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1. Einleitung

1.1. Knochenersatzmaterialien

Die Behandlung ausgedehnter kndcherner Defekte des Skeletts, die durch Trauma,
Tumore, Infektionen oder kongenitale Malformation bedingt sind, stellt bis zum heuti-
gen Tage ein grofRes klinisches Problem in der rekonstruktiven Chirurgie dar. Die
Auffillung dieser Defekte ist eine groRe Herausforderung, wobei zahlreiche Thera-
pieverfahren hierbei zur Auswahl stehen. Der derzeitige klinische Standard bei der
Behandlung von Knochendefekten ist die autogene bzw. allogene Knochentransplan-
tation (Rueger 1998, von Garrel et al. 1998). Bei der autogenen Transplantation wird
die Defektstelle durch ein vitales Knochenstick aufgeflillt (sog. Spongiosaplastik).
Nachteile sind die beschrankte Verfligbarkeit, zusatzliche operative Eingriffe zur Ent-
nahme und die damit verbundenen Moglichkeiten lokaler Komplikationen, sowie
postoperative Beschwerden (Joshi et al. 2004, Grob 1986). Bei der Verwendung von
allogenem Knochenmaterial besteht, analog zu Bluttransfusionen oder der Trans-
plantation von Organen, zusatzlich die Gefahr einer Infektionstibertragung und einer
maoglichen immunologischen Inkompatibilitat mit einer Abstol3ungsreaktion (Lee et al.
2001b).

Mdogliche Alternativen zu Transplantationen von autologem oder allogenem Knochen
bieten die Verwendung von synthetischen Knochenersatzmaterialien. Knochener-
satzmittel sind dabei als Biomaterialen definiert und sollen nach Implantation vorhan-
dene strukturelle Elemente und deren (Teil-)Funktionen voribergehend ersetzen.
Optimalerweise sollen die Knochenersatzmaterialien nicht nur als Defektfiller und
dem einfachen Ersatz des Knochens dienen, sondern dariiber hinaus die Knochen-
heilung positiv in Bezug auf Menge, Qualitat und den pro Zeiteinheit gebildeten Kno-
chen fordern (Rueger 1998).

Einige Materialen besitzen nur eine passive Leitstruktur, mit deren Hilfe das umge-
bende Knochengewebe gerichtet einwachsen kann. Man bezeichnet sie als osteo-
konduktiv (Burchardt 1983). Die pordsen Strukturen simulieren mit ihren interkonnek-
tierenden Poren ein spongidoses Knochenlager und ermoéglichen aus dem umgeben-
den intakten Knochengewebe das Einwachsen von Blutgefaf3en, Gewebe und das
Einnisten von mesenchymalen Zellen. Am Ende steht abhangig von der verwendeten

Leitschiene entweder eine Regeneration mit einem Durchbau ohne vorherige Re-
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sorption der Leitschiene (z.B. bei Hydroxylapatit) oder ein vollstandiges Remodelling,
also ein Umbau unter dem gleichzeitigen Abbau der Leitschiene (z.B. bei Tricalci-
umphosphat, TCP)(Rueger 1998). Die Anforderungen an das Implantatlager fur den
Einsatz reiner osteokonduktiver Materialien sind sehr hoch und die Reparationsfa-
higkeit hangt stark von Patientenalter, Defektgro3e, Knochenart, Vaskularisation und
Stabilitat des defekten Knochens ab (Bauer et al. 2000).

Zusatzlich spielen auch humorale Faktoren und Mediatoren in der Knochenregenera-
tion eine entscheidende Rolle, indem sie eine Differenzierung der mesenchymalen
Stammzellen zu Osteoblasten und deren Proliferation bewirken (Barnes et al. 1999,
Kirker-Head et al. 1998). Dies gelingt bei der nattrlichen Knochenheilung durch pa-
rakrine Sekretion lokaler Mediatoren der beteiligten Zellen (Bruder et al. 1999b). an-
Des Weiteren sind humorale Faktoren, welche in der Knochenmatrix enthalten sind
und erst bei der Knochenzerstérung aus dieser freigesetzt werden, fir eine Kno-
chenneubildung notwendig (Kraus et al. 2006). Folglich kénnen Bestandteile einer
Knochenmatrix Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung einer neuen kno-
chernen Struktur haben. Urist et al. konnten zeigen, dass eine demineralisierte Kno-
chenmatrix (DBM) in einem heterotopen Lager eine de novo Knochensynthese er-
maoglicht (Urist 1965). In der Folge konnte eine ganze Gruppe von Proteinen ermittelt
werden, die Einfluss auf die Proliferation und auf die Differenzierung von mesenchy-
malen Vorlauferzellen zu Osteoblasten besitzen (Cheng et al. 2003). Durch diese
Eigenschaft im Knochenregenerationsprozess werden sie als osteoinduktiv bezeich-
net. Zu dieser Gruppe gehéren beispielsweise auch die sog. bone morphogenetic
proteins (BMPs) und andere Wachstumsfaktoren wie z.B. insulin like growth factor
IGF oder platelet-derived growth factors PDGF (Parikh 2002). Diese Gruppe erweitert
sich regelmafRig durch neu entdeckte Faktoren (Lieberman et al. 2002, Bostrom et al.
1999).

Die Mehrzahl der bis heute in der Klinik am Patienten verwendeten Knochenersatz-
materialien zeigen bisher aber lediglich einen osteokonduktiven, jedoch keinen oder
nur minimalen osteoinduktiven Effekt, weshalb sie bis dato rein als Defektfiller die-
nen (Kon et al. 2000, Hallfeldt et al. 1994). Ausnahmen bilden hierbei einige neuere
Polymere und Keramiken, die in Tierversuchen unter spezifischen Bedingungen ein
osteoinduktives Verhalten zeigen konnten (Kruyt et al. 2004). Eine Moéglichkeit dieses
Problem zu beheben ist die Verwendung von Kompositen. Dies kann beispielsweise

eine Beimpfung osteokonduktiver Leitschienen z.B. mit gentechnisch hergestelltem
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rekombinanten humanen BMP (rhBMP) sein. In Tierversuchen konnten bei ausrei-
chender Konzentration Knochendefekte Gberbrickt werden (Bostrom et al. 1996, Y-
asko et al. 1992), die Heilung einer Fraktur beschleunigt und ebenso eine schnellere
Vaskularisierung nachgewiesen werden (Suwa et al. 1998). Auch in klinischen Stu-
dien konnten an Patienten bereits bei kleinen Defekten unter Verwendung von
rhBMP 2 gute Ergebnisse erzielt werden (Boden et al. 2002). Jedoch zeigt sich, dass
nicht jede Kombination einen synergetischen Effekt besitzt, sondern die Materialien
aufeinander durchaus hemmend wirken kdnnen (Ozturk et al. 2006). Ebenso sind bis
heute die optimal wirksamen Dosismengen der Faktoren unbekannt und eine Sicher-
stellung der Ortstandigkeit der Faktoren nicht gewahrleistet.

Insgesamt muss festgehalten werden, dass gerade aufgrund dieser Ergebnisse die
Ubertragbarkeit der beschriebenen Alternativen auf die Uberbriickung groRBer Kno-
chendefekte weiterhin ein Problem darstellt. Die Transplantation von autogenem
Knochen stellt daher nach wie vor den ,Goldstandard dar (Betz 2002, Bruder et al.
1999b). Wohl erweist es sich als vorteilhaft, dass hier neben spongiésen Knochenan-
teilen und osteoinduktiven Wachstumsfaktoren auch vitale, knochen-bildende Zellen
verpflanzt werden. Diese missen somit nicht erst im Rahmen der Heilung in das Imp-
lantat einwandern. Die schnelleren und besseren Ergebnisse zeigen, dass die Exis-

tenz osteogener Zellen im Implantat die Regeneration in erheblicher Weise fordert.

1.2. Tissue Engineering von Knochen

1.2.1. Ubersicht

Eine viel versprechende Alternative zur Uberbriickung groBer Knochendefekte stellt
das Tissue Engineering (TE) dar. TE beschreibt eine interdisziplinare Wissenschatft,
in der Wissenschaftler, Arzte und Ingenieure in einem engem Zusammenspiel versu-
chen, zerstorte, fehlende oder fehlerhafte Gewebe zu ersetzen. Nach der initialen
Probenentnahme aus Teilen des unzerstdrten Gewebes erfolgt die Isolierung von
gewebetypischen Zellen. Diese werden im Labor in vitro vermehrt und anschlielend
unter zu Hilfenahme von Wachstumsfaktoren in einer fiur die Gewebsentwicklung
notwendigen spezifischen Matrixstruktur als Tragermaterial kultiviert (Vacanti et al.
2000).
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Abb.1 Tissue Engineering von Knochen

Auch das Tissue Engineering von Knochen baut hierauf auf, wobei Leitschienen, wie
unter 1.1.1. beschrieben, mit osteogen differenzierte Zellen besiedelt werden.
(Vacanti et al. 2000, Vacanti et al. 1999). Die Zellen kénnen zum Beispiel aus Kno-
chenmarkaspirat der Patienten gewonnen und im Labor vermehrt werden (Bruder et
al. 1998c). Nach Implantation der besiedelten Konstrukte in den Defektbereich, soll
es parallel zur Resorption des Leitschienenmaterials zur Knochenneubildung kom-
men, die im optimalen Fall zur Restitutio ad integrum fihrt (Abb. 1). Als vorteilhaft
erweisen sich die ausreichende Verfugbarkeit von Zellen und die niedrigere Morbidi-
tat des Patienten, da fiur die Gewinnung der Zellen lediglich ein minimaler chirurgi-
scher Zugang bendtigt wird.

In einem einmaligen klinischen Versuch zeigte die Arbeitsgruppe um Vacanti et al.
die Mdglichkeiten, jedoch zugleich auch die derzeitigen Grenzen des Tissue Engi-
neering auf. Nach Beimpfung einer Hydroxylapatit — Leitschiene mit autologen Peri-
ostzellen gelang es ihnen ein amputiertes Daumenendglied zu rekonstruieren
(Vacanti et al. 2001). Der zeitliche Aufwand und die Belastung fur den Patienten war
unverhaltnismanig hoch und stand letztlich in keinem Verhéltnis zu dem funktionellen
klinischen Ergebnis (Hentz et al. 2001). Auch anderen Arbeitsgruppen gelang eine
Rekonstruktion von Fingerendgliedern unter Verwendung einer mit bovinem Periost
ummantelten organischen Polymerleitschiene mit anschlie3ender in vitro Kultivierung
und subkutaner Implantation in ein Versuchstier (Sedrakyan et al. 2006, Isogai et al.
1999).

Ein Problem bei der Verwendung autologer Zellen aus dem Knochenmark oder aus
dem Periost kann in der mangelnden Verflgbarkeit von kultivierbaren Stammzellen
bestehen. Die Anzahl der MSC stellen im Knochenmark beispielsweise lediglich ei-
nen Anteil 0,001-0,01% dar (Pittenger et al. 1999). Dartber hinaus nimmt auch mit
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zunehmendem Alter die Menge der Stammzellen im Knochenmark ab (Muschler et
al. 2001) oder kann infolge Erkrankungen reduziert sein z.B. bei Osteomyelofibrose
(Tsuchida et al. 2003). Als Alternative bietet sich die Verwendung von allogenen me-
senchymalen Stammzellen an (siehe 1.2.2.). Hierbei kann man auf eine operative
Zellentnahme verzichten und verwendet stattdessen Zellen aus einer Zellbank
(Olivier et al. 2004). Diese werden dann analog den autologen Zellen kultiviert und
nach Beimpfung eines Tragermaterials in den zu uberbrickenden Knochendefekt
eingesetzt. In Tiermodellen konnte durchaus gezeigt werden, dass gréf3ere Kno-
chendefekte mit allogenen MSC mittels dieser Methode geheilt werden kdnnen
(Arinzeh et al. 2003). Daruiber hinausgehend zeigen die Zellen eine fehlende Immu-
nogenitat, werden somit vom Immunsystem nicht als fremd erkannt und haben zu-
satzlich noch immunmodulatorische Eigenschaften (z.B. Hemmung der Lymphozy-
tenproliferation und der T-Zellaktivierung), was sie ideal fir Transplantation auch un-
ter HLA-verschiedenen Individuen macht (Le Blanc 2006, Uccelli et al. 2006).

1.2.2. Leitschienen und Zellen fir das Tissue Engineering

Tissue Engineering ist unter anderem abhangig von einem geeigneten Tragermateri-
al, welches als Leitschiene fir die osteogenen Zellen und das einwachsende Gewe-
be dient. Als Leitschienen kdnnen verschiedene Knochenersatzmatrices dienen. So
gibt es synthetische anorganische Materialien wie Kalziumphosphatkeramiken (z.B.
Hydroxylapatit oder Tricalciumphosphat) oder auch synthetische organische Verbin-
dungen wie organische Polymere und deren Kombinationen (z.B. Polyester oder Po-
lyaminosauren). Ebenso kdnnen zum Beispiel oben beschriebene Knochenmatrixex-
trakte oder Knochenmatrixfraktionen als Tragermaterial fungieren.

Leitschienen sind nach derzeitigem Wissensstand unverzichtbar, da ein gerichtetes
Wachstum der Zellen ohne sie nicht mdglich ist (Abukawa et al. 2003, Boyde et al.
1999). Dariber hinaus erméglichen sie die Adhasion der in vitro beimpften Zellen.
Von Bedeutung ist der Grad der Interkonnektivitat und die Makroporgsitat, da dies
Uber das Ausmal} der Zellimmigration, der Versorgung mit Nahrstoffmedium und der
Vaskularisierung nach Implantation entscheidet (Stengele 2004).

Neben dem optimalen Einsatz von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, spie-
len die verwendeten Zellen eine Hauptrolle (Caplan et al. 1999, Bruder et al. 1999a).
Dabei werden in Studien unterschiedliche Zellen wie Osteoblasten, Osteoprogenitor-

zellen oder auch ,Bone Marrow Stroma Cells“ (BMSC) verwendet. Allen Zellen ist
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jedoch gleich, dass sie bestimmte Stufen innerhalb der osteoblastaren Differenzie-
rungskaskade darstellen und in der Lage sind in ihrer differenzierten Form Knochen
zu bilden. Urspriinglich stammen sie von mesenchymalen Stammzellen (MSC) ab.
Sie bilden den Ausgangspunkt fur die Differenzierung zu einer Vielzahl von mesen-
chymalen Geweben und wurden bisher in unterschiedlichen Geweben nachgewiesen
(Tuan et al. 2003). Als Stammzellen besitzen sie die Fahigkeit zur Selbstreplikation
bei stabilem Phanotyp (Caplan 1991) und sind pluripotent (Czyz et al. 2003). Damit
besitzen sie das Potential, sich unter entsprechenden Kulturbedingungen in unter-
schiedliche Zellen- und Gewebetypen wie Fett- , Knorpel- und Knochenzellen zu dif-
ferenzieren (Pittenger et al. 1999) (Abb. 2). In der Folge konnten Studien zeigen,
dass unter definierten in vitro Kulturbedingungen MSC Knochen bilden (Ohgushi et
al. 2003).

Chondroprogenitor Chondrocyte :'{hyos,‘%r:géi?: Osteoblast

e O

/ :
\\ \\

N N\ He
Postulated osteoblast-chondroblast b % Hiling ot
bipotential progenitor R \ O
i o e
Mesenchymal Early Late
stem cell osteopmgcm(or Osteoprogenitor Preosteoblast Oslcoblast
~
~ O
Sa
Postulated osteoblast-adipocyte / Stgocysy
\ . bipotential progenitor
(w0

Adipocyte 3
progenitor Preadipocyte Adipocyte

Other mesenchymal cells including
myoblasts, fibroblasts

Abb. 2 Ubersicht uber Differenzierungskaskade von mesenchymalen Stammzellen nach (Aubin
1998)

1.2.3. Tissue Engineering am Tiermodell

Im Rahmen des TE sind in den letzten Jahren eine Vielzahl von Studien durchgefiihrt
worden. Aufgrund der Komplexitat der Thematik gibt es bei der Ubertragbarkeit und

Bewertung von Ergebnissen durchaus Schwierigkeiten. Die meisten Studien variie-
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ren erheblich in Bezug auf die verwendeten Versuchstiere, die verschiedenen ana-
tomischen Implantationsorte, der verwendeten Zellen und deren Besiedlung und Kul-
tivierung. Auch die chemische Zusammensetzung, die Form und Resorbierbarkeit
der verwendeten Leitschienen sind mannigfaltig und spiegeln die Vielzahl der Stu-
dien wider. Alleine aufgrund der mdglichen Unterschiede der verwendbaren Zellen
(Differenzierungsgrad der Zellen, tierischen vs. humane, autologe vs. allogene
Transplantation etc.) erscheinen Aussagen schwierig. Dennoch ist bei vielen dieser
Modelle, sowohl bei kleineren als auch bei gro3eren Tieren eine Knochenneubildung
unter Zuhilfenahme implantierter besiedelter Leitschienen gezeigt worden. In Versu-
chen am ektopen Modell konnten nach subkutaner Implantation in mit Knochen-
markszellen besiedelten Biokeramiken Knochenneubildung nachgewiesen werden
(Kadiyala et al. 1997, Goshima et al. 1991).

Auch andere Studiengruppen, welche Leitschienen mit ausschlie3lich humanen
Osteoblasten in vitro zuné&chst kultivierten, konnten eine Mineralisation als Zeichen
einer Knochenneubildung im ektopen Implantat feststellen. Daneben zeigte sich auch
eine Gefallneubildung als Zeichen einer Implantatintegration (Ferrera et al. 2002,
Boo et al. 2002, Schantz et al. 2002).

Auch bei orthotopen Tiermodellen konnten bei Implantationen von mit Zellen belade-
nen porésen Knochenersatzmaterialien Knochenbildung nachgewiesen und der Vor-
teil gegenliber unbeimpften Implantaten gezeigt werden. (Cancedda et al. 2003c,
Petite et al. 2000, Kon et al. 2000, Bruder et al. 1998b). Aufgrund dieser Erfolge wur-
de versucht die tierexperimentell gewonnenen Ergebnisse und Erfahrungen auf die
klinische Behandlung bei Patienten zu Ubertragen. Dabei konnte beispielsweise ein
bis zu 7 cm grofRer Knochendefekt am distalen Humerusschaft mit autologen Oste-
oprogenitorzellen und einer Hydroxylapatit — Leitschiene erfolgreich tberbrickt wer-
den (Quarto et al. 2001b).

