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1 Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen (MSC) kommen auf Grund ihrer gewebeerneuernden und immun-
modulatorischen Eigenschaften vielfach auf dem Gebiet der Regenerativen Medizin zum Einsatz
und werden bereits in klinischen Studien zur Behandlung akuter und chronischer Krankheiten
eingesetzt 3135212 Durch die umfassende Aufklirung von Mechanismen wie Selbsterneuerung
und Differenzierung von MSC kann deren klinischer Einsatz weiter optimiert werden. Die Mi-
kroumgebung der Stammzellen in vivo weist eine hohe Komplexitdt und Dynamik auf, wobei
insbesondere mechanische Signale von grofler Bedeutung fiir die funktionelle Steuerung der Zellen
sind, welche durch Integrine erkannt und konvertiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
das Integrinrezeptorsystem einerseits durch die mechanische Stimulation an {31-Integrinen und
andererseits durch die Verwendung von RGD-Peptiden bzw. Fibronektin (FN) angesprochen.
Ziel dieser Arbeit ist die Analyse der biologischen Antwort von MSC sowie die Suche nach modu-
lierenden Faktoren dieser Effekte, z.B. durch die Verwendung verschiedener Adhésionsmatrizes.
Inwieweit mikrostrukturierte Oberflachen in Streifenform zellulére Funktionen beeinflussen und
auf diese Weise zur Differenzierung beitragen kénnen, wurde ebenfalls untersucht.

Es zeigte sich, dass sich die Expression von Differenzierungsmarkern auf Grund eines mechani-
schen Reizes durch den Einsatz von immobilisierten RGD-Peptiden bzw. FN als Adhé&sionsub-
strate modulieren lief3. Insbesondere die Expression von Kollagen 1a als osteogenen Differenzie-
rungsmarker konnte nach Kultivierung der MSC auf RGD-Peptiden und FN durch mechanische
Stimulation an {31-Integrinen gesteigert werden. Eine Erhohung der Sekretion des bioaktiven
Faktors VEGF in Folge der mechanischen Stimulation war ebenfalls substratabhéngig und konn-
te nur auf der Zellkulturmatrix Polysteren, nicht aber auf RGD-Peptiden oder FN erzielt werden.
Weiterfithrende Untersuchungen zeigten, dass neben chemischen Oberflachenfunktionalisierun-
gen auch die mechanischen Eigenschaften des Adhésionssubstrates das Differenzierungsverhalten
beeinflussen, wobei die Matrixsteifigkeit besonders fiir die osteogene Differenzierung von Bedeu-
tung war. Das Adhésionsverhalten der MSC zeigte sich in erster Linie abhéngig von der Oberfla-
chenbeschichtung, wobei die Ausbreitung der Zellen, die Organisation des 3-Aktin-Zytoskeletts
und der Fokalkontakte schneller auf FN und RGD-Peptiden im Vergleich zum Kontrollsusbtrat
Glas erfolgte. Die Grofie der Fokalkontakte hing dagegen vor allem von der Steifigkeit des Ad-
hésionssubstrates ab. Durch die Verwendung linienférmiger Mikrostrukturierungen des Adhési-
onssubstrates erfolgten durch die schrittweise Reduktion der Streifenbreite morphologische Ver-
dnderungen der MSC, einschliefllich einer Verringerung der Flidche und Elongation der Zellen.
Damit einhergehend kam es zur Reorganisation des (3-Aktin-Zytoskeletts und der Fokalkontakte
sowie einer Reduktion der Aktin-Stressfasern.

RGD- bzw. FN-funktionalisierte Oberflichen sowie deren streifenférmige Mikrostrukturierungen
konnen fiir eine gezielte Modulierung der Zellantwort eingesetzt werden und somit zur Optimie-

rung regenerativer Therapien beitragen.



2 Einleitung

Die Regenerative Medizin befasst sich mit dem Ersatz oder der Regeneration von humanen Zel-
len, Geweben oder Organen zur Wiederherstellung der normalen Funktion auf Grund von Alter,
Krankheit, Schidigung oder kongenitalen Defekten®”123. Dabei wird sowohl auf das Konzept
des Tissue Engineering, das die in vitro-Erzeugung eines funktionellen Gewebes bzw. Organs
zum Ziel hat, als auch auf das Konzept der Zelltherapie durch Verabreichung von ex vivo ma-
nipulierten autologen, allogenen oder xenogenen Zellen zuriickgegriffen!®. Als therapeutische
Ansétze werden der Ersatz (durch Transplantation), die Reparatur (durch Zelltherapie) oder
die Regeneration (u.a. durch Mobilisierung eines endogenen Pools von Stammzellen) von Ge-
weben bzw. Organen verfolgt®3. Organersetzungen sowie Zelltherapien werden im humanen
System bereits seit vielen Jahren angewendet, u.a. erstmalig 1954 Nieren- 139 und seit 1968 Kno-
chenmarktransplantationen?. Fiir die Regenerative Medizin kénnen im Allgemeinen somatische
Zellen sowie adulte oder embryonale Stammzellen!'?® in Kombination mit natiirlich vorkom-
menden oder synthetischen Biomaterialien verwendet werden?%1%3. Ein grundlegender Nachteil
von Biomaterialien der ersten Generation liegt in der Unféhigkeit, auf verdnderte physiologische
Krifte und biochemische Stimuli wihrend der Gewebe- bzw. Organregeneration zu reagieren%”.
Durch neueste Entwicklungen kann nun gezielt die spezifische zelluldre Antwort auf der mo-
lekularen Ebene stimuliert werden. Die Immobilisierung verschiedenster Proteine, Peptide und
anderer Biomolekiile an der Oberfliche erlaubt z.B. die Imitierung der extrazelluliren Matrix
(ECM) und somit eine mafigeschneiderte zellspezifische Adhésion. Neben der Rekrutierung und
Adhésion geeigneter Zelltypen ist fiir einen optimalen Erfolg der Geweberekonstruktion auch die
Beriicksichtigung der mechanischen Anforderungen des umliegenden Gewebes an das Implantat-
konstrukt % und folglich auch an die Zellen ausschlaggebend. Es gilt, die Einfliisse mechanischer
Kréafte auf das Verhalten der Stammzellen, als bevorzugten Zelltyp der Regenerativen Medizin,
genauer zu untersuchen, da die mechanobiologischen Mechanismen der Detektion mechanischer
Stimuli durch die Zelle und die darauf resultierende Zellantwort erst zum Teil verstanden sind.
Hinsichtlich ihrer Rolle in der Formierung und Erhaltung krafttragender Gewebe des Muskel-
Skelett-Systems hat sich der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen fiir das Knochen- und

Knorpel-Tissue Engineering etabliert 105204,

2.1 Mesenchymale Stammzellen

Stammzellen werden im Allgemeinen als clonogene Zellen mit den Schliisseleigenschaften -
Potenzial zur Differenzierung in verschiedene Zelltypen und unbegrenzte Selbsterneuerung -
definiert 291137 welche erstmalig 1961 experimentell im himatopoetischen System beschrieben

wurden 199,



KAPITEL 2. EINLEITUNG

Die Differenzierungspotenziale von Stammzellen sind vielfiltig. Nur die befruchtete Ei-
zelle (Zygote) und die Nachfahren der ersten zwei Zellteilungen sind totipotent. Sie sind somit
in der Lage einen Embryo und das embryoversorgende Gewebe zu bilden. Nach etwa vier Tagen
beginnen sich diese Zellen zu differenzieren. Sie bilden die Blastozyste, wobei aus dem Tropho-
blasten das extraembryonale Gewebe (z.B. Plazenta) entsteht und sich aus dem Embryoblasten
(der inneren Zellmasse) der eigentliche Embryo entwickelt. Die Zellen der inneren Zellmasse
sind pluripotent und stellen die Quelle fiir embryonale Stammzellen dar, welche erstmals 1981

im murinen 47122

und 1998 ebenfalls im humanen System !®6 isoliert wurden. Sie kénnen in al-
le Zelltypen der drei Keimblétter (Ento-, Meso- und Ektoderm) differenzieren, sind allerdings
nicht in der Lage, einen vollstindigen Embryo zu generieren, da sie sich nicht in Zellen des
Trophoblasten differenzieren lassen. Adulte Gewebe besitzen multipotente Stammzellen, die ein
limitiertes Differenzierungspotenzial entsprechend ihres lokalen Vorkommens aufweisen®. Die
Selbsterneuerung und Differenzierung der Stammzellen werden durch Zellteilungen, die
symmetrisch oder asymmetrisch verlaufen kénnen, gesteuert. Teilt sich eine Stammzelle asym-
metrisch, indem sie als Tochterzellen eine Stammzelle und eine Vorlduferzelle hervorbringt, so
kann sie beide Anforderungen erfiillen und der Stammzell-Pool bleibt erhalten. Teilt sich eine
Stammzelle symmetrisch, so fithrt dies entweder zur Vergroferung oder zur Verkleinerung der
Stammzellpopulation®. Differenzierte Zellen entwickeln sich aus Stammzellen nur iiber Zwischen-
stadien, die auch als transit amplifying cells bezeichnet werden, und mit jeder weiteren Zelltei-
lung das Potenzial zur multiplen oder pluripotenten Differenzierung verlieren!®”. Die Regula-
tion der biologischen Funktionen von Stammzellen, wie Selbsterneuerung und Differenzierung,
héngt von Faktoren der Mikroumgebung ab, die in definierten Stammzellnischen lokalisiert
sind. Das prototypische Modell einer Stammzellnische beinhaltet vielfiltige Komponenten®?. Sie
umfasst neben den Stammzellen weitere Zellen in unmittelbarer Ndhe (Kommunikation durch
Zell-Zell-Kontakte und sezernierte Faktoren wie Zytokine), ECM-Proteine (Bereitstellung von
Struktur und Organisation sowie mechanischen Signalen), Blutgefafie (Versorgung mit systemi-
schen Signalen, Rekrutierung inflammatorischer und/oder zirkulierender Zellen) und eine neurale
Versorgung. Daraus ergibt sich ein sehr komplexes und dynamisches System, das in der Lage
ist, die Zahl und Funktion der Stammzellen optimal zu steuern®’. Das Halten der Stammzellen
in einem undifferenzierten und multipotenten Stadium stellt eine wesentliche Grundlage fiir die

Auftrechterhaltung eines Stammzellpools dar'°t.

Erstmalig wurden mesenchymale Stammzellen (MSC) im Knochenmark entdeckt und 1968
von Friedenstein et al. als osteogenic stem cells bezeichnet®?. Sie wurden als mononukleére Zellen
des Knochenmarks beschrieben, die unter ex vivo Kultivierungsbedingungen adhérente colony
forming unit fibroblasts (CFU-F) bildeten®. Weitere Untersuchungen zeigten, dass diese Zellen
in vitro ein Potenzial zur Differenzierung in verschiedene Zelltypen des Mesenchyms besitzen,
darunter Knochen-, Knorpel- und Fettzellen'®'. Damit handelt es sich bei MSC um adulte
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Stammzellen mit einem multipotenten Differenzierungspotenzial.

Bei in vitro kultivierten, plastikadharenten Zellen aus dem Knochenmark handelt es sich um eine
heterogene Zellpopulation, bei der nur ein kleiner Teil zur CFU-F-Bildung in der Lage ist und
Stammuzelleigenschaften besitzt 2. Eine Identifizierung der MSC ist daher notwendig, um
Aussagen tiber biologische Eigenschaften der MSC und experimentelle Ergebnisse verschiedener
Forschungsgruppen untereinander vergleichbar zu machen. Im Positionspapier der Internationa-
len Gesellschaft fir Zelltherapie (ISCT) wurden 2006 die in Tab. 1 dargestellten Kriterien als

Minimalkriterien zur Identifizierung von humanen MSC vorgeschlagen.

Tab. 1: Zusammenfassung der Minimalkriterien zur Identifizierung von MSC entsprechend der
Internationalen Gesellschaft fiir Zelltherapie3

1 Adhérenz auf Plastik unter standardisierten Kulturbedingungen
2 Expression spezifischer Oberflichenantigene (Nachweis iiber Durchflusszytometrie)
positiv (> 95 % +) negativ (<2 % +)

CD105 CD45

CD73 CD34

CD90 CD14 oder CD11b
CD79« oder CD19
HLA-DR

3 Differenzierung in vitro in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten

(Nachweis iiber entsprechende Farbungen der in vitro Zellkulturen)

Nach den oben genannten Kriterien miissen Zellen, um als mesenchymale Stammzellen bezeich-
net werden zu koénnen, auf Plastik adhérent sein, bestimmte Oberflichenantigene exprimieren
und das Potenzial zur osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung in vitro besit-
zen3. Die Auswahl der spezifischen Oberflichenantigene stellt hierbei nur einen Konsens dar, da
spezifische Marker oder Antigene fiir MSC im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen bislang
noch nicht gefunden wurden'”.

Der zu Beginn der 1990er Jahre von A. I. Caplan geprigte Begriff der mesenchymalen
Stammzelle?? ist indes strittig geworden, da die Bezeichnung in der Literatur sowohl fiir die
in vivo Vorlaufer als auch fir in vitro kultivierte Zellen verwendet wird. Die ISCT empfiehlt
daher den Begriff multipotente mesenchymale Stromazellen (Abkiirzung ebenfalls MSC) fir
in vitro kultivierte Zellen und begrenzt damit die Bezeichnung Stammzelle auf in vivo Vor-
lauferzellen 137, In dieser Arbeit wird durchgehend die Bezeichnung humane mesenchymale
Stammzellen (mit der Abkiirzung MSC) verwendet, da in der Literatur diese Bezeichnung im-

mer noch vorherrscht und der Begriff der Stammzelle nach Demonstration der mesenchymalen
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Stammzelleigenschaften von der ISCT als korrekt angesehen wird 7.

Kontrar zu fritheren Annahmen ist mittlerweile bekannt, dass MSC nicht nur aus mesoder-

167)

malen Geweben isoliert werden kénnen, sondern auch aus endodermalen (wie Thymus und

t177 147)

ektodermalen (wie Hau und Pulpa sowie prénatalen bzw. perinatalen Geweben (wie

Plazenta?%%, Nabelschnur!®, Nabelschnurblut !%%). Des Weiteren konnte experimentell nachge-

wiesen werden, dass MSC nicht nur in der Lage sind, in Zelltypen des Mesoderms sondern

auch des Ektoderms (Bsp. Keratinozyten!™, Astrozyten!%)

171)

und des Endoderms (Bsp. Hepa-
tozyten zu differenzieren. Dennoch sind diese gezeigten Differenzierungspotenziale der
MSC nicht allgemeinhin akzeptiert u.a. durch den Mangel an standardisierten Methoden zur
Isolierung, Expansion und Identifizierung der MSC*3. Weiterhin scheint die Herkunft der Zellen
einen grofien Einfluss auf die Plastizitdt und die Selbsterneuerung zu haben, da MSC, gewon-
nen aus verschiedenen postnatalen und embryonalen Geweben, trotz Verwendung identischer
Kultivierungsbedingungen signifikante Unterschiede in Morphologie, Differenzierungspotenzial

137 Der Nachweis der Differenzierung in vivo von MSC birgt weitere

und Genexpression zeigen
Herausforderungen und ist schwer tberpriifbar. So kénnen beispielsweise aus dem Knochen-
mark stammende MSC mit endogenen Zellen (Hepatozyten, Neuronen und Herzmuskelzellen)
fusionieren und auf diese Weise zur Geweberegeneration beitragen, ohne den Prozess der Trans-
differenzierung (Kombination aus De- und Redifferenzierung) zu durchlaufen ™.

Um die Funktion der MSC in vivo ndher charakterisieren zu kénnen, ist das Auffinden der mi-
kroanatomischen Lokalisation der MSC in situ wichtig!3”. Einige Studien legen den Schluss
nahe, dass MSC in perivaskuldren Nischen in anndhernd allen adulten Geweben vorkommen, wo
sie entsprechend Zugang zum Blutstrom haben und dadurch die Fahigkeit erhalten, auch iiber
grofere Distanzen in andere Gewebe bzw. Organe im Falle von Verletzung oder Erkrankung zu
migrieren'%!. Der direkte Vergleich von Perizyten und MSC hat gezeigt, dass sich beide Zellty-
pen hinsichtlich Morphologie, Differenzierungspotenzial, Aufrechterhaltung der Multipotenz (bis
in hohe Passagen wéhrend der Kultivierung in vitro) und Expression von Oberflichenmarkern
sehr dhneln 101137,

MSC finden zunehmend Einsatz in der Regenerativen Medizin und werden auf Grund
ihrer immunmodulatorischen und -suppressiven Eigenschaften! fiir therapeutische Zwecke und
zur Behandlung verschiedener Krankheitsbilder wie Multiple Sklerose und Diabetes mellitus ge-
nutzt '1137, Die fehlende Expression des HLA Klasse IT Antigens an der Zelloberfliche macht
diese Zellen zur ausgezeichneten Quelle fiir therapeutische Zwecke, da sie keine immunogenen Ei-
genschaften besitzen . Allerdings sollten fiir eine ausgeweitete klinische Anwendung von MSC
die standardisierte Isolierung und Expansion in vitro weiter vorangetrieben sowie die Sicherheit

der zellbasierten Therapie und der Verbleib der MSC im Zielgewebe untersucht werden !37.
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2.2 Mechanobiologie

Auf dem Gebiet der Mechanobiologie werden all jene Mechanismen untersucht, mit deren Hil-
fe Zellen mechanische Signale ihrer Umwelt detektieren und darauf reagieren'%®. Mechanische
Kréfte innerhalb eines Organismus, die u.a. auf Grund von Gravitation oder Prozessen wie Ge-
lenkbewegungen, Muskelkontraktionen und pulsierendem Blutfluss entstehen, haben hierarchi-
sche Auswirkungen auf Organe, Gewebe, Zellen und letztendlich auf subzellulire Strukturen 894,
Die Erkennung und Konvertierung mechanischer Stimuli in biochemische Signale, die sog. Me-
chanotransduktion, findet dabei im molekularen Bereich mittels mechanosensitiver Strukturen
wie Integrine und Ionenkanile statt?%!66. Eine bedeutende Rolle spielen Integrin-basierte Ad-
hésionskomplexe (Fokalkontakte), welche in der Lage sind, biochemische Faktoren wie Proteine
der extrazelluliren Matrix (ECM) in der Umgebung, aber auch physikalische und geometri-
sche Faktoren wie Elastizitdt und Dimensionalitit zu erkennen®®. Die Integration mechanischer
Signale kann z.B. in verdnderter Zellkontraktilitdt und -motilitdt sowie modifizierter Protein-
expression resultieren!?>. Aus der Gesamtheit der Verinderungen durch Beeinflussung intrazel-
luldrer Signalwege ergibt sich eine Anpassung des Gewebes auf die herrschenden mechanischen

Anforderungen.

2.2.1 Molekulare Mechanismen der Mechanotransduktion

Integrin-basierte Adhisionskomplexe

Integrin-basierte Adhésionskomplexe stellen Multiproteinkomplexe dar, die die ECM iiber In-
tegrine mit intrazelluldren Strukturen wie dem Aktin-Zytoskelett verbinden sowie Adhésions-
rezeptoren, Signalmolekiile, verbindende Adapterproteine und zytoskelettale Elemente beinhal-
ten 21,210

Integrine bestehen aus Heterodimeren, die sich aus einer der 18 «- und einer der 8 3-Untereinhei-
ten zusammensetzen, und binden iiber ihre extrazelluliren Doménen an ECM-Proteine ?!1:205:209,
Wiéhrend der Integrinaktivierung unterscheidet man 3 Konformationen: die abgewinkelte, ge-
schlossene Konformation mit geringer Rezeptoraffinitét (inaktiv), die intermediére, verlanger-
te Konformation (aktiviert) und die verlangerte, offene Konformation (aktiviert und Ligand-
gebunden) ™. Die Signalwege der Integrinaktivierung sind bidirektional und vermitteln ver-
schiedene biologische Antworten. Eine mogliche Signalrichtung ist von aufien (extrazellulér) nach
innen (intrazelluldr) und wird daher auch als outside-in-Signalweg bezeichnet. Durch die Bindung
der Integrine an Proteine der ECM éndert sich deren Konformation und fiihrt durch Multivalen-
zen der ECM-Proteine zum Clustern der Integrine, wobei sich mehrere Integrin-Heterodimere
zu einem Oligomer zusammenschlieSen. Die Integration beider Ereignisse resultiert in Signal-
wegen, die die Zellpolaritit, die Genexpression und das Uberleben sowie die Proliferation der
Zellen regulieren. Zu Beginn des inside-out-Signalweges (intrazellular — extrazelluldr) bindet

ein Aktivator wie Talin an die intrazellulire Doméne der 31-Integrin-Untereinheit und fiihrt
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zur Aufrichtung und Aktivierung der Integrine, wobei sich deren Affinitdt zu ECM-Proteinen
erhoht. Auf diese Weise werden Adhésions- und Interaktionsstirke zwischen Integrinen und
ECM-Proteinen reguliert, wodurch Integrine in die Lage versetzt werden, die z.B. fiir die Zell-
migration benétigten Krifte zu iibertragen .

Eine Analyse des sog. Integrin-Adhésoms durch Zaidel-Bar et al. (2007) ergab ein hochkomple-
xes System bestehend aus 156 Komponenten darunter 6 Adhésionsproteine, 25 Adapterproteine,
24 zytoskelettale Proteine, 9 Aktin-bindende Proteine und 10 Serin-/Threonin-Proteinkinasen 210,
Innerhalb dieses Netzwerkes bestehen 690 Verbindungen darunter 379 Bindungsinteraktionen.
Die funktionelle Unterteilung in kleinere Netzwerke ergab drei grofle Proteinfamilien: Adapter-
proteine, Adhésionsrezeptoren und Aktinregulatoren, welche gemeinsam die physikalische Struk-
tur des Adhésoms bilden. Alle weiteren Gruppen bestehen hauptséichlich aus Enzymen, die den
Auf- und Abbau der Fokalkontakte sowie die Signalweiterleitung der Integrine ins Zellinnere
regulieren?10.

Kanchanawong et al. (2010) beschrieben mit Hilfe hochauflésender 3D-Fluoreszenzmikroskopie
eine rdumlich organisierte, molekulare Architektur der Fokalkontakte, die schematisch in Abb. 1

dargestellt ist. Integrine und Aktin sind dabei nur ca. 40 nm voneinander entfernt®!.

Aktomyosin-Verbindung

Aktin

Aktin-Stressfaser

Myaosin 1l Aktin-regulierende Ebene

Kraftibertragungs-Ebene

Integrin-bindende Ebene

Plasmamembran
extrazelluldre Doméne der Integrine
ECM

U & ¢ = g @€ o \ o*

Integrin FAK Paxillin Talin Vinkulin ~ Zyxin VASP o-Aktinin Aktin

Abb. 1: Schematisches Modell der molekularen Architektur von Fokalkontakten. Dargestellt ist die
mittels hochauflésender 3D-Fluoreszenzmikroskopie experimentell bestimmte Position der Proteine mit
gleichzeitiger Einteilung in rdumlich als auch funktionell voneinander getrennten Ebenen. Zusétzlich ist
die Interaktion zwischen Aktin und Myosin II als Aktomyosin-Verbindung veranschaulicht (modifiziert
nach Kanchanawong et al. (2010)°! und Geiger et al. (2009)*°).

Die Fokalkontakte sind laut Kanchanawong et al. (2010) in 3 sowohl rdumlich als auch funk-
tionell voneinander getrennten Kompartimenten organisiert: der Integrin-bindenden Ebene, der

Kraftiibertragungs-Ebene und der Aktin-regulierenden Ebene®!. Demnach befinden sich die Fo-
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kale Adhésionskinase (FAK) und Paxillin in der Integrin-bindenden Ebene. Eine regulieren-
de Funktion bei der Kraftiibertragung zwischen Aktin und Integrinen wurde den Proteinen
Talin und Vinkulin bereits von Galbraith et al. (2002) zugeschrieben®?. Beide Proteine wur-
den hier in Abb. 1 iibereinstimmend mit der Literatur als Teil der Kraftiibertragungs-Ebene
dargestellt. Innerhalb der Aktin-regulierenden Ebene liegen Zyxin und VASP mit Kontakt zu
den Aktinfilament-Enden, die wahrscheinlich an der Verstiarkung der Fokalkontakte beteiligt
sind 298, Aktinfilamente werden mit Hilfe des Vernetzungsproteins «-Aktinin gebiindelt, welches
antiparallele Homodimere entlang der Aktinfilamente bildet und jeweils ein Aktinfilament an
einem seiner Enden bindet 1139199 Aktinfilamente kénnen ebenfalls durch das Motorprotein
Myosin II gebiindelt werden (Abb. 1). Des Weiteren vermittelt Myosin II die Kontraktilitét
der Aktin-Stressfasern, wodurch Bewegungen entlang antiparalleler Aktinfilamente und gleich-
zeitiger gegenlédufiger Verschiebungen stattfinden und dadurch Kraft auf das Aktin-Zytoskelett
ausgeiibt werden kann'43. Die ATP-abhingige Aktivitit von Myosin II wird dabei durch rever-
sible Phosphorylierungen reguliert 3.

Die Interaktionen zwischen dem Aktin-Zytoskelett und den Integrin-basierten Adhésionskom-
plexen finden nach Geiger et al. (2009) in Form einer Riickkopplungsschleife statt®. Krifte,
die durch die Myosin II-Kontraktilitdt oder die Aktin-Polymerisation generiert werden, haben
Einfluss auf Proteine aller funktionellen Ebenen der Fokalkontakte. Die Stimulation von Sig-
nalproteinen fithrt u.a. zur Aktivierung von GTPase-aktivierenden Proteinen, die wiederum
G-Proteine aktivieren oder inaktivieren. Die G-Proteine beeinflussen die Aktin-Polymerisation
sowie die Aktomyosin-Kontraktilitdt durch Zytoskelett-regulierende Proteine und modulieren

somit die Kraft-generierende Maschinerie®®.

Organisation von Integrin-basierten Adhisionskomplexen wihrend der Integrin-
vermittelten Adhision

Beim Einsatz von Oberflichenfunktionalisierungen in Form von immobilisierten RGD-Peptiden
oder Fibronektin erfolgt deren Erkennung durch die Rezeptorgruppe der Integrine. Die Integrin-
vermittelte Adhésion umfasst eine Kaskade von vier, sich teilweise iiberlappenden Ereignis-
sen 0469 In der initialen Adhésionsphase wird der Kontakt zwischen Zellen und Molekiilen der
Matrixoberfliche auf Grund von Rezeptor-Ligand-Bindungen hergestellt, damit Zellen bereits
leichten Scherkriften standhalten konnen. Im zweiten Schritt wird der Zellkorper flacher und
die Zellmembran breitet sich auf dem Substrat aus, wodurch die Zellen im Verlauf einen zell-
spezifischen Phéanotyp annehmen. Aktin als Bestandteil des Zytoskeletts organisiert sich in Form
von Stressfasern und in der letzten Phase formieren sich Fokalkontakte'0*. Wihrend des Ad-
hésionsprozesses stellt die Ausbildung von Fokalkontakten ein zentrales Element dar, da die
Fokalkontakte eine strukturelle Verbindung zwischen dem Zytoskelett und der ECM herstel-
len, um eine stabile Adhision und Migration der Zellen zu ermdéglichen®®. Die Organisation des

Aktin-Zytoskeletts verlauft wahrend der Zellausbreitung sehr dynamisch, wobei zwei Typen von
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Aktinstrukturen auftreten: zirkuldre Biindel und Stressfasern!?3. Die zirkuliren Biindel entste-
hen aus peripheren, bogenférmigen Strukturen, die langsam in Richtung Zellkern wandern und
zu zirkuldren Biindeln verschmelzen. Diese sind in einer Aktomyosin-abhéngigen Weise organi-
siert und mit radial angeordneten dorsalen Fasern verbunden, welche in Fokalkontakten enden
und die entstehenden kontraktilen Kréfte auf das Adhésionssubstrat tibertragen. Beginnt eine
Rotation der zirkuldren Fasern, so folgt deren Abbau und eine Reorientierung der Aktinfasern.
Abschlielend erfolgt die Formierung der Stressfasern, welche mit einer Polarisation der Zellen
durch die spezifische Regulation von Protein-Tyrosin-Kinasen und folglich mit einer zellularen

Formverdnderung einhergeht 157,174

2.2.2 Methoden der mechanischen Stimulation in vitro

Die mechanischen Eigenschaften von Zellen sind bedeutend fiir zelluldre Prozesse wie Migra-
tion, Teilung und Morphologie von Zellen, die abhéngig vom Zelltyp durch die Zellwand oder
das Zytoskelett bestimmt werden %%, Mit Hilfe von in vitro Modellen lisst sich im Idealfall eine
Situation in vivo simulieren. Je nach Fragestellung kénnen experimentell sowohl Einzelzellen als
auch Gesamtpopulationen hinsichtlich ihrer Antwort auf mechanische Reize untersucht werden
(Abb. 2).

Um die mechanischen Eigenschaften von Einzelzellen und deren intrazelluliren Komponenten
zu charakterisieren, werden Kurzzeit-Einzelzell-Experimente, z.B. mit Hilfe von Mikropipetten,
Rasterkraftmikroskopie oder Magnetic Twist Cytometry durchgefiithrt (Abb. 2A). Bei einer Viel-
zahl dieser Methoden wird die Zellmembran {iblicherweise ein- oder herausgedriickt, wobei das

Ausmafl der Deformation anschlieSfend mit Hilfe geeigneter Messmethoden bestimmt wird.

Mit einer Mikropipette kénnen suspendierte Einzelzellen angesaugt werden, bis die Oberflé-
che der Membran auflerhalb der Mikropipette kugelférmig ist, oder auch in diese hineingesaugt
werden™. Die Auslenkung eines an der gegeniiberliegenden Seite angebundenen Partikels ist
dabei proportional zur ausgeiibten Kraft. Die Bestimmung der Zellsteifigkeit kann mit Hilfe
eines Rasterkraftmikroskops erfolgen. Es besteht aus einem flexiblen Hebel (cantilever) mit
integrierter Spitze zur Abtastung der Oberfliache, einer Laser- und Photodiode zur Positions-
bestimmung des cantilever sowie einem Piezo-Element zur Positionierung der Probe!62. Durch
die Kraftausiibung des cantilever auf die Probe, wird deren Oberfliche eingedriickt und auf
Grund der jeweiligen Spitzengeometrie spezifisch deformiert. Eine Weiterentwicklung der Raster-
kraftmikroskopie stellt die Methode der Zellkompression dar, bei der anstatt einer Spitze des
cantilever im Nanometer- eine Spitze im Mikrometerbereich auf die Zellen einwirkt und die
Applikation einer konstanten Druckkraft iiber die Gesamtoberfliche adhérenter Zellen moglich
wird %%, Im Falle der Magnetic Twist Cytometry werden mechanische Krifte iiber kleine

Partikel auf die Zelle ausgetlibt. Dafiir werden ferromagnetische Partikel mit Liganden wie ECM-
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A - Mikropipette B - Substratverformung
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- P —
- Rasterkraftmikroskopie €
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- Flussigkeitsstrom

- Zellkompresssion
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* - Kompression eines 3D-Scaffolds
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- Magnetic Twist Cytometry

Abb. 2: Techniken der mechanischen Stimulation. Diese kénnen grundsitzlich auf (A) Einzelzellsystemen
oder (B) Zellpopulationen in 2D- oder 3D-Umgebungen beruhen (— Richtung der Kraftausiibung,
€ - Verformungsrichtung, Q - Flussrichtung, P - Zugrichtung). (modifiziert nach Lee et al. (2011) %)

'
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Molekiilen oder Rezeptor-spezifischen Antikérpern beschichtet und anschliefend mit den Zellen
inkubiert, um eine spezifische Bindung zwischen Partikel und Oberflachenrezeptoren herzustel-
len. Nach Induktion der magnetischen Dipole der Partikel und deren horizontaler Ausrichtung
durch einen sehr kurzen magnetischen Impuls erfolgt das Anlegen eines schwachen Magnetfeldes,
wodurch die Partikel gedreht und Scherkréfte auf die gebundenen Rezeptoren ausgeiibt wer-
den %198 Verinderungen dieses Ansatzes hinsichtlich Verwendung von superparamagnetischen
Partikel und der Applikation des Magnetfeldes mit Hilfe einer magnetischen Nadel resultiert
in einer Anziehung der Partikel senkrecht zur Nadelspitze und damit in einer grofflichigeren

Verformung der Zelle!'1?.

