRer 80%ige Ubereinstimmung gefunden.
Auch Stéger et al. (2010) kamen zu dem Ergebnis, dass durch die evolutionédre Konser-

vierung strukturelle Ahnlichkeiten zwischen cerviden und humanen Genen bestehen.

4.2.2 Ergebnisse des Differenzierungsversuches
Der Differenzierungsversuch, der neben dem Proliferationsversuch den zweiten Teil die-
ser Untersuchung darstellte, beinhaltete zunachst eine Bestimmung der HBKZ-Zellzahl

sowie anschliel3end eine Analyse verschiedener Knochenmarker.
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Zu Beginn des Differenzierungsversuches wurde eine Messung der Zellzahl durchgefihrt.
Anders als im Proliferationsversuch erfolgte hier die Ubertragung des gepoolten DHGZ-
Uberstandes, der im Zeitraum des Proliferationsversuches gesammelt wurde (Abb. 1).
Uberraschenderweise zeigte die Proliferation ein vollig anderes Ergebnis als im vorange-
gangenen Versuch. So fiel die Proliferation fur die 1:1- und 1:2-Verdinnung geringer aus
als fur die Kontrollgruppe der HBKZ. Dieses Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass eine
starkere Differenzierung der humanen mesenchymalen Stammzellen aus den Verdin-
nungsreihen zu Osteoblasten stattgefunden haben kdnnte. In Phasen der Differenzierung
zeigen Zellen, wie Baksh et al. (2004) herausstellten, ein geringeres Wachstumsverhalten.
Es liegt daher die Vermutung nahe, dass die moglichen ,Differenzierungsfaktoren® im

Uberstand eine groRere Wirkung als die ,Proliferationsfaktoren auf die HBKZ ausiiben.

Um zu Uberprifen, ob tatsachlich eine Differenzierung der humanen mesenchymalen Be-
ckenkammzellen hin zu reifen Osteoblasten stattgefunden haben koénnte, kamen ver-
schiedene Knochenmarker zum Einsatz. Bei den humanen mesenchymalen Becken-
kammzellen handelt es sich um pluripotente Stammzellen aus dem Knochenmarksstroma.
Sie weisen ein hohes Differenzierungspotenzial auf. Aus ihnen gehen die Osteoblasten,
Chondrozyten, Myozyten und die Stutzgewebszellen des hamatopoetischen Systems her-
vor (Jerosch et al. 2002). Bei den Osteoblasten handelt es sich um die knochenbildenden
Zellen, wohingegen die Osteoklasten den Knochenabbau bewirken. Die Osteoklasten
entwickeln sich im Unterschied zu den Osteoblasten aus hamatopoetischen Stammzellen
(Schwenzer und Ehrenfeld 2001). Sowohl Osteoblasten- als auch Osteoklastendifferen-
zierung werden durch diverse Regulationsmechanismen gesteuert. Die Osteoblastendiffe-
renzierung wird dabei durch lokale Faktoren wie bone morphogenetic proteins (BMPS)
reguliert. Diese sind Mitglied der Proteinsuperfamilie des transformierenden Wachstums-
faktors B (TGF) und sind neben der Knochenbildung an der Nieren-, Darm-, Lungen- und
Zahnentwicklung beteiligt (Schwenzer und Ehrenfeld 2011). Des Weiteren spielen Wachs-
tumsfaktoren der Hedgehog-Familie wie Sonic- (Shh) und Indian-Hedgehog (Ihh) bei der
Osteoblastendifferenzierung eine wichtige Rolle (Yamaguchi et al. 2000). Auf Ebene der
Transkription wird die Osteoblastendifferenzierung maf3geblich vom Transkriptionsfaktor
core binding factor alpha 1 (Cbfal) reguliert. Dieser bindet an das OSE2 (osteoblast spe-
cific cis acting element) und gehort als Protein zu der Runt-Familie. Cbfal stellt als Tran-
skriptionsfaktor eine wichtige Schaltstelle zwischen Osteoblasten- und Chondrozyten-
Entwicklung dar (Ducy et al. 2000). Weiterhin wirken verschiedene Homebox-Proteine bei