Allen Studien zeigen jedoch, dass die Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche
Knochenbildung vitale Zellen sind, welche in der Folge Wachstumsfaktoren und Bo-
tenstoffe sezernieren und Knochenmatrix fir den Heilungsprozess bilden. (Tsuchida
et al. 2003, Cheng et al. 2001). Es bleibt jedoch teilweise unklar, ob und zu welchen
Teilen die implantierten osteogenen Zellen per se fur die Knochenneubildung ver-
antwortlich sind, oder ob nicht durch deren Apoptose erst freiwerdende Botenstoffe
und Wachstumsfaktoren eine Migration der korpereigener Stammzellen in den De-

fektort bewirken und in der Folge Knochenmatrix bilden.
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Nach wie vor bleibt ebenso von umgekehrter Sichtweise her ungel6st, ob es zu einer
Migration der implantierten Zellen in andere Organe kommt. Obwohl bei adulten
Stammzellen bislang keine Tumorgenese bekannt ist (Grompe 2002a), konnte bei
der Verwendung von embryonalen Stammzellen fir therapeutische Zwecke in vivo
nachweislich die Bildung von Teratomen nach Implantation gezeigt werden (Asano et
al. 2003, Grompe 2002b, Odorico et al. 2001, Thomson et al. 1998).

Zudem konnte im Rahmen von tierexperimentellen Studien sowohl an immundefi-
zienten oder bestrahlten Mausen, als auch an Gorillas gezeigt werden, dass hMSC
nach intravendser Applikation sich nicht nur im Knochenmark absiedeln, sondern
auch in andere Organe wie Lunge, Milz und Knorpel migrieren kénnen (Devine et al.
2003, Cancedda et al. 2003a, Gao et al. 2001). Nach intraperitonealer Injektion von
hMSC bei einem fetalen Schaf konnten die applizierten Zellen noch nach einem Zeit-
raum von 13 Monaten nachgewiesen werden (Mackenzie et al. 2001). In Versuchen
zur Reparatur von Sehnen mit Hilfe von MSC - Leitschienenkonstrukten im
Kaninchenmodell konnte gezeigt werden, dass es in mehr als einem Viertel der Falle
zu einer unerwunschten ektopen Knochenbildung in den Sehnen kam (Harris et al.
2004). Adulte Stammzellen scheinen in Bezug auf ihre Differenzierungs- und Dediffe-
renzierungsfahigkeit eine hohere Flexibilitat zu besitzen als zunachst angenommen
(Korbling et al. 2003, Azizi et al. 1998). Es bedarf daher einer Klarung, ob es nach
ektoper bzw. orthotoper Implantation von besiedelten Leitschienen zu einer Migration
der Stammzellen in den Organismus kommt und falls ja welche der Organe bevor-

zugt sind.

1.3. Nachweis von artfremden Zellen in Geweben

Fur den Nachweis der Migration implantierter Stammzellen sind Techniken notwen-
dig, welche sicher eine Abgrenzung der Stammzelle zum Empfangergewebe ermdg-
lichen bzw. die Anwesenheit der .fremden“ Stammzelle im Gewebe beweisen. Je
nach Zielsetzung stehen daflr heute bereits unterschiedliche Methoden zur Verfi-
gung, die sich in ihrer Genauigkeit jedoch unterscheiden. Die Verwendung von art-
spezifischen Antikorpern, z.B. im Rahmen einer Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist
weit verbreitet. (McBride et al. 2003). In jungster Zeit nutzte man auch gentechnisch
veranderte Zellen zur Implantation, dessen Genom durch Luciferase- oder GFP-

Gene erweitert ist. Durch Expression dieser Gene kommt es zu einer Lumineszenz
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oder Fluoreszenz der zu untersuchenden Zellen, welche somit vom Umgebungsge-
webe abgegrenzt werden kénnen (Wang et al. 2003a). Dadurch ist es moglich, Zel-
len nicht nur in Gewebeschnitten oder Zelllésungen sondern auch in einem lebenden
Organismus nachzuweisen (Jenkins et al. 2003). Trotz vieler zusatzlicher morpholo-
gischer Informationen und der Mdglichkeit einzelne Zellen einem bestimmten Ort zu-
zuordnen, scheinen diese Methoden fir eine systematische Quantifizierung unter-
schiedlicher Gewebe nicht geeignet.

Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction = PCR)
steht eine andere Methode zur Verfigung, mit deren Hilfe indirekt die Bestimmung
bestimmter Zellen mdglich ist. In der Hamatologie wird die PCR routineméaRig fur ei-
nen sensitiven Zellnachweis bei Knochenmarkstransplantationen verwendet. Damit
wird im Empféangerblut, neben der Unterscheidung zwischen Spender- und Empfan-
gerzellen, Chimare bestimmt mit deren der weitere Verlauf kontrolliert werden kann
(Martinelli et al. 1997, Alard et al. 1995). Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, wel-
ches eine ausgesuchte Nukleinsduresequenz innerhalb kurzer Zeit amplifizieren und
eine hohe Zahl identischer Kopien dieses DNA Abschnittes bilden kann. Diese Ko-
pien stehen dann in ausreichender Menge fur weitere Analysen zur Verfigung (Saiki
et al. 1985). Als theoretische Vorlage dient der natirliche Replikationsprozess von
doppelstrangiger DNA (dsDNA) mit Hilfe von Polymerasen. Wahrend jedoch in der
lebenden Zelle eine Vielzahl hochkomplexer Enzyme in einem besonderen Milieu
beteiligt sind, Ubertragt man bei der PCR die Reaktion in eine kinstliche Umgebung
und verwendet nur grundlegende Komponenten. Dazu gehdren die vier modifizierten
Nukleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), Pufferldsungen, in denen die Reaktion ab-
laufen kann, sequenzspezifische oligonukleotide Einzelstrange (Primer) und spezielle
hitzestabile DNA — Polymerasen (Tag-Polymerase). Fur die Synthese wird ein Pri-
merpaar bendtigt. Die Aufgabe dieser zwei sequenzspezifischen Primer (Sense —
und Antisense) besteht darin an den DNA Einzelstrang zu binden und den zu repli-
zierenden Bereich beiderseits einzugrenzen. Zusatzlich bietet der Primer einen
Startbaustein fur die Replikation. Die Replikation selber lauft in drei definierten Stufen
ab: Initial kommt es zu einer Erhitzung bis auf 95°C, durch welche es zu einer L6-
sung der Wasserstoffbriickenbindungen der Basenbausteine und somit zum Ausei-
nanderweichen der Doppelstrange kommt (Schmelzen oder Denaturierung).

Im zweiten Schritt, der sog. Annealing — Phase, bei Temperaturen zwischen 40°C
und 72°C (initial oft 55°C) lagern sich die Primer an die DNA an. In der dritten Stufe
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kommt es mit Hilfe der Taq - Polymerasen bei 72°C zu der Synthese des komple-
mentaren Stranges durch Anfliigen der Nukleotide (Elongation). Diese drei Schritte

(siehe Abb. 3) werden in einem Theromcycler automatisch bis zu 40 Male wiederholt.
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Abb. 3 Reaktionszyklen PCR — Ubersicht. 1. Denaturierung des DNA Doppelstranges. 2. Annealing
mit Bindung der Primer an die DNA Einzelstrange. 3. Bindung der Tag-Polymerasen und
Elongation des komplementaren DNA-Stranges. 4. Wiederholung der Einzelschritte 1.-3.

Die Entscheidung welcher definierte Abschnitt auf dem Nukleinsaurestrang vervielfal-
tigt wird, h&ngt vom eingesetzten Primerpaar ab. Implantierte Zellen kdnnen nach-
gewiesen werden, wenn ein Primer verwendet wird, der einen Bereich auf einem
DNA Molekul eingrenzt, der ausschlielich auf dem Nukleinsdurestrang der gesuch-
ten Zelle vorkommt. Somit ist mittels PCR madglich in einem heterogenen Nukleinsau-
regemisch Ruckschlisse auf das gesuchte DNA Molekul durch den spezifisch ver-
vielfaltigten Abschnitt zu ziehen und die Existenz damit zu beweisen.

Zum Beispiel kbnne Primerpaare verwendet werden, die an geschlechtsbestimmen-

de DNA Bereiche auf dem Y-Chromosom binden (Muramatsu et al. 2003). Somit
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kann bei einem mannlichen Spender und eines weiblichen Empfangerorganismus
(sog. sex-mismatch Transplantation) der Fremdzellnachweis sicher gelingen, da der
Empfanger kein Y-Chromosom in seinen Zellkernen besitzt.

Fur den spezifischen Nachweis kbnnen auch Primerpaare verwendet werden die an
Bezirke von repetitiven nicht-codierenden DNA-Abschnitten binden (Rieger et al.
2005, Thiede et al. 1999, O'Neill et al. 1996). Da nur ein Teil des Genoms Informati-
onen fur Genprodukte (wie z.B. Proteine) enthalt, besteht der Rest aus repetitiven
DNA Sequenzen. Einen Uberblick bietet die Abb. 4.

Highly
repetitive

Satellite Interspersed
DMNA repeats

Multiple Mini- Micro-
copy genes satellites satellites

Dinucleo-
tides

Abb. 4  Ubersicht repetitiver Abschnitte des Genoms nach Klug und Cummings (2000)

Zu diesen Sequenzen zéhlen beispielsweise Mikrosatelliten oder short tandem re-
peat (STR), aber auch die sich im Zentromerbereich befindenden Alpha-Satelliten-
Regionen. Bei den STR handelt sich um eine Klasse von kurzen repetitiven DNA-
Abschnitten mit einer Lange von 1-7 Bp, welche in hoher Anzahl auf allen Chromo-
somen vorkommen. Diese Bereiche werden bereits heute in der Forensik im Rahmen
des sog. ,Genetischen Fingerabdrucks” verwendet. Sie stellen hochindividuelle,
hochspezifische und teilweise auch artspezifische Abschnitte auf der DNA eines Or-
ganismus dar (van Oorschot et al. 1994). Auch Alpha-Satelliten besitzen repetitive
Einheiten, jedoch mit einer deutlich langeren Bp-Abfolge (172-178Bp). Diese kdnnen
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sowohl spezifisch fur einzelne Chromosome des selben Individuums sein (Warburton
et al. 1991), als auch fur unterschiedliche Spezies individuell sein (Becker et al.
2002).

Der Vorteil besteht in der Wiederholung dieser DNA — Abschnitte innerhalb einer Zel-
le, die oftmals in bis zu tausendfacher Kopie vorliegen. So wird bei der Vervielfalti-
gung im Rahmen der PCR nicht nur ein Abschnitt, der singular vorkommt, exponenti-
al vermehrt, sondern eine Vielzahl von identischen Abschnitten. Die Menge der ge-
bildeten Nukleinsauresequenzen ist viel hoher und kann leichter im weiteren Nach-
weisprozess dargestellt werden. Im Umkehrschluss heil3t dies, dass sehr kleine
Mengen an Probenmaterial fir einen Nachweis mit sehr hoher Sensitivitdt ausrei-
chen. Die konventionelle PCR erlaubt lediglich qualitative bzw. semiquantitative Aus-
sagen, ob eine gesuchte Nukleinsduresequenz im Probematerial vorhanden ist oder
nicht. Oftmals ist es auch von Bedeutung quantitative Aussagen zu treffen. In vielen
Bereichen der Medizin wird hierbei eine spezielle Art der PCR, die sog. Real-Time
PCR (RT-PCR) eingesetzt. Sie findet sowohl in der Quantifizierung von Mikroorga-
nismen in Blut oder Gewebeproben, als auch z.B. in der Bestimmung der Chimarzel-
len nach allogener Knochenmarktransplantation Anwendung (McBride et al. 2003)

Es wird dabei wahrend des Elongationsprozesses ein fluoreszierender Farbstoff in
den sich verlangernden DNA Strang eingebaut, wodurch das emittierte Fluoreszenz-
signal um ein vielfaches verstarkt wird. Das entstehende Signal wird in der Folge
aufgezeichnet und spiegelt die Menge der gebildeten Produkte wider (Abb. 5). Mit
zunehmender Produktmenge steigt es exponential an, bis eine Sattigungsphase er-
reicht wird (= Plateauphase). Nach einer bestimmten Anzahl an Zyklen wird ein Sig-
nal mit einer definierten Fluoreszenzstarke messbar (CT 1 - Wert). Bei einer geringe-
ren Probenmenge werden mehr Zyklen bendtigt, bis ausreichend Produkte fir ein

gleiches Fluoreszenzniveau entstehen (CT 2 - Wert).
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Abb.5 Ubersicht liber quantitative PCR (nach Kubista 2006)

Wahlt man nun exakt definierte Ausgangsmengen (z.B. eine Verdinnungsserie einer
DNA), welche die zu amplifizierende Zielsequenz beinhalten, so erhalt man fir jede
Menge eine eigene Zyklus-Fluoreszenz-Kurve. In Abhangigkeit von der jeweiligen
Ausgangsmenge, wird jede dieser Kurven ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau
bei einer anderen Zykluszahl aufweisen (Abb. 6). Der Crossing Point (CP) wird nun
definiert als die jeweilige Zykluszahl, bei einer definierten Fluoreszenzstérke in der
Phase des exponentiellen Kurvenwachstums. Am CP befindet sich somit in allen Re-
aktionsgefalien zu unterschiedlichen Zykluszahlen die gleiche Menge an neu synthe-
tisierter DNA. Man erhalt somit eine Standardkurve, indem man die aus der Verdun-
nungsserie ermittelten CP Werte (=Zykluszahlen) nimmt und diese Werte gegen die
dazugehdrigen anfangs eingesetzte Template-Menge auftragt (Kubista et al. 2006,
Rutledge et al. 2003).
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Fluoreszenz

Zykluszahl

Abb. 6  Ubersicht Giber Ermittlung einer Standardkurve (modifiziert nach Kubista 2006)

Diese Standardkurve kann genutzt werden, um bei den zu analysierenden Proben

die zu ermittelnden Ausgangsmengen zu quantifizieren.

1.4. Aufgabenstellung

Die steigende Nachfrage nach Knochenersatzmitteln, auch in Hinblick auf die zu-
nehmend alternde Gesellschaft westlicher Lander, erfordert neue Behandlungskon-
zepte bei Knochendefekten (Olivier et al. 2004). Dem Tissue Engineering und damit
der Verwendung adulter Stammzellen wird in Zukunft zunehmend Bedeutung beige-
messen.

Ziel war es zum einen, in einer Pilotstudie ein Mausmodell zu etablieren, in dem das
lokale Wachstum von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) auf Leitschie-
nen in vivo untersucht werden kann, um zukunftig unterschiedlichen Fragestellungen,
wie z.B. Einfluss der in vitro Kultivierung oder osteogene Stimulation nachgehen zu
kbnnen. Zum anderen sollte eine sensitive Auswertung auf Grundlage der Polymera-
se-Ketten-Reaktion (PCR) etabliert werden, mit der man Zellen bis auf Einzelzellni-

veau nachweisen und sowohl die Zellmenge tberlebender Zellen auf den Leitschie-
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nen, als auch eine eventuelle Migration der Zellen in die Empfangerorgane qualitativ
und quantitativ erfassen kann.

Hierzu sollten mit humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) besiedelte, aus
boviner Spongiosa bestehende Knochenleitschienen, subkutan in Mause implantiert

und nach 2, 4, 8 und 12 Wochen molekularbiologisch ausgewertet werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Gerate

2.1.1. Gerate

Abzugtisch

Biophotometer

CO,-Zellkulturbrutschrank, Typ IG150

Digital pH-Meter

Elektrische Prézisionswaage

Eismaschine
Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur, Modell B;
Gefrierschrank (-80 °C)

Gefrierschrank (-20 °C)
Geldokumentationssystem, Image Master VDS
Heizblock, HLC, BT 130-2
Hybridisierungsofen, Hybridizer HB-100
Kuhlschrank (4 °C)

Kihlzentrifuge, Typ BRA4i

LightCycler

Megafuge

Mikrowellengerat (900 Watt)
Neubauer-Zahlkammer

PCR-Multicycler PT-200

Pipetus-akku

Routinemikroskop, Axiovert Typ S100
Schittler, Rotamax 120

Sterilwerkbank

Thermozykler, PCR-Sprint

Tischzentrifuge Typ CT 4.22
Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer Typ RC 10.9
Varioklav Dampfsterilisator

Varipipetten, Gilson, Pipetman

Medite, Burgdorf
Eppendorf, Hamburg
Jouan, Unterhaching
Bachhofer, Reutlingen
Kern&Sohn, Frommern
Tritec, Hannover
PegLab, Erlangen

GFL, Burgwedel
Liebherr, Ochsenhausen
Pharmacia Biotech, USA
Medax Nagel GmbH, Kiel
UVP, Laboratory Pro, USA
Liebherr, Ochsenhausen
Jouan, Unterhaching
Roche, Mannheim
Heraeus Instruments, Hanau
Siemens, Furth

Plazotta, Minchen
Biozym, Oldendorf
Hirschmann, Eberstadt
Zeiss, Jena

Heidolph, Schwabach
Biohit Antares, USA
Hybaid, Ashford, England
Jouan, Unterhaching
Jouan, Unterhaching
H&P, OberschleiRheim
Abimed, Langenfeld
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Vortex-Genie
Wasserbad

Wasserbad mit Schuttelvorrichtung

Scientific Industries, USA
GFL, Burgwedel
Memmert, Schwabach

2.1.2. Chemikalien und Materialien fir Molekularbiologie

Fur die molekularbiologischen Ansatze wurde ,,Aqua ad injectabilia“ der Firma Braun,

Melsungen verwendet.

0,5 ml Eppendorf Gefal3e

1,5 ml Eppendorf GefalRe

15 ml Falconréhrchen

50 ml Falconrdéhrchen

Alpha — MEM Kulturmedium (mit Ribonucleotiden)
dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Deckglaser fur Neubauer Zahlkammer
DNA-Langenstandard, 250 bp Leiter
DNA-L&ngenstandard, Nr. VI
Dneasy Tissue Kit

Ethanol abs.