Zur Analyse des Einflusses mechanischer Kréfte auf beispielsweise die Differenzierung von Stamm-
zellen eignen sich Modelle, die die ausgedehnte Kultivierung einer gesamten Zellpopulation
im Monolayer oder in 3D-Kultur beinhalten. Diese erlauben weiterhin eine umfassende Un-
tersuchung der Zellantwort, die auf Grund von moglicherweise vorhandenen Subpopulationen
oder lokalen Unterschieden mechanischer Kréifte, z.B. im Fliissigkeitsstrom, entstehen kénnen.
Als Beispiele sind hier das Einwirken von Scherkréften (durch Substratverformung) oder Zug-
spannungskréiften (durch einen Fliissigkeitsstrom) auf einen Zellmonolayer sowie die Kompres-
sion eines mit Zellen besiedelten 3D-scaffold zu nennen (Abb. 2B).

Die Auswirkungen von Zugspannungen auf Zellen werden mit Hilfe von verformbaren und
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elastischen Substraten (Substratverformung), an deren Oberfliche Adhésionsmolekiile wie
Kollagen I oder Fibronektin immobilisiert werden, getestet. Dabei kann eine Vielzahl von Pa-
rametern wie Orientierung der Dehnung (uni- oder biaxial), Magnitude, Frequenz und Dauer
sowie die Oberflichenmodifizierung verdndert werden. Wéahrend bei der Verabreichung von Zug-
spannungen iiber das Substrat die groffiten Kréfte entlang der basalen Zellseite entstehen, werden
die Scherkrifte im Fliissigkeitsstrom auf der apikalen Zellseite generiert, wobei die Stérke als
auch die Wahl eines dynamischen oder kontinuierlichen Flusses das Ausmafl der Zellantwort
bestimmen. Durch die Kompression eines 3D-scaffold werden Druck- und Zugspannungen
durch den scaffold auf die Zellen iibertragen.

Bei der in dieser Arbeit verwendeten Methode der mechanischen Rezeptorstimulation %172 han-
delt es sich um eine Abwandlung der Magnetic Twist Cytometry. Es werden paramagnetische,
mit Antikorper gegen 1-Integrine beschichtete Partikel an Einzelzellen gebunden und unter
Einfluss eines inhomogenen Magnetfeldes bewegt (Abb. 5). Hierdurch wird lokal begrenzt ein

t92. Der Vorteil liegt hier in der Grofe des entstehen-

mechanischer Stress auf die Zellen ausgetib
den inhomogenen Magnetfeldes, welches sich zwischen den Magnetpolen aufbaut und somit auf
eine Zellpopulation angewendet werden kann. Anschliefflend wird das Verhalten der gesamten

Zellpopulation analysiert.

2.2.3 Das Konzept der Mechano-Nische

Mechanische in vitro Stimulationsversuche zeigen, dass Differenzierungsprozesse die mecha-
nischen Eigenschaften der Zellen und deren subzelluldrer Komponenten beeinflussen kénnen.
Stammzellen kénnen ihrerseits Verdnderungen der mechanischen Eigenschaften in ihrer direkten
Umgebung detektieren und darauf in Form von Differenzierung entsprechend ihres Differenzie-
rungpotenzials reagieren. Die externe Applikation mechanischer Kréifte kann wiederum Diffe-
renzierungsprozesse in den Stammzellen initiieren und steuern. Auf Grund dieser Erkenntnisse

entwickelten Lee et al. (2011) das Konzept der Mechano-Nische fiir Stammzellen (Abb. 3)105.

Es wird als eine spezifische Kombination dreier Faktoren definiert, die im Zusammenspiel die
Erhaltung der Stammzellpopulation bewirken. Als Faktoren werden die mechanischen Eigen-
schaften der Zellen und der extrazellularen Matrix sowie externe bzw. zellgenerierte mechanische
Signale angesehen. Bereits Verdnderungen eines Faktors konnen urséchlich fiir das Verlassen der
Mechano-Nische sein und eine Differenzierung der Stammzellen nach sich ziehen. Auf Grund der
engen Wechselbeziehung zwischen den Faktoren hat die Verdnderung eines Faktors die Beein-
flussung anderer Faktoren zur Folge, wodurch die Direktionalitédt der Differenzierung unterstiitzt
wird 105

Die mechanische Umgebung spielt demnach eine wichtige Rolle in der Kontrolle von Stammzellen
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Differenzierte Zellen

*+ 1+ 2

Veranderung Mechanische Veranderung

der ECM-  <(umm) = 4=mmm) der Zell-
Steifigkeit Einflusse Steifigkeit

Stammazellen in der Mechano-Nische

Abb. 3: Konzept der Mechano-Nische fiir Stammzellen nach Lee et al. (2011)'°°. Es verdeutlicht die
wichtige Rolle der mechanischen Umgebung fiir die Erhaltung der Stammzelleigenschaften sowie durch
deren Veranderung ebenfalls fiir die Differenzierung der Stammzellen.

und deren Differenzierung.

2.3 Biomaterialien

Biomaterialien spielen eine zentrale Rolle in modernen Strategien der Regenerativen Medizin
und des Tissue Engineering als mafigeschneiderte biophysikalische und biochemische Umge-
bungen zur Steuerung von Zellverhalten und -funktion 02117146 Sie wurden von den National
Institutes of Health als Substanz bzw. als Kombination verschiedener Substanzen synthetischen
oder natiirlichen Ursprungs definiert, die fiir eine beliebige Zeitspanne zur Krankheitsbehand-
lung, Funktionsvermehrung oder Ersetzung von Geweben, Organen oder Kérperfunktionen ver-
wendet werden!. Dabei kann je nach Anwendung auf 5 Klassen von Biomaterialien zuriickgegrif-
fen werden: Polymere, Metalle und Metalllegierungen, Keramiken, Komposite sowie biologische
Materialien?142. Fiir alle Biomaterialien gleichermafen gilt: Sie miissen in erster Linie biokom-
patibel sein®102:117:142 " qabei diirfen sie weder akut systemisch toxisch, zytotoxisch, hamolytisch,

allergen, mutagen oder pyrogen sein noch Abstofungsreaktionen des Korpers hervorrufen 2.

Generationen von Biomaterialien

Die Betrachtung der Biomaterialentwicklung der vergangenen 60 Jahre fiihrte L. L. Hench
und J. M. Polak zur konzeptionellen Einteilung der Biomaterialien in 3 Generationen, die die
Entwicklung der Eigenschaften sowie jeweiligen Anforderungen an die Materialien widerspie-
gelt 67132 Je nach Anwendung werden heutzutage Biomaterialien aller Generationen verwendet,
wobei eine Ubereinstimmung zwischen Anwendungsanforderungen und Materialeigenschaften
unabléssig ist. Die erste Generation von Biomaterialien, die fiir biomedizinische Anwendun-
gen verwendet wurde, musste eine geeignete Kombination physikalischer Eigenschaften, die mit
denen des zu ersetzenden Gewebes vergleichbar waren, aufweisen und durfte nur minimal toxische

Reaktionen im Patienten hervorrufen%. Diese Generation wird im Wesentlichen als bioinert be-
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schrieben 67132

. Das Konzept der reduzierten Immunantwort in Reaktion auf implantierte Fremd-
korper stellt bis heute eine wesentliche Anforderung an Biomaterialien dar. Ein grofler Nach-
teil der Biomaterialien der ersten Generation ist die Unfdhigkeit, im Gegensatz zum lebenden
Gewebe, nicht auf physiologische und biochemische Verdnderungen reagieren zu kénnen. Diese
Limitierung fithrte zum Konzeptwechsel, von der reinen Gewebeersetzung hin zur Geweberegene-
ration%®. Die folgenden Generationen von Biomaterialien tragen diesem Nachteil Rechnung. Die
zweite GGeneration von Biomaterialien ist einerseits durch bioaktive und andererseits durch re-
sorbierbare Biomaterialien gekennzeichnet. Bioaktive Biomaterialien besitzen die Fahigkeit mit
der biologischen Umgebung zu interagieren, um die biologische Antwort zu verbessern und die
Gewebe-Oberflichen-Bindung zu erhéhen. Dabei sollen die auf Zellen ausgetibten Interaktionen
oder Effekte zu einem spezifischen Zellverhalten fithren. Um eine geeignete Bioaktivitéit zu errei-
chen, kénnen auch Oberflichen durch Proteinadsorption oder Anbindung von Polymeren oder
Biomolekiilen modifiziert werden, um in Abhéngigkeit von der finalen Anwendung die geforderte
Zellantwort zu erzielen. Durch resorbierbare Biomaterialien konnen auftretende Probleme an der
Grenzfldche zwischen Biomaterialien und Gewebe reduziert werden, wobei das kérperfremde Ma-
terial im Verlauf der Regeneration durch neues Gewebe ersetzt wird%. Die dritte Generation
von Biomaterialien soll gezielt spezifische Zellantworten auf dem molekularen Level stimulieren.
Im Fokus stehen dabei kombinierte bioaktive und bioresorbierbare Biomaterialien. In diesem
Zuge wurden z.B. temporér 3-dimensionale, pordse Strukturen entworfen, die die Invasion, An-
heftung sowie Proliferation der Zellen stimulieren'32. Die gezielte Aktivierung der Oberflichen
synthetischer Biomaterialien mit spezifischen Biomolekiilen wie Proteinen oder Peptidsequen-
zen zur Nachahmung der ECM beeinflusst das Zellverhalten hinsichtlich Adhésion, Migration,

Proliferation und Differenzierung %132,

Einsatz von Biomaterialien im Tissue Engineering

Im Bereich des Tissue Engineerings sollen neue Gewebe unter Verwendung von lebenden Zellen
und Biomaterialien erzeugt werden'42. Diese Biomaterialien werden oft als scaffold bezeichnet
und bestehen aus synthetisch oder natiirlich vorkommenden Polymeren sowie Keramiken 138142,
Als scaffold eignen sich besonders pordse 3D-Strukturen, die die entsprechende Umgebung fiir
die Regeneration von Geweben oder Organen bereitstellen und als eine Art Schablone fiir die

138 Die zelluldre Besiedlung der scaffold erfolgt entweder in vi-

Gewebeformierung fungieren
tro vor Implantation oder in vivo nach Implantation durch das kérpereigene System. Je nach
Anwendung kénnen auch Wachstumsfaktoren sowie im Falle der in vitro Besiedlung Bioreak-
toren zur chemischen und/oder mechanischen Stimulierung von Zellen eingesetzt werden. Die
Dreierkombination von scaffold, Zellen und Signalen verschiedener Art wird auch als Trias des
Tissue Engineering bezeichnet!'® und kennzeichnet damit dessen fundamentales Prinzip. Die
Interaktion aller drei Faktoren soll einen biologischen Ersatz fiir das beschédigte oder verlorene

194

Gewebe bilden bzw. die Heilung fordern~°*. Neben den bereits beschriebenen Biomaterialeigen-
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schaften wie Biokompatibilitdt und Biodegradierbarkeit, muss ein scaffold zuséatzlich dhnliche

99,138 wwas besonders im Falle

mechanische FEigenschaften wie das umliegende Gewebe aufweisen
der Ersetzung von Knochen oder Knorpel eine grofle Herausforderung darstellt. Des Weiteren
ist eine geeignete Architektur des scaffold ebenfalls von grofler Bedeutung, bei der besonders auf
ein interkonnektierendes Porensystem mit hoher Porositiat Wert gelegt werden muss, um sowohl
eine addquate Versorgung der Zellen mit Néhrstoffen sicherzustellen als auch den Abtransport

von Abbauprodukten der Zellen und Degradationsprodukten des scaffold zu gewéahrleisten.

2.3.1 Oberflichenfunktionalisierung von Biomaterialien durch Anbindung von

Proteinen und Peptiden

Das Hauptproblem bei der Verwendung von synthetischen Biomaterialien in der Regenerativen
Medizin stellt die fehlende Interaktion zwischen Polymer und Zellen dar, die durch die Immobili-
sierung von Proteinen oder spezifischen Zellerkennungsmotiven entscheidend verbessert werden
kann%. Im Idealfall soll nicht nur die Zelladhésion verbessert, sondern auch Zelltypen selektiv
angesprochen sowie eine spezifische Zellantwort generiert werden.

Die Effekte von ECM-Proteinen umfassen die Ubertragung mechanischer und chemischer Stimuli
sowie die Beeinflussung der Zellform, der Organisation des Aktin-Zytoskeletts und der Transkrip-
tionsaktivitiat und werden iiber spezifische Peptidsequenzen der Proteine vermittelt 18:2%104,111,129,
Die Verwendung von Proteinen aus natiirlichen Quellen wie den ECM-Proteinen bleibt durch
die mogliche Immunogenitéit oder Pathogen-Ubertragung auf den Empfinger sowie die nétige
Proteinaufreinigung problematisch. Einige dieser Limitationen kénnen durch die Verwendung re-
kombinanter Proteine und der Nachbildung biologischer Eigenschaften durch synthetische Ana-
loga iiberwunden werden'!'”. Dennoch bringt die Verwendung von Proteinen weitere Schwie-
rigkeiten mit sich, wie die proteolytische Degradation, was eine Langzeit-Anwendung nahezu
unmoglich macht, und die zur Zelladhésion benotigte Proteinkonformation, die auf Grund der
stochastischen Orientierung auf der Zelloberfliche nur ein Teil der Proteine besitzt%. Ein Lo-
sungsansatz liegt hier in der Verwendung von Zellerkennungsmotiven in Form von Peptiden
anstatt der Prisentation vollstdndiger Proteine. Da Peptide im Normalfall stabil gegeniiber pro-
teolytischer Degradation sind, bieten sie eine exzellente Langzeitstabilitat. Allerdings enthalten
ECM-Proteine normalerweise verschiedenste Erkennungsmotive, wihrend kleine Peptide oft nur

ein einziges Erkennungsmotiv darstellen.

Fibronektin und das RGD-Motiv

Der groite Anteil der ECM besteht aus Kollagenen, Laminen oder Glykoproteinen wie Fibronek-
tin, die als Substrate fiir verschiedene Adhésionsrezeptoren wie Integrine fungieren %109, Fibro-
nektin spielt eine wichtige Rolle in Prozessen wie Zelladhésion, Migration und Differenzierung'4!.

Es liegt iblicherweise als Dimer bestehend aus zwei anndhernd identischen Untereinheiten vor
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und besitzt einen modularen Aufbau aus Doménen des Typs I, IT und III (Abb. 4) 109141,

Fibronektin (FN)
Fik
Hepann

FN & |

RGD Heparin
: PN Fionn N~ CO0H

n 5.8

Bakierien Kollagen m FN
s> B ”"‘mz"- I oo

FN FN

avp3 aSp1  aVR1,avp3, adpl a4l
asp1 allbB3 aVP5, aVBE, a9B1 adfp7

Abb. 4: Modulare Struktur von Fibronektin. Fibronektin besteht aus 3 Modulen: Typ I (blau), Typ II
(braun) und Typ III (griin). Das Fibronektin-Dimer wird iiber zwei Disulfidbriicken am C-Terminus aus
zwei Untereinheiten gebildet. Das RGD-Motiv befindet sich innerhalb der Typ III-Doméne. Bindungs-
doménen fiir Integrin-Rezeptoren sind ebenso wie Bindungsdoménen fiir Fibronektin (FN), Kollagen,
Heparin, Fibrin und Bakterien gekennzeichnet. In der variablen V-Doméne als auch in den spezifisch in
cFN vorkommenden A- und B-Doménen tritt alternatives Spleien auf (nach Leiss et al. (2008)'%9).

Durch alternatives Spleiflen treten im humanen System 20 mogliche monomerische Isoformen
auf. Fibronektin liegt entweder als 16sliches Plasma-Fibronektin oder als unlosliches zellulares
Fibronektin (cFN) vor, wobei besonders cFN auf Grund von zelltypspezifischem Spleilen eine
heterogene Gruppe von FN-Isoformen darstellt. Die Isoformen unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer zelladhésiven, ligandbindenden und Loslichkeitseigenschaften, sodass Zellen in die Lage
versetzt werden, die Komposition der ECM wéahrend der Entwicklung und in einer gewebespe-
zifischen Weise zu verdndern 4!,

Die in Fibronektin enthaltene RGD-Peptidsequenz vermittelt als minimale Integrin-FErkennungs-
sequenz neben der synergistischen Sequenz PHSRN eine spezifische Bindung an den klassischen
Fibronektin-Rezeptor a5B1-Integrin'4'. Die intramolekulare Erkennung des Tripeptids ist du-
Berst komplex sowie abhingig von flankierenden Aminosduresequenzen und der vorliegenden
3D-Préasentation. Das Vorkommen der RGD-Sequenz ist nicht auf Fibronektin beschriankt, son-
dern sie kommt in weiteren ECM-Proteinen wie Kollagen, Laminin und Vitronektin sowie in
viralen und bakteriellen Proteinen vor, wobei sich insbesondere die flankierenden Aminosiure-
sequenzen unterscheiden ®. Geloste RGD-Peptide sind in der Lage, die Fibronektin-induzierte
Zelladhésion zu inhibieren, und kénnen nach Immobilisierung an der Oberfléche selbst Zelladhéa-
sion vermitteln%’. Dabei ist eine stabile Verankerung der Peptide besonders wichtig, da sie den
kontraktilen Kraften der Zelle widerstehen miissen und auch die Moglichkeit der Internalisie-
rung der Integrinrezeptoren durch die Zellen unterbunden wird. Wie sich gezeigt hat, nimmt die
adhésionsvermittelnde Aktivitdt der RGD-Sequenz ab, wenn sie auflerhalb des urspriinglichen
Proteins prasentiert wird. Grund dafiir ist die Rezeptoraffinitit und -spezifitdt der RGD-Sequenz
gegeniiber Integrinen, die erst durch die flankierenden Aminoséuren erreicht wird 148150 Im All-

gemeinen kann eine Vielzahl von Integrin-Heterodimeren wie o331, 51, V1, «VP3 in einer
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RGD-abhingigen Weise an ECM-Molekiile binden 48, Erst das Anfiigen weiterer Aminosiuren
an die RGD-Sequenz fiihrt zu einer spezifischen Adhésionsvermittlung, so vermitteln z.B. die Se-
quenzen GRGDSP und GRGDNP die Zelladhésion iiber o531, wihrend die Sequenzen GRGDF
und GRGDY eine Zelladhision iiber aVB3 und «IIbB3 erlauben®. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendete lineare GRGDS-Sequenz weist dagegen eine vergleichbare Affinitat zu den
Integrinrezeptoren «5B1 und V3 sowie eine verringerte Affinitit zu oIIbp3 auf4?.

Sowohl Fibronektin als auch die GRGDS-Sequenz eignen sich somit zur gezielten Integrin-

vermittelten Zelladhéasion.

2.3.2 Mikrostrukturierung von Biomaterialien

Zellen in vivo sind in eine hoch strukturierte Mikroumgebung eingebettet, welche die extrazellu-
lare Matrix sowie Nachbarzellen einschlieit, die im Zusammenspiel die Architektur, Mechanik,
Polaritat und Funktion der Zellen beeinflussen'®”. Allerdings gehen unter klassischen Kulti-
vierungsbedingungen in vitro diese rdumlichen, chemischen und mechanischen Informationen
durch die Mikroumgebung in Form einer zweidimensionalen Glas- oder Plastikoberflidche verlo-
ren. Mittels micropatterning von Materialoberflichen kénnen in Teilen externe Informationen
der Mikroumgebung wiederhergestellt werden, wodurch den Zellen eine an den physiologischen
Bedingungen nahere Umgebung geboten wird. Dadurch lassen sich die Geometrie der Zelle sowie

zellulire Prozesse wie Adhésion, Migration und Differenzierung regulieren 30:44,145,181,207

£2563 und in den letz-

Micropatterning-Techniken wurden vor mehr als 40 Jahren entwickel
ten Jahren auch vermehrt in zellbiologischen Anwendungen verwendet, wobei das microcontact
printing die am haufigsten verwendete Methode darstellt %7, Die in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten Fibronektin-Mikrostrukturierungen in Streifenform wurden ebenfalls mittels
microcontact printing erzeugt. Daflir wird im ersten Schritt ein sog. waver aus Silizium voll-
standig mit einem photoempfindlichen Polymer beschichtet und anschlieBend mit einer Maske,
die die zu erhaltende Struktur enthilt, bedeckt. Wahrend der Bestrahlung mit UV-Licht wird
das Polymer in seiner Struktur geschédigt und kann wéahrend des Entwicklungsprozesses abge-
tragen werden. Man erhélt einen sog. master entsprechend des zu erzeugenden topographischen
Musters. Im Anschluss wird der master mit Polydimethylsiloxan (PDMS) ausgegossen, welches
sich verfestigt. Der elastische PDMS-Stempel wird mit ECM-Proteinen beschichtet, die anschlie-
Bend auf die gewiinschte zellabweisende Materialoberfliche gedruckt werden konnen30:176:188 - Ayf
diese Weise lassen sich die verschiedensten geometrischen Formen wie Streifen, Kreise, Quadrate,

Dreiecke, L-/V-/U-Formen und Sterne in unterschiedlichen Dimensionen erzeugen97:126:189,
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2.4 Zielstellung

Fiir den optimalen Einsatz von Stammzellen in der Regenerativen Medizin ist das Wissen um die
Regulation der zentralen Stammzelleigenschaften, Selbsterneuerung und Differenzierung, unab-
dingbar. Die Konzepte der Stammzellnische®? sowie der Mechano-Nische 1%° bilden die Grundlage
flir das Verstédndnis wie externe Stimuli in Form von Adhésionssubstraten oder mechanischen
Faktoren an der Regulation der Stammzelleigenschaften beteiligt sein konnen. Eine in vitro Nach-
bildung dieser duflerst komplexen und dynamischen Zusammenhénge ist in aller Umfassenheit
kaum moglich. Den mesenchymalen Stammzellen soll daher eine reduzierte Komplexitéit gegen-
iber der in vivo Situation durch den Einsatz spezifischer Adhésionsmatrizes sowie einer kon-
trollierten mechanischen Stimulation angeboten werden, um gezielt die biologische Antwort der
Zellen hinsichtlich des Differenzierungsverhaltens und der Freisetzung bioaktiver Faktoren zu
analysieren. Da Integrine als Mechanotransduktoren eine zentrale Rolle in der Erkennung sowie
Konvertierung mechanischer Signale spielen, soll das Integrinrezeptor-System direkt iiber die
mechanische Rezeptorstimulation an 1-Integrinen als auch die Verwendung des extrazelluldren
Matrixproteins Fibronektin bzw. des linearen GRGDS-Peptids (RGD) als Adhésionsmatrizes
angesprochen werden.

Im ersten Schritt soll der Effekt einer kurzzeitigen mechanischen Rezeptorstimulation an {31-
Integrinen auf die Aktivierung der intrazelluliren Signalproteine ERK und AKT untersucht
werden. Weiterhin soll geklirt werden, ob die Expression der osteogenen Differenzierungsmar-
ker Alkalische Phosphatase und Kollagen la, des chondrogenen Differenzierungsmarkers Sox 9
sowie des adipogenen Differenzierungsmarkers PPARYy durch die mechanische Stimulation regu-
liert werden kann. Da die Angiogenese eine entscheidene Rolle wihrend der Geweberegeneration
spielt 112135184 "so]] ebenfalls die Freisetzung von VEGF analysiert werden. Es schlieft sich die
Frage an, ob die Verwendung von Fibronektin- bzw. RGD-funktionalisierten Oberflichen als
Adhésionssubstrate einen Einfluss auf die Zellanwort hinsichtlich der Expression von Differen-
zierungsmarkern als auch VEGF nach mechanischer Stimulation an (31-Integrinen hat. Um Me-
chanismen aufzuspiiren, die fiir etwaige Unterschiede im Expressionsmuster verantwortlich sein
konnten, sollen ebenfalls zelluldre Prozesse wie Adhésion, Proliferation, metabolische Aktivitét
und Differenzierung der MSC nach Kultivierung auf Fibronektin- bzw. RGD-funktionalisierten
Oberflaichen untersucht werden.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass die Differenzierung von MSC auch von Mikrostruktu-
rierungen der Adhésionsmatrix abhingen kann!26:18! soll das Verhalten von MSC auf streifen-
férmigen Fibronektin-Mikrostrukturierungen hinsichtlich Morphologie, Ausrichtung sowie Or-
ganisation des -Aktin-Zytoskeletts und der Fokalkontakte untersucht werden. Die schrittweise
Reduzierung der Breite adhésiver Fibronektinstreifen soll eine detailliertere Aussage iiber die

gezielte Steuerung der Zellantwort ermdglichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien Art.-Nr. Hersteller

AMPED A9754 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Antibiotikum-Antimykotium 15240062 Life Technologies GmbH
Aqua dest. 001428 Baxter S.A.

Ascorbinsdure A4544 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
[-Glycerophosphat G6251 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
[3-Mercaptoethanol 1.15433.1000 Merck KGaA

BD CellFix™(10x Konzentrat) 340181 BD Biosciences

Bodipy® 493/503 D-3922 Life Technologies GmbH
Calcein CO0875 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Calcein-AM ABD-22002  Biomol GmbH

CASYton 05651808001  Roche Deutschland Holding GmbH
Dexamethason (wasserloslich) D-2915 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
dNTP Set (100 mM) 10297018 Life Technologies GmbH
DMEM (mit GlutaMAXT™M) 31966021 Life Technologies GmbH
Dynabeads®M-280 112.01 Life Technologies GmbH
Essigsdure (99-100 %) 6052 J. T. Baker

Ethanol 70 % 0005316 Apomix

Ethanol 96 %

Ethanol absolut

Fotales Kalberserum (FKS)

3302-P281305

Universitdt Rostock,
Klinikum-Zentralapotheke
Universitat Rostock,
Klinikum-Zentralapotheke
PAN Biotech GmbH

Glycerin (etwa 87 %) 104094 Merck KGaA

Hoechst 33342 14533 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Isopropanol 9079-05 J. T. Baker

Kaliumchlorid (KCI) 104933 Merck KGaA

Kristall-Violett 61135 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Lymphozyten-Trennmedium P-04-60125  PAN Biotech GmbH
Magnesiumchlorid-Hexahydrat A4425 AppliChem GmbH
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Tab. 2: Chemikalien und Reagenzien (Fortsetzung)

Chemikalien/Reagenzien Art.-Nr. Hersteller
Natriumchlorid (NaCl) 3957.1 Carl Roth GmbH & CO. KG
Natronlauge (NaOH) (10 M) 01034.2000  Bernd Kraft GmbH
4-Nitrophenylphosphat (pNpp) A1442 AppliChem GmbH
Paraformaldehyd (PFA) 158127 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
PBS H15-002 PAA Laboratories GmbH
PBS (inkl. Ca?* und Mg?*) H15-001 PAA Laboratories GmbH
Phalloidin-Alexa Fluor® 546 A22283 Life Technologies GmbH
Phenol 206.0250 Merck KGaA
PMSF A0999 AppliChem GmbH
Polyvinylalkohol (mol wt 30.000-70.000) P8136 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Propidiumjodid P-4170 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Random Primer 48190011 Life Technologies GmbH
RNase OUT™ recombinant

Ribonuclease Inhibitor 10777019 Life Technologies GmbH
Super Script™ II Reverse Transcriptase 18064071 Life Technologies GmbH
Titanplattchen (@ 11 mm, unbehandelt) - DOT GmbH
Tris 4855.2 Carl Roth GmbH & CO. KG
Triton X-100 T8532 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) L11-004 PAA Laboratories GmbH
TaqMan® Universal PCR Mastermix 4324018 Life Technologies GmbH
Tween-20 P1379 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Wasser fiir die Molekularbiologie T143.4 Carl Roth GmbH & CO. KG
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3.1.2 Puffer und Lésungen

Tab. 3: Puffer und Losungen

Puffer /Losungen

Zusammensetzung

adipogenes Erhaltungs-

medium

adipogenes Induktions-

medium

Bodipy-Farbelosung
Bodipy-Stammlésung
Calcein-Farbelosung
Calcein-Hoechst-Losung

Einbettmedium

Expansionsmedium

Hoechst 33342-Losung
Kristall-Violett-Losung
Lysepuffer

Messpuffer

osteogenes Differen-
zierungsmedium

PFA (4 %)

Propidiumjodid-Losung

TBS-Puffer

Triton X-100 (0,1 %)
Tween/PBS-Puffer

1 % Antibiotikum-Antimykotikum (v/v) in

hMSC Adipogenic Maintenance Medium inkl.
SingleQuots® (aus hMSC Adipogenic Bullet Kit)

1 % Antibiotikum-Antimykotikum (v/v) in

hMSC Adipogenic Induction Medium inkl.
SingleQuots® (aus hMSC Adipogenic Bullet Kit)
0,4 % Bodipy-Stammlosung (v/v) in 150 mM NaCl
0,025 % Bodipy®493/503 (w/v) in Ethanol absolut
5 pg/ml Calcein in Expansionsmedium

5 pg/ml Calcein-AM, 1 pug/ml Hoechst 33342 in DMEM
30 % Glycerin (w/v), 12 % Polyvinylalkohol (w/v),
0,53 mM Phenol, 60 mM Tris (pH 8,5) in Aqua dest.
10 % FKS (v/v), 1 % Antibiotikum-Antimykotikum (v/v)
in DMEM

1 ng/ml Hoechst 33342 in DMEM

0,1 % Kristall-Violett (w/v) in Aqua dest.

1 % Tween-20 (v/v), 1 mM PMSF in Aqua dest.

10 mM pNpp, 100 mM AMPED, 5 mM MgCls in
Aqua dest.

