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Zusammenfassung

v

Studienziel: Ziel der Studie war es, den Ein-
fluss von Dexamethason im Ndhrmedium von
humanen stromalen Zellen aus dem Knochen-
mark (human bone marrow stromal -cells,
hBMSC) und zyklischem, mechanischem Deh-
nungsstress auf die osteogene Differenzierung,
quantifiziert durch die Bestimmung der mRNA-
Expression von Kollagen Typ I, II, III, Tenascin C
und Cbfal zu untersuchen.

Methode: hBMSCs von sieben Spendern mit ei-
nem Alter von 32,5+6,2 Jahren wurden ab der
ersten Passage mit (D+) oder ohne Dexametha-
son (D-) kultiviert. Nach der zweiten Passage
wurden je 2,2x10° Zellen in flexible Silikon-
schalen tiberfiihrt. Nach ihrer Adhdsion auf dem
Schalengrund wurden die Zellen einem Deh-
nungsstress unterzogen von 2% (D+2; D-2), 8%
Dehnung (D+8; D-8) und einer Kontrollgruppe
ohne Stress (D+0; D-0). Der Stress wurde an drei
aufeinander folgenden Tagen mit einer Frequenz
von 1 Hz und tédglich drei Zyklen Stress mit einer
Dauer von jeweils zwei Stunden durchgefiihrt.
Die Zellproben wurden am ersten Stresstag, am
ersten Tag nach Stress (Tag 4) und am vierten
Tag nach Stress (Tag 7) entnommen. Die Quantifi-
zierung der Genexpression von Kollagen Typ I, I
und III, Tenascin C und Cbfal erfolgte durch RT-
PCR.

Ergebnisse: Die mRNA-Expression von Cbfal
zeigte an den unterschiedlichen Tagen signifi-
kante Unterschiede (p < 0,05) sowie fiir die Deh-
nung an Tag 1: 8%: 0,0291 +0,0338 versus 0%:
0,00528 +0,0127, p=0,017; Tag 8: 8%: 0,0411 £
0,116, 0%: 0,00103 £0,00217, p=0,009. Die Be-
obachtung der anderen Parameter zeigte zwar
Tendenzen auf, erbrachte jedoch keine statistisch
signifikanten Unterschiede.

Schlussfolgerung: Die Arbeit hat gezeigt, dass
tiber den kurzen Beobachtungszeitraum von sie-
ben Tagen zyklischer mechanischer Dehnungs-
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Abstract

v

Aim: The aim of the study was to investigate
the effects of dexamethasone and cyclic mechan-
ical strain on human bone marrow stromal cells
(hBMSCs) in osteogenic differentiation by de-
terming levels of mRNA of collagen I, II, III, te-
nascin C and Cbfal.

Method: hBMSCs from seven donors (32.5+6.2
years old) were cultivated with (D+) or without
(D-) dexamethasone. After the second passage
2.2x10° cells were seeded on flexible silicon
dishes. A cyclic mechanical strain with an elonga-
tion of 2% (D+2; D-2) or 8% (D+8; D-8) was ap-
plied for three days with a stimulation time of
three times for two hours each day. Cells were
harvested on day 1, day 1 after stress (day 4) and
day 4 after stress (day 7). mRNA expression of
collagen I, II, III, tenascin C and Cbfal was inves-
tigated by RT-PCR.

Results: Cbfal mRNA levels were significantly
different on different days (p<0.05), and for
strain on day 1: 8%: 0.0291 £ 0.0338 versus 0%:
0.00528 +0.0127, p=0.017; day 8: 8%: 0.0411 £
0.116, 0%: 0.00103 £0.00217, p=0.009. All other
observed paramaters showed tendencies without
significant differences.

Conclusion: In the short-term over seven days,
cyclic stretching is a stronger differentiation fac-
tor than dexamethasone.



stress ein stdrkerer osteogener Differenzierungsinduktor ist als
Dexamethason.

