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Zusammenfassung

Ziel: Autogener Knochen gilt, aufgrund seiner osteokonduktiven, osteoinduktiven
und osteostimulativen Eigenschaften, als Goldstandard zur Knochenregeneration
in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Das Ziel dieser Arbeit war es, den
Einfluss von 2 verschiedenen Knochenschabern hinsichtlich der Qualitat der
Knochentransplantate zu vergleichen und die Eignung von Alveolarknochen als
Quelle fur mesenchymale Stromazellen (MSCs) zu testen.

Material und Methoden: Die Studie wurde als prospektive, kontrollierte
experimentelle Studie an ausgewahlten ambulanten Krankenhauspatienten der
Abteilung flir Zahnarztliche Chirurgie und Rodntgenologie durchgeflihrt
(Medizinische Universitdt Graz, Osterreich). Knochenproben wurden wéahrend
einer Routine-Weisheitszahnentfernung aus dem Unterkiefer gewonnen. Sowohl
der mechanische (MS) als auch der piezoelektrische (PD) Knochenschaber
wurden bei jedem Patienten an direkt angrenzenden Spenderregionen angewandt.
Als Variablen wurden die Morphologie der Knochenfragmente, die Zellvitalitat, die
osteogene Differenzierung und das Differenzierungspotential untersucht. Fur
statistische Analysen wurden der Student’s t-Test und Fischers Exakter Test (P <
0.05) verwendet.

Ergebnisse: 20 Patienten (12 Frauen und 8 Manner, durchschnittliches Alter 28.2
+ 5.8 Jahre) wurden in die Studie inkludiert. 40 Knochenproben wurden wahrend
Unterkiefer-Weisheitszahnentfernungen entnommen. MS und PD ermdglichten die
Gewinnung ahnlicher Mengen an Knochenfragmenten. Nach 7 bis 18 Tagen
zeigte sich bei 90% der MS und 80% der PD Proben ohne statistische Signifikanz
(P < 0.67) ein Auswachsen adharenter Zellen in vitro. Die Zellvitalitat war in
beiden Gruppen beinahe gleich (94.7% + 2.2% in der MS und 94.1% + 1.6% in der
PD Gruppe). Die Analyse der PCR-Ergebnisse und das Farbeprofil verifizierten die
Zellen beider Gruppen als osteogene Zellen. Die Zellen zeigten, verglichen mit
MSCs, ein ahnliches Differenzierungsverhalten.

Konklusion: Sowohl der PD als auch der MS stellen adaquate Technologien zur
Gewinnung von Knochenmaterial fur intraorale Augmentationsverfahren dar. Die
Ergebnisse zeigten keine Vorteile des PD. Alveolarknochen konnte als geeignete
Quelle multipotenter Zellen fur Geweberegeneration in der Zahnheilkunde dienen.



Abstract

Purpose: Autogenous bone is still considered the gold standard for bone
regeneration in oral and maxillofacial surgery due to its osteoconductive,
osteoinductive and osteogenetic properties. The aim of the doctoral thesis was to
compare the influence of 2 different bone scrapers with respect to graft quality and
to investigate the suitability of alveolar bone as an applicable source of human
mesenchymal stromal cells.

Materials and Methods: The study was conducted as a prospective, controlled
experimental study of patients selected from the outpatient unit of the Department
of Oral Surgery and Radiology (Dental Clinic, Medical University, Graz, Austria).
Bone samples were obtained during routine lower third molar removal. Both a
manual bone scraper (MS) and a piezoelectric device (PD) were used in directly
adjacent regions in each case. As variables, the chip morphology, cell viability,
osteogenic differentiation and trilineage differentiation potential were investigated.
For statistical analysis, the Student t test and Fisher’s exact test (P < 0.05) were
applied.

Results: A total of 20 patients (12 women and 8 men, mean age 28.2 £ 5.8 years)
were included in the study. A series of 40 bone samples was obtained during
lower third molar removal. MS and PD enabled similar intraoral harvest of bone
chips. In vitro outgrowth of adherent cells was found in 90% of the MS and 80% of
the PD samples after 7 to 18 days, without statistical significance (P < 0.67).
Similar cell viability of outgrowing cells in both groups was observed (94.7% =
2.2% in the MS group and 94.1% % 1.6% in the PD group). Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction analysis and the staining pattern verified osteopotent
cells in both groups. The cells showed similar trilineage differentiation potential
compared to mesenchymal bone marrow stromal cells.

Conclusions: Both manual and piezoelectric techniques are adequate harvesting
technologies for limited intraoral augmentations. Our results did not show any
advantage for the piezoelectric device. Alveolar bone may be considered as a
suitable source of multipotent cells for tissue-engineering therapies in regenerative

dentistry.
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1. Einleitung

1.1 Knochengewebe

Knochengewebe ist eine hochspezialisierte Form des Bindegewebes, das im
Korper dort anzutreffen ist, wo betrachtliche Druck- und Zugbelastungen auftreten.
Die Hauptaufgaben des Knochengewebes sind die Bildung des passiven Teils des
Bewegungsapparates und der Schutz des Zentralnervensystems, der Thorax-,
Bauch- und Beckenorgane. Aullerdem werden alle inneren Hohlrdume der
Knochen mit Knochenmark ausgefullt. Man unterscheidet zwischen rotem
hamatopoietisch  aktiven Knochenmark und gelbem Fettmark. Beim
Neugeborenen und Saugling fullt das rote Mark alle Knochen aus. Im Laufe der
Kindheit und Jugend wird das rote Knochenmark im Bereich der Diaphysen der
langen Rohrenknochen durch gelbes Fettmark ersetzt und nur die Licken
zwischen der Spongiosa von kurzen und platten Knochen sowie die Epiphysen der
Roéhrenknochen bleiben zeitlebens von rotem Knochenmark ausgefiillt.
Desweiteren dient das Knochengewebe auch als Speicher von lonen wie Kalzium
und Phosphat, deren Konzentrationen im Blut und im Extrazellularraum streng

geregelt werden.

1.1.1 Anatomie des Knochens

Der Form nach, kénnen die Knochen des Menschen in 3 Gruppen eingeteilt
werden:

e Kurze Knochen (z.B.: Wirbelkoérper, Handwurzelknochen)

e Flache Knochen (z.B.: Schadelknochen, Schulterblatt)

e Rohrenférmige Knochen (z.B.: Femur, Humerus)

An den Rohrenknochen kdnnen ein Schaft (Diaphyse) und zwei verdickte Enden
(Epiphysen) unterschieden werden. Im wachsenden Knochen sind Dia- und

Epiphyse durch eine knorpelige  Wachstumsplatte  (Wachstumsfuge,



Epiphysenfuge) getrennt. Die Metaphyse ist die trichterformige Erweiterung der
Diaphyse und grenzt an die Wachstumsplatte an.

An einem Knochen kann man makroskopisch zwei Bauformen unterscheiden:
Spongiosa (Substantia spongiosa) und Kompakta (Substantia compacta). Die
Spongiosa befindet sich im Inneren des Knochens und besteht aus einem
schwammartigen Gitterwerk aus Knochenbalkchen (Trabekel). Die Kompakta
bildet die homogen erscheinende Rindenschicht (Corticalis), die den Knochen
aulRen umgibt. Der spezielle Bau der Knochen dient unter anderem dazu, das
Gewicht des Skeletts (ca. 7kg) zu reduzieren. Die Dicke der Kompakta und die
Anordnung der Trabekel in der Spongiosa sind genau der Art und Groe der
Belastung, der das Knochengewebe ausgesetzt wird, angepasst. Die Hohlraume
zwischen den Knochenbalkchen in der Spongiosa werden durch Knochenmark
ausgefullt. Rotes, blutbildendes Knochenmark findet man in der Spongiosa der
kurzen und platten Knochen, sowie in den Epiphysen der Réhrenknochen. Die
Diaphysen der Roéhrenknochen enthalten nur wenig Spongiosa und sind mit
gelbem, fetthaltigem Knochenmark (Fettmark) geflllt. Im Kindesalter enthalten
auch die Diaphysen der Rohrenknochen rotes Knochenmark, das jedoch
allmahlich in Fettmark umgewandelt wird und nicht mehr an der Blutbildung
teilnimmt.

Die inneren Knochenoberflachen (Spongiosa-Trabekel, Wande der Havers- und
Volkmann Kanale) werden vom Endost ausgekleidet. Das Endost besteht aus
einer dunnen Schicht aus Kollagenfibrillen und einer kontinuierlichen Lage von
unterschiedlichen Zellen wie mesenchymalen Stammzellen,
Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten, Bone Lining Cells und Osteoklasten. Bei
Bedarf treten diese Zellen in einen aktiven Zustand ein und nehmen ihre
Funktionen ein.

Von auflden werden die Knochen von Periost umgeben, dass aus zwei Schichten
besteht: Dem aufleren Stratum fibrosum aus straffem Bindegewebe, dessen
Fasern (Sharpey-Fasern) in die Kortikalis einstrahlen und dem inneren Stratum
osteogenicum, das dem Knochen direkt anliegt und die gleichen Zellen enthalt wie
das Endost.

Die Hauptaufgaben von Endost und Periost sind die Versorgung des
Knochengewebes mit Nahrstoffen und die Sicherstellung eines kontinuierlichen

Nachschubs an Vorlauferzellen fur Wachstum, Reparatur- und Umbauprozesse.



1.1.2 Histologie des Knochengewebes

Histologisch kann man zwei Arten von Knochen unterscheiden: Geflechtknochen
und Lamellenknochen.

Geflechtknochen  (Primarknochen) tritt nur bei der Knochenneubildung
(Knochenentwicklung, Frakturheilung, Reparaturprozesse) auf. Er wird beim
Erwachsenen fast Uberall durch Lamellenknochen ersetzt, mit Ausnahme der
Suturen der platten Schadelknochen, der Alveolen der Zahne und der
Ansatzstellen von Sehnen. Der Geflechtknochen unterscheidet sich vom
Lamellenknochen durch den geringeren Mineralgehalt und die zufallige Anordnung
der Kollagenfibrillen.

Lamellenknochen (Sekundarknochen) ersetzt im Zuge des natlrlichen Umbaus
allmahlich den biomechanisch minderwertigeren Geflechtknochen, was
mancherorts auch Jahrzehnte dauern kann (z.B.: Felsenbein). Die extrazellulare
Matrix des ausdifferenzierten Knochens ist sowohl in der Spongiosa als auch in
der Kompakta in Lamellen organisiert, daher auch der Name Lamellenknochen.
Jede Lamelle ist ca. 3-7um dick und besteht aus in charakteristischer Weise
angeordneten, dicht gepackten Kollagen I-Fibrillen.

In der Spongiosa verlaufen die Lamellen parallel zur Trabekeloberflache und
formen keine Osteone mit zentralen Kapillaren. Da die Trabekel (Durchmesser
max. 400um) gefallos sind, werden die Osteozyten durch Diffusion aus den
Gefallen des Knochenmarks ernahrt.

In der Kompakta hingegen, sind 5-20 Knochen- bzw. Speziallamellen konzentrisch
um einen Havers-Kanal angeordnet und bilden ein sog. Osteon bzw. Havers-
System. Die Havers-Kanale beinhalten Kapillaren, Venolen, Lymphgefalle,
gelegentlich Nervenfasern und sind mit Endost ausgekleidet. Sie verlaufen
longitudinal in der Kortikalis und anastomosieren miteinander. Osteone sind
miteinander durch quer verlaufende Volkmann-Kanale, in denen sich die
arteriellen Abzweigungen befinden, verbunden. Ein Osteon ist im Querschnitt rund
bzw. oval und hat einen Durchmesser von bis zu 400um. Es wird von den
Canaliculi, uUber die alle Osteozyten vom Havers-Kanal aus durch Diffusion

erreichbar sind, radiar durchzogen. Von aullen ist es durch eine starker
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anfarbbare Zementlinie (Kittlinie mit hoherem Proteoglykan- und geringerem
Kollagengehalt), die sie mit den angrenzenden Osteonen bzw. Schaltlamellen
verbindet und sie zugleich optisch abgegrenzt, umgeben. Schaltlamellen fillen
den Raum zwischen den Osteonen und stellen Reste von alten oder im Umbau
befindlichen Osteonen dar.

Im aullersten Bereich der Kompakta sind die Lamellen nicht in Osteonen
angeordnet, sondern umgeben als aulere Generallamellen kontinuierlich die
ganze Zirkumferenz des Knochens. Lamellen, die dem Markraum zugewandt sind
und unmittelbar dem Endost anliegen, werden als innere Generallamellen

bezeichnet (1).

1.1.3 Knochenentwicklung und Wachstum

Die Entstehung eines Knochens (Osteogenese) ist auf zwei Arten mdglich: direkt
(desmale Osteogenese) oder indirekt (chondrale Osteogenese).

Im Falle der desmalen Osteogenese wird Geflechtknochen aus embryonalem
Bindegewebe gebildet, indem sich mesenchymale Zellen zu Osteoblasten
differenzieren. Osteoblasten lagern Osteoid um sich herum ab und werden nach
Mineralisation des Osteoids zu Osteozyten. Auf diese Weise werden z.B. die
Schadelknochen sowie die Schlusselbeine gebildet.

Bei der chondralen Osteogenese entsteht Geflechtknochen indirekt Uber eine
knorpelige Vorstufe. Dabei differenzieren sich mesenchymale Zellen zu
Chondroblasten, die zunachst ein Modell des zukunftigen Knochens aus hyalinem
Knorpel (Primordialskelett) herstellen. Dieses Knorpelmodell ist auf3en von
Perichondrium umgeben und nimmt durch interstitielles Wachstum an Lange bzw.
durch appositionelles Wachstum an Dicke zu. Die Bildung von Knochengewebe
(Ossifikation) findet an zwei Orten im Knorpelmodell statt: um das Knorpelmodell
(perichondral) sowie im Inneren des Knorpelmodells (enchondral).

Im Zuge der perichondralen Ossifikation differenzieren sich mesenchymale Zellen
aus dem Perichondrium der Diaphyse zu Osteoblasten und erstellen nach Art der
desmalen Osteogenese eine Knochenmanschette um die Diaphyse herum. Diese
Manschette wird nach proximal und distal verlangert. Das spatere

Dickenwachstum wird dadurch erreicht, dass innenliegendes Knochengewebe
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abgebaut und auf’en neues angelagert wird. Mit Hilfe der Osteoklasten werden
Kanalchen in diese Manschette gefressen und so kdonnen BlutgefalRe aus dem
Periost, das sich aus dem Perichondrium entwickelt hat, in den Knorpel gelangen.
Unter der Knorpelmanschette differenzieren sich hypertrophe Chondrozyten und
veranlassen die Mineralisation der Knorpelmatrix. Somit beginnt der Prozess der
enchondralen Ossifikation der Diaphyse. Mit den Blutgefallen wandern auch
mesenchymale Zellen ein, aus denen Uber Zwischenstufen Osteoblasten
hervorgehen. Osteo- und Chondroklasten entstammen  monozytaren
Vorlauferzellen aus den fetalen Blutbildungszentren der Leber bzw. Milz.
Chondroklasten bauen das mineralisierte Knorpelgewebe allmahlich ab,
Osteoblasten bauen neuen Geflechtknochen auf und so schreitet die enchondrale
Ossifikation der Diaphyse nach beiden Enden fort (2).

Die Ossifikation der Epiphyse lauft grundsatzlich gleich ab wie in der Diaphyse,
nur mit dem Unterschied, dass die Epiphyse schon im knorpeligen Zustand
versorgende Gefalde besitzt und der Ossifikationsprozess erst kurz vor oder erst
Monate bis Jahre nach der Geburt einsetzt. Die Ossifikation beginnt im Zentrum
der Epiphyse und schreitet nach allen Seiten fort bis der gesamte Knorpel durch
Knochen ersetzt ist, mit Ausnahme der Gelenkflachen.

An der Grenze zwischen Diaphyse zur Epiphyse bleibt eine knorpelige
Wachstumszone (Epiphysenfuge bzw. -platte), in der weiterhin Chrondrozyten
proliferieren, bis zum Abschluss des Skelettwachstums bestehen und
gewahrleistet das postnatale Langenwachstum der Knochen. Die Zonen der

Wachstumsplatte kann man in folgende Abschnitte teilen (3):

e In der Reservezone liegen undifferenzierten Chondrozytenprogenitorzellen
vor. Sie nimmt in friihen Entwicklungsstadien die gesamte Epiphyse ein.

e Die Proliferationszone enthalt mitotisch aktive Chondrozyten, die sich
saulenartig anordnen. Hier erfolgt das Wachstum.

e In der hypertrophen Zone zeigen die Chondrozyten eine deutliche
GroRenzunahme (hypertrophe Chondrozyten). In dem distalen Bereich
dieser Zone beginnt die Mineralisation der Longitudinalsepten zwischen

den einzelnen Chondozytensaulen.
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e In der Eréffnungszone werden Knorpelhdéhlen der Chondrozyten erdffnet.
Die freigelegten Chondrozyten gehen durch Apoptose zugrunde und
werden durch Chondroklasten abgebaut.

¢ In der Ossifikationszone lagern sich Osteoblasten an die Oberflachen der
mineralisierten Longitudinalsepten und beginnen mit der Bildung von
Osteoid

Erst wenn die Chondrozyten ihre Proliferation einstellen, erreicht der
Ossifikationsprozess in Richtung Epiphyse die Wachstumsplatte und ersetzt diese
durch Knochen. Somit schlieRen sich die Epiphysenfugen und das Wachstum
kommt zum Stillstand.

Wahrend des gesamten Lebens unterliegt das Skelettsystem einem standigen
Umbau (remodelling), welcher der Reparatur von Mikroschaden, Anpassung an
veranderte mechanische Beanspruchung und der Bereitstellung von
anorganischen Mineralien dient. Jahrlich werden ca. 10% des Skeletts ab- und

wieder aufgebaut (4).

1.1.4 Bestandteile der extrazellularen Matrix

Die extrazellulare Matrix (ECM) nimmt bis zu 90% des Gesamtvolumens im
Knochengewebe ein und besteht (in Gewicht-%) zu 25% aus Wasser, zu 45% aus
organischem und zu 45% aus anorganischem Material. Den Hauptanteil der
anorganischer Matrix bildet Kalziumphosphat in Form von Hydroxylapatitkristallen
(Catp (PO4)s(OH)2). AuRerdem kommen auch kleinere Mengen von Magnesium,
Fluorid, Kalium, Natrium, Magnesium, Chlorid, Ferrum, Zink u.a. vor (1). Der
organische Anteil der Matrix besteht zu 95% aus Kollagen Typ | (in geringen
Mengen auch Kollagen Typ Ill, V, Xll), den Rest machen nichtkollagendse
Proteine wie Proteoglykane und Glykoproteine aus. Die nichtkollagendsen
Matrixproteine sind mitunter fir die Mineralisierung der Matrix, die Organisation
der ECM, der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen verantwortlich (4). Die
mikroskopisch kleinen, langlichen, hexagonalen Hydroxylapatitkristalle besitzen
eine hohe Affinitdt zu Kollagenmolekulen und ordnen sich in mineralisierter ECM

parallel zu den Kollagenfibrillen an. Durch die Verbindung von druckfesten
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Mineralkristallen und zugfesten Kollagenfibrillen erhalt der Knochen seine wichtige

biomechanische Eigenschaft, die sog. Biegefestigkeit (1).

1.1.5 Zellen des Knochengewebes

Im Knochengewebe sind unterschiedliche Zelltypen anzutreffen: die auf den
Oberflachen (im Periost und Endost) lokalisierten Osteoblasten, Osteoklasten und
Bone Lining Cells und die in der Knochenmatrix eingemauerten Osteozyten sowie
die an der Regeneration des Knochengewebes beteiligten mesenchymalen

Stammzellen und Osteoprogenitorzellen.