50 uM Ascorbinsdure, 10 nM Dexamethason,

10 mM 3-Glycerophosphat in Expansionsmedium

4 % PFA (w/v) in PBS (pH 7,4)

1 pg/ml Propidiumjodid in DMEM

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 50 mM Tris in

Aqua dest. (pH 7,4)

0,1 % Triton X-100 (v/v) in PBS

0,05 % Tween-20 (v/v) in PBS
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3.1.3 Antikorper

Tab. 4: Primire Antikorper

Antikorper Hersteller Art.-Nr. Verd. Spezies!
CD14 - FITC BD Biosciences 347493 1:20 M
CD19 BD Biosciences 555410 1:25 M
CD29 (Lia 1/2) Beckman Coulter GmbH 1598 1:10 M
CD34 BD Biosciences 347660 1:20 M
CD44 Beckman Coulter GmbH 0845 1:10 M
CD45RO - PE  BD Biosciences 347967 1:20 M
CD49a BD Biosciences 559594 1:25 M
CD49b Beckman Coulter GmbH 0717 1:10 M
CD49c¢ Beckman Coulter GmbH 2000 1:10 M
CD49d Beckman Coulter GmbH 0764 1:10 M
CD49e Beckman Coulter GmbH 0771 1:10 M
CD49f Beckman Coulter GmbH 0769 1:10 R
CD51 Beckman Coulter GmbH 0770 1:10 M
CD61 Beckman Coulter GmbH 0540 1:10 M
CD73 BD Biosciences 550256 1:25 M
CD90 - FITC Beckman Coulter GmbH IM1839U  1:25 M
CD105 BD Biosciences 555690 1:25 M
Fibronektin Sigma-Aldrich Chemie GmbH F3648 1:100 K
HLA-DR - PE  Becton Dickinson 7367 1:20 M
Maus IgG1 BD Biosciences 349040 1:20 M
Paxillin Santa Cruz Biotechnology, Inc  sc-5574 1:100 K
Vinkulin Sigma-Aldrich Chemie GmbH V9131 1:100 M

'K = Kaninchen, M = Maus, R = Ratte
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Tab. 5: Sekundare Antikorper

Antikorper Hersteller Art.-Nr. Methode? Verd.
Maus IgG

- Alexa Fluor®488 Life Technologies GmbH A-11001 IFM 1:100
Maus IgG

(F(ab’)s-Fragment) - FITC Sigma-Aldrich Chemie GmbH  F2883 FACS 1:20
Maus IgG1 - FITC Acris Antibodies GmbH SM10F FACS 1:100
Maus IgG2a - PE Acris Antibodies GmbH SM11R FACS 1:100
Kaninchen IgG

- Alexa Flu0r®488 Life Technologies GmbH A-11008 IFM 1:100

3.1.4 Kits und Assays
Tab. 6: Kits und Assays

Kit/Assay Art.-Nr.  Hersteller

Cell Titer 96 Aqueous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay
Cell Lysis Kit
hMSC Adipogenic Bullet Kit
NucleoSpin®RNA 11
PKH 26 Red Fluorescent General Cell Linker Kit
Bio-Plex Human Cytokine Standards Group I
Bio-Plex Phosphoprotein Detection Reagent Kit
Bio-Plex Phospho Akt (S473) Assay
Bio-Plex Phospho Erk 1/2
(Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187) Assay
Bio-Plex Pro human Cytokine VEGF Set
Bio-Plex Pro Reagent Kit
Bio-Plex Total Akt Assay
Bio-Plex Total Erk 1/2 Assay

G5421
171-304011
PT-3004
740955
PKH26GL
171-D50001
171-304004
171-V21075

171-V22238
171-B5027M
171-304070
171-V31075
171-V32238

Promega Corporation
Bio-Rad Laboratories GmbH
Lonza Group Ltd.
Macherey-Nagel GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH

2FACS = Durchflusszytometrie, IFM = Immunofluoreszenzmikroskopie
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Tab. 7: Verbrauchsmaterialien

Material

Art.-Nr. Hersteller

0,5 ml Reaktionsgefifle

1,5 ml Reaktionsgefifie

2,0 ml Reaktionsgefifie

15 ml Reaktionsgefafe

50 ml Reaktionsgefifie

2 ml Pipetten (serologisch)

5 ml Pipetten (serologisch)

10 ml Pipetten (serologisch)

25 ml Pipetten (serologisch)

BD Falcon 5 ml Polystyrene
Round Bottom Tubes

Cellstar 6-Wellplatte

Cellstar 24-Wellplatte

Cellstar 96-Wellplatte

Deckgléser (#3, © 15 mm)

Deckgléser (#1, 20 x 20 mm)

flexiPERM con A (©; 12 mm)

MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate
MicroAmp Optical Adhesive Film

Objekttrager (76 x 26 mm)
Pasteurpipetten

Stripwell ™Plate, Flat Bottom,

96-Wellplatte
T25-Zellkulturflaschen
T75-Zellkulturflaschen

0030121.708  Eppendorf AG
0030121.086  Eppendorf AG
0030121.094  Eppendorf AG

188271 Greiner Bio-One GmbH

227261 Greiner Bio-One GmbH
710180 Greiner Bio-One GmbH
606180 Greiner Bio-One GmbH
607180 Greiner Bio-One GmbH
760180 Greiner Bio-One GmbH

REF352054 BD Biosciences

657180 Greiner Bio-One GmbH
665180 Greiner Bio-One GmbH
655180 Greiner Bio-One GmbH

- Paul Marienfeld GmbH
BB020020A1  Gerhard Menzel GmbH
76077434 Sarstedt AG & Co.
N801-0560 Life Technologies GmbH
4311971 Life Technologies GmbH
AA00000112E  Gerhard Menzel GmbH
FB502553 Thermo Fisher Scientific, Inc.

9102 Corning, Inc.
690175 Greiner Bio-One GmbH
658175 Greiner Bio-One GmbH
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3.1.6 Sonden-/Primerpaare fiir die Analyse mittels Real-Time quantitative PCR

Tab. 8: TaqMan® Gene Expression Assays fiir Real-Time quantitative PCR

TaqMan® MGB-Sonde/Primerpaar

Art.-Nr.

Hersteller

ALP HS_00758162_m1 Life Technologies GmbH
Colla HS_00164004_m1 Life Technologies GmbH
GAPDH HS_ 99999905 m1 Life Technologies GmbH
PPARy HS_00234592_m1 Life Technologies GmbH
SOX 9 HS_00165814_m1 Life Technologies GmbH
VEGF HS_00900054_m1 Life Technologies GmbH
3.1.7 Gerite
Tab. 9: Gerate
Gerat Hersteller

ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System

Axiovert-Mikroskop

BD FACSCalibur Flow Cytometer
Bio-Plex 200 Suspension Array System
CASY Cell Counter
CO2-Begasungsbrutschrank CB 150
Leica TCS SP2 AOBS

Mini LabRoller Rotator

MyCycler - Thermal Cycler
NanoDrop 1000 - Spektrometer
Observer.Z1 Fluoreszenz-Mikroskop
Pipetboy Comfort

Rosys Anthos 2010 - Photometer
Sicherheitswerkbank Safeflow 1.2
Zentrifuge 5417 R (Rotor: FA45-30-11)
Zentrifuge 5810 R (Rotor: A-4-62)

Vacusafe Comfort

Applied Biosystems Deutschland GmbH
Carl Zeiss AG

BD Biosciences

Bio-Rad Laboratories GmbH
Roche Deutschland Holding GmbH
Binder GmbH

Leica Microsystems GmbH

Axon Labortechnik GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH
Thermo Fisher Scientific, Inc.

Carl Zeiss AG

INTEGRA Biosciences GmbH
Anthos Mikrosysteme GmbH

Nunc GmbH & Co. KG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

INTEGRA Biosciences GmbH
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3.1.8 Oberflichenfunktionalisierungen

Alle funktionalisierten Oberflichen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Moller des
Deutschen Wollforschungsinstitutes an der RWTH Aachen e.V. als Kooperationspartner inner-
halb des Sonderforschungsbereich TransRegio 37 (Teilprojekt B1) hergestellt.

Um eine unspezifische Proteinadsorption zu verhindern, wurde im ersten Schritt Polystyrol
(Wells einer Stripwell"™Plate) bzw. Glas (Deckgliser: #3, @ 15 mm) mit sechsarmigen, stern-
formigen NCO-sP(EO-stat-PO)-Polymeren beschichtet. Die Polymersynthese wurde wie bereits
beschrieben durchgefiihrt®°?. Fiir eine spezifische Zelladhésion erfolgte anschlieBend die Bio-
funktionalisierung der Polymeroberfliche durch Immobilisierung von Fibronektin (FN) bzw. der
linearen GRGDS-Peptidsequenz (RGD) 545892,

Neben den homogenen Oberflichenfunktionalisierungen wurden auch Streifenstrukturierungen
flir die Experimente verwendet, wobei hier nur Fibronektin als adhdsionsvermittelndes Protein
eingesetzt wurde. Streifenstrukturierungen mit den in Tab. 10 angegebenen Streifen-Abstand-
Kombinationen wurden mittels microcontact printing auf die NCO-sP(EO-stat-PO)-funktiona-

lisierten Oberflichen aufgebracht®.

Tab. 10: Streifen-Abstand-Kombinationen der streifenformigen Mikrostrukturierungen
Mittels microcontact printing wurde Fibronektin (FN) als adhédsionsvermittelndes Protein in
Streifenform mit den folgenden Streifen- Abstand-Kombinationen auf die NCO-sP(EO-stat-PO)-
funktionalisierten Oberflaichen aufgebracht.

Bezeichnung Breite Abstand

FN 10/5 10 um 5 um
FN 10/10 10 um 10 um
FN 20/5 20 um 5 um
FN 20/10 20 um 10 pm
FN 50/10 50 wm 10 um
FN 50/20 50 um 20 um
FN 80/5 80 pm 5 pm
FN 80/20 80 um 20 um
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur
Isolierung der MSC aus Knochenmarksaspiraten

Das Knochenmark wurde wéhrend Herzoperationen aus dem Sternum entnommen und von der
Gruppe von Prof. Dr. G. Steinhoff (Klinik und Poliklinik fiir Herzchirurgie, Medizinische Fakul-
tat, Universitidt Rostock) zur Verfiigung gestellt. Es wurde direkt nach der Aspiration in den
Entnahmerohrchen mit Heparin als Antikoagulanz gemischt. Mit Hilfe der Dichtegradientenzen-
trifugation (800 g ohne Bremse, 15 min, RT) des verdiinnten Knochenmarks (1:1 mit PBS) im
Lymphozyten-Trennmedium (Pancoll, Dichte: 1,077 g/1) wurden die mononukledren Zellen im
sog. weilen Lymphozytenring angereichert. Diese Zellfraktion wurde vorsichtig mit einer Pipet-
te abgezogen und dreimal mit PBS gewaschen (Zentrifugationsbedingungen: 1.000 rpm, 6 min,
RT), bevor die in Expansionsmedium resuspendierten Zellen in eine kleine T25-Zellkulturflasche
gegeben wurden. Nach dreitdgiger Inkubation im Brutschrank wurden die adhérenten Zellen mit

PBS gewaschen, wodurch die nicht adhdrenten himatopoetischen Zellen entfernt wurden.

Kultivierung der MSC

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Allgemeinen in Expansionsmedium im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO3. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 d und wurde solange durchgefiihrt,
bis die Zellen eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht hatten. Nun wurden die Zellen mit Hilfe von
Trypsin/EDTA von der Polystyrol-Oberfliche der Zellkulturflasche abgeldst. Dafiir wurden die
adhédrenten Zellen mit Trypsin/EDTA versetzt und fiir ca. 5 min bei 37 °C inkubiert, bis sich alle
Zellen vom Untergrund abgeldst hatten. Dann wurde die Zellsuspension mit Expansionsmedium
gemischt und bei 1.200 rpm fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Expansi-
onsmedium aufgenommen und es folgte eine Zellzihlung. Ca. 8.000 Zellen/cm? wurden danach
in eine neue Zellkulturflasche ausgesidt und wieder bis zu 80 % Konfluenz kultiviert. Die Zellen
wurden nun fiir einen Versuch verwendet oder erneut passagiert, wodurch sie die néchsthohere

Passage erreichten.

Zellzahlung

Die Zellzéhlung wurde mit Hilfe des CASY Cell Counters durchgefiihrt.
Es wurden 100 pl der Zellsuspension in 10 ml Casy®ton verdiinnt. Fiir die Messung wurden die
fiir MSC notwendigen Messparameter geladen und die Zellzahl in der verdiinnten Zellsuspension

gemessen. Die Zellzahl lebender Zellen wurde pro ml unverdiinnter Zellsuspension angegeben.
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Induktion der osteogenen bzw. adipogenen Differenzierung

Fiir die osteogene Differenzierung der MSC wurden 3.000 Zellen/cm? ausgesit und die Zellen
iiber den angegeben Zeitraum mit osteogenem Differenzierungsmedium stimuliert. Der Medium-
wechsel erfolgte alle 2 bis 3 d.

Fiir die adipogene Differenzierung wurden 21.000 Zellen/cm? ausgesét, die einen Tag nach Aus-
saat alternierend 3 d mit adipogenem Induktionsmedium und 3 d mit adipogenem Erhaltungs-

medium stimuliert wurden.

3.2.2 Mechanische Stimulation

Fiir die mechanische Integrin-Rezeptorstimulation an MSC wurde die bereits im Vorfeld durch
Pommerenke et al. (1996) beschriebene Methode angewendet 14, die im folgenden kurz beschrie-

ben werden soll.

Praparation der paramagnetischen Partikel

Es wurden paramagnetische Dynabeads® M-280 mit einem Durchmesser von 2,8 um und einer
Beschichtung mit anti-Maus IgG verwendet, an die im ersten Schritt der Antikérper gegen
F1-Integrine gekoppelt wurde. Dafiir wurden zuerst 100 ul der Partikel-Losung in ein 1,5 ml
Reaktionsgefaf iberfiihrt und fiir 5 min bei 8.500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal
gewaschen, wobei das Sediment jeweils mit 1 ml PBS versetzt und anschliefend fiir 5 min bei
8.500 rpm zentrifugiert wurde. Danach wurden die Partikel in 500 ul PBS aufgenommen und es
wurde 1 pg Antikorper gegen (1-Integrin hinzugegeben. Es folgte eine 30-mintitige Inkubation
bei RT auf dem Mini LabRoller Rotator, um eine gleichmaflige Durchmischung der Antikérper-
Partikel-Losung zu erreichen. Danach folgten vier Waschschritte mit jeweils 500 pul PBS. Zum
Schluss wurde das Sediment in 1 ml DMEM aufgenommen. Die Antikérper-gekoppelten Partikel
wurden bei 4 °C gelagert.

Methode der mechanischen Stimulation

Adhérente Zellen (in Wells einer 96-Wellplatte) wurden mit einer 1:100-Verdiinnung der prapa-
rierten Partikellosung in Expansionsmedium versetzt und fiir 30 min im Brutschrank inkubiert,
wonach im Durchschnitt ca. 5-10 Partikel an der Zelloberfliche gebunden hatten. Ein Well wur-
de, wie in Abb. 5 gezeigt, zwischen zwei Magnetpole platziert. Bedingt durch die Geometrie
der Magnetpole in Form eines flachen und eines spitzen Magnetpols wurde ein inhomogenes
Magnetfeld mit einer Magnetfeldintensitét zwischen 10 mT und 20 mT erzeugt, wodurch die
Partikel in Richtung des spitzen Magnetpols gezogen wurden und durchschnittlich eine Kraft
von 0,2 nN/Partikel ausgeiibt wurde”2. Die Applikation des Magnetfeldes erfolgt fiir 15 min
sowie zyklisch mit 1 Hz (0,5 s an, 0,5 s aus).
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Ligand-beschichteter,
paramagnetischer
Partikel (@ 2.8 ym)

adharente Zelle Rezeptof

<L.‘1§g_ngt>fe;ldlimen

Magnetfeld -
10mT - F=0,2nN / Partikel 20mTGtensitat

Abb. 5: Schema der Methode zur mechanischen Stimulation von Zellen. Ligand-beschichtete, para-
magnetische Partikel binden spezifisch an die Zielstrukturen adhérenter Zellen (Rezeptoren). Durch die
Applikation eines inhomogenen Magnetfeldes unter Verwendung eines flachen und eines spitzen Magnet-
pols werden die Partikel entsprechend der Magnetfeldlinien ausgerichtet und in Richtung des spitzen
Magnetpols bewegt. Dabei wird durchschnittlich eine Kraft von 0,2 nN/Partikel ausgeiibt.

Allgemeiner Versuchsaufbau

Mit Hilfe eines Schemas soll der Versuchsaufbau erldutert werden (Abb. 6).

Unter der Versuchsbedingung Stress wurden die Zellen fiir 30 min mit den Antikérper-gekoppel-
ten, paramagnetischen Partikel inkubiert und dann fiir 15 min einem zyklischen, inhomogenen
Magnetfeld ausgesetzt. Als Kontrollen bzgl. dieser verwendeten Methode wurden das Magnet-
feld, wobei Zellen nur fiir 15 min dem zyklischen, inhomogenen Magnetfeld ausgesetzt werden,
sowie das Clustern eingesetzt. Die Bezeichung Clustern beruht auf der Tatsache, dass die Inku-
bation der adhérenten Zellen mit den beschichteten Partikeln ein Clustern der Integrine in der
direkten Bindungsumgebung auslost®. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet.
Nach einer Inkubationszeit von 24 h bzw. 48 h wurde die biologische Antwort der Zellen analy-

siert.
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Abb. 6: Versuchsaufbau zur mechanischen Stimulation. Veranschaulicht wird die Versuchsbedingung
Stress, bei der sowohl Partikel als auch das inhomogene Magnetfeld appliziert werden. Clustern bezeich-
net die Inkubation der Zellen mit Partikeln sowie Magnetfeld die alleinige Applikation des Magnetfeldes.
Als Kontrolle dienen unbehandelte Zellen.

3.2.3 Assays zur Untersuchung der biologischen Antwort von MSC
a. Indirekte Zellzahlbestimmung

Der Farbstoff Kristall-Violett bindet an zelluldre DNA und wird anschliefend ausgewaschen. Die
Farblosung kann dann kolorimetrisch vermessen werden. Im direkten Vergleich von behandelten
mit unbehandelten Zellen lasst sich somit indirekt feststellen, ob Verdnderungen der Zellzahl
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle auftreten. Die Ergebnisse anderer Tests wie die Akti-
vitdt der Alkalischen Phosphatase oder die metabolische Aktivitit lassen sich mit Hilfe dieser
FErgebnisse normieren.

Die Zellen (in Wells einer 24-Wellplatte) wurden zweimal mit PBS gewaschen und danach mit
600 ul Isopropanol fixiert. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT wurden die Zellen dreimal
mit Tween/PBS-Puffer gewaschen und anschlieBend mit 300 pl Kristall-Violett-Losung versetzt.
Es folgte eine Inkubation von 20 min bei RT auf dem Schiittler. Dann wurden die Zellen solange
mit Aqua dest. gewaschen bis der Uberstand klar war. Das gebundene Kristall-Violett wurde
mit 600 ul 33 % Essigsdure fiir 10-15 min bei RT schiittelnd aus den Zellen gewaschen und an-
schlieend wurden 210 ul des Uberstandes in ein Well einer 96-Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Die
optische Dichte wurde bei A = 600 nm mit Hilfe des Rosys Anthos 2010-Photometers gemessen.

b. Nachweis der Differenzierungsfahigkeit

Zum Nachweis der osteogenen Differenzierung von MSC kann sowohl die Aktivitdt der Alkali-

schen Phosphatase untersucht als auch die Mineralisierung der Zellmatrix durch die Einlagerung

36



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

von Ca?t (Matrixkalzifizierung) iiberpriift werden. Die adipogene Differenzierungsfihigkeit der

MSC wird iiber die Anfiarbung sich entwickelnder Lipidvakuolen getestet.

Die Quantifizierung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitit erfolgte mit Hilfe der Ver-
bindung 4-Nitrophenylphosphat, die ein Substrat der Alkalischen Phosphatase darstellt und sich
nach Dephosphorylierung gelb fiarbt. Danach folgte eine kolorimetrische Auswertung der Farb-
veranderung bei einer Wellenldnge von A = 405 nm.

Die Zellen wurden zweimal mit je 500 ul TBS-Puffer gewaschen und anschliefend mit 250 pl
Lysepuffer versetzt. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT wurden in jedes Well 1 ml Mess-
puffer pipettiert und es folgte eine weitere Inkubation fiir 1 h bei 37 °C. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von 425 ul 2 M NaOH gestoppt. 300 ul des Uberstandes wurden in ein Well
einer 96-Mikrotiterplatte tiberfithrt und die optische Dichte mit Hilfe des Rosys Anthos 2010-
Photometers bestimmt. AnschlieBend wurden die Werte mit den Ergebnissen der indirekten

Zellzéhlung mittels Kristall-Violett-Farbung normiert.

Der Nachweis der Mineralisierung der Zellmatrix erfolgte mit Hilfe von griin-fluoreszierendem
Calcein, welches Ca?*t, die im Rahmen fortschreitender Mineralisierung wihrend der osteogenen
Differenzierung von MSC in die umliegende Zellmatrix eingelagert werden, komplexiert und so-
mit eine Visualisierung erméglicht.

Dafiir wurden die Zellen mit der Calcein-Féarbelosung {iber Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach
folgte ein Mediumwechsel mit Expansionsmedium. Die komplexierten Ca?t konnten nun mit

Hilfe des Observer.Z1 Fluoreszenz-Mikroskops sichtbar gemacht werden.

Fiir den Nachweis von Lipidvakuolen wurden die in den Lipidvakuolen enthaltenen Fettsau-
ren mit Hilfe des lipophilen, griin-fluoreszierenden Farbstoffs Bodipy®493/503 angefirbt.

Die Zellen (in Wells einer 6-Wellplatte) wurden zweimal mit PBS gewaschen, mit PFA (4 %)
fixiert und fiir 30 min bei RT inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS, wonach
die Zellen mit 500 pul Bodipy-Farbelosung versetzt wurden. Nach einer 10-miniitigen Inkuba-
tionszeit bei RT wurden die Zellen zweimal mit PBS und dreimal mit Aqua dest. gewaschen.
Anschlielend konnten die Lipidvakuolen mit Hilfe des Observer.Z1 Fluoreszenz-Mikroskops vi-

sualisiert werden.

c. Metabolische Aktivitat

Das Cell Titer 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay stellt eine kolorimetri-
sche Methode zur Bestimmung der Anzahl lebender und proliferierender Zellen dar. Dabei wird
eine im Assay enthaltene Tetrazolium-Komponente (MTS) durch zelluldre Dehydrogenasen in

ein 16sliches Formazan-Produkt umgewandelt, dessen optische Dichte bei einer Wellenldange von
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A = 490 nm gemessen werden kann.

Um eine MTS-Arbeitslosung zu erhalten, wurde die im Assay enthaltene MTS-Losung kurz
vor Gebrauch 1:6 mit Expansionsmedium gemischt, wovon 600 ul jeweils in ein Well einer 24-
Wellplatte gegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C wurden 300 pl in ein
Well einer 96-Mikrotiterplatte tiberfiihrt und die optische Dichte mit Hilfe des Rosys Anthos
2010-Photometers bestimmt, wobei der bei A = 630 nm gemessene Hintergrund vom Messwert
abgezogen wurde. AnschlieBend wurden die Werte mit den Messergebnissen der indirekten Zell-

zéahlung durch die Kristall-Violett-Farbung normiert.

d. Zellvitalitat

Die Zellvitalitdt der MSC wurde mit Hilfe eines sog. Live-Dead-Assays bestimmt, mit dem zwi-
schen lebenden und apoptotischen Zellen unterschieden werden kann. Lebende Zellen setzen die
Verbindung Calcein-AM durch ihre intrazelluldre Esterase-Aktivitat in das griin-fluoreszierende
Calcein um. Die DNA-Interkalanz Propidiumjodid (rot-fluoreszierend) ist in lebenden Zellen
nicht membrangéingig und kann sich daher nur in die DNA bereits apoptotischer Zellen mit
beschédigter Zellmembran einlagern. Der Kernfarbstoff Hoechst 33342 (blau-fluoreszierend) ist
iiber die Zellmembran permeabel und kann Kerne sowohl lebender als auch apoptotischer Zellen
anfarben.

Die Zellen wurden mit 100 pl Propidiumjodid-Losung versetzt und fiir 20 min bei 37 °C inku-
biert. Danach wurde die Losung abgenommen und es wurden 100 pl Calcein-Hoechst-Losung
auf die Zellen pipettiert. Nach einer Inkubation von 15 min bei 37 °C wurde die Losung gegen
Expansionsmedium ausgetauscht. Die Zellen konnten nun mit Hilfe des Observer.Z1 Fluoreszenz-

Mikroskops betrachtet werden.

e. Bestimmung morphometrischer Parameter (Grofle, Form und Orientierung)

Als morphometrische Parameter zelluldrer Komponenten wurden u.a. die Grofie bzw. die Form
iiber die Fliache bzw. einen Formfaktor bestimmt. Die Zellen wurden mit Hilfe des Membran-
farbstoffs PKH 26, Zellkerne mit Hoechst 33342 und Fokalkontakte mittels Immunofluoreszenz
angefdrbt. Der Formfaktor, der eine Aussage u.a. iiber die Zellform erlaubt, wurde mit der
Formel 47t*Fliche/Umfang? berechnet. Der maximale Wert des Formfaktors betrigt 1 und ent-
spricht damit einer Kreisform. Je kleiner der Wert des Formfaktors ist, desto mehr weicht die zu
beschreibende Struktur von einer runden Form ab und nimmt eine polygonale bzw. elongierte
Form an. Fiir die Analyse der Orientierung von Zellen und Zellkernen wurde der Winkel zwi-
schen der zelluldren bzw. nukledren Langsachse und einer horizontalen Kontrolllinie bestimmt.
Alle Untersuchungen wurden mit Hilfe der Bildverarbeitungs-Software ImageJ 1.44p (National
Institutes of Health, USA) durchgefiihrt.
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3.2.4 Durchflusszytometrie
Prinzip

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, Einzelzellen in Suspension auf der Grundlage
ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften zu analysieren'2!. Interagiert eine Zelle mit einem
einfallenden Lichtstrahl, so fithrt dies zu einer Richtungséinderung des Lichts in Abhingigkeit
von Zelleigenschaften wie Zellgréfle, Struktur der Zellmembran und intrazelluldren Bestandtei-
len. Der grofite Anteil des Lichts wird in die Vorwértsrichtung gestreut und wird daher auch
als Vorwértsstreulicht (forward scatter (FSC)) bezeichnet, was ein Maf fiir die Zellgrofie dar-
stellt. Wird dagegen das Licht im rechten Winkel zur Einfallsrichtung gestreut, so handelt es
sich um Seitwértsstreulicht (side scatter (SSC)) und ist ein Maf fiir die intrazelluldre Gra-
nularitdt. Anhand dieser beiden Parameter ist bereits die Identifikation verschiedener Zellpo-
pulationen wie Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten moglich'?!. Fiir die Analyse der
Fluoreszenzeigenschaften werden z.B. Fluoreszenz-markierte Antikorper iiber eine spezifische
Epitoperkennung an Oberflichenstrukturen der Zellen angebunden, wobei jedes Fluorochrom
nach Anregung durch monochromatisches Licht ein spezifisches Muster an Wellenldngen emit-
tiert. Als Fluorochrome werden hier das griin-fluoreszierende FITC (Fluoresceinisothiocyanat)
bzw. das rot-fluoreszierende PE (Phycoerythrin) eingesetzt, die mit Hilfe eines Argon-Lasers
(A = 488 nm) angeregt werden. Das emittierte Licht wird iiber ein Detektorsystem gemes-
sen, in digitale Signale umgewandelt und als Fluoreszenzintensitdt ausgegeben. Wahrend der
Messung werden die Zellen hydrodynamisch fokussiert. Dazu werden die Zellen aus dem Pro-
benrohrchen iiber Druckluft in eine Kapillare angesaugt, an deren sich verjiingendem Ende sich
eine Quarzkiivette befindet. Am Eingang zur Quarzkiivette werden die Zellen von einer Mantel-
fltissigkeit (Sheath Fluid) umspiilt, wobei eine wirbelfreie Stromung zwischen dem fokussierten
Probenstrahl und der Mantelfliissigkeit gewéhrleistet ist. Die vereinzelten Zellen kénnen nun
prazise durch den Fokus des Laser-basierten Detektionssystems gefiihrt werden. Da sich nach
der Zellpraparation auch Zelltriimmer in der Suspension befinden kénnen, die iiber andere Streu-
lichteigenschaften verfiigen, sind diese im sog. dot plot (zweidimensionale Darstellung von FSC
und SSC) eindeutig zu identifizieren. Die MSC-Population kann nun gezielt durch das Setzen
eines gate im dot plot ausgewahlt werden. Bei jeder Probe werden innerhalb des definierten ga-
te 10.000 Zellen auf ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht. Die gemessene Fluoreszenz kann
entweder iiber ein Histogramm (Darstellung der Fluoreszenzintensitiat in Abhéngigkeit von der
Zellzahl (counts)) dargestellt als auch der Median der Fluoreszenzintensitét kalkuliert werden.
Zur Einordnung der Proben-spezifischen Fluoreszenzintensitdt miissen fiir jede Messung Ne-
gativkontrollen mitgefithrt werden, um die Eigenfluoreszenz der Zellen und die unspezifische
Anbindung von Antikérpern zu bestimmen. Dafiir werden z.B. Antikérper gegen Maus-IgG
verwendet, die unspezifisch an die Oberflache humaner Zellen binden (IgG-Kontrolle). Wird die

Expression des Antigens gemeinsam mit der Expression der IgG-Kontrolle in einem Histogramm
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dargestellt, werden automatisch die gemessenen counts auf die maximalen counts normiert und
als % of max counts dargestellt.

Die Durchflusszytometrie wurde am BD FACSCalibur Flow Cytometer durchgefithrt und die
Auswertung der Messergebnisse mit der FlowJo-Software Version 5.7.2 (Tree Star, Ashland,

OR, USA) vorgenommen.

Praparation

In jedes 5 ml Polysterene Round Bottom Tube wurden 100.000 Zellen pipettiert und mit 1 ml
PBS versetzt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 5 min bei 1.500 rpm wurde der Uberstand
abgesaugt und es folgte nochmals eine Waschung des Pellets mit 1 ml PBS inkl. anschlielender
Zentrifugation. Im Anschluff wurde das Pellet in 100 ul PBS resuspendiert und der primére
Antikorper in entsprechender Verdiinnung hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation der Zellen
mit einem priméren Antikérper von 45 min bei 4 °C. Anschlieflend wurden die Zellen nochmals
mit 1 ml PBS gewaschen. Danach wurde das Pellet in 100 ul PBS aufgenommen und mit dem
sekundédren Antikorper in entsprechender Verdiinnung versetzt. Die Zellen wurden mit einem
sekundédren Antikorper fiir 45 min bei 4 °C inkubiert, letztmalig mit 1 ml PBS gewaschen und
anschlieBend in 500 ul BD CellFix™ (1x) aufgenommen. Bis zur Messung konnten die Proben

max. eine Woche bei 4 °C aufbewahrt werden.

3.2.5 Real-Time quantitative PCR
Prinzip

Die Real-Time quantitative PCR stellt eine DNA-Verfielfaltigungsmethode beruhend auf dem
Prinzip der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) dar, die gleichzeitig eine Quantifizierung der
PCR-Produkte in Echt-Zeit ermoglicht 2. Ein PCR-Zyklus lduft in der Regel in drei Schritten
ab. Im Denaturierungsschritt werden die DNA-Strdnge voneinander getrennt, damit wahrend
der Primerhybridisierung (annealing) die Primer an komplementére Sequenzen der DNA binden
koénnen. In der Elongationsphase synthetisiert die DNA-Polymerase den fehlenden, komplemen-
tdren DNA-Strang beginnend am 3’-Ende des Primers mit Hilfe freier Nukleotide. Mit jedem
weiteren Zyklus steigt die Anzahl der PCR-Produkte exponentiell an. Da als Matrize bereits
prozessierte, Intron-freie mRNA eingesetzt werden soll, muss diese zuerst mit Hilfe einer RNA-
abhéngigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) in komplementére DNA (cDNA) revers
transkribiert werden. Dafiir werden sog. random primer bestehend aus zufillig zusammenge-
setzten Nukleotiden benutzt. Die urspriinglichen RNA-Stringe werden unter Verwendung einer
Ribonuklease hydrolysiert und abgebaut.

Fiir die Real-Time quantitative PCR wurde ein TaqMan® Gene Expression Assay verwendet,
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welches spezifische TaqMan® MGB-Sonden/Primerpaare enthélt (Tab. 8). Eine TaqMan® MGB-
Sonde ist ein Oligonukleotid, welches am 5-Ende ein fluoreszierendes Reportermolekiil (FAM
(6-Carboxyfluorescein)) und am 3’-Ende einen nicht-fluoreszierenden Quencher besitzt. Wird
das Reportermolekiil einer intakten Sonde durch eine Lichtquelle angeregt, so tibertragt es seine
Energie nach dem FRET (fluorescence resonance energy transfer)-Prinzip an den nahestehen-
den, allerdings nicht-fluoreszierenden Quencher!?°. Da die Sonde innerhalb einer DNA-Region
bindet, die durch das Primerpaar mit Hilfe der AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase amplifiziert
wird, st6fit die DNA-Polymerase wiahrend der Elongation des komplementdren DNA-Stranges
auf die Sonde, die auf Grund der 5’-3’-Exonukleaseaktivitit der DNA-Polymerase hydrolysiert
und abgebaut wird. Dadurch entfernen sich Reporter und Quencher voneinander und die Repor-
terfluoereszenz kann nach Anregung detektiert werden. Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals ist
also nur dann moglich, wenn die Zielsequenz komplementéar zur Sonde ist und die Amplifikation
mit Hilfe einer DNA-Polymerase inkl. 5’-3’-Exonukleaseaktivitit stattfindet. Damit ist gewéhr-
leistet, dass keine unspezifische Amplifikation am Ende der Elongationsphase in jedem Zyklus
gemessen wird. Die detektierte Fluoreszenz ist proportional zur Freisetzung des Fluorophors und
damit zur Menge der amplifizierten DNA-Region.

Um Fluktuationen des Fluoreszenzsignales, die auf Grund von kleinen Konzentrations- oder
Volumina-Abweichungen entstehen kénnen, zu korrigieren, wird ROXTM (6-Carboxy-X-rhodamin)
als passiver Referenzfarbstoff zur Normalisierung eingesetzt. Dabei wird die Emissionsintensitét
des Reporterfarbstoffes durch die Emissionsintensitdt des Referenzfarbstoffes geteilt und man
erhélt das normalisierte Reportersignal (Ry,). Nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz spricht
man von ARy. Da eine korrekte Quantifizierung nur wéhrend der exponentiellen Phase stattfin-
den kann, wird deren Anfang mit Hilfe eines Ct-Wertes (cycle threshold) definiert, der anzeigt,
in welchem Zyklus die Fluoreszenz das erste Mal signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz
ansteigt. Fir die Methode der relativen Quantifizierung findet sowohl die Normalisierung der
Ergebnisse mit Hilfe einer internen Kontrolle als auch mit einem Kalibrator statt. Eine interne
Kontrolle in Form eines Referenzgens ist idealerweise leicht zu detektieren sowie sollte des-
sen Expression nicht unter experimentellen Bedingungen variieren. Als Referenzgen wurde hier
GAPDH verwendet sowie als Kalibrator eine unbehandelte Kontrolle eingesetzt.

