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1 Einleitung

Die Lebenserwartung unserer Gesellschaft ist seit dem 19. Jahrhundert stark
angestiegen. Sie hat sich vom 19. Jahrhundert bis zum Jahr 2015 mehr als verdoppelt.
Im Jahr 2015 lag die Lebenserwartung bei 78,4 Jahren bei Mannern und 83,4 Jahren bei
Frauen. Grund fir die starke Erhohung des Lebensalters ist hauptséchlich der
medizinische Fortschritt sowie die Arzneimittelentwicklung. AuRerdem sorgen Faktoren
wie Hygiene, Bildung sowie Arbeits- und Lebensweise dafur, dass sich auch in Zukunft
die Lebenserwartung weiter erhtht (Radtke, 2019).

Mit steigender Lebenserwartung erhoht sich allerdings auch das Risiko an einem
Malignom zu erkranken. Die Oropharynxkarzinome zé&hlen mit einer Inzidenz von 2,5 bei
Mannern und 0,6 bei Frauen zusammen mit den Mundhéhlenkarzinomen zu den
sechshaufigsten Krebsarten des Menschen (Jansen et al.,, 2021, Warnakulasuriya,
2009). In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie entstehen durch die Resektion von
Tumoren, aber auch durch die ablative Chirurgie im Rahmen der Behandlung von
ausgedehnten Kieferosteomyelitiden, medikamenten-assoziierten Kiefernekrosen
(MRONJ) oder infizierten Osteoradionekrosen haufig grof3ere Knochendefekte. Die
Rekonstruktion dieser Knochendefekte zur Wiederherstellung der Gesichtsasthetik als
auch zur funktionellen Rehabilitation des Kauens, Schluckens und Sprechens stellt eine
stetige Herausforderung in der rekonstruktiven Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie dar.
Neben der weichgewebigen Rekonstruktion kann die knoécherne Rekonstruktion
alloplastisch, d.h. mittels Rekonstruktionsplatte oder simultan mittels autologer
Knochentransplantation erfolgen. Fir die simultane knécherne Rekonstruktion haben
sich mehrere autologe mikrovaskulare Lappen etabliert, z.B. aus dem Wadenbein
(Fibula), dem Beckenkamm oder dem Schulterblatt (Scapula). Nachteil aller autologer
Knochentransplantate ist die Hebemorbiditat an der Entnahmestelle (engl. donor site
morbidity). Deshalb beschéftigt sich die translationale Medizin mit der Entwicklung
neuartiger Knochenkonstrukte mittel Tissue Engineering (TE) zur Rekonstruktion
weitspanniger Knochendefekte. Eine der Herausforderungen besteht in der Gestaltung
von Zellkulturbedingungen, die einen spéteren Transfer des TE-Konstruktes in den

Menschen erlauben.



1.1 Knochen

Der Knochen ist ein komplexes System, das in der Lage ist, sich selbst effektiv zu
optimieren, um bestimmte Funktionen zu erfillen. Knochen verfugt Gber wichtige
mechanische Eigenschaften. Die besondere Steifigkeit, die Festigkeit und das
gleichzeitig verhaltnismafig geringe Gewicht des Knochens sind das Ergebnis einer
lebenslangen Reorganisation als Reaktion auf die vorherrschenden mechanischen und
chemischen Reize. Der Prozess des Knochenumbaus ist flr eine ordnungsgemaéliie

Knochenfunktion unerlasslich. (Naili et al., 2011).

1.1.1 Aufbau

Makroskopisch wird Knochen in kortikaler und trabekuléarer bzw. spongidser Knochen
eingeteilt. Kortikaler Knochen bildet die oberflachliche Schicht der Knochen. Die
Kortikalis besteht aus dichtem kompaktem Gewebe, das von Blutgefaflen und
Kanalchen durchdrungen wird. Diese umgeben die Osteozyten und ihre verbindenden
zellularen Fortséatze. Trabekuldrer Knochen hingegen liegt im Inneren des Knochens und
besteht aus einem schwammartigen Netzwerk von dinnen Knochenbélkchen
(Trabekeln), die vom Knochenmark umgeben sind. Die Trabekel sind nicht vaskularisiert,
sodass die Versorgung der Osteozyten Uber Diffusion aus Knochenmarksgefalien
erfolgt. In ihrer zellularen und molekularen Zusammensetzung sind sich kortikaler und
trabekularer Knochen sehr &hnlich. In beiden Fallen handelt es sich um
Lamellenknochen. Sie unterscheiden sich jedoch erheblich in ihrer Funktion und den

mechanischen Eigenschaften (Grabowski, 2009).

Mikroskopisch setzt sich Knochen aus vier verschiedenen Zelltypen und der
mineralisierten  Extrazellularmatrix ~ (EZM)  zusammen. Die  mineralisierte
Extrazellularmatrix setzt sich im Wesentlichen aus Kollagenfibrillen und Hydroxylapatit-
Kristallen zusammen. Zu den vier Knochenzelltypen zéhlen die Saumzellen (,bone lining

cells®), Osteoblasten, Osteozyten und die Osteoklasten.

Die Saumzellen sind der zellulare Hauptbestandteil des Endosts. Sie bedecken
samtliche knéchernen Oberflachen und stellen zum Grof3teil ruhende Osteoblasten und
Osteoblasten-Vorstufen (Osteoprogenitor-Zellen) dar (Amizuka et al, 2014).

Saumzellen, Osteoblasten und Osteozyten sind miteinander verwandt, da sie alle aus



mesenchymalen Stammzellen entstehen. Osteoklasten hingegen entstehen aus
hamatopoetischen Stammzellen. Osteoblasten sorgen fur die Bildung der
Knochenmatrix. Sie sezernieren Kollagen und leiten die Mineralisation ein, indem sie
alkalische Phosphatase (ALP) und Matrixvesikel bilden. Die alkalische Phosphatase wird
im Knochen zur Spaltung von Pyrophosphat in Phosphat bendétigt. Phosphat dient
zusammen mit Calcium zur Bildung des Knochenminerals Hydroxylapatit. Osteozyten
sind terminal differenzierte Osteoblasten und haben mechanosensorische Fahigkeiten.
Sie sind vollstandig durch die mineralisierte extrazellulare Matrix umgeben. Durch
Sekretion von spezifischen Wirkstoffen steuern sie den Knochenumbau und verhindern
tbermafigen Knochenaufbau. Osteozyten sind uber ihre fingerformigen Zellfortsatze
sowohl untereinander als auch mit den umliegenden Saumzellen und Osteoblasten
verbunden. Osteoklasten besitzen mehrere Zellkerne und haben die Aufgabe,

mineralisierte Knochenmatrix abzubauen (LUllmann-Rauch and Asan, 2019).

1.1.2 Funktion

Knochen hat drei physiologische Hauptfunktionen. Die mechanischen Eigenschaften
des Knochens bieten Schutzfunktion fiir empfindliche innere Organe und Stitzfunktion
bei Fortbewegung. Daneben dient Knochen als Kalzium und Phosphatspeicher im
Korper und bietet dem Knochenmark eine Umgebung fir die Entwicklung von

hamatopoetischen Zellen (Grabowski, 2009).

Die druckfesten Hydroxylapatitkristalle lagern sich longitudinal an die zugfesten
Kollagenfibrillen an. Durch diese besondere Bauweise der Extrazellularen Matrix, die
dem Aufbau von Stahlbeton &hnelt, ist Knochen ausgesprochen biegefest (Lillmann-
Rauch and Asan, 2019).

1.1.3 Knochenentwicklung und Remodelling

Die Knochenentwicklung (Osteogenese) beginnt in der Embryonalphase mit einer
Verdickung des Mesenchyms. Fur die weitere Knochenentstehung gibt es zwei
Mdglichkeiten. Bei der desmalen Osteogenese differenzieren sich die Mesenchymzellen
direkt zu Osteoblasten, welche dann das Knochengewebe herstellen. Das Neurocranium

und das Viscerocranium sind grof3tenteils Beispiele fur die desmale Ossifikation. Bei der



chondralen Ossifikation hingegen entwickeln sich die Mesenchymzellen zunachst zu
Chondroblasten, welche ein vortbergehendes Knorpelmodell des nachfolgenden
Knochens bilden. AnschlieRend wird das Knorpelmodell Stick fir Stiick zu Knochen

umgebaut. Die Schadelbasis und die meisten Knochen des Korpers entstehen chondral.

Aufgrund von Materialermidung und Mikrotraumata ist ein standiger Materialaustausch
notwendig. Im Knochen kommt es lebenslang zu Umbau- bzw. Ausbesserungsarbeiten
(Remodeling). Dabei werden bei Erwachsenen Patienten ungefahr 10% ihrer
Knochenmasse pro Jahr ersetzt (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006).
Das Remodeling wird von Osteozyten durch Ausschittung von RANKL und die
Benachrichtigung der Saumzellen mittels ihrer Zellfortsatze eingeleitet. RANKL aktiviert
die Osteoklasten. Beim Remodeling arbeiten Osteoklasten und Osteoblasten temporér

und regional organisiert hintereinander (Lullmann-Rauch and Asan, 2019).

1.1.4 Periost

Das Periost umhullt den Grof3teil der aufReren kortikalen Knochenschicht und setzt sich

aus zwei Schichten zusammen: Das Stratum fibrosum und das Stratum osteogenicum.