Osteoblasten

Osteoblasten sind voll ausdifferenzierte knochenbildende Zellen, die sich von
mesenchymalen Stammzellen ableiten. Da neue Knochenmatrix stets auf schon
vorhandener mineralisierter Matrix abgelagert wird, befinden sich Osteoblasten
immer auf einer freien kndchernen Oberflache, entweder im Inneren des
Knochens oder auf3en unter dem Periost. Sie sind kubisch bis hochprismatisch
geformte Zellen, die eine epithelahnliche Schicht bilden und mit ihren Fortsatzen
untereinander in Kontakt stehen. Als typische proteinbildende Zellen besitzen sie
einen ausgepragten Golgi-Apparat, viel raues endoplasmatisches Retikulum und
sind reich an Mitochondrien. Osteoblasten produzieren Kollagen | und andere
Proteine der extrazellularen Matrix und steuern deren Mineralisation (4). Die
Osteoblasten sitzen nicht direkt der mineralisierten Matrix auf, sondern sind von
dieser durch eine Schicht noch nicht mineralisierter Matrix, dem sog. Osteoid,
getrennt, die sie selbst synthetisiert haben. Ein Teil der metabolisch aktiven
Osteoblasten werden in die extrazellulare Matrix eingemauert, entfernen sich so
von den benachbarten Osteoblasten und werden nach Mineralisation des
Osteoids zu Osteozyten. Andere Osteoblasten verringern ihre synthetische
Aktivitat, werden zu Bone Lining Cells und reihen sich in das Endost bzw. Periost
ein. Etliche sind jedoch nach Abschluss der Knochenbildung Uberflissig und
gehen durch Apoptose zugrunde (5).
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Osteozyten
Osteozyten sind in der mineralisierten Knochenmatrix eingeschlossene Zellen und

der im Knochengewebe am haufigsten anzutreffende Zelltyp. Osteozyten liegen
zwischen den Knochenlamellen in Hohlen (Lakunen), von denen zahlreiche
Knochenkanalchen (Canaliculi) abgehen. In den Lakunen befinden sich die
Zellleiber der Osteozyten, in den Canaliculi ihre Auslaufer. Die Canaliculi laufen
sowohl senkrecht durch die Lamellen als auch parallel dazu und bilden so ein
Labyrinth, das die gesamte mineralisierte Matrix durchzieht. Durch dieses
Labyrinth werden alle Osteozyten durch Diffusion mit Nahrstoffen versorgt und
stehen durch ihre langen zytoplasmatischen Fortsatze und Gap junctions
miteinander und mit den umliegenden Osteoblasten, Osteoklasten, wie auch den
Bone Lining Cells und gefal¥fihrenden Kanalen in Kontakt (6). Osteozyten sind fur
das Aufrechterhalten der Knochenmatrix zustandig und lassen sich in zwei
Gruppen Teilen: Matrixproduzierende Osteozyten, die fir die Produktion und
Sekretion der Knochenmatrix notwendig sind und osteolytische Osteozyten, die

mineralisierte Extrazellularsubstanz wieder auflosen (7).

Bone Lining Cells

Bone Lining Cells sind metabolisch inaktive Zellen, die nur wenig Zytoplasma und
eine geringe Menge an Zellorganellen aufweisen. Sie haften an nicht im Umbau
befindlichen Knochenoberflachen und an den Wanden von Volkmann- und
Havers-Kanalen. Weiters sind sie durch ihre zytoplasmatischen Fortsatze und Gap
junctions untereinander und mit den benachbarten Osteozyten in Verbindung. lhre
Funktion ist bis jetzt nicht im Einzelnen geklart. Es wird jedoch vermutet, dass sie
ruhende Osteoblasten oder Osteoprogenitorzellen darstellen, die wieder in den

aktiven Zustand eintreten kdnnen, wenn sie entsprechend angeregt werden (4).

Osteoklasten

Osteoklasten sind grofle (50-100um), mehrkernige (bis zu 10 Kerne)
Riesenzellen, die fir den Abbau mineralisierter Matrix verantwortlich sind. Sie
entstehen durch Fusion einkerniger hamatopoietischer Vorlauferzellen, aus denen
auch Blutmonozyten und Makrophagen hervorgehen. Aktive Osteoklasten sind

reich an Mitochondrien, zytoplasmatischen Vakuolen, Endosomen und
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Lysosomen. Sie sind stark polarisierte Zellen und befinden sich direkt auf der
mineralisierten Knochenmatrix in Resorptionsbuchten (Howship-Lakunen), die sie
selbst in die Trabekeloberflache und die Kompakta ,gefressen” haben. Sie heften
sich an die Oberflache an und bilden einen versiegelten Raum zwischen Zell- und
Knochenoberflache, wo die Knochenresorption stattfinden soll. Die
Plasmamembran der Zellen besitzt an dieser Stelle eine Vielzahl an Falten (ruffled
border) und Mikrovilli zur VergroRerung der resorptiven Flache. Im aktiven
Zustand verschmelzen dann Endolysosomen, die Protonenpumpen enthalten, mit
der Plasmamembran und Protonen werden in diesen versiegelten Raum gepumpt.
Anschlieend sinkt der pH-Wert in diesem Bereich auf ca. 4,5 und bewirkt die
Auflésung der Calcium-Verbindungen. Der organische Anteil der Knochenmatrix
wird durch sezernierte Kollagenasen, Proteasen und Hydrolasen zersetzt, die
Fragmente der zerstorten Knochenmatrix werden in Endosomen gepackt und

durch Verschmelzung mit Lysosomen abgebaut (8).

Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells, MSCs) sind Abkdmmlinge
des Knochenmarkstromas. Sie wurden erstmalig von Friedenstein identifiziert, der
feststellte, dass im Knochenmark neben den hamatopoietischen Stammzellen
auch noch eine andere Gruppe von Stammzellen vorkommt (9). Per definitionem,
ist eine Stammzelle eine undifferenzierte Zelle, welche die Fahigkeit zur
unlimitierten Selbsterneuerung (self-renewal) besitzt. Sie kann somit durch
symmetrische Teilung den eigenen Stammzellpool aufrechterhalten. Andererseits
konnen aus ihr durch geeignete Stimuli andere Zelltypen differenzieren. Dies
erfolgt durch asymmetrische Mitose, wobei zwei verschiedene Tochterzellen
entstehen: Eine selbsterneuerungsfahige Stammzelle und eine Zelle, die befahigt
ist, sich in einen differenzierteren Phenotyp zu verwandeln. Stammzellen kann
man bezuglich ihres Entwicklungsstadiums in embryonale, fetale und adulte
Stammzellen unterteilen. Weiters lassen sie sich hinsichtlich ihres
Entwicklungspotentials in totipotente und pluripotente Stammzellen einteilen.
Totipotente  Stammzellen findet man bis zum  8-Zellstadium der
Embryonalentwicklung. Jede einzelne totipotente Stammzelle besitzt die Fahigkeit
einen gesamten Organismus neu zu bilden. Zu den pluripotenten Stammzellen

zahlen alle embryonalen, fetalen und adulten Stammzellen. Im Kontext mit adulten
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Stammzellen wird oft die Bezeichnung Vorlauferzelle bzw. Progenitorzelle
verwendet. Eine Progenitorzelle ist jene differenzierte Zelle, die aus einer
asymmetrischen Mitose einer Stammzelle hervorgeht. Sie besitzt in vivo nur mehr
eine begrenzte Fahigkeit zur Selbsterneuerung (10).

Friedenstein konnte schon in den 70igern nachweisen, dass sich Zellen aus dem
Knochenmarkstroma stark vermehren und Kolonien von fibroblastenahnlichen
Zellen (colony-forming unit fibroblast, CFU-F) ausbilden, aus denen nachfolgend
andere differenzierte  Zelltypen wie Fibroblasten, Osteoblasten und
Chondroblasten entstehen (11). In der Folgezeit wurde die Multipotenz dieser
mesenchymaler Stammzellen mehrfach bestatigt (12). Es konnte auch gezeigt
werden, dass diese Zellen die Fahigkeit besitzen sich sogar in Myoblasten,
Adipozyten und Endothelzellen zu differenzieren.

Heutzutage ist bekannt, dass nicht nur Knochenmarkstroma eine wichtige Quelle
der MSCs darstellt, sondern auch andere Gewebearten mesenchymaler Herkunft,
wie beispielsweise Muskel-, Knorpel-, Fett-, Knochen- und Plazentagewebe (13),
neben mesenchymalen Vorlauferzellen auch eine geringe Anzahl an MSCs
beherbergen. Beide Zellpopulationen sind an den Reparaturprozessen im Gewebe
nach Traumata oder Erkrankungen beteiligt. Interessant ist die Erkenntnis, dass
mesenchymale Vorlauferzellen, die Uberwiegend gewebsspezifisch wirken, unter
bestimmten Bedingungen in Vorlauferzellen anderer Zelltypen transdifferenzieren
konnen (14). So konnen beispielsweise Knochenvorlauferzellen nicht nur aus
MSCs des Knochenmarks, sondern auch aus Vorlauferzellen des Muskel-, Fett-
oder Knorpelgewebes entstehen (15). Welche Signale fiur die Umprogrammierung
der Zellen zur gewinschten differenzierten Zielzelle verantwortlich sind und woher

diese Signale stammen ist derzeit noch Gegenstand der Forschung (5).

Osteoprogenitorzellen und osteogene Differenzierung

Die Osteogenese ist ein komplexer Prozess, der sowohl die Rekrutierung von
Osteoprogenitorzellen als auch ihre Umwandlung in voll funktionstiichtige reife
Osteoblasten unter dem Einfluss von systemischen und lokalen Faktoren
beinhaltet. Dieser Prozess findet nicht nur wahrend der embryonalen Entwicklung,
sondern auch im adulten Organismus wahrend der natirlichen Umbauprozesse
und bei der Frakturheilung satt. Die Differenzierung einer MSC zu einem reifen

Osteoblasten kann in mehrere postulierte Schritte unterteilt werden (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1.: Postulierte Schritte in der osteogenen Linie in Zusammenhang mit der
Proliferationsfahigkeit und dem Differenzierungsstatus. (adaptiert aus Aubin JE,
Bone stem cells, 1998) (16)

Anfangs entstehen aus einer multipotenten MSC durch asymmetrische Mitose
Progenitorzellen, die in ihrer Potenz eingeschrankter sind als MSCs.
Progenitorzellen sind meistens tri- oder bipotent, was bedeutet, dass sie sich zu
Vorlauferzellen von zwei oder drei anderen Zelltypen entwickeln konnen. Aus
diesen tri- oder bipotenten Vorlauferzellen entwickeln sich in weiterer Folge
Progenitoren, deren weiterer Entwicklungsweg schon festgelegt ist (commitment).
Beispielsweise unreife Osteoprogenitoren, die sich anschlieBend in reife
Osteoprogenitoren, danach in Praosteoblasten und schliellich in reife
Osteoblasten differenzieren. Von den reifen Osteoblasten entwickeln sich nur 10-
20% zu Osteozyten und Bone Lining Cells, der restliche Teil unterliegt
offensichtlich der Apoptose.

Die Zellen der einzelnen Entwicklungsstufen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
proliferativen  Fahigkeiten, ihrer Morphologie und ihren biochemischen
Kapazitaten. Verglichen mit den MSCs, die unlimitierte

Selbsterneuerungsfahigkeiten und Proliferationskapazitaten besitzen, sind die
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Fahigkeiten der Progenitorzellen zur Selbsterneuerung und Vermehrung
eingeschrankt. Die zum  nachsten  Entwicklungsstadium  zahlenden
Praosteoblasten sind in ihrer Teilungsfahigkeit limitiert und reife Osteoblasten,
Bone Lining Cells sowie Osteozyten haben sie ganzlich verloren (17).

Eine genaue ldentifikation der biochemischen Marker osteogener Differenzierung
erweist sich als sehr schwierig, da einerseits eine in vitro Kultur eine Mischung aus
unterschiedlich weit ausdifferenzierten Zellen darstellt und andererseits Zellen
unter Kulturbedingungen nicht immer ihre normalen histologischen Eigenschaften
zeigen. Trotz der Diskrepanzen der einzelnen experimentellen Ergebnisse
verschiedener Studien, konnte eine brauchbare Anzahl an Markern identifiziert
werden, die fur eine Charakterisierung der osteogenen Zellen in den einzelnen

Entwicklungsstadien nétig ist (Tab.1.1.).

Tab. 1.1.: Expression der wichtigsten Marker osteogener Differenzierung

(adaptiert aus Aubin JE, Regulation of osteoblast formation and function, 2001) (18)

Multipotente | Unreife Reife Pra- Osteoblast Osteozyt
Stammzelle | Knochenvor- | Knochenvor- | osteoblast
lauferzelle lauferzelle

STRO-1 + + +- ) ) )
Alkalische
Phosphatase - - + ++ +++ o
Aktivitat
Kollagen - I+ ++ ++ ++ -
Typ1
Osteocalcin ) ) ) ) e )
Osteopontin ? -1+ -+ -+ -— +++ -— +++
Bone
Sialoprotein - - - -— +++ -— +++ -— +++
[l
Parat- ? = -1+ ++ +++ ++
hormon Rez.

- — =keine detektierbare Expression
-/+,.+, ++, +++ = detektierbare bis sehr starke Expression
- — +++ = heterogene Expression

? = widerspruchliche Angaben
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Reife Osteoblasten sind bis dato biochemisch am besten charakterisiert. Sie
stellen metabolisch aullerst aktive Zellen dar, die Kollagen Typ | und nicht-
gewebespezifische membrangebundene alkalische Phosphatase (ALPL), zwei
wichtige Marker fortgeschrittener osteogener Differenzierung, synthetisieren.
Weiters produzieren sie viele nichtkollagendse Matrixproteine wie z. B.
Osteopontin (OP), Osteonectin (ON), Osteocalcin (OC), Fibronectin (FN), Biglycan
und Bone Sialoprotein (BSP). Weiters besitzen sie zahlreiche Rezeptoren fur die
Bindung von Hormonen (z.B.: Parathormon, Ostrogen) und Wachstumsfaktoren
(z.B.: platelet-derived (PDGF), insulin-like (IGF), epidermal (EGF), transforming
beta (TGFB), fibroblast-derived (FGF) growth factors). Jedoch sind bei reifen
Osteoblasten nur drei der Differenzierungsmarker, namlich ALP, Kollagen | und
der Parathormon-Rezeptor immer in relativ gleicher Menge exprimiert. Der weitaus
grolRere Teil der Marker wird in unterschiedlichem Ausmal} produziert.
Osteocalcin, ein wichtiger Marker osteogener Differenzierung, der nur in
postmitotischen Entwicklungsstadien zu finden ist, zeigt beispielsweise ein sehr
heterogenes Expressionsprofil. Die Produktion wird einerseits durch die Lage des
Osteoblasten im Knochengewebe beeinflusst, andererseits ist sie von der
Stimulation durch lokale Faktoren wie beispielsweise Zytokine abhangig.

Bei den vergleichsweise metabolisch inaktiveren Osteozyten, sind nur die
Expression von BSP und OP sowie das Vorhandensein von Parathormon-
Rezeptoren (PTH/PTHrP-R) an der Zelloberflache nachgewiesen (6).

Reife Osteoprogenitoren und Praosteoblasten synthetisieren neben ALPL und
Kollagen | auch geringe Mengen an OP und PTH/PTHrP-R. Osteocalcin, ein
wichtiger Marker des osteoblastaren bzw. osteozytaren Entwicklungsstadiums, ist
in Osteoprogenitoren und Praosteoblasten noch nicht detektierbar.

Relativ schwierig erweist sich die biochemische Charakterisierung von unreifen
Osteoprogenitorzellen, da unreife Zellen noch wenig spezifische Marker zeigen.
Sie zeigen Oberflachenmarker wie beispielsweise STRO-1, SB-10 bzw. ALCAM
(activated leukocyte cell adhesion molecule) und HOP-26, die alle nicht spezifisch
fur Osteoprogenitorzellen, sondern auch auf MSCs zu finden sind.

Es ist jedoch immer zu bedenken, dass die einzelnen Entwicklungsstadien
flieBend ineinander Ubergehen und eigentlich keine klaren Grenzen gesetzt

werden kdnnen (5).
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1.1.6 Phasen der Osteogenese in vitro

Die Entwicklung von Knochenzellen steht in enger Verbindung mit dem Prozess
der Osteogenese und lasst sich in drei Phasen unterteilen: 1) Proliferation der
osteogenen Zellen, 2) Bildung und Reifung der ECM und 3) Mineralisierung der
ECM. Die Proliferationsphase ist durch maximale Kollagen | und Fibronectin
Expression und Aktivierung der Proto-Onkogene wie c-fos, c-myc und c-jun
gekennzeichnet. Die zunehmende Bildung der Kollagen |-Fibronectin-Matrix fuhrt
gleichzeitig zur Suppression der Zellproliferation und aktiviert Gene, die wichtig fur
die Reifung der ECM sind. In der Phase der Matrix-Reifung erreicht die Aktivitat
der ALPL ihren Hohepunkt und sinkt mit zunehmender Matrix-Mineralisierung
wieder ab. Die nachfolgend eintretende Matrix-Mineralisierung verringert
wiederum die Expression der Proteine, die fur die Matrix-Reifung zustandig sind
und fordert die Bildung von Osteocalcin, das in dieser Phase seine Hochstwerte
erreicht. Bei der Bone Sialoprotein und Osteopontin Expression konnen meistens
zwei Maxima detektiert werden, eines in der Proliferationsphase und ein weiteres
zu Beginn der Matrix-Mineralisierung. In der mineralisierten Knochenmatrix
werden schlieRlich Apoptose und weitere Knochenumbauprozesse beobachtet
(16).

Wichtige Marker der Osteogenese

Osteozyten, Osteoblasten und Osteoprogenitorzellen exprimieren eine grof3e
Anzahl an Matrixproteinen, Zytokinen und Rezeptoren, die zwar nicht alle als
knochenspezifisch gelten, jedoch in ihrer Gesamtheit gute Marker osteogener
Entwicklung darstellen. Die von den osteogenen Zellen synthetisierten Matrix-
Proteine, konnen in zwei groRe Gruppen geteilt werden — in Kollagene und

nichtkollagenése Proteine (Glycoproteine, Proteoglycane und Gla-Proteine).

Kollagen Typ | stellt den Hauptbestandteil des organischen Anteils der

Knochenmatrix dar und ist neben dem Knochen auch in anderen Geweben wie
Sehnen, Bandern und der Haut reichlich zu finden. Kollagen | gehért, wie auch
Kollagen I, 1ll, und Xl, zu den fibrillaren Kollagenen. Jedes Kollagen | Molekul
besteht aus zwei a1 und einer a2 Kette (nur eine geringe Menge besteht aus drei

a1l Ketten), die miteinander zu einer Triplehelix verwunden sind. Fuar die
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Ausbildung dieser Triplehelix sind die Wiederholungen der Aminosauresequenz
Gly-X-Y der drei Polypeptidketten verantwortlich. In ungefahr einem Drittel der
Falle ist X ein Prolin und Y ein Hydroxyprolin; die Gegenwart des Hydroxyprolins
ist essentiell fur die Stabilisierung der Triplehelix, stellt ein Charakteristikum der
Kollagenmoleklule dar und ermoglicht die Quantifizierung von Kollagen in
Geweben. Die Hydroxylierung von Prolin wird durch spezifische Hydroxylasen
katalysiert, deren Aktivitat im Wesentlichen von dem Vorhandensein von
Ascorbinsaure abhangt. Die Triplehelix wird auch Prokollagen genannt und ist ca.
300 nm lang, 1,5 nm dick und tragt endstandig Registerpeptide (N- und C-
Telopeptide), die eine Polymerisation zu Kollagenfibrillen innerhalb der Zelle
verhindern. Der Entstehungsweg eines Prokollagenmolekiils flhrt vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat und von dort verpackt in
Transportvesikel an die Zelloberflache, wo es durch Exocytose aus der Zelle
geschleust wird. Extrazellular erfolgt die sog. Fibrillogenese durch sofortige
Abspaltung der Registerpeptide durch spezifische Proteasen (Prokollagen-
Aminopeptidasen und -—Carboxypeptidasen). Auf diese Weise wird das
Prokollagen zum Tropokollagen und auf eine Molekullange von ca. 280 nm
reduziert. Durch die Abspaltung der Registerpeptide ist es den
Tropokollagenmolekilen nun mdoglich sich parallel zusammen zufligen und zu
Primarfilamenten zu aggregieren. In den Spalten zwischen den einzelnen
Tropokollagenmolekulen befinden sich Hydroxyapatitkristalle. Ein Primarfilament
(Protofibrille) besteht aus 5 Tropokollagenmolekulen, die jeweils um 4 ihrer Lange
gegeneinander versetzt zu liegen kommen. Es besitzt einen Durchmesser von 4-5
nm. Wenn sich viele Primarfilamente zusammengefligen und aneinandergereiht
haben und bilden sie zusammen eine Mikrofibrile von 20 nm Dicke. Diese
kollagenen Mikrofibrillen zeigen eine charakteristische Querstreifung aus hellen
und dunklen Banden. Mikrofibrillen lagern sich weiters zu kollagenen Fibrillen
zusammen und jene bilden dann kollagene Fasern und Faserbundel.

Die zugfesten Kollagenfibrilen sind zusammen mit den druckfesten
Mineralkristallen fur die Biegefestigkeit des Knochens verantwortlich. Genetische
Mutationen in den pro-a1 oder pro-a2 Genen flihren zu extremer Fragilitat der
Knochen mit Biegefrakturen (Osteogenesis imperfecta, Glasknochenkrankheit)
oder zu anormalen Uberdehnbarkeit der Gelenke (Ehlers-Danlos Syndrom) (19).
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Die Kollagen Typ | Synthese wird von verschiedenen Zytokinen, Hormonen und
Wachstumsfaktoren beeinflusst. Zu den wichtigsten Molekilen zahlen die
Transforming Growth Factors Beta (TGF-Bs), die Mitglieder der TGF-B-
Superfamilie sind. Drei Isoformen existieren in Saugetierzellen, namlich TGF-1,
TGF-B2, und TGF-B3. TGF-Bs werden von vielen verschiedenen Zelltypen wie
Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten, Thrombozyten, Fibroblasten,
Osteoblasten und Osteoklasten sezerniert, die grof3ten Mengen sind jedoch im
Knochengewebe und in Thrombozyten zu finden. Nahezu alle Zellen besitzen
auch TGF-B-Rezeptoren — die hochste Dichte findet sich wiederum auf der
Zelloberflache von Osteoblasten. Die Bindung von den TGF-Bs an deren
Rezeptoren |6st eine Reihe von intrazellularen Signalkaskaden aus und
beeinflusst auf unterschiedlichste Weise die Prozesse des Knochenabbaus und -
aufbaus. In in vitro Experimenten begunstigten sie beispielsweise die Ausbildung
der ECM und reduzierten die Aktivitat von matrixabbauenden Metalloproteasen
(20).