Die Kalkulierung des Ergebnisses erfolgt schrittweise mit Hilfe folgender Gleichungen:
1. AC; = C¢(Zielgen) - C¢(Referenzgen)
2. AAC; = AC¢(Probe) - AC¢(Kalibrator)
3. Ergebnis = 2744C

Die Messungen wurden mit dem ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System (Applied Bio-
systems, Wilmington, NC, USA) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit Hilfe der 7000 System
SDS Software Version 1.4 (Applied Biosystems) kalkuliert.
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Praparation

RN A-Isolierung: Die RNA-Isolierung wurde mit Hilfe des NucleoSpin® RNA II durchgefiihrt.
Die Zellen (in Wells einer 96-Wellplatte) wurden im ersten Schritt mit 88 ul Lysepuffer (1 % f-
Mercaptoethanol in RA1-Puffer) versetzt und lysiert. AnschlieSend wurde das Lysat von 4 Wells
zusammengefiihrt, auf den NucleoSpin®—Filter gegeben und bei 11.000 rcf fir 1 min zentrifu-
giert. Das gefilterte Lysat befand sich nun im unteren Gefafl und wurde mit 350 ul 70 % Ethanol
versetzt. Das Lysat-Ethanol-Gemisch wurde anschlieBend auf eine NucleoSpin®RNAH—SéLule
iiberfithrt und fiir 30 s bei 8.000 rcf zentrifugiert. Die Sdule wurde auf ein neues 2 ml Reakti-
onsgefafl gesetzt. Es wurden 350 ul MDB-Puffer auf den Filter pipettiert und anschliefend bei
11.000 ref fiir 1 min zentrifugiert. Im nachfolgenden Schritt wurde vorhandene DNA verdaut.
Dafiir wurden 95 ul DNase-Reaktionsmix (10 % DNase I (v/v) in DNase-Reaktionspuffer) auf
den Filter pipettiert und fiir 15 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA mit 200 pl
RA2-Puffer, 600 ul RA3-Puffer und 250 ul RA3-Puffer gewaschen, wobei jeweils nach einem
Zentrifugationsschritt der Durchfluss entfernt wurde. Zum Schluss wurde die Sdule auf ein neues
1,5 ml Reaktionsgefafl gesetzt und die RNA mit 35 pl Wasser bei 11.000 rcf eluiert.

Messung der RN A-Konzentration: Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe
des NanoDrop 1000-Spektrometers gemessen. Dazu benétigt man nur 1 pl der RNA-haltigen
Losung, die auf den Detektor des Gerédtes aufgebracht wird. Die Fliissigkeit wird angesaugt und
analysiert. Nach Bestimmung der Adsorption wird mittels Beer-Lambert-Gleichung die RNA
quantifiziert. Zur Kalibrierung des Gerétes bendtigt man nur die Flissigkeit, in der die RNA

eluiert wurde. Die RNA-Konzentation wird in ng/pl angegeben.

cDNA-Synthese: Es wurden jeweils 150 ng RNA eingesetzt und mit Wasser auf ein finales
Volumen von 20 pl verdiinnt. Dann wurden 2 pul Random Primer (¢ = 2,5 uM) und 2 pul ANTP’s
(cs = 0,5 mM) hinzu pipettiert und alles gut gemischt. Es folgte eine Inkubation von 5 min bei
65 °C im MyCycler-Thermal Cycler. Danach wurden die Proben auf Eis herunter gekiihlt. Zu
jeder Probe wurden dann 2 ul SuperScript ™ II Reverse Transcriptase (final: 100 Einheiten/ul),
8 ul First-Strand Buffer (final: 1x), 4 ul 0,1 M DTT (¢t = 10 mM) und 2 pl RNase OUT™
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (final: 2 Einheiten/ul) pipettiert. Die Proben wurden im
MyCyecler-Thermal Cycler mit folgendem Programm behandelt (Tab. 11).

Real-Time quantitative PCR: Der gesamte 40 ul cDNA-Ansatz wurde mit 60 pl Wasser
verdiinnt, wobei pro Ansatz 4 pl der verdiinnten cDNA eingesetzt wurden. Dazu wurden 10 pl
TaqMan® Universal PCR Mastermix, 1 ul des jeweiligen Primer/Sondenpaars und 5 pl Wasser
in eine MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate pipettiert und die Platte mit einem MicroAmp
Optical Adhesive Film verschlossen. Die Platte wurde kurz geschiittelt, um eine Mischung der

c¢DNA mit dem Mastermix-Gemisch zu gewéhrleisten, und anschlieffend sehr kurz zentrifugiert.

42



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Tab. 11: Thermocycler-Programm fiir die cDNA-Synthese

Schritt Temperatur Dauer

1 25 °C 10 min
2 42 °C 50 min
3 70 °C 15 min
4 4°C 00

Die Proben wurden mit dem in Tab. 12 dargestellten Programm behandelt.

Tab. 12: Programm fiir die Real-Time quantitative PCR

Nr. Zyklen Temperatur Dauer Funktion

1 1 90 °C 10 min  Aktivierung der AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase
40 90 °C 15s Denaturierung
40 60 °C 1 min kombiniertes annealing und Elongation

3.2.6 Bio-Plex Suspension Array System
Prinzip

Das verwendete Bio-Plex 200 Suspension Array System beruht auf der Luminex-xMAPTM-
Technologie, die es erlaubt bis zu 100 Analyten simultan in einer Probe zu quantifizieren. Die
Grundlage dieser Technologie stellen kleine sphérische Polystyrolpartikel (Mikrosphéren) dar, in
die zwei Fluoreszenzfarbstoffe inkorporiert sind. Durch die gezielte Kombination beider Farbstof-
fe lassen sich 100 spektral unterscheidbare Schattierungen herstellen, wobei jede Schattierung
einer Population von Mikrosphéren entspricht. Der Nachweis iiber die Anbindung des Analyten
an die Mikrosphéren erfolgt tiber ein Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltes Detektionsmolekil (Re-
porter), dessen Intensitit des emittierten Lichtes proportional zur gebundenen Analytenmenge
ist. Die Analyse der Mikrosphéren basiert auf der Methode der Durchflusszytometrie, wobei die
Klassifizierung der Mikrosphédren durch eine Laserdiode (A = 633 nm) und die Quantifizierung
des Analyten durch einen Yttrium-Argon-Festkorperlaser (A = 532 nm) erfolgt. Das emittier-
te Licht wird tber Photodioden (Klassifizierung) bzw. einen Photomultiplier (Quantifizierung)
empfangen und im Analysegerit digitalisiert.

Alle Auswertungen der Messergebnisse erfolgen mittels Bio-Plex Manager Software 4.1 (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Herkules, CA, USA).
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Praparation

Detektion von VEGF': Als Proben wurden Medientiibersténde der Zellen eingesetzt und durch
die Zentrifugation bei 13.200 rpm und 4 °C fiir 10 min von Zelltriimmern und Partikeln befreit.
Fiir die Detektion von VEGF wurden das Bio-Plex Pro Reagent Kit sowie das Bio-Plex Pro
human Cytokine VEGF Set entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Zunéchst wurde
mit Hilfe des Bio-Plex Human Cytokine Standards Group I eine 8-teilige Verdiinnungsreihe er-
stellt, wobei der lyophilisierte Standard in DMEM resuspendiert wurde und jeweils 50 pul des
vorherigen Standards in 150 pl Verdiinnungspuffer pipettiert wurden. Der Verdiinnungspuffer
dient zur Bestimmung des Leerwertes.

Die benétigte Anzahl an Wells der mitgelieferten 96-Mikrotiterplatte werden zweimal mit je-
weils 100 pl Assay-Puffer gewaschen. Danach wurden 50 pul der Mikrosphédren-Losung in die
Wells pipettiert und die Fliissigkeit abgesaugt. Die Mikrosphéren wurden anschliefend zweimal
mit Waschpuffer gewaschen. Danach wurden 50 ul der Proben bzw. die vorgemischten Standards
der Verdiinnungsreihe in Duplikaten in die Wells pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde aufge-
schiittelt und fiir 30 min bei RT und mit 300 rpm inkubiert. Die Fliissigkeit wurde abgesaugt und
die Mikrosphéren wurden dreimal mit 100 pul Waschpuffer gewaschen. Anschlieflend erfolgte die
Inkubation mit 25 pl Detektionsantikorper fiir 30 min bei RT und mit 300 rpm. Die Fliissigkeit
wurde abgesaugt und die Mikrosphéren dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Danach erfolgte
die Inkubation der Mikrosphéren mit 50 ul Streptavidin-PE fiir 10 min bei RT und mit 300 rpm
sowie eine dreimalige Waschung der Mikrosphéaren mit 100 pl Waschpuffer. Zur Messung wurden
die Mikrosphéren mit 125 pl Assay-Puffer versetzt. Die VEGF-Konzentration der Proben wurde

mit Hilfe einer Standard-Verdiinnungsreihe ermittelt.

Detektion von p-ERK und p-AKT: Die Zellen (in Wells einer 96-Wellplatte) wurden mit
Hilfe des Cell Lysis Kits lysiert. Dafiir wurden die Zellen zweimal mit Waschpuffer gewaschen
und anschliefend mit 25 ul Lysepuffer versetzt. Nach einer Inkubation von 15 min auf Eis wur-
den die Zellysate jeweils in 1,5 ml Reaktionsgefédfle iiberfiithrt. Fiir einen vollstdndigen Aufschluss
der Zellen wurden die Proben fir 30 min auf Eis geschiittelt. Nach einem Zentrifugationsschritt
(15 min, 14.000 rpm, 4 °C) wurde der Uberstand iiber dem Pellet (Direktlysat) abgenommen.
Die Bestimmung des Proteingehaltes der Direktlysate wurde mit Hilfe des Pierce 660 nm Prote-
in Assays durchgefiihrt. Dafiir wurde das Direktlysat in der entsprechenden Assay-Losung 1:7,5
verdiinnt und fiir 5 min bei RT im Dunklen inkubiert, wobei der Ansatz in Duplikaten und inkl.
eines Leerwertes (Lysepuffer in Assay-Losung) erfolgte. Die optische Dichte der Proben wurde
mittels NanoDrop 1000-Spektrometer bei einer Wellenldnge von A = 660 nm gemessen, woraus
mit Hilfe einer Standardkurve der Proteingehalt errechnet werden konnte. Es wurden jeweils
4,5 ug Protein pro Probe fiir alle weiteren Untersuchungen eingesetzt.

Fiir die Detektion wurde das Bio-Plex Phosphoprotein Detection Reagent Kit verwendet. Die

44



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

phosphorylierten Proteine wurden mittels Bio-Plex Phospho Erk 1/2 (Thr202/Tyr204, Thr185/
Tyr187) Assay und Bio-Plex Phospho Akt (S473) Assay nachgewiesen sowie der totale Protein-
gehalt mittels Bio-Plex Total Akt Assay sowie Bio-Plex Total Erk 1/2 Assay bestimmt. Alle Kits
und Assays wurden entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt, wobei die Detektion des
Gehalts an Totalprotein nicht zeitgleich mit der Detektion der Phospho-Proteine erfolgen konnte
und deshalb unter Benutzung desselben Protokolls separat in einem zweiten Ansatz durchge-
flihrt werden musste.

Zunichst wurden die bendtigten Wells der mitgelieferten 96-Mikrotiterplatte zweimal mit je-
weils 100 ul Waschpuffer gewaschen. Danach wurden 50 pl der Mikrosphéren-Losung in die
Wells pipettiert und die Fliissigkeit abgesaugt. Die Mikrosphidren wurden anschlieBend zwei-
mal mit Waschpuffer gewaschen. Die auf 50 pl mit Assay-Puffer verdinnten Proben sowie die
vom Hersteller mitgelieferten Kontrolllysate wurden in Duplikaten in Wells pipettiert. Die Mi-
krotiterplatte wurde aufgeschiittelt und {iber Nacht bei RT und mit 300 rpm inkubiert. Die
Flissigkeit wurde abgesaugt und die Mikrosphéren dreimal mit 100 pul Waschpuffer gewaschen.
Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit 25 pl Detektionsantikorper fiir 30 min bei RT und mit
300 rpm. Die Fliissigkeit wurde abgesaugt und die Mikrosphéren dreimal mit Waschpuffer ge-
spiilt. Danach erfolgte die Inkubation der Mikrosphéren mit 50 pul Streptavidin-PE (10 min, RT,
300 rpm) sowie eine dreimalige Waschung der Mikrosphéren mit 100 pl Resuspensions-Puffer.
Zur Messung werden die Mikrosphéren mit 125 pl Resuspensionspuffer versetzt. Ob die Préapara-
tion im Allgemeinen erfolgreich war, wurde durch ein positives Messergebnis der Kontrolllysate
ermittelt. Im letzten Schritt wurden die Ergebnisse der Phospho-Protein-Messung mit den Er-

gebnissen der Messung des totalen Proteingehaltes normiert.

3.2.7 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie
Prinzip

Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie beruht auf der Biindelung, des von einer Probe emit-
tierten oder reflektierten Lichts in einer einzigen Ebene (Fokalebene)®2. Sémtliches Licht, dass
nicht aus der Fokalebene stammt, wird nicht beriicksichtigt.

Das Leica TCS SP2 AOBS zidhlt zu den konfokalen Laser-Scanning Mikroskopen und verwen-
det einen Punktscanner, bei dem der Laserstrahl auf einen einzelnen Punkt der Probe (Fokal-
punkt) fokussiert und anschliefend die feststehende Probe Punkt fiir Punkt abgerastert (Laser-
Scanning) wird. Danach wird das vom Fokalpunkt emittierte Licht auf einen zweiten Punkt
(Konfokalpunkt) fokussiert, wobei es zuerst eine Offnung, das sog. pinhole, passieren muss, um
zum Detektor (lichtempfindliche Photodiode) zu gelangen®?. AuBerfokales Licht oberhalb oder
unterhalb der Fokalebene wird somit von der Detektion durch den Punktdetektor ausgeschlos-

sen. Ein vollstdndiges Bild einer Fokalebene kann erst durch die Verrechnung aller Bildpunkte
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konstruiert werden. Die Fokalebene kann nicht nur in der konventionellen xy-Ebene liegen, son-
dern es sind ebenfalls Aufnahmen der xz- oder yz-Ebene méglich. Werden mehrere Fokalebenen
mit definiertem Abstand nacheinander aufgenommen, ist auch eine 3D-Darstellung der Probe
generierbar.

Als Alternative zu herkdmmlichen Fluorophoren wie FITC (Fluoresceinisothiocyanat) oder PE
(Phycoerythrin) werden nun verstiarkt Alexa Fluor™-Farbstoffe eingesetzt, die sich durch sehr
intensive Fluoreszenz-Emission, hohe Photostabilitdt, pH-Insensitivitidt sowie sehr gute Was-
serloslichkeit auszeichnen. Mittlerweile wird durch diese Farbstoffe ein breites Spektrum von
Exzitations- und Emissions-Wellenldngen abgedeckt vom Ultraviolett- bis Infrarot-Bereich. Die
alphanumerische Namensgebung der individuellen Farbstoffe entspricht der spezifischen Anre-
gungswellenldnge. So kann z.B. Alexa F lu0r® 488 mit der Wellenldnge A = 488 nm des Argon-
lasers angeregt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Konfokale Laser-Scanning
Mikroskopie mit Alexa Fluor®—Farbstoffen konjugierte sekundédre Antikérper bzw. Phalloidin

verwendet.

Priaparation

Die Farbung zelluldrer Strukturen erfolgte geméfl Férbeprotokoll fiir die Immunofluores-
zenzmikroskopie (Tab. 13). Dabei wurden die sekundéren Antikorper (Tab. 5) geméf der Spezi-
es des priméren Antikorpers gewéhlt sowie entsprechende Farbstoffkombinationen bei Doppel-
fluoreszenz-Farbungen eingesetzt. Alle Antikorperverdinnungen wurden geméfi den Angaben
(Tab. 4 und Tab. 5) in PBS an- und eingesetzt. Sollte ebenfalls das Aktin-Zytoskelett visua-
lisiert werden, so erfolgte die Zugabe von Phalloidin-Alexa F1u0r® 546 in die Farbelosung des

sekundédren Antikorpers in einer finalen 1:100-Verdiinnung.

Die Anfiarbung der Fibronektin-Streifen setzte gemifl Farbeprotokoll (Tab. 13) erst mit
Schritt 5 ein, allerdings betrug die Inkubationszeit des priméren Antikorpers (anti-Fibronektin)

nur 30 min.

Fiir die Farbung der Zellmembran wurde das PKH 26 Red Fluorescent General Cell Lin-
ker Kit verwendet, deren Farbstoff sich in die Lipidregionen der Zellmembran einlagert. Zur
Herstellung der Féarbelosung wurden 248 pl Diluent C mit 2 pl Farbstoff versetzt. Es wurden
500.000 Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefdfle pipettiert und anschlieffend bei 1.200 rpm fiir 5
min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 250 pl Diluent C aufgenommen und anschlieBend mit 250 pl Farbelosung
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 37 °C im Brutschrank wurde die Reaktion
durch einminiitige Inkubation mit 500 pul FKS bei RT abgestoppt. Die Zellsuspension wurde
mit 1 ml DMEM versetzt und dann zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml PBS
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Tab. 13: Farbeprotokoll fiir Immunofluoreszenzmikroskopie

Nr. Schritt Reagenz Dauer bzw. Zyklen
1  Waschen PBS 2x
2 Fixierung PFA (4 %) 10 min
3 Waschen PBS 2x
4  Permeabilisierung Triton X-100 (0,1 %) 10 min
5 Waschen PBS 2x
6 Farbung primérer Antikorper 4 h
7 Waschen PBS 2x
8 Férbung sekundérer Antikérper 30 min
9 Waschen PBS 1x
10 Waschen Aqua dest. 1x
11  Einbetten Einbettmedium iiber Nacht

gewaschen und anschliefend in 2 ml DMEM aufgenommen. FlexiPERM con A-Ringe mit einem
Innendurchmesser von 12 mm wurden auf runde Deckgléaser () 15 mm) gesetzt und anschlieflend
3.000 PKH 26-geférbte Zellen pro Ring in Expansionsmedium darauf ausgesat. 15 min vor Ende

der Inkubationszeit wurden die Ringe abgenommen und es folgte eine Kernfarbung mit Hoechst.

Die Kernfiarbung unfixierter Zellen erfolgte durch eine 15-miniitige Inkubation der Zellen mit
einer Hoechst 33342-Férbelosung.

3.2.8 Weitere mikroskopische Untersuchungen
Feldemissions-Rasterelektronenmikroskopie (FE-SEM)

Die Messungen am Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop wurden von Frau Dipl.-Ing. R. Lan-
ge (Institut fiir Gerétesysteme und Schaltungstechnik, Fakultat fiir Informatik und Elektrotech-
nik, Universitdt Rostock) an einem SUPRA 25 GEMINI FE-SEM mit EDX-System QUANTAX/
Xflash (Bruker AXS & Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt.

Praparation Auf einem Titanplattchen wurden 24 h vor Versuchsbeginn Zellen ausgesit und
entsprechend den jeweils angegebenen Versuchsbedingungen behandelt. Es folgte die Fixierung
der Zellen mit 4 % PFA fiir 10 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Zellen iiber
eine Ethanolreihe (Tab. 14) dehydriert, wobei jeder Dehydrierungsschritt 20 min andauerte.
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Tab. 14: Ethanolreihe zur schrittweisen Zelldehydrierung

Schritt Anzahl Reagenz

1x 70 % Ethanol
2x 80 % Ethanol
2x 90 % Ethanol
1x 96 % Ethanol
2x Ethanol absolut

T = W N =

Rasterkraftmikroskopie

Die Messungen zur Bestimmung des Elastizitatsmoduls von Adhésionsmatrizes wurden mit Hil-
fe der Rasterkraftmikroskopie von Herrn Dr. P. Elter (Institut fiir Gerdtesysteme und Schal-
tungstechnik, Fakultat fiir Informatik und Elektrotechnik, Universitidt Rostock) an einem Nano-
Wizard® 11 (JPK Instruments, Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Fir die Kalibrierung des
optischen Hebels wurde ein unbehandeltes Deckglas (#3, @ 15 mm) verwendet, wodurch das

Elastizitatsmodul der Glasoberfliche als unendlich grof3 definiert werden musste.

3.2.9 Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden mit der SPSS 15.0 Software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)
durchgefiihrt. Die Daten wurden zuerst mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normal-
verteilung untersucht.

Bei p = 0,200 besteht eine echte Signifikanz und die Daten sind normalverteilt. In diesem Fall
wurden die Daten mittels t-Test auf signifikante Unterschiede getestet. Die Darstellung normal-
verteilter Daten im Diagramm erfolgte durch Angabe des Mittelwertes mit Standardabweichung
bzw. Standardfehler (SEM).

Wurde durch den Kolmogorov-Smirnov-Test ein p < 0,200 ermittelt, waren die Daten nicht
normalverteilt und mussten demzufolge mit Hilfe nichtparametrischer Tests auf signifikante
Unterschiede getestet werden. Wurde fir eine Datengruppe mittels Kruskal-Wallis-Tests ein
Signifikanzlevel von p < 0,05 erreicht, so folgte die Untersuchung der Daten mit Hilfe des Mann-
Whitney U-Tests. Die Darstellung nicht normalverteilter Daten im Diagramm erfolgte durch
Angabe des Medians mit 25. und 75. Perzentile oder im box plot mit zusétzlicher 5. und 95.
Perzentile.

Wenn nicht anders angegeben, wurden folgende Signifikanzlevel verwendet: * p < 0,05,
p < 0,01, *** p < 0,001.
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4 FErgebnisse

4.1 Charakterisierung der mesenchymalen Stammzellen (MSC)

Zu Beginn wurden die isolierten mesenchymalen Stammzellen sowohl hinsichtlich der Einhaltung
der Minimalkriterien zur Charakterisierung von MSC als auch der Expression verschiedener

Zelladhésionsrezeptoren untersucht.

4.1.1 Minimalkriterien der Internationalen Gesellschaft fiir Zelltherapie

Fiir die Charakterisierung der MSC nach den Minimalkriterien der ISCT wurden das Adhérenz-
verhalten der Zellen auf Plastik (Polystyrol (TCP)), die Expression definierter Oberflachenan-

tigene und das Differenzierungspotential getestet 3.

Adhirenz auf Plastik

Das erste Kriterium stellt die Adhérenz der MSC auf Plastik dar (Abb. 7).

Abb. 7: Adhirenz mesenchymaler Stammzellen auf Plastik. Dargestellt sind aus dem Knochenmark
isolierte mesenchymale Stammzellen (A) in Passage 0 und (B) als subkonfluente Kultur (Axiovert-
Mikroskop).

Bereits innerhalb weniger Tage nach Isolierung waren Zellen auf Plastik adhérent (Passage 0).
Die Zellen wurden bis zum Erreichen der Subkonfluenz kultiviert, bevor sie vereinzelt wurden

und damit eine héhere Passage erreichten.

Expression von Oberflichenantigenen

Damit eine Zellpopulation nach den Minimalkriterien der ISCT als positiv bzw. negativ fiir
einen Oberflichenmarker gelten kann, muss bzw. darf die Population nur einen bestimmten An-
teil positiver Zellen enthalten, der sich nach dem jeweiligen Oberflichenmarker richtet (Tab. 1).

Mittels Durchflusszytometrie wurden die isolierten mesenchymalen Stammzellen auf die positive
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Expression von CD73, CD90 und CD105 sowie die negative Expression von CD14, CD19, CD34,
CD45 und HLA-DR getestet (Abb. 8).
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Abb. 8: Expression von Oberflichenantigenen zur Charakterisierung der MSC. Dargestellt ist jeweils
der Anteil positiver Zellen der Gesamtpopulation fiir die Oberflichenantigene, der fir (A) CD73, CD90
und CD105 bei 95 % bzw. fur (B) CD14, CD19, CD34, CD45 und HLA-DR bei 2 % liegt. Die rote Linie
kennzeichnet jeweils die laut ISCT zuléssigen Maximalwerte (n=>5, Median mit 25./75. Perzentile).

Der Anteil positiver Zellen fiir die Oberflichenmarker CD73, CD90 und CD105 lag bei > 95 %
bzw. fiir CD14, CD19, CD34 und CD45 bei < 2 %. Fiir das Oberflachenantigen HLA-DR wurde
ein Anteil positiver Zellen tiber 2 % bestimmt. Dabei konnte von den 5 untersuchten Zellprapa-
rationen nur fiir eine Préaparation eine negative Expression festgestellt werden, bei allen anderen

Praparationen tiberstieg der Anteil positiver Zellen deutlich die Grenze von 2 %.

Differenzierungspotenzial in vitro

Das dritte Kriterium umfasst den Nachweis der Differenzierung in Zelltypen des Mesenchyms
iiber spezifische Farbungen von in vitro Kulturen. Dafiir wurden die Zellen mit entsprechenden

Differenzierungsmedien stimuliert.

Osteogene Differenzierung

Die Untersuchung der osteogenen Differenzierung erfolgte nach 28-tagiger Stimulierung der Zel-
len mit einem osteogenen Differenzierungsmedium. Dafiir wurden Ca?*, die im Rahmen fort-
schreitender Mineralisierung wéhrend der osteogenen Differenzierung von MSC in die umliegende

Zellmatrix eingelagert werden, durch Calcein komplexiert und visualisiert (Abb. 9).
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Abb. 9: Osteogene Differenzierungsfihigkeit der MSC. Dargestellt ist nach 28-tégiger Inkubationszeit eine
(A) unstimulierte bzw. (B) osteogen stimulierte Zellkultur. Der Nachweis der kalzifizierten Zellmatrix
erfolgte mit Hilfe von Calcein (griin) sowie die Kernfiarbung mit Hoechst 33342 (blau) (Observer.Z1
Fluoreszenz-Mikroskop).

Die Kalzifizierung der Matrix konnte hier nur in der Zellkultur nachgewiesen werden, die iiber 4
Wochen osteogen stimuliert wurde. Nach 4 Wochen konnte in der Zellkultur unter unstimulier-
ten Kultivierungsbedingungen keine Einlagerung von Ca?* in die umliegende Matrix detektiert

werden.

Adipogene Differenzierung

Fiir den Nachweis der adipogenen Differenzierungsfihigkeit wurden die Zellen alternierend mit
adipogenem Induktions- bzw. Erhaltungsmedium tiber einen Zeitraum von 21 d stimuliert. Die
in Lipidvakuolen enthaltenen Fettsduren wurden anschlieend mit Hilfe des lipophilen Farbstoffs
Bodipy® 493/503 angefiirbt (Abb. 10).

A

Abb. 10: Adipogene Differenzierungsfihigkeit der MSC. Dargestellt sind nach 21-tégiger Inkubationszeit
(A) unstimulierte und (B) adipogen stimulierte Zellen. Der Nachweis der Lipidvakuolen erfolgte mit
Bodipy  493/503 (griin) sowie die Kernfirbung mit Hoechst 33342 (blau) (Observer.Z1 Fluoreszenz-
Mikroskop).
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Nur unter adipogenen Differenzierungsbedingungen bildeten sich in den MSC Lipidvakuolen, die

unstimulierten Zellen zeigten keinerlei Lipidvakuolenbildung.

4.1.2 Expression von Zelladhisionsrezeptoren

Da die Methode zur mechanischen Stimulierung die Bindung paramagnetischer Partikel an die

[31-Integrin-Untereinheit einschliefit sowie Fibronektin und lineare RGD-Peptide als Integrin-

vermittelnde Adhésionssubstrate eingesetzt wurden, sollte zur weiteren Charakterisierung der
MSC die Expression verschiedener Integrin-Untereinheiten (1, 3, «1-6, «V) und die CD44-

Expression mittels Durchflusszytometrie iiberpriift werden (Abb. 11).
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11: Expression von Adhisionsrezeptoren. Dargestellt ist die Expression der Integrin-Untereinheiten
B1, B3, x1-6 und &V sowie des Hyaluronrezeptors CD44 (schwarz) mit der jeweiligen IgG-Kontrolle
(grau). Die gemessenen counts wurden auf die maximalen counts normiert, da die Histogramme Uberla-
gerungen der Antigenexpression mit der Expression der IgG-Kontrolle darstellen (Durchflusszytometrie,

Darstellung eines reprisentativen Beispiels).
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Die Integrin-Unterheiten 31, 3, «l, a3, &5 und «V sowie der Hyaluronrezeptor CD44 wurden
von den MSC exprimiert, wihrend die Integrin-Unterheiten «2, a4 und «6 nur minimal oder

gar nicht exprimiert wurden.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die Zellen die Minimalkriterien der ISCT zur Cha-
rakterisierung von MSC, einschliellich Adhérenz auf Plastik, Expression spezifischer Oberfla-
chenantigene (abweichend die Expression von HLA-DR) und osteogenes bzw. adipogenes Dif-
ferenzierungspotenzial, erfiillten. Die Zellen exprimierten weiterhin die Integrin-Untereinheiten
B1, B3, al, a3, &b, aV sowie CD44.

4.2 Methodische Untersuchungen zur mechanischen Stimulation

Im initialen Schritt wurden methodische Untersuchungen zu in dieser Arbeit verwendeten Me-
thode der mechanischen Rezeptorstimulation hinsichtlich der Anbindung und Internalisierung
der paramagnetischen Partikel durchgefiihrt. Weiterhin wurde die Vitalitat der MSC nach me-
chanischer Rezeptorstimulation nach Kultivierung der Zellen sowohl auf TCP als auch auf einer

homogenen RGD-Beschichtung untersucht.

4.2.1 Bindung paramagnetischer Partikel an MSC

Im Folgenden wurde tiberpriift, ob die Anbindung der paramagnetischen Partikel an (3 1-Integrin-
Untereinheiten der mesenchymalen Stammzellen und die anschliefende mechanische Kraftaus-
iibung durch Anlegen eines inhomogenen Magnetfeldes einen Einfluss auf die Integritit der
Zellmembran hat (Abb. 12).

Die FE-SEM-Aufnahmen zeigen, dass das Anlegen des inhomogenen Magnetfeldes eine Defor-
mation der Zellmembran in Richtung der Kraftausiibung zur Folge hatte, wahrend das alleinige
Anbinden der Partikel solche Deformationen nicht hervorrief. Die Morphologie der gesamten

Zelle blieb durch die mechanische Stimulation unbeeinflusst.
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Abb. 12: Anbindung paramagnetischer Partikel an die Zelloberfliche iiber B1-Integrine. (A) zeigt einen
an die Zelloberfliche gebundenen Partikel. In (B) ist ein Partikel wihrend der Applikation des inhomo-
genen Magnetfeldes darstellt. Durch die Bewegung des Partikels wird die Zellmembran in Richtung der
Kraftausiibung deformiert. (C) ist die entsprechende Ubersichtsaufnahme zu (B) und veranschaulicht
weiterhin die Anbindung mehrerer paramagnetischer Partikel an der Zelloberfliche einer Zelle (Su-
pra 25 GEMINI FE-SEM; FE-SEM-Aufnahmen: Dipl.-Ing. R. Lange, Institut fiir Gerdtesysteme und
Schaltungstechnik, Fakultét fiir Informatik und Elektrotechnik, Universitiat Rostock).

4.2.2 Internalisierung der paramagnetischen Partikel

Eine wesentliche Voraussetzung der Methode zur mechanischen Rezeptorstimulation ist die An-
bindung Antikérper-beschichteter, paramagnetischer Partikel (Durchmesser: 2,8 pm) an der Zell-
oberfliche. Mittels FE-SEM-Aufnahmen sollte die Internalisierung der Partikel in einem Zeit-
raum von 24 h untersucht werden (Abb. 13).
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Abb. 13: Internalisierung paramagnetischer Partikel. Die Internalisierung der Partikel wurde an verschie-
denen Zeitpunkten dargestellt: (A) zu Versuchsbeginn, nach (B) 4 h, (C) 8 h und (D) 24 h. Wahrend
die Partikel zu Versuchsbeginn an der Zelloberflache angebunden waren, wurden sie innerhalb von 24 h
vollstandig internalisiert (Supra 25 GEMINI FE-SEM; FE-SEM-Aufnahmen: Dipl.-Ing. R. Lange, Insti-
tut fiir Gerdtesysteme und Schaltungstechnik, Fakultéat fir Informatik und Elektrotechnik, Universitét
Rostock).