Experimentell

Einleitung

v

Die modernen Methoden der regenerativen Medizin erlauben
mit dem Tissue Engineering die Etablierung neuer Therapie-
ansdtze zur Rekonstruktion von grofSen Gewebedefekten. Grof3e
Knochendefekte unterschiedlicher Ursache, wie traumatische
Verletzungen, Infektionen oder Tumoren erfordern das Uberbrii-
cken bzw. Auffiillen des Defektes. Hierfiir werden heute sowohl
synthetische als auch biologische Materialien verwendet [1].
Der Goldstandard ist die autologe Spongioasplastik, mit den be-
kannten Nachteilen der begrenzten Menge des zur Verfiigung
stehenden Knochens und der Spendestellenmorbiditdt von mehr
als 30% [2]. Eine gute Moglichkeit, die Probleme des klassischen
Gewebeersatzes (Entnahmestellen Morbiditdt, Immunreaktion
auf allogene Transplantate und Lockerung alloplastischer Im-
plantate) zu umgehen, bietet der Einsatz von humanen stroma-
len Zellen aus dem Knochenmark (human bone marrow stromal
cells, hBMSC) [3]. Diese Zellen kénnen eingefroren und wieder
aufgetaut werden, ohne ihre Proliferationsfahigkeit oder die
osteogene Potenz zu verlieren [4]. Die Selbsterneuerung und
Pluripotenz der Zellen fiihrte dazu, dass sie als adulte Stamm-
zelle angesehen werden [5]. Die Induktion zur unterschiedlichen
Differenzierung wird durch unterschiedliche Kulturverfahren
hervorgerufen. Dexamethason ist als antiinflammtorisches Me-
dikament bekannt. Zusammen mit anderen Mediumzusdtzen
wie B-Glycerophosphat und Ascorbinsdure wird es experimen-
tell als osteoinduktives Medium verwandt [6]. Es zeigt dabei ein
dosis- und zeitabhdngiges Profil, das durch die verbesserte Funk-
tion von Wachstumsfaktoren und den Nachweis osteogener
Marker belegt wurde. Mechanischer Stress fiihrt zu einer ver-
mehrten Knochenneubildung, einer Steigerung der Mineralisa-
tion und stimuliert die Osteoblastentatigkeit. Diese Mechanis-
men fiihren zu einer Optimierung der Knochenarchitektur [7].
Die extrazelluldre Matrix und die Integrine spielen eine wichtige
Rolle in der Mechanotransduktion, die ein wichtiger Faktor ist
fiir die koordinierte Anpassung miteinander verbundener Gewe-
be. Die Kombination von bestimmten Kulturbedingungen und
mechanischem Stress kann in einem Bioreaktor erreicht werden
[8]. Bioreaktoren sind allgemein betrachtet Systeme, die Vorteile
bei der Herstellung eines Produktes bringen, wie bspw. Bier,
Medikamente oder Gewebe.

Ziel der Studie war es, erstens den Einfluss von Dexamethason
im Ndhrmedium von humanen stromalen Zellen aus dem Kno-
chenmark (human bone marrow stromal cells, hBMSC) zu unter-
suchen. Und zweitens die Effekte von zyklischem, mecha-
nischem Dehnungsstress von zwei und acht Prozent {iber einen
Zeitraum von drei aufeinander folgenden Tagen auf die osteo-
gene Differenzierung zu bestimmen. Die Genexpression von
Markern fiir die osteogene, die ligamentdre und die chondrogene
Differenzierung nach dem ersten, vierten und siebten Tag wurde
bestimmt. Die osteogene Differenzierung der hBMSC wurde mit-
tels der Expressionsraten des Kollagens Typ I und Typ III unter-
sucht. Diese spielen eine wichtige Rolle in der extrazelluldren
Knochenmatrix. Weiterhin wurde als ein frither Marker fiir die
osteogene Differenzierung der hBMSC die Expressionsrate des
Core-binding factor alpha-1 (Cbfal) bestimmt. Cbfal ist ein os-
teoblastenspezifischer Transkriptionsfaktor, der wichtig ist fiir
die osteogene Differenzierung, die Knochenneubildung und den
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Knochenerhalt [9]. Als Negativkontrollen dienten die Expres-
sionsrate des Tenascin C, ein Marker fiir die fibroblastare Diffe-
renzierung und Kollagen Typ II, ein Marker der chondrogenen
Differenzierung von hBMSC.