Osteopontin (OP) zahlt man zusammen mit Bone Sialoprotein II, Fibronectin und

Osteonectin  zur  Gruppe der Glycoproteine. Glycoproteine  werden
posttranslational durch das Anhangen von kurzen Oligosaccharidketten
modifiziert. Im Gegensatz zu den Proteoglycanen macht bei Glycoproteinen der
Saccharidanteil nur 10-25% der gesamten Molekilmasse aus. Osteopontin ist
unter einer Reihe von Pseudonymen wie Bone Sialoprotein | (BSP-I), secreted
phosphoprotein (SPP) und pp69 bekannt. Osteopontin wird nicht nur von
Osteoblasten, hypertrophen Chondrozyten, Odontoblasten und Zementoblasten
sondern auch von Thrombozyten, T-Lymphozyten, Neuronen und Zellen der
Nierentubuli exprimiert. Obwohl Osteopontin nicht ausschlieBlich von
Osteoblasten synthetisiert wird, qgilt es trotzdem als wertvoller osteogener

Differenzierungsmarker, vor allem in Verbindung mit anderen Markern (21).

Osteonectin (ON, Secreted Protein Acid Rich in Cystein-SPARC) ist ein 32 kDa

grolRes Glycoprotein, das nicht nur in der Knochenmatrix sondern auch in anderen

Geweben wie Lunge, Ovar, Hoden und Bindegewebe vorkommt. Trotz der hohen
Konzentrationen im Knochengewebe, ist ON als Osteoblasten-Marker nur in

Kombination mit anderen Markern sinnvoll (22).
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Decorin, Biglycan und Fibromodulin sind Proteoglycane der Knochenmatrix, deren

Kernproteine kovalent mit langen Polysaccharidketten (Glycosaminoglycanen)

verknupft sind. Als Markerproteine spielen sie eher eine untergeordnete Rolle (17).

Osteocalcin (Bone Gla Protein, BGP) gehort zusammen mit dem Matrix-Gla-

Protein zur Gruppe der Gla-Proteine. Gla-Proteine enthalten y-
Carboxyglutaminsaure-Gruppen (Gla-Gruppen), die den Proteinen eine sehr hohe
Affinitat gegenuber Kalzium und Hydroxylapatit verleihen. Osteocalcin gilt als das
am meisten knochenspezifische nichtkollagendse Matrixprotein, da es nur von
Zellen der mineralisierten Gewebe wie Osteoblasten, hypertrophen Chondrozyten,
Odontoblasten und Zementoblasten synthetisiert wird. Es macht im reifen
Knochen bis zu 10% der nichtkollagendsen Proteine aus, im embryonalen
Knochen hingegen ist es in viel niedrigeren Konzentrationen zu finden. Aufgrund
der spezifischen Expression in Osteoblasten, stellt Osteocalcin einen anerkannten
Marker fur diese Zellen dar und wird auch im klinischen Alltag als diagnostischer

Marker zur Detektion von Knochenumbauprozessen verwendet (23).

Die nicht-gewebespezifische alkalische Phosphatase (ALPL) gilt als einer der

wichtigsten Marker der osteogenen Differenzierung. Dieses Ektoenzym ist ein
membrangebundenes Glycoprotein, das uber einen Phosphatidylinositol(Pl)-
Phospholipid-Komplex kovalent in der Zellmembran verankert ist und durch eine
Pl-spezifische Phospholipase C abgespalten und freigesetzt werden kann. An der
Zelloberflache ist die ALPL als Homotetramer gebunden, nimmt aber nach der
Abspaltung die Form eines Homodimers an. ALPL wird von verschiedenen
Zelltypen exprimiert, weist jedoch besonders hohe Konzentrationen im Knochen,
in der Leber und Niere auf, deshalb auch der Name ALPL (alkaline phosphatase,
liver/bone/kidney).

Die ALPL ist essentiell fir den Prozess der Matrix-Mineralisierung. Mutationen im
ALPL Gen fuhren zur Produktion einer anormalen Version der ALP und somit zum
Funktionsverlust  dieses Enzyms. Bei Personen mit  ALP-Defizit
(Hypophosphatasie) kommt es zu schweren Stdérungen der Skelett- und
Zahnentwicklung bei fehlender Mineralisation. Schwere Formen dieser Erkrankung

enden schon im Kindesalter letal. Weiters ist bekannt, dass Membranproteine, die
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uber einen PIl-Komplex an der Zellmembran verankert sind, an der
transmembranen SignalUbertragung teilnehmen und somit die Migration,
Proliferation und Differenzierung osteogener Zellen beeinflussen. Generell wird die
ALPL am starksten von Praosteoblasten und Osteoblasten exprimiert und ein
Maximum an ALPL-Aktivitat kann in der Phase der Matrix-Reifung gemessen
werden (24).

1.1.7 Knochenheilung

Wenn das Knochengewebe einer einwirkenden Belastung nicht standhalten kann,
fuhrt dies zum Knochenbruch. Dabei wird Knochenmatrix zerstort und
Knochenzellen gehen in diesem Bereich zugrunde. Eine nachfolgende
Knochenheilung kann je nach Art der Fraktur bzw. der medizinischen Versorgung
auf zwei Wegen erfolgen: als primare oder als sekundare Frakturheilung.

Die primare Knochenheilung (Kontaktheilung) erfolgt nur dann, wenn die
Frakturenden frihzeitig eng adaptiert werden und nicht gegeneinander
verschieblich sind. Dies tritt in der Regel nur bei einer chirurgischen Versorgung
der Fraktur mittels stabiler Osteosynthese auf. Bei der primaren Knochenheilung
kommt es zu keiner im Rontgen sichtbaren ,Kallus“-Bildung (lat. callum =
Schwiele).

Die sekundare Knochenheilung tritt bei bestehendem Bruchspalt und nicht
absoluter Ruhigstellung der Frakturenden sowie nach Trummerfrakturen auf.
Dabei kommt es zur deutlich sichtbaren ,Kallus“-Bildung, die Uber den Umweg
einer Narbe aus Binde- und Knorpelgewebe (fibrokartilaginarer Kallus) innerhalb
von Wochen zur tragfahigen knéchernen Narbe (kndcherner Kallus) fuhrt (25).

Die erste Phase der Wundheilung ist die exsudative Phase, an der verschiedene
Proteine beteiligt sind und noch keine Zellen. Dabei blutet es aus dem
Knochenmark und den geschadigten Gefalen in den Defekt ein, der durch die
mechanische Verletzung des Knochengewebes entstanden ist. Nachfolgend
entsteht ein Blutkoagulum, das mit den Wundrandern verklebt und bereits in den
ersten Stunden die Wunde durch Gerinnungs- und andere Proteine (z.B.
Fibronektin) mechanisch stabilisiert. Das Blutkoagulum enthalt zusatzlich eine
Vielzahl an Antikérpern und humoralen Abwehrstoffen gegen bakterielle
Infektionen.
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Die unspezifische zellulare Phase der Wundheilung ist durch die Degranulation
der Thrombozyten des Koagulums gekennzeichnet. Die dabei freigesetzten
Signalstoffe, wie Wachstumsfaktoren und Zytokine, wirken auf die Zellen des
Gewebes im Wundrand und auf Blutzellen ein. Wachstumsfaktoren wie
beispielsweise TGF-B, IGF und PDGF bewirken unter anderem durch Chemotaxis
das Einwandern von Entzindungszellen. In der Folge kommt es histopathologisch
zur Entziindungsreaktion, wo sich Granulozyten und Makrophagen im Wundgebiet
ansammeln und sich mit der Bakterienbekampfung bzw. dem Abraumen von
abgestorbenen Knochenzellen und zerstorter Knochenmatrix befassen. Weiters
kommt es zur Einsprossung von Blutkapillaren und es bilden sich neue Gefalie
(Angiogenese). Auch Fibroblasten wandern ein, proliferieren, beginnen mit der
Produktion von Kollagenfibrillen und dem Aufbau eines Kollagenfasergerustes.
Einige Fibroblasten wandeln sich auch zu Myofibroblasten um, die durch aktive
Kontraktion die Wunde weiter verkleinern kdnnen (Wundkontraktion). Histologisch
wird dieses zellreiche und dicht kapillarisierte Gewebe auch Granulationsgewebe
genannt. Bis hierher ist die Wundheilung des Knochens weitgehend unspezifisch
und gleicht anderen Wunden.

Die knochenspezifische zellulare Phase der Wundheilung beginnt mit dem
Einwandern von mesenchymalen Stammzellen, die sich zu Osteoprogenitorzellen
differenzieren und bei ausreichend hohen Konzentrationen von Bone Morphogenic
Protein (BMP) in ihrer Umgebung diese Differenzierung auch beibehalten. BMP
wird von den Zellen selbst in das Interstitium sezerniert und fordert die
knochenspezifische Differenzierung weiterer mesenchymaler Stammzellen
(osteogenes Stroma). Auch das Endost und Periost beginnen mit intensiver
Proliferation von Vorlauferzellen. In der Reparaturzone entwickeln sich auch einige
Chondroblasten aus Vorlauferzellen, die zusammen mit den Fibroblasten zur
Bildung einer Narbe aus straffem Bindegewebe und Knorpelgewebe
(fibrokartilaginarer Kallus) beitragen. Somit sind die Frakturenden vorerst
provisorisch verbunden. In weiterer Folge wird das Knorpelgewebe durch
Geflechtknochen (enchondrale Ossifikation) ersetzt. Eine Zwischenbildung von
Knorpel tritt am Kieferknochen nicht auf, da hier hauptsachlich die desmale
Ossifikation stattfindet. Aus den Osteoprogenitorzellen entstehen nach etwa 10
Tagen Osteoblasten, die mit der Bildung von Osteoid beginnen. Die Matrixbildung

beginnt nur dort, wo sich Osteoblasten an eine feste Unterlage heften kdnnen. Die
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Osteoblasten lagern sich, vermittelt durch Integrine, an noch vorhandene
Knochenbalkchen und an das Kollagenfasergerust. Wenn diese Verankerung
stabil ist und die Zellen mechanische Ruhe vorfinden, beginnen sie mit der
Expression von knochenspezifischen Matrixproteinen. Wird den Zellen eine Uber
ein bestimmtes Mal} hinausgehende Unruhe signalisiert, differenzieren die Zellen
zu Fibroblasten und nicht zu Osteoblasten. Somit steht die Knochenheilung immer
in Kompetition zur Weichteilheilung. Wenn die spezifische Phase der Wundheilung
ungestort ablauft, mineralisiert die Matrix und es bildet sich Geflechtknochen, der
im Zuge des naturlichen Umbaus in weiterer Folge durch Lamellenknochen ersetzt
wird (26).

1.1.8 Knochenregeneration

Regeneration bedeutet die Wiederherstellung der normalen Histoarchitektur eines
Gewebes nach einem Defekt. Dabei werden nicht nur die zellularen Bestandteile
sondern auch die Knochenmatrix vollstandig regeneriert. Es ist dem
Knochengewebe jedoch nicht mdglich, Defekte, die groRer als 1 mm sind, auf
einmal zu Uberbricken (osteogenetische Sprungweite). Die kndcherne
Regeneration eines Defekts kann durch das Einbringen eines geeigneten
Materials (Defektfullung) unterstutzt werden. Diese
Knochenregenerationsmaterialien koénnen fur verschiedenste Defekte wie
beispielsweise Frakturen, Nekrosen, Zysten und bei reduziertem Knochenangebot
mit nachfolgender Implantatinsertion verwendet werden. Sie durfen die
physiologische Knochenheilung nicht behindern und sollten idealerweise sowohl
osteokonduktive als auch osteostimulative und osteoinduktive Eigenschaften
besitzen. Unter Osteokonduktion versteht man die Fahigkeit eines Materials,
aufgrund seiner Struktur das Einwachsen von Knochengewebe zu férdern
(Leitschieneneffekt). Osteostimulation bedeutet, dass die Knochenneubildung und
die Qualitat und Quantitdt des neugebildeten Knochens nach Einbringen des
Knochenregenerationsmaterials verbessert bzw. vergroRert werden. Die
osteoinduktiven Fahigkeiten eines Knochenregenerationsmaterials bewirken, die
Differenzierung nicht determinierter, pluripotenter ~ Stammzellen Zu

knochenbildenden Zellen durch verschiedene Wachstumsfaktoren.
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Zur Defektfullung kdnnen autogene, allogene oder xenogene Transplantate sowie
Ersatzmaterialien aus naturlich vorkommenden Calciumverbindungen und
synthetische Calciumphosphatkeramiken verwendet werden.

Unter einem autogenen (autologen) Transplantat versteht man die Verpflanzung
von korpereigenem Gewebe an einen anderen Ort in ein- und demselben
Individuum. Knochengewebe besitzt ein gutes Heilungspotential, das auch dann
noch vorhanden ist, wenn der Knochen von der Blutversorgung fur kurze Zeit
abgetrennt wird. Aus diesem Grund kann Knochen frei transplantiert werden. Da
bei autogenen Knochentransplantaten zur Knochenneubildung befahigte Zellen
Ubertragen werden, besitzen diese Transplantate osteogenetische Eigenschaften
und dienen aulerdem als Leitstruktur fir neuen einwachsenden Knochen.
Aufgrund dessen wirken sie osteokonduktiv, osteostimulativ und osteoinduktiv.
Knochengewebe kann sowohl aus dem unmittelbaren Operationsgebiet als auch
von weiter entfernten Regionen gewonnen werden — dies ist jedoch mit der
Notwendigkeit eines zusatzlichen chirurgischen Eingriffs verbunden. Autologer
Knochen bietet gegenuber allogenen oder xenogenen Transplantaten, den Vortell,
dass immunologische Reaktionen ausbleiben. Desweiteren besteht auch keine
Gefahr der Ubertragung von Infektionskrankheiten. Nachteile der autologen
Transplantate sind die zuweilen unkontrollierbare und schwer vorhersagbare
Resorption, sowie eine mogliche Erkrankung am Spenderort, wie beispielsweise
Wundschmerz, Wundheilungstorungen, Hamatombildung und Infektionen. Weiter
entfernte Entnahmestellen haben aullerdem zusatzliche Risiken, die mit einer
notwendigen Hospitalisierung und der Narkose verbunden sind (27).

Der Gehalt an vitalen Zellen und bedeutenden Wachstumsfaktoren und seine
osteokonduktiven Fahigkeiten machen das autologe Knochentransplantat jedoch
zum universellen Knochenaufbaumaterial das zurzeit als therapeutischer Standard

und als Referenz fur andere Verfahren gilt (28,29).
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1.2 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Rekonstruktion von Knochendefekten stellt eine groRe Herausforderung an
verschiedenste Bereiche der regenerativen Medizin dar, wie beispielsweise der
Orthopadie, Unfallchirurgie oder Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, In der
zahnarztlichen Chirurgie der vergangenen Jahrzehnte wurden viele operative
Verfahren zur Knochenregeneration entwickelt, nun ist es ein wichtiges Ziel der
aktuellen Forschung, den operativen Aufwand fur den Patienten durch neue
Methoden zu minimieren. Die operative Medizin in der Zahnheilkunde entwickelte
sich von der resektiven Chirurgie in eine reparative und rekonstruktive Chirurgie.
Der Entwicklungsschritt zur rekonstruktiven Chirurgie wurde durch die
Verwendung von autogenen Gewebetransplantaten ermoglicht (26). Die
Hauptindikationen fir autogene Knochentransplantate in der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie sind vertikale und horizontale Kieferkammaugmentation bei
Alveolarkammatrophien (30) und Reparatur von Knochendefekten nach Traumata,
Infektionen (31), Entfernung von Zysten oder Tumoren (32-34).

Fir die Deckung intraoraler Knochendefekte steht eine Vielzahl unterschiedlicher
Spenderorte zur Verfligung. Grol3e Knochendefekte bendtigen in der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie zur Rekonstruktion Knochentransplantate von extraoralen
Spenderorten wie der Calvaria, proximalen Tibia oder dem Beckenkamm (35).
Kleinere Defekte kdénnen mit Transplantaten aus intraoralen Entnahmestellen
gedeckt werden, wie beispielsweise der Protuberantia mentalis, des Tuber
maxillae, der Linea obliqua oder dem jeweiligen Operationsgebiet selbst (36,37).
Die verschiedenen Herkunftsorte unterscheiden sich in ihrer Invasivitat und
Patientenbelastung und hinsichtlich ihrer  biologischen Effektivitat.
Spongiosatransplantate enthalten viele vitale osteogene Zellen und sind deshalb,
wenn sie schonend weiterbehandelt wurden, zur Behandlung von kritischen
Defekten geeignet. Kompaktablocke hingegen besitzen nur einen geringen Gehalt
an Zellen und erfordern deswegen ein erstklassiges Transplantatlager mit noch
vorhandenen Knochenzellen. Kompaktatransplantate haben jedoch gegenuber
Spongiosatransplantaten den Vorteil, dass sie der unkontrollierten Resorption der

Einheilphase besser widerstehen (26,38).
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Unterschiedliche Techniken zur Knochenentnahme und verschiedenste
Instrumente sind in letzter Zeit entwickelt worden und scheinen die Vitalitat des
transplantierten Knochengewebes signifikant zu beeinflussen. Zur Versorgung
kleinster Knochendefekte und als Filllmaterial dienen haufig Frasspane. Sie
konnen mittels Knochenschabern, beispielsweise bei der operativen Entfernung
von retinierten Weisheitszahnen, die bei Implantatpatienten ohnehin haufig
angezeigt ist, gewonnen werden.

Die neuesten Errungenschaften in der rekonstruktiven Chirurgie sind jedoch
Piezotome. Piezotome konnen bei zahlreichen Eingriffen eingesetzt werden, wie
beispielsweise bei Osteotomien, Sinus-Lift Operationen und
Weisheitszahnentfernungen. Ihr Haupteinsatzgebiet ist jedoch die Gewinnung von
autologen  Knochentransplantaten in  der Implantologie (39,40). Die
piezochirurgischen Instrumente sollen einen hoheren Patientenkomfort wahrend
der Knochenentnahme gewahrleisten und fir eine geringere postoperative
Morbiditat bzw. Komplikationen an der Entnahmestelle bei gleich hoher Zellvitalitat
des transplantierten Knochens gegenuber herkdmmlichen Entnahmetechniken
sorgen. Der gro3e Vorteil dieser Gerate soll auf der Verwendung von
niedrigfrequenten Ultraschallintensitaten im Bereich von 25-30 kHz beruhen. Mit
diesen Frequenzen kdénne man nur mineralisiertes Gewebe schneiden, nicht
jedoch Weichteilgewebe — fir jenes wirde man namlich héhere Frequenzen
bendtigen (41,42). Deshalb wird berichtet, dass Piezotome schonender zum
angrenzenden Gewebe als konventionelle Verfahren sein sollen. Weiters wird
gezeigt, dass piezoelektrische Gerate einen geringen Druck flr einen
hochprazisen Schnitt bendtigen. Bei konventionellen Instrumenten hingegen,
musse der Chirurg viel mehr Druck anwenden und mehr Anstrengung aufwenden
um die gleichen Effekt zu erzielen. Zu viel Druck koénnte zur Uberhitzung des
Gewebes und zu Nekrosen und schlechten Heilungsergebnissen fihren. Dartber
hinaus sollen piezoelektrische Instrumente schonender zum transplantierten
Gewebe sein und somit eine bessere Qualitat des transplantierten Knochens und
eine hohere Zellvitalitat im Vergleich zu anderen Verfahren gewahrleisten (43-45).
Da der Erfolg einer Knochentransplantation, neben anderen Faktoren wie
beispielsweise dem Transplantatlager, ganz wesentlich von der Qualitat des
transplantierten Knochens und der Anzahl an vitalen Zellen im Transplantat

mitbestimmt wird, scheint es bedeutsam zu sein, die geeignete Entnahmetechnik

30



zu kennen (46). Viele Studien zeigen, dass die Entnahmetechnik signifikant

sowohl die Qualitat des Knochens als auch die Zellvitalitat beeinflusst (47,48).

Aufgrund dessen, war das Ziel dieser Studie zwei Techniken zur Gewinnung

autologen Knochens hinsichtlich ihrer klinischen Anwendbarkeit zu vergleichen.

Dabei handelte es sich um den Vergleich zwischen einem konventionellen

mechanischen Knochenschaber und einem piezoelektrischen Knochenschaber

(Piezotom).

Folgende Fragestellungen standen im Vordergrund:

Sind beide Methoden gleich effektiv in der Gewinnung von ausreichenden
Mengen an Knochenmaterial?