der Transkription mit (Ducy 2000).
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Die ausdifferenzierten Osteoblasten sind fur die Bildung der nicht-mineralisierten Interzel-
lularsubstanz verantwortlich, die sich Uberwiegend aus Typ-1-Kollagenen zusammensetzt.
Diese wird im weiteren Verlauf zunehmend organisiert und schlie3lich mineralisiert (Stein
et al. 1993). Die Osteoblastenfunktion und Aktivitat wird dabei tber zahlreiche parakrine
und autokrine Faktoren wie BMP, Parathormon (PTH), Ostrogene und andere Steroid-
hormone mittels Rezeptor reguliert (Jerosch et al. 2002). AufRerdem ist Cbfal auch an der
Osteoblastenfunktion beteiligt, indem es die Expression von Osteokalzin beeinflusst (Ducy
2000).

Der Knochenstoffwechsel unterliegt fortwahrend dem Einfluss von Osteoblasten und Os-
teoklasten, wodurch ein stéandiger Wechsel von Knochenresorption und Knochenneubil-
dung stattfindet. Dieser als remodelling (Ducy et al. 2000) bezeichnete Knochenumbau
erm@glicht es dem Knochen, sich fortwahrend auf veranderte Belastungs- und Stoffwech-
selsituationen einzustellen und darauf zu reagieren. Sowohl der Knochenaufbau als auch
der Knochenabbau lassen sich mit Hilfe unterschiedlicher Knochenmarker beschreiben.
Im Rahmen dieser Untersuchung liegt das Augenmerk auf der Knochenneubildung, die
durch direkte oder indirekte Produkte von aktiven Osteoblasten markiert werden kann. Die
Marker sind dabei zu unterschiedlichen Phasen der Osteoblastenentwicklung nachweis-
bar und geben Hinweise auf das Entwicklungsstadium der knochenbildenden Zellen (Sei-
bel 2000). Stein und Mitarbeiter (1996) beschreiben vier Entwicklungsstadien, in denen
ein unterschiedliches Expressionsmuster von Genen vorzufinden ist. Das erste Stadium
stellt die Proliferation der Zellen dar, dem sich die Reifung, Organisation und schlieflich
Mineralisation der extrazellularen Matrix (ECM) anschlieRen. Es folgt das Stadium des
reifen Knochens, welches in eine Apoptose Ubergehen kann (Seymour 2010). Madras et
al. 2002 weisen jedoch darauf hin, dass eine solche Stadieneinteilung nicht vorgenommen
werden kann. Daflir untersuchten sie 99 Osteoprogenitor/Osteoblasten-Kolonien auf das
Vorhandensein von neun fir die Knochenentwicklung charakteristischen Genen. Bei den
Markern der Knochenneubildung handelt es sich zum einen um Nebenprodukte der Kol-
lagen-Synthese, hier vor allem der Propeptide des Typ-1-Kollagens. Zum anderen dienen
osteoblastenspezifische Proteine wie das Osteokalzin (OCN) und die Alkalische Phospha-
tase (AP) nicht nur dem Nachweis der Knochenneubildung, sondern sind auch Marker far

die Gegenwart reifer Osteoblasten.

Um das Differenzierungsverhalten der HBKZ analysieren zu kdnnen, wurde mit Hilfe der
PCR und Gelelektrophorese die Expression der Knochenmarker Osteokalzin, Kollagen
Typ1 und Cbfal im zeitlichen Verlauf bestimmt. In der vorliegenden Untersuchung ver-

weisen wir auf die Einteilung der unterschiedlichen Entwicklungsstadien nach Stein. Dies
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ermoglicht es, einen zeitlichen Zusammenhang zum Differenzierungsverhalten der Zellen
herzustellen. Nachdem im ersten Teil der Untersuchung bereits ein proliferationsfordern-
der Effekt durch eine direkte DHGZ-Uberstandsibertragung auf die HBKZ-Zellkultur be-
wiesen werden konnte, galt es im Differenzierungsversuch zu untersuchen, welchen Diffe-

renzierungsweg die humanen mesenchymalen Beckenkammzellen einschlagen wirden.