Das Stratum fibrosum bildet die &ufRere zellarme Schicht und besteht aus straffem
Bindegewebe, Fibroblasten, kollagenen Fasern und elastischen Sharpey-Fasern. Die
Sharpey-Fasern dienen der Befestigung des Periosts auf dem Knochen. Sie verlaufen
durch das Stratum osteogenicum zum Knochen und sind in der Substancia corticalis
verankert. Unter dem Stratum fibrosum liegt das Stratum osteogenicum, welches direkt
an der Knochenoberflache anliegt. Das Stratum osteogenicum enthalt neben Nerven
und BlutgeféaRen auch mesenchymale Stammzellen (MSCs), Osteoprogenitor-Zellen,
Osteoblasten und Osteoklasten. Osteoprogenitor-Zellen sind Osteoblasten-Vorstufen,
die durch Festlegung auf die Osteoblastenlaufbahn von den mesenchymalen

Stammzellen abstammen (Lullmann-Rauch and Asan, 2019, Wang et al., 2017).

Progenitorzellen haben &hnliche aber potenziell starker eingeschrankte Eigenschaften
wie ihre urspriingliche Stammzelle. Im Vergleich zu Stammzellen sind sie nicht mehr in
der Lage sich selbst zu erneuern. Aul3erdem sind sie oft unipotent und kénnen nur noch

in einen Zelltyp differenzieren (Dulak et al., 2015). Durch die oberflachliche Lage auf



dem Knochen reagiert Periost besonders sensibel auf mechanische Reize. Dadurch

induziert mechanische Belastung neue Knochenbildung aus dem Periost.

Periostale Stammzellen sind aufgrund der einfachen Gewinnung und ihres
ausgepragten Expansionspotenzials eine vielversprechende Zellquelle fur das Tissue

Engineering (Ferretti and Mattioli-Belmonte, 2014).

1.2 Stammzellen

Stammzellen sind Zellen, die in der Lage sind, sich selbst zu kopieren und in
spezialisierte Zelltypen und Gewebe auszudifferenzieren (Biswas and Hutchins, 2007).
Durch die asymmetrische Zellteilung einer Stammzelle entsteht eine neue Stammzelle
sowie eine differenzierungsfahige Zelle. Die neue Stammzelle hat die identischen
Eigenschaften der Mutterzelle und dient der Aufrechterhaltung des Stammzellreservoirs.
Die differenzierungsfahige Zelle kann sich zu spezialisierten somatischen Zellen
entwickeln. Stammzellen lassen sich abh&angig von ihrem Potential, sich in verschiedene
Korperzellen zu differenzieren, in verschiedene Stammzelltypen untergliedern. Man
unterscheidet totipotente, pluripotente und multipotente Stammzellen. Zu den
totipotenten Stammzellen gehdren lediglich befruchtete Eizellen bis zum 8-Zellstadium.
In diesem frihen embryonalen Stadium haben die Stammzellen noch die Féahigkeit ein
vollstdndiges Individuum zu bilden. Pluripotente Stammzellen sind in der Lage,
Korperzellen aller drei Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm und Entoderm) zu bilden.
Hierzu gehtren embryonale Stammzellen und induzierte pluripotente Stammzellen
(iPSCs). Multipotente Stammzellen wie die adulten Stammzellen sind bereits so weit
spezialisiert, dass sie lediglich bestimmte Zelltypen bilden kdnnen. Beispielsweise
kénnen Stammzellen der Haut die verschiedenen Hautzelltypen bilden, allerdings keine

Nervenzellen oder Knochenzellen mehr.

1.2.1 Embryonale Stammzellen

Als pluripotente Stammzellen sind embryonale Stammzellen in der Lage, in alle
Korperzellen zu differenzieren. Aul3erdem lassen sie sich uneingeschrénkt vermehren

und sind damit eine sehr attraktive Spenderquelle fir den Zellersatz. Allerdings kommen



embryonale Stammzellen nur in einer sehr frihen embryonalen Entwicklungsphase in

der Blastozyste vor. Im adulten Korper sind sie nicht mehr verfuigbar.

Fur die Gewinnung von embryonalen Stammzellen werden Gberzahlige Eizellen bei der
kunstlichen Befruchtung genutzt. Diese lasst man im Labor weiter teilen, sodass im
weiteren Verlauf eine Blastozyste entsteht. Dabei enthélt der innere Zellhaufen der
Blastozyste die embryonalen Stammzellen. Diese kdnnen dann isoliert werden und
haben die Fahigkeit, bei kontrollierten Bedingungen alle Zelltypen des menschlichen

Kdrpers zu bilden (Biswas and Hutchins, 2007).

Allerdings ist die Gewinnung von humanen embryonalen Stammzellen in Deutschland
nicht erlaubt, da dies aus ethischen Griinden als nicht vertretbar angesehen wird. Auch
der Import von humanen embryonalen Stammzellen aus dem Ausland fir

Forschungszwecke ist verboten bzw. nur mit Sondergenehmigungen méglich.

1.2.2 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen existieren praktisch in jedem Gewebe des menschlichen
Organismus. Als multipotente Stammzellen besitzen sie allerdings nur noch die
Fahigkeit, die unterschiedlichen Zellen eines spezifischen Gewebes zu bilden. Bei
Verletzungen, Erkrankungen oder durch den natirlichen Zelltod werden die adulten
Stammzellen aktiviert, differenzieren zu neuen spezialisierten Kérperzellen und ersetzen
das geschadigte Gewebe. Durch ihr hohes Proliferationspotenzial und ihre
regenerativen Eigenschaften haben sie das Potenzial, zukinftig vielfaltige degenerative

Erkrankungen zu behandeln (Cable et al., 2020).

Eine weit verbreitete Methode zur Gewinnung von adulten Stammzellen ist die
Entnahme  mittels  Knochenmarkpunktion. AufRerdem konnen  Stammzellen
beispielsweise durch die Injektion von Wachstumsfaktoren ins Blut gelockt werden und

dann aus dem peripheren Blut gewonnen werden (Brown et al., 2019).

Die Forschung mit adulten Stammzellen, insbesondere des blutbildenden Systems,
bietet vielfaltige bereits heute etablierte Therapieméglichkeiten. Bei Leukdmiepatienten

kann das blutbildende System komplett zerstort werden und dann durch Stammzellen



eines gesunden Spenders wieder aufgebaut werden (allogene Transplantation) (Bozdag
et al., 2018).

Adulte Stammzellen werden u.a. in hamatopoetische und mesenchymale Stammzellen
untergliedert. Hamatopoetische Stammzellen befinden sich hautséchlich im
Knochenmark und sind flr die Bildung von Blutzellen wie Erythrozyten, Leukozyten oder
Thrombozyten verantwortlich. Im Folgenden wird nun speziell auf die mesenchymalen

Stammzellen eingegangen.

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) entstammen aus dem mesodermalen Keimblatt
und sind in der Lage, sich zu den Zellen des mesenchymalen Gewebes (Osteoblasten,
Chondrozyten und Adipozyten) zu differenzieren. Deshalb sind fir das Knochen-Tissue-
Engineering insbesondere mesenchymale Stammzellen von Bedeutung. Sie kénnen aus
den verschiedensten Geweben im Korper isoliert werden wie beispielsweise aus dem
Knochenmark, der Nabelschnur, dem Menstruationsblut oder dem Fettgewebe (Brown
et al., 2019). Durch die multipotenten Eigenschaften, die einfache Gewinnung und
zugleich betrachtliche Quantitat an Stammzellen sind diese Quellen sehr nitzlich fur
experimentelle und klinische Anwendungen. Die Verfahren zur Gewinnung und
Verwendung mesenchymaler Stammzellen werden standig erweitert, sodass es
zunehmend auch mdglich ist, sie aus anderen Geweben zu isolieren (Ding et al., 2011).
AuBerdem sind die ethischen und rechtlichen Regelungen bei mesenchymalen

Stammzellen weniger problematisch als bei embryonalen Stammzellen.

Seit einigen Jahren ist bereits bekannt, dass MSCs vielfdltige Einflisse auf das
Immunsystem haben. Sie regulieren viele Funktionen von angeborenen Immunzellen,
wie die Antigenprasentation von dendritischen Zellen, die Zytotoxizitat von naturlichen
Killerzellen und die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Auf3erdem hemmen
MSCs die T-Zellproliferation und beeintréchtigen die Antikdrperproduktion von B-Zellen.
Nach der intravengsen Injektion von MSCs kdnnen sie sich in entziindeten Geweben
ansiedeln und durch die Freisetzung von antiinflammatorischen und anti-apoptotischen
Substanzen einen wirksamen gewebeschitzenden Effekt austiben. Aufgrund dessen
konnten MSCs auch zur Behandlung von immunvermittelten Erkrankungen wie z.B.

Allergien zur Anwendung kommen (Uccelli et al., 2008).



In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie sind besonders MSCs des Kieferperiosts
eine vielversprechende Quelle fiir neue zellbasierte TE-Konstrukte. Bei vielen
Operationen in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie konnen zeitgleich ohne weitere
Gewebetraumatisierungen kleine Kieferperiostproben entnommen werden. Im Vergleich
zu MSCs des Knochenmarks sind die Stammzellen des Kieferperiosts leichter zu
erreichen und haben eine gréRere Proliferationsrate und Stammezellfahigkeit (engl.
stemness) (Ceccarelli et al., 2016). AuRRerdem zeigen periostale Stammzellen von
alteren Patienten vergleichbare Eigenschaften wie die von jungeren Patienten. Dies
hangt moglicherweise mit der Stabilitdt der Telomere zusammen. In vitro
Untersuchungen haben ergeben, dass nach 24 Populationsverdopplungen die
Telomerl&nge und Telomerase-Aktivitat &hnlich zu den elterlichen Besténden ist (Ferretti
and Mattioli-Belmonte, 2014). Aufgrund der genannten Vorteile wurden in der
vorliegenden Arbeit speziell periostale Stammzellen des Ober- und Unterkiefers

verwendet.