Unterscheiden sich die Knochentransplantate hinsichtlich ihrer Qualitat
bzw. der Anzahl an vitalen Zellen?

Gibt es Unterschiede in der Ultrastruktur der gewonnen
Knochentransplantate bzw. der daraus auswachsenden Zellen?

Lassen sich die aus den Knochenspanen auswachsenden Zellen weiter
kultivieren, passagieren, in Stickstoff einfrieren und wieder auftauen?
Unterscheiden sich die Zellen in Bezug auf ihr osteogenes Potential bzw.
ihre osteogenen Markerproteine?

In welchem Differenzierungsstadium befinden sich die Zellen?

Welches Differenzierungspotential besitzen die auswachsenden Zellen

bzw. ist es mdglich die Zellen in andere Zelllinien zu differenzieren?
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkulturmethoden

Unter Zellkultur versteht man das Zichten von tierischen oder pflanzlichen Zellen
in einem Nahrmedium auferhalb des Organismus. Man unterscheidet dabei
zwischen einer Primarzelllinie, die eine Kultur passagierter Zellen einer
Primarkultur darstellt und einer etablierter (fortlaufender) Zelllinie, die durch
Transformation entstanden ist. Primarzelllinien bewahren viele Eigenschaften von
den Zellen, von denen sie abstammen und besitzen eine normale
Chromosomenzahl. Etablierte Zelllinien hingegen weichen von den Zellen ab, von
denen sie abstammen und weisen eine anormale Chromosomenzahl auf, da sie
durch Behandlung mit Tumorviren (Polyoma Virus, Rous Sarcoma Virus) oder
kanzerogenen Chemikalien (z.B. 3,4-Benzpyren, N-Nitrosomethylharnstoff)
transformiert worden sind. Sie zeigen meist kurzere Verdoppelungszeiten von nur
12-20 h und eine sehr viel groRere Dichte als Primarzelllinien. Weiters
unterscheidet man zwischen Monolayerkulturen, die aus adharent wachsenden
Zellen bestehen und Suspensionskulturen, in welchen die Zellen frei im
Kulturmedium schwimmend wachsen.

Fir das Arbeiten mit Zelllinien ist eine absolut sterile Arbeitsweise zum Schutz des
Experimentators bzw. seiner Umgebung und zum Schutz der Kulturen angezeigt.
Alle Arbeitsschritte werden dabei in einem Zellkulturlabor unter einer sterilen
Werkbank (laminar flow) verrichtet. Durch sorgfaltiges Reinigen der Arbeitsflachen
und aller Gebrauchsgegenstande mit 70% Ethanol wird einer eventuellen

mikrobiologischen Kontamination vorgebeugt.

2.1.1 Vorbehandlung von KulturgefaBen

Zur Verbesserung und zur Veranderung von Oberflacheneigenschaften von
KulturgefaRen aus Glas oder Plastik werden unterschiedlichste Verfahren

angewandt. So kann man durch Vorbeschichtung von KulturgefalRen erreichen,
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dass Zellen besser an der Oberflache haften und das adharente Wachstum bzw.
Differenzierungsvorgange fordern. Zur Beschichtung von Kulturgefallen konnen
sowohl natirlich als auch kinstlich hergestellte Substanzen, wie beispielsweise
Polylysin, Fibronectin, Kollagen oder Gelatine, verwenden werden. Das
Beschichten mit  Gelatine stellt eine  preiswerte  Alternative  zur

Kollagenbeschichtung dar und wurde auch bei diesen Versuchen verwendet.

Protokoll der Gelatinebeschichtung:

Herstellung einer gebrauchsfertigen Gelatinelésung:

e Erwarmen der 2% Gelatine im Wasserbad bei 37°C bis zur Verflissigung

Zusetzen von 1% Penicillin/Streptomycin

1:1 Verdunnung mit Hank’s buffered salt solution

Sterilfiltration, Portionierung und Lagerung bei 4°C

Die gebrauchsfertige Losung kann bei 4°C ca. 3-4 Wochen gelagert werden. Bei
langerer Lagerung sollte Penicillin/Streptomycin neu hinzugesetzt werden. Vor

Gebrauch muss die Gelatinelésung nicht mehr erwarmt werden.

Beschichtung der Kulturgefalie
o Kulturgefalde mit Gelatinelésung mehr als bodenbedeckt auffullen
1h bei 37°C in den Inkubator stellen

Uberschiissige Gelatinelésung absaugen
1h bei 37°C im Inkubator trocknen

Zellsuspension in die Kulturgefalle einflllen

2.1.2 Mediumwechsel bei Monolayerkulturen

Monolayerkulturen bendtigen zu ihrem Wachstum und zur Vitalitdtserhaltung
regelmaligen Mediumwechsel, da die Bestandteile des Mediums entweder von
den Zellen metabolisiert werden oder bei 37°C im Laufe der Zeit zerfallen. Die
Haufigkeit des Mediumwechsels variiert von Zelllinie zu Zelllinie und ist abhangig

von dem Metabolismus und der Wachstumsgeschwindigkeit.
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Bei schlecht oder sehr langsam wachsenden Kulturen wird empfohlen nur die
Halfte des Mediums abzuziehen und durch frisches zu ersetzen, da auch langsam
wachsende Zellen Nahrstoffe verbrauchen und zwar ohne sichtbaren pH-
Umschlag. Bei schneller wachsenden Kulturen sollte jeden zweiten Tag ein
Mediumwechsel vorgenommen werden. Weiters empfiehlt es sich vor jedem
Mediumwechsel die Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop zu beobachten,
um einen routinemaRigen Uberblick tUber den jeweiligen Zustand der Vitalitat und
der Morphologie zu bekommen und so eventuelle Veranderungen sofort bemerken
zu koénnen. Der pH-Wert des Mediums kann am Farbumschlag des
Phenolrotindikators abgeschatzt werden. Eine Farbveranderung von rot zu gelb
resultiert aus der Metabolisierung von Glucose zu Lactat und weist darauf hin das
Nahrstoffe bereits verstoffwechselt wurden und ein Mediumwechsel angezeigt

ware.

Protokoll zum Mediumwechsel bei Monolayerkulturen:

e Kulturmedium vorsichtig mit einer sterilen Pasteurpipette von einer Ecke
des KulturgefaRes absaugen, ohne den Monolayer durch Berlhrung zu
schadigen

e Zellen mit 3 ml (25 cm? Kulturflasche) oder 10 ml (75 cm? Kulturflasche) mit
auf 37°C erwarmten PBS splilen

e Frisches auf 37°C erwarmtes Kulturmedium hinzufiigen (5 ml bei 25 cm?,
15 ml bei 75 cm?)

2.1.3 Subkultivierung von Monolayerkulturen

Ist die gesamte Oberflache des KulturgefalRes mit Zellen bedeckt, bezeichnet man
dies als Konfluenz. Da sich die Zellen bei Erreichen der Konfluenz in engem
Kontakt befinden und keinerlei freie Oberflache mehr vorzufinden ist, horen die
meisten Primarzellen auf, sich zu vermehren (Kontaktinhibition). Im Regelfall
wartet man bei streng adharenten Zelllinien keine vollstandige Konfluenz ab,
sondern subkultiviert schon bei 80%-90% Konfluenz, da es bei zu hoher Zelldichte

zum Absterben der Kultur kommen kann. Beim Vorgang des Subkultivierens bzw.
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Passagierens werden die Zellen unter Verdinnung vom alten Kulturgefal® in ein
neues Uberfuhrt.

Es gibt eine Reihe von Methoden, die geeignet sind, Monolayerkulturen in
Suspension zu bringen, unter anderem das ,Shake off“-Verfahren, das
Passagieren mit proteolytischen Enzymen wie Trypsin, Collagenase oder Dispase
oder das Abschaben von Kulturen. Die am weitesten verbreitete Methode,
adharente Zelllinien zu subkultivieren, ist der Gebrauch von Enzympraparaten. Bei
dieser Arbeit entschied man sich fir Verwendung von Accutase, da dieses

Verfahren als besonders schonend gelten soll.

Protokoll zur Subkultivierung von Monolayerkulturen:

e Zellen mit PBS (3 ml bei 25 cm? oder 10 ml bei 75 cm? Kulturflasche)
waschen, PBS anschliellend absaugen

e Auf 37°C erwarmte Accutase zusetzen (2 ml bei 25 cm? oder 6 ml bei 75
cm? Kulturflasche)

e Kulturflasche fur 5 min bei 37°C inkubieren

e AnschlielRend mit einer sterilen Pasteurpipette die Zellen resuspendieren
und in ein 50 ml Falcon-Rdhrchen mit 10 ml vorgelegten Medium
pipettieren

e Zellen 5 min bei 1200rpm (300g) zentrifugieren

e Uberstand absaugen und das Zellpellet mit einer sterilen Pasteurpipette in
frischem Kulturmedium resuspendieren

e Je nach gewidnschter Verdunnung (s. Bestimmung der Zellzahl)
Zellsuspension auf neue Kulturflaschen aufteilen und frisches, auf 37°C

erwarmtes Kulturmedium zufiigen (0,2-0,5 ml pro cm? Wachstumsflache)

Nach dem Einsaen der Zellen und Auffillen mit frischem Medium sollen die Zellen
sofort zurlick in den Brutschrank. Innerhalb der nachsten 24 h sollten sie nicht aus
dem Brutschrank herausgenommen werden, um den initialen Anheftungsprozess
nicht zu stéren. Auch sollte in den darauffolgenden 48 h kein Mediumwechsel

erfolgen.
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2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Wachstumsgeschwindigkeit der meisten adharent wachsenden Zellen wird
von der anfanglich zugesetzten Zellzahl (Inokulum) bestimmt. Zu dinn ausgesate
Zellen wachsen namlich nur sehr langsam, zu dicht ausgesate Zellen hingegen
muissen zu haufig subkultiviert werden und jede Subkultivierung verkirzt die
Gesamtlebensdauer jeder Primarzelllinie. Daher sollte eine Zellzahlbestimmung
routinemafig vor jedem Inokulum vorgenommen werden, beispielsweise mit
einem Hamocytometer (Neubauer-Zahlkammer) oder mit elektronischen
Zahlgeraten. Hier wurde ein elektronischer Zellzahler (CASY®), der nach dem
Widerstandsmessprinzip kombiniert mit einem modernen Verfahren der
Signalausarbeitung (Pulsflachenanalyse) arbeitet, eingesetzt. Damit kann man
nicht nur die Zellzahl, sondern auch die GrélRenverteilung der Zellen bestimmt
werden. Die fiur jeden Zelltyp charakteristische GroRenverteilung bietet wichtige
Zusatzinformationen wie die Quantifizierung von Verunreinigungen, Zelltrimmern,
toten Zellen, vitalen Zellen und Zellaggregaten. Die Lebend-Tot-Differenzierung
beruht auf der kleineren Darstellung von toten bzw. geschadigten Zellen mit
defekter Zellmembran, da diese nur mit der GroRe ihres Zellkerns dargestellt
werden. Bei der Zellzahlung werden die Zellen in isotoner Elektrolytldsung
suspendiert und durch eine Messkapillare, an der Uber zwei Platinelektroden eine
elektrische Spannung angelegt ist, gesaugt. Jedes Mal wenn eine Zell in die
Messkapillare gelangt, wird ein elektrischer Puls (Widerstandsanderung) ausgelost

und so entspricht die Anzahl der Pulse der Zellzahl in der Probe (49).

Protokoll zur Zellzahlbestimmung:

e Probenbecher mit 10 ml Casyton flllen, 100 ul Zellsuspension zugeben und
geschlossenen Probenbecher 3x schwenken (Vorverdiinnung 1:100)

e Probenbecher unter die Messkapillare stellen, Uber ,Start® die Messung
aktivieren

e Auf dem Display wird eine fir die jeweilige Zellart typische
GroRRenverteilung angezeigt — fur Osteoblasten zeigt sie ganz links
Zelldebris, im Bereich von ca. 6-10 um tote Zellen (Zellkerne) und ab ca. 10
pm vitale Zellen
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2.1.5 Kryokonservierung von Zellen

Wenn man eine Zelllinie nicht permanent verwendet, sie aber zu einem spateren
Zeitpunkt noch bendtigt, kann man Zellen Uber langere Zeit in flissigem Stickstoff
bei -196°C konservieren und sie so vor Kontamination oder Variabilitat durch
Subkultivierung zu schiutzen. Bei Temperaturen unterhalb von -120°C finden
namlich keinerlei biochemische Reaktionen mehr statt. Fur kurze Zeit kann man
Zellen auch bei -80°C lagern. Zum Einfrieren von Zellen dienen Substanzen wie
Glycerin, Serum und Dimethylsulfoxid (DMSOQO), die die Kristallbildung innerhalb
und aufierhalb der Zelle und die Dehydration des Zytoplasmas verhindern, indem
sie das Zellwasser ersetzen und binden. Die Kryokonservierung von Zellen in
flissigem Stickstoff kann Uber Jahre ohne Verlust der Lebensfahigkeit erfolgen.
Dabei spielt es keine Rolle, ob die Zellen in der Flissigphase (-196°C) oder in der
Gasphase Uber dem flussigem Stickstoff (-150°C bis -160°C) gelagert werden.
Wichtig sind eine kontrollierte und langsame Einfrierrate (-1°C pro Minute) der
Zellen, sowie eine richtige Konzentration des Kryoschutzmittels (7-10 Vol.-%
DMSO bzw. Glycerin im Medium). Weiters sollte eine Vorinkubationszeit im
Klhlschrank von ca. 15 min bei DMSO und 45-60 min bei Glycerin beachtet
werden, da in dieser Zeit das Kryoschutzmittel in die Zellen diffundieren und das
Zellwasser binden bzw. verdrangen soll. Diese Zeiten sollten aber genau
eingehalten und nicht Uberschritten werden, da Kryoschutzmittel fir Zellen hoch

toxisch wirken.

Protokoll zur Kryokonservierung von Zellen:

Herstellung eines 10%igen Einfriermediums (20ml):
e 18 ml FCS Gold vorlegen, 2 ml DMSO dazu pipettieren

e jeweils 10 ml steril filtrieren
Einfriervorgang:

e Einfriermedium, Kulturmedium (je nach verwendeter Zelllinie) und

Einfrierréhrchen (cryogenic vial) auf Eis stellen
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e Gewinnung eines Zellpellets:
o Kulturmedium mit einer sterilen Pasteurpipette absaugen, Zellen mit
PBS spulen, auf 37°C erwarmte Accutase zusetzen und fur 5 min
inkubieren
o AnschlieBend die Zellen mit einer sterilen Pasteurpipette
resuspendieren und in ein 50 ml Falcon-Rohrchen mit 10 ml
vorgelegten Kulturmedium pipettieren.
e Pellet in 1,5 ml Einfriermedium resuspendieren und Zellsuspension in ein
Einfrierrdhrchen tberfihren, dabei auf Eis arbeiten
e Nach Lagerung der Einfrierréhrchen fiir 2 Tagen bei -80°C, Uberfiihren der

Roéhrchen in flissigen Stickstoff

2.1.6 Auftauen von Zellen

Aufgrund der Toxizitat der Kryoschutzmittel, sollten Zellen so rasch wie madglich
aufgetaut werden. Bei den meisten Zelllinien ist es durchaus maoglich, die
aufgetaute Zellsuspension mit dem Einfriermedium direkt in das Kulturmedium zu

geben und erst danach die Zellen zu zentrifugieren.

Protokoll zum Auftauen von Zellen:

e 1-2 Tage vor dem Auftauen der Zellen das bendtigte Kulturmedium
herrichten

e Fur die Sterilkontrolle 2ml entnehmen und in eine Petrischale pipettieren

e Petrischale Uber Nacht im Brutschrank inkubieren und am nachsten Tag
unter dem Phasenkontrastmikroskop kontrollieren

e Erst wenn die Sterilkontrolle negativ ist, sollte das Kulturmedium fur die
Kultur von Zellen verwendet werden

e Schutzhandschuhe anziehen und Schutzbrille bzw. Gesichtsschirm anlegen
und den N»-Behalter vorsichtig 6ffnen, die Aufbewahrungsbehalter aus dem
flussigen Stickstoff nehmen und mit den Handschuhen die Kryoréhrchen

herausnehmen
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e Das Kryoréhrchen nur solange ins Wasserbad tauchen, bis gerade das
letzte kleine EisklUmpchen verschwunden ist

e Danach sofort unter die Sterilwerkbank gehen, das Kryoréhrchen mit
70%igem Ethanol desinfizieren und die Zellen mit einer Pasteurpipette in
ein mit 10 ml erwarmtes Kulturmedium vorbereitetes 50 ml Falconrohrchen
uberfuhren

e 5 min bei 1200 rpm (300g) zentrifugieren, Uberstand absaugen, das Pellet
mit erwarmtem Kulturmedium resuspendieren und in eine Kulturflasche
uberfuhren

e Mediumwechsel sollte nach 24 h durchfiihren werden

2.2. Gewinnung autologen Knochenmaterials

Die Studie wurde als prospektive kontrollierte experimentelle Studie durchgeflhrt.
Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Medizinischen
Universitat genehmigt (Referenznummer: 20-138 ex 08/09) und entsprach den
Richtlinien der Helsinki-Deklaration. Die Eingriffe erfolgten nach Information,
ausfuhrlicher Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patientinnen. Die
Studienpopulation setzte sich aus sowohl mannlichen als auch weiblichen
Patientinnen zwischen 18 und 65 Jahren zusammen, die eine Unterkiefer-
Weisheitszahnentfernung bendtigten, einen unauffalligen Gesundheitszustand
zeigten und keine systemischen Erkrankungen hatten. Patientinnen, die
Raucherlnnen oder Patientinnen, die schwanger waren, wurden aus der Studie
exkludiert.

Die operativen Eingriffe wurden an der Abteilung fur Zahnarztliche Chirurgie und
Rontgenologie der Universitatsklinik fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde in
lokaler Anasthesie (Ultracain dental forte®, Sanofi-aventis, Vienna, Austria)
durchgefuhrt. Bei 20 Patientinnen wurden im Zuge der Unterkiefer-
Weisheitszahnentfernung sowohl das Piezotom (PD, Satelec Acteon, Bordeaux,
France) als auch der manuelle Knochenschaber (MS, HK Instruments, Salzburg,
Austria) verwendet. Beim PD wurde ein eigener Aufsatz (BS 6, Satelec Acteon),
der speziell fur die Gewinnung von autologen Knochen entwickelt wurde, genau

nach Vorschrift des Herstellers (Piezotom Modus 1-3, Irrigation 35-40 ml/min)
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verwendet. Nach Praparation eines Weichteillappens und noch vor der
Weisheitszahnentfernung, wurden die autologen Knochenproben von der Linea
obligua entnommen. Zuerst wurde der PD und danach der MS an einer
angrenzenden Stelle in derselben Spenderregion verwendet. Da man flir den MS
keine Spulung zur Kuhlung des Gewebes bendtigte, wurden die
Knochenstuckchen, sofort in ein steriles 10 ml Falcon-Réhrchen mit 4 ml
vorgelegtem Medium transferiert. Der PD musste jedoch mit Spulung verwendet
werden, um eine Uberhitzung des Gewebes zu vermeiden. Aus diesem Grund
bendtigte man eine Knochenfalle (Quality Aspirators, Duncanville, TX, USA), ein in
den Absaugschlauch integriertes Sieb, mit welchem man die Knochensticken
sammelte. Um eine Kontamination mit Speichelbakterien zu vermeiden, wurde
dieser zweite Aufsatz auf dem Absaugschlauch nur wahrend der
Knochengewinnung eingesetzt. Gleich nach der Gewinnung von ausreichenden
Mengen an Knochenmaterial wurden die Knochenstickchen dann von der
Knochenfalle ebenfalls in ein steriles Falcon-Tube Uberflihrt. Die Knochenproben
wurden dann sofort von dem Operationssaal der Universitatsklinik fur Zahn-,
Mund- und Kieferheilkunde in das Zellkulturlabor an dem Institut fur Zellbiologie,
Histologie und Embryologie gebracht und wie nachfolgend beschrieben unter
sterilen Bedingungen weiterverarbeitet. Die Weisheitszahnentfernung wurde dann
fortgesetzt und postoperativ zur Schmerzreduktion 400 mg Dexibuprofen (Seractil
forte®, Gebro Pharma, Fieberbrunn, Austria) verabreicht. Bei Kontrolluntersuchung
im weiteren Verlauf zeigte sich keine erhohte Komplikationsrate im Vergleich zu

Patientinnen mit alleinigen Routineeingriffen.