Der Transkriptionsfaktor (Cbfal, synonym: Runx2) ist ein Mitglied der Runt-Protein-
Familie. Durch die Bindung an das osteoblastenspezifische cis-acting element (OSE) ver-
anlasst Cbhfal die Expression von Osteokalzin (Ducy et al. 1997, 2000). Daneben findet
sich das OSE2-Element auch in den Genen fir Kollagen Typ 1, bone sialoprotein (BSP)
und Osteopontin (Yamaguchi et al. 2000; Ducy et al. 1997, 2000). Die Expression von
Cbfal findet ausschlielilich in skelettalen Strukturen und den Odontoblasten, den zahnbil-
denden Zellen, statt. In Weichgeweben wird es hingegen nicht gefunden (Ducy et al. 1997,
2000). Cbhfal kommt bereits in mesenchymalen Stammzellen und friilhen Knochenvorlau-
ferzellen vor und kann deswegen als friihester Marker der Osteoblastendifferenzierung
angesehen werden (Aubin und Triffitt 2002). Sein Vorhandensein in der entdifferenzierten
Zelle verdeutlicht dariiber hinaus aber auch seine Bedeutung fiir die Funktion der Osteo-
blasten. Es ist maRgeblich daflr verantwortlich die Schnittstelle zwischen Osteoblasten-
und Chondrozytendifferenzierung zu regulieren. So konnten Yamaguchi und Mitarbeiter
(2000) nachweisen, dass Cbfal sowohl an der Reifung der Chondrozyten als auch an der
Bildung von Osteoklasten beteiligt ist. In zahlreichen In-vivo- und In-vitro-Experimenten
wurde die Bedeutung von Cbfal herausgestellt. Ducy und Mitarbeiter (1997) konnten in
In-vitro-Experimenten zeigen, dass Cbfal in nicht-osteoblastaren Zellen die Expression
von osteoblastenspezifischen Genen induzieren kann. In-vitro-Experimente an M&ausen
mit einem Cbfal-Mangel konnten die Bedeutung von Cbfal fir die Osteoblastendifferen-
zierung und Funktion unterstreichen. Die Mause zeigten in der Untersuchung ein rein
knorpeliges Skelett und exprimierten keine Marker reifer Osteoblasten. Auch war die Kon-
zentration von Osteopontin und Kollagen Typ 1 sehr niedrig. Die Tatsache, dass bei Feh-
len von Cbfal eine Ossifikation unterbleibt, zeigt, dass Cbfal eine wichtige Schliisselfunk-
tion in der Osteoblastenentwicklung einnimmt und nicht durch einen anderen Signalweg

Uberbruckt werden kann (Ducy 2000; Yamaguchi et al. 2000).

Cbfal wird, wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, sowohl in der Kontrollgruppe der
HBKZ als auch in den Verdunnungsreihen 1:1 und 1:2 exprimiert. Wie in der Literatur be-
schrieben, wird Cbfal sowohl in den Osteoprogenitorzellen als auch von reifen Osteoblas-
ten gebildet. Dies zeigt sich auch anhand der Ergebnisse, die eine Expression Uber den

gesamten Versuchszeitraum beschreiben. Damit kann angenommen werden, dass in al-
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len drei Versuchsgruppen eine Osteoblastendifferenzierung stattgefunden hat. Au3erdem
kann das Vorhandensein bereits entdifferenzierter Osteoblasten vermutet werden. Es
lassen sich jedoch in den drei Versuchsgruppen unterschiedliche Intensitaten im Expres-
sionsmuster erkennen, wobei die Expression der 1:1-Verdinnung am hdchsten liegt und

ein Maximum von 14 bis zum 13. Tag der Kultur zeigt.