Zu Versuchsbeginn waren die Partikel an der Zelloberfliche gebunden. Nach einer Inkubations-
zeit der Partikel von 4 h bzw. 8 h wurden die Partikel zum Teil bereits internalisiert, wahrend
andere noch an der Zelloberfliche gebunden waren. Der Anteil internalisierter Partikel umfasste
nach 8 h ca. die Hélfte der Partikel. Nach 24 h hatte eine vollstdndige Internalisierung der Par-
tikel stattgefunden, wobei die Partikel nicht mehr vereinzelt sondern in kleinen Gruppen unter

der Zellmembran vorlagen.

4.2.3 Zellvitalitat nach mechanischer Stimulation an 31-Integrinen

Der Einfluss einer einmaligen (15 min) bzw. wiederholten mechanischen Stimulation (15-miniitige
Stimulation alle 2 h, insgesamt fiinfmal innerhalb von 10 h) auf die Zellvitalitdt nach einer In-
kubationszeit von 48 h wird mit Hilfe des Live-Dead-Assays untersucht (Abb. 14). Als Adhési-
onssubstrat diente Polystyrol (TCP).

Es konnten keine Unterschiede bzgl. der Zellvitalitdt zwischen Zellen der unbehandelten Kon-

trolle und den Zellen nach einmaliger (Stress 1x) bzw. (Stress 5x) wiederholter mechanischer

55



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Kontrolle Magnetfeld 1x Stress 1x

Clustern - Magnetfeld 5x Stress 5x

Abb. 14: Zellvitalitit nach wiederholter mechanischer Stimulation nach 48 h. Die Versuchsbedingungen
wurden entsprechend S. 35 gewéhlt, wobei die Applikation des Magnetfeldes bzw. die Stressapplikation
sowohl einmalig (1x) als auch wiederholt (5x) erfolgte. Der Nachweis der Zellvitalitdt erfolgte durch
die Anfirbung des Zellkorpers lebender Zellen mit Calcein-AM (griin) sowie die Kernfirbung aller
Zellen mit Hoechst 33342 (blau) sowie ggf. apoptotischer Zellen mit Propidiumjodid (rot) (Observer.Z1
Fluoreszenz-Mikroskop).

Stimulation festgestellt werden, die Zellen waren ausnahmslos vital. Die Vitalitidt der Zellen
blieb sowohl durch die einmalige (Magnetfeld 1x) bzw. wiederholte (Magnetfeld 5x) Applikati-
on des Magnetfeldes als auch durch die Inkubation mit paramagnetischen Partikeln (Clustern)

unbeeintrachtigt.
Mittels des Live-Dead-Assays wurde der Einfluss der mechanischen Stimulation auf die Zell-

vitalitdt der MSC, die auf einer homogenen RGD-Beschichtung kultiviert wurden, nach 48 h
untersucht (Abb. 15).

Kontrolle

Abb. 15: Vitalitdt der MSC nach mechanischer Stimulation auf homogener RGD-Beschichtung als
Adhésionssubstrat nach 48 h. Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéhlt. Der
Nachweis der Zellvitalitit erfolgte durch die Anfarbung des Zellkorpers lebender Zellen mit Calcein-AM
(griin) sowie die Kernférbung aller Zellen mit Hoechst 33342 (blau) sowie ggf. apoptotischer Zellen mit
Propidiumjodid (rot) (Observer.Z1 Fluoreszenz-Mikroskop).
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Auch nach Kultivierung der MSC auf einer homogenen RGD-Beschichtung konnten keine Un-
terschiede bzgl. der Vitalitdt zwischen Zellen der unbehandelten Kontrolle und den Zellen nach
mechanischer Stimulation (Stress) festgestellt werden, die Zellen waren ausnahmslos vital. Eben-
falls vital waren die Zellen nach Applikation des Magnetfeldes sowie nach Inkubation mit para-

magnetischen Partikeln (Clustern).

In der Zusammenfassung dieses Kapitels kann festgestellt werden, dass nach Anbindung der para-
magnetischen Partikel durch die Applikation eines inhomogenen Magnetfeldes eine Deformation
der Zellmembran in Richtung der Kraftausiibung stattfand. Eine vollstdndige Internalisierung
der Partikel erfolgte innerhalb von 24 h. Die Vitalitit der MSC blieb nach mechanischer Re-
zeptorstimulation unabhéngig vom verwendeten Adhésionssubstrat im Vergleich zur Kontrolle

unbeeintrachtigt.

4.3 Einfluss der mechanischen Stimulation auf die intrazelluliare
Signaltransduktion der MSC

Um die Auswirkungen der mechanischen Stimulation auf intrazellulare Signalkaskaden besser be-
schreiben zu kénnen, wurde die Aktivierung von zwei wichtigen intrazelluldren Signalproteinen,
den Kinasen AKT und ERK, (in Form einer Phosphorylierung) sofort sowie 1 h und 6 h nach
mechanischer Stimulation der MSC untersucht (Abb. 16). Die Messwerte wurden auf die unbe-

handelte Kontrolle normiert.
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Abb. 16: Aktivierung der intrazelluldren Signalproteine (A) AKT und (B) ERK nach mechanischer
Stimulation von MSC. Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewahlt. Die Messwerte
wurden auf die unbehandelte Kontrolle (schwarze Linie) normiert (Bio-Plex 200 Suspension Array
System) (n=3, Mittelwert + Standardabweichung, t-Test: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Durch die 30-mintitige Inkubation der Zellen mit anti-f31-Integrin- Antikérper-beschichteten Par-

tikeln (Clustern) erfolgte eine signifikante Aktivierung von AKT, die auch noch nach einer Stun-
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de nachweisbar war. Diese Aktivierung konnte durch ein zusétzliches, 15-miniitiges Anlegen des
Magnetfeldes, also der mechanischen Stimulation an (31-Integrinen (Stress), nicht gesteigert wer-
den. Die alleinige Applikation des Magnetfeldes war nicht in der Lage eine AKT-Aktivierung in
MSC im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen hervorzurufen.

Die MAP-Kinase ERK konnte in MSC durch die Inkubation mit Partikeln gegentiber unbehan-
delten Kontrollzellen aktiviert werden, wobei auch hier im Vergleich zur mechanischen Stimula-
tion keine Unterschiede detektiert werden konnten. Dieser Effekt blieb bis zu einer Stunde nach
Stimulation erhalten. Das Magnetfeld war ebenfalls in der Lage, die Aktivierung von ERK im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle hervorzurufen, allerdings nicht in dem Mafle wie Clus-
tern oder Stress. Innerhalb einem Zeitraum von 6 h blieb das Niveau der Aktivierung durch das

Magnetfeld erhalten, zeigte aber nach 6 h keine Unterschiede zu Clustern oder Stress.

4.4 Einfluss der mechanischen Stimulation auf die biologische Antwort der
MSC

4.4.1 Metabolische Aktivitat und Proliferationsverhalten

Mit Hilfe des folgenden Versuches sollte der Einfluss der mechanischen Stimulation auf die me-
tabolische Aktivitdt der MSC untersucht werden (Abb. 17A). Um die metabolische Aktivitét
auf die Zellzahl zu beziehen, erfolgte eine Zellzahlbestimmung, mit deren Hilfe auch das Proli-
ferationsverhalten der MSC beschrieben werden soll (Abb. 17B).
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Abb. 17: Einfluss der mechanischen Stimulation auf (A) die metabolische Aktivitit und (B) das
Proliferationsverhalten von MSC nach 48 h. Sowohl die metabolische Aktivitiat als auch das Pro-
liferationsverhalten der MSC wurde weder durch Stress noch durch Clustern oder das Magnetfeld ge-
geniiber der Kontrolle beeinflusst. Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéahlt. Die
unbehandelte Kontrolle diente als Referenz, worauf alle weiteren Messergebnisse normiert wurden (n=5,
box plot, Mann-Whitney U-Test: keine signifikanten Unterschiede).
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Die mechanische Stimulation hatte nach 48 h weder einen Einfluss auf die metabolische Akti-

vitdt der MSC noch auf das Proliferationsverhalten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Auch die Applikation des Magnetfeldes bzw. die Inkubation mit paramagnetischen Partikeln

(Clustern) zeigten keine Unterschiede zur Kontrolle auf die zwei untersuchten Parameter.

4.4.2 Expression von Differenzierungsmarkern

Mit Hilfe dieser Experimente sollte die Frage geklart werden, welchen Einfluss die mechanische

Stimulation unter Verwendung verschiedener Medien (Expansionsmedium sowie adipogenes und

osteogenes Differenzierungsmedium) auf die mRNA-Expression der osteogenen Differenzierungs-

marker Alkalische Phosphatase und Kollagen la, des chondrogenen Differenzierungsmarkers
SOX 9 sowie des adipogenen Differenzierungsmarkers PPARy hat (Abb. 18).
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Abb. 18: Einfluss der mechanischen Stimulation auf die mRNA-Expression von Differenzierungs-
markern: (A) Alkalische Phosphatase, (B) SOX 9, (C) PPARy und (D) Kollagen la nach (A)-(C)
48 h bzw. (D) 24 h in Expansionsmedium (EM) sowie adipogenem (adiDIM) und osteogenem (ostDIM)
Differenzierungsmedium. Die SOX 9-Expression wurde durch das Magnetfeld in allen Medien gesteigert,
wohingegen die Expression von Kollagen la abnahm. Die Expression von PPARYy bzw. der Alkalischen
Phosphatase konnte nur im ostDIM bzw. EM durch das Magnetfeld erhoht bzw. gesenkt werden. Die
Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéhlt. Alle Messergebnisse wurden jeweils auf die
Kontrollgruppe normiert (Real-Time quantitative PCR) (n=4, Median mit 25./75. Perzentile, Mann-
Whitney U-Test: * p<0,05).
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Bzgl. der Auswertung der Ergebnisse in Abb. 18 ist zu beriicksichtigen, dass die mechanische
Stimulation der Zellen, ausgeiibt durch Zugkréfte an (1-Integrinen, unter dem Einfluss eines
inhomogenen Magnetfeldes erfolgte. Es konnen daher sowohl Aussagen tiber den Einfluss des
Magnetfeldes allein als auch durch das zusétzliche Einwirken mechanischer Zugkréifte durch die
Bewegung der paramagnetischen Partikel (Stress) gemacht werden.

Die mRNA-Expression des chondrogenen Differenzierungsmarkers SOX 9 wurde durch das Mag-
netfeld erhoht, konnte allerdings nicht durch zusétzliche mechanische Stimulation gesteigert wer-
den. Die Expression der osteogenen Differenzierungsmarker Alkalische Phosphatase bzw. Kolla-
gen la wurde im Expansionsmedium bzw. allen Medien durch das Magnetfeld vermindert, wobei
im Expansionsmedium die mRNA-Expression von Kollagen 1a durch zusétzliche mechanische
Stimulation gegeniiber dem Magnetfeld wieder erhéht werden konnte. Die mRNA-Expression
des adipogenen Differenzierungsmarkers PPARy konnte durch das Magnetfeld gesteigert wer-
den. Zu beachten ist, dass diese beobachteten Effekte vom verwendeten Medium abhéngen.
Wiéhrend die verminderte Expression der Alkalischen Phosphatase auf Grund des Magnetfeldes
nur im Expansionsmedium auftrat und eine erhohte PPARy-Expression durch das Magnetfeld
nur im osteogenen Differenzierungsmedium nachgewiesen werden konnte, wurde sowohl der sti-
mulierende Effekt des Magnetfeldes auf die SOX 9-Expression als auch der inhibierende Effekt

des Magnetfeldes auf die Kollagen la-Expression in allen verwendeten Medien sichtbar.

4.4.3 Freisetzung des bioaktiven Faktors VEGF

Neben der Analyse der Expression von Differentierungsmarkern soll auch die mRNA-Expression
bzw. die Freisetzung des bioaktiven Faktors VEGF durch MSC in Abhéingigkeit vom verwen-
deten Medium (Expansionsmedium sowie adipogenes und osteogenes Differenzierungsmedium)
untersucht werden (Abb. 19), da VEGF eine Schliisselrolle in der Gefafineubildung spielt und

somit aktiv zur Geweberegeneration beitragt 112131184,

60



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

o

A mRNA

14 4 T3 Kontrolle 14 4 C—1 Kontrolle
[ Magnetfeld hd [ Magnetfeld
[ Clustern [ Clustern
12 { EEE Stress — 12 4 EEEE Stress

Protein

*
1

n-fache Expression
n-fache Expression

s i1 1 Wal. : ﬁmiiﬂﬁﬁiﬁ
EM

EM adiDIM ostDIM adiDIM ostDIM

Abb. 19: Einfluss der mechanischen Stimulation auf die mRNA- und Protein-Expression von VEGF.
(A) mRNA-Expression (Real-Time quantitative PCR) und (B) Protein-Expression (Bio-Plex 200 Sus-
pension Array System) nach 48 h im Expansionsmedium (EM) sowie im adipogenen (adiDIM) und
osteogenen (ostDIM) Differenzierungsmedium. Eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression von
VEGF in Folge mechanischer Stimulation konnte im ostDIM nachgeweisen werden. Die Versuchs-
bedingungen wurden entsprechend S. 35 gewihlt. Alle Messergebnisse wurden jeweils auf die Kon-
trollgruppe normiert. (n=4, Median mit 25./75. Perzentile, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05)

Beziiglich der mRNA-Expression von VEGF und der Freisetzung von VEGF durch MSC zeig-
ten sich ahnliche Effekte, da sowohl im Expansionsmedium als auch im osteogenen Differenzie-
rungsmedium durch die Applikation des Magnetfeldes eine erhéhte Expression bzw. Freisetzung
von VEGF in MSC im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen erreicht werden konnte. Im
osteogenen Differenzierungsmedium wurde die mRNA-Expression von VEGF durch mechani-
sche Stimulation gegeniiber dem Magnetfeld gesteigert, diese Tendenz lief} sich ebenfalls bei der
Freisetzung von VEGF erkennen. Im adipogenen Differenzierungsmedium wurde weder durch
mechanische Stimulation noch durch Clustern oder die Applikation des Magnetfeldes die Ex-

pression oder Freisetzung von VEGF gegeniiber der Kontrolle beeinflusst.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich sowohl die metabolische Ativitat als auch
das Proliferationsverhalten der MSC durch die mechanische Stimulation nicht beeinflussen lief3.
Einen starken Einfluss iibte das Magnetfeld auf die mRNA-Expression der Differenzierungsmar-
ker, wobei ein stimulierender Effekt durch zusétzliche Ausiibung von Zugkréften nur auf die
Kollagen la-Expression auszumachen war. Die SOX 9-Expression wurde durch das Magnetfeld
in allen Medien gesteigert, wohingegen die Expression von Kollagen 1a abnahm. Die Expression
von PPARy bzw. der Alkalischen Phosphatase konnte nur im osteogenen Differenzierungsme-
dium bzw. Expansionsmedium durch das Magnetfeld erhoht bzw. gesenkt werden. Die mRNA-
Expression von VEGF konnte insbesondere im osteogenen Differenzierungsmedium signifikant
durch die mechanische Stimulation gesteigert werden, ein abgeschwéchter Effekt zeigte sich auch
hinsichtlich der Freisetzung von VEGF.

61



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

4.5 Einfluss einer wiederholten mechanischen Stimulation auf die biologische
Antwort der MSC

Ob eine wiederholte mechanische Stimulation (15-mintitige Stimulation alle 2 h, insgesamt
fiinfmal innerhalb von 10 h) gegeniiber der einmaligen mechanischen Stimulation die mRNA-
Expression der Differenzierungsmarker bzw. des bioaktiven Faktors VEGF modulieren kann,

wurde im Folgenden untersucht.

4.5.1 Expression von Differenzierungsmarkern
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Abb. 20: Einfluss der wiederholten mechanischen Stimulation auf die mRNA-Expression von Dif-
ferenzierungsmarkern nach 48 h: (A) Alkalische Phosphatase, (B) Kollagen 1a, (C) SOX 9 und (D)
PPARYy. Eine wiederholte Applikation des Magnetfeldes oder von Stress fithrte zu keiner Verdnderung
der Expression der Differenzierungsmarker gegeniiber der einmaligen Applikation, aufler bei Kollagen 1a.
Dort konnte durch die wiederholte Applikation des Magnetfeldes die Expression gesenkt werden. Die
Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéhlt, wobei die Applikation des Magnetfeldes bzw.
die Stressapplikation sowohl einmalig (1x) als auch wiederholt (5x) erfolgte. Die unbehandelte Kontrol-
le diente als Referenz, worauf alle weiteren Messergebnisse normiert wurden (Real-Time quantitative
PCR) (n=3, box plot, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Im Folgenden wurde die mRNA-Expression der osteogenen Differenzierungsmarker Alkalische

Phosphatase und Kollagen 1a sowie des chondrogenen Differenzierungsmarkers SOX 9 und des
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adipogenen Differenzierungsmarkers PPARy 48 h nach wiederholter mechanischer Stimulation
der MSC untersucht (Abb. 20). Die Expression der Differenzierungsmarker wurde jeweils auf
die Expression der unbehandelten Kontrolle normiert. Da eine wiederholte mechanische Stimu-
lation auch gleichzeitig eine wiederholte Applikation des Magnetfeldes beinhaltete, wurde hier

die Applikation des Magnetfeldes als direkte Vergleichsgruppe gewéhlt.

Durch eine wiederholte mechanische Stimulation konnten keine signifikanten Unterschiede in
der mRNA-Expression der Differenzierungsmarker Alkalische Phosphatase, Kollagen 1a, SOX 9
oder PPARy im Vergleich zur einmaligen mechanischen Stimulation hervorgerufen werden.
Auch die wiederholte Applikation des Magnetfeldes verglichen mit einer einmaligen Magnetfeld-
Applikation blieb bzgl. der mRNA-Expression von Alkalischer Phosphatase, SOX 9 und PPARYy
unbeeinflusst, nur die Kollagen la-Expression konnte durch eine wiederholte Magnetfeld-Appli-

kation im Vergleich zur einmaligen Applikation gesenkt werden.

4.5.2 Expression des bioaktiven Faktors VEGF

Inwieweit eine wiederholte mechanische Stimulation einen Einfluss auf die mRNA-Expression
von VEGF nach 48 h hat, wurde mit Hilfe des folgenden Experimentes untersucht (Abb. 21).
Da es sich um denselben Versuchsaufbau wie in den vorangestellten Versuchen handelte, wurde

hier ebenfalls als direkte Vergleichsgruppe die wiederholte Applikation des Magnetfeldes gewéhlt.
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Abb. 21: Einfluss der wiederholten mechanischen Stimulation auf die mRNA-Expression von VEGF
nach 48 h. Eine wiederholte Applikation des Magnetfeldes oder von Stress fithrte zu keiner Verdnde-
rung der VEGF-Expression gegeniiber der einmaligen Applikation. Die Versuchsbedingungen wurden
entsprechend S. 35 gewéhlt, wobei die Applikation des Magnetfeldes bzw. die Stressapplikation so-
wohl einmalig (1x) als auch wiederholt (5x) erfolgte. Die unbehandelte Kontrolle diente als Referenz,
worauf alle weiteren Messergebnisse normiert wurden (Real-Time quantitative PCR) (n=3, box plot,
Mann-Whitney U-Test: keine signifikanten Unterschiede).
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Der Vergleich zur einmaligen mechanischen Stimulation zeigt, dass die mehrmalige mechani-
sche Stimulation keinen zusétzlichen Einfluss auf die mRNA-Expression von VEGF hatte. Die
VEGF-Expression nach wiederholter Applikation des Magnetfeldes war ebenfalls mit der Ex-

pression nach einmaliger Magnetfeld-Applikation vergleichbar.

In der zusammenfassenden Betrachtung lésst sich feststellen, dass eine wiederholte mechani-
sche Stimulation gegeniiber einer einmaligen Stimulation die mRNA-Expression der Differenzie-
rungsmarker sowie VEGF nicht beeinflussten. Derselbe Effekt lie sich auch fiir die mehrmalige
Applikation des Magnetfeldes bestimmen, allerdings mit der Ausnahme, dass die Kollagen 1la-
Expression auf Grund einer wiederholten gegeniiber der einmaligen Magnetfeld-Applikation re-

duziert wurde.

4.6 Einfluss der mechanischen Stimulation auf die biologische Antwort der

MSC in Abhangigkeit von homogenen Oberflachenfunktionalisierungen

Nachdem im ersten Schritt Polystyrol (TCP) als Adhésionssubstrat verwendet wurde, wurden
nun homogene Oberflichenfunktionalisierungen wie Beschichtungen mit der GRGDS-Peptid-
Sequenz (RGD-Peptid) sowie dem extrazellularen Matrixprotein Fibronektin (FN) fiir die fol-

genden Untersuchungen gewéhlt.

4.6.1 Mechanische Eigenschaften der homogenen Oberflichenfunktionalisierungen

Da neben der Oberflichenfunktionalisierung auch die Steifigkeit der Adhésionsmatrizes einen

Einfluss auf zellulire Prozesse wie Adhision, Differenzierung und Proliferation hat40:46:61

wur-
de im Folgenden das Elastizitatsmodul (E-Modul) der verschiedenen Oberflichenmodifikationen,
als Maf} fiir die Steifigkeit von Adhésionssubstraten, mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie be-
stimmt (Abb. 22). Glas wurde bei diesen Experimenten als Referenzoberfliche zum Kalibrieren
des Rasterkraftmikroskops verwendet, wodurch das E-Modul von Glas fiir diese Versuche als
unendlich grof3 definiert werden musste und somit nicht in der Abbildung dargestellt werden
konnte. Da Fibronektin bzw. das lineare GRGDS-Peptid (RGD) auf der NCO-sP(EO-stat-PO)-
Polymerbeschichtung immobilisiert wurde, wurde ebenfalls der Effekt des Aufbringens der NCO-

sP(EO-stat-PO)-Polymerbeschichtung auf das E-Modul untersucht.
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Abb. 22: Bestimmung des Elastizititsmoduls von funktionalisierten Oberflichen. Dargestellt ist das
Elastizitatsmodul fiir die RGD- und FN-funktionalisierten Oberflachen, als Kontrolle dient die NCO-
sP(EO-stat-PO)-Polymerbeschichtung von Glas. Die NCO-sP(EO-stat-PO)-Polymerbeschichtung ver-
ringerte das Elastizitdtsmodul der Glasoberflache stark, wobei die zusitzliche Immobilisierung von Fi-
bronektin auf der NCO-sP(EO-stat-PO)-Polymerbeschichtung das Elastizitdtsmodul nochmals um ein
Vielfaches verringerte (Rasterkraftmikroskopie: Dr. P. Elter, Institut fiir Gerédtesysteme und Schal-
tungstechnik, Fakultat fiir Informatik und Elektrotechnik, Universitat Rostock) (n=100 Messpunkte,
box plot, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Allein die (NCO-sP(EO-stat-PO))-Polymerbeschichtung der Glasoberfliche verringerte das E-
Modul gegeniiber reinem Glas erheblich. Im Vergleich zur RGD-Beschichtung war das E-Modul

fir die Fibronektin-beschichtete Oberfliche um ein Vielfaches geringer.

4.6.2 Metabolische Aktivitat und Proliferationsverhalten

Mit Hilfe des folgenden Versuches sollte geklirt werden, ob die mechanische Stimulation von
Zellen auf einer RGD-beschichteten Oberfliche einen Einfluss auf die metabolische Aktivitét
der MSC hat (Abb. 23A). Um die metabolische Aktivitat auf die Zellzahl zu beziehen, erfolgte
eine Zellzahlbestimmung, mit deren Hilfe auch das Proliferationsverhalten der MSC beschrieben
werden soll (Abb. 23B).
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Abb. 23: Einfluss von mechanischer Stimulation und RGD-Beschichtung auf die metabolische Akti-
vitdt (A) und das Proliferationsverhalten (B) der MSC nach 48 h. Die metabolische Aktivitét
der MSC wurde weder durch Stress noch durch Clustern oder das Magnetfeld beeinflusst. Das Prolifera-
tionsverhalten konnte durch alle drei Versuchsbedingungen gegeniiber der Kontrolle gesteigert werden.
Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéhlt. Die unbehandelte Kontrolle diente als
Referenz, worauf alle weiteren Messergebnisse normiert wurden (n=5, box plot, Mann-Whitney U-Test:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Die mechanische Stimulation von Zellen auf einer homogenen RGD-Beschichtung hatte nach
48 h keinen Einfluss auf die metabolische Aktivitit der MSC. Auch die Applikation des Magnet-
feldes bzw. die Inkubation mit paramagnetischen Partikeln (Clustern) zeigte keinerlei Wirkung
auf die metabolische Aktivitat.

Bzgl. des Proliferationsverhaltens von MSC auf einer homogenen RGD-Beschichtung konnte
eine Erh6éhung der Proliferation durch mechanische Stimulation, Inkubation der Zellen mit Par-
tikeln (Clustern) und der Applikation des Magnetfeldes gegentiber den unbehandelten Zellen

(Kontrolle) erzeugt werden.

4.6.3 Expression von Differenzierungsmarkern

Mit Hilfe der nachfolgenden Experimente sollte geklart werden, welchen Einfluss die mechanische
Stimulation unter Verwendung verschiedener Adhésionsmatrizes (RGD- bzw. FN-funktionali-
sierte Oberflichen) und Medien (Expansionsmedium sowie adipogenes und osteogenes Differen-
zierungsmedium) auf die Expression der osteogenen Differenzierungsmarker Alkalische Phos-
phatase (Abb. 24) und Kollagen la (Abb. 27) sowie den chondrogenen Differenzierungsmarker
SOX 9 (Abb. 25) und den adipogenen Differenzierungsmarker PPARy (Abb. 26) hat.

Weder durch die Verwendung der RGD- noch der FN-Oberflichenfunktionalisierung liefl sich
nach mechanischer Stimulation, der Applikation des Magnetfeldes oder Clustern der Zellen in
Expansionsmedium sowie in osteogenen Differenzierungsmedium ein Unterschied in der Expres-
sion der Alkalischen Phosphatase nach 48 h gegeniiber der unbehandelten Kontrolle hervorrufen

(Abb. 24). Im adipogenen Differenzierungsmedium wurde durch die Applikation des Magnetfel-
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Abb. 24: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die mRNA-Expression der Alkalischen
Phosphatase nach mechanischer Stimulation in Expansionsmedium (EM), osteogenem (ostDIM)
und adipogenem (adiDIM) Differenzierungsmedium nach 48 h. Die mRNA-Expression der Alkalischen
Phosphatase wurde im adiDIM unabhéngig von der Oberflichenfunktionalisierung durch die Applika-
tion des Magnetfeldes verringert. Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéhlt. Alle
Messergebnisse wurden jeweils auf die Kontrollgruppe normiert (Real-Time quantitative PCR) (n=3,
Median mit 25./75. Perzentile, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05).

des die mRNA-Expression der Alkalischen Phosphatase im Vergleich zur unbehandelten Kon-

trolle unabhéngig von der verwendeten Oberflichenfunktionalisierung verringert.

Durch die Verwendung der RGD-funktionalisierten Oberfliche in Kombination mit Expansi-
onsmedium konnte durch die Applikation des Magnetfeldes und des Clustern eine verringerte
mRNA-Expression des chondrogenen Differenzierungsmarkers SOX 9 innerhalb von 48 h ge-
geniiber der unbehandelten Kontrolle erreicht werden (Abb. 25). Auf der FN-funktionalisierten
Oberfliache erfolgte im Expansionsmedium ebenfalls eine Verringerung der SOX 9-Expression
nach Applikation des Magnetfeldes im Vergleich zur Kontrolle. Auf der FN-funktionalisierten
Oberflache schien das Clustern bereits einen stimulierenden Effekt auf die mRNA-Expression

von SOX 9 auszuiiben. Im osteogenen Differenzierungsmedium war dieser Effekt auch signifikant.

Sowohl auf der RGD- als auch auf der FN-funktionalisierten Oberfliche in Kombination mit
adipogenem Differenzierungsmedium konnte in MSC durch Applikation des Magnetfeldes 48 h
zuvor die mRNA-Expression von PPARYy gegeniiber der unbehandelten Kontrolle und der In-
kubation mit beschichteten Partikeln (Clustern) gesenkt werden (Abb. 26). Erfolgte die me-
chanische Stimulation im adipogenen Differenzierungsmedium, hatte dies keinen Einfluss auf
die PPARy-Expression. Das Expansionsmedium in Verbindung mit der FN-funktionalisierten
Oberflache fithrte zu einer Erhéhung des adipogenen Differenzierungsmarkers 48 h nach Appli-
kation des Magnetfeldes, die durch den Einsatz einer RGD-funktionalisierten Oberflache nicht

erreicht werden konnte.
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25: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die mRNA-Expression von SOX 9 nach

mechanischer Stimulation in Expansionsmedium (EM), osteogenem (ostDIM) und adipogenem (adi-
DIM) Differenzierungsmedium nach 48 h. Im EM wurde die mRNA-Expression von SOX 9 durch das
Magnetfeld bei beiden Oberflichenfunktionalisierungen gesenkt, wobei auf FN zusétzliche Zugkrafte
wieder eine Expressionsteigerung hervorriefen. Auf FN fiihrte das Clustern zur Erhéhung der SOX 9-
Expression. Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewédhlt. Alle Messergebnisse wurden
jeweils auf die Kontrollgruppe normiert (Real-Time quantitative PCR) (n=3, Median mit 25./75. Per-
zentile, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05).
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Abb. 26: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die mRNA-Expression von PPARYy nach
mechanischer Stimulation in Expansionsmedium (EM), osteogenem (ostDIM) und adipogenem (adi-
DIM) Differenzierungsmedium nach 48 h. Auf beiden Oberflaichenfunktionalisierungen konnte im adi-
DIM die mRNA-Expression von PPARYy durch das Magnetfeld reduziert werden, wiahrend auf FN im
EM und ostDIM die Expression in Folge der Magnetfeld-Applikation gesteigert werden konnte. Die
Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéhlt. Alle Messergebnisse wurden jeweils auf die
Kontrollgruppe normiert (Real-Time quantitative PCR) (n=3, Median mit 25./75. Perzentile, Mann-

Whitney U-Test: * p<0,05).
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Abb. 27: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die mRNA-Expression von Kollagen 1a
nach mechanischer Stimulation in Expansionsmedium (EM), osteogenem (ostDIM) und adipoge-
nem (adiDIM) Differenzierungsmedium nach 24 h. Im adiDIM wurde unabhéngig von der Oberflachen-
funktionalisierung die mRNA-Expression von Kollagen la durch mechanische Stimulation gegen iiber
dem Magnetfeld signifikant gesteigert. Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewéhlt.
Alle Messergebnisse wurden jeweils auf die Kontrollgruppe normiert (Real-Time quantitative PCR)
(n=3, Median mit 25./75. Perzentile, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05).

Unabhéngig von der verwendeten Oberflichenfunktionalisierung liefl sich im adipogenen Diffe-
renzierungsmedium durch mechanische Stimulation innerhalb von 24 h eine erhohte Expression
des osteogenen Differenzierungsmarkers Kollagen la im Vergleich zur unbehandelten Kontrol-
le, der Applikation des Magnetfeldes und der Inkubation mit Partikeln (Clustern) hervorru-
fen (Abb. 27). Im Expansionsmedium sowie osteogenem Differenzierungsmedium bewirkte das

Clustern eine verringerte Kollagen la-Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

4.6.4 Expression des bioaktiven Faktors VEGF

Im folgenden Versuch wurde der Effekt der mechanischen Stimulation auf die mRNA-Expression
von VEGF in Abhéngigkeit sowohl der Adhésionsmatrix (RGD- bzw. FN-funktionalisierte Ober-
flachen) als auch des verwendeten Mediums (Expansionsmedium sowie adipogenes und osteoge-

nes Differenzierungsmedium) untersucht (Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die mRNA-Expression von VEGF nach me-
chanischer Stimulation in Expansionsmedium (EM), osteogenem (ostDIM) und adipogenem (adi-
DIM) Differenzierungsmedium nach 48 h. Auf der RGD-funktionalisierten Oberfliche wurde im EM
und ostDIM die mRNA-Expression von VEGF durch das Magnetfeld leicht erhoht, was auf FN im
adiDIM detektiert wurde. Die Versuchsbedingungen wurden entsprechend S. 35 gewahlt. Alle Messer-
gebnisse wurden jeweils auf die Kontrollgruppe normiert (Real-Time quantitative PCR) (n=3, Median
mit 25./75. Perzentile, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05).