2.2.1 Isolation von Primarzellen

Im Zellkulturlabor erfolgten dann alle weiteren Bearbeitungsschritte zur

Kultivierung von Primarzellen.
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Protokoll zur Isolation von Priméarzellen:

e Bestimmung des Gewichtes der jeweiligen Knochenproben mit einer
elektronischen Prazisionswaage (Kern 770, Kern & Sohn, Balingen-
Frommern, Germany)

e 3maliges Waschen der Knochenstlickchen mit Hanks’ balanced salt
solution (HBSS, Gibco, Invitrogen Ltd, Paisley, UK), der 300 IU/ml penicillin,
300 ug/ml Streptomycin und 0.75 pg/ml Amphotericin (alle von Gibco), zur
Pravention von Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen, zugesetzt
wurden

e Uberfilhren und mittiges Platzieren der Knochenstiickchen in 25 cm?
Zellkulturflaschen (Nunc, Roskilde, Denmark) mit sterilen Einwegpipetten

e Vorsichtiges Zusetzen von 1 ml sterilem, auf 37°C erwarmten
Zellkulturmedium: DMEM/F-12 (Gibco) erganzt mit 10% fotalem
Kalberserum (PAA, Pasching, Austria), 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 0.25 pg/ml Amphotericin (alle von Gibco)

¢ Inkubation der Explant-Kulturen bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank

Mediumwechsel erfolgte im Rhythmus Montag-Mittwoch-Freitag-Montag. Explant-
Kulturen die kein Auswachsen von Zellen aus den Knochenstuckchen nach 4
Wochen zeigten, wurden verworfen. Erreichten die Zellen Konfluenz, wurden sie
mit Accutase (PAA) abgeldst und ihre Vitalitat mit dem CASY® Model TT (Scharfe
System, Reutlingen, Germany) bestimmt. Danach wurden die Zellen entweder
subkultiviert, auf Lab-Tek 2 oder 4-well Gelatine beschichtete Glas chamberslides
(Nunc) fur nachfolgende (immun)zytochemische Bestimmungen ausgesat oder im
flissigen Stickstoff tiefgefroren. Als Positivkontrolle wurden bei allen Experimenten
humane fetale Osteoblasten (Human fetal osteoblastic cells 1.19, hFOB 1.19,

American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) mitgeflhrt.
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2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Mit Hilfe von Elektronenmikroskopen konnen sehr viel kleinere Objekteinzelheiten
von speziell praparierten Objekten abgebildet werden als mit dem Lichtmikroskop.
Elektronen besitzen eine viel kleiner Wellenlange als sichtbares Licht und da das
Auflésungsvermoégen eines Mikroskops durch die Wellenlange begrenzt ist, kann
mit einem Elektronenmikroskop eine deutliche hdhere Auflosung (ca. 0,1nm)
erreicht werden als mit dem Lichtmikroskop (ca. 200nm). Bei Lichtmikroskopen
wird die optische Auflésung durch die Lichtwellenlange (400-700 nm) begrenzt, bei
Elektronenmikroskopen hingegen verschlechtern die optischen Aberrationen der
elektronenoptischen Bauteile die nutzbare Auflosung um etwa zwei
Grollenordnungen gegenuber der Elektronenwellenlange, die bei 100 keV ca.
0,0037 nm betragt.

Bei dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) durchdringen Strahlelektronen
das Objekt und werden zur Bildgebung verwendet, beim
Rasterelektronenmikroskopen (REM) hingegen tastet eine feingebundelte
Elektronensonde punktférmig die Oberflachen von Praparaten ab. Die maximale
sinnvolle VergroRerung beim REM liegt bei etwa 30 000 fach.

Wichtig fur die Rasterelektronenmikroskopie ist, dass die Praparate getrocknet
und  elektrisch  leitend sind, damit es nicht zu elektrischen
Aufladungserscheinungen kommt und so die Abbildung des Praparates unmdglich
wird. Das Vorgehen zur Herstellung von Praparaten fir das REM enthalt folgende
Schritte: Fixierung, Entwasserung und Trocknung, Erzeugung elektrischer
Leitfahigkeit.

Zur Fixierung von Praparaten werden ublicherweise Aldehyde (Glutaraldehyd,
Formaldehyd) verwendet. Probleme, die aus der geringen Eindringtiefe der
Fixiermittel entstehen, sind fir REM-Praparaten von untergeordneter Bedeutung,
da eine gute Strukturerhaltung der aufderen Zone bzw. der Oberflache als
ausreichend angesehen wird.

Die Entwasserung der Proben wird mittels Alkohol oder Aceton durchgefuhrt. Den
nachsten Schritt stellt das Trocknen der Praparate dar. Beim einfachen

Verdunsten der Flussigkeit wirde es jedoch, aufgrund der Krafteeinwirkung von
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der  Oberflachenspannung, zu ausgepragten Deformierungen der
Praparateoberflache kommen. Aus diesem Grund ist eine Trocknung vorteilhaft,
bei der die Oberflachenspannungen erst gar nicht auftreten. Dies ist der Fall, wenn
Fllssigkeit jenseits ihres ,kritischen Punktes“ getrocknet wird, wobei dieser in
einem geschlossenen Behaltnis durch eine definierte Temperatur (kritische
Temperatur) und einen dazu gehorigen definierten Druck (kritischer Druck)
gegeben ist. Am kritischen Punkt einer Flussigkeit gibt es keinen physikalischen
Unterschied zwischen flissiger und gasférmiger Phase, da die Moleklle der
Gasphase maximal komprimiert sind und die Molekulle der Flussigphase maximal
expandiert sind. Somit besteht keine Oberflache mehr, die den flissigen vom
gasformigen Aggregationszustand trennt und auch keine Oberflachenspannung
mehr. Bei dieser sog. ,Kritisch-Punkt-Trocknung“ wird nun langsam beispielsweise
das Aceton durch Kohlendioxid ausgetauscht. Kohlendioxid ist bereits bei
Zimmertemperatur unter einem Druck von 55 bar flissig und sobald die Probe
vollstandig mit Kohlendioxid durchtrankt ist, kann die Temperatur in der
Druckkammer erhoht werden. Man verwendet flr diesen Prozess fllissiges
Kohlendioxid (kritische Temperatur: 31°C, kritischer Druck 73 bar) und nicht
Wasser (kritische Temperatur: 374°C, kritischer Druck 228,5 bar), da Kohlendioxid
nicht diese hohen gewebezerstorenden Temperaturen und Drucke bendtigt.
Befinden sich Druck und Temperatur tUber den kritischen Werten, kommt es zum
direkten Ubergang vom fliissigen in den gasformigen Aggregationszustand, ohne
Entstehung von Phasengrenzen und somit ohne Auftreten von
Oberflachenspannungen. AnschlieBend kann das gasférmige CO, aus der
Druckkammer ablassen werden (50).

Um die stérenden elektrischen Ladungen abflieRen lassen zu kdnnen, werden die
Praparate auf einen metallischen Probenhalter montiert, der in den geerdeten
Praparattisch gesteckt wird. Um das Praparat selbst elektrisch leitfahig zu
machen, bringt man eine dinne leitende Schichte auf die Oberflache auf, die so
dinn sein soll, dass die Feinstruktur nicht verdeckt wird. Eine Methode hierfur, ist
die Zerstaubung von Metallionen (z.B. Gold) durch eine Gasentladung, die als
~Sputtern“ bezeichnet wird.

Das REM liefert auRerordentlich plastische Bilder und ermdglicht dadurch eine
genaue dreidimensionale Analyse von Oberflachen. In dieser Arbeit wurde das
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REM beispielsweise zur Ultrastrukturanalyse von Knochenspanen und der daraus

auswachsenden Zellen verwendet.

Protokoll der REM-Probenpraparation:

Einbringen von Gelatine-beschichtete Deckglasern in die Kulturflaschen,
Aussaen der Zellen und 24-48 h anwachsen lassen

Waschen der Zellen und Knochenfragmente in PBS

Fixierung der Proben mit 2% Paraformaldehyd/2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M
Cacodylatpuffer pH 7,4 bei 20°C fur 15 min

Auswaschen des Fixans mit Cacodylatpuffer 2x fur 5 min

2. Fixierung der Proben mit 2% Osmiumtetroxid in 0,1 M Cacodylatpuffer
far 10 min

Auswaschen des Fixans mit Cacodylatpuffer 2x fur 5 min

Praparate rasch in der Probenkorb Ubertragen um eine Antrocknung der
Praparate zu vermeiden

Entwasserung in 30%, 50%, 70%, 80% 90%, 96%, 2x 100% Ethanol,
jeweils 10 min

Entwasserung fur 5 min in 100% Aceton

Kritisch-Punkt-Trocknung im Critical Point Dryer CPD 030 (Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein)

Montage der Praparate mit einem Doppelklebeband auf leitende
Probetrager (bei der Montage muss berlcksichtigt werden, dass die
interessierenden Strukturen vom abtastenden Primarstrahl erreicht werden
konnen, d.h. nach oben gekehrt sein sollten)

Gold-Besputterung im Sputter Coater SCD 500 (Bal-Tec)

Aufbringen von Leitsilber (Silver Print, Bal-Tec) zwischen Praparatrand und
Probetrager

Analyse der Proben unter dem Digital Scanning Microscope DSM950

(Zeiss, Oberkochen, Germany)
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2.4 Immunzytochemie

Als Immunzytochemie (ICC) wird jene Farbemethode bezeichnet, mit der Proteine
mit Hilfe von Antikdrpern sichtbar gemacht werden konnen. Mit dieser Methode
kann nicht nur der Nachweis eines Proteins in der Zelle erbracht werden, sondern
dieses auch genau lokalisiert werden. Beispielsweise kdnnen
Transkriptionsfaktoren, die sich nur im Zellkern befinden, detektiert oder auch
membranstandige Proteine nur in der Zellmembran angefarbt werden. Die Zellen
konnen dafur mittels Zentrifugation auf einen Objekttrager aufgebracht werden
(Cytospin) oder schon auf Objekttrager (Chamberslides) aufgewachsen sein.
Antikérper (Immunglobuline) bestehen aus zwei identisch schweren Ketten, die in
5 Klassen (IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM) unterteilt sind, und aus zwei identisch leichten
Ketten vom Typ k und A. Die Ketten sind durch kovalente Disulfidbricken zu einer
Ypsilon-formigen Struktur miteinander verbunden. Die leichten Ketten besitzen
jeweils eine variablen und eine konstante Domane, die schweren Ketten hingegen
haben jeweils eine variable und 3 (IgG, IgA) bzw. 4 (IgM, IgE) konstante
Doménen. Die beiden Leichtketten bilden zusammen mit dem oberhalb der
Gelenkregion (hinge region) liegenden Anteil der schweren Ketten das
Antigenbindende Fab-Fragment. Das Fab-Fragment beinhaltet die
Antigenbindungsstelle, die aus den variablen Domanen einer leichten und einer
schweren Kette gebildet wird. Das kristalline Fc-Fragment wird von den
konstanten Domanen der schweren Ketten gebildet und besitzt die Fc-Rezeptor-
Bindungsstelle zur Opsonisierung.

Zur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern wird einem Tier (z.B Kaninchen,
Ziege, Schaf) ein hochgereinigtes Antigen (z. B. aus menschlichem Gewebe), das
man nachweisen mochte, injiziert. Dieses bildet daraufhin gegen das
kérperfremde Protein (Antigen) als naturliche Immunreaktion entsprechende
Abwehrstoffe (Antikdrper). Diese werden dann nach der Blutentnahme aus dem
Serum durch aufwendige Techniken aufgereinigt und konnen in weiterer Folge fur
immunzytologische bzw. -histologische Untersuchungen verwendet werden.

Um monoklonale Antikérper herzustellen, impft man eine Maus oder Ratte mit
dem spezifischen Antigen. AnschlieBend werden der Milz des Tieres die

antikdrperproduzierenden Plasmazellen entnommen. Diese werden dann mit
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langlebigen Tumorzellen fusioniert, sodass man sog. Hybridoma-Zellen erhalt, die
die Eigenschaften beider Zellen aufweisen.
Der Nachweis beruht auf der Affinitdt des Antikérpers zu einem bestimmten

Antigen (antibody generator), wobei der Antikdrper an ein spezielles Epitop des

Antigens bindet (Antigen-Antikorper-Reaktion). Ein Antigen besitzt mehrere solche
~2Antikorper hervorrufende® Regionen, auch Epitope bzw. antigene Determinanten
genannt. Im lIdealfall kommt es zu einer spezifischen und starken Bindung
zwischen einem Antikorper und dem entsprechenden Epitop. Der Antikorper, der
gegen das zu findende Epitop gerichtet ist, wird als Primarantikorper bezeichnet
und sollte eine hohe Spezifitdt und Affinitat zum Epitop zeigen und keine
Kreuzreaktionen mit ahnlichen Epitopen aufweisen. Hinderlich kdnnen auch
allgemeine Hintergrundfarbungen (endogenes Biotin, endogene Peroxidase) sein,
die jedoch mit speziellen Blockierlosungen reduziert werden konnen.

Der entstandene Antigen-Antikdper-Komplex kann auf zwei unterschiedliche
Nachweismethoden sichtbar gemacht werden:

Bei der direkten Methode wird ein spezifischer Antikorper (Primarantikorper)
verwendet, der direkt mit einem Enzym oder Fluorophor wie Fluoreszein,
Rhodamin oder Texas Red gekoppelt (konjungiert) ist. Bei Enzym-konjungierten
Antikérpern, wird diesen ein Substrat angeboten, das unter Bildung eines
Farbstoffs mit dem Enzym reagiert. Bei fluorochrom-gekoppelten Antikorpern
erfolgt die Detektion direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die direkte
Immunfluoreszenz eignet sich auch zur Mehrfachdetektion verschiedener
Antigene in einem Praparat, dabei werden Antikorper unterschiedlicher Spezifitat
mit Fluorochromen unterschiedlicher Emissionswellenlange gekoppelt.

Bei der indirekten Methode wird zuerst ein Primarantikorper verwendet und erst
dann ein Sekundarantikdrper, der gegen den Primarantikdrper gerichtet ist,
aufgetragen. Dieser Sekundarantikorper ist mit einem Enzym konjungiert. Ein
sichtbarer Farbstoff entsteht dann durch die Enzym-Substrat-Reaktion. Mit der
indirekten Methode kann somit ein schwaches primares Signal verstarkt werden.
Heutzutage ist die Labelled (Strept)avidin-Biotin-Methode die am meisten
eingesetzte. Bei dieser indirekte Methode wird zuerst ein unkonjungierter
Primarantikérper aufgetragen und dann ein biotinmarkierter (=biotinylierter)
Sekundarantikérper mit einem (Strept)avidin-Biotin-Enzymkonjungat. Das Prinzip

beruht auf der hohen Affinitat von Steptavidin (ein Protein, das von Bakterien der
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Spezies Streptomyces avidinii produziert wird) und Avidin (ein Glycoprotein aus
dem Huhnerei) fur Biotin, da Streptavidin und Avidin jeweils vier Bindungsstellen
fur Biotin aufweisen. Als Enzym wird zumeist die Meerrettichperoxidase (Horse
Redish Peroxidase) eingesetzt und ihr Wasserstoffperoxid als Substrat
dargeboten. Die freiwerdenden Protonen oxidieren das Chromogen AEC (3-
Amino-9-Ethylcarbazol) zu seinem farbigen roten Endprodukt unter der Bildung
von Wasser.

Um sicherzustellen, dass die verwendeten Antikorper spezifisch binden, sollten
immer Isotypkontrollen (negativ Kontrolle) mitgefuhrt werden. Isotypkontrollen sind
Antikorper, die den gleichen Immunglobulintyp aufweisen, wie der eben
eingesetzte spezifische Primarantikorper. Auf diese Weise kann eruiert werden, ob
der Primarantikérper unspezifisch tber seinen Fc-Teil am Gewebe oder an Zellen

(z.B. Makrophagen) bindet.
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Protokoll der Immunzytochemie:

Frische auf Chamberslides gezichtete Zellen:

o Zuerst Medium absaugen, mit PBS waschen, Kammern demontieren

und Uber Nacht unter der Sterilwerkbank trocknen lassen

Gefrorene Zellen auf Chamberslides:

o mindestens 1 h bei Raumtemperatur auftauen und trocken lassen
Fixieren der Zellen auf den Chamberslides flur 5 min in Aceton
Kammern mit PAP-Pen (DakoCytomation Pen, Carpinteria, CA, USA)
umranden und trocknen lassen
5 min in Tris-buffered saline (TBS), dem 0.05% (vol/vol) Tween 20 zur
Reduktion der Oberflachenspannung hinzugesetzt wurde, rehydrieren
Blockieren der endogenen Peroxidase mit Peroxid Blocking Reagent
(DakoCytomation) fur 10 min, bei Raumtemperatur, lichtgeschitzt, in einer
feuchten Kammer
3x Waschen in TBS/0.05% Tween 20
Prainkubation fur 10 min mit UltraVision Block (inkludiert im UltraVision
detection system, Lab Vision, Fremont, CA, USA) erganzt mit 10%
hitzeinaktiviertem humanen AB Serum, um unspezifische
Antikorperbindungen und Fc-Rezeptor Bindungen zu verhindern
Abkippen der UltraVision Blockierldsung
Inkubation mit dem Primarantikorper (siehe Tab. 2.1), verdinnt in Antibody
Diluent (DakoCytomation), fur 30 min
3x Waschen in TBS/0.05% Tween 20
20mindtige Inkubation mit dem Antibody-Enhancer (UltraVision detection
system, Lab Vision)
Detektion der Antikdrperbindung mit dem Horse Radish Peroxidase
gekoppelten Biotin-Streptavidin System (UltraVision detection system, Lab
Vision)
Visualisierung der Immunreaktion durch 10minlutige Exposition mit 3-
Amino-9-Ethylcarbazole (AEC Substrate Chromogen, DakoCytomation)

3x Waschen in Aqua dest.
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Tab. 2.1.: Verwendete Primarantikorper

Antikorper Isotyp Firma Klon Verdiinnung
Dianova, Hamburg, .
CD90 (Thy-1) 1gG1 Germany - 1:2000
Dako, Glostrup, .
CD34 1gG1 Denmark QBENd-10 1:100
Millipore, Billerica, MA, .
CD45 - USA OX-1 1:100
Millipore, Billerica, MA, .
CD14 - USA UCHM-1 1:500
Thermo Fisher
HLA-DR 1gG1 Scientific, Fremont, CA, MEM-12 1:1000
USA
Thermo Fisher
CD79a - Scientific, Fremont, CA, SP18 1:100
USA
BD Biosciences,
CD73 1gG1 Franklin Lakes, NJ, AD2 1:100
USA
AbD Serotec, .
CD105 1gG1 Kidlington, UK SN6 1:100
Osteopontin LifeSpan Biosciences, .
(SPP1) lgG Seattle, WA, USA - 1:100
Osteocalcin ) LifeSpan Biosciences, ) 1100
(BGLAP) Seattle, WA, USA '
Osteonectin LifeSpan Biosciences, .
(SPARC) l9G Seattle, WA, USA - 1:100
Novus Biologicals, .
Collagen 1 1gG1 Littleton, CO. USA COL-1 1:100

2.5 Hamatoxylin-Farbung

Hamatoxylin ist ein Inhaltsstoff des Blauholzes (Haematoxylon campechianum)
bzw. verwandter Arten und wird insbesondere in der Histologie als Farbstoff
eingesetzt. Hamotoxylin ist in reiner Form farblos bis beige und erst durch
Oxidation mittels Luftsauerstoff oder geeigneten Oxidationsmittel (z.B.
Natriumiodat, Kaliumpermanganat, Wasserstoffperoxid) entsteht daraus das
ockerbraun gefarbte Hamatein. Dieser Prozess wird auch als Reifung bezeichnet.
Die farbende Wirkung erhalt Hamatein erst durch den Zusatz von Alaunen (Alaune
sind Aluminium-Kalium-Doppelsalze, wobei das Aluminium durch Chrom oder
Eisen und Kalium durch Natrium oder Ammonium ersetzt werden kann). Dabei

kommt es zu Komplexverbindungen durch Chelatbildung zwischen Hamatein und
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den jeweiligen Metallionen der Alaune. Die Komplexe aus Hamatein und Alaunen
werden als Hamatoxylinlacke (eig. Hamateinlacke) bezeichnet. Hamatoxylinlacke,
die mit gewohnlichem Alaun gebildet sind, werden als Hamalaune bezeichnet;
ansonsten werden sie nach den verwendeten Metallionen benannt (z.B.
Eisenhamatoxylin bei der Heidenhainfarbung).

Die Farbe der Hamatoxylinlacke ist vom pH-Wert abhangig: Bei niedrigem pH-
Wert der Farbelosung (unter pH 3) erscheinen die gefarbten Strukturen rétlich-
braun, erst durch Anheben des pH-Wertes durch Spulen in Leitungswasser (pH
6,8-7,0) oder in schwachen Basen entsteht die typische blau-violette Farbung
(,Blauen®). Dies fuhrt auBerdem zum Fixieren der Farbung, da Hamatoxylinlacke
bei hoherem pH-Wert schlechter I6slich sind.

Hamatoxylinlacke sind bei niedrigem pH-Wert stark positiv geladene Farbstoffe,
die daher an negativ geladenen (anionischen), basophilen Strukturen wie der DNA
des Kernchromatins, sauren Glykosaminoglykanen des hyalinen Knorpels aber
auch Bakterien und Kalk binden. Haufig wird die Hamatoxylin-Farbung
(Zellkernfarbung) in Kombination mit einer Eosin-Farbung (Zytoplasmafarbung)
eingesetzt (Hamatoxylin-Eosin-Farbung). Eosin farbt dabei kationische
(eosinophile) Strukturen wie das Zytoplasma, Kollagenfasern und Proteine, die
hellrosa bis pink erscheinen. Bei der Immunzytochemie oder anderen
zytochemischen Farbungen wird zumeist eine alleinige Kernfarbung mit Hamalaun

als Gegenfarbung angeschlossen.