Kollagen-Typ 1 gehort zu den Hauptbestandteilen der extrazellularen Knochenmatrix
(ECM). Weiterhin kommt es in anderen Strukturen wie der Haut, dem Dentin, der Kornea,
Gefal3en, Faserknorpel und den Sehnen vor (Seibel 2005). Es wird in Form von Propepti-
den von den Osteoblasten synthetisiert. Diese Prekusor-Molekile weisen zwei kurze ter-
minale Propeptide auf. Dazu gehoért das Amino (N-) terminale Propeptid (PINP) und das
Carboxy (C-) terminale Propeptid (PICP) (Burgeson 1988; Seibel 2005). Nach der Sekreti-
on in den extrazellularen Raum erfolgt eine enzymatische Spaltung durch Endoproteasen.
AnschlieBend koénnen die Propeptide in die freie Zirkulation abgegeben und nachfolgend
in die ECM eingebaut werden (Swaminathan 2001). Sowohl das C-terminale als auch das
N-terminale Propeptid des Typ-1-Kollagens kénnen durch Immunassays im Serum nach-
gewiesen werden. Insgesamt fungieren sie als potente Marker fur die Osteoblasten- und
Fibroblasten-Proliferation. Sie sind jedoch nicht rein knochenspezifisch, was im Rahmen
dieser Untersuchung berilcksichtigt werden muss (Biegelmayer et al. 2006). Im Zusam-
menhang der zeitlichen Einteilung des Differenzierungsvorganges stellen die Propeptide
einen Marker fur die proliferative Phase und das Stadium der Matrixablagerung dar. Es
findet zwar bereits in den Knochenvorlauferzellen eine Expression statt, diese wird aber
erst im weiteren Entwicklungsverlauf hochreguliert. Das Maximum der Expression von
Kollagen Typ 1 findet sich, wie zur Nieden et al. (2003) zeigen, erst gegen Ende der Os-

teoblastendifferenzierung.

Kollagen Typ 1 wird in der vorliegenden Untersuchung in allen drei Versuchsgruppen uber
den getesteten Versuchszeitraum exprimiert. Diese Ergebnisse decken sich mit der Lite-
ratur. Es lasst sich jedoch, anders als in der Literatur beschrieben, kein Expressionsma-
ximum feststellen. Zu &hnlichen Ergebnissen kam auch Seymour (2010). Die Expression
von Kollagen Typ 1 lasst jedoch keine eindeutigen Rickschlisse auf das Vorhandensein
von osteoblastaren Vorlauferzellen und reifen Osteoblasten zu. Kollagen Typ 1 wird auch
von anderen Zelltypen produziert. Wahrend die Expression der 1:1-Verdinnung hdher als
die der Kontrollgruppe liegt, zeigt die 1:2-Verdinnung nur eine sehr geringe Expression