Ethidiumbromid
Kryokonservierungs-Rohrchen
LC-Primer Set

LC-SybrGreen Kit

LightCycler Kapillaren
MSC-Basalmedium

MSC-Growth Supplement (MCGS)
PBS (W/o Ca ** ,Mg®")
Penicillin/Streptomycin

Petrischalen (@ 92 mm)

Rnase A

SeaKem LE Agarose
Tag-Polymerase
Trypsin/EDTA-LO6sung

UV-Kuvetten

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht
Gibco, Invitrogen Co., USA
R&D Systems, Wiesbaden
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA

Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Nalgene, USA
Search-LC, Heidelberg
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
Cambrex, USA

Cambrex, USA

Gibco, Invitrogen Co., USA
Cambrex, USA

Sarstedt, Nurnbrecht
Quiagen, Hilden

FMC BioProducts, USA
Qiagen, Hilden

Cambrex, USA
Eppendorf, Hamburg
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Zellkulturflaschen, 75 cm? bzw. 25 cm? Nunc, USA
Zellkulturplatten, 6-, 12- und 24-Kavitaten Nunc, USA
Zellschaber Sarstedt, Nurnbrecht
2.2. Zellkultur

2.2.1. Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC)

2.2.1.1. Herkunft

Es wurden humane mesenchymale Stammzellen (hnMSC) der Fa. Cambrex (USA)
verwendet. Die Zellen stammen von gesunden weil3en Spendern im Alter von 18 und
45 Jahren und wurden mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation aus Knoche-
naspirat, das aus dem hinteren Beckenkamm gewonnen wurde, isoliert. Die Firma
garantiert den Stammzellcharakter der Zellen durch die Differenzierungsfahigkeit in
die chondrogene, osteogene und adipogene Zelllinien und den Nachweis spezifi-

scher Oberflachenantigene.

2.2.1.2. Auftauen von hMSC

Die kryokonservierten Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und danach
in 5 ml Stammzellkulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde bei 24 °C
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (600 x g, 5 Minuten), der Uberstand abgenommen
und das Zellsediment mit einer 2ml Pipette in 3 ml Kulturmedium durch vorsichtiges
auf- und abpipettieren resuspendiert. Die homogene Zelllosung wurde auf drei
75cm?-Zellkulturflaschen gleichmaRig verteilt und mit Kulturmedium auf 10 ml aufge-

fullt. Die Kultivierung erfolgte wie unter 2.2.1.3. beschrieben.
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Stammzellmedium gemaR MSCGM Bulletkit® (Fa. Cambrex):

Mesenchymal stem cell basal medium 440 ml

Fetales Kalberserum 50 ml 10% (v/v)
L-Glutaminlésung 200mM 10 mi 2mM
Penicillin/Streptomycin 0,5 ml 0,5U/ml / 0,05mg/ml

2.2.1.3. Kultivierung der Zellen

Die hMSC wurden adhéarent als Monolayer in 75cm? - Zellkulturflaschen der bei 37°C
im Brutschrank bei einer CO,-Konzentration von 5% und einer gleichmafigen relati-
ven Luftfeuchtigkeit von 90 % inkubiert. Alle drei bis vier Tage wurde das Kulturme-
dium gewechselt und bei Erreichen einer Konfluenz von 70 — 90% die Zellen pass-
agiert. Hierzu wurde zunachst das alte Kulturmedium entfernt und die Zellen mit
Phosphate-Buffered Saline (w/o Ca**, w/o Mg**) (kurz: PBS) durch Schwenken der
Kulturflaschen gewaschen, um eine Inaktivierung des hMSC - Trypsin/EDTA im fol-
genden Schritt zu vermeiden. Zum Ablosen der Zellen wurde das PBS entfernt,
durch 2 ml hMSC - Trypsin/EDTA ersetzt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Der
Trypsinierungsvorgang wurde regelmaRig mikroskopisch kontrolliert und das voll-
standige Ablosen der Zellen von der inneren Bodenflache durch leichtes Beklopfen
unterstitzt. Bei unvollstandiger Trypsinierung war eine weitere Inkubation bei 37°C
im CO; - Brutschrank fur 2 Minuten mdglich, wobei insgesamt die Zeit von 15 Minu-
ten jedoch nicht Gberschritten wurde. Durch Zugabe von 3 ml Kulturmedium wurde
das Trypsin/EDTA inaktiviert und die Zelllésung in ein 15 ml Réhrchen tberfuhrt und
zentrifugiert (600 x g, 5 Minuten, RT). Zur Weiterkultivierung wurde das trypsinfreie
Zellsediment in 3 ml Kulturmedium resuspendiert und nach einer Zellzahlung (siehe
2.2.3.) auf neue mit Kulturmedium vorgelegten Zellkulturflaschen in einer Zelldichte
von 5.000 Zellen pro cm? ausgesat und bis zur erneuten Konfluenz kultiviert. Alle Ar-
beiten wurden unter einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Das PBS wurde auf RT, alle

anderen Medien und Komponenten wurden auf 37°C vorgewarmt.



Material und Methoden 25

2.2.2. Mausfibroblasten

2.2.2.1. Herkunft

Fir Zellen wurde die Zelllinie MC3T3-E1 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, DSMZ) verwendet. Hierbei handelt es sich um Mausfibroblasten,
die aus der Schadeldecke von Mausembryonen der Gattung/Spezies C57BL/6 ge-
wonnen werden und in der Lage sind, sich in Osteoblasten zu differenzieren und Kol-

lagen zu bilden.

2.2.2.2. Auftauen von Mausfibroblasten

Das Auftauen und Weiterverarbeitung der Mausfibroblasten erfolgte analoge der hu-
manen Zellen. Unterschiede waren Zentrifugationsstarke (200 x g) und das Re-
suspendierungsvolumen des Kulturmediums (6ml). Die homogene Zellldésung wurde
auf drei 75cm?-Zellkulturflaschen gleichmaRig verteilt und mit Kulturmedium auf 10

ml aufgefullt. Die Kultivierung erfolgte wie unter 2.2.2.3. beschrieben.

Kulturmedium fir Mausfibroblasten:
Alpha-MEM with Glutamax | ( + Ribonucleotide

+ Desoxyribonucleotide) 443 ml

Fetales Kalberserum (hitze-inaktiviert) 50 ml 10% (v/v)

L — Glutaminlésung 200 mM 10 ml 2mM

Penicillin / Streptomycin 2 mi 20 U/ml / 20 mg/ml

2.2.2.3. Kultivierung der Zellen

Die Mausfibroblasten wurden adharent als Monolayer in 75cm? - Zellkulturflaschen
bei 37°C im Brutschrank bei einer CO,-Konzentration von 5% und einer gleichmaRi-
gen relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % inkubiert. Alle drei bis vier Tage wurde das
alte Kulturmedium entfernt und durch frisches Medium ersetzt. Bei Erreichen einer
Konfluenz von 70 — 90% wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde zunachst das
alte Kulturmedium entfernt und die Zellen mit PBS durch Schwenken der Kulturfla-
schen gewaschen, um eine Inaktivierung des Trypsin/EDTA im folgenden Schritt zu

vermeiden und Mediumreste zu entfernen.
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Zum Ablésen der Zellen wurde das PBS entfernt, durch 2 ml Trypsin (0,5%ig in
5,3mM EDTA — 4Na) ersetzt und 4 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Im
folgenden Schritt wurde der Trypsinierungsvorgang 4 Minuten bei RT fortgefihrt, re-
gelmafiig mikroskopisch kontrolliert und das vollstandige Ablésen der Zellen von der
inneren Bodenflache durch leichtes Klopfen unterstitzt. Durch Zugabe von 3 ml Kul-
turmedium wurde das Trypsin inaktiviert und die Zelllbsung in ein 15 ml Falkon-
Rohrchen uberfihrt und zentrifugiert (200 x g, 5 Minuten, RT). Die Zellen konnten
nun nach Abnahme des Uberstandes fiir Folgeversuche verwendet werden. Beim
Wunsch der Weiterkultivierung der Zellen wurde das trypsinfreie Zellsediment in 3 ml
Kulturmedium resuspendiert und nach Zellzahlung auf neue mit Kulturmedium vorge-
legten Zellkulturflaschen in einer Konzentration von 200 Zellen pro cm? eingesat und
bis zur Konfluenz kultiviert.

Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank durchgefuhrt. Das PBS wurde auf
Raumtemperatur, alle anderen Medien und Komponenten wurden auf 37°C vorge-

warmt.

2.2.3. Zellzdhlung

Fur die zahlenmaflige Erfassung der Zellen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Neubauer-Zahlkammer verwendet. Hierzu wurden 10 ml einer Zellsuspension mit
5 ml Trypanblau versetzt und vorsichtig durchmischt. Das Trypanblau farbte abge-
storbene Zellen dunkelblau an, wodurch sich bei der Zahlung tote von lebendigen
Zellen unterscheiden lieRen. Die Aul3enstege der Zahlkammer wurden mit destillier-
tem Wasser befeuchtet und das Deckglas in der Folge mit sanftem Druck von vorn
auf die Zahlkammer aufgeschoben.

/74:‘77‘“
et/
/.f

Abb. 7 Neubauer Zahlkammer
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Die Ausbildung von Interferenz-Linien (Newton'sche Ringe) zwischen AufRenstegen
und Deckglas zeigte, dass das Deckglas richtig aufgesetzt war. Von dem Zell-
Farbstoff-Gemisch wurde vorsichtig mit einer Pipette ein Tropfen zwischen Deckglas
und Zahlkammeroberflache gebracht. Durch die Kapillarwirkung fillte sich der Spalt
zwischen Deckglas und Kammerboden.

Unter einem Mikroskop wurden die genaue Anzahl der lebenden Zellen in vier Quad-

ranten ausgezéahlt und die Konzentration pro 1 ml mit folgender Formel berechnet:

( Anzahl gezahlter Zellen )~ ( Volumen Zellprobe (ul)+ Volumen Trypanblau (ul)

~10.000
4 Volumen Zellprobe (ul) )

Durch Multiplikation mit dem gesamten Suspensionsvolumen (in ml) erhielt man die

Gesamtzellzahl in der Losung.

2.2.4. Isolierung einzelner Zellen (single-cell-picking)

Zur Isolierung einzelner hMSC wurde eine Methode verwendet, die es ermdglichte
mit Hilfe einer Pipette unter mikroskopischer Aufsicht Zellen aus einem geldsten Zell-
gemisch zu separieren. Kultivierte hMSC wurden trypsiniert und mit PBS auf das Ver-
haltnis 1 : 25 verdinnt (= Losung A). In einer Petrischale (@ 10 cm) wurden im
Weiteren zu 1 ml der Lésung A 4 ml PBS gegeben (Verdinnung 1 : 5). Mit einem
Filzstift wurde zur Orientierung fur den folgenden mikroskopischen Schritt ein Punkt
auf der Unterseite der Petrischale markiert. Die Petrischale wurde unter das Objektiv
platziert und im Sichtfeld auf den Markierungspunkt fokussiert. Eine 10 ml Pipette
wurde an den Punkt unter Aufsicht angenahert und oberhalb des Punktes platziert.
Durch Schwenken der Petrischale wurden vereinzelte nicht-adharente Zellen in die
Néhe des Markierungspunktes gelenkt und mit der Pipette langsam aufgesogen. Vor
dem Aufziehen musste man sich durch sanftes Bewegen der Petrischale vergewis-
sern, dass die Zelle auf dem Boden nicht bereits adharent ist, um eine Beschadigung
der Zellmembran zu verhindern. Die isolierte Zelle wurde nun zigig in das vorherge-
sehene Gefal? gegeben (Abb. 8).
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Losung A
Verdiinnung 1:25

Lésung B

Verdiinnung 1:5

] .Unter Mikroskopische
mikroskopischer Durchsicht
Durchsicht

Abb. 8  Single-cell-picking

Fur jede weitere Isolierung wurde eine neue Pipettenspitze verwendet und der Vor-
gang wiederholt. Da die Zellen innerhalb kurzer Zeit adharent wurden und durch das
nicht optimale Medium einem Stress ausgesetzt waren, war ein rasches Arbeiten
notwendig. Nach einer Zeit von 10 Minuten wurde von neuem mit der Herstellung der
Losung A aus dem Trypsinat begonnen, da der Anteil der nicht-adhérenten Zellen zu

gering war.
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2.3. Tierversuche

2.3.1. Besiedlung von Leitschienen

2.3.1.1. Leitschienen

Als Tragermaterial wurde bovine Spongiosa (Tutobone®) der Firma Tutogen Medical
verwendet. Hierbei handelte es sich wie in Abb.9 zu sehen um eine hochfeste, reine
Spongiosa, dessen naturlicher Mineral-Kollagen-Verbund mit unveranderter Bruch-
kraft und Elastizitat aufgrund des patentierten Herstellungsverfahrens erhalten bleibt
(Neutromedics AG — Cham / Schweiz).

Abb.9 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der verwendeten Leitschiene (Tutobone®,
Fa. Tutogen Medical), Bildquelle: Fa. Tutogen Medical

Eine original verpackte Tutobone® Leitschiene mit den Abmessungen 25 x 15 x 3 mm
wurde mit Hilfe eines sterilen Skalpells auf einem sterilen Eisenblock in der Mitte
durchteilt. Aus den Halften wurden mit Hilfe eines sterilen Locheisens jeweils zylind-
rische Platten (@ 9 mm) gestanzt. Jeweils ein Paar dieser Zylinder aus der gleichen
Platte wurde in dieselbe Maus implantiert, wobei der eine Zylinder mit Zellen besie-
delt und der andere unbesiedelt als Kontrolle implantiert wurde. Die Plattchen wur-
den in ein 15 ml Réhrchen Uberfuhrt.
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2.3.1.2. Besiedlung

Zu den ausgestanzten Tutobone®-Zylindern wurde im Folgenden 5 ml FBS zugege-
ben, wenige Sekunden im Falkon-Rohrchen zentrifugiert (600 x g, RT) und im An-
schluss im CO,-Brutschrank (5% CO,) bei 37°C fir 60 Minuten inkubiert. Durch die
FBS - Behandlung wurden die Spongiosa-Leitschienen rehydriert und die Oberfla-
che mit Adhasionsfaktoren benetzt, um eine Zellbesiedlung durch die hMSC zu
verbessern.

Fur die Versuche wurden hMSC der 5. Passage verwendet. Nach der Trypsinierung
(2.2.1.3.) und Zellzéhlung wurden jeweils 1 x 10° hMSC in 300 ul Kulturmedium re-
suspendiert (c = 3.333 Zellen / ul). Von den Leitschienen wurde das FBS abgesaugt,
diese nochmals kurz zentrifugiert, um restliches FBS zu entfernen. Die Leitschienen
wurden mit steriler Pinzette jeweils separat in eine Vertiefung einer 48-Well-Platte
Uberfahrt. Auf die zu besiedelnden Leitschienen wurden 300 ul einer Zellsuspension
mit 1 x 10° hMSC gegeben. 2 Stunden wurde die 48-Well Platte in einen CO.-
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Alle 20 Minuten wurden die Leitschienen unter Ver-
wendung steriler Injektionsnadeln gewendet. Im Anschluss wurde bei den beimpften
Leitschienen die Zellsuspension vom Boden der Vertiefung vorsichtig aufgesogen
und von oben auf die Leitschienen pipettiert, um eine Verklumpung und Adhé&sion der
Zellen am Boden zu verhindern. Die Kontroll-Leitschiene wurde ausschlief3lich mit
300 pl Kulturmedium ebenfalls 2 h bei 37°C inkubiert.

2.3.2. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden athyme, nu/nu Nacktmause (4 — 6 Wochen) der Fa. Har-
lan-Winckelmann (Borchen, Germany) verwendet. Zur eindeutigen ldentifizierung

wurden die Tiere nach der Lieferung mit nummerierten Ohrmarken gekennzeichnet.

2.3.3. Implantation

Um die zu applizierende Medikamentenmenge zu bestimmen, wurden die M&use am
Versuchstag gewogen. Von der vorbereiteten Narkoselosung wurden 2,5 ml/kg Kor-
pergewicht (KG) intramuskuldr (i.m.) in die Streckseite des linken Hinterbeines (M.
semitendinosus / M. semimembranosus) appliziert. Nach Einsetzten einer ausrei-

chenden Narkosewirkung (chirurgisches Narkosestadium Il b), wurden die Mause
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unter einer Clean Bench in Bauchlage mit Klebestreifen tber den vier Extremitaten
auf einer mit Zellstoff bezogenen Styroporplatte fixiert.

Nach dem Er6ffnen der Ruckenhaut mit einer sterilen Schere kranialwérts tber den
Processi spinosi tber eine Lange von 2 cm, wurde die Haut zur linken und zur rech-
ten Seite mit einer Schere mobilisiert und zwei subkutane Taschen geschaffen.

Die unbeimpfte Leitschiene wurde links paravertebral implantiert und die Tasche mit
einer subkutanen Naht verschlossen, um eine Fehlplatzierung wahrend der Beo-
bachtungszeit zu verhindern. Direkt im Anschluss wurde die besiedelte Leitschiene in
gleicher Weise rechts paravertebral implantiert. Nach Uberpriifung der richtigen Plat-
zierung, wurde die Riuckenhaut in Einzelknopftechnik verschlossen. Als Nahtmaterial
wurde Vicryl 3/0 SH bzw. Vicryl 4/0 (Delasco®) verwendet. Nach Beendigung der
Operation wurde den Versuchstieren 0,05 ml Tramadol-HCI| nuchal, subkutan als
postoperative Analgesie verabreicht. Die Narkose wurde mit dem Antidot der unten
beschriebenen Zusammensetzung antagonisiert. Das Antidot wurde mit einer Dosie-
rung von 8,5 ml / kg KG je zur Halfte i.m. in die Streckseite (M. semitendinosus / M.
semimembranosus) des linken und rechten Hinterbeines injiziert. Alle verwendeten

Operationsinstrumente wurden vor jedem Versuch sterilisiert.