Material und Methode

v

Zellkultur

Humane BMSCs wurden von sieben Spendern im Alter zwischen
26,3 und 38,7 Jahren gewonnen. Die Zellen sind nach vorheriger
Aufklarung der Patienten wdhrend eines Routineeingriffes mit
Entnahme eines Knochenspans aus dem Beckenkamm als Vor-
punktion entnommen worden (mit Zustimmung der lokalen
Ethikkommission, Antrag Nummer 2562). Nach der Aspiration
aus dem Knochenmark wurden die Proben nach einem standar-
disierten Protokoll mit einem Dichtegradienten aufbereitet [10].
Das Zellpellet wird auf einen Perkoll-Gradienten aufgetragen.
Die so gereinigten Zellen werden dann in die Kultur tiberfiihrt.
Es wurde dann unter Standardbedingungen (37°C und einer
feuchten Atmosphdre mit 5% Kohlendioxid) kultiviert. Das Stan-
dardmedium bestand aus Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medi-
um (DMEM/Ham’s F-12 1:1 mit 10% humanem Serum, L-Gluta-
min, 5 pg/ml Vitamin C, 100 U/1 Penicillin und 100 mg/ml Strep-
tomycin). Der erste Mediumwechsel fand nach 4 Tagen statt und
dann alle 2 Tage, bis nach 3 bis 4 Wochen die Zellen konfluierten.
Ab der ersten Passage wurde dem Kulturmedium des einen Ver-
suchsarmes 2,55 1M Dexamethason zugesetzt. Um eine ausrei-
chende Anzahl an hBMSCs zu bekommen, wurde eine weitere
Passage mit Aufteilung der Zellen auf mehrere Kulturflaschen
durchgefiihrt, bevor die Zellen aller Spender gepoolt wurden.
Im Anschluss daran wurden 2,5 % 10> Zellen in flexible, sterile
Silikonschalen ausgesdt und fiir drei Tage mit dem Standard-
ndhrmedium mit und ohne Dexamethason kultiviert, um den
Zellen eine Adhdsion an den Schalengrund zu erméglichen. Nach
den drei Tagen wurde der Anteil des humanen Serums fiir einen
Tag lang von 10% auf 1% reduziert.

Dehnungs-Stressversuche

Unser Zelldehnungssystem wurde erstmals fiir humane Fibro-
blasten beschrieben [11]. Ein dhnliches kam in anderen Arbeits-
gruppen zu osteogenen Untersuchungen zum Einsatz [12]. Das
System bestand aus einer rechteckigen Silikonschale, die auf
der einen Seite an einer feststehenden Metallhalterung einge-
spannt wird und auf der anderen Seite an einer beweglichen
Halterung befestigt ist, die mit dem Motor verbunden ist, der
die mechanische Dehnung der Silikonschale um 2% und 8%
durchfiihrte (© Abb. 1). Die Frequenz, mit der die Dehnung aus-
gefiihrt wurde, betrug 1 Hz.

Die Zellen wurden in sechs Gruppen unterteilt. Gruppen 1-3
wurden ohne Dexamethason im Ndhrmedium kultiviert (D-)
und Gruppen 4 -6 mit 2,55 1M Dexamethason (D+). Gruppen 1
und 4 wurden ohne Dehnungsstress als Kontrolle kultiviert
(D-0; D+0). Die Zellen der Gruppen 2 und 5 wurden einem zyk-
lischen, mechanischen Dehnungsstress von 2% ausgesetzt mit
einer Frequenz von 1Hz (D-2; D+2). Die Stressdauer bestand
aus tdglich drei Zyklen mit je zwei Stunden Stress und einer
Stunde Pause am ersten, zweiten und dritten Tag. Die Zellen der
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Abb. 1 Silikonschale mit den auf dem Boden adhédrenten hBMSC, die hier
durch eine Maschine einem zyklischen, mechanischen Dehnungsstress
ausgesetzt wird.

Gruppen 3 und 6 wurden einem zyklischen, mechanischen Deh-
nungsstress von 8% unterzogen, auch hier mit einer Frequenz
von 1Hz (D-8; D+8). Auch in diesen Gruppen bestand die
Stressdauer aus tdglich drei Zyklen mit jeweils zwei Stunden
Stress und einer Stunde Pause an den Tagen eins, zwei und drei.
Wadhrend der Stressversuche und auch in den vier Tagen danach
wurde tdglich das Nahrmedium gewechselt. Die Stressversuche
fanden unter Standardbedingungen (37°C und einer feuchten
Atmosphdre mit 5% CO,) statt. Die Zellentnahmen fiir die wei-
teren Auswertungen fanden am ersten Stresstag nach Stress-
beginn, am vierten Tag (erster Tag nach Stress) und am siebten
Tag (vierter Tag nach Stress) statt (© Tab. 1).