von Kollagen Typ 1.
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Die Synthese von Osteokalzin, welches auch als Bone-Gla-Protein bezeichnet (BPG)
wird und ein aus 49 Aminosauren zusammengesetztes Protein darstellt, ist auf Osteoblas-
ten, Odontoblasten und hypertrophe Chondrozyten beschrankt (Hauschka et al. 1989;
Calvo et al. 1996). Damit ist es knochenspezifisch und kann als Marker fur die Knochen-
formation herangezogen werden. Mit einem Anteil von 1-20% an den nicht kollagenen
Proteinen ist es am Aufbau der Knochenmatrix beteiligt (Hauschka et al. 1989). Haupt-
merkmal des Osteokalzin-Molekiils sind drei Gamma-Carboxyglutamic-Saure (Gla)-Reste,
welche Vitamin K-abhangig synthetisiert werden und fir die hohe Ca?*-Bindungsfahigkeit
verantwortlich sind (Seibel 2005; Price 1988). Weiterhin ist die hohe Affinitat fur Hydro-
xylapatit charakteristisch. Der gré3te Teil des Osteokalzins ist daher in die extrazellulare
Matrix eingebaut und nur ein kleiner Anteil ist frei in der Zirkulation vorhanden. Dieses
freie Serum-Osteokalzin unterliegt einer schnellen glomeruldaren Filtration, weshalb die
Halbwertszeit nur wenige Minuten betragt (Swaminathan 2001). Die Funktionen des Os-
teokalzins sind noch nicht abschlieBend geklart, es scheint aber vor allem in der Phase
des remodelling eine wichtige Rolle zu spielen (Seibel 2005). Ducy et al. (1996) veran-
schaulichen dies im Zusammenhang mit Untersuchungen an Mausen mit einem Osteoka-
Izin-Mangel. Diese weisen eine hohe Knochenmasse bei gleichzeitig verminderter funkti-
oneller Qualitat auf. Damit verweisen Ducy et al. (1996) auf die Rolle des Osteokalzins als
determinierender Faktor fir die regelhafte Knochenformation. Als Marker dient Osteokal-
zin dem Nachweis ausdifferenzierter Osteoblasten, da die Expression ausschlieflich
postproliferativ erfolgt und mit der Mineralisation der extrazellularen Matrix einhergeht
(Ducy 2000). So besteht nach Brown (1984) eine enge Korrelation zwischen der Serum-

Osteokalzinkonzentration mit der Knochenformation und Mineralisation.

Osteokalzin wird in der vorliegenden Untersuchung in allen drei Versuchsgruppen tber
den gesamten Zeitraum exprimiert. Auch wenn Osteokalzin in der Literatur als Marker fir
reife Osteoblasten angesehen wird, ist hier bereits zu Beginn des Versuchsablaufes eine
Expression erkennbar. Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass in allen drei
Ansatzen schon einige reife Osteoblasten vorhanden sind. Die Ergebnisse der relativen
Intensitat der Expression der 1:1- und 1:2-Verdinnung unterscheiden sich nicht signifikant
von den Werten der Kontrollgruppe. Die Steigung der Regressionen (Abbildung 9 A) der
relativen Expression der drei Gruppen unterscheidet sich in ihrem Verhalten leicht vonei-
nander. Die Kontrolle zeigt eine leichte positive, wéhrend die 1:2-Verdiinnung eine gerin-
ge negative Steigung aufweist und sich die 1:1-Verdiinnung mit parallelem Verlauf zur
Zeitachse gar nicht &ndert. Im Gegensatz dazu zeigen die Regressionen der Osteokalzin-