1.2.2.1 Osteogene Differenzierung von MSCs

Die osteogene Differenzierung von MSCs in vitro ist heutzutage eine weit verbreitete
Methode, um sowohl diverse physiologische und pathologische Knochenprozesse zu

untersuchen als auch mittels TE Knochen herzustellen.

Da alle Zellen eines Organismus die gleiche genetische Ausstattung haben, gibt die
Aktivitat von bestimmten Genen (Genregulation) die Erscheinungsform einer Zelle an,
d.h. sie bestimmt die Aufgabe der Zelle. Die Genregulation sorgt mithilfe von
Transkriptionsfaktoren dafiir, dass Proteine zum richtigen Zeitpunkt und in den
passenden Zellen hergestellt werden kdnnen. Bei der Differenzierung von MSCs zu den
verschiedenen Zellarten spielen neben den Transkriptionsfaktoren auch verschiedene
Zytokine, Wachstumsfaktoren und extrazellulare Matrixmolekile eine wichtige Rolle
(Almalki and Agrawal, 2016).

Die osteogene Differenzierung von MSCs wird durch eine Rangfolge von
Transkriptionsfaktoren gesteuert, die in einer vorgegebenen zeitlichen Abfolge
exprimiert werden. Die Festlegung auf die Knochenlinie wird zun&chst durch die

Expression des Transkriptionsfaktors RUNX2 gesteuert (Franceschi et al., 2007).



RUNX2 lenkt dann die mesenchymalen Progenitorzellen zu Praosteoblasten und
inhibiert gleichzeitig die chondrogene und adipogene Zelllinie (Komori, 2006). Im
weiteren Verlauf férdert RUNX2 die Expression der frihen osteogenen Marker ALP
(Alkalische Phosphatase) (Green et al., 1990) und OSX (Osterix) sowie die Expression
der spaten osteogenen Marker COL1Al (Kollagen-Typ 1a1), OPN (Osteopontin), BSP
(Bone Sialoprotein) und OCN (Osteocalcin). Diese sequenzielle Hochregulierung fuhrt
dann zur Reifung der Osteoblasten und zur Ablagerung von mineralisierter EZM
(Franceschi and Xiao, 2003).

Um die osteogene Differenzierung von MSCs in vitro anzuregen, wird die konfluente
Einzelschichtkultur haufig mit 10% FBS (Fetal Bovine Serum) behandelt, das durch
Ascorbinsaure (Vitamin C), B-Glycerophosphat und Dexamethason erganzt wird (Chen
et al., 2016, Hanna et al., 2018). Vitamin C dient der Sekretion von Kollagen 1, -
Glycerophosphat fungiert als Phosphatkomponente fiir die Kristallisation von
Hydroxylapatit und Dexamethason wird verwendet, um die Expression von RUNX2
anzuregen (Langenbach and Handschel, 2013). Allerdings werden der Nutzen und die
Wirkmechanismen der standardméfligen Dexamethason-Substitution in der Fachwelt
kontrovers diskutiert. Um die Einflisse von Dexamethason bei der osteogenen
Differenzierung periostaler Stammzellen zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit neben
einem Kontrollmedium zwei spezielle Osteoblastenmedien  verwendet
(Osteoblastenmedium ohne Dexamethason (OB-D) und Osteoblastenmedium mit
Dexamethason (OB+D)) (siehe Tabelle 2; Seite 25). Auf die Relevanz der Bestandteile
hPL und Dexamethason wird in den entsprechenden Kapiteln (1.4.1 Humanes

Plattchenlysat und 1.4.2 Dexamethason) ndher eingegangen.

In vivo lauft die osteogene Differenzierung hingegen stets als Prozess ab, der in einer
dreidimensionalen Nische stattfindet (Brunet et al., 2023). Die Nische beschreibt dabei
nicht nur ihre Lage, sondern bezeichnet eine ganze Reihe von Faktoren, die auf die
Zellen einwirken. Dazu gehoren die rdumliche Anordnung von verschiedenen Zelltypen
relativ zueinander, die Interaktion von Zellen mit den extrazellularen Matrixproteinen und
das interzellulare Zusammenspiel, das sich durch ihre parakrine Aktivitat ergibt. Aus
diesem Grund sollten die Bedingungen bei der Kultivierung in vitro moglichst nah an den

urspriinglichen Gegebenheiten der nattrlichen Nische sein (Bryniarska et al., 2019).



1.3 Tissue Engineering

Knochen ist nach Blut das zweithaufigste transplantierte Gewebe (Van Heest and
Swiontkowski, 1999). In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie stellt die Behandlung
von ausgedehnten, angeborenen und erworbenen Knochendefekten haufig eine grol3e
Herausforderung dar. Obwohl bereits vielféaltige Rekonstruktionsmethoden mit
autologen, allogenen und xenogenen Knochentransplanten zur Verfigung stehen,
existieren weiterhin Limitationen wie beispielsweise die Hebemorbiditdt an der
Entnahmestelle und inkonsistente Therapieergebnisse (Aghali, 2021). AufRerdem
werden die Rekonstruktionsziele wie die Wiederherstellung der urspringlichen Form und
Funktion h&ufig nicht vollstandig erreicht (Costello et al., 2010). Deshalb sind weitere
universelle Rekonstruktionsmethoden sehr gefragt und das Knochen Tissue Engineering
(TE) beschaftigt sich bereits seit rund drei Jahrzehnten mit der Herstellung von

Knochenkonstrukten in vitro.

Das TE wurde erstmals von Langer und Vacanti im Jahre 1993 definiert. Sie beschrieben
es als Forschungsgebiet, das die Prinzipien der Biologie und des Ingenieurwesens
anwendet, um funktionellen Ersatz fur geschadigtes Gewebe zu entwickeln (Langer and
Vacanti, 1993).

Zur Erzeugung von Knochen werden beim TE verschiedene Vorgadnge und Abléaufe
angewendet. Zunachst werden korpereigene Zellen entnommen und in vitro Kkultiviert
und vermehrt. Im Rahmen dieser Dissertation werden speziell diese Prozesse
untersucht. Auf die weiteren Vorgadnge wie das dreidimensionale Knochengertst
(Scaffold) und die anschlieBende Ubertragung der Zellen in das Knochengeriist unter
Verwendung verschiedener Wachstumsfaktoren sowie die mechanische Stimulation zur
Stabilisierung des Knochengewebes und die anschlieRende Transplantation in den
Korper (Al-Hijailan, 2019) wird in dieser Dissertation nicht weiter eingegangen. Die
Ablaufe beschreiben nur sehr rudimentér die in der Realitat auftretende auf3erordentlich
hohe Komplexitat natirlicher Systeme. Diese weisen in der Realitat eine vielschichtige
Struktur mit anisotroper, inhomogener und gerichteter Anordnung der Zellen sowie der
extrazellularen Matrix auf. Diese Gewebeorganisation mit hoher Strukturkomplexitat ist

haufig untrennbar mit der physiologischen Funktion verbunden. Beispielsweise

10



ermdglicht die zonale Organisation des Knorpels und des Knochens eine effektive

Kraftibertragung Uber die osteochondrale Schnittstelle (Armstrong and Stevens, 2020).

Das TE hat seit Beginn bereits grofl3e Fortschritte gemacht. Beispielsweise wurden
bereits flache, réhrenférmige und hohle nicht réhrenférmige Organstrukturen (z.B. die
Trachea oder Blutgefa3e) hergestellt und erfolgreich bei Patienten implantiert. Dafir
wurde z.B. eine Luftréhre von einem verstorbenen Spender dezellularisiert und mit dem
respiratorischen Epithel und den mesenchymalen Stromazellen des Empfangers
besiedelt (Shafiee and Atala, 2017). Beim Knochen gibt es trotz umfangreicher
Forschung zur osteogenen Differenzierung und zum Knochen-TE nur ein geringes
Translationspotenzial der in vitro Ergebnisse auf in vivo Studien (Hulsart-Billstrom et al.,
2016). Ein Hauptproblem sind dabei die Zellkulturbedingungen fir die in vitro
Untersuchungen. Deshalb missen die Protokolle fur die osteogene Differenzierung und

die Untersuchungen von Knochen in vitro Gberdacht und weiter untersucht werden.
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1.4 Zellkulturbedingungen

1.4.1 Humanes Plattchenlysat

Bei den Zellkulturbedingungen des Knochen-TEs spielt auch das verwendete Medium
eine wichtige Rolle. Bisher wird flr die Kultivierung von MSCs in vitro nach wie vor fetales
Kalberserum (FBS) haufig verwendet, obwohl es im Vergleich zu humanem
Plattchenlysat (hPL) einige gravierende Nachteile hat (Altaie et al., 2016). FBS birgt das
potentielle Risiko der Ubertragung verschiedener Krankheitserreger sowie der Xeno-
Immunisierung gegen Rinderantigene. Dartber hinaus ist der Herstellungsprozess von
fetalem Kalberserum hinsichtlich des Tierschutzes ethisch bedenklich und von der
europaischen Arzneimittelagentur (EMA) wird gefordert, dass tierische Rohstoffe fir die
Herstellung von Zelltherapeutika vermieden werden sollen (Oeller et al., 2021). Fetales
Kalberserum wird aus dem Blut von Rinderféten gewonnen. Dazu werden die Rinder
geschlachtet. Nach der Schlachtung des Muttertiers wird der Fotus entnommen, die

Fruchtblase eréffnet und das Blut enthommen (Weber and Wagner, 2021).

Deshalb missen fur das Knochen-TE Serum-freie Kultur- und
Differenzierungsbedingungen der MSCs in vitro etabliert werden, um zukinftig eine
Genehmigung zur Anwendung in Patienten zu erhalten (Brauchle et al., 2017). Daftr

bietet sich hPL als effektive Alternative an.