Genexpression mittels RT-PCR

Fiir die Genexpressionsanalyse wurde ein modifiziertes Pro-
tokoll verwandt [13]. Mit Trizol (Invitrogen, Karlsruhe) wurden
die Zellen nach Herstellerangaben aus den Silikonschalen geldst
und die RNA extrahiert. Das RNA-Pellet wurde mit Ethanol ge-
waschen, dann getrocknet und in DEPC-H;0 resuspensiert. An-
schlieRend erfolgte nach fotometrischer Bestimmung der iso-
lierten RNA-Menge das Erstellen der cDNA. Dafiir wurde die Re-
verse Transkriptase Superskript II (Invitrogen, Karlsruhe) und
ein Taq Polymerase Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) verwendet.

Die erfolgreiche reverse Transkription wurde mit einer Stan-
dard-PCR fiir GAPDH (Primer siehe © Tab. 2) bestdtigt. Als Mar-
ker fiir die osteogene Differenzierung der hBMSC wurden die
Expressionsraten des Kollagens Typ I und Typ III untersucht.
Die osteogene Differenzierung wurde mit Core-binding factor
alpha-1 bestimmt.

Als Negativkontrolle fiir eine osteogene Differenzierung der
hBMSC wurde die Expressionsrate des Tenascin C, ein Marker
fiir die fibroblastdre Differenzierung, quantifiziert sowie fiir eine
chondrogene Differenzierung Kollagen Typ II bestimmt.

Es wurden 1pg der cDNA (10ul) in PCR-Tubes gefiillt und mit
40l eines Mastermixes bestehend aus 1l dNTP (20 mM), 1 ul
forward Primer und 1l reverse Primer (je 25 uM; Sequenzen
siehe © Tab. 2), 5 ul 10 x Puffer, 10 ul Q-Solution, 21,5 ul destillier-
tes Wasser und 0,5l Tag-Polymerase (2,5 U/ul) je Probe ver-
mischt. Die Tubes wurden in den Thermocycler gestellt und mit
folgendem PCR-Programm behandelt: Einmalig 5 min bei 95°C,
dann folgte ein Zyklus mit 45 s bei 95°C, 45 s bei 60°C und 45 s
bei 72°C. Die Wiederholung dieses Zyklus fand 33-mal statt,
dann gab es einen zweiten Stopp fiir 7min bei 72°C und am
Ende des Programms eine Kiihlung bei 4°C. Die Auftrennung
der hergestellten DNA-Stiicke fand mittels Gelelektrophorese in
einem Agarosegel statt. Die Auswertung des mit UV-Licht ange-
strahlten Agarosegels wurde mit dem Programm BioDoc durch-
gefiihrt.

Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS
10.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. mRNA-Expressionen
wurden zur GAPDH relativiert, sodass der quantitative Unter-
schied der mRNA-Menge in den einzelnen Proben zu vernachlas-
sigen ist. Aus den Werten der einzelnen Gruppen wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichungen berechnet und
dann mithilfe des Oneway Anova-Tests und dem Post-hoc-Test
miteinander verglichen, um statistisch signifikante Unterschie-
de festzustellen.

Die grafischen Darstellungen der Ergebnisse in Sdulendiagram-
men wurden mit dem Programm SigmaPlot erstellt, wobei die
Zeit auf der Abszisse aufgetragen wurde und die exprimierte
Genmenge dividiert durch die Menge an GAPDH auf der Ordi-
nate.

Tab. 1

Tag 1 Tag 2
3 x 2 Stunden zyklischer
Dehnungsstress mit einer

Frequenzvon 1 Hz

3 x 2 Stunden zyklischer Dehnungs-
stress mit einer Frequenz von 1 Hz,
ggf. Entnahme der Zellen fiir die PCR

GAPDH forward

GAPDH reverse

Kollagen Typ | forward

Kollagen Typ I reverse

Kollagen Typ Il forward

Kollagen Typ Il reverse

Kollagen Typ Il forward

Kollagen Typ Ill reverse
Core-binding factor alpha-1 forward
Core-binding factor alpha-1 reverse
Tenascin C forward