konzentrationen im Uberstand ein anderes Verhalten. Die Osteokalzinkonzentration im
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Medium der Kontrollgruppe féllt leicht ab, zeitweise auf Werten unterhalb des Ausgangs-
wertes von 3,5 ng/ml. Bei den Kulturen, die mit der 1:1- und 1:2-Verdinnung beimpft wur-
den, ist hingegen eine ausgepragte Abnahme der Osteokalzinkonzentration zu beobach-
ten. Hier wurden uberwiegend sogar negative Werte errechnet (Abbildung 9 B). Diese
Abnahme der Konzentration kann auf der einen Seite damit erklart werden, dass nur ein
geringer Anteil von Osteokalzin in der Peripherie frei vorhanden ist. Der weitaus grof3ere
Teil liegt stets an Hydroxylapatit gebunden in der ECM vor (Swaminathan 2001). Es ist
daher denkbar, dass nur ein geringer Anteil von Osteokalzin in das Medium abgegeben
wurde. Wie bereits Seymour (2010) herausstellte, handelt es sich hierbei jedoch eher um
einen Verbrauch von Osteokalzin, da in der Kirze der Versuchszeit keine Bildung einer
mineralisierten extrazellularen Matrix stattgefunden haben durfte. Fur den Verbrauch von
Osteokalzin spricht auch die Tatsache, dass nach neueren Erkenntnissen Osteokalzin im
Rahmen des Runx2-Osteokalzin-Insulin-Signalweges eine hormonéahnliche Funktion auf
den Energiestoffwechsel auslibt. So wirkt es sich positiv auf die Bildung von Insulin aus
den B-Zellen und Adiponektin in den Adipozyten aus (Lee et al. 2007; Stéger et al. 2010).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass sowohl in der Kontrollgruppe der HBKZ als auch
in den Verdinnungsreihen 1:1 und 1:2 reife Osteoblasten vorzufinden sind. Dies ist auf
die Expression der entsprechenden Markergene zurlickzuftihren, wobei in den Verdin-
nungsreihen eine starkere Expression, vor allem von Cbfal nachgewiesen werden konnte.
Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass durch die Ubertragung eines Uberstandes der
DHGZ-Kultur die Differenzierung zu reifen Osteoblasten positiv beeinflusst werden konnte.
Hinsichtlich der Osteokalzinkonzentration konnte Uberraschenderweise festgestellt wer-
den, dass trotz Ubertragung von Osteokalzin aus dem Medium der DHGZ eine Abnahme
der Konzentration und damit ein moglicher Verbrauch durch die HBKZ stattgefunden hat.
Diese Tatsache sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, da Osteokalzin weitaus

komplexere Wirkungen zu haben scheint, als bisher angenommen.

Wie aus der Korrelation der relativen Osteokalzinexpression und der gemessenen Pro-
teinkonzentration von Osteokalzin hervorgeht (Abbildung 10), zeigen beide Parameter
keine eindeutige Abhangigkeit voneinander. Tendenziell kann aber auf Grund der Re-
gressionen eine umgekehrte Proportionalitat beider Parameter vermutet werden. Vor al-
lem in der 1:1-Verdinnungsreihe und der Kontrollgruppe der humanen Beckenkammzel-

len zeigt sich bei Abnahme der Konzentration eine Steigerung der Expression.
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5 Zusammenfassung

Im Gegensatz zu den Cerviden, die in einem jahrlich wiederkehrenden Rhythmus ihre
Geweihe erneuern kdnnen, haben alle S&ugetiere die Fahigkeit zur vollstandigen Organ-
regeneration verloren. Damit riickte das Hirschgeweih seit Jahren in den Fokus der Wis-
senschaft. So stellt es aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zum menschlichen Kno-
chen ein einzigartiges Modell fir die osteogene Forschung dar. Die Entschliisselung sei-
nes schnellen Wachstums und seiner Regeneration konnten deshalb im Rahmen der Ge-

weberegeneration (tissue engineering) in der Medizin genutzt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einem Screening-Test den Effekt des Zellkul-
turiberstandes von Damhirschgeweihzellen (DHGZ) auf die Proliferation von humanen
mesenchymalen Stammzellen aus dem Beckenkamm (HBKZ) und deren mogliche Diffe-
renzierung zu reifen Osteoblasten zu untersuchen. Mit dem Test sollte Uberprift werden,
ob in dem DHGZ-Uberstand Wachstumsfaktoren beziehungsweise Zytokine enthalten
sind, die die Proliferation und Differenzierung speziesunabhangig von Zellen anregen

kdnnen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass durch die Ubertragung eines Uber-
standes der DHGZ-Kultur die Proliferation der HBKZ positiv beeinflusst werden konnte.
So fiel die relative Proliferationsrate in den Verdinnungsreihen, die mit einem Gemisch
aus kommerziellem Medium und dem Uberstand der Damhirsch-Zellkultur beimpft wurden,
hoher aus als in der Kontrollgruppe der humanen Beckenkammzellen. Diese erhielt aus-
schlie3lich kommerzielles Medium (DMEM). Der proliferationsférdernde Effekt war umso
groRer, je hoher der Anteil des Uberstandes am Medium war. Wahrend die Kontrollgruppe
der HBKZ eine Proliferationsrate von 3 zeigte, konnte in den Verdiinnungsreihen 1:1 und

1:2 eine Steigerung der Proliferationsrate um jeweils das 25-Fache nachgewiesen werden.