Im Expansionsmedium und im osteogenen Differenzierungsmedium in Verbindung mit einer
RGD-funktionalisierten Oberfliche konnte die Expression von VEGF durch die Applikation des
Magnetfeldes leicht erhoht werden. Diese Effekte blieben bei Zellen auf der FN-funktionalisierten
Oberflache aus. Dort konnte dieses Expressionsmuster wiederum nur durch die Verwendung von

adipogenem Differenzierungmedium hervorgerufen werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich hinsichtlich der Expression von Differenzie-
rungsmarkern nach mechanischer Stimulation die Expressionsmuster zwischen RGD- und FN-
funktionalisierten Oberflichen in Abhéngigkeit des Mediums sehr dhnelten. Unabhingig vom
Adhésionssubstrat lie8 sich nur die mRNA-Expression von Kollagen 1a durch mechanische Sti-
mulation an 1-Integrinen steigern, wobei sich dieser Effekt allerdings nur bei Verwendung von
adipogenem Differenzierungsmedium zeigte. Im Gegensatz dazu wurde die mRNA-Expression
von PPARYy nach mechanischer Stimulation auf Fibronektin in Expansionsmedium und osteo-
genem Differenzierungsmedium vermindert, eine dhnlich Tendenz zeigte sich bei Verwendung
RGD-funktionalisierter Oberflichen. Bzgl. der mRNA-Expression von VEGF konnte keine Stei-
gerung im Vergleich zum Magnetfeld hervorgerufen werden. Grundsétzlich wurde die Matrixstei-
figkeit der funktionalisierten Oberflachen durch die Aufbringung der (NCO-sP(EO-stat-PO))-
Polymerbeschichtung auf der Glasoberfliche verringert, wobei durch die Immobilisierung von

Fibronektin eine weitere Verringerung der Matrixsteifigkeit verzeichnet werden konnte.
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4.7 Einfluss homogener Oberflaichenfunktionalisierungen auf das

Zellverhalten

In diesem Kapitel soll der Einfluss homogener RGD- und FN-Oberflichenfunktionalisierungen
ohne zusétzliche mechanische Stimulation auf die Expression von Differenzierungsmarkern (Al-
kalische Phosphatase, Kollagen 1la, SOX 9 und PPARYy) und den bioaktiven Faktor VEGF
sowie das Adhésionsverhalten und die osteogene Differenzierungsfahigkeit untersucht werden.

Als Kontrollsubstrat diente je nach Anwendung entweder Polystyrol (TCP) oder Glas.

4.7.1 Expression von Differenzierungsmarkern
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Abb. 29: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die mRNA-Expression von Differenzie-
rungsmarkern (A) Alkalische Phosphatase, (B) SOX 9, (C) PPARy und (D) Kollagen la nach
48 h (A)-(C) bzw. nach 24 h (D) in Expansionsmedium (EM), osteogenem (ostDIM) und adipoge-
nem (adiDIM) Differenzierungsmedium. Wahrend sich die Expressionsprofile von SOX 9, PPARy und
Kollagen 1a im Hinblick auf die verwendeten Medien auf allen Oberflachen glichen, lie} sich die mRNA-
Expression der Alkalischen Phosphatase in adiDIM auf RGD- und FN-funktionalisierten Oberflichen
gegeniiber TCP steigern. Alle Messergebnisse wurden jeweils auf die Kontrollgruppe im EM normiert
(Real-Time quantitative PCR) (n=3, Median mit 25./75. Perzentile, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05).

Mit Hilfe dieser Versuche sollte der kombinatorische Einfluss der RGD- bzw. FN-funktionalisier-

ten Oberflichen in Verbindung mit verschiedenen Medien (Expansionsmedium sowie adipogenes
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und osteogenes Differenzierungsmedium) auf die mRNA-Expression folgender Differenzierungs-
marker bestimmt werden: den osteogenen Differenzierungsmarkern Alkalische Phosphatase und
Kollagen la sowie des chondrogenen Differenzierungsmarker SOX 9 und des adipogenen Diffe-
renzierungsmarkers PPARy (Abb. 29). Als Kontrollsubstrat wurde TCP verwendet.

Die mRNA-Expression der Alkalischen Phosphatase war auf TCP unabhéngig vom verwende-
ten Medium, dagegen liefl sich auf RGD- und FN-funktionalisierten Oberflachen die Alkalische
Phosphatase-Expression der Zellen nach 48 h in adipogenem Differenzierungsmedium signifikant
gegeniiber der Expression von Zellen in Expansionsmedium sowie osteogenem Differenzierungs-
medium steigern (Abb. 29). Unabhéngig von der Oberflichenfunktionalisierung konnte nur der
FEinsatz von adipogenem Differenzierungsmedium die mRNA-Expression von PPARy gegeniiber
dem Expansionsmedium innerhalb von 48 h steigern. Auch bei SOX 9 und Kollagen 1a waren
die Effekte unabhéngig von der verwendeten Oberflichenfunktionalisierung. Im Expansionsme-
dium war die Expression von SOX 9 bzw. Kollagen 1a am héchsten, wahrend sie im adipogenen
Differenzierungsmedium am niedrigsten war. Die mRNA-Expression von SOX 9 in osteogenem
Differenzierungsmedium war vergleichbar mit der Expression in adipogenem Differenzierungs-
medium, wohingegen die Kollagen 1a-Expression in osteogenem Differenzierungsmedium mit der

Expression in Expansionsmedium vergleichbar war.

4.7.2 Freisetzung des bioaktiven Faktors VEGF

Die Untersuchung des kombinatorischen Einflusses der RGD- bzw. FN-funktionalisierten Ober-
flachen in Verbindung mit verschiedenen Medien (Expansionsmedium sowie adipogenes und
osteogenes Differenzierungsmedium) auf die mRNA-Expression von VEGF innerhalb von 48 h
war Ziel dieses Experimentes (Abb. 30). Als Kontrollsubstrat diente TCP.
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Abb. 30: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die mRNA-Expression von VEGF nach 48 h
in Expansionsmedium (EM), osteogenem (ostDIM) und adipogenem (adiDIM) Differenzierungsmedi-
um. Das Expressionsprofil von VEGF im Hinblick auf die verwendeten Medien glich sich auf allen
verwendeten Oberflachen. Alle Messergebnisse wurden jeweils auf die Kontrollgruppe im EM normiert
(Real Time quantitative PCR) (n=3, Median mit 25./75. Perzentile, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05).

Die mRNA-Expression von VEGF war unabhéngig vom verwendeten Substrat sowie abhéngig
vom verwendeten Medium. Durch die Verwendung von osteogenem und adipogenem Differen-
zierungsmedium konnte die VEGF-Expression signifikant gesenkt werden, wobei dieser Effekt

im adipogenem Differenzierungsmedium stérker ausgepriagt war.

4.7.3 Osteogene Differenzierungsfahigkeit

Nach Bestimmung der mRNA-Expression von Differenzierungsmarkern innerhalb von 48 h sollte
nun speziell der Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die osteogene Differenzierung der
MSC innerhalb eines Zeitraums von 18 d untersucht werden. Dafiir wurden die Zellen auf Glas
bzw. einer homogenen RGD- oder Fibronektin-Oberflichenfunktionalisierung und unter osteo-
genen Differenzierungsbedingungen kultiviert. Als Parameter fiir den Nachweis der osteogenen
Differenzierung der MSC diente sowohl die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (Abb. 31) als

auch die Einlagerung von Calcium-Ionen in die Matrix (Abb. 32).
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Abb. 31: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die Alkalische Phosphatase-Aktivitit der
MSC unter osteogenen Differenzierungsbedingungen nach 18 d. Es waren keine Unterschiede in
der Alkalischen Phosphatase-Aktivitdt der Zellen zwischen RGD- und FN-Beschichtung nachweisbar.
Die hochste Aktivitat zeigte sich allerdings bei auf Glas kultivierten Zellen. Glas diente als Referenzober-
flache, worauf alle weiteren Messergebnisse normiert wurden (n=3, Mittelwert + Standardabweichung,

t-Test: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Nach einer Kultivierungsdauer von 18 d unter osteogenen Differenzierungsbedingungen konnte

kein Unterschied in der Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase zwischen Zellen auf einer ho-

mogenen RGD-Oberflichenfunktionalisierung und Zellen auf einer homogenen FN-Oberflichen-

funktionalisierung festgestellt werden. Allerdings zeigten Zellen auf Glas eine héhere Aktivitat

der Alkalischen Phosphatase gegeniiber Zellen, die auf funktionalisierten Adhé&sionssubstraten

kultiviert wurden.

Abb. 32: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die Matrixkalzifizierung unter osteogenen
Differenzierungsbedingungen nach 18 d. Der Nachweis der kalzifizierten Zellmatrix erfolgte mit-
tels Calcein (griin) sowie die Kernfarbung mit Hoechst 33342 (blau) und ggf. Kernfdrbung apoptoti-
scher Zellen mit Propidiumjodid (rot) (Observer.Z1 Fluoreszenz-Mikroskop). Die zahlreichsten Ca?*-
Einlagerungen wurden auf Glas detektiert, etwas weniger auf der FN- und am wenigsten auf der RGD-

Beschichtung.

FEine Einlagerung von Calcium-Ionen in die umliegende Matrix unter osteogenen Kultivierungs-

bedingungen (18 d) konnte auf allen verwendeten Adhésionsmatrizes nachgewiesen werden. Be-
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sonders zahlreiche Einlagerungen konnten auf Glas detektiert werden, etwas weniger waren es
auf der homogenen Fibronektinbeschichtung. Die wenigsten Ca?*-Einlagerungen konnten dem-
nach auf der homogenen RGD-Beschichtung nachgewiesen werden.

Allerdings zeigte sich innerhalb der 18-tdgigen Kultivierungszeit der MSC auf der homogenen
RGD-Oberflachenfunktionalisierung, dass der Zellmonolayer nicht {iberall intakt blieb, sich hau-
fenartige Zellstrukturen ausbildeten und nicht alle Zellen den Kontakt zum Substrat halten

konnten. Im Inneren der haufenartigen Strukturen waren die Zellen teilweise apoptotisch.

Im Folgenden sollte die metabolische Aktivitdt der MSC unter osteogenen Differenzierungsbe-
dingungen in Abhéngigkeit von der Oberflichenfunktionalisierung nach 18-tdgiger Kultivierung
untersucht werden (Abb. 33A). Um die metabolische Aktivitdt auf die Zellzahl zu beziehen,
erfolgte eine Zellzahlbestimmung, mit deren Hilfe auch das Proliferationsverhalten der MSC be-
schrieben werden soll (Abb. 33B).
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Abb. 33: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf (A) die metabolische Aktivitit und (B)
das Proliferationsverhalten der MSC unter osteogenen Differenzierungsbedingungen nach
18 d. Sowohl die metabolische Aktivitdt als auch das Proliferationsverhalten der MSC zeigte sich unab-
héngig von der Oberflaichenfunktionalisierung. Glas diente als Referenzoberflache, worauf alle weiteren
Messergebnisse normiert wurden (n=3, Mittelwert + Standardabweichung, t-Test: keine signifikanten
Unterschiede).

Nach 18-tdgiger Kultivierung der Zellen unter osteogenen Differenzierungsbedingungen konnten
keine Unterschiede in der metabolischen Aktivitat der Zellen in Abhéngigkeit vom Adhé&sions-

substrat detektiert werden, das gilt ebenfalls fiir das Proliferationsverhalten.

4.7.4 Adhasionsverhalten

Die Zelladhésion stellt eine essentielle Grundlage fiir zelluldre Prozesse wie die Differenzierung

dar!?%, daher soll mittels der folgenden Experimente das Adhésionsverhalten der MSC auf homo-
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genen RGD- bzw. Fibronektin-Oberflichenfunktionalisierungen bzgl. morphometrischer Parame-
ter wie Zellgréfie und -form sowie der Ausbildung des Aktin-Zytoskeletts und der Formierung

von Fokalkontakten untersucht werden.

Ausbreitung der Zellen

Zur Beschreibung der Zellausbreitung in Abhéngigkeit von der Oberflachenfunktionalisierung
wurden als morphometrische Parameter Grofie bzw. Form der Zellen gewahlt, wofiir die Zellfliche

bzw. der Formfaktor bestimmt wurden (Abb. 34).
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Abb. 34: Einfluss der Oberflichenfunktionalisierung auf die Zellausbreitung. Dargestellt sind (A) GroBe
und (B) Form von Zellen auf Glas sowie homogenen RGD- und FN-Beschichtungen im Zeitverlauf von
24 h. Die Zellen breiteten sich am schnellsten auf Fibronektin und am langsamsten auf Glas aus sowie
erreichten auf Fibronektin am schnellsten ihre endgiltige Form. Nach 24 h hatten sich Gréfie und Form
der Zellen angeglichen (n=45, Mittelwert £ SEM, Mann-Whitney U-Test mit p<0,05: * RGD oder FN
gegen Glas, T RGD gegen FN).

Bis zu einer Adhésionszeit von 6 h zeigten sich signifikante Unterschiede in der Zellfliche zwi-
schen allen drei Oberflachen, wobei sich die Zellen auf Glas am wenigsten und auf Fibronektin
am stéarksten ausbreiteten. Die Unterschiede bzgl. der Zellfliche in Abhéngigkeit der Oberfla-
chenfunktionalisierung glichen sich nach 24 h an. Wéahrend die Zellen auf Fibronektin bereits
nach 2 h ihre maximale Fliche erreicht hatten, breiteten sich Zellen auf RGD und Glas noch
innerhalb von 6 h aus.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Zellform zwischen den Oberfla-
chen nach einer Adhésionszeit von 30 min. Zu spéteren Zeitpunkten nahm der Formfaktor am
starksten bei Zellen auf Fibronektin ab, was darauf hindeutet, dass die Zellen auf Fibronektin
immer starker von der runden Form abwichen und somit auch frither eine polygonale Form an-
nahmen als Zellen auf RGD oder Glas. Nach 24 h hatten sich die anfdnglichen Unterschiede
hinsichtlich des Formfaktors zwischen den verschiedenen Oberflichenfunktionalisierungen ange-

glichen.
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Organisation des Aktin-Zytoskeletts und der Fokalkontakte

Da Unterschiede in der Zellausbreitung bereits nach einer Stunde nachzuweisen waren (Abb.
34), stellte sich anschliefend die Frage, ob diese Unterschiede auch in der Organisation sowohl
des Aktin-Zytoskeletts als auch der Fokalkontakte erkennbar sein wiirden. Dafiir wurden das
Aktin-Zytoskelett sowie Paxillin als ein Protein der Fokalkontakte nach einer einstiindigen Ad-
hésionszeit der Zellen auf Glas, RGD-Peptiden und Fibronektin visualisiert (Abb. 35).

B B-Aktin Paxillin Uberlagerung

Glas

RGD

FN

Abb. 35: Organisation des Aktinzytoskeletts und der Fokalkontakte auf homogenen Oberflichen-
funktionalisierungen nach 1 h. (A) Dargestellt ist das Aktinzytoskelett von Zellen auf Glas, RGD
und FN sowie in (B) die Ausschnittvergréerung des weiflen Quadrates aus (A) mit zusétzlicher Visua-
lisierung der Fokalkontakte mittels Paxillin-Farbung (Konfokales Laser-Scanning Mikroskop Leica TCS
SP2 AOBS). Wihrend sich auf Fibronektin das Aktin-Zytoskelett bereits bogenformige und zirkulire
Fasern sowie Fokalkontakte gebildet hatten, waren Strukturen in diesem Ausmafl auf Glas und RGD
noch nicht erkennbar.

Nach einstiindiger Adhésionszeit lielen sich deutliche Unterschiede in der Organisation des Ak-
tin-Zytoskeletts der Zellen auf verschiedenen Oberfléchen erkennen. Zellen auf Fibronektin bil-
deten bereits ein gut organisiertes Aktin-Zytoskelett mit bogenférmigen und zirkuldren Fasern
sowie dorsale, in Fokalkontakte endende Fasern aus, erkennbar durch die Kolokalisation von
Aktin mit Paxillin. Die Organisation von Aktin bei Zellen auf Glas war dagegen noch nicht so
weit fortgeschritten. Zellen auf RGD-Peptiden bildeten schon erste bogenférmige Aktinstruktu-

ren aus. In beiden Féllen lag Paxillin noch diffus im Zytoplasma vor.

77



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Ausgehend vom Ergebnis, dass die Zellen unabhéngig von der verwendeten Oberfliche nach 24 h
keine signifikanten Unterschiede in der Zellfliche mehr aufwiesen, wurde die Organisation des
Aktin-Zytoskeletts und der Fokalkontakte 24 h nach Zellaussaat untersucht (Abb. 36). Fir die
Visualisierung der Fokalkontakte wurde Vinkulin als ein Protein der Fokalkontakte nachgewie-

sen.

Vinkulin Uberlagerung

Glas

RGD

23,81 pm 23,81 pm
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Abb. 36: Organisation des Aktinzytoskeletts und der Fokalkontakte auf homogenen Oberflichen-
funktionalisierungen nach 24 h. Dargestellt ist das Aktinzytoskeletts von Zellen auf Glas, RGD und
FN. Die Visualisierung der Fokalkontakte erfolgte mittels Vinkulin-Farbung (Konfokales Laser-Scanning
Mikroskop Leica TCS SP2 AOBS). Nach 24 h hat sich das Aktinzytoskelett der Zellen unabhéngig von
der Oberflaichenfunktionalisierung in Stressfasern organisiert und es wurden auf allen Oberflaichen Fo-
kalkontakte ausgebildet.

Nach 24 h hatten sich anfdngliche Unterschiede in der Organisation des Aktin-Zytoskeletts von
Zellen auf Glas, RGD und FN angeglichen. Unabhéngig vom Substrat organisierte sich Aktin
in allen Zellen in Form von Stressfasern, die die gesamte Zelle durchzogen und in Fokalkontak-
ten endeten, erkennbar durch die Kolokalisation von Aktin und Vinkulin. Im Vergleich der drei
Oberflachen scheinen die Fokalkontakte in Zellen auf Glas gréfler zu sein. Fiir eine gesicherte
Aussage diesbeziiglich erfolgte eine quantitative Analyse der Fokalkontakte (Abb. 37). Dafiir

wurde das Protein Vinkulin als Bestandteil der Fokalkontakte in den Zellen visualisiert und
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anschlieffend Fliache und Form der Fokalkontakte bestimmt.
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Abb. 37: Quantitative Analyse der Fokalkontakte auf homogenen Oberflichenfunktionalisierungen
nach 24 h. (A) Die Visualisierung der Fokalkontakte erfolgte mittels Vinkulin-Farbung (Konfokales
Laser-Scanning Mikroskop Leica TCS SP2 AOBS). (B) Fliache und (C) Formfaktor der Fokalkontakte
wurde in Abhéngigkeit der Oberflichenfunktionalisierung bestimmt (n=6 mit 40 Fokalkontakten/Zelle,
box plot, Mann-Whitney U-Test: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). Es zeigte sich, dass die Fokalkon-
takte auf Glas am grofiten bzw. auf Fibronektin am kleinsten sowie am elongiertesten bzw. rundesten
waren. Bzgl. Gréfle und Form nahmen Zellen auf RGD immer eine Mittelstellung zwischen Glas und
Fibronektin ein.

Die Fokalkontakte waren in Zellen auf Glas am grofiten und in Zellen auf Fibronektin am
kleinsten. Neben der Grofie unterschied sich auch die Form der Fokalkontakte. Im Vergleich
zu Zellen auf Fibronektin waren die Fokalkontakte in Zellen auf Glas elongierter. Die Fokalkon-
takte der Zellen auf RGD nahmen bzgl. Fliche und Form immer eine Mittelstellung zwischen

den Fokalkontakten von Zellen auf Glas und Fibronektin ein.

In der zusammenfassenden Betrachtung dieses Kapitels kann festgestellt werden, dass die Wahl
sowohl des Mediums als auch des Adhésionssubstrates einen Einfluss auf die Expression von Dif-
ferenzierungsmarker hatte. Dabei zeigten besonders SOX 9, PPARy und Kollagen la dhnliche

Expressionsmuster in Reaktion auf die Medien unabhéngig vom Substrat, wie ebenfalls der bio-
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aktive Faktor VEGF. Beziiglich der Expression der Alkalischen Phosphatase war das Substrat
entscheidend fiir die Hoéhe der Expression unter adipogenen Differenzierungsbedingungen. Es
wird deutlich, dass die osteogene Differenzierungsfihigkeit der MSC nach 18 d unter osteogenen
Differenzierungsbedingungen, charakterisiert durch die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase
und den Grad der Matrixkalzifizierung, auf den RGD- und FN-funktionalisierten Oberflichen
niedriger als auf Glas war. Das Proliferationsverhalten und die metabolische Aktivitdt der MSC
unter diesen Versuchsbedingungen war dagegen unabhangig vom verwendeten Adhésionssub-
strat. Das Adhésionsverhalten der MSC, die auf Glas sowie RGD- bzw. FN-funktionalisierten
Oberflachen kultiviert wurden, unterschied sich primér in frithen Zeitpunkten. Dabei adhérierten
die Zellen schneller auf FN als auf RGD und am schlechtesten auf Glas. Dieser Effekt spiegel-
te sich auch im Organisationsgrad des Aktinzytoskeletts und der Fokalkontakte wider. Nach
einstiindiger Adhésionszeit bildeten nur die Zellen auf Fibronektin Aktinfilamente und Fokal-
kontakte aus. Allerdings schienen sich die anfinglichen Unterschiede nach 24 h anzugleichen. Die
quantitative Analyse von Grofie und Form der Fokalkontakte zeigte allerdings, dass es signifikan-
te Unterschiede in Abhéngigkeit der verwendeten Oberfliche gab. Die Fokalkontakte waren in
Zellen kultiviert auf Glas am grofiten, wahrend sie in Zellen auf Fibronektin am kleinsten waren.
Die Grofle der Fokalkontakte nahm in Zellen, die auf der RGD-Oberflichenfunktionalisierung
kultiviert wurden, eine Mittelstellung ein. Insgesamt gilt, je grofler die Fokalkontakte waren,

desto elongierter waren sie.

4.8 Einfluss von Oberflaichenfunktionalisierungen in Streifenform auf das

Zellverhalten

Mit Hilfe der nachfolgenden Experimente sollte der Einfluss der Oberflachentopographie in Form
von Streifenstrukturen mit verschiedenen Breite-Abstand-Kombinationen auf das Verhalten der
MSC untersucht werden. Die Mikrostrukturierung wurde durch microcontact printing von Fi-
bronektin auf die zellabweisende NCO-sP(EO-stat-PO)-Polymerschicht aufgebracht.

4.8.1 Visualisierung der Streifenstrukturen

Zur Uberpriifung der gewiihlten Breite-Abstand-Kombinationen wurden die aufgebrachten Fi-
bronektinstreifen visualisiert. In Abb. 38 sind die Streifenbreiten 10 um, 20 pm, 50 pm und

80 um exemplarisch mit je einer Abstandsbreite dargestellt.

Die Fibronektinstreifen waren bei allen Breite-Abstand-Kombinationen deutlich zu erkennen

und entsprachen mit geringen Abweichungen den angegebenen Streifenbreiten.

80



KAPITEL 4. ERGEBNISSE
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Abb. 38: Visualisierung der Fibronektinstreifen. Zu jeder Streifenbreite (10 pm, 20 um, 50 pm, 80 wm) wur-
de exemplarisch je eine Abstandsbreite ausgewahlt. Die Visualisierung der Fibronektinstreifen erfolgte
mittels Fibronektin-Farbung (Konfokales Laser-Scanning Mikroskop Leica TCS SP2 AOBS).

4.8.2 Morphologie der MSC

Die Morphologie der MSC nach 24-stiindiger Kultivierung auf Fibronektinstreifen verschie-
denster Breite-Abstand-Kombinationen ist in Abb. 39 dargestellt. Eine homogene Fibronek-

tinbeschichtung diente als Kontrollsubstrat.

Bei einer Streifenbreite von 80 um und 50 pm konnten mehrere Zellen nebeneinander auf einem
Streifen adhérieren und sich ausbreiten. Ein Uberwachsen des nicht-adhiisiven Abstandes von
20 um wurde nicht beobachtet. Wurde der Streifenabstand auf 5 pm reduziert, wurde die Zell-
ausbreitung iiber mehrere Streifen erméglicht und ging mit einem Verlust der Zellausrichtung
entlang der Streifen einher. Das Phinomen der Zellausbreitung iiber mehrere Streifen konnte
auch bei Streifenbreiten von 10 pm bzw. 20 pm beobachtet werden, allerdings schien hier die
Richtung der Streifen noch mafigeblich fiir die Ausrichtung der Zellen verantwortlich zu sein.
Bei Vergroflerung des Streifenabstandes auf 10 um breiteten sich die Zellen vermehrt nur ent-
lang eines Streifens aus, was in einer spindelférmigen Morphologie resultierte. Aber auch die

Ausbreitung tiber mehrere Streifen blieb hier vereinzelt erhalten.

Fiir die nachfolgenden Experimente wurde der Abstand zwischen den Fibronektinstreifen grofit-
méglich gewihlt, um ein Uberwachsen des nicht-adhésiven Zwischenraumes durch die Zellen zu
reduzieren. Es wurden gezielt die Effekte der Streifenbreite auf Gréfe, Form und Ausrichtung der
Zellen sowie der Zellkerne bestimmt. Weiterhin sollte die Organisation des Aktin-Zytoskeletts
und der Fokalkontakte in Abhéngigkeit von der streifenférmigen Oberflichentopographie unter-
sucht werden. Fiir die folgenden Untersuchungen wurden nur Zellen ausgewéhlt, die auf einem

adhéasiven Streifen adhirent waren.
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Abb. 39: Morphologie der MSC auf Fibronektinstreifen nach 24 h. Besonderheiten sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. Pfeile 1 und 4: Ausbreitung der Zellen nebeneinander auf einem Streifen, Pfeil 2:
Zellausrichtung vertikal zur Streifenausrichtung, Pfeile 3 und 7: vermehrte Membranausstiilpungen
durch Adhésion auf mehreren Streifen, Pfeile 5 und 6: spindelférmiges Aussehen der Zellen durch
Adhésion auf nur einem Streifen. Die weilen Balken entsprechen jeweils einer mafistabsgetreuen Dar-
stellung der Streifenbreiten (Axiovert-Mikroskop).
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4.8.3 Ausrichtung der MSC

Im folgenden Experiment wurde die Ausrichtung der Zellen und der Zellkerne auf verschiedenen
Streifenbreiten (10 pm, 20 pm, 50 pm und 80 pwm) untersucht, als Kontrollsubstrate dienten ho-
mogene Fibronektin-Oberflichenbeschichtungen (Abb. 40). Zur Visualisierung der Zellen wurde
das Aktin-Zytoskelett der Zellen sowie der Zellkern. Anschliefend wurde die Orientierung der

Zellen bzw. der Zellkerne mit Hilfe einer horizontalen Kontrolllinie bestimmt. Die Ausrichtung

der Streifen betrug jeweils 90°.
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Abb. 40: Orientierung der Zellen und der Zellkerne auf Fibronektin-Streifenstrukturierungen mit
einer Breite von 10 pm, 20 pm, 50 wm und 80 wm sowie als Kontrolle auf einer homogenen Fibronektin-
Beschichtung. Je schmaler die Streifen, desto stérker orientierten sich die Zellen und Zellkerne an der
Ausrichtung der Streifen, im Gegensatz zur zufilligen Orientierung auf der homogenen Fibronektin-
Beschichtung. Die Ausrichtung der Streifen betrug 90° und wurde jeweils mittels einer roten Linie
dargestellt (n=35).

Je schmaler die Fibronektinstreifen wurden, desto mehr orientierten sich die Zellen an der Aus-
richtung der Streifen. Auffillig ist, dass die Orientierung des Zellkerns besonders bei Streifen-
breiten ab 50 um sowie der homogenen Fibronektinbeschichtung erheblich von der Orientierung

des zugehorigen Zellkorpers abweichen konnte.

4.8.4 Form und Grofle der Zellen bzw. der Zellkerne

Der Einfluss der Streifenstruktierung auf Form und Groéfle der Zellen (Abb. 41) bzw. der Zell-
kerne (Abb. 42) ist nachfolgend dargestellt. Fiir die Beurteilung der Formverédnderung wurde als
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Parameter wie schon zuvor der Formfaktor herangezogen.

A B

*hk *kk

16000

: *kk Fekk
- T 1 I
0,8 4 B
*kk Rakakad Fekk 14000 *kk *kk Kk
I I | I T 1
*xk *kk *% *% 12000 4
0 | T : : | *T* *T* T
' T 10000 1

8000 -

T |
8 58 08 o =
= = N -

0,0

Formfaktor
Flache [um?]

homogen 10 ym 20 pm 50 ym 80 ym homogen 10 ym 20 ym 50 um 80 um

Abb. 41: Einfluss der Streifenbreite auf morphometrische Parameter der Zelle. (A) Formfaktor und
(B) Flache der Zellen wurde in Abhéngigkeit der Fibronektin-Streifenbreiten bestimmt. Je schmaler
die Streifen, desto elongierter und kleiner wurden die Zellen (n=35, box plot, Mann-Whitney U-Test:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Es konnte eine deutliche Abhéngigkeit des Formfaktors von der vorliegenden Streifenbreite fest-
gestellt werden. Je schmaler die Fibronektinstreifen waren, desto kleiner wurde der Formfaktor.
Im Vergleich zur homogenen Fibronektinbeschichtung wiesen die Zellen auf allen méglichen
Streifenbreiten einen geringeren Formfaktor auf. Generell ldsst sich sagen, je schmaler die Strei-
fen, desto geringer der Formfaktor, allerdings lief} sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Zellen kultiviert auf 50 pm und 80 wm breiten Streifen nachweisen.

Entsprechend der Formveranderung der Zellen ergaben sich auch deutliche Unterschiede in der
Zellfldche. Die Zellfliche war bei 10 um breiten Streifen am kleinsten und zeigte zu allen ande-
ren Streifenbreiten sowie dem Kontrollsubstrat hoch signifikante Unterschiede, d.h. je breiter die
Fibronektin-Streifen wurden, desto grofier wurde die Zellfliche. Die Flédche der Zellen auf 20 pm
breiten Streifen war ebenso gegen alle anderen Streifenbreiten und der homogenen Fibronektin-
beschichtung signifikant verschieden. Allerdings ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in
der Zellfliche bei Zellen, die auf 50 um und 80 pum breiten Streifen sowie 80 wm und der homo-
genen Fibronektinbeschichtung kultiviert wurden. Die grofiten Zellflachen erreichten Zellen auf

homogenen Fibronektinbeschichtungen.

Die Zellkerne von Zellen, die auf der homogenen Fibronektinbeschichtung als Kontrollsubstrat
kultiviert wurden, besalen den gréfiten Formfaktor. Je schmaler die Fibronektinstreifen wurden,
desto geringer wurde auch der Formfaktor. Auch hier lief} sich kein signifikanter Unterschied des
Formfaktors zwischen Zellkernen von Zellen, die auf 50 um und 80 wm breiten Streifen kultiviert

wurden, feststellen.
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Abb. 42: Einfluss der Streifenbreite auf morphometrische Parameter des Zellkerns. (A) Formfaktor
und (B) Flache der Zellen wurde in Abhéngigkeit der Fibronektin-Streifenbreiten bestimmt. Je schmaler
die Streifen, desto elongierter und kleiner wurden die Zellkerne (n=35, box plot, Mann-Whitney U-Test:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Die Fliache der Zellkerne war bei Zellen auf der homogenen Fibronektinbeschichtung, den 80 um
und 50 pm breiten Streifen am groften und bei einer Streifenbreite von 10 pm am geringsten.
Fine Mittelstellung nahm hier die Zellkernfliche von Zellen, die auf 20 um breiten Streifen

kultiviert wurden, ein.