Tenascin Creverse
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5’-ACCACAGTCCATGCCATCAG3’
5’-TTCACCACCCTGTTGCTGTA-3"
5-AGCCAGCAGATCGAGAACAT-3"
5-TCTTGTCCTTGGGGTTCTTG-3"
5’-AGAAGGGAGAAGTTGGACCT-3"
5-GACCATCTTTTCCAGAAGGA-3"
5’-CAGGTGAACGTGGAGCTGG3!
5’-TGCCACCAGTGTTTCCGTGG-3"
5"-GAGTGGACGAGGCAAGAG-3’
5’-GGGTGGTAGAGTGGATGG-3"
5"-TCTCTGCACATAGTGAAAAACAATACG3’
5-TCAAGGCAGTGGTGTCTGTGA-3"

Zeitpunkte und Dauer der Stressapplikation und die Zeitpunkte der Probenentnahmen.

Tag 3 Tag 4 Tag 7
3 x 2 Stunden zyklischer Entnahme der Zellen Entnahme der Zellen
Dehnungsstress mit einer fiir die PCR fir die PCR

Frequenzvon 1 Hz

Tab.2 Primersequenzen
fur die RT-PCR.

Z Orthop Unfall 2008; 146: 636-643



Kollagen Typ | RT-PCR
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Abb.2 Relative Genexpression von Kollagen
Typ | in den sechs verschiedenen Gruppen an den

U Tagen 1,4 und 7.
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Ergebnisse zum ersten Tag mit einer geringfiigig gesteigerten Expression
v am zweiten Tag.

Expression von Kollagen Typ I und IlI

Fiir die Genexpression von Kollagen Typ I ergaben sich keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede bei der Betrachtung der Tage,
der Dosis von Dexamethason oder des zyklischen Dehnungs-
stresses unterschiedlicher Intensitdt (© Abb.2). Am ersten Tag
ist die Genexpression gleichmdRig niedrig und zeigt an den fol-
genden Tagen unregelmdfRige Schwankungen mit teilweise ho-
hen Standardabweichungen. Im Fokus der Zeit und des zykli-
schen Dehnungsstress sind keine statistisch signifikanten Unter-
schiede festzustellen (© Abb. 3). Es zeigt sich eine gleichmédRige
Genexpression in allen Gruppen des ersten Tages. Am vierten
und siebten Tag zeigten die Proben ohne Stress eine nahezu
identisch gestiegene Genexpression von Kollagen Typ I. Die Ex-
pression bei zwei Prozent Dehnung am vierten Tag war am
hochsten und ging am siebten Tag wieder zuriick. Bei den Pro-
ben, die mit acht Prozent gedehnt wurden, zeigte sich am vierten
und siebten Tag eine gleichmal3ige Genexpression im Vergleich
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Auch bei der Genexpression von Kollagen Typ Il zeigten sich kei-
ne statistisch signifikanten Unterschiede (© Abb. 4). Am ersten
Tag zeigte sich eine gleichmadfSige Genexpression in allen sechs
Gruppen. Am vierten Tag war eine Steigerung besonders in den
beiden Gruppen, die mit zwei Prozent gedehnt wurden, zu beob-
achten, genauso in der Gruppe mit acht Prozent Dehnung und
dem Zusatz von Dexamethason. In den {ibrigen Gruppen war
die Genexpression eher gleich geblieben bzw. leicht zuriickge-
gangen. Die Genexpression am siebten Tag zeigte einen Riick-
gang im Vergleich zum vierten Tag. An diesem Tag wurden die
héchsten Expressionen in der Gruppe mit zwei Prozent Dehnung
und dem Zusatz von Dexamethason und in der Gruppe ohne
Dehnung und ohne Dexamethason festgestellt. Die geringste
Genexpression war in der Gruppe ohne Dehnung und mit dem
Zusatz von Dexamethason zu finden. Insgesamt zeigte sich die
Genexpression des Kollagen Typ III variabel.

Z Orthop Unfall 2008; 146: 636 -643
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Kollagen Typ IIl RT-PCR

Abb.4 Relative Genexpression von Kollagen
Typ Ill in den sechs verschiedenen Gruppen an den
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Eine Expression von Kollagen Typ II war bei keiner der Proben
nachweisbar.