HPL wird bereits seit einigen Jahren als Ersatz fur FBS erfolgreich bei der Ex-vivo-
Expansion von MSCs verwendet (Henschler et al., 2019). Es ist ein zellfreies, protein-
und wachstumsfaktorreiches biologisches Material, das meist aus humanen
Plattchenkonzentraten (PC), die urspringlich fur die Transfusion bestimmt waren,
produziert wird (Schallmoser et al., 2020). Plattchenkonzentrat kann entweder mit
antikoagulierten  Vollblutspenden  (WB) oder mithilfe  eines  speziellen
Thrombozytenentnahmeverfahrens namens Thrombozytapherese gewonnen werden
(siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses von hPL. WB (Whole Blood); PC
(Platelet Concentrate); GM (Growth Medium); Quelle: (Schallmoser et al., 2020)

Die Vollblutspenden kénnen aufgrund von Dichteunterschieden der Bestandteile durch
Zentrifugation in Erythrozytenkonzentrat, das Buffy-Coat (Leukozyten & Thrombozyten)
und Blutplasma aufgetrennt werden. Um die flr Transfusionszwecke bendtigte
Thrombozytenzahl zu erhalten, werden von vier bis sechs Vollblutspenden die
Erythrozyten und das Blutplasma entfernt. Aus den (brigbleibenden Buffy-Coat-
Einheiten werden anschlieend durch Filtration noch die Leukozyten entfernt, sodass
ein hochkonzentriertes Plattchenkonzentrat entsteht. Im hergestellten
Plattchenkonzentrat ist die Thrombozytenkonzentration um das Vier- bis Funffache

hoher als im physiologischen Blutkreislauf (Schallmoser et al., 2020).

Im Gegensatz zur Gewinnung von Thrombozyten mittels Vollblutspenden wird bei der
Thrombozytapherese nur ein Spender bendtigt. Bei der Thrombozytapherese wird Blut
in seine Bestandteile aufgetrennt und die Thrombozyten werden mit etwas Plasma
entnommen. Die restlichen Blutbestandteile werden dem Spender reinfundiert

(Schrezenmeier and Seifried, 2010).

Blutplattchen (Thrombozyten) speichern neben verschiedenen Gerinnungsfaktoren

auch eine Reihe von bioaktiven Mediatoren in ihren alpha-Granula, einschliel3lich
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verschiedener Chemokine und Wachstumsfaktoren (Burnouf et al., 2016). Um an die
Wachstumsfaktoren der Thrombozytenkonzentrate zu gelangen, ist eine komplette
Degranulation bzw. das Eréffnen der Granula notwendig. Dies wird meist durch Einfrier-

und Auftauvorgéange erreicht.

Bei der Herstellung von hPL werden unbenutzte Plattchenkonzentrate bei Erreichen des
Haltbarkeitsdatums eingefroren und zur humanen Plattchenlysat-Produktionsanlage
transportiert (siehe Abbildung 1). Dort werden die Thrombozytenkonzentrate aufgetaut,
vereinigt und  weiterverarbeitet und in das endgiltige hPL dosiert.
Thrombozytenkonzentrate missen negativ auf mikrobiologische Kontaminationen wie
Bakterien und Pilze getestet werden (Schallmoser et al., 2020). Das in der vorliegenden
Arbeit verwendete humane Plattchenlysat wurde im Institut fir Transfusionsmedizin
Tlbingen mit der behoérdlichen Genehmigung nach 813 des Arzneimittelgesetzes vom
Regierungsprasidium Tubingen hergestellt. Die verwendeten Thrombozytenkonzentrate
wurden dort mittels Apherese gewonnen und das Plattchenlysat wurde durch mehrfache

Einfrier- und Auftauprozesse hergestellt.

Das hPL wird anstelle von FBS als Ergdnzung im Zellwachstumsmedium verwendet. In
einer friheren Publikation wurde bereits gezeigt, dass die Verwendung von Serum-
freiem Medium im Vergleich zu FBS bei der Kultivierung von Kieferperiostzellen die
Proliferationsrate steigert und die Zellgrof3e verringert. Des Weiteren beglinstigt das
Serum-freie  Medium eine frihere, aber schwéchere Mineralisierung der
Kieferperiostzellen (Alexander et al., 2013). AufRerdem wird durch Kultivierung mit
Serum-freiem  Medium die Selektion einer Subpopulation mit MSCA-1
Oberflachenmarker geférdert, welche erhdhte osteogene Eigenschaften aufweist
(Alexander et al., 2013). Mithilfe der Raman-Spektroskopie konnte unter Serum-freien
Zellkulturbedingungen auch eine frihere Mineralisation der EZM mit besser Qualitat
gezeigt werden. Allerdings war dabei das AusmaR der Mineralisierung nicht
zufriedenstellend (Brauchle et al., 2017). Um speziell die Eignung von hPL flr die
osteogene Differenzierung von Kieferperiostzellen in vitro zu Uberprifen, wurde das
Proliferations- und Mineralisationspotenzial dieser Zellen mit hPL und FBS untersucht.
Dabei konnte mit hPL, wie bei den vorherigen Untersuchungen mit Serum-freiem
Medium, eine hohere Proliferation und geringere ZellgroRe der Kieferperiostzellen

festgestellt werden. Aul3erdem wurde auch mit hPL eine Zunahme der
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mineralisierungsfahigen Osteoprogenitor-Zellen mit dem Oberflaichenmarker MSCA-1
deutlich und das Mineralisationspotenzial der Kieferperiostzellen mit hPL-Kultivierung
war der FBS-Kultivierung sogar deutlich Uberlegen (Wanner et al.,, 2017). In einer
aktuellen Publikation wurde auRerdem gezeigt, dass hPL im Vergleich zu FBS bei der
osteogenen Differenzierung von Kieferperiostzellen auch die Mineralisierungsqualitét in
Bezug auf die biomechanische Zusammensetzung und die mechanischen
Eigenschaften erhoht (Danalache et al., 2019). Durch die etablierte Serum-freie
Zellkulturbedingungen der Kieferperiostzellen mit hPL sind die in vitro Bedingungen
bereits deutlich néher an der naturlichen Situation in vivo. Allerdings stellt bei den
Zellkulturbedingungen aktuell das synthetische Glukokortikoid Dexamethason ein

mdgliches Problem dar.
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1.4.2 Dexamethason

Dexamethason wird zwar haufig benutzt um die osteogene Differenzierung von MSCs in
vitro zu induzieren, birgt aber gleichzeitig auch die Gefahr, die terminale
Osteoblastendifferenzierung zu hemmen (Rimando et al., 2016). Aul3erdem werden in
der Literatur weitere widerspriichliche Auswirkungen von Dexamethason beschrieben
(Della Bella et al., 2021). Da die genauen Mechanismen von Dexamethason bei der
osteogenen Differenzierung von MSCs bis heute nicht genau verstanden sind (Rimando
et al., 2016) und es mdglicherweise auch weitere Nachteile mit sich bringt, missen die

Einfluisse und die Notwendigkeit von Dexamethason weiter erforscht werden.

Dexamethason ist ein synthetisches Glukokortikoid und gehdrt zur grof3en Gruppe der

Steroidhormone bzw. Kortikosteroide (kurz Kortikoide).

Steroidhormone beruhen auf der Cholesterinstruktur und sind dadurch lipophil. Deshalb
sind sie membranpermeabel und gelangen Uber einfache Diffusion ins Zytosol (Lang and
Foller, 2019a). Sie wirken hauptsachlich Uber intrazellulare Rezeptoren, die im Zytosol
und grofltenteils im Zellkern lokalisiert sind. Diese Rezeptoren beeinflussen nach
Bindung an spezifische DNA-Sequenzen die Transkription bestimmter Gene. Dadurch
regulieren sie die Synthese der betreffenden Proteine. Im Gegensatz zu Peptid- und
Proteohormonen, die tiber membranstandige Rezeptoren wirken und sich deshalb durch
einen raschen Wirkeintritt auszeichnen, wirken Steroidhormone erst mit einer zeitlichen
Verzdgerung. Infolgedessen sind Steroidhormone hauptsachlich fur die Vermittlung

langanhaltendender Effekte entscheidend.

1.4.2.1 Dexamethason in vivo

In vivo ist das therapeutische Einsatzgebiet von Dexamethason als Medikament durch
seine antiinflammatorische und immunsuppressive Wirkung sehr umfangreich. Durch die
entztindungshemmende Wirkung wird es haufig zur Behandlung von entziindlichen,
nicht infektiosen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis und Asthma eingesetzt.
AulRerdem wird es durch seine immunsuppressive Wirkung zur Behandlung von
Autoimmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes und Allergien
verwendet. Des Weiteren wird es bei Organtransplantationen zur Verhinderung von

AbstoBungsreaktionen eingesetzt (Lane, 2019). Daneben findet es Anwendung als
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Substitutionstherapie bei endokrinen Krankheiten wie z.B. der

Nebennierenrindeninsuffizienz (Morbus Addison) (Kurtz et al., 2014).

Glukokortikoide haben weitreichende Effekte in nahezu jedem Stoffwechselvorgang, da
jede Zelle des Korpers Glukokortikoidrezeptoren besitzt. Die Auswirkungen sind jeweils
von der spezifischen Aufgabe der Zelle abhangig. Deshalb besteht bei
Glukokortikoidtherapie haufig das Risiko von erheblichen Nebenwirkungen. Diese
missen vor dem Hintergrund meist schwerer Grundkrankheiten in Kauf genommen
werden (Kurtz et al., 2014).