Protokoll der HE-Farbung:

e Kernfarbung mit Mayers Hamalaun (Merck, Darmstadt, Germany) fur 10min

e 3x Waschen in Aqua dest., bis keine Farbwolken mehr zu sehen sind

e ,Blauen®in Ammoniumwasser

e 3x Waschen in Aqua dest.

e Trockentupfen mit Filterpapierstreifen

e Wassriges Eindeckeln mit Kaisers-Glycerin-Gelatine (Merck)

e Deckglas auf einem Tropfen Eindeckelmedium luftblasenfrei aufsetzen,
festdricken und Uberschussige Losung mit Filterpapierstreifen abtupfen

o Fotodokumentation (Axiophot, AxioVision 3.0.6 SP4, Zeiss, Germany)
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2.6 Alkalische Phosphatase Bestimmung

Die Ermittlung der Aktivitat der membrangebundenen alkalischen Phosphatase,
einem der wichtigsten Marker osteogener Differenzierung, beruht auf einer
enzymatischen Reaktion, in der Naphthol AS-MX Phosphat unter ALP-Katalyse in
Naphthol AS-MX umgesetzt wird. Dieses bindet sofort an ein Diazoniumsalz, mit
dem es an den Stellen mit Phosphatase-Aktivitat ein unldsliches, sichtbares

Pigment bildet.

Protokoll der ALP-Bestimmung:

Vorbereitung:
e Herstellung der Farbeldsung (unter Lichtschutz)
o Den Inhalt einer Fast Blue RR Salz Kapsel in 48 ml Aqua dest. mit
einem Magnetrihrer auflésen
o 2 ml Naphthol AS-MX Phosphat Alkalildsung zur verdinnten
Diazoniumsalzldsung zugeben und gut mischen
(Alkalifarbstoffgemisch)
e Herstellung der Zitrat-Arbeitslosung
o Verdlnnen von 2 ml Zitratkonzentrat-Losung mit 100 ml Aqua dest.
e Zubereitung der Fixierldsung (60% zitratgepuffertes Aceton)
o Zitrat-Arbeitslésung auf RT erwarmen und unter standigem Ruihren 2

Volumina Zitrat-Arbeitslosung zu 3 Volumina Azeton geben

Farbe-Verfahren:

o Auf Chamberslides gewachsene Zellen mit PBS waschen

Fixierung fur max. 30 sec. mit zitratgepuffertem Aceton

Fixierlosung rasch absaugen

Waschen mit Aqua dest. fur 45 sec. (Objekttrager durfen wahrend aller

Vorgange nie austrocken)

Zugabe der Farbelésung unter Lichtschutz und Inkubation fir 30 min im

Brutschrank
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e Farbel6sung absaugen und grandlich mit Aqua dest. spulen
e AnschlieRende Hamatoxylin-Kernfarbung und wassriges Eindeckeln mit

Kaisers Glyceringelatine

2.7 OI-Rot-0O Firbung

Um die adipogene Differenzierung der Zellen zu Uberpriifen, wurden sie mit Ol-Rot
O gefarbt. Mittels dieser Farbung lassen sich Lipidvesikel in Zellen intensiv

orange-rot darstellen.

Protokoll der Ol-Rot-O-Farbung:

e Herstellen der Ol-Rot-O Farbeldsung:
o 0,5% Ol-Rot-O Stammldsung:
= 0,59 Ol-Rot-O in 100 ml 98% Isopropanol I6sen
o OI-Rot-O Gebrauchslésung:
» 3:2 Verdunnung der Stammldsung mit Aqua dest.
(90 ml Stammlésung + 60 ml Aqua dest.)
» Gebrauchslésung immer frisch herstellen, 15 min stehen
lassen und dann mittels Faltenfilter filtrieren
e Fixierung in 60% Isopropanol fur 20 sec
e Farbung in OI-Rot-O Lésung fir 10 min
¢ 2maliges Differenzieren in 60% Isopropanol fur je 4 sec
e Spulen mit Leitungswasser
¢ AnschlieRende Hamatoxylin-Kernfarbung und wassriges Eindeckeln mit

Kaisers Glyceringelatine

2.8 Alcian-Blau-Farbung

Die Alcian-Blau-Farbung dient dem histochemischen Nachweis von
Mucopolysacchariden und Glycosaminoglycanen, die sich bei positiver Reaktion

blau darstellen lassen.
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Protokoll der Alcian-Blau-Farbung:

Herstellung einer 1% Alcian-Blau-Farbelosung:
o Lésen von 1 g Alcian-Blau in 100 ml 3% Essigsaureldsung
o Einstellen der Lésung auf pH 2.5
e Schnitte entparaffinieren und in Aqua dest. rehydrieren
e Farbung mittels Alcian-Blau-Farbelosung fir 30 min
e Spulen in Leitungswasser
¢ AnschlieRende Hamatoxylin-Kernfarbung und wassriges Eindeckeln mit

Kaisers Glyceringelatine

2.9 Differenzierungsversuche

Um das Differenzierungspotential der Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen in
drei verschiedenen mesenchymalen Linien differenziert. Ihre Fahigkeiten, sich
osteogen, adipogen und chondrogen differenzieren zu lassen, wurde in weiterer

Folge sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene untersucht.

2.9.1 Osteogene Differenzierung

Um das osteogene Differenzierungspotential der Zellen zu testen, wurden die zu
90% konfluenten Zellen flr 14 Tage in einem osteogenen Differenzierungsmedium
gezuchtet und danach die Alkalische Phosphatase Aktivitat zytochemisch

bestimmt.

Das Basalmedium (DMEM/F-12, Gibco) enthielt folgende Zusatze:
e 100 IU/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

e 0.25 pg/ml Amphotericin (alle von Gibco)
e 1% (v/v) ITS+1 Liquid Media Supplement
e 0.1 yM Dexamethason

e 100 uM L-Ascorbinsaure
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e 10mM Glycerol 2-Phosphate Disodium Salt Hydrate (alle von Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

2.9.2 Adipogene Differenzierung

Zur Bestimmung der adipogenen Differenzierungsfahigkeit wurden die Zellen fur 3
Wochen in einem adipogenen Differenzierungsmedium kultiviert und mittels Ol-

Rot-O Farbung die Ausbildung von Fetttropfchen visualisiert.

Dem Basalmedium (DMEM/F12) wurden folgende Zusatze hinzugefugt:
e 10% (v/v) fetales Kalberserum (PAA)
e 100 IU/ml Penicillin
e 100 pg/ml Streptomycin
e 0.25 pg/ml Amphotericin (alle von Gibco)
e 1 uM Dexamethason
e 0.2 mM Indomethacin
e 0.5 mM 3-Isobutyl-1-Methylxanthin
e 10pg/ml Insulin (alle von Sigma-Aldrich)

2.9.3 Chondrogene Differenzierung

Zur Induktion der chondrogenen Differenzierung wurden die Zellen fir 28 Tage in
chondogenem Differenzierungsmedium auf Transwells gezichtet. Danach wurden
sie in Paraffin einbettet, Paraffin-Schnitte hergestellt und diese mit Alcian-Blau

gefarbt.

Das Basalmedium (DMEM/F12) wurde mit folgenden Zusatzen versehen:
e 100 IU/ml Penicillin,
e 100 pg/ml Streptomycin,
e 0.25 pg/ml Amphotericin (alle von Gibco)
e 1% (v/v) ITS+1 Liquid Media Supplement

e 100 nM Dexamethason

54



e 40 pg/ml Prolin

e 25 pg/ml L-Ascorbinsaure (alle von Sigma-Aldrich)

e 100 pg/ml Natrium Pyruvat (PAA)

e 10 ng/ml TGF-R3 (Reliatech, Wolfenbuttel, Germany)

2.10 Herstellung von Paraffinschnitten

Der Praparationsvorgang fiur die Paraffineinbettung von Zellen kann in folgende
Schritte unterteilt werden: Fixierung, Entwasserung und Einbettung.

Das Ziel der Fixierung ist es, im ldealfall die Struktur und teilweise auch den
Funktionszustand der Zellen zu erhalten und postmortale Erscheinungen, wie
Autolyse, Verwesung und Faulnis zu verhindern. Ein in der Laborroutine haufig
verwendetes Fixiermittel ist Formaldehyd. Formaldehyd ist ein stechend
riechendes Gas, das sich gut in Wasser 16st und in wassriger Losung als Formalin
bezeichnet wird. Formaldehyd wird in 4-10%iger Losung als Fixiermittel verwendet
und tragt den Handelsnamen Formol. Die Gewebsfixierung beruht dabei auf einer
Vernetzung von Proteinen. Die Fixierung mittels Formaldehyd zeichnet sich durch
gutes Eindringungsvermogen aus und dient gleichzeitig der Konservierung von
Zellen bzw. Geweben.

Nach dem Fixieren muss das Fixiermittel ausgewaschen werden. Im Falle der
Fixierung mittels Formaldehyd, erfolgt dies mit der entsprechenden Pufferlésung in
der das Fixans gel0st ist.

Da viele Einbettmedien (z.B.: Paraffin) aus Substanzen bestehen, die sich nicht
mit Wasser vermischen lassen, muss das verbliebene Wasser in den Zellen bzw.
im Gewebe entfernt werden. Diese Entwasserung erfolgt stufenweise Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe. Die Entwasserung wird schrittweise durchgefuhrt um
eine Zerreillung bzw. Schrumpfung zu verhindern. Nach dem Entwassern werden
die Praparate in ein Intermedium Uberfuhrt, da das Paraffin nicht in ein vollstandig
mit Alkohol getranktes Praparat eindringen kann. Als Intermedium werden
Substanzen, wie Xylol bzw. Xylolersatz verwendet, die sowohl mit Alkohol als
auch mit Paraffin mischbar sind. Erst danach erfolgt die Einbettung des
Praparates in Paraffin. In vielen Labors werden heutzutage diese einzelnen

Schritte in Einbettautomaten durchgefuhrt.
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Protokoll zur Herstellung von Paraffinschnitten:

Fixierung von Zellen/Geweben:

Fixierung in 4%iger gepufferter Formollésung fir 24h bei RT
Auswaschen des Fixiermittels mit PBS und Lagerung in PBS bis zur

Einbettung

Einbettung in Paraffin:

Probe aus der Pufferlosung nehmen und in eine geeignete
Gewebekassette geben und diese mit Bleistift beschriften

Gewebekassette in den Kassettenkorb legen und den Korb in die Retorte
des Gewebeeinbettautomaten stellen

Retorte schlie3en, entsprechende Eingaben vornehmen (Programm wahlen
etc.) und Bearbeitung starten

Das Standardprogramm (Programm-Nr. 6) lautet:

o Formol 0 min

o 60% Ethanol 60 min

o 80% Ethanol 60 min

o 96% Ethanol 60 min

o 100% Ethanol 3x 60 min

o Tissue Clear (Xylolersatz) 3x 60 min

o Paraffin 3x 60 min
Nach Programmende die Retorte 06ffnen, Stahlkorb herausnehmen,
Gewebekassetten zur Ausgiel3station bringen und warmstellen
Vorgewarmte Ausgiel3form mit passender Ausnehmung bodenbedeckt mit
Paraffin fullen, auf 4°C gekuhlte Platte stellen und das Paraffin kurz stocken
lassen
Gewebe aus der Gewebekassette nehmen und in richtiger Orientierung in
die AusgielRform mit Paraffin geben
Ausgiel¥form nochmals auf die 4°C gekunhlte Platte stellen und das Paraffin
stocken lassen bis das Gewebe in seiner passenden Orientierung fixiert ist

Ausgiefl¥form mit Paraffin aufflllen

56



Deckel der Gewebekassette abnehmen, die Gewebekassette mit dem
beschrifteten Teil in das Paraffin dricken, mit Paraffin anflllen und auf die
4°C Kuhlplatte stellen

Mindestens eine Stunde kalt stellen bis man den Paraffinblock aus der
Form brechen kann

Paraffinblocke weiterverarbeiten oder bei RT lagern

Schneiden von Paraffinblocken:

Paraffinblécke auf der Kuhlplatte kiihlen, Schlittenmikrotom fur Gebrauch
vorbereiten, Wasserbad aufflillen, Heizplatte auf 52°C vorheizen
Paraffinblock zuerst manuell mit 10 um Schnitten trimmen

Dann auf Automatik umstellen und feine 5 um Schnitte herstellen

Schnitte mit einem Pinsel vom Messer abnehmen und vorsichtig mit der
glanzenden Seite nach unten ins Wasserbad zum Strecken Ubertragen

1-2 Schnitte auf einen Superfrost Plus-Glasobjekttrager (Menzel-Glaser,
Braunschweig, Germany) aufziehen und auf die Heizplatte legen
Uberschiissiges Wasser unter dem Schnitt mit Filterpapierstreifen abtupfen
Objekttrager mit den Schnitten auf der Heizplatte Uber Nacht trocken lassen
Aufbewahrung in Objektkasten bei RT

Entparaffinieren:

Vor dem Farben muss noch das Paraffin aus den Schnitten mit Xylol herausgelost

werden. Da die meisten Farbstoffe in Wasser geldst sind, missen sie aulerdem

noch von absolutem Alkohol Uber die absteigende Alkoholreihe in Wasser

Uberfihrt werden.

2x 10 min Xylol

3 min Xylol/100% Ethanol
3 min 100% Ethanol

3 min 96% Ethanol

3 min 70% Etanol

5 min rehydrieren in Aqua dest.
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2.11 RNA-Isolierung

Um eine RT-PCR zur Analyse der Genexpression durchfiihren zu kénnen, muss
zuvor die RNA aus den Zellen bzw. dem Gewebe isoliert werden. Dies erfolgte

nach den anschlie3end aufgelisteten Schritten.

Protokoll der RNA-Isolierung:

e Zellen mit PBS (3 ml bei 25 cm? Kulturflasche) waschen, PBS anschlieRend
absaugen

e Homogenisierung mit 1 ml Tri Reagent (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH, USA)

¢ Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 min

e Zellen von der Unterlage mit einem Zellschaber abschaben, Zellsuspension
mit einer Pasteurpipette resuspendieren und in ein 1 ml Eppendorfgefal®
uberfihren

e 100 uyl BCP (1-bromo-3-chloropropane, MRC, Cincinnati, USA)
dazupipettieren, 22x kippen und bei Raumtemperatur 10 min inkubieren

e Zentrifugation bei 12000 x g, 4°C fur 10 min

o Abheben der oberen wassrigen Phase, welche die RNA enthalt, mit einer
Mikropipette und vorsichtiges Uberfiihren in ein neues 1ml Eppendorfgefal
(die untere rosarote Phase, welche die DNA und Proteine enthalt, sollte
dabei nicht beruhrt werden)

e Zugabe von 500 ul Isopropanol (2-Propanol, Merck, Germany) zur RNA-
Prazipitation

e 22maliges Kippen und Inkubation bei RT fur 7 min

e Zentrifugation bei 12000 x g, 4°C fur 10 min

e Uberstand verwerfen und Waschen der RNA mit 1 ml 70% Ethanol

e Zentrifugation bei 12000 x g, 4°C fur 10 min

e Uberstand vorsichtig abheben und das Pellet fir 1 h lufttrocken

e Lodsen des Pellets in 100 pl RNase-freiem H,O

e Bei 55-60°C fur 15 min auf dem Thermomixer inkubieren
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¢ Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit (OD260/0D280) mit dem
Spektrophotometer (NanoDrop® ND-1000, Peqlab, Germany)

e Aliquotieren und Lagerung der Proben bei -80°C

2.12 Semiquantitative RT-PCR

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Chain-Reaktion (RT-PCR) stellt eine
Kombination zweier molekularbiologischer Methoden dar und zwar die Nutzung
der Reversen Transkriptase und der Polymerase-Kettenreaktion, um die
Expression von spezifischen Genen in Zellen, Geweben oder im Serum
nachzuweisen. Zum Nachweis der Genexpression, muss die mRNA untersucht
werden. Da die Amplifikation der DNA bei der PCR durch spezifische DNA-
Polymerasen erfolgt, die DNA abhangig sind und nicht in der Lage sind RNA zu
amplifizieren, muss zuvor eine Reverse-Transkriptase eingesetzt werden. Diese
Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase mit deren Hilfe
RNA in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben werden kann. Die cDNA
dient dann in weiterer Folge als Ausgangsmaterial fur eine PCR, um spezifische
Sequenzen aus dieser zu amplifizieren.

Die heutzutage verwendeten Reversen Transkriptasen stellen veranderte
Enzymvarianten aus unterschiedlichen Retroviren dar, wie dem Murine Leukemia
Virus (MLV) oder dem Avian Myeloblastosis Virus (AMV). Diese Enzymvarianten
sind von den Herstellern so modifiziert worden, dass sie eine hohere Spezifitat
aufweisen oder hohere Ertrage erzielen.

Zur Initiation der DNA-Synthese bendtigen die Reversen Transkriptasen, wie auch
andere DNA-Polymerasen, ein kurzes DNA-Stlck auch Primer genannt. Hierfur
wird haufig ein Oligo-d(T)-Primer eingesetzt, der aus mehreren Thymin-Basen
besteht und komplimentar zum Poly(A)-Schwanz am 3‘-Ende der mRNA ist. Bei
der One-Step RT-PCR werden jedoch, anstatt der Oligo-d(T)-Primer, Gen-
spezifische Primer verwendet und beide Reaktionen laufen hintereinander im
selben Reagenzgefal® ab.

Die PCR dient zur Vervielfaltigung der DNA und findet heutzutage in der Medizin
oder Forschung zahlreiche Anwendungen beispielsweise in der Detektion von
Virusinfektionen oder Erbkrankheiten, bei der Erstellung genetischer
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Fingerabdrucke, Vaterschaftsbestimmungen und beim Klonieren von Genen. Bei

der zu amplifizierenden Sequenz kann es sich um ein gesamtes Gen, um einen

Teil eines Gens oder um eine nicht-kodierende Sequenz handeln.

Die fur eine PCR bendtigten Komponenten sind:

DNA, die die zu amplifizierende Sequenz enthalt (Template)

Forward und Reverse Primer, die an die DNA-Einzelstrange binden, somit
den Startpunkt der DNA-Synthese festlegen und den zu vervielfaltigenden
Bereich von beiden Seiten begrenzen

DNA-Polymerase, um den Abschnitt zu replizieren; wobei heutzutage fast
ausschlieBlich eine hitzeresistent Tag-Polymerase verwendet wird
Desoxyribonucleosidtriphophate (dNTPs), die der DNA-Polymerase als
Bausteine fur den neu synthetisierten DNA-Strang dienen
Magnesium-lonen, die fur die Funktion der Polymerase wichtig sind
Pufferlosungen, die der DNA-Polymerase als geeignete chemische

Umgebung dienen

Die PCR bestehet aus ca. 12-50 Zyklen, die in einem Thermocycler stattfinden,

der die in sich befindenden Reaktionsgefalle genau auf die Temperatur erhitzt

oder kuhlt, die fur den jeweiligen Reaktionsschritt bendtigt wird. Jeder Zyklus

besteht aus folgenden 3 Schritten, wobei bei jeder Reaktion Temperatur und

Dauer speziell optimiert werden mussen:

1.

Denaturierung (Melting, Schmelzen): Dabei wird die doppelstrangige DNA
auf 94-96°C erhitzt um die Wasserstoffbrickenbindungen aufzubrechen
und zwei Einzelstrange zu erzeugen. Im ersten Zyklus, der sog.
Initialisierung, wird die DNA haufig fir langere Zeit erhitzt, um
sicherzugehen, dass sich sowohl die DNA als auch die Primer vollstandig
voneinander getrennt haben und in Einzelstrangen vorliegen. Nach dieser
anfanglichen Erhitzungsphase wird schnell auf 65°C abgekihlt, um die
Ruckbildung in Doppelhelices zu verhindern.
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2. Primerhybridisierung (primer annealing): Hierbei wird die Temperatur ca. 30
Sekunden lang auf einen bestimmten Wert gehalten, damit sich die Primer
spezifisch an die DNA anlagern kdénnen. Die Temperatur ist dabei von der
Lange und der Sequenz der Primer abhangig. Sie liegt normalerweise 5-
10°C unter dem Schmelzpunkt der Primer, was meist einer Temperatur von
55-66°C entspricht. Wird die Temperatur zu hoch gewahlt, kdnnen sich die
Primer aufgrund der vermehrten thermischen Bewegung nicht richtig
anlagern und es findet keine oder nur eine ineffiziente Produktbildung statt.
Verwendet man eine zu geringe Temperatur, binden die Primer
moglicherweise auch an nicht-100%-komplementare Sequenzen und es
kommt zur Bildung von unspezifischen Produkten.