Cbfa 1

Betrachtet man Cbfal unter dem Einfluss von Dexamethason
und zyklischem Dehnungsstress, so sind auch hier keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede festzustellen (© Abb.5). Die
Tendenzen, die sich in der Expression von Cbfal abzeichnen, zei-
gen am ersten Tag eine geringere Expression ohne und mit zwei
Prozent Stress als mit acht Prozent Stress. Dariiber hinaus zeigt
sich in allen drei Gruppen mit Zusatz von Dexamethason eine
hoéhere Expression als ohne Dexamethason.

Am vierten Tag zeigte die Gruppe mit acht Prozent und ohne den
Zusatz von Dexamethason die hochste Genexpression, die
zweithochste war in der Gruppe mit acht Prozent Dehnung und
Dexamethason zu finden, dann folgten die Gruppen ohne Stress
und mit zwei Prozent Stress, beide mit dem Zusatz von Dexa-
methason. In den Gruppen ohne Stress und mit zwei Prozent
Stress, ohne den Zusatz von Dexamethason, war die Genexpres-
sion am geringsten.

Am siebten Tag zeigte sich wieder, wie am vierten Tag, die
hochste Genexpression in der Gruppe mit acht Prozent und ohne
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4und 7.

Tag 7

den Zusatz von Dexamethason. Auch hier wurde in der Gruppe
mit acht Prozent Dehnung und Dexamethason die zweithdchste
Cbfal-Expression nachgewiesen, jedoch gab es kaum einen Un-
terschied zu der Gruppe mit zwei Prozent Dehnung ohne Dexa-
methasonzusatz. Am geringsten war an diesem Tag die Gen-
expression bei den Gruppen ohne Stress, mit und ohne den Zu-
satz von Dexamethason.

Reduziert man den Betrachtungsschwerpunkt auf den Einfluss
des zyklischen Dehnungsstress und der Zeit auf die Genexpres-
sion von Cbfal, so findet man am ersten und siebten Tag statis-
tisch signifikante Unterschiede (p <0,05) (© Abb. 6).

Am ersten Tag bestand eine signifikant hohere Genexpression
in der Gruppe, die mit acht Prozent gedehnt wurde, im Ver-
gleich zu der Gruppe ohne Dehnung (8%: 0,0291 +0,0338, 0%:
0,00528 £0,0127, p=0,017). Genauso bestand eine signifikant
hohere Genexpression in der Gruppe mit acht Prozent Dehnung
im Vergleich zu der Gruppe mit zwei Prozent Dehnung (8%:
0,0291 +0,0338, 2%: 0,0047 +0,0125, p=0,015).

Am vierten Tag bestand kein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den unterschiedlichen Gruppen, jedoch lie3
sich auch an diesem Tag eine hohere Expression der Zellen, die
mit acht Prozent gedehnt wurden, im Vergleich zu den Zellen
mit zwei Prozent Dehnung und ohne Dehnung feststellen.

Z Orthop Unfall 2008; 146: 636-643



Cbfa | RT-PCR Dehnung und Tage
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Abb.6 Relative Genexpression von Cbfa1l in den
Gruppen mit 0%, 2% und 8% Dehnung an den
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Am achten Tag bestand eine statistisch signifikant hohere
Genexpression der Gruppe mit acht Prozent Dehnung im Ver-
gleich zu der Gruppe ohne Dehnung (8%: 0,0411+0,116, 0%:
0,00103+0,00217, p=0,009). Der Unterschied zwischen der
Gruppe mit zwei Prozent und acht Prozent Dehnung war statis-
tisch nicht signifikant, zeigte aber auch hier die Tendenz einer
starkeren Genexpression im Zusammenhang mit einer Dehnung
von acht Prozent.

Tenascin-C

Die Beobachtung der Auswirkungen von Dexamethason und
zyklischem mechanischem Dehnungsstress auf die Genexpres-
sion von Tenascin C erbrachte keine statistisch signifikanten Un-
terschiede (© Abb. 7).

Am ersten Tag zeigt sich eine eher gleichmaRige, geringe Gen-
expression in allen Gruppen. Nur in der Gruppe mit Dexametha-
sonzusatz und zwei Prozent Dehnung war es nicht méglich, die
Expression von Tenascin C nachzuweisen.