Narkosemittel: 1 Teil Fentanyl 0,05 mg/mi
1 Teil Midazolam (Dormicum®) 5 mg/ml|
0,5 Teile Medetomidin (Domitor®) 1 mg/ml

Antidot: 3 Teile Naloxon (Narcanti®) 0,4 mg/ml
5 Teile Flumazenil (Anexate®) 0,1 mg/ml
0,5 Teile Atipamezol (Antisedan®) 5mg/ml

2.3.4. Explantation

Die Tiere wurden wie bei der Implantation zur Narkose vorbereitet und narkotisiert

und unter der Clean Bench in Bauchlage mit Klebestreifen fixiert. Im Bereich der al-
ten Naht wurde die Haut mit einer Pinzette angehoben und mit einer spitzen sterilen
Schere kranialwarts Gber den Processi spinosi eréffnet. Nach Er6ffnung der Subku-
tan-Naht links, wurden die Leitschiene vorsichtig dorsal mit Unterhautfettgewebe und

ventral mit dem M. latissimus dorsi explantiert. Die Leitschiene wurde in einer Petri-
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schale in drei Teile aufgeteilt (Abb. 10). Das fur die molekularbiologische Auswertung
vorhergesehene Stiick (1/3 der Leitschiene) wurde mit einem Skalpell von dem an-
haftenden Gewebe befreit und in einem Kryo-R6hrchen in flussigem Stickstoff
(- 196°C) gefroren. Das restliche Tutobone® wurde firr die histologische und raster-

elektronenmikroskopische Auswertung verwendet.

MMA -
Einbettung

Abb. 10 Aufteilung der Leitschiene

Nach der Explantation der Leitschienen wurde das Versuchstier auf den Riicken ge-
legt und an den Beinen mit Klebestreifen fixiert. Mit einer 1 ml Spritze, in der 50 ml
EDTA vorgelegt waren, wurde der Maus mittels Herzpunktion 0,8 — 1,0 ml Vollblut
entnommen, in ein Kryo-Rohrchen Uberfihrt und zugleich in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Im Anschluss wurde das Versuchstier wieder auf den Bauch gelegt,
der Nacken fixiert und mit einem Genickbruch geopfert. Nach Eréffnung der Bauch-
decke und des Schadels wurden die Organe (Lunge, Milz, Leber Niere, Herz, Hoden
und Gehirn) entnommen und in Kryo-Réhrchen schockgefroren. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die Organe, das Blut und die Leitschienen (fir molekularbiolo-

gische Auswertung) bei - 80°C gelagert.
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2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. DNA - Isolierung

Fur die Isolierung der DNA aus den Geweben der Maus, der explantierten Leitschie-
nen und der kultivierten Zellen wurde der DNeasy Tissue Kit® (Qiagen/Hilden) ver-
wendet. Die hierfur verwendeten Pufferlésungen sind in ihrer chemischen Zusam-
mensetzung vom Hersteller nicht naher bezeichnet.

Die Organe und Leitschienen wurden aus dem Gefrierfach (- 80°C) entnommen, auf-
getaut und das Gewicht mittels einer Prazisionswaage bestimmt. Ausgehend von der
jeweiligen Art, der GréRe und dem Gewicht wurden die Organe entweder direkt in
ihrem Originalgefald weiterverarbeitet oder auf einer mit autoklavierter Alufolie be-
decktem Arbeitsfeld gelegt, mit einem Skalpell zerkleinert und in einem neuen steri-
len Eppendorf-Reaktionsgefald nochmals gewogen. Die Leitschienen wurden stets in
ihrem Originalgefal3 belassen. Gemal3 Tab. 1-3 (siehe Anhang) wurde die entspre-
chende Menge an Proteinase K (600 mAU/ml) und einer Pufferldsung (ATL) hinzuge-
fugt und mit einem Vortexer vermischt, die Proben in der Folge in einen Hybridiser
platziert und rotierend bei 55°C tber Nacht bis zur vollstandigen Lyse inkubiert.

Vom Organlysat wurden 230 ml entnommen, mit 4 ml RNase A versetzt und zwei Mi-
nuten bei Raumtemperatur mit 24°C (RT) inkubiert. Das gefrorene antikoagulierte
Blut wurde langsam auf RT aufgetaut. Es wurden 100 ml entnommen, mit 20 ml Prote-
inase K versetzt und mit PBS auf 220 ml Endvolumen aufgeflllt. Nach Zugabe von 4
ml RNase A wurde die Blutprobe fur zwei Minuten bei RT inkubiert. Kultivierte Zellen
bis zu einer Menge von 5 x 10° wurden nach Z&hlung und Trypsinierung in 200 ml
PBS resuspendiert und nach Zugabe von 4 ml RNase A bei RT fir zwei Minuten in-
kubiert. Danach wurden 20 ml Proteinase K hinzugefuigt. Zu allen Proben wurde im
weiteren Verlauf 200 ml der Pufferldosung AL gegeben und diese in einem Heizblock
bei 70°C fur 10 Minuten inkubiert und im Folgendem mit 200 ml Ethanol vermischt bis
eine homogene Losung entstand. Die DNeasy® Isolierungssaule wurde in ein Auf-
fanggefald platziert, die Losung vollstandig zentral auf die Membran in das obere Re-
servoir der Saule pipettiert und zentrifugiert (8.000 Umdrehungen/Minute, 1 Minute,
RT). Der Durchlauf wurde verworfen und die Saule in ein neues Auffanggefald ge-
stellt. Nach Zugabe von 500 ml einer Waschpufferlésung (AW 1) wurde der Zentrifu-

gationsschritt wiederholt und der Durchlauf abermals verworfen. Die Saule wurde in
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ein neues Auffanggefald platziert und auf die Membran 500 ml eine zweite Waschpuf-
ferlosung (AW 2) pipettiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (13.000 Um-
drehungen/Minute, 3 Minuten, RT) bis die Membran sichtbar trocken war. Im letzten
Schritt wurde die Membran mit 100 ml einer weiteren Pufferlosung (AE) versetzt und
fur 1 Minute inkubiert und die DNA durch Zentrifugation (8.000 Umdrehungen/Minute,
1 Minute, RT) von der Membran geldst und aufgefangen. Nach Eichung des Photo-
meters wurden die Reinheit der DNA und die Konzentrationen der einzelnen Proben

photometrisch bei 260 nm bestimmt.

2.4.2. Qualitative Polymerase Chain Reaction (PCR)

2.4.2.1. Ansatz und Reaktionsbedingungen

Fur den Nachweis von humanspezifischer DNA in den Organen der Versuchstiere
wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction = PCR)
verwendet. In Anlehnung an die Publikation der Arbeitsgruppe M. Becker et al. wurde
fur die in dieser Arbeit verwendeten PCR das Primerpaar Crl7_1a / Crl7_2b mit fol-

genden Sequenzen verwendet:

Name Sequenz 5 3

Crl7_la GGG ATAATT TCAGCT GAC TAAACA G

Crl7_2b TTC CGT TTAGTT AGG TGC AGT TAT C

Tab.1 Primersequenzen

Das zu amplifizierende Segment stammt aus dem Zentromerbereich des humanen
Chromosoms 17. Es ist humanspezifisch und hat eine Fragmentlange von 850 Bp.
In Zentromerbereichen der hDNA befinden sich hoch repetitive Einheiten, die zur Al-
pha-Satelliten Klasse gehdren. Alpha-Satelliten-Monomere haben eine Lange von
ca. 171 Bp und wiederholen sich standig, sind jedoch in sich nicht ganz identisch.
Die 171 Bp langen Repeats wiederum sind in einer ganz bestimmten Sequenz anei-
nandergereiht und bilden héher geordnete ebenfalls sich wiederholende Einheiten

mit einer Lange von ca. 2,7 kB.
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Abb. 11 Ubersicht iiber das amplifizierte Segment

Das Segment liegt in mehrerer 1.000-facher Kopienzahl vor, welches gleichzeitig pa-
rallel in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden kann. Dadurch ist sichergestellt, dass
am Ende eine ausreichende Produktmenge zur Analyse gebildet wird.

Fur die PCR wurde PCR-Puffer, Q-Solution und Tagq DNA Polymerase (Qia-
gen/Hilden) verwendet. Ein PCR-Ansatz mit einem Reaktionsvolumen von 50 ul ent-
hielt 250 ng an humaner genomischer DNA, 200 yM von jedem Nukleotid (dGTP,
dATP, dTTP und dCTP), jeweils 0,25 uM von dem oben benannten Sense- und Anti-
sense-Primer, 15 mM MgCl,, 1,25 units Taq Polymerase und einfach verdiinnte Q-
Solution. In einem PCR-Reaktionsgefald wurden 5 ul Qiagen Pufferlésung (10 x), 10
Ml Q-Solution (5 x), 1 pl ANTP Mix (10 mM vom jedem), je 1,25 pl Primer und 0,25 ul
Tag-Polymerase gegeben. Ausgehend von der Konzentration der isolierten DNA der
einzelnen Gewebeproben, wurde das Volumen, das einer Menge von 250 ng DNA
entsprach, hinzugefligt und die Gesamtlésung mit Aqua dest. auf 50 yl aufgefullt. Mit
Hilfe einer Pipette wurde die Lésung durch auf- und abpipettieren gut durchmischt.
Alle PCR Reaktionen der Proben wurden in einem Thermozykler unter folgenden
Bedingungen durchgefihrt: Nach einer Initialdenaturierung bei 94°C von 3 Min, folg-
ten weitere 40 Zyklen beginnend mit Denaturierung bei 94°C von 30 Sek., gefolgt
von einer Annealing-Phase bei 58°C von 1 Min., und einer Polymerasereaktion bei
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72°C von 1 Min. Nach Ablauf der 40 Zyklen folgte bei 72 °C fir 10 Min. eine Endpo-
lymerisierung und als letztes bei Abkihlung auf 4°C ein Reaktionsabbruch bis zur
weiteren Verarbeitung. Als Positivkontrolle wurde aus hMSC isolierte hDNA verwen-
det Als Negativkontrolle wurden bei jedem PCR Lauf zum einen aus Maus-
fibroblasten isolierte DNA und zum anderen Aqua dest. anstelle einer DNA Matrize

eingesetzt.

2.4.2.2. Agarosegel

In einem Agarosegel ist man mit Hilfe einer Elektrophorese in der Lage DNA Frag-
mente ihrer Gré3e nach aufzutrennen und sichtbar zu machen. Agarosegele bilden
dreidimensionale Polysaccharidnetze aus, durch welche die DNA Fragmente nach
Anlegen einer Spannung in Richtung der Anode wandern. Grol3e Fragmente haben
dabei eine langsamere und kleine eine schnellere Wanderungsgeschwindigkeit durch
das Maschennetz. Durch ein parallel mitlaufendes Gemisch definierter Fragmentlan-
gen, Marker oder Langenstandard genannt, kann die Lange der Proben DNA vergli-
chen und eingeschatzt werden. Zur Herstellung eines 1% (w/v) Agarosegels wurden
1 g Agarosepulver mit 100 ml 1 x TAE-Puffer gemischt und bis zur vollstandigen L6-
sung aufgekocht. Nach einer kurzen Abkihlungsphase wurde Ethidiumbromid (EtBr)
in das zunachst noch flissige Gel gegeben (EtBr-Endkonzentration im fertigen Aga-
rosegel 500ng/ml). Das EtBr interkaliert nun mit den DNA Fragmenten und bildet
Komplexe, welche spater im UV-Licht (302 nm) als leuchtende Bande sichtbar ge-
macht werden kénnen. Je nach Probenanzahl wurden Agarosegele mit einem Volu-
men von 50 ml bis 120 ml hergestellt. Die zu untersuchenden amplifizierten DNA
PCR - Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit dem Ladepuffer Bromphe-
nol-Blau vermischt, um die DNA Proben zu beschweren und ein Absinken in die Ta-
schen im Agarosegel bis zum Anlegen der Spannung zu gewahrleisten. Die e-
lektrophoretische Auftrennung der Nukleotide erfolgte in 1XTAE Laufpuffer bei einer
Feldstarke von 5-7 V/ cm Uber eine Dauer von 1-3 Stunden. Die aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden unter UV-Licht betrachtet und photographisch bzw. digital doku-

mentiert.
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TAE - Puffer : 40 mM Tris
20 mM Natrium-Acetat
2 mM EDTA

mit Eisessig auf pH 8,3 eingestellt

Puffer - Bromphenolblaul0x: 30 % (v/v) Glycerin
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol FF
0,25 % (w/v) Orange G

2.4.3. Quantitative PCR

Fur eine genaue mengenmalige Erfassung von humaner DNA (hDNA) in den Pro-
ben wurde im Anschluss eine quantitative PCR durchgefuihrt. Fur die quantitative Be-
stimmung wurde in der vorliegenden Arbeit das LightCycler® System (Fa. Roche Di-
agnostics, Mannheim, Deutschland) verwendet, als fluoreszierender Farbstoff SYBR
Green |. Fur die Standardkurve wurden Proben mit definierten hDNA Mengen in ab-

steigender Konzentration in einer Verdiinnungsreihe als Matrize eingesetzt.

2.4.3.1. Ansatz und Reaktionsbedingungen

Als Primer wurde ein humanspezifischer Primer der Fa. Search-LC (Heidelberg,
Deutschland) verwendet. Das Primerpaar erkennt kein richtiges Motiv, sondern mul-
tiple Sequenzen unterschiedlicher Lange auf dem humanen Genom und liefert pro
humane Zelle 4080 Transkripte.

Die Primersequenzen sind in folgender Tabelle zu sehen:

Name Sequenz 5°3
Sense-Primer AACATGGTGAAACCCCGTCTC
Anti-Sense -Primer TGCAGTGGCGCGATCTTG

Tab. 2 Primersequenzen quantitative PCR
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Von den zu untersuchenden Proben wurden ausgehend von der individuellen DNA
Konzentration stets jeweils 5 ng an genomischer DNA in 10 ml Aqua dest. eingesetzt.
Fiur die Standardreihe wurden in 10 ml Aqua dest. jeweils 60 ng, 6 ng, 0,6 ng, 0,06
ng, 0,006 ng, 0,0006 ng genomische DNA als Matrize eingesetzt. Die 10 ml des
Templates wurden in eine LightCycler®-Kapillare pipettiert und mit 10 ml eines PCR
Mix auf 20 ml ergadnzt und mit einem Plastikpfropfen verschlossen. Der PCR Mix setz-
te sich aus 6 ml Aqua dest., 2ml des Primerpaares und 2 ml des LightCycler®-FastStart
DNA Master SYBR Green | (Fa. Roche, Mannheim, Deutschland) zusammen, das
neben dem Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green |, die DNA-Polymerase, den PCR-
Puffer und die dNTPs enthielt. Die Endkonzentration an MgCl, war mit 1mM in jedem
Ansatz konstant. Die Kapillaren wurden im Anschluss 4 Minuten zentrifugiert (4°C,
660 U/Min) und danach in ein spezielles Karussell eingelassen und in den LightCyc-
ler® gestellt.

In jedem LightCycler®-Lauf wurden zusétzlich Kontrollen mitgefiihrt, wobei humane
hDNA als Positivkontrolle, aus Mausfibroblasten isolierte DNA und Aqua. dest. als
Negativkontrollen dienten. Nach einer Anfangsdenaturierung von 95°C bei 10 Minu-
ten folgten weitere 45 Zyklen beginnend mit Denaturierung bei 95°C von 10 sek.,
gefolgt von einer Annealing-Phase bei 68°C von 10 sek., und einer Polymerasereak-
tion bei 72°C von 16 sek. Im Anschluss an die eigentliche Polymerase-Ketten-
Reaktion folgte noch zum Abschluss ein Schmelzprogramm, bei dem die Proben von
58 °C auf 95°C kontinuierlich erhitzt wurden. Dabei denaturieren die Doppelstrange
zu Einzelstrangen und geben den Fluoreszenzfarbstoff ab, wodurch es zu einem
steilen Fluoreszenzabbruch kommt. Unspezifische Produkte und Primerdimere
schmelzen unterhalb der spezifischen Schmelztemperatur des Produktes und kon-
nen auf diese Weise detektiert werden.

2.4.3.2. Berechnung der Zellzahlen

Die quantitative Erfassung der Uberlebten implantierten hMSC erfolgte mittels einer
Hochrechnung ausgehend von den LightCycler-Ergebnissen beim Einsatz von 5ng
der genomischen DNA aus den Gewebeproben. Die ermittelten Zellzahlen wurden
auf die gesamte extrahierte DNA Menge einer Probe umgerechnet. Da fir diese

Auswertung nur 1/3 der urspriinglichen Tutobone®-Leitschiene zur Verfiigung stand,
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wurden die ermittelten Zellzahlen mit dem Faktor 3 multipliziert, um somit die Ge-

samtzellzahl der Gberlebenden hMSC in der Leitschiene zu ermitteln.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung der PCR

3.1.1. Optimierung der PCR Bedingungen

Um humane DNA in den eigentlichen Gewebeproben zu detektieren, wurde die Sen-
sitivitat des Primerpaares untersucht. Zu diesem Zwecke wurde isolierte hDNA in
Aqua dest. in Zehnerschritten verdiinnt und in dieser absteigenden Reihe jeweils als
Matrize eingesetzt. Ausgehend von einer DNA — Menge von ca. 6 x 10™*? g pro hu-

mane Zelle, ergeben sich folgende in Tab. 3 aufgefiihrte Zellaquivalente.

DNA — Menge in ng Zellaquivalente
0,006 1
10 1.667
1 167
0,1 16,7
0,01 1,67
0,001 0,167
0,0001 0,016

Tab.3  Ubersicht iiber DNA — Menge und Zellanzahl

Es konnten mit dem initialen PCR Ansatz hDNA Mengen von 10 ng detektiert wer-
den. In Abb. 12 ist im unteren Bildabschnitt eine positive Spur mit den amplifizierten
Produkten (850 Bp) bei eingesetzter Template-Menge von 10ng sichtbar (Spur Nr.8).
DNA - Mengen von 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 0,001 ng und 0,0001 ng konnten nicht
nachgewiesen werden (Spur Nr. 9 — 13). Das bedeutete einen Nachweis, rechnet
man die hDNA Menge auf Zellzahlen zuriick, von ca. 1.670 Zellen.