3. Elongation (Extension, Polymerisation, Amplifikation): Die DNA-Polymerase
beginnt am 3-Ende des angelagerten Primers mit der Bildung eines neuen
komplementaren DNA-Stranges. Nach Fertigstellung des neuen Stranges,
wird der Primer nicht wieder abgel6ést, sondern bildet den Anfang des
neuen Einzelstranges. Pro 500 Basenpaaren bendtigt die DNA-Polymerase
ca. 30 Sekunden, dies variiert jedoch in Abhangigkeit von der verwendeten
Polymerase. Ebenso hangt die daflr eingesetzte Temperatur vom

Arbeitsoptimum der DNA-Polymerase ab und liegt zwischen 68-72°C.

In den folgenden Zyklen vermehren sich die PCR-Produkte exponentiell und nach
Beendigung aller Zyklen, werden die Reaktionsgefale im Thermocycler auf 4-8°C
gekunhlt.

Protokoll der One-Step RT-PCR:
(One-Step RT-PCR kit, Qiagen, Hilden, Germany)

e Auftauen der RNA-Proben, Primer, dNTPs, 5x RT-PCR Puffer auf Eis
e Verdunnen der RNA-Proben und Primer
e Vorbereiten des Master Mix auf Eis, pro Reaktion wurden folgende Mengen
an Reagenzien benotigt:
o 10 ul RNase freies H,O
o 1,2 yl Forward Primer

o 1,2 ul Reverse Primer
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e Folgende Thermocycler-Einstellungen wurden verwendet:

@)

©)

O

O

o

o

o

0,8 pl dNTP-Mix

4 pl 5x RT-PCR Puffer
0,8 ul RT-PCR Enzym-Mix
2 ul (80ng) RNA-Probe

30 min Reverse Transkription bei 50°C

15 min Initialisierung bei 95°C

30 sec Denaturierung bei 94°C

30 sec Primer Annealing bei 60°C Zyklus
1 min Extension bei 72°C

10 min finale Extension bei 72°C

Abkuhlen auf 4°C

e Lagerung der Proben flr langere Zeit bei -20°C

Als Positiv-Kontrolle fur die Expression osteogener Markergene dienten humane
fetale Osteoblasten (hFOB 1.19). Als Negativ-Kontrolle wurde RNase freies H,0

verwendet.

Ribosomales Protein L30 (RPL30) wurde als interne Kontrolle

mitgefuhrt. Die Anzahl der Zyklen betrug 32 fur SPP1 und 28 flur alle anderen
Gene. Die Primer wurden auf der frei zuganglichen Website Primer3 konstruiert
und bei Invitrogen (Paisley, UK) bestellt (siehe Tab. 2.2).
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Tab. 2.2.: Auflistung der verwendeten Primer, PCR-Produkt-GroRen und
Zyklusanzahl

PCR
Gene RefSeq Primer product | Cycle No
size
for. GAA AGT ACT TGC TGC GGT OB 119
ACA AAC AGA CTC 19
RPL30 NM_000989 rev: ATC GGA ATC ACC TGG GTC | 200P | 28
AAT GAT AGC CAG :
. hFOB 1.19;
ALPL M 000478 | for: CCACGT CTT CACATT TGG TG | 196 bp o
- rev: AGA CTG CGC CTG GTA GTT GT o g
coLiat | NM ooooss | for AGC CAG CAG ATC GAG AAC AT | 250 bp hFOg; 19
- rev: TCT TGT CCTTGG GGT TCT TG PC- 28
BGLAP M 1g9173 | for: GTG CAG AGT CCA GCA AAG GT | 175 bp hFOg; 19
= rev: TCA GCC AAC TCG TCA CAG TC e
hFOB 1.19:
for: ACT GAT TTT CCC ACG GAC CT | 199 bp
SPP1 | NM_001040058.1 | .. cAT TCA ACT CCT CGC TTT CC P§_232
SPARG M 00at1g | 1or: GTG CAG AGG AAA CCG AAG AG | 202 bp hFogg 19
- rev: AAG TGG CAG GAA GAG TCG AA g
for: GCT TTG CCA CCA GGA AAG TG
FABP4 NM_001442 280bp | Al 28
rev: ATG ACG CAT TCC ACC ACC AG :
for. GGG CAT GTT GAC ATT TAC CC
LPL NM_000237 221 bp All: 28
rev: AGC CCT TTC TCA AAG GCT TC :
for: AGG GCA CAG CCA CCA CCT
ACA A 300 bp
ACAN | NM_00T135.3 | o\ TGC TTT GGC ATT CGG CGG Al 32
ACA A

2.13 Agarosegel-Elektrophorese

Die PCR-Produkte koénnen dann in weiterer Folge durch Agarosegel-
elektrophorese anhand ihrer GroRe aufgetrennt werden. Dabei werden die PCR-
Produkte auf ein Agarose-Gel aufgebracht und anschlieend eine Spannung
angelegt. Die negativ geladenen DNA-Strange bewegen sich auf den Pluspol.
Folglich wandern die kurzeren Fragmente schneller als die langeren. Die Lange
der PCR-Produkte kann mittels Vergleich mit einer DNA-Leiter, die DNA-
Fragmente bekannter GrélRe enthalt und parallel zur Probe im Gel mitlauft,

bestimmt werden.
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Protokoll der Agarosegel-Elektrophorese:

Herstellung eines 1,5% Agarosegels:
o Einwiegen von 0,75 g Agarose (Biozym LE Agarose, Biozym
Scientific GmbH, Hess, Germany) in einem Mal3kolben
o 250 ml 1x TAE-Puffer hinzufligen
o 3maliges Aufkochen in der Mikrowelle und mehrmaliges Schwenken
bis die Losung klar ist
o Abkuhlen der Lésung auf 50-60°C
o Zugabe von 10 yl Gel Red und Verteilung in der Lésung durch
mehrmaliges Schwenken
o Gellésung in eine Gelkammer mit Kdmmen fur die Probenslots
giel’en
o Gel fur 45 min ausharten lassen und Kd&mme vorsichtig entfernen
Auftauen der RT-PCR Proben und der 100bp DNA-Leiter auf Eis
Proben mit 4pl Loadingdye versetzten, gut vermischen und 5 sec bei 2000
x g zentrifugieren
Gelkammer mit dem Agarosegel in die Elektrophoresekammer, die 1x TAE-
Laufpuffer beinhaltet, legen
Auftragen von 5ul DNA-Leiter und 8ul der jeweiligen Probe in die
Probenslots des Agarosegels
Auftrennung der RNA fur 45 min bei 90V mittels Elektrophoresegerat
Dokumentation mittels Eagle-Eye Geldokumentationssystem (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) und Quantifizierung mit Hilfe der AlphaDigiDoc 1000
Software (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA)
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2.14 Datenanalyse

Fir die statistischen Analysen wurde das Softwarepaket SPSS 17.0 (SPSS Inc.
Chicago, IL, USA)  verwendet. Sowohl Mittelwerte  als  auch
Standardabweichungen wurden flr beide Gruppen (konventioneller mechanischer
Knochenschaber versus piezoelektrischer Knochenschaber) berechnet. Da die
Daten eine Normalverteilung zeigten (Kolmogorow-Smirnow Test), wurden der
Student’s t-Test fur gepaarte Stichproben und Fischers Exakter Test angewandt,
um beide Gruppen miteinander zu vergleichen. Die Ergebnisse wurden bei einem
p-Wert < 0.05 als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1.Entnahme der autogenen Knochentransplantate

In die Studie wurden 20 Patientlnnen (12 Frauen und 8 Manner), die zwischen 19
und 42 Jahre (28.15 + 5.8) alt waren, eingeschlossen. Fur die Teilnahme an der
Studie gaben alle Patientinnen nach ausfuhrlicher Aufklarung ihr schriftliches
Einverstandnis. Bei allen Patientinnen wurde vor der chirurgischen Entfernung der
unteren Weisheitszahne, autogenes Knochenmaterial aus dem Operationsgebiet
sowohl mit dem Piezotom (Abb. 3.1, 3.3A) als auch mit dem mechanischen
Knochenschaber (Abb.3.2, 3.3B) entnhommen. Jede Knochenprobe hatte ungefahr
ein Gewicht von 0.1 £ 0.05 g (Abb. 3.4).

Abb. 3.1: BS 6 Aufsatz des piezoelektrischen Knochenschabers (Piezotom) der

Firma Satelec Acteon (Bordeaux, France).

Abb. 3.2: Mechanischer Knochenschaber (HK Instruments, Salzburg, Austria).
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Abb. 3.3: Knochenentnahme an der Linea obliqua mit dem Piezotom (A) und dem
mechanischen Knochenschaber (B) wahrend einer Unterkiefer-Weisheitszahn-

Extraktion.

0,257

0,20

0,15

0,10+

0,00

MS PD

Abb. 3.4: Darstellung des Gewichts der autologen Knochenfragmente mittels
Boxplots. MS (mechanical scraper): Proben, die mit dem mechanischen
Knochenschaber gewonnen wurden. PD (piezoelectric device): Proben, die mit
dem Piezotom entnommen wurden.
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3.2 Analyse der Ultrastruktur

Die mittels beider Operationstechniken enthommenen Knochenfragmente wurden
zur genauen Analyse ihrer Ultrastruktur unter dem Rasterelektronenmikroskop
untersucht. Die Untersuchung zeigte, dass Knochenstlckchen, die mit dem
Piezotom enthommen worden sind, ein gestrecktes, viereckiges oder bogenformig
gekrimmtes Aussehen besallen mit einer relativ glatten Oberflache. Jene
Knochenfragmente hingegen, die mit dem mechanischen Knochenschaber
gewonnen worden sind, wiesen eine unregelmalige Gestalt und eine raue
Oberflache auf. Nach Anwendung des Piezotoms zeigten sich, bei hdherer
VergrofRerung, an der Oberflache der Knochenfragmente lauter feine Risse. Diese
konnte man, nach Verwendung des mechanischen Knochenschabers, an der
Oberflache der Knochenpartikel nicht erkennen, es zeigte sich jedoch eine
Vielzahl an oberflachlich haftenden Blutzellen (Abb. 3.5, 3.6).

Die Analyse der Ultrastruktur der aus den Knochenstickchen auswachsenden
Zellen zeigte, dass sich die Zellen beider Gruppen nicht wesentlich voneinander
unterschieden. Sie wiesen ein spindelformiges Aussehen auf und Zell-Zell-
Kontakte durch zahlreiche feine Zellfortsatze bzw. pseudopodienahnliche

Auslaufer waren gut zu erkennen (Abb. 3.7).
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200x, 296x

1000x, 1480x

Abb. 3.5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines mit dem Piezotom
entnommenen Knochenfragments in unterschiedlicher VergroRerung. Die
Knochenpartikel weisen eine zylindrische Gestalt auf und eine vergleichsweise
glatte Oberflache mit feinen Rissen.

69



50x, 74,1x

— 200 pm —

500x, 741x — 30pm —

Abb. 3.6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines mit dem
mechanischen Knochenschaber  entnommenen Knochenfragments  in

unterschiedlicher Vergrélierung. Deutlich zu erkennen sind die raue Oberflache
und die zahlreich anhaftenden Blutzellen.
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1000x, 1480x — 20 pm —|

Abb. 3.7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der aus den
Knochenfragmenten auswachsenden Zellen in 296facher und 1480facher
VergrolRerung. Die Zellen zeigen eine spindelformige Gestalt und sind mit
Zytoplasmafortsatzen miteinander in  Verbindung (Pfeile). Bei hdherer
VergrofRerung werden die feinen pseudopodienahnlichen Auslaufer (Pfeilspitzen)
und die zentrale Zone mit Nukleus (n) und zahlreichen Zellorganellen sichtbar.
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3.3 Proliferationspotential der Zellen

Ein Auswachsen von Zellen konnte in 34 von 40 Proben beobachtet werden — dies
entspricht einer Erfolgsrate von 85%. Aus den Knochentransplantaten, die mit
dem mechanischen Knochenschaber entnommen wurden, wuchsen bei zwei
Proben keine Zellen aus. In der anderen Gruppe, in der das Piezotom verwendet
wurde, konnte bei vier Proben kein Auswachsen von Zellen festgestellt werden. Es
ergab sich somit kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
hinsichtlich der Auswuchsrate von Zellen (p = 0.67, Fischers Exakter Test).
Wahrend der gesamten Kulturperiode zeigte sich in keiner der beiden Gruppen
eine mikrobielle Kontamination mit Bakterien oder Pilzen.

Die Proben wurden alle zwei Tage hinsichtlich bakterieller bzw. fungaler
Kontamination und dem  Auswachsen von  Zellen unter dem
Phasenkontrastmikroskop Uberprift. Das Auswachsen erster adharenter Zellen
aus den Knochenstiicken zeigte sich nach 7-18 Tagen. In beiden Gruppen

erreichten die Zellen nach weiteren 7-21 Tagen in Kultur Konfluenz (Abb. 3.8).

Abb. 3.8: Auswachsen der Zellen aus einem Knochentransplantat nach 7-18
Tagen (A). Nach einer Kulturperiode von weiteren 7-21 Tagen erreichten die
Zellen Konfluenz (B).
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3.4 Bestimmung der Zellvitalitéat

Nach Erreichen von Zellkonfluenz wurden die Zellen einer Vitalitatsbestimmung
unterzogen. Die Zellen zeigten eine Vitalitdt von 94.7 + 2.2% bei Verwendung des
mechanischen Knochenschabers und eine Vitalitdt von 94.1 = 1.6% bei
Anwendung des Piezotoms (Abb. 3.9). Beim Vergleich beider Entnahmetechniken
konnte hinsichtlich der Vitalitat der auswachsenden Zellen kein Unterschied

festgestellt werden (p = 0.43, Student’s t-Test fur gepaarte Proben).

987

LT

94

1

907

Vitality [%]

887

Abb.3.9: Darstellung der Zellvitalitat mittels Boxplots. MS (mechanical scraper):
Proben, die mit dem mechanischen Knochenschaber gewonnen wurden. PD
(piezoelectric device): Proben, die mit dem Piezotom enthommen wurden.
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3.5 (Immun)zytochemische Charakterisierung der Zellen

Die aus den Knochentransplantaten auswachsenden Zellen wurden bis zur
Konfluenz in Kulturflaschen gezichtet und nachfolgend auf Chamberslides
weiterkultiviert, um sowohl zytochemische als auch immunzytochemische
Bestimmungen zur Charakterisierung der Zellen durchfihren zu kénnen. Die
alkalische Phosphatase Bestimmung musste an noch lebenden Zellen
durchgefuhrt werden, da es sich hierbei um eine Aktivitdtsbestimmung handelte.
Sie zeigten sowohl in der PD- als auch in der MS-Gruppe positive alkalische
Phosphatase Aktivitat. Das Testen auf das Vorhandensein hoher alkalischer
Phosphatase Aktivitat stellt einen wichtigen Schritt zur Bestimmung der
osteogenen Differenzierung dar.

Flr weitere immunzytochemische Analysen konnten auch auf Chamberslides
tiefgefrorene Zellen verwendet werden. Sie wurden auf das Vorhandensein von
typischen Osteoblasten-Markern untersucht. Dazu gehoérten unter anderem
Kollagen Typ 1, Osteocalcin, Osteopontin und Osteonectin. Die Zellen beider
Gruppen zeigten positive immunzytochemische Farbereaktionen auf alle vier
Marker. Das Farbeergebnis visualisierte somit eine Differenzierung der Zellen in
Osteoblasten, ohne Zugabe von osteogenen Differenzierungsfaktoren zum

Kulturmedium.
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Abb. 3.10: Positives Farbeverhalten der auswachsenden Zellen fir Osteoblasten-
Marker. Zytochemische Detektion von alkalischer Phosphatase (A) and
immuzytochemischer Nachweis von Kollagen Typ 1 (B), Osteocalcin (C),
Osteonectin (D) und Osteopontin (E). Isotyp-Kontrolle (F).
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3.6 Genexpressionsprofil

Die Zellen wurden nicht nur auf Proteinebene sondern auch auf RNA-Ebene
phenotypisch charakterisiert. Es zeigte sich sowohl in den MS- als auch in den
PD-Proben eine Expression von Alkalischer Phosphatase (ALPL), Kollagen Typ 1
(COL1), Osteonectin (SPARC, Secreted protein acidic cysteine-rich) und
Osteocalcin (BGLAP, bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein), die alle samt

typische Marker osteoblastarer Differenzierung darstellen (Abb.3.11).

1000 bp - °
500 bp - [

500bp - g
BGLAP
100bp -

Abb. 3.11: Agarosegel-Elektrophorese der RT-PCR Produkte. Positive Expression
von Alkalischer Phosphatase (ALPL), Kollagen Typ 1 (COL1), Osteonectin
(SPARC), Osteocalcin (BGLAP) und dem house keeping gene ribosomales
Protein L30 (RPL30) in MS- und PD-Proben. Negativ Kontrolle: PCR-Mix ohne
Probe (n.t.c., no template control). Positiv Kontrolle: Humane fetale Osteoblasten
1.19 (hFOB 1.19).
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3.7 Differenzierungspotential der Zellen

Um das Differenzierungspotential der auswachsenden Zellen zu testen, wurde
zuerst ihr Differenzierungsstatus immunzytochemisch bestimmt und in weiterer

Folge ihre Multipotenz sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene uberpruft.

3.7.1 Immunzytochemische Analyse des Differenzierungsstatus

Zur Bestimmung des Differenzierungsstatus wurden zahlreiche
immunzytochemische Farbungen der auswachsenden Zellen durchgefuhrt. Die
immunzytochemischen Analysen mit kommerziell erhaltlichen Primarantikérpern
zeigten ein fur mesenchymale Stromazellen typisches Expressionsprofil. Es
konnte eine hohe Expression von CD73 (Ecto-5-Nucleotidase), CD90 (Thy-1) und
CD105 (Endoglin) festgestellt werden. Keine Expression konnte, wie erwartet, bei
folgenden Markern detektiert werden: CD14 (Monozyten/Makrophagen-Marker),
CD34 (Marker fur hamatopoietischen Stammzellen und Endothelzellen), CD45
(Panleukozytenmarker), CD79a (B-Lymphozyten-Marker), HLA-DR (exprimiert auf
MHC-II und antigenprasentierenden Zellen).

Die Zellen zeigten ebenfalls die fir mesenchymale Stromazellen typischen
morphologischen  Charakteristiken, wie  Mononuklearitdt, spindelférmige,
fibroblasten-ahnliche Gestalt und Plastikadharenz bei Kultivierung unter

Standardkulturbedingungen.
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Abb. 3.12: Darstellung des Expressionsprofils der Oberflachenantigene. Die
Zellen zeigen hohe Expression von CD73 (A), CD90 (B) und CD105 (C) und keine
Expression von CD14 (D)
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Abb. 3.13: Expressionsprofil der Oberflachenantigene. Es zeigt sich keine
Expression von CD34 (E), CD45 (F), CD79a (G) und HLA-DR (H).

79



3.7.2 Zytochemischer Nachweis der Multipotenz

Zu den biologischen Eigenschaften, die eine mesenchymale Stammzelle
charakterisieren, zahlen nicht nur die Fahigkeit zur unlimitierten Selbsterneuerung
sondern auch das Potential sich in andere differenzierte Zellen mesenchymaler
Abstammung, wie Osteoblasten, Chondroblasten oder Adipozyten zu verwandeln.
Dieses Stammzellpotential bzw. die Multipotenz wurde auch bei den aus den
Knochen auswachsenden Zellen Uberprift. Sie wurden bei den nachfolgenden
Experimenten als hABDCs (human alveolar bone derived cells) bezeichnet und
mit mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark (hBMSCs, human bone
marrow mesenchymal stem cells) als Positivkontrolle verglichen. Fur die Versuche
wurden die hABDCs und hBMSCs sowohl in adipogenem, osteogenem und
chondrogenem  Differenzierungsmedium als auch zur Kontrolle in

Standardmedium kultiviert.

Adipogenes Differenzierungspotential

Nach 21tagiger Kulturzeit in adipogenem Differenzierungsmedium zeigten sich
unter dem Phasenkontrastmikroskop grof3e, runde Zellen in deren Zytoplasma
Vesikel gefiillt mit Neutralfetten zu finden waren. Die Zellen wurden mit OI-Rot-O
gefarbt, um die Lipide auch histochemisch nachzuweisen (Abb. 3.14 A, B).
Verglichen mit den hBMSCs, produzierten nur eine geringe Anzahl der hABDCs
Lipide. Sowohl hABDCs als auch hBMSCs, die in Standardmedium kultiviert

wurden, zeigten keine Veranderungen und bildeten keine lipidhaltigen Vesikel aus.