Am vierten Tag war eine erh6hte Genexpression in den Gruppen
ohne Stress und ohne Dexamethasonzusatz, in der Gruppe mit
acht Prozent Dehnung und ohne Dexamethason und in der
Gruppe ohne Dehnung und mit Dexamethasonzusatz festzustel-
len. In der Gruppe mit zwei Prozent Dehnung und Dexametha-
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son konnte wieder keine Tenascin-C-Expression nachgewiesen
werden.

Am siebten Tag zeigte sich ein anderes Bild: Hier war es nur noch
in den Gruppen mit acht Prozent Dehnung und ohne Dexa-
methason und in der Gruppe mit zwei Prozent Dehnung und De-
xamethasonzusatz moglich, eine Tenascin-C-Expression nach-
zuweisen. In allen anderen Gruppen lief sich keine Genexpres-
sion von Tenascin C mehr nachweisen.

Diskussion

v

Mittels Methoden der regenerativen Medizin kénnten neue
Therapieansatze zur Rekonstruktion von groen Knochendefek-
ten entwickelt werden. Ziel der Studie war es, den Einfluss von
Dexamethason im Ndhrmedium von humanen stromalen Zel-
len aus dem Knochenmark und die Effekte von zyklischem, me-
chanischem Dehnungsstress auf die osteogene Differenzierung
zu bestimmen. Die Arbeit konnte zeigen, dass {iber den kurzen
Beobachtungszeitraum von sieben Tagen zyklischer mechani-
scher Dehnungsstress ein starkerer osteogener Differenzierungs-
induktor ist als Dexamethason.
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Experimentell

Dexamethason hat eine induzierende Wirkung auf die Differen-
zierung der hBMSC zu Osteoblasten. Nach der Gabe von Dexa-
methason zeigt sich in der hBMSC-Kultur ein frither Abfall von
Osteopontin und Bone Sialoprotein, zusammen mit einer ver-
minderten Expression von Osteocalcin. Diese Anderung weist
darauf hin, dass die Suppression dieser negativ geladenen Pro-
teine notig ist, um ein Maximum an dexamethasoninduzierter
Mineralisation zu erreichen [14]. Im Gegensatz dazu fithrt Dexa-
methason zu einem Anstieg der Kollagen-Typ-I- und -III-Expres-
sion [15]. Neben Dexamethason und Vitamin D3 haben auch
B-Glycerolphosphat, Vitamin-C-Phosphat [ 16] und mechanischer
Stress einen positiven Einfluss auf die osteogene Differenzierung
der hBMSC.

Es wurden bereits intensiv die Auswirkungen von zyklischem
Dehnungsstress (1%) bei sehr dhnlichem Versuchsaufbau auf
Osteoblasten aus kallésen Knochenstiicken untersucht und auch
auf die Differenzierung und Proliferation von Zellen im Kallusge-
webe iibertragen [17]. In diesen Versuchen hat sich gezeigt, dass
die Expression von Prokollagen und Propeptiden gesteigert wer-
den kann, jedoch die Synthese der alkalischen Phosphatase und
des Osteocalcin abnahm. Die axiale Dehnung scheint fiir Osteo-
blasten besonders wichtig [18]. Aus diesem Grund wurde auch
auf die hBMSC in dieser Arbeit ein axialer Dehnungsstress appli-
ziert, allerdings mit anderen und unterschiedlichen GréRen an
Dehnungsstress. Die Antwort der kultivierten Zellen auf mecha-
nischen Dehnungsstress ist abhdngig von der Zeit, die die Zellen
bereits kultiviert wurden. Stress zu einem sehr frithen Zeitpunkt,
nach sieben Kulturtagen, steigert die Apoptoserate und inhibiert
das Zellwachstum. Wird der Stress erst nach 14 Tagen appliziert,
fordert er die osteogene Differenzierung der Zellen und fiihrt
zu einem gesteigerten Zellwachstum [19]. Die Applikation von
Stress in dieser Arbeit fand frithestens nach sechs Wochen statt
und war damit auf3erhalb des Zeitraums, in dem der Stress eine
gesteigerte Apoptose zur Folge hatte. Cbfal ist ein osteoblasten-
spezifischer Transkriptionsfaktor, der wichtig ist fiir die osteoge-
ne Differenzierung, die Knochenneubildung und den Knochen-
erhalt [9]. Auch Dexamethason steigert die Expression von Cbfal
[9]. Die Aktivitdt von Cbfal wird tiber die Transkriptionsrate, die
anwesenden Proteine und die DNA-Bindungskapazitdt wahrend
der osteogenen Differenzierung reguliert [21]. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass zyklischer mechanischer Dehnungs-
stress die osteogene Differenzierung der hBMSC in vitro induzie-
ren kann. So findet eine signifikant héhere Expression von Cbfal
bei einer Dehnung von acht Prozent statt im Vergleich zu den
Proben mit einer Dehnung von zwei Prozent oder ohne Deh-
nung. Die Dehnung der auf den Silikonschalen adhdrenten BMSC
unterscheidet sich von der Stimulation, die von anderen Autoren
verwendet wurde [13]. Hier wurden die BMSC in eine Kollagen-
matrix eingebettet und zwei Wochen lang einem kontinuierli-
chen axialen und rotatorischen Stress ausgesetzt. Unter diesen
Bedingungen war es nicht moglich, eine osteogene Differenzie-
rung nachzuweisen. Der Gebrauch einer Kollagenmatrix und
die unterschiedliche Zusammensetzung des Kulturmediums
mit dem Zusatz von Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) kon-
nen zu den unterschiedlichen Ergebnissen der beiden Studien
gefiihrt haben. Ein weiterer Faktor fiir die unterschiedlichen Er-
gebnisse der beiden Studien kann die unterschiedliche Stress-
applikation sein. In einer anderen Studie wurde das axiale Deh-
nungslimit fiir Fibroblasten (4,2 +0,4%) und Osteoblasten (6,4 +
0,6 %) untersucht [18]. Dieser Stressgrad fiir Osteoblasten korres-
pondiert mit den Ergebnissen unserer Untersuchungen, in denen
ein signifikanter Anstieg der Cbfal-Expression in den Gruppen
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stattfand, die einem zyklischen Dehnungsstress von acht Pro-
zent ausgesetzt waren.