Glukokortikoide haben auch umfangreiche Einflisse auf das Immunsystem. Bei
medikamentoser Langzeitanwendung verringern Glukokortikoide die
Antikérperproduktion (Kurtz et al.,, 2014). AuBerdem reduzieren Glukokortikoide die
Abwanderung der neutrophilen Granulozyten aus dem Blut und verringern die
Entstehung anderer Immunzellen, wie eosinophile und basophile Granulozyten,
Monozyten und T-Lymphozyten. Des Weiteren reduzieren sie die Entstehung bzw. die
Freisetzung von Entzindungsvermittlern wie Prostaglandinen, Interleukinen,
Lymphokinen, Histamin und Serotonin. Dartber hinaus hemmen Glukokortikoide die
Zytokinese und das Wachstum sowie die Kollagensynthese und beeintrachtigen damit
die Reparaturmechanismen bei Verletzungen und Entziindungen (Lang and Fdller,
2019b).

Im Knochen verringern Glukokortikoide die Osteoblastenaktivitat und unterstiitzen die
Osteoklastenaktivitat (Lang and Foller, 2019b). Dadurch kann die Dexamethason-
Langzeittherapie zu einer schwerwiegenden Dexamethason-induzierten Osteoporose
fuhren (Li et al.,, 2013, Weinstein, 2012). Die medikamentbse Therapie mit
Glukokortikoiden ist die haufigste Ursache fir sekundare Osteoporose und die
Hauptursache fur nichttraumatische Osteonekrose (Weinstein, 2012). Bei der
Osteoporose kommt es zu einem Knochenschwund, die Knochenmasse ist verringert
und der Knochenmarkfettanteil erhdht. Dadurch besteht bei der Osteoporose ein
erhodhtes Frakturrisiko (Li et al., 2013).

17



1.4.2.2 Dexamethason in vitro

Dexamethason wird bereits seit 1985 in vitro verwendet, als Tenenbaum und Heersche
beobachteten, dass die Dexamethason-Supplementierung die osteogene
Differenzierung von Hiuhner-Periostzellen stimuliert (Tenenbaum and Heersche, 1985).
Bis heute wird Dexamethason standardmafig als Hilfsmittel in Zellkulturmedien
verwendet, um die osteogene, chondrogene und adipogene Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu verbessern (Wang et al, 2012). Allerdings
unterscheiden sich die Auswirkungen von Dexamethason in vivo stark von denjenigen
in vitro. Trotz weitreichender Nebenwirkungen von Dexamethason bei der
Langzeitanwendung in vivo (z.B. Dexamethason induzierte Osteoporose), wird es
paradoxerweise in vitro verwendet, um die osteogene Differenzierung von MSCs zu
induzieren. Dadurch besteht jedoch auch in vitro die Gefahr, dass Dexamethason
verschiedene Nebenwirkungen verursacht und beispielsweise experimentelle

Ergebnisse beeinflusst oder die osteogene Differenzierung von MSCs behindert.

Um die Funktion von Dexamethason bei der osteogenen Differenzierung von MSCs in
vitro aufzuklaren, wurden bereits mehrere Ansatze unternommen. Diese filhrten jedoch
aufgrund von Unterschieden in den Differenzierungsbedingungen und des osteogenen
Potenzials der Zellen zu widersprichlichen Ergebnissen (Wang et al., 2012, Lian et al.,
1997).

Beim Knochen-TE wird Dexamethason verwendet, um die osteogene Differenzierung
von MSCs zu stimulieren. Dabei soll Dexamethason die Expression des
Schlusseltranskriptionsfaktors RUNX2 anregen (Langenbach and Handschel, 2013,
Nakashima and de Crombrugghe, 2003). RUNX2 wiederum fordert die Expression der
frihen osteogenen Marker ALP (Alkalische Phosphatase), OSX (Osterix) sowie die
spaten osteogenen Marker COL1A1 (Kollagen-Typ 1a1), OPN (Osteopontin) BSP (Bone
Sialoprotein) und OCN (Osteocalcin). Diese sequenzielle Hochregulierung von
Transkriptionsfaktoren fuhrt zur Reifung der Osteoblasten und zur Ablagerung von
mineralisierter EZM (Franceschi and Xiao, 2003). Allerdings gibt es hier in der Fachwelt
Unstimmigkeiten. Della Bella et al. beschreiben in einer aktuellen Publikation, dass
Dexamethason die osteogene Differenzierung nicht durch eine erhfhte RUNX2-

Expression, sondern durch eine Hemmung der SOX9-Expression induziert (Della Bella
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et al.,, 2021). AuRerdem scheint der genaue Mechanismus, wie Dexamethason die
osteogene Differenzierung induziert, zellabhangig zu sein. Bei der osteogenen
Differenzierung von Zellen aus Zahnfollikeln wurde beispielsweise berichtet, dass
Dexamethason die Expression von anderen Transkriptionsfaktoren wie ZBTB16 erhoht,
aber nicht RUNX2 (Felthaus et al., 2014).

Die Wirkung von Dexamethason auf die Differenzierung von MSCs hangt auch von der
Dosis ab. Niedrig dosierte Glukokortikoide (10° - 10® M) dienen haufig in vitro und in
vivo als positiver Regulator der Knochenbildung (Li et al., 2013). AuRerdem begtinstigen
niedrige Dosen von Dexamethason (101°- 10° M) die Expansion von MSCs in vitro und

reduzieren die Apoptose Gefahr (Wang et al., 2012).

Auch wenn Dexamethason fir die osteogene Differenzierung und die
Mineralisierungskompetenz von MSCs notwendig zu sein scheint, birgt es gleichzeitig
das grofR3te Risiko, die terminale Osteoblastendifferenzierung zu hemmen und die OCN-
Expression zu unterdriicken (Rimando et al., 2016). Rimando et al. fanden kurzlich
heraus, dass ein Glukokortikoidzezeptor-HDACG6 (Histone Deacetylase 6)-Komplex an
der distalen und proximalen OCN-Promotorregion sitzt und bei der Differenzierung von
Osteoblasten durch die Langzeitanwendung von Dexamethason die OCN-Transkription
unterdrickt (Rimando et al.,, 2016). Auflerdem erhoht sich bei hochdosiertem
Dexamethason (10 - 107 M) das adipogene Umwandlungspotential. Da Adipozyten und
Osteoblasten beide aus den gleichen Vorlauferzellen und Stromazellen des
Knochenmarks entstehen, liegt es nahe, dass Dexamethason die Differenzierung von
Knochenmarksstromazellen in Richtung der Adipozyten verschiebt. Dies wurde bereits
in Mauseversuchen bestatigt. (Li et al., 2013). Des Weiteren steigern hohen Dosen von
Dexamethason (10°® - 108 M) die Gefahr der Apoptose und verringern die
immunsuppressive Wirkung von MSCs auf mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(Wang et al., 2012).

Die zugrunde liegenden Mechanismen dieser unterschiedlichen und paradoxen
Wirkungen von Dexamethason wéhrend der osteogenen Differenzierung von MSCs sind
bis heute immer noch weitgehend unbekannt (Rimando et al., 2016). Deshalb sollte die

standardmé&Rige Dexamethason-Supplementierung in vitro kritisch evaluiert werden.
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In einer aktuellen Publikation konnte gezeigt werden, dass Dexamethason fur die
osteogene Differenzierung von Kieferperiostzellen haufig nicht notwendig ist, wenn hPL
anstatt von FBS verwendet wird. Bei etwa 80 % der analysierten Patienten war die
Dexamethasonerganzung bei hPL-Kultivierung fir eine starke Mineralisation nicht mehr
erforderlich (Wanner et al., 2017).

1.5 Fragestellung

Trotz umfangreicher Forschung beim Knochen-TE ist das Translationspotential von in
vitro Ergebnissen auf in vivo Studien sehr gering (Hulsart-Billstrém et al., 2016). Dabei
stellen die Zellkulturbedingungen bei der osteogenen Differenzierung in vitro ein

Hauptproblem dar und missen deshalb weiter untersucht und verbessert werden.

Bisher wird nach wie vor haufig FBS als Medium zur Zellkultivierung in vitro verwendet,
obwohl es im Vergleich zu hPL diverse Nachteile hat. Um zukinftig eine Genehmigung
zur Anwendung im Patienten zu erhalten, sind au3erdem Serum-freie Zellkultur- und
Differenzierungsbedingungen unabdingbar (Brauchle et al., 2017). HPL hat sich bereits
bei Expansion von MSCs als sehr gut geeignete xenogen-freie Alternative erwiesen
(Schallmoser et al., 2020).