Auch der Versuch mit dem Einsatz der doppelten Menge an amplifizierten PCR Pro-
dukten bei der Gelelektrophorese eine sichtbare Spur darzustellen, erbrachte das

gleiche Ergebnis.
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Q - Solution

Ohne Q - Solution

Abb. 12 PCR - Produkte bei Verwendung mit Q-Solution (Nr. 1 — 7) und ohne Q — Solution (Nr. 8 —
14). Nr. 1 + 8 (10 ng hDNA), Nr. 2 + 9 (1ng hDNA), Nr. 3 + 10 (0,1 ng hDNA), Nr. 4 + 11
(0,01 ng hDNA), Nr. 5 + 12 (0,001 ng hDNA), Nr. 6 + 13 (0,0001 ng hDNA), Nr. 7 + 14 (H,0
— Kontrolle), Marker 100 Bp rechts

Durch Hinzunahme der Q-Solution zeigten sich bei ansonsten gleich bleibenden Ver-
suchsbedingungen zusatzliche Spuren bei Einsatz von geringeren hDNA Template-
Mengen. Wie in Abb. 12 zu sehen ist, zeigten sich nach der Gelelektrophorese bei
der Verwendung der Q-Solution im Gegensatz zur einfachen PCR zusatzlich positive
Signale mit einer einheitlichen Fragmentlange von 850 Bp bei hDNA Mengen von 10
ng, 1 ng, 0,1 ng und 0,01 ng an eingesetzter hDNA (Spur Nr. 1 - 4). Kein Nachweis
von PCR Fragmenten bei 0,001ng und 0,0001ng hDNA (Spur Nr. 5 und 6)

Zum Ausschluss detektierbarer muriner DNA oder PCR Nebenprodukte wurden aus
Mausfibroblasten isolierte DNA in gleicher Weise mit Aqua dest. in Zehnerschritten
verdinnt und als Matrize in abnehmender Folge eingesetzt. Die eingesetzte Templa-

te-Menge war gleich.
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A

6 7 M, 8 9 10 1112 13 14

Abb. 13 PCR-Produkte bei Einsatz von hDNA in abnehmender Konzentration Nr. 1 — 6 und beim
Einsatz von mDNA in abnehmender Konzentration Nr. 8 —13. Nr. 7 und Nr. 14 jeweils Nega-
tiv-Kontrollen mit Aqua. Dest anstatt DNA. M1=Marker 250Bp, M2=100Bp

Wie Abb.13 zeigt waren positive PCR Fragmente mit der erwarteten Lange von
850 Bp nur bei Einsatz humaner DNA (Spur Nr. 1 - 6) und auch dort nur bis zu einer
eingesetzten Matrizenmenge von 10 ng bis 0,01 ng hDNA (Spur Nr. 1 - 4) bei der
Gelelektrophorese sichtbar. Kein Nachweis bei hDNA Mengen von 0,001ng und
0,0001ng (Spur Nr. 5 und 6). Die Spur Nr. 8 - 13 zeigte keine amplifizierten DNA
Fragmente beim gleichen Primerpaar und muriner DNA als Matrize bis zu einer Men-
ge von 0,001ng. Auch eine hohere Template-Menge von 100 ng mDNA (Spur Nr. 8)

zeigte negative Ergebnisse.

3.1.2. Zellgemische

Die Untersuchung der DNA aus Gewebeproben stellte jedoch zusétzliche Anforde-
rungen an das System. Im Gegensatz zu den o.b. Versuchen, bei denen jeweils spe-
ziesspezifische DNA separat in kleinsten Mengen nachzuweisen war, war es not-
wendig zu untersuchen in wie fern sich die Detektionsfahigkeit verandert, wenn als
Matrize gemischte DNA bestehend aus hDNA und mDNA zum Einsatz kommt. Zu
diesem Zwecke wurden Zellgemische aus hMSC und Mausfibroblasten hergestellt.
Die Zellmenge der Mausfibroblasten blieb dabei mit 1 x 10° Zellen konstant. Variiert
wurde in logarithmischen Verdinnungsschritten die Menge der hinzugefiigten hMSC.
Bis zu der hinzugefiigten Zellmenge von 100 hMSC, wurde die Menge durch Ver-

dinnung einer Zellsuspension gewonnen. Fir die letzten zwei Zellgemische der Ver-
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dinnungsreihe wurden die Zellen mit Hilfe des single-cell-picking (siehe 2.2.4) ge-
wonnen.

Wie in Tab. 4 aufgelistet, wurden diese Zellgemische in jeweils dreifacher Ausfih-
rung hergestellt und deren DNA isoliert.

Laufende Nummer Mausfibroblasten - Zellzahl hMSC - Zellzahl
1-3 1x10° 1x10°
4-6 1 x 10° 1x10*
7-9 1 x 10° 1x10°
10-12 1 x 10° 100
13-15 1x10° 10
17 - 18 1x10° 1
19 (Negativkontrolle) 1x10° keine
20 (Positivkontrolle) keine 1x 10°
21 (Wasserkontrolle) keine keine

Tab.4  Ubersicht liber Zellgemische von Mausfibroblasten und hMSC. Laufende Nummer mit
Nummerierung von Abb. 14 identisch

Die zuerst gewéhlte PCR Methode mit 35 Zyklen, zeigte sichtbare Signale doch wa-
ren insbesondere in héheren Verdinnungsstufen schwache Bande schwerer zu er-
kennen. Aus diesem Grunde wurde eine Zyklenzahl von 40 gewahlt und alle weiteren
Ergebnisse mit dieser Zyklenzahl erzielt.

Auf der Abb. 14 sind Banden, alle mit einer Fragmentlange von 850 Bp (Spur Nr. 1 -
18) in abnehmender Intensitat zu sehen. Deutliche Banden waren bei Spur Nr. 1 - 15
zu erkennen. Die positiven Signale (Spur Nr. 17 - 18) sind aufgrund der Photogra-
phietechnik schlechter zu sehen, waren unter initialem UV-Licht jedoch deutlich
sichtbar. Die zu erkennende Signalabschwéchung reprasentierte die gemald Tab. 4
aus unterschiedlichen Zellzahlen gewonnene und eingesetzte Menge an DNA-
Matrize. Bei der eingesetzten reinen mDNA aus Mausfibroblasten erschien kein posi-
tives Signal (Spur Nr. 19). Die Banden bei Nr. 17 und 18 zeigten mit ihrem schwa-
chem positiven Signal, dass die hDNA Menge, welche einer Zelle entspricht, auch

bei gleichzeitigem Uberschuss an Fremd - DNA mit Hilfe der PCR detektiert werden
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konnte. Das starke Signal der als Positivkontrolle eingesetzter hDNA aus hMSC
(Spur Nr.20) und die Zuordnung zu dem Fragmentlangenmarker beidseits zeigten,
dass es sich bei dem PCR Produkt um das durch das Primerpaar Crl7_l1a und
Crl7_2b eingegrenzte Segment von 850 Bp handelte. Die Detektion einer humanen

Zelle in 1 x 10° Mausfibroblasten war somit méglich.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Abb. 14 PCR - Produkte auf Agarosegel aus Zellgemischversuch (Nummerierung Tab. 4)

3.1.3. Isolierung der DNA aus Geweben

Bei der DNA — Isolierung aus den Geweben wurde das gesamte vorhandene Organ-
gewebe verwendet und lysiert. Aus dem Lysat wurden jeweils zwei Proben zu jeweils
230 ml entnommen, aus denen die DNA isoliert wurde. Die zwei Proben entsprachen
jeweils Gewebeproben von ca. 25 mg. Die Organe Herz und Leber und die einge-
wachsenen Leitschienen (besiedelt und unbesiedelt) konnten als Ganzes ohne ein
Zerteilen in den Pufferloésungen Uber Nacht lysiert werden. Die Lésungen waren ho-
mogen und gut durchmischbar. Das Gleiche galt fur Blut. Bei den Leitschienen kam
es zur vollstandigen Lyse des eingewachsenen Gewebes, das Leitschienengerist
blieb von dem Vorgang unberihrt, so dass die Trabekelstruktur nach Lyse noch gut
zu erkennen war. Die Organe Milz, Lunge, Gehirn und Hoden zeigten nach dem Ly-
sevorgang Uber Nacht zunachst eine leicht gelatindse Losung. Durch das Zerteilen
der Organe im noch gefrorenen Zustand vor der Zugabe der Proteinase K und der
Pufferlosung konnte die Loslichkeit jedoch verbessert werden. Vor der Weiterverar-
beitung musste die Losung vorsichtig mehrmals auf- und abpipettiert werden, um

eine bessere Homogenisierung zu erreichen.
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Die Leitschienen zeigten bereits nach der Explantation und Zerteilung makroskopi-

sche Unterschiede zwischen beimpften und unbeimpften Tutobone®-Zylindern. Die

besiedelten Leitschienen zeigten einen dichteren Durchbau mit Gewebe und die in-

terkonnektierenden Poren erschienen besser verwachsen.

Tab. 5 zeigt exemplarisch eine Ubersicht tiber die Organgewichte zweier Ver-

suchstiere nach 2 und nach 12 Wochen und der dazugehdrigen DNA - Ausbeute:

Gewicht in DNA Konzentration in DNA Ausbeute in

Organ

mg ng/ml mg
2 Wochen
Leber 385 151,5 30,3
Milz 135 184,5 36,9
Niere 255 73,6 14,7
Lunge 81 19,0 3,8
Herz 128 8,3 1,6
Blut (Volu-

220 ml 15,0 1,5

men)

12 Wochen
Leber 435 76,2 15,2
Milz 127 129,7 25,9
Niere 275 53,6 10,7
Lunge 220 23,0 4,6
Herz 240 16,0 3,2
Gehirn 446 13,0 2,6
Hoden 122 20,1 4,0
Blut (Volu-

220 ml 12,4 1,2

men)

Tab.5  Ausgewahlte Organgewichte und Ausbeute nach DNA — Isolierung
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3.2. Tierversuchsergebnisse

3.2.1. Besiedlungseffizienz

Nach Beimpfung der Leitschienen wurde die Zahl der nicht-adhérenten Zellen aus
den restlichen Zell-Medium-Suspension mittels Zellzahlung bestimmt. Es wurde eine

Besiedlungseffizienz von 40-60 % erreicht.

3.2.2. Versuchstiere

Insgesamt wurden bei 14 Versuchstieren Leitschienen implantiert. Es folgte ein Beo-
bachtungszeitraum von zwei Wochen (sechs Tiere), vier Wochen (vier Tiere), acht
Wochen (zwei Tiere) und zwolf Wochen (zwei Tiere). Die Operationswunden aller

operierten Versuchstiere waren stets reizlos und nach zwei Wochen gut verheilt.

Abb. 15 Implantation der Leitschienen (links), Situs postoperativ (rechts)

Zu vier unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten (2, 4, 8 und 12 Wochen) nach
Implantation wurden die Organe und Leitschienen explantiert. Die Leitschienen wa-
ren bei jedem Tier zu jedem Explantationszeitpunkt mit dem umgebenden Gewebe
verwachsen und miteinander nicht in Bertihrung gekommen.
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Abb. 16 Reizlose Narbe (4. Woche), Explantation der Leitschiene nach 4 Wochen

3.2.3. Qualitative PCR

Um eine ausreichende Sensitivitat bei jedem Versuchstier zu gewéahrleisten, wurde
bei jedem PCR - Lauf eines Versuchstiers zusatzlich jeweils eine interne Kontrolle
bestehend aus den DNA Proben eines Zellgemisches von Mausfibroblasten und
hMSC (1 x 10° Mausfibroblasten + 10 hMSC und 1 x 10° Mausfibroblasten + 1
hMSC) mit untersucht (wie unter 3.1.2. beschrieben). Exemplarisch werden Abbil-
dungen jeweils eines Tieres zu je einem Endzeitpunkt von 2, 4, 8 und 12 Wochen
gezeigt.

3.2.3.1. Zwei Wochen

Positive PCR Banden fur den Nachweis humaner DNA (850 Bp) waren in der besie-
delten Leitschiene (Spur Nr. 13), den internen Kontrollen fir den Nachweis von 10
humanen Zellen (Spur Nr. 15) und 1 humanen Zelle (Spur Nr. 16), sowie bei der Po-
sitivkontrolle (1 x 10° hMSC, Spur Nr. 18) zu erkennen. Keine Signale zeigen die
Spuren Nr. 1 — 10, bei denen DNA aus den Organen Leber (1+2), Milz (3+4), Niere
(5+6), Lunge (7+8), Herz (9+10) verwendet wurde. Auch in den Blutproben (Spur Nr.
11 und 12) konnte keine humane DNA nachgewiesen werden. Bei den unbesiedelten
Leitschienen (Spur Nr.14), der Negativkontrolle mit reiner mDNA (Spur Nr. 17) und
der Wasserkontrolle (Spur Nr. 19) waren keine amplifizierten DNA Fragmente nach-

weisbar.
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Das beschriebene Resultat spiegelt die Ergebnisse der funf anderen Versuchstiere
zum gleichen Endpunkt wider.

Abb. 17 zeigt exemplarisch die Auswertung eines Tieres nach 2 Wochen.

i

M 1 2 3 4.5 86 7 8 8 M

1 12 13 14 15 16 17 18

Abb. 17 PCR — Ergebnisse nach 2 Wochen Implantation: Nr. 1 + 2 (Leber), Nr. 3 + 4 (Milz), Nr. 5+ 6
(Niere), Nr. 7 + 8 (Lunge), Nr. 9 + 10 (Herz), Nr. 11 + 12 (Blut), Nr. 13 (besiedelte Leitschie-
ne), Nr. 14 (unbesiedelte Leitschiene), Nr. 15 (interne Kontrolle fir 10 humane Zellen), Nr.
16 (interne Kontrolle fir 1 humane Zelle), Nr. 17 (Negativkontrolle Maus), Nr. 18 (Positiv-
kontrolle hMSC), Nr. 19 (Negativkontrolle Wasser), M=Marker 250 Bp

3.2.3.2. Vier Wochen

Nach einer Implantatverweildauer von vier Wochen wurden weitere vier Tiere geop-
fert, die Organe aufbereitet und die DNA untersucht (Abb. 18).

Die Auswertung der PCR ergab positive Banden fir humane DNA (Fragmentlange
850 Bp) bei der besiedelten Leitschiene (Spur Nr. 13), bei den internen Kontrollen far
10 humane Zellen (Spur Nr. 15) und 1 humane Zelle (Spur Nr. 16) und bei der Posi-
tivkontrolle mit h(MSC (1 x 10° hMSC, Spur Nr. 18).
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Negativ war das Ergebnis bei der Organuntersuchung (Spur Nr. 1 — 10) von Leber
(1+2), Milz (3+4), Niere (5+6), Lunge (7+8), Herz (9+10). Ebenso konnte kein Nach-
weis fur humane DNA im zirkulierenden Blut (Nr. 11 + 12) gezeigt werden.

Bei der unbesiedelten Leitschiene (Spur Nr. 14), Negativkontrolle mit reiner mDNA
(Spur Nr. 17) und Wasserkontrolle (Spur Nr. 19) zeigte sich ebenso keine Bande.
Das Ergebnis war identisch fir alle vier Versuchstiere.

Abb. 18 PCR - Ergebnisse nach 4 Wochen Implantation: Nr. 1 + 2 (Leber), Nr. 3 + 4 (Milz), Nr. 5+ 6
(Niere), Nr. 7 + 8 (Lunge), Nr. 9 + 10 (Herz), Nr. 11 + 12 (Blut), Nr. 13 (besiedelte Leitschie-
ne), Nr. 14 (unbesiedelte Leitschiene), Nr. 15 (interne Kontrolle fir 10 humane Zellen), Nr.
16 (interne Kontrolle fir 1 humane Zelle), Nr. 17 (Negativkontrolle Maus), Nr. 18 (Positiv-
kontrolle hMSC), Nr. 19 (Negativkontrolle Wasser), M=Marker 250 Bp
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3.2.3.3. Acht Wochen

Nach einer Zeitspanne von acht Wochen wurden zwei weitere Mause geopfert. Im
Gegensatz zu den Zeitpunkten nach zwei und vier Wochen, wurde zusétzlich Hoden
und Gehirn mit untersucht. Abgebildet in Abb. 19 die Auswertung eines Versuchstie-

res. Das Ergebnis war jedoch fur beide Tiere identisch.

7.°8.9°10 11 12 13 14

15 16 17 18

Abb. 19 PCR - Ergebnisse nach 8 Wochen Implantation: Nr. 1 + 2 (Leber), Nr. 3 + 4 (Milz), Nr. 5+ 6
(Niere), Nr. 7 + 8 (Lunge), Nr. 9 + 10 (Herz), Nr. 11 + 12 (Gehirn), Nr. 13 + 14 (Hoden), Nr.
15 + 16 (Blut) Nr. 17 (besiedelte Leitschiene), Nr. 18 (unbesiedelte Leitschiene), Nr. 19 (in-
terne Kontrolle fir 10 humane Zellen), Nr. 20 (interne Kontrolle fir 1 humane Zelle), Nr. 21
(Negativkontrolle Maus), Nr. 22 (Positivkontrolle hMSC), Nr. 23 (Negativkontrolle Wasser),
M=Marker 250 Bp

Positive Signale zeigten sich bei der besiedelten Leitschiene (Spur Nr. 17), den in-
ternen Kontrollen 10 humane Zellen (Spur Nr. 19) und 1 humane Zelle (Spur Nr. 20)
und der Positivkontrolle (1 x 10° hMSC, Spur Nr. 22). Die PCR der untersuchten Or-
gane, Leber (Spur Nr. 1+2), Milz (Nr. 3+4), Niere (Spur Nr. 5+6), Lunge (Spur Nr.
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7+8), Herz (Spur Nr. 9+10), Gehirn (Spur Nr. 11+12), Hoden (Spur Nr. 13+14) er-
brachte negative Ergebnisse fir die Existenz von hDNA. Ebenso zeigten die Blutpro-
ben (Spur Nr. 15+16) keine Bande. Kein Signal zeigte sich bei der unbesiedelten
Leitschienen (Spur Nr. 18), der Negativkontrolle mit mDNA (Spur Nr. 21) und der
Wasserkontrolle (Spur Nr. 23).

3.2.3.4. Zwolf Wochen

Das Ergebnis der Auswertung eines Tieres nach einem Beobachtungszeitraum von
12 Wochen wird in Abb. 20 dargestellt. Es zeigte sich ein Nachweis humaner DNA
bei der besiedelten Leitschiene (Spur Nr. 17), den internen Kontrollen fir 10 humane
Zellen (Spur Nr. 19) und 1 humane Zelle (Spur Nr. 20) und bei der Positivkontrolle (1
x 10° hMSC, Spur Nr. 22).