Ein sehr wichtiges Kriterium fiir den erfolgreichen Einsatz des
Dexamethasons ist der kontinuierliche Zusatz zum Nédhrmedi-
um, da eine mehrtédgige Pause in der Dexamethasongabe zu ei-
nem starken Abfall der exprimierten osteogenen mRNA fiihrt,
der auch durch erneute Gabe von Dexamethason nicht wieder
ausgeglichen werden kann [22]. Dies konnte eine Erkldarung fiir
die nicht eindeutige Differenzierungsrichtung der hBMSC durch
Dexamethason in dieser Studie sein. Hier wurde Dexamethason
lediglich bei jedem Mediumwechsel alle zwei bis vier Tage zuge-
geben.

Ein groBer Schwachpunkt dieser Untersuchungen ist der kurze
Beobachtungszeitraum und die Heterogenitdt der hBMSC in Be-
zug auf die Morphologie und die Differenzierung.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen in Verbindung mit der aktuel-
len Literatur, dass die Zugabe von Dexamethason zum Nahr-
medium der hBMSC und die Applikation von zyklischem mecha-
nischem Dehnungsstress einen positiven Einfluss auf die osteo-
gene Differenzierung der humanen stromalen Zellen aus dem
Knochenmark hat. In dem kurzen Beobachtungsintervall dieser
Arbeit hat sich der zyklische mechanische Dehnungsstress als
ein deutlich potenteres Mittel zur Induktion der osteogenen Dif-
ferenzierung herausgestellt.

Besonders die Chancen des Tissue Engineering, traumatisierte,
kranke oder degenerierte Knochen und Gelenke wieder herzu-
stellen oder ihre Funktion zu verbessern, wird auch noch weiter-
hin eine groRRe Herausforderung bleiben, da das perfekte Rege-
nerationsprotokoll noch nicht etabliert werden konnte.

Schlussfolgerung

v

Die Methoden der regenerativen Medizin ermdglichen unter an-
derem den Einsatz von Bioreaktoren. Die osteogene Differenzie-
rung von hBMSC kann durch mechanischen Stress starker als
durch Mediumzusdtze wie Dexamethason geférdert werden.
Daraus darf geschlossen werden, dass fiir die In-vitro-Generie-
rung die Qualitdt und Quantitdt des Tissue-engineered-Gewebes
giinstig durch physikalische Stimuli in Hinblick auf die Ausbil-
dung von Knochen beeinflusst werden kann und eine zentrale
Rolle bei der Herstellung spielen muss.

Interessenkonflikt: Nein
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