Allerdings stellt derzeit das synthetische Glukokortikoid Dexamethason ein Risiko bei
der osteogenen Differenzierung von MSCs dar (Della Bella et al., 2021). Obwohl bei der
Langzeittherapie von Dexamethason in vivo weitreichende Nebenwirkungen wie
beispielsweise die Dexamethason-induzierte Osteoporose (Weinstein, 2012) bekannt
sind, wird es paradoxerweise in vitro haufig verwendet, um die osteogene
Differenzierung von MSCs zu induzieren (Langenbach and Handschel, 2013). Somit
besteht auch in vitro das Risiko, dass Dexamethason diverse Nebenwirkungen
verursacht und beispielsweise experimentelle Ergebnisse beeinflusst oder die
osteogene Differenzierung von MSCs behindert. Um zuklnftig die Risiken einer
standardméaRigen Dexamethason-Supplementierung zu vermeiden, muss der Nutzen
und die Notwendigkeit von Dexamethason in vitro kritisch hinterfragt und evaluiert
werden. Kiurzlich wurde gezeigt, dass Dexamethason fir die Stimulierung der
osteogenen Differenzierung von Osteoprogenitor-Zellen des Kieferperiosts nicht mehr

benétigt wird, wenn humanes Plattchenlysat anstatt fetalem Kalberserum verwendet
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wird (Wanner et al., 2017). Durch die Verwendung von hPL in vitro sind die
Zellkulturbedingungen viel naher an der natdrlichen Situation in vivo. Dadurch konnten
die Unterschiede zwischen der osteogenen Differenzierung mit und ohne
Dexamethason-Supplementierung untersucht werden. Das Ziel dieser Arbeit war es, die
Einflisse von Dexamethason auf die Mineralisationskapazitat und Genexpression von
Kieferperiostzellen zu untersuchen. AuRerdem soll untersucht werden, wie
Dexamethason die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix und die parakrine

Sekretion von Kieferperiostzellen beeinflusst.
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2 Material und Methoden

2.1 Stammzellen kultivieren und differenzieren

Fur die vorliegende Arbeit wurden ausschlief3lich periostale Stammzellen verwendet. Die
Verwendung periostaler Stammzellen bietet gegenuber anderen Stammzellquellen
einige Vorteile. Bei vielen chirurgischen Eingriffen in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie gelangt man direkt an das Kieferperiost, sodass sich die Entnahme
einer Periostprobe ohne weiteres Risiko leicht mit einer notwendigen Operation
verknupfen lasst. Fur eine Zellkultur genigt bereits ein ca. 0,5cm? groRes
Periostgewebe. AuRerdem ist der operative Eingriff bei der Enthahme von periostalen
Stammzellen mit deutlich weniger Risiken verbunden als bei der Stammzellgewinnung

aus dem Knochenmark.

Vor einer anstehenden Operation wurden geeignete Patienten in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie  der  Universitat  Tdbingen Gber die  Mdoglichkeit  einer
Periostgewebespende aufgeklart. Alle Patienten haben schriftlich in die Enthahme
eingewilligt. Ein positives Votum der Ethikkommission der Universitat Tubingen lag vor
Studienbeginn vor (618/2017B02). Fir die vorliegende Arbeit wurde ausschlielich
Periostgewebe des Ober- und Unterkiefers verwendet. Nach der Entnahme des Periosts
wurde dieses fir den Transport in ein dicht verschraubbares Behaltnis mit 0,9%
physiologischer Kochsalzlésung gelegt und unverziglich an das molekularbiologische
Labor der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie Tubingen weitergeleitet. Dort wurde das
Gewebe zlgig unter sterilen Bedingungen (Sterilbank, Firma Thermo Electron LED
GmbH, Typ MSC 1.8, Langenselbold, Deutschland) zu einer Primérkultur aufbereitet.
Die Patientendaten wurden anonymisiert. Zundchst wurde das Gewebe in ein 15ml
Falcon mit 5 ml PBS (Phosphate Buffered Saline (140 mM NacCl; 27 mM KCI; 7,2 mM
NazHPO.; 14,7 mM KH2PO4; 0,0095 M (PO,)) Firma BioWhittaker, USA) gegeben und
kraftig mit dem Vortex-Mixer (Firma neoLab Migge GmbH, Model: VM-300, Heidelberg,
Deutschland) geschittelt, um das Gewebe zu reinigen. AnschlieBend wurde das
Periostgewebe in einen Petrischalendeckel gelegt. Mithilfe von zwei Einwegskalpellen
wurde vorhandenes Blut aus dem Gewebe herausgestrichen. Danach wurde das Periost
auf den Petrischalenboden gegeben und mit den Skalpellen in kleine Stiicke zerkleinert.

Diese wurden mit 5 ml PBS in ein 15 ml Falcon pipettiert und in der Zentrifuge (Firma
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Eppendorf, Typ 5804 R, Hamburg, Deutschland) bei 1400 Umdrehungen/min und 8°C
fur 5 min zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand abgesaugt und das Gewebepellet
in 6 ml hPL10 (+ 0,1 % Vol. Gentamicin (G) + 0,1 % Vol. Ciprofloxacin (CFX)) aufgelst
(siehe Tabelle 1) und in eine 75 cm? Zellkulturflasche gegeben. Es wurde darauf
geachtet, dass die Gewebestiickchen gleichmafRig auf dem Flaschenboden verteilt
waren. Die Zellkulturflasche wurde bei 37°C und 5% CO- eine Woche bewegungslos im
Inkubator (Firma Thermo Electron LED GmbH, Typ HERA cell 150, Langenselbold,

Deutschland) gelagert, damit die Zellen am Flaschenboden adhérieren kénnen.

Nach 7 Tagen wurde vorsichtig unter dem Mikroskop (Leica Microsystems CMS GmbH,
Typ 090-135.001, Wetzlar, Deutschland) tberprift, ob bereits Zellen aus dem Gewebe
herausgewachsen sind und ggf. etwas Medium hinzugefiigt, damit die Zellen nicht
austrocknen. Sobald man unter dem Mikroskop eine ausreichende Konfluenz der Zellen
(ca. 70-80%) beobachten konnte, wurden die Zellen in eine groBe 175 cm?
Zellkulturflasche passagiert. Daftir wurde zunéchst das alte Medium abgesaugt und 5mi
PBS zur Reinigung hinzugefligt. Danach wurde das PBS abgesaugt und 1,5 ml TrypLE
Express (Gibco™ TrypLE™ Express Enzym (1x), Phenolrot, Thermo Fischer Scientific)
hinzugefugt und die Zellkulturflasche 5 bis 8 min im Inkubator inkubiert. AnschlieRend
wurden 3,5 mlhPL10 (+ G + CFX) hinzugefugt und der Flascheninhalt in ein 50 ml Falcon
pipettiert. Dieses wurde bei 1400 rpm 7 min bei 8°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 20 ml hPL10 (+ G + CFX) aufgelost und in eine 175 cm?
Zellkulturflasche pipettiert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt, bis die
Zellkulturflasche konfluent war.

Das Medium wurde nun abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gereinigt. Daraufhin wurde
das PBS abgesaugt und 3 ml TrypLE Express hinzugefigt. Die Zellkulturflasche wurde
fur 5 bis 8 min im Inkubator inkubiert. Danach konnten die losgeldsten Zellen mit 7 ml

hPL 10 in ein 50 ml Falcon pipettiert werden.

Um die Zellen zu z&hlen, wurden 20 ul Trypanblau (BioRad, Hercules, CA, USA) mit 20
pl Zelllbsung aus dem Falcon zusammen pipettiert, gut gemischt, und 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 20 pl der Mixtur in eine Z&hlkammer einer

Zahlplatte pipettiert und die Zellzahl mit dem Zell-Z&hlgerat (Bio-Rad Laboratories
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GmbH, Modell TC20, Feldkirchen, Deutschland) dreimal gemessen. Daraus wurde die

durchschnittliche Zellzahl berechnet.

Fur die Differenzierungsversuche wurden die Zellen in 6-Well-Platten passagiert. In
einem Well wurden jeweils 50.000 Zellen mit 2 ml hPL5 Medium pipettiert. Es wurden
Zellen der zweiten bis dritten Passage verwendet. Zellen bis zur zweiten Passage
wurden mit hPL10 (+G +CFX) kultiviert. Ab Passage drei wurde hPL5 Medium
verwendet. Um die osteogene Differenzierung einzuleiten, wurde 24 Stunden nach der
Aussaat das hPL5 Medium durch Osteoblastenmedium (OB-Medium) ersetzt. Um den
Einfluss von Dexamethason auf die Mineralisationskapazitat und Genexpression von
Kieferperiostzellen zu untersuchen, wurden fur die osteogene Differenzierung zwei
verschiedene Osteoblastenmedien verwendet, einerseits ein OB-Medium mit
Dexamethason (OB+D) und andererseits OB-Medium ohne Dexamethason (OB-D). Die
Zusammensetzung der einzelnen Medien ist in Tabelle 2 aufgelistet. Zusatzlich zu den
beiden Osteoblastenmedien wurde ein Kontrollmedium (KO) ohne osteogene

Substanzen verwendet.

Tabelle 1: Bestandteile von hPL5 und hPL10 [% Vol.]
hPL5 hPL10

DMEM/F12
(Thermo Fisher Scientific, 93% 88%
Waltham, MA, USA)
hPL

(ZKT Tubingen GmbH)

5% 10%

Penicillin-Streptomycin
(10000 U/ml)

(Pen-Strep, Lonza, Basel,

1% 1%

Schweiz)

Amphotericin B
(250 pg/ml)
(Biochrom, Berlin,
Deutschland)

1% 1%
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Tabelle 2: Bestandteile des Kontrollmediums und des Osteoblastenmediums mit und ohne Dexamethason,
hPL (humanes Plattchenlysat)

) Osteoblastenmedium Osteoblastenmedium
Kontrollmedium )
(KO) ohne Dexamethason mit Dexamethason
(OB-D) (OB+D)

hPL5 100% 100% 100%
3-Glycerophosphat
AppliChem,
(App - 10 mM 10 mM
Darmstadt,
Deutschland)
L-Ascorbinsaure
2-Phosphat

. . - 0,1 mM 0,1 mMm
(Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)
Dexamethason
(Sigma-Aldrich, St. - - 4 uM
Louis, MO, USA)

Die Belegung der 6-Well-Platten ist in Abbildung 2 schematisch veranschaulicht.

/—. oB-D OB+D \
@

oB-D 0B+D

%

Abbildung 2: Belegung der 6-Well Platten mit den verschiedenen Medien.