Bei den untersuchten Organen Leber (Spur Nr. 1+2), Milz (Spur Nr. 3+4), Niere (Spur
Nr. 5+6), Lunge (Spur Nr. 7+8), Herz (Spur Nr. 9+10), Gehirn (Spur Nr. 11+12), Ho-
den (Spur Nr. 13+14) wurden keine amplifizierten hDNA Fragmente detektiert. Auch
die Untersuchung des Blutes (Spur Nr. 15+16) war negativ. Das PCR Ergebnis war
gleichfalls negativ fur hDNA bei der unbesiedelten Leitschiene (Spur Nr. 18), der Ne-
gativkontrolle aus mDNA (Spur Nr. 21) und der Wasserkontrolle (Spur Nr. 23).
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M1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Abb. 20 PCR - Ergebnisse nach 12 Wochen Implantation: Nr. 1 + 2 (Leber), Nr. 3 + 4 (Milz), Nr. 5 +
6 (Niere), Nr. 7 + 8 (Lunge), Nr. 9 + 10 (Herz), Nr. 11 + 12 (Gehirn), Nr. 13 + 14 (Hoden),
Nr. 15 + 16 (Blut) Nr. 17 (besiedelte Leitschiene), Nr. 18 (unbesiedelte Leitschiene), Nr. 19
(interne Kontrolle fiir 10 humane Zellen), Nr. 20 (interne Kontrolle fir 1 humane Zelle), Nr.
21 (Negativkontrolle Maus), Nr. 22 (Positivkontrolle hMSC), Nr. 23 (Negativkontrolle Was-
ser), M=Marker 250Bp

3.2.4. Semiquantitative Auswertung

Aus den Ergebnissen der qualitativen Untersuchung liel3 sich festhalten, dass huma-
ne Zellen zu allen Explantationszeitpunkten in den Leitschienen Uberlebten. Auffallig
war, dass die Bandenintensitaten der Proben zu den unterschiedlichen Versuchs-
zeitpunkten im Rahmen der qualitativen PCR-Auswertung jedoch im Verlauf deutlich

abnahmen. Exemplarisch wurde in Abb. 21 ein Vergleich zwischen den Spurintensi-
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taten der Leitschienenauswertung von Versuchstieren nach zwei und nach zwolf
Wochen gegenibergestellt.

Die hMSC Spur (= Positivkontrolle) entsprach jeweils einer initialen Template-Menge
von 250 ng reiner humaner DNA aus hMSC und zeigte eine maximal mdgliche Sig-
nalintensitat in der Gelelektrophorese (,+++"). Nach dem ersten Versuchsabschnitt
(zwei Wochen) zeigte sich eine ahnlich starke Intensitat der Spur der besiedelten
Leitschienen-Probe (,+++“). Dagegen stellte sich nach zwolf Wochen zwar durchaus
eine positive Spur (,0/+*) dar, sie war jedoch erheblich schwacher im Vergleich zu
der Positivkontrolle.

Die Spurintensitaten korrelierten mit den amplifizierten DNA Kopien und diese wie-
derum mit der Ausgangsmenge an humaner DNA in den Leitschienen zum Explanta-
tionszeitpunkt. Schlie3t man von der eingesetzten humanen DNA Menge auf die An-

zahl hMSC, so war eine deutliche Abnahme der Zellzahl zu beobachten.

+++ +++ of+ +++

Tutobone hMSC Tutobone hMSC
2 Wochen 12 Wochen

Abb. 21 Abnehmende Spur-Signalintensitat der beimpften Leitschienen zu zwei unterschiedlichen
Explantationszeitpunkten (zwei Wochen und zwolf Wochen). Linke Spur (Tutobone®) repra-
sentiert jeweils Leitschiene, rechte Spur (hMSC) reprasentiert jeweils Positivkontrolle mit
maximaler initialer Template-Menge (250ng hDNA). (Notwendige Uberbelichtung fiihrt bei
Positivkontrolle von 12 Wochen phototechnisch zu tiberhéhtem Signal).

3.2.5. Quantitative PCR

Da in den Organen und in den nicht besiedelten Leitschienen keine humane DNA
nachgewiesen werden konnte, erfolgte die quantitativen Erfassung der hDNA und

somit der Anzahl der Uberlebten hMSC nur in den besiedelten Leitschienen.
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3.2.5.1. Etablierung der quantitativen PCR

Zunachst wurde das eingesetzte Primerpaar auf die Fahigkeit getestet, als Matrize
auch in gemischter genomischer DNA hDNA Sequenzen zu amplifizieren. Dazu wur-
de die extrahierte genomische DNA aus den Zellgemischen als Template eingesetzt.
Dabei zeigte sich zum einen, dass es zur Amplifikation von Transkripten kam und
somit die multiplen Sequenzen auf dem humanen Genom auch in einem Uberschuss
an humanfremder DNA erkannt werden. Zum anderen nahm die Menge der amplifi-
zierten Kopien bei den Proben aus den DNA - Gemischen mit abnehmender huma-
ner Zellzahl gleichfalls kontinuierlich ab. Quantitative Aussagen konnten aufgrund
eines fehlenden Vergleichstandards nicht getroffen werden.

Dieser Standard wurde in der Folge durch die Standardkurve in der Abb. 22 gene-
riert.

Hierfir wurde reine genomische hDNA in Aqua dest. verdinnt und in absteigender
Konzentration (60.000 pg, 6.000 pg, 600 pg, 60, pg, 6 pg und 0,6 pg) als Matrize fur
die PCR im LightCycler® eingesetzt. Die eingesetzte Menge konnte wie in Tab. 6 ei-

ner Kurvenfarbe zugeordnet werden.

Kurvenfarbe | Menge hDNA inpg | hMSC Zellzahl Transkripte
Blau 60.000 10.000 40.800.000
Grin 6.000 1.000 4.080.000
Rot 600 100 408.000
Braun 60 10 40.800
Rosa 6 1 4.080

Dunkelgrin 0,6 0,1 408

Tab.6  Ubersicht eingesetzter hDNA Mengen fiir RT-PCR und Zuordnung zu Abb. 22

Die Kurven der Fluoreszenzsignale der einzelnen Proben stellten sich in gleichmafii-
gem Abstand dar und stiegen gleichméafig mit zunehmender Produktmenge bis zur

Plateauphase hin an.
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Abb. 22 Standardkurve. Oberer Teil der Abbildung: Fluoreszenzsignalkurven zu hDNA Verdin-
nungsproben. Unterer Teil der Abbildung: Crossing Points (ausgewahlter Schwellenwert,
CT-Wert) Ubertragen auf logarithmische Template Konzentration

Die daraus generierte Standardkurve zeigte eine Gerade (unterer Teil Abb. 22), die
alle ,Crossing Points” einschloss und als Basis fur die weiteren Untersuchungen

verwendet wurde.

3.2.5.2. Auswertung der Proben

Die bei der Auswertung ermittelten Zellzahlen beziehen sich auf einen Einsatz von
5 ng genomischer DNA als Template. Die Gesamtzellzahl wurde wie in 2.4.3.2. be-

rechnet.

Einen Uberblick der Auswertung der besiedelten Leitschienen zeigt Abb. 23 und
Tab. 7.
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Anzahl humaner _
_ DNA Ausbeute . Gesamtzellzahl |Gesamtzellzahl im
Implantations-| Lfd. Zellen laut Light- _
aus hDNA u. _ an hMSC in gesamten
dauer Nr. ] Cycler Ergebnis
mDNA in ng ) 1/3 Tutobone Tutobone
in 5ng
2 Wochen 1 6.840,00 162,00 221.616,00 664.848,00
2 4.080,00 56,00 45.696,00 137.088,00
3 4.680,00 173,00 161.928,00 485.784,00
4 14.960,00 11,00 32.912,00 98.763,00
5 7.780,00 70,00 108.920,00 326.760,00
6 6.680,00 143,00 191.048,00 573.144,00
4 Wochen 7 2.340,00 69,00 32.292,00 96.876,00
8 4.320,00 16,00 13.824,00 41.472,00
9 4.280,00 66,00 56.496,00 169.488,00
10 5.680,00 3,00 3.408,00 10.244,00
8 Wochen | 11 6.860,00 53,00 72.716,00 218.148,00
12 3.860,00 0,02 15,00 45,00
12 Wochen | 13 6.020,00 0,40 481,00 1.443,00
14 2.160,00 20,00 8.640,00 25.920,00
Tab.7  Auflistung der Anzahl der tiberlebenden hMSC zu den einzelnen Explantationszeitpunkten
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Abb. 23 Ubersicht zur Anzahl der {iberlebenden hMSC in den Leitschienen zu unterschiedlichen
Explantationszeitpunkten

Zwei Wochen

Nach zwei Wochen variierte die Anzahl der Uberlebten Zellen in den Leitschienen
zwischen 665.000 und 99.000. Bei drei von sechs Tieren hatten nach 2 Wochen
noch mehr als 480.000 Zellen tberlebt. In einem Implantat konnten um die 325.000
Zellen nachgewiesen werden und bei zwei Versuchstieren waren nur noch 137.000
bzw. 99.000 Zellen am Leben (Abb. 23, blaue Saulen, 1-6). Der Mittelwert betrug
381.065 Zellen (+/- 212.352 Standardabweichung).

Vier Wochen

Nach einer Implantationsdauer von vier Wochen variierten in den untersuchten Leit-
schienen die Zellzahlen von 10.000 bis 170.000. Der Mittelwert lag bei 69.863 Zellen
(+/- 60.502 Standardabweichung) und betrug damit 1/5 der initial implantierten Zellen
(Abb. 23, gelbe Séaulen 7-10).
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Acht Wochen
Nach acht Wochen Implantationsdauer konnten in den Leitschienen noch 45 bzw.
218.000 Zellen detektiert werden (Abb. 23, griine Saulen 11-12).

Zwolf Wochen

Bei der letzten Versuchsgruppe nach 12 Wochen konnte beim ersten Tier 1.450

uberlebende hMSC berechnet werden. Bei dem zweiten Tier zeigte sich die Anzahl
von ca. 25.000 Zellen (Abb. 23, hellgriine Saulen 13-14).

Insgesamt war eine stark abnehmende Tendenz bei den lberlebenden Zellen mit

zunehmender Implantationsdauer beobachtbar.
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4. Diskussion

4.1. Leitschiene und Tierversuche

4.1.1. Leitschiene

Der Einsatz von Knochenersatzmaterialien benétigt bei Knochendefekten bestimmte
Voraussetzungen bezuglich der Frakturstabilitat. Als besonders geeignet zeigen sich
behandelte spongiése Knochenmaterialien allogener oder xenogener Herkunft, da
sie aufgrund ihrer geometrischen Feinstruktur den physiologischen Verhaltnissen in
vivo am nachsten kommen (Kneser et al. 2006a). Aufgrund der bereits bestehenden
klinischen Zulassung, fiel die Wahl in dieser Arbeit auf eine I6sungsmittelkonservierte
und y-Strahlen-sterilisierte bovine Spongiosa (Tutobone®, Fa. Tutogen Medical,
Neunkirchen, D). Diese Knochenmatrix bot durch ihre innere Trabekelstruktur und
PorengrolRe eine ausreichend grol3e innere Flache fir die Anhaftung von Zellen bei
einer Besiedlung und gewahrleistete auch eine gewisse mechanische Primarstabili-
tat. Matrices auf Basis von boviner Spongiosa sind im klinischen Alltag bereits erfolg-
reich etabliert (Werber et al. 2000) und vergleichbare Materialien wurden im Rahmen
des Tissue Engineering aus diesem Grunde auch in anderen Arbeitsgruppen bereits
verwendet (Liu et al. 2003, Yang et al. 2000), da sie osteokonduktiv wirken und die
Defektheilung positiv beeinflussen konnen (Baer et al. 2002). Die klinische Zulassung
und die bisherigen Erfahrungen auf dem Gebiet des TE machen
Tutobone? zu einer guten Option, um damit erzielte Ergebnisse in Zukunft eventuell

in den Kklinischen Alltag zu Ubertragen.

4.1.2. Besiedlung

Die optimale in vitro Besiedlung einer Matrix mit kultivierten Zellen stellt einen wichti-
gen Schritt dar. lhre Effektivitat kann jedoch in Abhangigkeit von Matrix und Besied-
lungszeit voneinander abweichen. Analog zu bisherigen in der Literatur beschriebe-
nen Studien wurden bei den vorliegenden Experimenten eine Besiedlungszeit von 2h
gewahlt (Wiedmann-Al-Ahmad et al. 2002).

Die Dichte der auf einer Leitschiene aufgebrachten Zellen stellt einen wichtigen Fak-

tor hinsichtlich der Ausbildung einer Zellmatrix dar (Holy et al. 2000). Die Dichte be-
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schreibt hierbei die aufgebrachte bzw. anhaftende Zellzahl bezogen auf die Leit-
schienenoberflache. Oftmals ist eben diese Flache bei den verwendeten Materialien
jedoch nicht genau bekannt oder es wird ihr keine Beachtung geschenkt, weshalb in
der Literatur oftmals nur die initial aufgetragenen Zellmengen angegeben werden.
Ebenso fehlen oftmals Angaben Uber die Menge der nicht adharenten Zellen, auf
dessen Grundlage man auf eine Besiedlungseffizienz schlieRen kénnte. Damit kénn-
te der Eindruck entstehen, dass alle eingesetzten Zellen auf den Leitschienen auch
zur Implantation gelangen. Somit ist ein Vergleich &hnlich aufgebauter Studien auf-
grund dieser fehlenden Transparenz schwierig.

Bei der Analyse der restlichen Zellsuspensions-Proben nach erfolgter Besiedlung
konnte eine Besiedlungseffizienz von 40 — 60% festgestellt werden. Dies zeigt, dass
eine Steigerung der Besiedlungseffizienz notwendig ist, will man ein ausreichend gu-
te Matrix bilden. Die eingesetzte Zellmenge lag pro Leitschiene bei 1x10° hMSC.
Dies ist zum Teil niedriger als bei anderen Gruppen (van den et al. 2002, Bareille et
al. 2000). Bleibt man bei zukinftigen Versuchen bei der gleichen Leitschiene, kénnte
eine hohere Initiale Zellzahl und/oder eine langere Besiedlungsdauer eine hoéhere
Besiedlungsdichte auf der Matrix zum Implantationszeitpunkt bringen.

Eine weitere Option besteht in der Zuhilfenahme von Vakuum, mit dessen Hilfe hohe-
re Zelldichten bei der Besiedlung erreicht werden kdnnen, was jedoch einen zusatzli-
chen Gerateaufwand und nicht zuletzt auch einen zusatzlichen Stress fiur die Zellen
darstellt (Bruder et al. 1998a).

4.1.3. Tierversuche

Tiermodelle stellen beim Tissue Engineering einen ersten Schritt zur klinischen Uber-
tragbarkeit der Ergebnisse dar. Die Verwendung von Defektmodellen mit orthotoper
Implantation von mit Zellen beladenen Matrices ist bei Fragen nach Heilungsvorgang
und Zeit eine gangigere Herangehensweise (Cancedda et al. 2003b, Shang et al.
2001). Dem gegeniber steht die Implantation in vom Ursprungsgewebe entfernten
Orten (sog. ektope Implantation). Obwohl eine Ubertragung von ektopen Modellen
auf einen spateren orthotopischen Einsatz nicht ohne weiteres mdoglich ist (Kruyt et
al. 2004), wahlten wir diese Implantationsform. Fir die Knochenheilung wichtigen
biomechanischen Einflisse fallen hierunter zwar weg, die Implantationsform ermog-
licht jedoch das Verhalten der eingesetzten Zellen besser und unabhangiger zu stu-

dieren. Zudem unterliegen die Konstrukte nicht dem Einfluss parakriner Faktoren des



Diskussion 61

Wirtlagers, einer Wechselwirkung mit ortstdndigen Osteoblasten oder Entziindungs-
zellen im Defekt (Caplan et al. 2001). Auch kann der Einfluss einer periostalen Kno-
chenneubildung verhindert werden (Kruyt et al. 2003). Zusammenfassend entfallt
eine Osteoinduktion, welche eine Knochenbildung normalerweise beeinflusst oder
hemmt (van den et al. 2002, Barnes et al. 1999).

Auf den ersten Blick erscheint die orthotope Implantation das problemorientierte Ver-
fahren zu sein, da Ablaufe der Heilung besser studiert werden kénnen und die me-
chanischen Einflisse im Defektbereich, die eine wichtige Rolle in der Knochenhei-
lung spielen (Carter et al. 1998), nicht aulR3er Acht gelassen werden. Dennoch zeigten
Versuche, dass eine Besiedlung der Leitschiene im orthotopen Lager nach 12 Wo-
chen keinen Vorteil gegeniber unbeimpften Konstrukten brachte. Bei ektoper Im-
plantation dagegen konnte ein Knochenwachstum ausschlie3lich in einem mit Zellen
besiedelten Konstrukt aufgezeigt werden (Kruyt et al. 2004).

Somit liegt der entscheidende Vorteil in einem ektopen Modell darin, dass der Pro-
zess der Knochenbildung aus den implantierten Zellen besser untersuchbar ist, so-
wohl hinsichtlich der Effekte der Leitschiene auf Zelldifferenzierung und Proliferation

als auch der gebildeten extrazellularen Matrix (Ferrera et al. 2002).

4.2. Etablierung der Methode

4.2.1. Wahl des Nachweisverfahrens

Bei der Suche nach einem Nachweisverfahren musste man in Betracht ziehen, dass
ganze Organe der Versuchstiere, von murinem Gewebe durchwachsene spongitse
Leitschienen und Blut als Ausgangsmaterial zur Verfigung standen. Die Proben wa-
ren sowohl vom Material, der Konsistenz und dem Probenumfang somit sehr unter-
schiedlich.

Die Technik der in situ Hybridisierung (ISH) als eine Mdglichkeit erlaubt an Gewebe-
schnitten bei der Auswahl der passenden Sonden den Nachweis eingebetteter hu-
maner Zellen in Mausgewebe. Die nhachgewiesenen humanen Nukleinsauren werden
hierbei sichtbar gemacht und kénnen mikroskopisch untersucht werden. Fir die qua-
litative Auswertung konnte diese Methode verwendet werden (Speel 1999). Es bietet
auch den Vorteil, dass das Signal in Bezug zur Morphologie der Gewebeprobe gese-

hen werden kann. Bei grofsen Gewebeproben sind jedoch nicht nur die Anzahl der
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Gewebeschnitte ein limitierender Faktor, sondern auch die Auswahl des richtigen
Gewebeabschnitts und die Schichtdicke. Als weiterer Nachteil erweist sich, dass es
eine aufwendige und kostenintensive Methode ist und besonderes Equipment und
erfahrenes Personal bendtigt.