Um das Differenzierungsverhalten der humanen Beckenkammzellen zu beschreiben,
wurde die relative Expression der Knochenmarker Cbfa1, Osteokalzin und Kollagen Typ 1
und die Osteokalzinkonzentration im Medium bestimmt. Auch hier konnte ein Effekt durch
die Ubertragung des DHGZ-Uberstandes festgestellt werden. So lag die Expression von
Cbfa 1 - als potenter und fruhster Marker der Osteoblastendifferenzierung - vor allem in
der 1:1-Verdinnung fast doppelt so hoch wie in der Kontrollgruppe der humanen Becken-
kammzellen. Trotz des Vorliegens von reifen Osteoblasten in den Verdinnungsreihen und
Ubertragung von Osteokalzin durch das DHGZ-Medium zeigte sich eine Abnahme der
Osteokalzinkonzentration im Medium der humanen Beckenkammzellen. Dieses Uberra-

schende Ergebnis lasst vermuten, dass wahrscheinlich ein Verbrauch von Osteokalzin
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durch die humanen Beckenkammzellen stattgefunden hat. Dies stimmt mit neueren Er-
kenntnissen Uberein, wonach Osteokalzin nicht nur beim Mineralisationsprozess der
extrazellularen Matrix (ECM), sondern auch im Rahmen des Energiestoffwechsels eine
Rolle spielt.

Weitere Untersuchungen miussen klaren, welche Wachstumsfaktoren oder Botenstoffe fiir
die Proliferationssteigerung und die Veranderung des Differenzierungsverhaltens der hu-

manen Beckenkammzellen urséchlich verantwortlich sind.

42



Anhang

6 Anhang

Tab. 2 Medien und Zuséatze

Medium/Zusatze

Bestellnummer

Hersteller

DMEM

3,7 g/NaHCO?

1g/I D Cat. No.-Glucose
1,028 g/l stable Glutamin

ICN Biomedicals

Gentamycin (2%) A 2712 Biochrom AG, Berlin
www.biochrom.de
Fetales Kalberserum FBS S 0115 Biochrom AG, Berlin
(10%) www.biochrom.de
Trypsin-EDTA (0,05% GIBCO
Trypsin mit EDTA 4Na), Invitrogen Corporation,
flissig Karlsruhe
www.invitrogen.com
D-PBS (Phosphate Buffered | 14190-094 GIBCO

Saline)

No calcium, no magnesi-
um?

Invitrogen Corporation,
Karlsruhe
www.invitrogen.com

DMSO (Dimethylsulfoxid)

500 ml - 317275-500ML
100 ml - 317275-100ML

Merck
www.merckmillipore.com

Certified Molecular Biology
Agarose

161-3101

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen
www.bio-rad.com

UltraPure 10mg/ml Ethidium | 15585-011 GIBCO
Bromid Invitrogen Corporation,
Karlsruhe
www.invitrogen.com
Tris-Borate-EDTA (TBE) Puf- | 93309 Sigma-Aldrich Chemie
fer, dry blend, GmbH, Steinheim am Al-
5xkonzentriert buch
www.sigmaldrich.com
N-MID® Osteocalzin One Nordic Bioscience Diagnos-
Step ELISA tics, Herlev, Danemark
www.nbdiagnostics.com
Osteometer Biotech A/S
Rneasy Protect Mini Kit 74126 QIAGEN GmbH, Hilden
(250) www.giagen.com
Rnase-Free Dnase Set 79254 QIAGEN GmbH, Hilden
(50) www.giagen.com
iScript™ cDNA Synthesis Kit | 170-8891 Bio-Rad Laboratories