Das Medium wurde montags, mittwochs und freitags gewechselt. An Tag 15 der
osteogenen Differenzierung wurde jeweils von allen drei Kultivierungsbedingungen ein
Proteinprobentberstand von ca. 2 ml entnommen und der Zellrasen fir die spatere RNA-
Extraktion abgeldst. Die Proteinprobe wurde in ein 2ml Eppi pipettiert und bei -80 °C bis

zur Proteinuntersuchung mit dem Proteomprofilerkit (R&D Systems, Minneapolis, USA)
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aufbewahrt. Die Zellmonolayer wurden mit einem Zellschaber und jeweils 1 ml
gekihltem PBS abgekratzt und in 2 ml Eppis pipettiert. Diese wurden 7 min bei 1400
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 350 pl
RA1-Puffer + TCEP aufgenommen und gut gevortext. Das Zelllysat wurde bis zur RNA-
Extraktion im Gefrierschrank bei —80°C (Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold,
Deutschland) gelagert. Die unteren drei Wells in Abbildung 2 wurden fur die Alizarin

Féarbung verwendet.

2.2 Farbungen

2.2.1 Alizarin Rot Farbung

Wahrend der osteogenen Differenzierung von Kieferperiostzellen bilden sich
Kalziumphosphatprézipitate. Diese lassen sich mit Hilfe der Alizarin Rot-Farbung
detektieren. Da Alizarin mit Metallsalzen farbige Komplexe bildet, ist diese

Farbungsmethode ein geeigneter Mineralisierungsnachweis.

An Tag 15 der osteogenen Differenzierung wurde das Medium der unteren drei Wells
zunéchst abgesaugt. AnschlielRend wurde pro Well 1ml PBS zum Waschen hinzugeftigt
und wieder abgesaugt. Zum Fixieren der Zellen wurde jeweils 1ml Formaldehydliésung
(4 %) pro Well hinzugefugt und 15 min unter dem Abzug (Laborbau Systeme Hemling
GmbH & Co. KG, Typ TA1200, Ahaus, Deutschland) inkubiert. Daraufhin wurde erneut
zweimal mit PBS gewaschen. Zum Lagern der Platten im Kihlschrank bei 4°C wurde
pro Well 1ml PBS belassen und die Platten zum Schutz vor Austrocknung bzw.

Kontamination mit Parafilm verschlossen.

Im weiteren Verlauf wurden die Platten mit destilliertem Wasser gewaschen.
AnschlieBend wurde pro Well jeweils 1 ml Alizarin Rot (40mM, pH 4,2, Sigma Aldrich,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) hinzu pipettiert und die Platten fir 20 min gefarbt.
Danach wurde die Farbung viermal mit 3 ml destilliertem Wasser gewaschen und jeweils
15 min auf dem Schidittler (neoLab Migge GmbH, Typ SHAKER DRS-12, Heidelberg,
Deutschland) inkubiert. Zum Mikroskopieren (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar,

Deutschland) wurde 1 ml destilliertes Wasser hinzugefugt.
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Im Anschluss wurden die Zellen mit 1 ml eiskaltem 100% Ethanol zwei Minuten
dehydriert, das Ethanol abgesaugt und die Platten ca. 10 min bei Raumtemperatur mit
getffnetem Deckel getrocknet. Damit lassen sich die Zellen (Uber Monate bei

Raumtemperatur lagern.

2.2.2 Alizarin Rot Quantifizierung

Um die gebildeten Kalziumphosphat-Prazipitate zu quantifizieren, wurde das Alizarinrot

aus dem Zellrasen herausgel6st und danach photometrisch ausgewertet.

Zunachst wurden 1920 ul 10%ige Essigsaure (Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) pro Well zum Farbstoff hinzu pipettiert und fir 30 min auf einem Schuttler

unter dem Abzug inkubiert.

Wahrenddessen wurde der Heizblock (Eppendorf, Thermomixer compact, Hamburg,
Deutschland) auf 85°C vorgeheizt und eine Wanne Eis fiir das weitere Vorgehen
bereitgestellt. Nun wurde eine Standardreihne mit 14 Standards (S1-S14) mit
Alizarinkonzentrationen von 2mM bis 0,24 uM hergestellt. Hierfur wurde zunachst 0,5 ml
ARS Dilution Buffer (ScienCell, Standard-Verdiinnungslésung, unverdinnt) mit 4,5 ml
destilliertem Wasser verdunnt. Fir Standard eins (S1) wurden 475 pl der vorbereiteten
ARS-Verdinnung mit 25 pl Alizarinrot in ein Eppi pipettiert und gevortext. Fir die
Standards S2 bis S14 wurden jeweils 250 pl der verdinnten ARS-LAsung in ein Eppi
vorgelegt. Danach wurde von Standard eins 250 ul in das vorbereitete Eppi von Standard
zwei pipettiert und gevortext. Fur die weiteren Standards S3 bis S14 wurden ebenfalls
jeweils 250 pl aus dem Standard mit der ndchsthéheren Konzentration hinzugefiigt und
gevortext. SchlieRlich wurde die Standardreihe durch die Zugabe von jeweils 94 pl

10%iges Ammoniumhydroxid (NHsOH) bei allen 250 ul Standards neutralisiert.

Nach der abgelaufenen Inkubationszeit von 30 min der Wells mit Essigsédure wurde der
Zellrasen vollstandig mit einem sterilen Spatel abgeldst. Der Inhalt eines Wells wurde
jeweils vollstandig in ein frisches und beschriftetes Eppi pipettiert. Die Eppis wurden
dann fir ca. 30 s gevortext und im Anschluss fur 10 min bei 85°C auf dem Heizblock
erhitzt. Daraufhin wurden die Proben fur 5 min auf Eis gestellt und danach fur 15 min bei

20000 g zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde ein Uberstand von 400 pl in ein
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frisches und neu beschriftetes Eppi Uberfuhrt und mit 150 pl 10%ige Ammoniumhydroxid

neutralisiert und gevortext.

Fur die Konzentrationsbestimmung wurden in Duplikaten jeweils 100 pl der Proben, der
Standardreihe und des Blanks (ARS-Verdinnung) in eine 96 Well Platte pipettiert. Die
Konzentrationen wurden bei einer Wellenlange von 405 nm im Photometer (BioTek

Instruments GmbH, Typ ELx800, Friedrichshall, Deutschland) gemessen.

2.3 Genexpressionsanalyse

2.3.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wurde mit dem NucleoSpin RNA Kit (MACHEREY-NAGEL GmbH &
Co. KG, Duren, Deutschland) durchgefihrt.

Wie bereits in Kapitel ,2.1 Stammzellen kultivieren und differenzieren® beschrieben,
wurde an Tag 15 der osteogenen Differenzierung der Zellrasen fur die spatere RNA-
Extraktion abgeldst. Nach den einzelnen Schritten der Zelllyse wurde das Zelllysat bis
zur Fortsetzung der RNA-Extraktion bei — 80°C gelagert. Alle weiteren Schritte wurden
zligig und unsteril unter dem Abzug mit den RNA-Pipetten (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Das Lysat wurde auf ein violettes Saulchen gegeben und bei
11000 g fur 30 s zentrifugiert. Dieser Schritt ist wichtig, um vorhandene Proteine zu

entfernen. Das violette Sdulchen wurde danach verworfen.

AnschlieRend erfolgten die Schritte zur Bindung der Nukleinsauren an die Saulchen-
Membran. Hierfir wurden 350 ul 70 % Ethylalkohol (EtOH) zugegeben und 20-mal mit
einer Pipette auf und ab pipettiert. Dieser Schritt dient der Scherung der DNA und erhoht
die RNA-Ausbeute. Das Lysat wurde in ein blaues NucleoSpinRNA Saulchen pipettiert
und bei 11000 g fur 30 s zentrifugiert. Danach wurde das Saulchen in ein frisches

Collection Tube Uberfuhrt.

Im weiteren Verlauf wurde die Membran entsalzen, indem 350 pl MDB-Puffer
hinzugefiigt wurden. Das Gemenge wurde dann bei 11000 g fur 30 s zentrifugiert und

der Durchfluss verworfen.
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Fur die DNA-Verdauung wurden pro Probe 95 ul rDNase Reaktionsmix frisch angesetzt.
Dieser wurde auf die Membran pipettiert und 15 bis 20 min bei Raumtemperatur

inkubiert.

Zum Waschen und Trocknen wurden 200 pl RAW2-Puffer hinzugegeben und zwei
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach abgelaufener Inkubationszeit wurde erneut
bei 11000 g fur 30 s zentrifugiert. Das Saulchen wurde in ein frisches Collection Tube
Uberfuihrt. Danach wurden 600 pl RA3-Puffer zugegeben und wie gewohnt bei 11000 g
fur 30 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Weiterhin wurden 250 ul RA3-
Puffer zugegeben und bei 11000 g fir 2 min zentrifugiert. Die Sdulchen wurden in frische

1,5 ml Eppis Uberflhrt.

Im letzten Schritt, der Elution der DNA, wurden 50 pl RNase-freies Wasser auf das

Saulchen pipettiert und zentrifugiert (11000 g, 30 s).

Bei den gewonnenen RNA-Proben wurden umgehend die Konzentrationen bestimmt
(Qubit RNA HS/BR Assay Kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren,
Deutschland)). Dafiir wurden pro Probe 200 ul Working Solution aus 199 pl Qubit Buffer
und 1 ul Qubit Reagent hergestellt. AnschlieRend wurden die Standards und Proben in
0,5 ml Assay Tubes pipettiert, gevortext und fiir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fir
die Standards wurden 190 ul Working Solution und 10 pl ,Standard 1/2" vermischt. Fir
die Proben wurden anfangs 199 ul Working Solution mit 1 pl RNA-Probe vermischt. In
wenigen Fallen musste das RNA-Probenvolumen von 1 pl auf 10 pl erhéht werden, damit
auch geringere Konzentrationen gemessen werden konnten. Daflir musste dann
entsprechend die Working Solution von 199 pl auf 190 pl reduziert werden. Die
Standards und Proben wurden jeweils dreimal gemessen (Life Technologies GmbH,
Modell Qubit 3.0 Fluorometer, Darmstadt, Deutschland), woraus anschlieRend ein
Mittelwert berechnet wurde. Die gewonnene RNA wurde im ndchsten Schritt direkt fur

die cDNA-Synthese verwendet oder bei -80°C zwischengelagert.