FUr eine quantitative Erfassung ist ein ISH ungeeignet. Die sichtbaren Zellen missen
mikroskopisch ausgezahlt werden. Es handelt sich hierbei lediglich um zuféllig aus-
gewahlte Blickfelder, welche von reprasentativen Gewebeschnitten stammen. Die
Zellanzahl ist somit nur eine Schatzung. Diese Methode unterliegt somit einer hohen
Fehlerquote, welche durch eine subjektiv falsche Auswahl des auszuwertenden Ge-
webeabschnitts auch zu deutlichen Abweichungen bei ahnlichem Versuchsdesign
fuhren kann (McBride et al. 2003, Mezey et al. 2000). Dennoch wird die ISH im
Rahmen der Auswertungen zum qualitativen Zellnachweis im Rahmen des Tissue
Engineering durchaus verwendet (Niemeyer et al. 2006, De Bari et al. 2004, Bareille
et al. 2000), stellte jedoch fur diese Arbeit keine passende Auswertemethode dar.

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) als alternative molekularbiologische Metho-
de erschien als passende Option. Bei Verlaufsuntersuchungen an Patienten mit Kno-
chenmarkstransplantation wurde die PCR wegen ihrer hohen Sensitivitat und Uber-
legenheit gegenuber anderen Verfahren (z.B. Southern Blot) bei Fragen nach einem
Rezidiv in der klinischen Diagnostik frih angewandt (Martinelli et al. 1997). Die Sen-
sitivitat der PCR nutzten auch andere Gruppen zur Untersuchung des Verbleibes der
Zellen im Spender nach isogener Knochentransplantation (Muramatsu et al. 2003).
Im Gegensatz zur ISH bietet die PCR dartber hinaus eine bessere Untersuchung der
Gewebeproben, da das gesamte explantierte Material verwendet wird, d.h. die ge-
samte DNA der Gewebeprobe steht fur eine Auswertung zur Verfigung. Im Vorfeld
kann man nicht wissen, in welchem Bereich des jeweiligen Empfangerorgans sich
die implantierten hMSC im Falle einer Migration absiedeln. Dabei ist die Entschei-
dung zwei zuféllige DNA Proben des explantierten Gewebes als Matrize zu verwen-
den weniger fehlerbehaftet als eine Untersuchung zufalliger Gewebeschnitte mittels
ISH.

Auch konnen die gewonnenen DNA — Proben sowohl fir die qualitative als auch
quantitative Auswertung verwendet werden. Der Nachteil des fehlenden morphologi-
schen Bezugs innerhalb eines Organs bei einem positiven Nachweis migrierter Zel-
len trat aufgrund der Fragestellung von vornherein in den Hintergrund. Somit bietet

die PCR die passende Methodik fiir diese Aufgabenstellung.
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4.2.2. Wahl der Primerpaare

Die Sensitivitéat der PCR ist maRRgeblich von der Wahl des richtigen Primerpaares
abhangig. Bei der qualitativen PCR wird eine amplifizierte DNA-Endmenge im Aga-
rosegel sichtbar gemacht. Deswegen ist die Wahl eines DNA Abschnittes notwendig,
welcher eine hohe Kopienzahl liefert. Bereiche die 6fter als einmal auf der DNA vor-
kommen erscheinen glnstiger, da sie bei exponentieller Amplifikation folgerichtig ein
Vielfaches mehr an Kopien liefern als die Vervielfaltigung einer einzelnen Sequenz.
Die humane DNA bietet dabei von ihrem Aufbau her die Mdglichkeit, solche sich
wiederholende Bereiche auszuwahlen. Nur ein kleiner Teil des humanen Genoms
kodiert tatsachlich fur Gene, aber mehr als 50% stellen in sich wiederholende Ab-
schnitte, sog. repetitive DNA dar.

Zu der hochrepetitiven Satelliten DNA gehdrt auch die Alpha-Satelliten-Klasse. Diese
bilden die DNA-Hauptklasse in der Zentromerregion des humanen Chromosom und
zeichnet sich zum einen durch die bereits erwahnte hohe Wiederholungszahl einzel-
ner Sequenzen und zum anderen auch durch ihre Speziesspezifitdt aus (Warburton
et al. 1991).

Die Arbeitsgruppe um Becker beschreibt dazu ein Primerpaar, welches an einen Ab-
schnitt in der Alpha-Satelliten Region im Zentromerbereich des humanen Chromo-
soms 17 bindet (Becker et al. 2002). Ihre in Unterabschnitten identischen Sequenzen
(vgl. Abb. 11) kdnnen sich bis zu 1.000-mal wiederholen und erméglichen es auch
bei geringsten DNA Mengen unter optimalen PCR Bedingungen eine hohe Kopien-
zahl zu liefern. Dies macht sie ideal auch zum Nachweis kleinster DNA-Mengen.
Gleichzeitig zeigte sich bei einem Abgleich mit der MouseBLAST Genomdatenbank
(MGI, The Jackson Laboratory) keine Ubereinstimmung mit einer Maus DNA Se-
quenz und ist damit sicher humanspezifisch. Damit erfillt die gewéhlte Sequenz bei-
de Voraussetzungen fur einen hochsensitiven Nachweis humaner Zellen zur Unter-
suchung von Xenotransplantaten oder wie im vorliegenden Fall mit h(MSC beimpften
Matrices.

Einige Studien verwenden Primerpaare, welche Y-Chromosom spezifische DNA Ab-
schnitte erkennen (Koldehoff et al. 2006). Dies macht sie bei vorher festgelegtem
Spender- und Empfangergeschlecht auch zu einer Option. Auch hier ist es mdglich,
in Anlehnung an die Forensik, bei der erweiterten Auswahl einer hochrepetitiven Se-
guenz (z.B. Tandem-Repeat) auf dem Y-Chromosom eine ausreichende Sensitivitat

bei Humanspezifitdt zu erlangen (Butler 2006). Der Nachteil liegt jedoch eindeutig in
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der Einschrankung auf das Geschlecht von Spender und Empfanger. Diese Limitie-
rung war hier nicht erwiinscht. Dariiber hinaus wurden bei der Anwendung solch ei-
nes geschlechtspezifischen Primerpaares fur Untersuchung von Zellmigrationen
nach Allotransplantationen lediglich Sensitivitaten von 1:10* erreicht (Muramatsu et
al. 2005).

Das Primerpaar fur die quantitative PCR, war nicht identisch mit jenem der qualitati-
ven PCR. Der Versuch die gleichen Sequenzen auch fur die Quantifizierung zu ver-
werten misslang. Die Anforderung an den Primer blieben aber dieselben. Der neue
designte Primer lieferte 4.080 Transkripte von der DNA einer humanen Zelle. Im Ge-
gensatz zu den Primerpaaren zum qualitativen PCR Nachweis, finden sich die ampli-
fizierten Segmente nicht an einem definierten Ort, wie der Zentromerregion, sondern
sind Uber das gesamte humane Genom auf mehreren Chromosomen verteilt (LC-
Search, 2002). In Kontroll-Experimenten wurde eine Bindung an murine DNA ausge-
schlossen. Beide Voraussetzungen fir eine sensitive Auswertung wurden damit er-
fallt.

4.2.3. Etablierungsergebnisse qualitative und quantitativer PCR

Zunachst konnte gezeigt werden, dass geringe Mengen reiner humaner DNA in L6-
sungen mit logarithmisch abnehmender Konzentration sicher nachgewiesen werden
konnten. Die Menge, bei der ein letzter Nachweis noch mdglich war, entsprach dabei
einer Menge von 0,01 ng hDNA. Nimmt man als Grundlage das Gewicht von
6 x 10"? g DNA in einer humanen Zelle, erlaubt das den Nachweis einer einzelnen
Zelle (0,01ng = 1,66 Zellen). Ebenso konnte durch den Einsatz einer logarithmischen
Verdunnungsreihe von muriner DNA die Humanspezifitat der Sequenz nochmals
verifiziert werden.

Die Fragestellung erforderte jedoch die Detektion von humanen Zellen in Mausge-
webe und damit einen Nachweis auch bei einer Uberzahl muriner Zellen und muriner
DNA. Wahrend friihere Ergebnisse lediglich einen Nachweis von maximal 2 murinen
Zellen auf 100 humane Zellen (Nitsche et al. 2001) zeigten, gelang Becker et al. der
Nachweis einer Zelle einer Adenokarzinomzelllinie unter 10° Mauszellen (Becker et
al. 2002).

Diese Sensitivitat spiegelt sich auch in unseren Ergebnissen wider. Dabei hielten wir
die Anzahl der Mausfibroblasten mit 1 x 10° konstant und variierten lediglich die An-

zahl der untergemischten hMSC. Die Banden nehmen dabei erwartungsgeman
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sichtbar parallel mit der abnehmenden hMSC Zahl (entsprechend abnehmender
DNA Menge) an Intensitat ab. Zwar ist eine Semiquantifizierung mittels der Banden-
intensitat stets kritisch zu bewerten und liefert nicht immer verlassliche Ergebnisse
(Becker et al. 2002). Dennoch waren Ruckschlisse im Vergleich aller Banden mog-
lich. Die Ergebnisse zeigten interessanterweise bei der 10 und 10? Verdiinnungsstufe
umgekehrt abweichende Signalintensitaten. So hatte man bei dem Einsatz von 100
hMSC eine starkere Bandenintensitat erwarten konnen als bei 10 hMSC. Dies ist a-
ber genau umgekehrt der Fall. Da die 100 hMSC nicht mittels single-cell-picking ge-
wonnen wurden, sondern mittels vieler Verdiinnungsserien, ist als eine mdgliche Er-
klarung anzunehmen, dass weit weniger als die berechneten 100 humanen Zellen
hinzugeflgt wurden. Méglich erscheint dies durch eine unvollstidndige Zellseparation
wéahrend des Trypsinierungsvorganges und daraus folgend eine ungleiche Zellvertei-
lung bei der Verdinnung. Diese Hypothese wird durch die schwache Bande in der
10 Verdiinnung (Spur Nr. 7; Abb. 14) bestatigt. Somit aber waren in der Stufe 107
(Spur Nr. 10, 11,12, Abb. 14) weniger als 10 hMSC vorhanden. Mit der angefertigten
logarithmischen Verdiinnungsserie gelang es, eine einzelne hMSC unter 10° Maus-

fibroblasten aufzuspiren und nachzuweisen.

Bei der quantitativen PCR ist fur die Auswertung der Ergebnisse eine Standardkurve
notwendig (Kubista et al. 2006). Als Grundlage fur die Generierung der Standardkur-
ve wurde die Menge von 6 pg humaner DNA fir eine Zelle angenommen und fur die
Zuordnung die 4080 gebildeten Transkripte pro Zelle. Die logarithmisch verdinnten
als Template eingesetzten hDNA Proben zeigen einen gleichmafligen Abstand in-
nerhalb der Fluoreszenz-Zyklus-Kurven. Die mit Hilfe der Crossing Points gebildete
Standardkurve zeigt eine lineare Korrelation zwischen der hDNA Menge, also den
Zellzahlen, und den Zykluszahlen tGber den gesamten Nachweisbereich von 10.000
bis 0,1 hMSC. Eine Quantifizierung gelang somit bis auf einen Bereich von weniger
als 1 hMSC.
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4.3. Ergebnisse

4.3.1. Ergebnisse der qualitativen Untersuchung

Organe und Blut

In Migrationuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei intravenéser Injektion
von hMSC, Zellen sich nicht nur in das Knochenmark, sondern auch in anderen Or-
ganen wie die Lunge und Milz absiedeln (Devine et al. 2003, Gao et al. 2001).

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Organen konnte zu keinem der vier Explantati-
onszeitpunkte humane DNA nachgewiesen werden. Nachdem die Auswertungen aus
den Organen der untersuchten Versuchstiere nach einer Implantationsdauer von 2
und 4 Wochen keinen positiven Nachweis humaner DNA brachten, wurden zusatz-
lich noch die Organe Hoden und Gehirn bei den folgenden Auswertungszeitpunkten
nach 8 und 12 Wochen hinzugenommen. Doch auch hierbei zeigte sich kein Nach-
weis humaner DNA. Um eine weitere Sensitivitatssteigerung zu erreichen, erhéhten
wir in der Folge die Zykluszahlen der PCR von 35 auf 40. Das geht im Allgemeinen
zu Lasten der Differenzierungsfahigkeit der Bandenintensitaten bei hohen DNA —
Ausgangskonzentrationen, die aber bei den Organen nicht erwarten waren. Man er-
halt jedoch bei niedriger DNA Ausgangsmenge ein starkeres Signal und erhoht die
Detektionswahrscheinlichkeit. Auch dadurch konnte keine humane DNA in den
explantierten Organen nachgewiesen werden. Somit waren in den entnommen Or-
ganproben zu keinem Zeitpunkt hMSC nachweisbar und eine Migration in die Organe
konnte in diesen Versuchen ausgeschlossen werden. Eine mdgliche Erklarung flr
die fehlende Migration kann durchaus die geringe Vaskularisierung der Leitschiene
sein. Es konnte gezeigt werden, dass es bei einem Knochen-Gefal3-Transplantat,
folglich einer bestmoéglichen Vaskularisierung eines Implantates, zu einer Migration
von Zellen in andere Organe wie Milz oder Thymus kommt (Muramatsu et al. 2003).
Die histologische Auswertung zeigte erst nach einem Implantationszeitraum von 8
Wochen vereinzelnd einsprossende Gefal3e. Damit wird den Zellen erst ein spater,
mangelhafter und damit erschwerter Zugang zum Gefal3system und Blutkreislauf er-
moglicht. Dies wurde zusatzlich durch das Ergebnis untermauert, dass zu keinem
Zeitpunkt in den untersuchten Blutproben ein Nachweis humaner Zellen gelang. Ab-

schlieRend lasst sich jedoch nicht klaren, ob tiberhaupt ein Ubertritt von Zellen in das
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Gefallsystem stattfand oder die wenigen, denen es gelang, nicht Uberlebten. Die
Wahl des Implantationsortes spielt folglich durchaus wegen der unterschiedlichen
Gefal3versorgung eine Rolle. Deshalb lasst das Ergebnis keinen Riickschluss auf die
Migration z.B. nach orthotoper Implantation, also in einen Knochendefekt mit einer
deutlich besseren Vaskularisierung, zu.

Interessant erscheint die Frage, wie sich das direkt an das Lager anschlieRende und
im Kontakt damit befindliche Gewebe, wie die Muskelfaszie und das Unterhautgewe-
be, sich hinsichtlich einer Zellmigration verhalt, da in diesem Fall eine Zellwanderung

nicht auf das Transportmedium Blut angewiesen ist.

Leitschiene

Bei der Explantation der Leitschienen konnte man besonderes bei dem Explantati-
onszeitpunkt von 2 Wochen bereits makroskopisch einen viel dichteren Durchbau der
Matrix und eine Fullung der Poren bei den vorher beimpften Leitschienen beobach-
ten. Zu den spateren Zeitpunkten waren die Unterschiede nicht mehr so deutlich,
was auf ein Einwandern des umgebenden Mausgewebes in beide Leitschienen zu-
rickzufihren war. Die Auswertung der unbesiedelten Kontroll-Leitschienen ergab zu
keinem Explantationszeitpunkt einen positiven humanen DNA Nachweis. Somit kam
es trotz rAumlicher Nahe weder zu einer Wanderung zwischen beiden Leitschienen,
noch durch die Blutbahn zu einer Einwanderung von eventuell zirkulierenden hMSC.
Das war sicherlich auch auf die mangelnde Vaskularisierung zurtckzufiihren
(Bareille et al. 2000).

In besiedelten Leitschienen konnte nach jedem der vier Versuchsendpunkten, also 2,
4, 8 und 12 Wochen, die Existenz humaner DNA nachgewiesen werden. Andere
Studien konnten dagegen einen Nachweis von hMSC mittels molekularbiologischen
Methoden nach einer Zeitspanne von 4 Wochen nicht mehr erbringen. Bareille et al.
konnten mittels in-situ Hybridisierung lediglich 2 Wochen nach ektoper Implantation
humane Zellen nachweisen, nach 6 Wochen jedoch keine humane DNA mehr. De
Bari et al. konnte in vitro kultivierte hMSC nach deren intramuskularer Injektion nach
6 Wochen nicht mehr nachweisen (De Bari et al. 2004, Bareille et al. 2000). Dies
zeigt eine um bis zu dreifach langere Uberlebenszeit gegeniiber anderen Studien.
Betrachtet man die Bandenintensitaten im Rahmen der semiquantitativen PCR —
Auswertung, so erkennt man nach dem Versuchzeitraum von 12 Wochen nur noch

ein schwaches Signal im Vergleich zu den zwei Wochen. Die initial vorhandene DNA
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war also deutlich weniger und somit auch die Zellzahl der zum Explantationszeitraum
noch lebender hMSC. Wahrend es teilweise bei orthotoper Implantation auch auf
Grund einer Migration zu abnehmenden Zellzahlen vor Ort kommt (Quintavalla et al.
2002), ist in unserem Fall ausschliel3lich von einem Zelltod der implantierten hMSC
auszugehen. Der Zelltod ist wohl am ehesten auf die mangelnde Ernahrung der Zel-
len zurlckzufihren, da aufgrund der fehlenden Vaskularisierung nach Implantation
eine Nahrstoffversorgung der hMSC lediglich tUber Diffusion stattfinden konnte. Das
fehlende Knochenwachstum (histozytologisch untersucht durch cand. med. Martin
Nentwich) untermauerte dies, da die Vaskularisierung eine wichtige Voraussetzun-
gen fur das Uberleben der Zellen und zur Knochenbildung zu sein scheint (Lee et al.
2001a). Folglich kénnen diese Ergebnisse auf eine unzureichende Blutversorgung
bzw. mangelnde Nahrstoffversorgung zuriickzufiihren sein und decken sich mit de-
nen anderen Studien (Kruyt et al. 2004, De Bari et al. 2004). Es muss davon ausge-
gangen werden, dass die Leitschiene (£ 9 mm x 3 mm) zu grof3 war fur eine ektope
Implantation in das relativ gefal3arme, subkutane Gewebe der Versuchstiere, obwohl
die kritische Diffusionsstrecke von 3,5 mm (Kruyt et al. 2004) nicht Gberschritten wur-
de.