100

GmbH, Minchen
www.bio-rad.com
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Primer Mix
(GADPH, Kollagen Typ 1,
Osteokalzin, Cbfa 1)

IBA GmbH, Géttingen
www.iba-go.com

Go Taq Green Master Mix

M7112

Promega GmbH, Mannheim
WWW.promega.com

Nuclease free Water

P1193

Promega GmbH, Mannheim
WWwW.promega.com

100 bp DNA-Leiter

15628-050

GIBCO

Invitrogen Corporation,
Karlsruhe
www.invitrogen.com

70%iges Ethanol

Merck
www.merckmillipore.com

Agarose-Gel

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen
www.bio-rad.com

MTT-Test-LOsung

M5655

SIGMA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim am Al-
buch
www.sigmaaldrich.com
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Tab. 3 Labormaterialien und —gerate

Material Bestellnummer Hersteller
6- Well-Platte Nunc™
www.thermoscientific.com
Petrischale Nunc™

www.thermoscientific.com

75 cm? Kulturflaschen

Sterile E-Cups

Eppendorf AG, Hamburg
www.eppendorf.de

Reagenzréhrchen

Klvette

Nunc™
www.thermoscientific.com

Prazisionspipetten
10-1000 pl
Research

Eppendorf AG, Hamburg
www.eppendorf.de

Glaspipetten

Brand GmbH & Co KG
www.brand.de

Zellschaber (24 cm) Artikel-Nr.: 99002- | TPP
TTP www.tpp.ch
Zentrifugenrdhrchen (1x 50 ml) SIGMA

www.sigma-zentrifugen.de

Zentrifuge

Modell 2K 15C

SIGMA Laborzentrifugen
GmbH, Osterode am Harz
www.sigma-zentrifugen.de

Casy-Cell-Counter Modell TT

Scharfe System GmbH,
Reutlingen
www.casy-technologie.com

Brutschrank, COz-Inkubator

Sanyo Biomedical, Ewald Inno-
vationstechnik GmbH
www.sanyo-biomedical.de

Wasserbad Memmert GmbH & Co.KG
Schwabach
www.memmert.de

Mikroskop Zeiss HAL 100

Plattenphotometer

Fa. ICN Titertek
Multiskan
MCC/340

ELISA Reader

Gelelektrophoresekammer

Modell: Elite 300
Plus

Harnischmacher Labortechnik,
Kassel
www.harnischmacher.net

Kyroréhrchen, steril 363401 Nunc A/S, Rosklide,
Déanemark
www.nuncbrand.de

NALGENE Cryo 1°C 5100-0001 Nalge Europe Ltd. Neerijse,
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Freezing Container

Belgien
www.nalgenunc.com

Stickstofftank

Air Liguide-Division Matériel
Cryogénique, Frankreich
www.dmc.airliquide.com

Zellschaber (24 cm)

(Art. Nr. 9902)

TPP
www.tpp.ch

QIAshredder 250 79656 QIAGEN GmbH, Hilden
www.giagen.de

Bio Doc Analyse Biometra Ti 5 Biometra GmbH i.L., Gottingen
www.biometra.com

Proteingangiger Sterilfilter (Po- Sartorius AG,

rendurchmesser 20 pm) Gottingen
www.sartorius.de

Master Cycler gradient /RT- Eppendorf AG, Hamburg

PCR Mastercycler ep www.eppendorf.de

PCR soft strips 0,2 ml, ge- 710988 Biozym Scientific GmbH, Hes-

mischte Farben

sisch Oldendorf
www.biozym.com

Spektrophotome-
ter/BioPhotometer

Eppendorf AG, Hamburg
www.eppendorf.de

Plattenphotometer

ELISA Reader, Fa. ICN Titertek
Multiskan MCC/340

Sterilbank

Biohazard

Neubauer-Zahlkammer 0,0025
mm?

Optik Labor
www.lo-laboroptik.de
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