Osteogenes Differenzierungspotential

Die Zellen wurden fur 14 Tage in osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert
und danach einer alkalischen Phosphatase Bestimmung unterzogen. Es zeigte
sich sowohl bei den hBMSCs als auch bei den hABDCs sehr hohe alkalische
Phosphatase Aktivitat (Abb. 3.14 C, D). In den Kontroligruppen konnte keine
alkalische Phosphatase Aktivitdt und somit keine osteogene Differenzierung
festgestellt werden.
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Chondrogenes Differenzierungspotential

Um das chondrogene Differenzierungspotential zu testen, wurden die Zellen auf
Transwells zentrifugiert und 28 Tage in chondrogenem Medium kultiviert. Wahrend
dieser Kulturperiode bildeten beide Zellarten knorpelahnliche Matrix aus. Diese
Knorpelmatrix wurde mit Alcian-Blau gefarbt, um selektiv Glykosaminoglycane und
Mucopolysaccharide darstellen zu kénnen. Im Vergleich mit den hBMSCs zeigte
sich, dass die hABDCs eine fast annahernd gleiche Menge an knorpelahnlicher
Matrix produzierten (Abb. 3.14 E, F). Die in Standardmedium Kkultivierten
Kontrollgruppen blieben unverandert und bildeten keine knorpelahnliche Matrix

aus.
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Abb. 3.14: Zytochemische Analyse des Differenzierungspotentials. Ol-Rot-O-
Farbung der h(BMSCs (A) und hABDCs (B). Alkalischer Phosphatase Nachweis in
den hBMSCs (C) und hABDCs (D). Alcian-Blau-Farbung der Kollagenmatrix
gebildet von den hBMSCs (E) und hABDCs (F)
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3.7.3 Molekularbiologische Analyse der Multipotenz

Eine semiquantitative RT-PCR Analyse wurde durchgefuhrt, um die Level der
RNA-Expression der verschiedenen Markergene fur die osteogene, chondrogene
und adipogene Differenzierung zu vergleichen. Hierfur wurde, nach Kultivierung in
den jeweiligen Differenzierungsmedien, die RNA-Expression folgender Gene der
induzierten als auch der nichtinduzierten hABDCs und hBMSCs untersucht
(Abb.3.15):

o Gene, die fur extrazellulare Matrixproteine kodieren und das Ausmal} der
osteogenen Differenzierung wiedergeben sollen, wie BGLAP (bone
gamma-carboxyglutamate gla protein, osteocalcin) und SPARC (secreted
protein acidic cysteine-rich, osteonectin)

e Gene, die fur Proteine (FABP4, fatty acid binding protein 4) und Enzyme
(LPL, lipoprotein lipase) kodieren, die Adipozyten charakterisieren

e Gene, die fur Proteine kodieren, die einen wesentlichen Bestandteil der

extrazelluldaren Matrix des Knorpelgewebes darstellen (ACAN, Aggrecan)
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Abb. 3.15: Agarosegel-Elektrophorese der RT-PCR Produkte. Expressionsprofil
von BGLAP, SPARC, LPL, FABP4 und ACAN in induzierten (+) und
nichtinduzierten (-) ABDC- und BMSC-Proben. Interne Kontrolle: ,house keeping
gene® ribosomales Protein L30 (RPL30). Negativ Kontrolle: PCR-Mix ohne Probe
(n.t.c., no template control).
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Die RNA-Expression des osteogenen Differenzierungsmarkers BGLAP steigerte
sich um das Doppelte bei den induzierten hABDCs und um das Dreifache bei den
hBMSCs verglichen mit den nichtinduzierten Zellen. Die SPARC-RNA-Expression
nahm in beiden Gruppen nur geringfligig zu. Die RNA Expression des FABP4
Gens, das in hohen Konzentrationen in Adipozyten exprimiert wird, zeigte eine
deutliche Zunahme (3-fach bei den hABDCs und 7-fach bei hBMSCs) im Vergleich
mit den Kontrollzellen. Eine ebenso deutliche Zunahme konnte bei der Expression
der LPL verzeichnet werden, die 8- bis 15-fach hdhere Level erreichte als in der
Kontrollgruppe. Die Zunahme des chondrogenen Differenzierungsmarkers ACAN
war in beiden Gruppen annahernd gleich und zeigte 2-fach hohere Level

verglichen mit den Kontrollen (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Semiquantitative Analyse der mRNA-Expression in induzierten und
nichtinduzierten hABDCs und hBMSCs. Die Expressionsraten von BGLAP,
SPARC, LPL, AFAB und ACAN wurden nach Densitometrie der Banden
berechnet. Nichtinduzierte hABDCs und hBMSCs dienten als Kontrollen und
wurden als 100%-Marke dargestellt. Die Daten (+/- SD) wurden als Prozentwerte
von den nichtinduzierten Kontrollen angeben.
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4. Diskussion

4.1 Evaluierung der klinischen Anwendbarkeit zweier Techniken
zur intraoralen Entnahme autologen Knochenmaterials

Ziel dieser Arbeit war es, zwei Techniken zur intraoralen Entnahme autologen
Knochenmaterials hinsichtlich ihrer klinischen Anwendbarkeit zu prifen. Dabei
wurde ein konventioneller mechanischer Knochenschaber mit einem
piezoelektrischen Knochenschaber (Piezotom) verglichen. Um die verschiedenen
Fragestellungen beantworten und die unterschiedlichen Zwischenziele der Studie
erreichen zu koénnen, wurden die Knochentransplantate und die daraus
auswachsenden Zellen elektronenmikroskopisch untersucht, die Zellen auf
Protein- und RNA-Ebene phenotypisch charakterisiert und ihr
Differenzierungspotential getestet. Die Analyse der Ergebnisse zeigte keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Techniken zur
autologen Knochenentnahme. Aus klinischer Sicht scheinen beide Methoden
gleich effektiv zu sein, da es mit beiden Instrumenten moglich ist, ahnliche
Mengen autologen Knochenmaterials minimal invasiv zu gewinnen.

Die elektronenmikroskopischen Analysen zeigten deutliche Unterschiede in der
Ultrastruktur der untersuchten Knochenfragmente. Jene Knochenstuckchen, die
mit dem mechanischen Knochenschaber (MS, mechanical bone scraper)
entnommen wurden, zeigten eine Vielzahl an Blutzellen an ihrer Oberflache. Fur
die Entnahme von Knochenmaterial mit dem MS bendtigte man keine Spulung um
das angrenzende Gewebe vor Uberhitzung zu schitzen — im Gegensatz zur
Anwendung des piezoelektrischen Knochenschabers (PD, piezoelectric device,
Piezotom). Da somit die Vitalitdt des Knochengewebes besser erhalten blieb und
die im Blut und im Gewebe vorhandenen Wachstumsfaktoren und Signalstoffe
nicht ausgeschwemmt wurden, konnte dies ein Grund flr die geringfligig bessere
Auswuchsrate von Zellen in der MS-Gruppe sein, die sich aber statistisch als nicht

signifikant erwies. Ein Auswachsen von Zellen aus den Knochentransplantaten
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wurde in 90% (18 Proben) der MS-Gruppe und in 80% (16 Proben) der PD-
Gruppe beobachtet.

Die geringere Auswuchsrate in der PD-Gruppe kdnnte auch durch eine mégliche
Uberhitzung des Knochengewebes bedingt sein, die trotz Spiilung manchmal nicht
zu vermeiden ist. Die thermale Schadigung des Gewebes stellt gerade in der
Piezochirurgie einen grof3en Nachteil dar (51). Intraossare Hyperamie beginnt
bereits bei 40 °C und Resorptionsprozesse treten bei ca. 47°C auf (52). Harder et
al beschreibt, dass es zu einer Temperaturzunahme im Gewebe von
durchschnittlich 3°C bei korrekter Anwendung des Piezotoms kommt (51).

Eine weitere Ursache, die in diesem Fall zu tragen kommt, kdnnte der vermehrte
Anpressdruck sein, der bei Anwendung des Piezotoms notig ist. Dabei wird nicht
nur das Gewebe mechanisch geschadigt sondern auch die Warmeentwicklung
steigert sich. Ebenso beeinflussen sowohl die verwendeten Gerateeinstellungen
wie die Schnittfrequenz und Vibrationsgeschwindigkeit als auch die Designs der
verschiedenen Aufsatze und die Scharfe der Schneide die HOhe der
Gewebeerwarmung (53).

Weiters zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Zellvitalitat bei den kultivierten Zellen, die 94.7 + 2.2% in der MS-Gruppe und 94.1
1 1.6% in der PD-Gruppe betrug. Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch Chiriac et
al. Dieser beschrieb eine Vitalitat von 87.9% in Proben, die mit einem
piezoelektrischen Instrument gewonnen wurden (54).

Die Zellvitalitat wird unter anderem durch die GroRe der gewonnen
Knochenfragmente bestimmt. Eine experimentelle Studie bei Affen zeigte
beispielsweise, dass Partikel mit einer Grole von 125-1000 pm ein hoéheres
osteogenes Potential besitzen als Partikel, die kleiner als 125 ym sind und leichter
resorbiert werden (55). Chiriac et al. jedoch beschrieb, dass die GroRe der
Knochenstlckchen, die bei dieser Studie 486 + 355 um betrug, keinen Einfluss auf
das Auswachsen von Zellen, die Proliferation, Vitalitat und Differenzierung hat
(54). Essentiell fur die Zellvitalitdt scheint aber, bei der Anwendung von
piezoelektrischen Geraten, eine suffiziente Kihlung des Gewebes durch Spulung
mit Wasser zu sein. Man sollte jedoch bedenken, dass bei der Spulung auch Blut,
Nahrstoffe und andere notwendige Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
herausgewaschen werden und sich dies wieder negativ auf die Vitalitat der Zellen

auswirken kann.
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Die Zellvitalitat kann auch durch Kontamination mit Pilzen oder Bakterien
beeintrachtigt werden. Bei der Verwendung des Piezotoms mussen die
Knochenstlckchen in einer Knochenfalle, die in den Absaugschlauch integriert ist,
gesammelt werden. Dies birgt das Risiko einer bakteriellen oder fungalen
Kontamination durch die mikrobielle Keimflora der Mundhodhle, die in hohen
Konzentrationen im Speichel, auf der Schleimhaut und den Zahnoberflachen
prasent ist (56). Eine Moglichkeit diese Verunreinigung in der Piezochirurgie zu
umgehen, besteht in der Verwendung zweier getrennter Absaugsysteme. Das
Risiko einer Kontamination kann auch durch die praoperative Desinfektion der
Mundhohle mit Chlorhexidin reduziert werden (57). Effektiver ist jedoch die
Behandlung der gewonnenen Knochenproben mit Rifamycin (56). In dieser Studie
wurde die Spulung der Knochenproben mit einer Pufferlésung, die mit Antibiotika
und Antimykotika erganzt wurde, einer praoperativen Desinfektion vorgezogen. Es
zeigte sich bei keiner Probe eine mikrobiologische Kontamination.

Bei Benutzung des mechanischen Knochenschabers ist keine Knochenfalle nétig,
um Knochenfragmente zu sammeln. Deshalb ist auch das Risiko einer
Kontamination geringer als bei Verwendung piezoelektrischer Gerate. Ein weiterer
Vorteil besteht darin, dass zur Kihlung des Gewebes nicht gespult werden muss
und auf diese Weise die Knochenfragmente mit Blut benetzt bleiben. Dies wirkt
sich positiv auf die Zellvitalitdt und das regenerative Potential aus (53,58). Diese
Beobachtung wird in dieser Studie auch von den elektronenmikroskopischen
Untersuchungen gestutzt.

Bei der Interpretation der Daten bezuglich der Zellvitalitat, sollte aber
berticksichtigt werden, dass beide Instrumente bei ein und derselben Operation
angewandt wurden. Dies kdnnte negative Auswirkungen auf die an zweiter Stelle
gewonnenen Knochentransplantate habe. Um diese Effekte zu vermeiden, wurden
beide Gerate nicht hintereinander an derselben Spenderregion verwendet,
sondern das zuletzt verwendete Gerat an einer der ersten Entnahmeregion
angrenzenden Stelle.

Bei dieser Studie wurden bewusst beide Knochenschaber an demselben
Patienten bzw. an derselben Patientin angewandt, um interindividuelle
Unterschiede bezuglich des Regenerationspotentials des Transplantatgewebes
ausschlielen zu kénnen. Die Qualitat des Knochengewebes wird namlich nicht

nur vom Alter des Patienten/der Patientin bestimmt sondern auch von anderen
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Faktoren wie Lebensstil- (z.B. Raucher versus Nichtraucher) oder genetischen
Faktoren.

Zusammenfassend kann aber festgehalten werden, dass der mechanische
Knochenschaber eine einfache und sichere Methode darstellt, vitale Zellen zur
Knochenregeneration zu gewinnen. Die Knochenentnahme mit piezoelektrischen
Instrumenten, die in Studien als weniger traumatischere Methode zur
Knochengewinnung angepriesen wird, zeigt keine Vorteile gegenuber den
herkdbmmlichen mechanischen Methoden. Im klinischen Kontext stellen beide
Instrumente adaquate Methoden zur Enthahme autologen Knochenmaterials dar,

mit gutem Regenerationspotential und ohne erhdhter postoperativer Morbiditat.
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4.2 Differenzierung humaner Knochenvorléduferzellen und ihre
potentiellen Anwendungen im Kontext des Tissue-Engineerings

In dieser Arbeit war nicht nur die Vitalitat der auswachsenden Zellen von
besonderer klinischer Relevanz, sondern auch deren Differenzierung. Es war
wichtig festzustellen, dass die Zellen osteogenes Potential besal’en, da nur
Osteoblasten Knochenmatrix produzieren und so ein erfolgreiches Einwachsen
des Transplantats in die Empfangerregion ermoglichen kénnen. Die osteogene
Differenzierung der Zellen wurde sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene
bestatigt. Dabei muss beachtet werden, dass zur Bestimmung der osteogenen
Differenzierung ein einziger Marker oft nicht ausreicht, sondern es notwendig ist
mehrere Marker in Kombination zu testen.

Die alkalische Phosphatase ist einer der wichtigsten Marker osteogener
Differenzierung und ist am starksten in der Phase der Matrixreifung exprimiert.
Eine stark positive alkalische Phosphatase Reaktion konnte sowohl in der MS- als
auch in der PD-Gruppe nachgewiesen werden und indizierte, dass es sich hierbei
um Praosteoblasten oder Osteoblasten handelte. Ein positiver Nachweis von
alkalischer Phospatase zeigte ebenso, dass viele Praosteoblasten und
Osteoblasen die Prozedur Uberlebten und nach der Gewinnung der
Knochenfragmente noch vital sind. Hoegel et al. beispielsweise untersuchte
Knochenfragmente hinsichtlich der Vitalitat der noch enthaltenen Zellen indem er
die alkalische Phosphatase Aktivitat bestimmte (59). In diesem Zusammenhang
sollte erwahnt werden, dass nicht nur das Auswachsen von Zellen aus einem
Transplantat sondern auch die Enzymaktivitat wichtige Informationen beziglich
der Vitalitat der Zellen im Transplantat liefert.

Osteocalcin gilt zurzeit als das am meisten knochenspezifische nichtkollagendse
Matrixprotein. Ein positiver Nachweis in beiden Gruppen zeigte an, dass sich in
der Kultur hauptsachlich reifere Osteoblasten befanden (60).

Osteopontin und Osteonectin sind weniger spezifische Markerproteine, da sie
nicht ausschliefdlich von Osteoblasten synthetisiert werden. Sie stellen aber in
Kombination mit anderen Markern eine durchaus sinnvolle Erganzung zur

Bestimmung der Differenzierung dar. Das Vorhandensein weist auf ein eher
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fortgeschrittenes Entwicklungsstadium hin (22). In allen Kulturen konnte auch ein
positiver Nachweis von Kollagen Typ 1, das den Hauptbestandteil des
organischen Anteils der Knochenmatrix bildet, erbracht werden.

Die osteogene Potenz der Zellen konnte in beiden Gruppen somit eindeutig
festgestellt werden, nicht jedoch ihr Differenzierungsstadium. Dabei ist namlich zu
bedenken, dass eine Zellkultur immer eine Mischung aus unterschiedlich weit
differenzierten Zellen darstellt und sich die Zellen somit in verschiedenen
Differenzierungsstadien befinden.

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, das Differenzierungspotential der
auswachsenden Zellen, die in weiterer Folge als hABDCs (human alveolar bone
derived cells) bezeichnet werden, mit hBMSCs (human bone marrow stromal
cells) zu vergleichen. Wir konnten zeigen, dass hABDCs, die aus Knochenproben
der Linea obliqua gewonnen wurden, ein zu den hBMSCs, die aus
Knochenmarksaspiraten des Beckenkamms isoliert wurden, vergleichbares
Differenzierungspotential aufwiesen.

In der gegenwartigen Literatur werden verschiedenen Methoden zur Etablierung
von humanen Knochenzell-Kulturen beschrieben, entweder mit oder ohne
vorheriger Behandlung der Knochenfragmente mit Kollagenase (47,61,62). In
dieser Studie verwendete man keine Vorbehandlung mit Kollagenase zur Isolation
der Knochenzellen, um eine mogliche Beeintrachtigung der Zellvitalitat durch die
enzymatische Verdauung zu vermeiden. Man bediente sich der Methode der
Explantkultur, um Zellen zu selektionieren, die selbst die Fahigkeit besitzen sich
aus der Knochenmatrix los zu losen und aus den Knochentransplantaten
auszuwachsen. Auf diese Weise kann man am besten die Situation in vivo
nachahmen, wo Zellen im Zuge eines Reparaturprozesses bei Knochendefekten
ebenso aus der angrenzenden Region immigrieren und die ursprungliche Struktur
wiederherstellen.

Die morphologischen Analysen der hABDCs mit dem Phasenkontrastmikroskop
zeigten, dass diese in Kultur expandierten Zellen eine fibroblastenahnliche,
spindelféormige Gestalt hatten. Viele Autoren postulieren dies als ein
morphologisches Hauptmerkmal von mesenchymalen Stromazellen (MSCs)
(12,63). AuBerdem prasentierten sie sich auf Plastik adharent wachsend, eine
ebenfalls gutbeschriebene Eigenschaft der MSCs (63,64). Im Vergleich mit den

hBMSCs ergaben sich somit keine Unterschiede bezlglich der Morphologie.
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Um das Differenzierungspotential der hABDCs zu evaluieren, wurden sie
zusammen mit den hBMSCs in Richtung der adipogenen, chondrogenen und
osteogenen Linien differenziert und die Ergebnisse der Experimente sowohl
zytochemisch als auch molekularbiologisch analysiert. Obwohl die hABDCs ein
geringeres Differenzierungspotential aufwiesen als die hBMSCs, konnte doch
deutlich gezeigt werden, dass sie die Fahigkeit besitzen, sich in drei
unterschiedliche mesenchymale Zelllinien zu entwickeln. Es kann angenommen
werden, dass die hABDCs eine heterogene Zellpopulation darstellen, die noch
nicht ausdifferenzierte Vorlauferzellen enthalt. Diese Vorlauferzellen sind in ihrer
Potenz eingeschrankter als MSCs. Sie sind nicht multipotent wie MSCs, sondern
nur mehr bi- oder tripotent, was bedeutet, dass sie sich noch in zwei oder drei
andere Zelltypen entwickeln konnen. Aus diesen tri- oder bipotenten
Vorlauferzellen entwickeln sich in weiterer Folge Progenitoren, deren
Entwicklungsweg schon festgelegt ist. In dieser Studie entwickelten sich durch
Induktion in unterschiedlichen Differenzierungsmedien osteogene, chondrogene
und adipogene Progenitorzellen.

Somit konnte gezeigt werden, dass nicht nur Knochenmarksstroma, sondern auch
andere Gewebearten mesenchymaler Herkunft, wie der Alveolarknochen,
mesenchymale Vorlauferzellen enthalt. Die durch Explantkulturen gewonnenen
hABDCs stellen eine leicht zu isolierende und in Vvitro expandierende
Zellpopulation dar. Sie konnen minimal invasiv unmittelbar aus dem
Operationsgebiet, beispielsweise bei der operativen Entfernung retinierter
Weisheitszahne, gewonnen werden, sodass kein zusatzlicher Eingriff damit
verbunden ist. Dies stellt im Gegensatz zur Gewinnung von MSCs aus
Knochenmarksaspiraten des Beckenkamms einen bedeutenden Vorteil dar. In der
Praxis bedeutet dies, einen hdheren Patientenkomfort, geringere postoperative
Morbiditat, sowie Kostenreduktion, da die Risiken und der Mehraufwand, die mit
einer Knochenentnahme an einer weiter entfernten Region verbunden sind, nicht
zu tragen kommen. Aulierdem kdnnen die hABDCs, aufgrund ihrer Fahigkeit sich
in unterschiedliche mesenchymale Zelltypen zu differenzieren, flr die regenerative
Medizin von groRem Interesse sein. So kdnnten sie beispielsweise in zellbasierten
Behandlungsmethoden von Hart- und Weichteildefekten in der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie Anwendung finden.

92



Es sollte jedoch bedacht werden, dass das Verhalten der Zellen in vitro ein
experimentelles Modell darstellt, das nicht alle komplexen Interaktionen der Zellen
und ihrer Umgebung, wie beispielsweise die Beeinflussung durch
Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine, nachbilden kann. Die Ergebnisse
dieser Arbeit stellen lediglich die Basis fur zuklnftige Forschung auf diesem
Gebiet dar. Nachfolgende Studien sind notig um die Erkenntnisse Uber das
tripotente Differenzierungspotential der hABDCs in in vivo
Transplantationsversuch zu verifizieren, da nur in vivo Experimente die komplexe

Situation in einem lebenden Organismus nachahmen konnen.
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