4.3.2. Ergebnisse der quantitativen Untersuchung

Die quantitative Auswertung bestatigte das Ergebnis der qualitativen und semiquanti-
tativen Untersuchungen. Mit zunehmendem Implantationszeitraum kommt es zu ei-
ner Abnahme der Anzahl der Giberlebenden hMSC. Die Anzahl der Uberlebenden Zel-
len variiert jedoch teilweise innerhalb einer Versuchsgruppe sehr stark.

Zieht man beispielsweise in Betracht, dass lediglich eine Besiedlungseffizienz von 50
— 60 % vorlag, so sieht man, dass bei drei Versuchstieren nach 2 Wochen die hMSC
fast vollstandig im fremden Milieu tGberlebt haben. Dagegen sind bei einem anderen
Versuchstier nach zwei Wochen bei gleicher Besiedlungseffizienz weniger als 1/5 der
Zellen in der Matrix am Leben.

Noch schwieriger erscheint die Bewertung der Ergebnisse der anderen Gruppen, wie
die nach 12 Wochen, da die Unterschiede hier sehr grol3 sind (25.920 Zellen zu
1.443 Zellen) und die Fallzahlen (n=2) sehr niedrig. Auch das hohe Ergebnis bei ei-
nem Tier (218.000 Zellen nach 8 Wochen) ist schwer einzuordnen, zumal dieser
Wert jeden anderen bei dem Endzeitpunkt von 4 Wochen Ubersteigt.
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Die Vermutung ist, dass Zellen einiger Leitschienen gleicher Implantationsdauer eine
bessere Nahrstoffversorgung erhalten mussten als andere. Dies liel3e sich dadurch
erklaren, dass die Zellverteilung innerhalb dieser Konstrukte anfangs eine hohere
Zelldichte am Rand aufweisen musste. Bekanntermal3en sorgt die Nahe zum umlie-
genden Empfangergewebe fiir eine bessere und zum Uberleben ausreichende Nahr-
stoffdiffusion, wohingegen Zellen im Zentrum einer Leitschiene bei unzureichender
Vaskularisierung innerhalb kurzer Zeit absterben (Kneser et al. 2006b, Quarto et al.
2001a).

Ist eine gleichméaRige Zellverteilung (unabhéngig von Zentrum oder Peripherie) im
Konstrukt nicht gegeben, und das ist bei der gewahlten Besiedlungsmethode durch-
aus maoglich, so kdnnte man die Abweichung auf die Tatsache zurickfuhren, dass
das fur die PCR zur Verfugung stehende Stiick zellarmer war im Vergleich zu den
anderen Teilen der gleichen Schiene. Eine Klarung post hoc ist nicht mehr mdglich.
In Zukunft jedoch kdnnte eine reine PCR Untersuchung der gesamten Leitschiene
Klarung bringen. Problematisch erweist sich die Interpretation auch vor dem Hinter-
grund, dass eine genau Besiedlungseffizienz der Leitschienen zu den spateren Zeit-
punkten (vier, acht und zwolf Wochen) nicht vorliegt, sondern die Ergebnisse der Be-
siedlungszellmenge des ersten Abschnittes (zwei Wochen) auf die anderen Leit-
schienen ubertragen wurden.

Schwierigkeiten ergaben sich bei der Quantifizierung im niedrigen Zellzahlbereich, so
dass die Ergebnisse im niedrigen Bereich kritisch hinterfragt werden mussen. Insbe-
sondere die Zellzahl von 45 nach 8 Wochen Implantationsdauer stellte hier ein Prob-
lem dar. Der Einsatz von lediglich 5ng genomischer DNA als Template, macht es
theoretisch nur méglich 0,006 mg hDNA, das entspricht in etwa 1.000 humanen Zel-
len, in einem theoretischen Gemisch mit 1 x 10° Mauszellen mittels LightCycler®
quantitativ zu erfassen. Bei niedrigeren humanen Zellmengen (<1.000) beinhalten die
5ng Template aus einem murin dominiertem DNA Gemisch, kaum Spuren von hDNA,
weswegen auch die sensitive PCR aus Ermangelung an Matrizen nicht funktionieren
kann. Anderen Gruppen gelang die Quantifizierung bis auf 1 humane Zelle unter
1 x 10° murinen Zellen, sie setzten aber zum einen ein anderes PCR System und
zum anderen eine hohere DNA Menge von 250ng ein (Becker et al. 2002). Niedriger
DNA Einsatz fuhrte auch bei anderen Studien zu einer Einblf3ung der Sensitivitat. So
konnten bei einem Einsatz von 100ng DNA lediglich 1 humane Zelle unter 10.000

murinen Zellen nachgewiesen werden (Funkhouser et al. 2001).
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Die Untersuchung der Leitschienen ergab, mit einer Ausnahme, stets Zellzahlen
>1.000 und waren somit im Referenzbereich. Aufgrund der Ergebnisse der qualitati-
ven Auswertung hatte diese Einschrankung keine Auswirkungen auf die Auswertung
der Organe und des Blutes, da diese nicht quantitativ untersucht werden mussten.

Interessant erscheinen in diesem Zusammenhang die Ergebnisse um die Gruppe
Pelz et al., die auch humane Zellen lediglich mit Hilfe einer konventionellen PCR in
einer Mausumgebung quantifizierten. Durch eine Duplex-PCR, welche gleichzeitig
mit zwei definierten Primerpaaren murine und humane Sequenzen amplifiziert, wird
Uber das Bandenstarkeverhéltnis beider Produkte auf die Ausgangsmenge geschlos-
sen. Dabei kénnen 1 humane Zelle unter 10.000 detektiert werden (Pelz et al. 2005).
Die Sensitivitat der in der hier vorliegenden Arbeit beschriebenen RT-PCR kann je-
doch um den Faktor 10 nicht erreicht werden, weshalb die Methode auf Labore mit

fehlender RT-PCR Technologie beschrénkt bleiben sollte.

4.4. Anregungen und Ausblick

4.4.1. Anregungen

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse geben Anlass weitere Aspekte des TE zu
untersuchen. Eine Besiedlungseffizienz von 40 -60 % der initial verwendeten Zellzahl
erscheint nicht optimal, vor allem in Hinblick auf eine Knochenneubildung in vivo.
DarlUber hinaus stellt es in gewisser Weise auch einen Verlust an eingesetztem Ma-
terial und Ressourcen dar. Eine hohere Zellausgangsmenge bei Implantation kann
zu einer besseren Integration beitragen. Dies steht jedoch nur dann nicht im Wider-
spruch mit der Ressourcen-Optimierung, wenn man die Adharenzmadglichkeiten der
Zellen verbessert. Dies kann man erreichen, indem man die Leitschienen nicht zeit-
nah (binnen Stunden) implantiert, sondern die Zellen mit der Leitschiene kultiviert.
Hierbei stehen statische oder dynamische Kultivierungsmethoden zur Verfigung. Es
zeigte sich, dass durch die Anwendung eines dynamischen Verfahrens mittels einer
Perfusionskammer (Wang et al. 2003b) héhere Zelldichten erreicht werden kénnen.
Darlber hinaus gehend zeigten weitere Studien auch einen Vorteil der dynamischen
Kultivierung, beztglich Verteilung der Zellen im Konstrukt und der folgenden Kno-

chenbildung (Bancroft et al. 2002). Ergdnzend kann auch bereits
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in vitro mit einer osteogene Differenzierung der Zellen begonnen werden, um eine
Knochenbildung in vivo zu fordern.

In dem Zusammenhang erscheint es sinnvoll, sehr zeithah nach Beimpfung der Leit-
schienen, einige von ihnen statt einer Implantation auf die Verteilung der Zellen in-
nerhalb der Konstrukte, z.B. elektronenmikroskopisch zu untersuchen.

Die implantierten Leitschienen schienen zu grof3 fir den Einsatz in einem subkuta-
nem Lager, trotz einer Diffusionsstrecke unterhalb der kritischen Grenze von
< 3,5mm. Uberlegenswert erscheint, Matrizen kleinerer GroRe (z.B. £ 3mm x 2mm)
zu wahlen. Damit ermdglicht man eine bessere Nahrstoffversorgung in dem schlecht
vaskularisierten subkutanem Mausgewebe und kénnte bei paralleler Implantation von
je zwei beimpften Leitschienen, eine fiur die molekularbiologische Auswertung und
die andere fur die histologische Auswertung verwenden. Fir die einzelnen Untersu-
chungen stdnde dann ein gleich grol3es Explantat zur Verfiigung, so dass eine bes-
sere Vergleichbarkeit moglich ware. Auch kdnnte gleichzeitig eine oben beschriebe-
ne mogliche Fehlerquelle bei der Quantifizierung der Zellen ausgeschlossen werden,
indem man auf eine Hochrechnung von einem Drittel auf das Ganze verzichten kann.
In darauf aufbauenden Versuchen sollte untersucht werden, in welchem Ausmal} die
Zellen auf den implantierten Leitschienen in direkte Interaktion mit dem subkutanen
Gewebe und der Muskelfaszie treten und ob eine Migrationen in diese unmittelbare
Umgebung erfolgt. Da ein Einwachsen von murinem Gewebe in die Leitschiene
nachgewiesen werden konnte, sollte auf der anderen Seite eine Migration implantier-

ter Zellen in das umgebene Gewebe der Maus ausgeschlossen werden.

4.4.2. Ausblick

Die Bedeutung der Wachstumsfaktoren (WF) hat durch ihr Verstandnis ihrer Aufga-
ben in Bezug auf Differenzierung und Proliferation der MSC zu matrixbildenden
Osteoblasten enorm zugenommen (Cheng et al. 2003). Der Einsatz einiger rekombi-
nant hergestellter Faktoren wie z.B. rhBMP 2 und rhBMP 7 ist Uber die Tierversuche
hinausgekommen und wurde in experimentellen Studien in der Klinik erfolgreich zur
Knochenheilung in Verbindung mit unterschiedlichen Matrices eingesetzt (De Biase
et al. 2005). RhBMP 7 (OP-1) ist dartiber hinaus bereits Kklinisch fur die Behandlung
von Pseudarthrosen an langen R6hrenknochen zugelassen und zeigte bei der Ver-
wendung an Patienten sehr positive Ergebnisse (Zimmermann et al. 2006). Insge-

samt bleiben jedoch bei der Vielzahl der vorhandenen Faktoren und der Komplexitat
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ihres Zusammenspiels noch Probleme der richtigen Dosierung, Applikation und der
optimalen Anwendungsgebiete.

Die externe Zufihrung dieser Wachstumsfaktor kann jedoch erganzt oder komplett
umgangen werden, wenn genetisch veranderte Zellen verwendet werden, die diese
Stoffe sezernieren. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass eine Erweiterun-
gen des Genoms mittels Transfektion zur Bildung von Wachstumsfaktoren, sowohl
bei tierischen als auch bei menschlichen MSC erfolgreich durchgefuhrt werden kann,
ohne dass es zu einer Einschrankung des Stammzellcharakters kommt (Mosca et al.
2000).

Unterschiedliche Arbeitsgruppen zeigten beim Einsatz von veranderten MSC, welche
das Gen fur BMP-2 Uberexprimierten, sowohl nach orthotoper als auch ektoper Im-
plantation eine Knochenbildung (Pelled et al. 2002, Lou et al. 1999). Ebenso konnten
klinische Erfolge bei der Behandlung von Osteogenesis imperfecta mit Hilfe gene-
tisch veranderter Zellen auch am Patienten erzielt werden (Caplan et al. 2001).

Eine Schlusselfrage des TE wird ferner sein, wie die Vaskularisierung der Implantate
geldst werden wird. Nur durch Anbindung eines Transplantates an das Gefal3system
wird es mdglich sein grol3e mittels TE gebildeter Transplantate erfolgreich einzuset-
zen. Ansonsten besteht die Gefahr, dass die kultivierten Zellen und das in vitro gebil-
dete Gewebe in vivo nekrotisieren und damit untergehen werden. Ein erster viel ver-
sprechend Weg zur Bildung eines vaskularisierten Implantates konnte kurzlich durch
die Verwendung einer AV-Schlinge gezeigt werden. Hierbei wurde eine kdrpereigene
Vene als ein arteriovendser Shunt an das Gefal3system angeschlossen und um ei-
nen mit einer Laufrille versehenen Tutobone®-Zylinder geschlungen. Im Verlauf kam
es zu einer deutlichen Vaskulogenese innerhalb der Leitschienen im Vergleich zu
den unvaskularisierten Kontrollen (Kneser et al. 2006b). Eine andere Mdglichkeit ist
einen interdisziplinaren Weg einzuschlagen und mit Hilfe von TE Blutgefal3e zu bil-
den und diese in Konstrukte vor der Zellbesiedlung einzusetzen (Pelled et al. 2002).
AbschlielRend muss festgehalten werden, dass die Erfolge und Fortschritte der letz-
ten Jahre auf dem Gebiet des TE zu einem wachsende Verstandnis der Ablaufe in
vivo und in vitro gefuhrt haben.

Trotz vieler noch ungeklarter Fragen kann man aber optimistisch in die Zukunft bli-
cken und davon ausgehen, dass das Tissue Engineering von Knochen mit zuneh-
menden Erkenntnisstand mehr und mehr zu einem festen Bestandteil von klinisch

anwendbaren Konzepten sein wird.
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung und Fragestellung:

Bei der Behandlung ausgedehnter Knochendefekte bietet das Tissue Engineering
von Knochen einen zukunftsweisenden Ansatz fur eine schnellere Defektheilung.

Der Einsatz von undifferenzierten Stammzellen wirft jedoch die Frage nach deren
Verhalten im Anschluss an die Implantation auf. In der vorliegenden Arbeit wurden
dies an einem Mausmodell untersucht, indem mit hMSC besiedelte Leitschienen ek-
top implantiert wurden, um in der Folge sowohl das Wachstum der Stammzellen in
Vivo zu untersuchen, als auch der Frage nachzugehen, ob eine Migration der Zellen
ausgeschlossen werden kann. Ziel der Arbeit war hierzu eine molekularbiologische
Auswertemethode mittels PCR zu etablieren, mit der man die Entwicklung der Zell-
zahlen im Implantat verfolgen und ausgewanderte hMSC in ausgewahlten Organen

nachweisen kann.

Material und Methoden:

Fir die Implantation wurden mit FBS benetzte zylinderférmige Leitschienen (£ 9mm
X 3mm) mit jeweils 1 x 10° hMSC besiedelt und in immundefiziente Mause subkutan
paravertebral eingepflanzt. Nach 2, 4, 8 und 12 Wochen wurden die Tiere geopfert
und die Leitschienen, ausgewéhlte Organe und Blut entnommen. Aus den Explanta-
ten wurde die DNA isoliert und mittels einer PCR auf die Existenz humaner DNA hin

untersucht und die Anzahl der Uberlebenden Zellen in den Matrices ermittelt.

Ergebnisse:

In Vorversuchen ist es gelungen mit der ausgewahlten PCR Untersuchung aus ei-
nem Zellgemisch von hMSC und Mausfibroblasten menschliche DNA zu detektieren
und beim Nachweis eine Sensitivitat von einer humanen Zelle unter 1x10*6 muriner
Zellen zu erreichen.

Bei den folgenden Auswertungen der entnommenen Leitschienen konnte zu jedem
der vier Explantationszeitpunkte in allen besiedelten Konstrukten humane DNA
nachgewiesen werden.

Dagegen konnte zu keinem Untersuchungszeitpunkt in den ausgewéhlten Organen,
im Blut der Versuchstiere und in den unbesiedelten Vergleichsleitschienen menschli-
che DNA detektiert werden.
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Des Weiteren zeigte sich eine kontinuierliche abnehmende Zahl der implantierten

hMSC in den Leitschienen im Versuchsverlauf.

Schlussfolgerungen:
Mit der verwendeten PCR steht eine molekularbiologische Methode zur Verfligung
welche hochspezifisch eine humane Zelle mit einer Sensitivitat von 1 menschlicher

Zelle unter 1x10*6 Mauszellen detektieren kann.

Die Auswertung zeigte, dass auch nach einer Implantationsdauer von 12 Wochen

hMSC in den Leitschienen in fremder Umgebung tGberleben konnten.

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum konnte eine Migration der hMSC in die

untersuchten Organe oder in den Blutkreislauf nicht detektiert werden.

Die Abnahme der Zellzahlen im Verlauf deuten darauf hin, dass bei einer ektopen
subkutanen Implantation von Konstrukten der verwendeten Grol3e, eine adaquate
Nahrstoffversorgung nicht sicher gestellt werden kann und in der Folge zur Apoptose

der Zellen fihrt.
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Reagenzienmengen fiir DNA-Isolierung aus Organen Leber, Niere, Herz und

explantierter Leitschiene

Organmenge in mg Prot. K Menge in ul |ATL Puffer Menge in pl
10 12 72
15 18 108
20 24 144
25 30 180
30 36 216
35 42 252
40 48 288
45 54 324
50 60 360
55 66 396
60 72 432
65 78 468
70 84 504
75 90 540
80 96 576
85 102 612
90 108 648
95 114 684
100 120 720
105 126 756
110 132 792
115 138 828
120 144 864
125 150 900
130 156 936
135 162 972
140 168 1008
145 174 1044
150 180 1080
155 186 1116
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Reagenzienmengen fur DNA-Isolierung aus Organen Lunge, Hoden, Hirn

Organmenge in mg Prot. K Menge in ul |ATL Puffer Menge in pl
10 16 72
15 24 108
20 32 144
25 40 180
30 48 216
35 56 252
40 64 288
45 72 324
50 80 360
55 88 396
60 96 432
65 104 468
70 112 504
75 120 540
80 128 576
85 136 612
90 144 648
95 152 684

100 160 720
105 168 756
110 176 792
115 184 828
120 192 864
125 200 900
130 208 936
135 216 972
140 224 1008
145 232 1044
150 240 1080
155 248 1116
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Reagenzienmengen fur DNA-Isolierung aus Organ Milz

Organmenge in mg Prot. K Menge in ul |ATL Puffer Menge in pl
10 40 180
12 48 216
14 56 252
16 64 288
18 72 324
20 80 360
22 88 346
24 96 432
26 104 488
28 112 504
30 120 540
32 128 576
34 136 612
36 144 648
38 152 684
40 160 720
42 168 756
44 176 792
46 184 828
48 192 864
50 200 900
52 208 936
54 216 972
56 224 1008
58 232 1044
60 240 1080
62 248 1116
64 256 1152
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