4.8.5 Organisation des Aktin-Zytoskeletts und der Fokalkontakte

Im Folgenden sollte der Einfluss der Oberflichentopographie in Streifenform auf die Organisa-
tion des Aktin-Zytoskeletts (Abb. 43) und der Fokalkontakte (Abb. 44) 24 h nach Zellaussaat

untersucht werden. Fiir die Darstellung der Fokalkontakte erfolgte eine Vinkulinfarbung.

Wihrend die Aktin-Stressfasern in Zellen auf der homogenen Fibronektin-Beschichtung keine
prafenzielle Orientierung zeigten, waren die Stressfasern bei einer Streifenbreite von 10 pm ge-
méaf der Ausrichtung der Zellen auf den Streifen in Richtung der Streifen orientiert. Je breiter
die Streifen, desto weniger ausgerichtet erschienen die Stressfasern. Dabei wurde die Anzahl
der Stressfasern mit abnehmender Streifenbreite zunehmend reduziert. Bei Zellen, kultiviert auf
einer Streifenbreite von 10 wm, begrenzten zwei Aktin-Stressfasern den Zellkérper entlang der
Streifenkanten. Die Dicke der Aktin-Stressfasern erschien unabhéngig von der Oberflichentopo-

graphie.
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Abb. 43:

A homogen

Organisation des Aktin-Zytoskeletts auf Fibronektinstreifen verschiedener Breite nach 24 h.
Dargestellt ist in (A) das Aktin-Zytoskeletts der MSC auf verschiedenen Streifenbreiten und der homoge-
nen Fibronektin-Beschichtung sowie in (B) die VergréBerung des in (A) gekennzeichneten Ausschnittes.
Mit zunehmender Reduzierung der Streifenbreite kam es zu einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
in Form einer strikteren Orientierung entlang der Ausrichtung der Streifen (Konfokales Laser-Scanning
Mikroskop Leica TCS SP2 AOBS).
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Abb. 44:

homogen 10 pm 20 ym 50 ym 80 ym homogen 10 pm 20 ym 50 ym 80 ym

Quantitative Analyse der Fokalkontakte auf Fibronektinstreifen verschiedener Breite nach
24 h. (A) Die Fokalkontakte wurden mittels Vinkulin-Farbung visulisiert (Konfokales Laser-Scanning
Mikroskop Leica TCS SP2 AOBS). (B) Fliche und (C) Formfaktor der Fokalkontakte wurde in Abhén-
gigkeit von der Streifenbreite bestimmt (n=6 mit 40 Fokalkontakten/Zelle, box plot, Mann-Whitney U-
Test: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). Je schmaler die Streifen, desto mehr orientierten sich die Fokal-
kontakte entlang der Ausrichtung der Streifen und desto kleiner und runder wurden die Fokalkontakte.
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Entsprechend der Beobachtung, dass zwei Aktin-Stressfasern die Zellen auf 10 um breiten Fi-
bronektinstreifen einrahmten, waren die Fokalkontakte linienférmig entlang der Ausrichtung der
Streifen angeordnet. Je breiter die Streifen, desto weniger folgte die Anordnung der Fokalkon-
takte der Ausrichtung der Streifen. Die Grofle der Fokalkontakte war dabei abhédngig von der
Streifenbreite, auf der die Zellen kultiviert wurden. Je schmaler die Streifen, desto kleiner wur-
den auch die Fokalkontakte. Dabei ergaben sich keine Groflenunterschiede der Fokalkontakte
zwischen Zellen die auf Streifenbreiten von 10 um und 20 pm bzw. 50 wm und 80 um kultiviert
wurden. Neben der Gréfle wurde auch die Form der Fokalkontakte beeinflusst. Entsprechend
dem geringsten Formfaktor waren die Fokalkontakte auf der homogenen Fibronektinbeschich-
tung am langlichsten und wurden umso runder, je schmaler die Fibronektinstreifen wurden.
Hierbei ergaben sich keine Formunterschiede der Fokalkontakte zwischen Zellen, die auf 20 pm
und 50 pwm breiten Streifen bzw. 80 um breiten Streifen und der homogenen Fibronektinbe-

schichtung kultiviert wurden.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass sich die Morphologie der Zellen durch den Einsatz von
mikrostrukturierten Oberflichenflichen in Streifenform beeinflussen liel. Dabei fiihrte die Ver-
ringerung der Streifenbreite von 80 um auf 10 pm zur Reduktion der Grofle und einer elongierte-
ren Form sowohl des Zellkerns als auch der Zelle selbst. Des Weiteren orientierten sich die Zellen
strikter an der Ausrichtung der Streifen, je schmaler die Streifen wurden. Die morphologischen
Verénderungen wurden von einer Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts begleitet. Hierbei gilt,
je schmaler die Streifen, desto weniger Aktin-Stressfasern durchzogen die Zellen und desto mehr
folgte die Orientierung der Stressfasern der Ausrichtung der Streifen. Weiterhin kam es zur Ver-

kleinerung sowie Abrundung der Fokalkontakte mit abnehmender Streifenbreite.
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4.9 Schematische und zusammenfassende Ergebnisdarstellung

A Einfluss der mechanischen Stimulation in Abhangigkeit der
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Abb. 45: Schematische und zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.
Skizziert sind der Einfluss der (A) mechanischen Stimulation an (1-Integrinen in Abhéngigkeit der
Oberflachenfunktionalisierung, (B) Oberflichenfunktionalisierung und (C) Mikrostrukturierung in Strei-
fenform auf verschiedenste funktionelle Parameter.
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5 Diskussion

Mesenchymale Stammzellen werden nach ex vivo Kultivierung bereits im Rahmen klinischer Ver-
suchsreihen zur Behandlung verschiedenster Krankheitsbilder wie Diabetes mellitus Typ 122,

t3! eingesetzt, wobei ge-

chronisch obstruktiver Lungenerkrankung?® und akutem Myokardinfark
webeerneuernde und/oder immunmodulatorische Effekte der MSC erwartet werden. Die Rekru-
tierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark zur Gewebereparatur bzw.
-regeneration in vivo stellt einen komplexen mehrschrittigen Prozess dar, bestehend aus der
Signalerkennung von aus dem beschédigten Gewebe stammenden Signalen durch die MSC, Frei-
setzung der MSC aus ihrer Nische in den Blutkreislauf (Mobilisierung), sog. homing der zir-
kulierenden MSC ins Zielgewebe sowie der Proliferation und Differenzierung der MSC in situ

15 Die Applikation ex vivo kultivierter MSC kann entweder intravends

in funktionale Zellen
oder durch Implantation im Zielgewebe erfolgen''®. Im ersten Fall miissen die MSC erst durch
den Prozess des homing in das Zielgewebe gelangen, wahrend im zweiten Fall ausschliefflich die
Proliferation und Differenzierung in situ notig ist.

Fiir die Verwendung von MSC in der Regenerativen Medizin ist deren Identifikation von héchster
Bedeutung, da verschiedene Protokolle zur Isolierung sowie Expansion herangezogen werden kon-
nen®? und mittlerweile auch nicht-mesodermale Gewebearten als Quelle verwendet werden 101137,
Die Internationale Gesellschaft fiir Zelltherapie (ISCT) hat auf Grund dieser Problematik Mi-
nimalkriterien zur Charakterisierung von MSC vorgeschlagen®3. Die vorliegende Analyse der
isolierten Zellen aus dem Knochenmark des Sternums ergab, dass die Zellen wie gefordert auf
Plastik adhérierten und auch das Potenzial zur osteogenen bzw. adipogenen Differenzierung be-
saflen, was unter Verwendung entsprechender Farbungen nachgewiesen wurde. Die positive Ex-
pression der Marker CD73, CD90 und CD105 sowie die negative Expression von CD14, CD19,
CD34 und CD45 konnte weitestgehend bestétigt werden. Allerdings zeigte der Marker HLA-DR,
einen weitaus hoheren Anteil an positiven Zellen (> 2 %) bezogen auf die Gesamtpopulation als
flir einen negativ exprimierten Marker laut den Minimalkriterien erlaubt ist. Da dieser Effekt
nicht bei allen Zellpraparationen auftrat, konnte es sich hierbei um eine spenderspezifische Ex-
pression von HLA-DR handeln, die mit Begleiterkrankungen des Patienten einhergehen kann. So
konnte beispielsweise durch Zhu et al. eine geringe HLA-DR-Expression von MSC bei Patienten
mit Rheumatoider Arthritis nachgewiesen werden?!3. Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse
bezeichne ich die Zellen in dieser Arbeit als MSC, da nach Dominici et al. (2006)*3 Zellen mit
einer positiven HLA-DR-Expression trotzdem als MSC bezeichnet werden koénnen, wenn sie alle
weiteren Kriterien erfiillen.

Das Integrinrezeptorsystem soll in dieser Arbeit {iber zwei verschiedene Methoden adressiert
werden, erstens durch die direkte mechanische Stimulierung der Zellen an (1-Integrinen und
zweitens durch die Verwendung zweier Adhésionsmatrizes, dem ECM-Protein Fibronektin sowie

dem linearen GRGDS-Peptid. Integrine stellen eine Gruppe von Rezeptoren dar, die in vielfiltige
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zelluldre Prozesse wie Adhésion, Morphologie, Motilitdt, Proliferation und Differenzierung in-
volviert sind*2. Das Matrixprotein Fibronektin wird iiber mehrere Erkennungssequenzen durch

t 141 aber auch andere Adhisionsrezeptoren wie der Hyaluronrezeptor CD44

Integrine detektier
kénnen Fibronektin binden®. Nach Aktivierung der Integrinrezeptoren liegen diese als Hetero-
dimere bestehend aus einer «- und einer (-Untereinheit vor, wodurch eine Bindungsspezifitat
gegeniiber den Matrixproteinen erzielt und deren Funktion bestimmt wird. Es konnte eine Ex-
pression der 1-, B3-, al-, a3-, «h- und «V-Integrin-Untereinheiten sowie CD44 detektiert
werden, wahrend die Integrin-Untereinheiten «2, 4 und «6 nur minimal bzw. nicht expri-
miert wurden. Eine Aktivierung der Integrine durch mechanische Stimulation der 31-Integrin-
Untereinheit konnte also die Formierung der Heterodimere «l1f1, o331 und «5p31 zur Folge
haben. Die Heterodimere o331, 531 und «V31 kénnen an Fibronektin sowie 131 und 331
an Kollagene und Laminine und «VB1 an Vitronektin binden*?7. Fiir eine Bindung an Fibro-
nektin kommen weiterhin das Integrin-Heterodimer o«V33 in Frage. Die ebenfalls verwendete
lineare GRGDS-Sequenz weist eine vergleichbare Affinitdt zu den Intgrinrezeptoren «b5f1 und
VB3 auf'®”. Der direkte Vergleich der Expression von a531 und ocVB3 in MSC mittels Durch-
flusszytometrie zeigte, dass das Integrin-Heterodimer «bf31 stiarker als aV[33 exprimiert wird
(unverdffentlichte Daten). Daher ist davon auszugehen, dass die Adhésion stirker tiber «5{31
vermittelt wird. Die Angaben {iber detektierte Integrin-Untereinheiten bei MSC variieren in der
Literatur, wobei verschiedene Nachweismethoden wie Durchflusszytometrie, Real-Time quan-
titative PCR, Western Blot oder auch verschiedene Gewebearten als Ursprung der MSC zum
Einsatz kamen 2742:133:197.200 Dyer direkte Vergleich mit Ergebnissen anderer Gruppen, die eben-
falls die Durchflusszytometrie als Nachweismethode sowie das Knochenmark als Quelle der MSC
benutzten, zeigt, dass auch der Entnahmeort einen Einfluss auf die Expression von Integrin-
Untereinheiten zu haben scheint. So konnten MSC, isoliert aus dem Knochenmark der Rip-
pen und des Femurs positiv auf die Expression von &2 und o4 getestet werden, wobei letztere
auBerdem «6 exprimierten 33197200 Wuyrde das Knochenmark aus dem Beckenkamm punktiert,
exprimierten die MSC zwar «2, aber kein al und $3%7. Die spezifische Expression von Integri-
nen ist im Falle der Applikation von MSC zur Geweberegeneration von hoher Bedeutung, wenn
durch die Art der Applikation ein homing in das Zielgewebe notwendig wird, da bereits gezeigt
werden konnte, dass die Integrin-Untereinheiten 1, o2, a3, x4, «b, «V, 1, 3 und 4 die
Interaktion zwischen Endothelzellen und MSC vermitteln. Daneben sind auch die Oberflachen-
rezeptoren CD44 und CD105 am Prozess des homing beteiligt ''®. Dies verdeutlicht zusitzlich

die Relevanz der Charakterisierung von MSC vor Einsatz in regenerativen Therapieansétzen.

Die Frage nach der Regulation der Stammzelleigenschaften hinsichtlich Selbsterneuerung inner-
halb der Stammzellnische und Differenzierung in situ ist noch nicht hinreichend geklart und
Bedarf weiterer Untersuchungen. Bekannt ist, dass eine Verdnderung der mechanischen Um-

gebungseigenschaften eine Differenzierung der Stammzellen bedingen kann46:105:118,124 " Dahej
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stellen die Integrine in ihrer Funktion als Mechanotransduktoren die wichtigste Rezeptorgruppe
dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der Effekt der mechanischen Stimulation an 31-Integrinen
auf die intrazelluldre Signaltransduktion, das Differenzierungsverhalten von MSC und die Sekre-
tion des bioaktiven Faktors VEGF analysiert. Fiir die verwendete Methode der mechanischen
Rezeptorstimulation wurden paramagnetische Partikel mit Antikérpern gegen (1-Integrine be-
schichtet und an die Zellen tiber eine spezifische Antikorper-Antigen-Reaktion angebunden. An-
schlieBend wurden die Zellen einem inhomogenen Magnetfeld ausgesetzt, wobei die Partikel in
Richtung des spitzen Magnetpoles bewegt wurden und auf diese Weise lokal begrenzt Zugkrafte
auf die Zellen ausiibten®?1%%. Als Folge der Aktivierung der Integrine wird die zytoplasma-
tische Doméne der (3-Untereinheit exponiert und erlaubt nun eine Interaktion mit Proteinen
der Fokalkontakte, die eine Verbindung zum Aktin-Zytoskelett herstellen®®. Diese Interaktion
ist sehr komplex und umfasst mehr als 50 Proteine?!!. Die Anbindung von Fibronektin- oder
RGD-beschichteten Partikeln an die apikale Seite der Zellen 16st innerhalb von 20 min die For-
mierung von fokalen Adhédsionskomplexen, die 1-Integrin, Talin, Vinkulin und Aktin enthalten,
aus32152 Dabei hingt deren Formierung sowohl von der Groe der Partikel als auch von der
Aktivierung des Integrinrezeptorsystems durch Anbindung entsprechender ECM-Proteine, dem
RGD-Peptid oder Antikoérpern gegen Integrin-Untereinheiten oder -Heterodimere ab®2. Die nach
Partikel-Zell-Kontakt neu entstandenen Fokalkontakte auf der apikalen Seite werden mit denen
der basalen Seite iiber das Aktin-Zytoskelett verbunden%, wodurch die Struktur des Zytoskeletts
auf Grund der Applikation von mechanischem Stress an Integrinen verindert werden kann®.
Die Effekte der Integrinaktivierung umfassen weiterhin Verdnderungen in nachgeschalteten Si-
gnalkaskaden. Die sofortige Hochregulierung der Aktivitdt von Lipidkinasen hat eine Konzen-
trationserhohung des second messenger PIP3 zur Folge, was zu einer schnellen Phosphorylierung
spezifischer Substrate wie AKT fithrt 7. Zahlreiche biologische Prozesse wie Proliferation, An-
giogenese und das Uberleben der Zellen kénnen durch die Aktivierung des Signalproteins AKT
reguliert werden?28786 Durch die Aktivierung der fokalen Adhisionskinase (FAK) auf Grund
der Formierung von fokalen Adhésionskomplexen in Folge der Aktivierung von Integrinen kann es
weiterhin zur Aktivierung von ERK kommen %3128, ERK als Mitglied der MAP-Kinasen-Familie
ist ein essenzieller Mediator von Zellproliferation und der Differenzierung verschiedenster Zell-
typen inkl. MSC98:178,

Im ersten Schritt wurde der Effekt einer spezifischen, mechanischen Stimulation der MSC an 31-
Integrinen auf die intrazelluldre Signaltransduktion hinsichtlich der Aktivierung der Signalprote-
ine ERK und AKT untersucht. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sofort nach Reizset-
zung bzw. eine Stunde danach durch die mechanische Stimulierung der 1-Integrin-Untereinheit
eine Aktivierung von ERK hervorgerufen wurde. Auch die Reizsetzung durch Anbindung der
paramagnetischen Partikel (Clustern) reichte bereits aus, um eine ERK-Aktivierung auszulosen.

Dagegen konnte ERK durch das Magnetfeld nur gering aktiviert werden und war somit nicht in
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der Lage eine vergleichbar starke Aktivierung hervorzurufen wie das Clustern oder die mechani-
sche Stimulation. Es ist bekannt, dass die MAP-Kinase ERK 1/2 durch verschiedenste mecha-
nische Stimuli in mechanosensitiven Zellen wie Osteoblasten®® und Endothelzellen'® aktiviert
werden kann. Auch in MSC ist ERK 1/2 an zelluldren Antworten auf mechanische Reize betei-
ligt 98178 So fithrte in Versuchen von Kim et al. (2007) beispielsweise die Applikation von hydro-
statischem Druck und Scherkréiften zu einer ERK 1/2-abhéngigen Erhohung der Osteocalcin-
Expression?®. Desweiteren wurden durch den Einsatz von ERK 1/2-Inhibitoren bei gleichzeitiger
Applikation von 3 % gleichférmiger Deformation die Calcium-Einlagerungen wéahrend der Os-
teogenese verringert”®. Damit scheint die Osteogenese von mesenchymalen Stammzellen durch
die kontrollierte Aktivierung von ERK 1/2 iiber mechanische Stimuli geférdert zu werden 8. Mit
Hilfe der in dieser Arbeit verwendeten Methode der mechanischen Stimulation wiesen Pomme-
renke et al. (2002) nach, dass die Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK 2 in MG63-Zellen
eine spezifische Folge der mechanischen Stimulation an der 31-Integrin-Untereinheit im Vergleich
zum Transferrinrezeptor als Kontrolle ist °. Eine Aktivierung von AKT nach mechanischer Sti-
mulation wurde in den vorliegenden Versuchen sowohl unmittelbar nach Reizsetzung als auch
eine Stunde spéter detektiert. Die Anbindung von paramagnetischen Partikeln (Clustern) war
ebenfalls als Stimulus ausreichend, um eine AKT-Aktivierung auszulésen. Durch das Magnetfeld
wurde AKT im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht aktiviert. Dagegen lassen Ergebnis-
se von Sakamoto et al. vermuten, dass ein fiir 30 min angelegtes mit 20 Hz oszillierendes und 30
mT starkes magnetisches Feld eine AKT-Aktivierung in HUVEC-Zellen hervorrufen kann %8, Im
Allgemeinen kann die Aktivierung von AKT ursédchlich auf die zuvorige Aktivierung der FAK
und der PI-3-Kinase zuriickgefiihrt werden'°7. Bereits in fritheren Versuchen zeigten Pommeren-
ke et al., dass mit dem hier verwendeten Versuchsaufbau eine FAK-Phosphorylierung erreicht
werden kann'®. Im Allgemeinen unterscheiden sich die Signale, die durch Zugkrifte an Inte-
grinen induziert werden gegeniiber denen, die durch alleiniges Integrin-Rezeptor-Clustern auf
Grund der Partikelanbindung ausgelost werden®. Beispielsweise war die in der vorliegenden
Arbeit verwendete Methode der mechanischen Stimulation an der (1-Integrin-Untereinheit in
der Lage, eine oszillierende Erhéhung des intrazelluldren Calciums in MG63-Zellen zu erzeu-
gen 94155 Die Stressapplikation iiber Kollagen-beschichtete Partikel fithrte ebenfalls innerhalb
von Sekunden zum Anstieg des intrazelluldren Calciumspiegels®®. Der iiber Fokalkontakte auf
das Aktin-Zytoskelett applizierte Stress kénnte dabei fiir die Aktivierung mechanosensitiver
Kinale verantwortlich sein®. Ein weiterer Grund fiir diese differenzierte Antwort kénnte in
den lokalen Deformationen liegen, die hier mittels FESEM-Aufnahmen nur bei mechanisch sti-
mulierten Zellen nachgewiesen werden konnten. In Versuchen von Dyrda et al. (2010) fiihrten
Scherspannungs-induzierte Deformationen der Zellmembran in Erythrozyten zu einer Erhéhung
des intrazelluldren Calciumspiegels#®. Allerdings konnte in den vorliegenden Experimenten kein
zusétzlicher Effekt der mechanischen Stimulation an der (31-Integrin-Untereinheit auf die Ak-

tivierung der MAP-Kinase ERK sowie des Signalproteins AKT gegeniiber der Anbindung von
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Partikeln (Clustern) nachgewiesen werden. Da sowohl ERK als auch AKT eine zentrale Rolle
bei verschiedensten zelluldren Prozessen einnehmen, ist eine differenzierte Antwort in nachge-
schalteten Signalkaskaden sehr wahrscheinlich. Beispielsweise wird der Prozess der neuronalen
Differenzierung von PC12-Zellen nicht allein durch die ERK-Aktivierung sondern auch durch
Verdnderungen bzgl. des Crosstalks mit anderen Proteinen reguliert, der subzelluliaren Kompar-
timentierung und einer differentiellen Substrat-Phosphorylierung .

Im néchsten Schritt wurde das Differenzierungsverhalten anhand der Expression von Differen-
zierungsmarkern hinsichtlich osteogener (Alkalische Phosphatase, Kollagen 1a), chondrogener
(SOX 9) und adipogener (PPARY) Differenzierung sowie der Freisetzung des bioaktiven Fak-
tors VEGF nach kurzzeitiger mechanischer Stimulation an 1-Integrinen analysiert. Die MSC
wurden dafiir auf TCP kultiviert. Die osteogene Differenzierung der MSC wurde mit Hilfe der
Alkalischen Phosphatase und Kollagen 1a untersucht. Durch die mechanische Stimulation an 31-
Integrinen wurde die Expression der Alkalischen Phosphatase gesenkt, entgegen den Ergebnissen
anderer Gruppen, die einen positiven Effekt verschiedener Arten mechanischer Stimulation auf
die osteogene Differenzierung von MSC feststellten 11124, Dabei handelte es sich allerdings um
Versuchsansétze, in denen die gesamte Zelle der mechanischen Stimulation ausgesetzt war, wobei
mit der hier verwendeten Methode mechanische Kréfte gezielt auf f1-Integrine ausgeiibt wur-
den und nur lokale Zellmembrandeformationen zur Folge hatten®?. Wihrend die Kollagen la-
Expression medienunabhéngig durch die Applikation des Magnetfeldes (zyklisch) reduziert wur-
de, war dieser Effekt auf die Expression der Alkalischen Phosphatase nur im Expansionsmedium
nachweisbar. Nach der Applikation eines statischen Magnetfeldes konnten Denaro et al. (2008)
in Osteoblasten eine reduzierte mRNA-Expression von Kollagen 1 nachweisen®?. Als chondroge-
ner Differenzierungsmarker wurde SOX 9 gewéhlt, welcher als Hauptregulator der chondrogenen
Differenzierung gilt und mafgeblich an der Ausbildung des Knorpelphénotyps beteiligt ist!®.
Tsuchiya et al. (2003) zeigten, dass eine exogene SOX 9-Expression in MSC funktional zu ei-

t 191, Die mechanische Stimulation an B1-Integrinen

ner erhéhten Proteoglykanablagerung fiihr
flihrte medienunabhéngig zu einer erh6hten mRNA-Expression von SOX 9, die ebenfalls durch
die Applikation eines durchschnittlich 15 mT starken Magnetfeldes mit einer Frequenz von 1 Hz
erzielt werden konnte. In Versuchen von Mayer-Wagner et al. (2011) konnte keine signifikante
Steigerung der SOX 9-Expression durch die Applikation eines niedrig-frequenten Magnetfeldes
(15 Hz) mit einer Stirke von 5 mT erzielt werden!?®. Dagegen lieB sich in priméren Chondro-
zyten ein positiver Effekt eines 1,8-3 m'T starken Magnetfeldes mit einer Frequenz von 75 Hz
auf deren Proliferationsverhalten und u.a. die Expression des chondrogenen Markers Aggrekan
feststellen®®. Zu beachten ist an dieser Stelle, dass normalerweise das in vitro Modell fiir die
chondrogene Differenzierung eine Kultivierung der Zellen in einer sog. Pelletkultur oder eine Ein-
bettung in gelartige Biomaterialien wie Alginat beeinhaltet!'”. In der hier vorliegenden Arbeit
wurden die Zellen nur als Monolayer kultiviert, um eine gleichméfige und gleichverteilte An-

bindung der paramagnetischen Partikel als Grundlage der mechanischen Rezeptorstimulation
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zu erreichen. Daher konnten keine optimalen Bedingungen fiir eine potentielle Chondrogene-
se hergestellt werden. Der Transkriptionsfaktor PPARy spielt eine zentrale Rolle wahrend der

135 Durch die geziel-

Adipogenese hinsichtlich der terminalen Differenzierung von Adipozyten
te mechanische Stimulation an 1-Integrinen wurde die PPARy-Expression unter adipogenen
Differenzierungsbedingungen vermindert. Im Allgemeinen kann die Applikation mechanischer
Signale die Adipogenese unterdriicken''®. Der Wnt-Signalweg ist dabei einer der Schliisselwege
zur Regulation der Differenzierung von MSC, durch ihn wird die Adipogenese inhibiert und die
Osteoblasto- bzw. Myogenese gefordert 3%, B-Catenin spielt dabei eine zentrale Rolle, insbeson-
dere hinsichtlich der Regulierung der Adipogenese in Folge mechanischer Belastung der MSC
einschlieBlich der Translokation von 3-Catenin in den Zellkern!".

MSC sind in der Lage, bioaktive Faktoren zu sezernieren sowie immunmodulatorische Funktio-
nen auszuiiben?#192, Wihrend des osteogenen Differenzierungsprozesses sekretierten MSC laut
Haynesworth et al. (1996) G-CSF, M-CSF und SCF, wohingegen die konstitutive Sekretion von
IL-6 und IL-11 stark reduziert wurde%:169. Von grofiem Interesse ist die Sekretion des bioaktiven
Faktors VEGF als zentraler Regulator der Formierung von Blutgefdfien, da die Geféfineubildung
einen unabdingbaren Prozess wihrend der Geweberegeneration darstellt 2131184 VEGF wird
von verschiedensten Zelltypen sekretiert, um Gefafineubildung zu induzieren®. In den vorliegen-
den Versuchen wurde eine konstitutive Sekretion von VEGF festgestellt, die im Expansions-
medium gegeniiber der Verwendung von adipogenem bzw. osteogenen Differenzierungsmedium
am hochsten war. Nach mechanischer Stimulation an B1-Integrinen konnte insbesondere un-
ter osteogenen Differenzierungsbedingungen die VEGF-Expression signifikant im Vergleich zur
Applikation des Magnetfeldes bzw. der Partikelanbindung (Clustern) gesteigert werden. Ver-
gleichbare Effekte zeigten sich bei der Untersuchung der VEGF-Sekretion ins Medium. Singh et
al. (2007) konnten durch die Ausiibung von Zugkréften auf Osteoblasten eine erhéhte VEGF-
Sekretion sowie mRNA-Expression erzielen!™. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass MSC
sowie Osteoblasten in Folge mechanischer Stimulation durch eine erh6hte VEGF-Sekretion die
Proliferation benachbarter Endothelzellen fordern und somit die Gefdafineubildung im Zuge der
Geweberegeneration unterstiitzen konnen. In in vitro Versuchen konnte durch Ninichuk et al.
(2006) gezeigt werden, dass der VEGF-haltige Uberstand von MSC grundsitzlich diesen Effekt
auf Endothelzellen ausiiben kann!3%. Ein positiver Effekt VEGF-exprimierender MSC auf die
Angiogenese konnte auch in vivo nachgewiesen werden '™, Weiterhin kann durch VEGF indi-
rekt die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten induziert werden, indem die IGF-1-
und ET-1-Produktion in Endothelzellen durch VEGF stimuliert wird '®2. Da VEGF einen posi-
tiven Effekt auf Osteoblasten-Vorlduferzellen hat, scheint VEGF sowohl in der Angiogenese als

auch in der Osteogenese eine Rolle zu spielen 3.

Im Anschluss stellte sich die Frage, ob die biologische Antwort der MSC hinsichtlich der Ex-

pression von Differenzierungsmarkern durch eine wiederholte mechanische Stimulation an 31-
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Integrinen moduliert werden kann. Fiir eine wiederholte Stimulation wurden die Zellen insgesamt
flinfmal im Abstand von 2 h fiir 15 min dem Magnetfeld ausgesetzt, wobei die Zellen entweder zu
Beginn mit Partikeln inkubiert wurden oder ohne Partikelanbindung nur dem Magnetfeld aus-
gesetzt waren. Die Analyse der mRNA-Expression der Alkalischen Phosphatase, SOX 9, PPARYy
und VEGF zeigte keine Unterschiede zwischen einmaliger und wiederholter Applikation weder
von mechanischem Stress noch des Magnetfeldes. Nur die mRNA-Expression von Kollagen la
wurde durch eine wiederholte Magnetfeld-Applikation im Vergleich zur einmaligen Applikation
gesenkt, wohingegen die Kollagen la-Expression nach wiederholter mechanischer Stimulation an
[31-Integrinen im Vergleich zur einmaligen Applikation unbeeinflusst blieb. Damit scheint laut
den vorliegenden Ergebnissen eine kurzzeitige, mehrmalige Applikation eines kurzfrequenten
Magnetfeldes mit einer Magnetfeldstarke von durchschnittlich 15 mT innerhalb von 8 h fiir eine
Stimulierung der Kollagen la-Expression in MSC ausreichend zu sein. In Osteoblasten konnten
Qiu et al. (2007) eine Stimulierung der Kollagen 1-Expression erst nach 72 h nachweisen 61,
Da die fiinfte und letzte mechanische Stimulation 8 h nach Versuchsbeginn durchgefiihrt wur-
de und bekannt ist, dass angebundene Partikel durch die Zellen internalisiert werden?%74127
wurde mittels FE-SEM-Aufnahmen die Internalisierung der paramagnetischen Partikel inner-
halb von 24 h nach Versuchsbeginn verfolgt. Es konnte festgestellt werden, dass bereits nach
4 h die ersten Partikel vollsténdig internalisiert wurden, wobei sich der Anteil nach 8 h auf ca.
die Hélfte der Zellen erhoht hatte. Bekanntermaflen ist die Internalisierungszeit dabei direkt
abhingig von der Partikelgréfie und verlduft um so schneller, je kleiner die Partikel sind?”. Die
Internalisierung der paramagnetischen Partikel konnte ein Grund dafiir sein, dass die Expression
der Differenzierungsmarker Alkalische Phosphatase, Kollagen 1a, SOX 9 und PPARYy trotz wie-
derholter mechanischer Stimulation nicht beeinflusst werden konnte. Allerdings konnten Hughes
et al. (2007) zeigen, dass die mechanische Stimulation von Osteoblasten mit 4,5 um groflen
RGD-beschichteten, internalisierten Partikeln ein vergleichbares intrazelluldres Calciumsignal
im Vergleich zu extrazelluldr angegebundenen Partikeln erzeugen konnte ™. Sie schlussfolgerten,
dass die mechanische Stimulation der Zellen damit nicht auf die extrazelluldre Bindung der Par-
tikel angewiesen ist. Auf Grund der hier vorliegenden Ergebnisse ist davon auszugehen, dass eine
einmalige, kurzzeitige mechanische Stimulation an 31-Integrinen der MSC bereits die maximale
biologische Antwort der Zellen hinsichtlich der Expression der Differenzierungsmarker Alkalische
Phosphatase, Kollagen 1a, SOX 9 und PPARYy erzeugt, die durch Wiederholung innerhalb der
ersten 8 h nach Partikelanbindung nicht moduliert werden kann. Die Zellvitalitat blieb innerhalb

von 48 h nach mechanischer Stimulation unbeeinflusst.

Durch die Kultivierung der MSC auf Fibronektin- bzw. RGD-funktionalisierten Oberflichen
wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die Verwendung verschiedener Adhésionssubstrate
gegeniiber der Kultivierung auf TCP die biologische Antwort der MSC nach mechanischer Sti-

mulation an 1-Integrinen modulieren kénnen.
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Die Untersuchungen zeigten, dass grundséatzlich eine Modulierung der mechanisch-induzierten
biologischen Antwort méglich und vom Adhésionssubstrat abhéngig ist. Die Kollagen la-Expres-
sion konnte auf RGD- und FN-funktionalisierten Oberflachen nach mechanischer Stimulation si-
gnifikant gesteigert werden, was bei TCP kultivierten Zellen nicht der Fall war. Dieser Effekt war
abhéngig vom verwendeten Medium und trat nur unter adipogenen Differenzierungsbedingungen
auf. Die Reduktion der PPARy-Expression unter adipogenen Differenzierungsbedingungen nach
mechanischer Stimulation war ebenfalls ein substratabhingiger Effekt und trat nur bei auf TCP
kultivierten Zellen auf. Die medienunabhéngige Steigerung der SOX 9-Expression nach mecha-
nischer Stimulation und der Applikation des Magnetfeldes auf TCP war bei der Verwendung
von RGD- bzw. FN-funktionalisierten Oberflichen nicht mehr nachzuweisen. Die Expression
der Alkalischen Phosphatase zeigte sich abhéingig vom verwendeten Adhésionssubstrat als auch
vom verwendeten Medium. Trat eine Reduktion der Expression der Alkalischen Phosphatase
auf Grund der mechanischen Stimulation sowie der Applikation des Magnetfeldes im Expansi-
onsmedium bei TCP kultivierten Zellen auf, so war dieser Effekt nach Kultivierung der Zellen
auf RGD- bzw. FN-funktionalisierten Adhé&sionssubstraten im adipogenen Differenzierungsme-
dium detektierbar. Durch die Verwendung von RGD- bzw. FN-funktionalisierten Oberflichen
lie} sich die VEGF-Expression nach mechanischer Stimulation modulieren. Dies bedeutete in
diesem Fall, dass eine Expressionssteigerung in Folge der mechanischen Stimulation nur nach
Kultivierung der MSC auf TCP méglich war und diese bei Verwendung von RGD-Peptiden oder
Fibronektin nicht erreicht werden konnte. Dabei handelte es sich hinsichtlich der RGD- und
FN-funktionalisierten Oberflichen um einen medienunabhéngigen Effekt.

Im Hinblick auf diese Ergebnisse scheint klar, dass das Schicksal der MSC nicht nur von einem
der verwendeten Faktoren (mechanische Stimulation, Adhésionssubstrat, Differenzierungsbedin-
gung) abhingt, sondern eine komplexe Betrachtung der Faktoren notig ist. Es ist davon auszu-
gehen, dass die jeweils aktivierten Signalwege untereinander vernetzt sind und auf diese Weise
eine integrale Zellantwort bewirken. Durch die Verwendung verschiedener Adhésionssubstrate
kann u.a. die Integrinexpression und -aktivierung verindert und andere Signalwege aktiviert
werden?2. Ebenfalls bekannt ist, dass die durch Wachstumsfaktoren, als Bestandteile der Dif-
ferenzierungsmedien, aktivierten Signalwege mit denen durch Integrine aktivierten Signalwege
iibereinstimmen?®3. Desweiteren ist die extrazellulire Matrix in der Lage, Wachstumsfaktoren
zu binden, welche auf diese Weise gleichermaflen wie die Integrine eine Effekt auf die Zellen

ausiiben koénnen 7.

Um mogliche Griinde fiir diese verdnderte biologische Antwort der MSC auf FN- und RGD-
funktionalisierten Oberflichen gegeniiber TCP nach mechanischer Stimulation an 31-Integrinen
aufzudecken, wurde ohne mechanische Stimulation die Expression der Differenzierungsmarker
Alkalische Phosphatase, Kollagen 1a, SOX 9, PPARYy und die Expression des bioaktiven Fak-
tors VEGF sowie die osteogene Differenzierungsfahigkeit und das Adhésionsverhalten der MSC
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auf den funktionalisierten Oberflaichen analysiert.

Die Expression der Alkalischen Phosphatase zeigte sich als einzige abhéngig vom verwendeten
Adhéasionssubstrat. Die Expression konnte auf RGD- und Fibronektin-funktionalisierten Oberfla-
chen gegeniiber der Expression auf TCP gesteigert werden. Dieser Effekt war weiterhin medien-
abhéngig und trat nur in adipogenem Differenzierungsmedium auf. Abhéngig vom ECM-Protein
als Adhésionssubstrat zeigte sich die Hohe der Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase in MSC
bei Versuchen von Huang et al. (2009), wobei starke Effekte auf Fibronektin auftraten™. Der
selektive Effekt des adipogenen Differenzierungsmedium war dennoch unerwartet. Allerdings
enthélt das adipogene neben dem osteogenen Differenzierungsmedium Dexamethason, welches
zur verstiarkten Expression von ab-Integrinen fithren kann, die wiederum im aktivierten Zustand
die osteogene Differenzierung begiinstigen%?. Da Kollagen 1a und die Alkalische Phosphatase zu
verschiedenen Zeitpunkten wéahrend der Osteogenese reguliert werden, kénnte dies ein Grund
fiir die substratunabhéngige reduzierte Kollagen la-Expression sein. Die Analyse der mRNA-
Expression der Differenzierungsmarker ergab, dass die Expression des adipogenen Differenzie-
rungsmarkers PPAR~y erwartungsgeméfl im adipogenen Differenzierungsmedium stark anstieg,
wahrend die Expression des chondrogenen Differenzierungsmarkers SOX 9 sowie des bioaktiven
Faktors VEGF unter adipogenen und osteogenen Differenzierungsbedingungen reduziert war.

Diese Effekte waren jeweils unabhéngig vom Adhésionssubstrat.

Anschlielend wurde unter entsprechenden mehrtégigen Differenzierungsbedingungen sowohl die
osteogene als auch die adipogene Differenzierung der MSC mit Hilfe von funktionalen Differen-
zierungsassays wie dem Nachweis der Matrixkalzifizierung sowie der Aktivitdt der Alkalischen
Phosphatase bzw. der Einlagerung von Lipidvakuolen analysiert. Dabei kam es hier insbesondere
auf den Vergleich zwischen funktionalisierten (RGD, FN) und nicht-funktionalisierten Oberfla-
chen (Glas) an. Die adipogene Differenzierung der MSC auf Fibronektin war nach 7 d gegeniiber
den auf Glas kultivierten Zellen reduziert (unveroffentlichte Daten), da Fibronektin einen inhi-
bitorischen Effekt auf die Adipogenese ausiibt 380 Im Allgemeinen ist die Adipogenese durch
einen Umbau der Fibronektin-reichen ECM zu einer Laminin-reichen Matrix gekennzeichnet, in
dessen Verlauf die Expression der a5-Integrine zu Gunsten der a6-Integrine geindert wird 4.
SPARC, als ein Inhibitor der Adipogenese, erhoht beispielsweise die Fibronektinablagerung in
die Matrix und inhibiert die Expression von «6-Integrinen!?®. Die 18-tigige Kultivierung der
MSC unter osteogenen Differenzierungsbedingungen resultierte in einer reduzierten Aktivitit
der Alkalischen Phosphatase sowie einer verringerten Matrixkalzifizierung auf Fibronektin und
RGD im Vergleich zu Glas. Paiushina et al. (2010) hatten eine reduzierte Aktivitdt der Al-
kalischen Phosphatase sowie reduzierte Calciumeinlagerungen der auf Fibronektin kultivierten
mesenchymalen Stromazellen (isoliert aus Ratten) gegentiber Plastik kultivierten MSC nachge-
wiesen %0, Diesen inhibierenden Effekt auf die Osteogenese fiihrten sie nach Fragmentanalysen

auf die zellbindenden Doménen des Fibronektins zuriick. Mechanische Eigenschaften der ver-
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wendeten Adhésionsmatrizes wie die Matrixsteifigkeit haben laut Engler et al. (2006) ebenfalls
einen Einfluss auf die Differenzierung der MSC*6. Die osteogene Differenzierung findet demnach
bei weitaus steiferen Matrizes statt, als z.B. die myogene oder neurogene Differenzierung. Um
Aussagen iiber die Steifigkeit der verwendeten Adhésionssubstrate machen zu kénnen, wurde das
Elastizitats-Modul (E-Modul), als Maf} fir die Steifigkeit der verwendeten Adhésionsmatrizes,
mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie bestimmt. Es sei an dieser Stelle noch einmal kurz er-
wahnt, dass die Beschichtung der Adhésionsmatrizes mit dem proteinabweisenden NCO-sP(EO-
stat-PO)-Polymer die Grundlage fiir die Anbindung von GRGDS-Peptiden bzw. Fibronektin
darstellt. Bereits die Beschichtung von Glas mit dem NCO-sP(EO-stat-PO)-Polymer fiithrte zur
Verringerung des E-Moduls, was eine Abnahme der Substratsteifigkeit anzeigt. Gegeniiber der
Anbindung von GRGDS-Peptiden in das NCO-sP(EO-stat-PO)-Polymer konnte das E-Modul
durch die Anbindung von Fibronektin auf der Polymerschicht um ein Vielfaches gesenkt wer-
den. Somit kénnte auch die geringere Steifigkeit der RGD- sowie Fibronektin-funktionalisierten
Oberflichen im Vergleich zu Glas fiir die erhohte osteogene Differenzierung der MSC auf Glas
verantwortlich sein. Obwohl bekannt ist, dass eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir MSC zur Adi-
pogenese besteht, wenn sie auf weicheren Matrizes kultiviert werden?%3, fand eine ausgeprigtere
adipogene Differenzierung auf Glas statt. Daher ist davon auszugehen, dass in den vorliegenden
Versuchen die Oberflichenfunktionalisierung in Form von Fibronektin als chemischen Bindungs-
partner einen iibergeordneten Effekt gegeniiber der Matrixsteifigkeit auf die Adipogenese hatte.
Fiir die osteogene Differenzierung wurde dies durch Rowlands et al. (2008) beobachtet 16°. Dort
konnte nach Oberflachenfunktionalisierung der Adhésionssubstrate mit Kollagen IV bzw. Lami-
nin I, die jeweils nur zu einem geringen Anteil Bestandteile der ECM im Knochen darstellen,
trotz geeigneter Substratsteifigkeit keine Erhohung der Expression osteogener Differenzierungs-
marker festgestellt werden.

Die Zelladhésion bildet eine essentielle Grundlage fiir zelluldre Prozesse wie die Differenzie-
rung '26. Daher wurde das Adhésionsverhalten der MSC auf den RGD- bzw. Fibronektin-funk-
tionalisierten Oberflichen sowie Glas charakterisiert. In den vorliegenden Experimenten konnte
gezeigt werden, dass sich MSC am schnellsten auf Fibronektin ausbreiteten, wobei die maximale
Zellfliche bereits nach 2 h erreicht wurde. Am langsamsten breiteten sich die Zellen auf Glas
aus und die Zellausbreitung auf der RGD-Beschichtung nahm eine Mittelstellung ein. Ahnliche
Ergebnisse erzielten Ahmed et al. (2011), die eine bessere und schnellere Ausbreitung von Fi-
broblasten auf Fibronektin gegeniiber einer Beschichtung mit einer RGD-haltigen Peptidsequenz
feststellten, wobei die zusétzliche Prasentation der synergistischen Peptid-Sequenz PHSRN ne-
ben der RGD-Sequenz die Zellausbreitung weiter verbessert werden konnte®. In Abhéingigkeit
von der Oberflichenfunktionalisierung waren ebenfalls deutliche Unterschiede in der Organisa-
tion der Fokalkontakte und des Aktin-Zytoskeletts bereits 1 h nach Zellaussaat detektierbar.
MSC auf Fibronektin wiesen bereits ein gut organisiertes Aktinzytoskelett mit bogenférmigen

und zirkuldren Biindeln sowie dorsalen Fasern auf, die in Fokalkontakten endeten. Zellen auf
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RGD-Peptiden hingegen bildeten erst vereinzelt bogenférmige Aktinstrukturen aus, wahrend
bei Zellen auf Glas das Aktin noch keinerlei Strukturen ausbildete. In beiden Féllen lag Pa-
xillin, als ein Bestandteil der Fokalkontakte, noch diffus im Zytoplasma vor. Die Auswertung
der Grole und Form der Fokalkontakte 24 h nach Zellaussaat ergab, dass die Fokalkontakte in
MSC auf Fibronektin am kleinsten und rundesten und auf Glas am grofiten und elongiertesten
waren. Die Fokalkontakte von Zellen auf RGD nahmen eine Mittelstellung ein. Es ist bekannt,
dass Veranderungen der Matrixsteifigkeit einen Einfluss auf die Struktur des Zytoskeletts und der
Fokalkontakte haben, wobei die Gréfle der Fokalkontakte durch die Steifigkeit des Adhésionssub-
strates reguliert werden kann3440.6L116 Tngeesamt kann festgestellt werden, dass Substrate mit
einer hohen Steifigkeit das Wachstum und die Elongation der Fokalkontakte begiinstigen%. Da-
bei gilt, je steifer die Matrix, desto gréfere Fokalkontakte bilden sich aus®!'. Weiterhin kann die
Elongation der Fokalkontakte durch den Einsatz weniger steifer Matrizes verhindert werden 34
In den vorliegenden Versuchen lésst sich ebenfalls eine Korrelation zwischen der Steifigkeit der
verwendeten Adhésionssubstrate und der Grofie bzw. Form der Fokalkontakte herstellen, da die
grofiten bzw. kleinsten Fokalkontakte bei Zellen auftraten, die auf einer Adhésionsmatrix mit
dem hoéchsten bzw. niedrigsten E-Modul kultiviert wurden. Fokalkontakte stellen eine zentrale
Komponente des Migrationsprozesses dar. Werden zu hohe bzw. zu niedrige Adhésionskréfte
iiber die Fokalkontakte ausgeiibt, verringert sich die Migrationsgeschwindigkeit der Zellen®7.
Die Stirke der Adhésionskraft ist wiederum u.a. abhéngig von der Grofle der Fokalkontakte,
womit diese ebenfalls indirekt einen Einfluss auf die Zellmigration hat®. Noch unveréffentlichte
Ergebnisse, die im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. R. E. Brenner
(Universitét Ulm, Abteilung und Poliklinik fiir Orthopédie, Sektion Biochemie der Gelenks- und
Bindegewebserkrankungen) innerhalb des Sonderforschungsbereiches TransRegio 37 entstanden
sind, konnten zeigen, dass MSC auf Glas deutlich langsamer migrierten als auf Fibronektin.
Die Oberflachenbeschichtung mit RGD-Peptiden fithrte zu einer mittleren Migrationsgeschwin-
digkeit. Somit konnte hier eine Korrelation zwischen der Groflie der Fokalkontakte und der Mi-
grationsgeschwindigkeit festgestellt werden. Huttenlocher et al. (1995) hatten gezeigt, dass im
Allgemeinen Zellen mit einer geringen Motilitat starke Fokalkontakte ausbildeten, wiahrend in

motilen Zellen weniger adhisive Strukturen auftraten’”.

Die Nachbildung der hoch strukturierten Mikroumgebung von Zellen in vivo einschliellich ex-
trazellularer Matrix sowie benachbarter Zellen stellt fiir die Konzipierung und Herstellung von
Implantaten derzeit eine grofie Herausforderung dar. Die Verwendung mikrostrukturierter Ad-
hésionsmatrizes kann dabei zur Problemlésung beitragen, da Zellfunktionen wie Migration, Dif-

29,30,187,195 1nd somit eine

ferenzierung, Proliferation und Apoptose reguliert werden kénnen
kontrollierte Besiedlung von Implantaten erméglichen. Der gezielte Einsatz von streifenférmigen
Mikrostrukturierungen kann die gerichtete Zellmigration auf Implantatoberflichen erleichtern.

Dabei fiihrt die Streifenstrukturierung zur Polarisation der Zellen, die wiederum die Migrations-
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richtung der Zellen bestimmt 88156, Die Migrationsgeschwindigkeit wird durch die Variation der
Breite adhésiver Streifen beeinflusst, wobei eine Verringerung der Streifenbreite bei Fibroblas-

t44. Dieses Phanomen wird u.a. durch

ten zu einer Erhohung der Migrationsgeschwindigkeit fiihr
morphologische Verdanderungen der Zellen bedingt, da der zunehmende Verlust des uniaxialen
Phénotyps in Verbindung mit einer zunehmenden, lateralen Zellausbreitung einer schnellen Zell-
migration abtriglich ist**. Werden MSC zur Implantatbesiedlung eingesetzt, spielt neben der
Zellmigration auch die Differenzierung der MSC eine wichtige Rolle, die mafigeblich durch die
Zellmorphologie beeinflusst werden kann. So konnten McBeath et al. (2004) zeigen, dass MSC in
Abhéngigkeit der Zellform entweder die adipogene oder die osteogene Differenzierungsrichtung
einschlagen. Nicht ausgebreitete Zellen auf Grund einer geringen Adhésionsfliche werden zu
Adipozyten, wihrend stark ausgebreitete Zellen zu Osteoblasten differenzieren!?6. Andere Ar-
beitsgruppen konnten zeigen, dass die Kultivierung von MSC auf streifenformigen Mikrostruktu-
rierungen sowohl die myogene als auch die neuronale Differenzierung der MSC zur Folge haben
kann, wobei gleichzeitig zellmorphologische Verdnderungen nachgewiesen wurden. Durch eine
Verringerung der Streifenbreite (von 10 pm bis 300 nm) stellten Yim et al. (2007) eine deutliche
Hochregulierung der Expression des neuronalen Markers MAP2 fest207. Tay et al. (2010) de-
tektierten bei Zellen, kultiviert auf 20 um breiten Streifen, die Expression entsprechender Gene
hinsichtlich Neuro- und Myogenese, wobei in diesen Versuchen immunhistochemisch interessan-
terweise nur die Expression des myogenen, kardialen MHC-Proteins nachgewiesen werden konn-
te!®l. Allein die Untersuchung zellmorphologischer Verdnderungen auf Grund der Verwendung
streifenférmiger Mikrostrukturierungen verschiedener Breiten kann somit die ersten Hinweise
auf eine integrale Zellantwort liefern.

In den vorliegenden Versuchen wurde die Morphologie eindeutig durch das Adhésionsverhalten
der Zellen in Abhéingigkeit von der Streifenstrukturierung bestimmt. Grundsétzlich adhérierten
die MSC auf allen hier verwendeten Fibronektin-Streifenbreiten (10 wm, 20 pwm, 50 pm und
80 um). Ob die Zellen sich jedoch nur auf einem Streifen ausbreiteten oder mehrere Streifen zur
Ausbreitung nutzten, war sowohl von der Streifen- als auch von der Abstandsbreite abhéingig.
Adhérierten die Zellen nur auf einem Streifen, fithrte eine Verringerung der Streifenbreite gleich-
zeitig zu einer Verringerung sowohl der Zellfliche als auch des Formfaktors, bedingt durch die
zunehmende Elongation der Zellen. Der Effekt der Zellelongation beruht laut Zimerman et al.
(2004) auf der Begrenzung der Zellausbreitung in die laterale Richtung durch die Angrenzung
nicht-adhésiver Bereiche?'. Deren Versuche zeigten weiterhin, dass Fibroblasten, die auf 2 um
breiten Streifen kultiviert wurden, nur Distanzen kleiner als 6 pum {iberwanden und somit einen
neuen Streifen zur Adhésion nutzten. Mit Hilfe der hier vorliegenden Versuche konnte allerdings
gezeigt werden, dass MSC auch in der Lage sind, nicht-adhésive Distanzen von bis zu 10 um zu
iiberwinden, bei einer minimalen Streifenbreite von 10 um. Die Verringerung der Abstandsbreite
auf 5 um fithrte dabei fast ausnahmslos zur Ausbreitung der Zellen iiber mehrere Streifen, wo-

durch sich die MSC der Morphologie von Zellen, die auf unstrukturierten Adhésionsubstraten
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kultiviert wurden, anniherten. Das Uberspannen von nicht-adhiisiven Substratbereichen ging
mit der Ausbildung von Zellauslaufern einher, die von Rossier et al. (2010) als konkave Zelle-

cken bezeichnet wurden 164

. Dabei werden die nicht-adharenten Zellabschnitte in zwei Regionen
eingeteilt, der peripheren Region (inkl. konkaver Zellecken) und der inneren Region. Die Aktin-
Fasern in der peripheren Region iiberspannen dabei die nicht-adhésiven Bereiche in Form einer
zur Zellmitte zeigenden Pfeilspitze, wihrend sich die Aktin-Fasern in der inneren Region ausge-
hend von der Spitze parallel zur Ausrichtung der Fibronektin-Streifen anordnen 6.

Die schon zuvor erwidhnte Elongation der Zellen in Abhéngigkeit von der Streifenbreite geht
in den vorliegenden Versuchen mit einer Verldngerung der Hauptachse der Zellen einher, was
besonders deutlich bei Zellen zu erkennen war, die auf 10 um bzw. 20 um breiten Streifen adha-
rierten. Allerdings ist bislang nicht eindeutig geklart, wie die finale Zelllinge reguliert wird. Der
Einsatz streifenformiger Mikrostrukturierungen als Adhésionssubstrat hat jedoch ergeben, dass
einige Zelltypen iiber eine Langenkontrolle verfiigen. So zeigten Kharitonova et al. (2004), dass
Fibroblasten im Gegensatz zu Epithelzellen auf 15 pum breiten Streifen im Vergleich zum un-
strukturierten Substrat vergleichbare Zelllingen aufwiesen . Anscheinend wird die Limitierung
der transversalen Zellausbreitung in Epithelzellen durch eine erhohte longitudinale Ausbreitung
kompensiert, wihrend diese Kompensation in Fibroblasten nicht stattfindet''3. Die Aufrecht-
erhaltung der Langenkontrolle ist nach Levina et al. (2001) dabei nur in polarisierten Zellen
mit Aktin-Stressfasern moglich, da dafiir anscheinend das Zusammenspiel zwischen Mikrotubu-
li und den parallel zur Zellachse angeordneten Aktin-Stressfasern notig ist!''3. Diese Aussage
steht jedoch im Widerspruch zu den hier vorliegenden Ergebnisse, da die MSC offensichtlich
keine Langenkontrolle besitzen, obwohl sie eine Zellpolarisation und parallel angeordnete Aktin-
Stressfasern aufweisen. Fibroblasten auf einer 3D-Mikrostrukturierung mit einer Grabenweite
von 12,5 wm und -tiefe von 2,5 um bildeten laut Dalby et al. (2003) ebenfalls eine verlangerte
Hauptachse aus®7.

Neben der Zellmorphologie héngt auch die Orientierung der Zellen von der Breite der adhésiven
Streifen ab, auf denen die Zellen kultiviert werden. Die MSC richteten sich am stéirksten entlang
der Achse der Streifen aus, je schmaler die Streifen wurden. Dass es sich dabei nicht um einen
kurzzeitigen Effekt handelt, zeigen Ergebnisse um Tay et al. (2010), die die Aufrechterhaltung
der Zellausrichtung bei MSC wéhrend der Kultivierung auf 20 pum breiten Fibronektin-Streifen
bis zu einem Zeitraum von 14 d beschrieben '¥!.

Entsprechend der zunehmenden Orientierung der MSC im Zuge einer Verringerung der Strei-
fenbreite kam es gleichzeitig zur zunehmenden Orientierung der Aktin-Stressfasern entlang der
Zellachse. Dieses Phinomen tritt ebenfalls in anderen Zelltypen auf®!¥!. In den vorliegenden
Versuchen wurde neben der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts auch eine zusétzliche Re-
duktion der Stressfasern mit abnehmender Streifenbreite detektiert, allerdings schien die Dicke
der Stressfasern davon unbeeinflusst zu bleiben. Besonders aufféllig traten bei Zellen auf 10 um

breiten Streifen zwei Aktin-Stressfasern in Erscheinung, die die Zelle entlang der Fibronektin-
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Streifenkante einrahmten, wobei sich gleichzeitig entlang dieser Kante die Fokalkontakte befan-
den. Bei einer geringen Streifenbreite von 2,5 um beobachteten Doyle et al. (2009) in Fibroblasten
eine dhnliche parallele Vinkulin-Anordnung?*. Adhérieren Fibroblasten iiber mehrere 2 pm brei-
te Streifen, kann es sich dabei auch um Fokalkontakte handeln, deren zugehorige Aktin-Fasern
jeweils die nicht-adhésiven Bereiche in der peripheren Region iiberspannten, wie Zimerman et
al. (2004) herausfanden?!4. Auf Grund der linienformigen Anordnung der Fokalkontakte konnte
es sich bei den zwei beschriebenen Stressfasern nicht nur um zwei Einzelfasern sondern um je-
weils Faser-Biindel handeln. Unabhéngig von der Mikrostrukturierung des Adhésionssubstrates
bildeten die MSC in den vorliegenden Experimenten die Fokalkontakte als klar definierte Struk-
turen aus, was bei Tay et al. (2010) nur bei Zellen auf unstrukturierten Oberflachen moglich
war 18!, Die Verringerung der Streifenbreite in den hier vorliegenden Versuchen fithrte sowohl zu
einer Verringerung der Fléiche als auch zu einer runderen Form der Fokalkontakte. Es konnten
keine Unterschiede bzgl. der Fldche der Fokalkontakte bei Zellen zwischen 10 pm und 20 pm
sowie 50 pwm und 80 wm ausgemacht werden, wobei es zu keiner Formverdnderung der Fokal-
kontakte bei Zellen auf 20 pm und 50 um breiten Streifen kam. Welchen Einfluss die Grofie
der Fokalkontakte auf die Kréafteverhéltnisse innerhalb der Zelle haben kann, wird durchaus
kontrovers diskutiert. Sind die Fokalkontakte grofer als 1 um?, so besteht eine lineare Abhén-
gigkeit zwischen der Grofie der Fokalkontakte und der Hohe der ausgeiibten Adhésionskraft auf
das Substrat!?. Allerdings waren die Fokalkontakte der Zellen in den vorliegenden Versuchen
auf 10 pm und 20 um breiten Streifen kleiner als 1 pum?. Andererseits wird auch berichtet,
dass die Kréfte wihrend der Reifung der Fokalkontakte (einhergehend mit deren Vergroflerung)
abnehmen und somit hoéhere Krifte an kleinen, unreifen Fokalkontakten unterstiitzt werden 6.
Intrazelluldre Kréfte und Spannungen kénnen mit Hilfe des Tensegrity-Modells von D. E. Ingber
beschrieben werden, wobei die Zellen durch den sog. prestress stabilisiert werden, der wiederum
aktiv durch das kontraktile Aktin-Myosin-Zytoskelett generiert wird®'. Die Kontraktilitit kann
wiederum einen direkten Einfluss auf die Funktionalitdt der Zellen wie z.B. die Differenzierung
haben. So zeigten mehrere Gruppen, dass der Einsatz von Myosin-II-Inhibitoren in der Lage ist,
die Differenzierung von Stammzellen zu blockieren 621,144 Mittels verschiedener geometrischer
Adhésionsmuster konnten Kilian et al. (2010) die Kontraktilitdt und damit die Differenzierung
der MSC gezielt steuern. So erzeugten abgerundete Formen weniger Stress und fihrten zur
Adipogenese, wiahrend spitze Ecken und Kanten die Kontraktilitdt und damit die Osteogene-
se forderten?”. Allein eine durch Mikrostrukturierungen hervorgerufenen Elongation der Zellen
kann zu einer erhéhten Kontraktilitit fithren 87,

In den vorliegenden Experimenten konnte bei den MSC eine zunehmende Elongation der Nuklei
mit abnehmender Streifenbreite detektiert werden, die auch mit einer deutlichen Verringerung
der Kernflache einher ging. Das dieser Trend bis zu einer Kultivierungsdauer von 14 d anhal-
ten kann zeigten Tay et al. (2010)!8!. Weiterhin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit

festgestellt, dass gleichzeitig mit der Flédche der Zellkerne auch die Zellfliche im Zuge einer Ver-
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ringerung der Steifenbreite abnahm. Versuche anderer Arbeitsgruppen korrelierten bereits eine

163,183 " \was wahrscheinlich

Reduktion der ZellgroBle mit einem verringerten nukledren Volumen
auf nukledire Deformationen auf Grund von Zellformverinderungen zuriickzufiihren ist 6. Offent-
sichtlich existiert eine starke Korrelation zwischen Formverdnderungen des Zellkerns und dem
Phénotyp der Zellen®®. Dabei konnte die strikte Ausrichtung der Aktin-Fasern gerade auf schma-
len Streifen ursichlich fiir die Verinderung der Kernform sein '°®, da eine molekulare Verbindung
ausgehend von den Integrinen der Fokalkontakte tiber das Aktin-Zytoskelett bis zum Nukleus
besteht 199, Proteine der Nesprin-Familie verbinden Aktin mit dem innernukleiren Membran-
protein SUN1, das wiederum mit Laminen in Verbindung steht, welche die nukledre Lamina
bilden und mafigeblich an der Formgebung des Nukleus beteiligt sind. Innerhalb von Millise-
kunden nach einer Deformation der Zellmembran kann die Genaktivitdt beeinflusst werden, da
Lamine auch Chromatin und DNA binden kénnen'®. Im Zuge von Differenzierungsprozessen
kann es zu einer verringerten Expression von Lamin A-Komponenten kommen, was mit einer
Anderung der Nukleusform sowie einer Reduktion der Chromatin-Bewegung einhergehen kann.
Modifikationen der Chromatinstruktur auf Grund von Kernmembran-Deformationen kénnen ih-
rerseits zu einer erhohten Zugénglichkeit von Differenzierungs-relevanten Genen fithren oder die
Zuginglichkeit unnétiger Gene fiir Transkriptionsfaktoren unterbinden?®. Das legt die Annah-
me nahe, dass Adaptationen der Kernform und -struktur direkt mit der Funktionalitiat der Zelle
zusammenhéingen. So zeigten beispielsweise Thomas et al. (2002), dass die Kollagensynthese in
Osteoblasten mit der Form der Zellkerne korrelierte ¥, Desweiteren kénnen Deformationen der
Kernmembran in einem Ca?*-Einstrom iiber nukleire Ionenkanéle resultieren und im folgenden
eine assoziierte Gentranskription aktivieren®3. Verinderungen im Aktin-Zytoskelett sind eben-
falls in der Lage, den Ionenstrom iiber die Kernmembran zu modulieren %%,

Im Hinblick auf weiterfiihrende Experimente wére es sehr interessant zu untersuchen, inwieweit
sich das Differenzierungsverhalten der MSC durch die mechanische Stimulation an (31-Integrinen
steuern lasst, wenn diese zuvor auf den zuvor beschriebenen linienférmigen Mikrostrukturierun-

gen kultiviert wurden.

Die Methode der mechanischen Stimulation an (31-Integrinen ist geeignet, um die intrazellulére
Signaltransduktion, das Differenzierungsverhalten der MSC sowie die Sekretion des bioaktiven
Faktors VEGF auf Grund mechanischer Einfliisse zu studieren. Dabei lassen sich diese biologi-
schen Antworten durch die gezielte Anwendung von RGD- bzw. Fibronektin-funktionalisierten
Adhésionsmatrizes modulieren, wohingegen eine wiederholte gegeniiber einer einmaligen, kurz-
zeitigen mechanischen Stimulation keine Regulation zur Folge hatte. Weitergehende Untersu-
chungen hinsichtlich der Verwendung von RGD-Peptiden bzw. Fibronektin, deren Anbindung
iiber das zellabweisende NCO-sP(EO-stat-PO)-Polymer erfolgte, ergaben, dass sowohl die me-
chanischen Eigenschaften der Substrate als auch die chemischen Oberflichenfunktionalisierungen

gleichermafien zum Differenzierungs- und Adhésionsverhalten der MSC beitragen. Die Verdnde-
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rung der homogenen Oberflichenstrukturierung in linienférmige Mikrostrukturierungen verschie-
dener Dimensionen hat einen ursdchlichen Einfluss auf die Morphologie sowie morphometrische
Parameter der Zellen und Zellkerne, was in einer Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts und
der Fokalkontakte resultiert und letztlich sehr wahrscheinlich ebenfalls das Differenzierungsver-

halten beeinflussen wird.
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