2.3.2 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde das SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet. Zunachst wurde ein Master Mix auf Eis
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angesetzt. Hierfur wurden pro Probe 4 ul 5X VILO Reaction Mix mit 2 pl 10X SuperScript
Enzyme Mix in ein Eppi pipettiert und gevortext. AnschlieRend wurde fiir jede Probe ein
Eppi beschriftet und auf Eis gestellt. Pro Probe wurde 1 pug RNA verwendet. Danach
wurden die vorbereiteten Eppis mit jeweils 6 ul Master Mix befiillt und das entsprechende
RNA-Volumen hinzugefugt. Das Volumen pro Eppi wurde dann mit PCR-grade H-O
(Roche Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green N, Roche Deutschland Holding
GmbH) auf jeweils 20 pl aufgefllt. Die Eppis wurden im Anschluss sanft vermischt und
fur 10 min bei 25 °C im Thermocycler (Eppendorf, Modell Mastercycler personal,
Hamburg, Deutschland) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit folgte ein weiterer
Inkubationsschritt fir 60 min bei 42 °C. Danach wurde die Reaktion fir 5 min bei 85°C
beendet. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C im Gefrierschrank bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.3.3 quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR)

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) wird auch synonym als Real-Time
PCR bezeichnet. Mit diesem biochemischen Verfahren lassen sich heutzutage kleinste

Mengen DNA nachweisen und quantifizieren.

Die Polymerasekettenreaktion lauft in etwa 20 bis 40 Zyklen ab. Dabei beinhaltet ein
Zyklus drei Schritte, die jeweils bei verschiedenen Temperaturen stattfinden. Im ersten
Schritt kommt es zur Denaturierung der DNA. Die DNA wird dabei bei Temperaturen von
95°C in seine Einzelstrange aufgespalten. Im zweiten Schritt kommt es zur Anlagerung
der Primer an die komplementare DNA-Sequenz der Einzelstrange. Die
Anlagerungstemperatur liegt hier bei etwa 40 bis 70 °C. Im dritten und letzten Schritt
werden die Primer am freien 3°-OH Ende durch eine temperaturstabile DNA-Polymerase
mittels Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) verlangert. Die Temperatur liegt
dabei bei ca. 70°C.

Unter idealen Bedingungen kommt es pro Zyklus jeweils zur Verdopplung der
beabsichtigten DNA-Sequenz. Somit kommt es zu einem exponentiellen Anstieg der
Ziel-DNA (Rassow et al., 2015).
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Mit Hilfe von Farbstoffen wie SYBR Green | kénnen die PCR-Produkte quantifiziert
werden. SYBR Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich in der DNA einlagert. Bei
Anregung durch Lichtquellen kommt es zu einem Anstieg der Fluoreszenzemission. Das
zunehmende Fluoreszenzsignal wahrend der Reaktion korreliert proportional mit der

Menge der amplifizierten DNA.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde das LightCycler 1.5 (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany) System verwendet. Damit lassen sich maximal 32 Proben
vermessen, wovon vier fir die Standards (GAPDH) und eine Negativkontrolle (H.O)
vorgesehen sind. Zunachst wurde die cDNA mit PCR-grade H.O im Verhéltnis 1:10
verduinnt. FUr die einzelnen PCR-Reaktionen wurden jeweils 14 pl PCR-grade H-0, 2 pl
SybrGreen | Mastermix (Roche Applied Sience, Mannheim, Germany), 2 ul Primer
Zielgen (Firma Search LC, Heidelberg, Germany) und 2 pl cDNA in die LightCycler
Kapillaren (Roche, Deutschland Holding GmbH) pipettiert. Die Kapillaren standen
wahrenddessen in der Kihlhalterung, die zuvor im Kihlschrank auf 4°C gekuinhlt wurde.
Anschlieend wurden die Kapillaren 1 min bei 800 g zentrifugiert. Die Kapillaren wurden
vorsichtig in das LightCycler Rondell gesteckt und von unten Uberprift, ob in allen
Kapillaren gleich viel Flussigkeit ist. Die Ziel-DNA wurde gemalf3 folgendem Protokoll
amplifiziert: Die gPCR begann mit einem Denaturierungsschritt bei 95°C fir 10 min.
Daraufhin folgte der Amplifikationsschritt mit 40 Zyklen. Jeder Zyklus bestand aus
folgenden drei Schritten: 1. Erhitzung fir 10 s auf 95°C, 2. Abkiihlung fir 10 s auf 68°C
und 3. Erhitzung auf 72°C fur 16 s. Die Temperaturveranderungsrate lag jeweils bei
20°C/s. Die anfangliche Annealing-Temperatur von 68°C wurde, stufenweise um 0,5°C
pro Zyklus, auf 58°C reduziert. Die Untersuchung der Schmelzkurven der spezifischen
PCR-Produkte erfolgte bei 58°C fir 10s. Die Temperaturveranderungsrate betrug
0,1°C/s.
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Um den Nutzen von Dexamethason bei der osteogene Differenzierung von
Kieferperiostzellen zu untersuchen, wurde zunachst die Expression verschiedener

osteogener Markergene analysiert (Tabelle 3).

Tabelle 3: Osteogene Markergene, die mittels gPCR analysiert wurden

Markergen (Abkurzung) Bedeutung

ALP Alkalische Phosphatase
BSP2 Bone-Sialoprotein 2
COL1A1 Kollagen-Typ 1al

OCN Osteocalcin

OGN Osteoglycin

OPG Osteoprotegerin

OPN Osteopontin

OSN Osteonectin

0OSX Osterix

POSTN Periostin

RUNX2 Runt-Related-Transcription-Factor 2

Dexamethason wird in der Literatur nicht nur als Induktor der osteogenen Differenzierung
beschrieben (Langenbach and Handschel, 2013), sondern ist durch seinen pro-
adipogenen Effekt auch als negativer Regulator der Osteogenese bekannt (Li et al.,
2013). Da auBerdem auch Einflisse von Dexamethason auf adipogene und
chondrogene Markergene beschrieben werden (Della Bella et al., 2021), wurden
zusatzlich die in Tabelle 4 dargestellten Markergene der adipogenen und chondrogenen

Differenzierung untersucht.

32



Tabelle 4: Chondrogene (COL2A1, COMP und SOX9) und adipogene (LEP, LPL, PPAR-y) Markergene, die

mittels gPCR analysiert wurden

Markergen (Abkurzung) Bedeutung

COL2A1 Kollagen-Typ 2al

COMP Cartilage-Oligomeric-Matrix-Protein

LEP Leptin

LPL Lipoprotein Lipase

PPAR-y Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor y
SOX9 SRY-Box-Transcription-Factor 9

Um den Effekt von Dexamethason auf die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix
zu untersuchen, wurde aulRerdem die Expression der in Tabelle 5 dargestellten

extrazellularen Matrix Proteine analysiert.

Tabelle 5: Markergene im Zusammenhang mit Extrazellularen Matrix Proteinen, die mittels gPCR analysiert

wurden
Markergen (Abklrzung) Bedeutung
COL1Al1 Kollagen-Typ lal
COL1A2 Kollagen-Typ 1a2
COL2A1 Kollagen-Typ 2al
COL7A1 Kollagen-Typ 7al
COL8Al Kollagen-Typ 8al
COL10A1 Kollagen-Typ 10al
COL11A1 Kollagen-Typ 11al
COL12A1 Kollagen-Typ 12al
TIMP4 Tissue-Inhibitor-Of-Metalloproteinase 4

Als Haushaltsgen wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase)
(SearchLC, Heidelberg, Deutschland) verwendet, da es konstant exprimiert wird. Die
Quantifizierung wurde durch das Expressionsverhéltnis von Zielgen zu Haushaltsgen
[1/GAPDH] bestimmt.

2.4 Proteom Profiler

Der Proteom Profiler (R&D Systems Human Cytokine Array Kit, Human Soluble

Receptor Array Kit and Non-Hematopoietic Panel, Minneapolis, USA) ist eine schnelle
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und sensitive Methode, um zeitgleich die Proteinexpressionswerte zwischen den Proben
zu bestimmen. Mit Hilfe der nicht-hdmatopoetischen Platten lassen sich 62
herkdbmmliche Proteine sowie 57 nicht-hdmatopoetische Proteine in einer Probe

detektieren. Das Zytokin-Array erlaubt die Bestimmung von 36 Zytokinen.

Das Prinzip des Proteom Profilers funktioniert wie folgt: Auf einer Nitrozellulosemembran
sind Erfassungs- und Kontrollantikérper als Duplikate punktformig platziert. Der
Zellkulturiberstand wird verdinnt und Uber die Nitrozellulosemembran pipettiert.
Waéhrend der Inkubationszeit tGber Nacht kénnen so die im Zellkulturiberstand
enthaltenen Proteine an die spezifischen Antikdrper der Nitrozellulosemembran
andocken. Anschlielend werden die Membranen gewaschen, um ungebundenes
Material zu entfernen. Danach folgt ein Inkubationsschritt mit spezifischen biotinylierten
Nachweisantikorpern. SchlieBlich werden Streptavidin-HRP und ein
Chemilumineszenzreagenz appliziert. Dadurch wird durch chemische Vorgange an
jedem belegten Erfassungspunkt der Nitrozellulosemembran Licht emittiert. Die

Intensitat der Lichtemission entspricht dabei der Menge an gebundenen Proteinen.

Die Versuchsdurchfilhrung wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefuihrt. Die
Membranen wurden fir 1 h bei Raumtemperatur mit dem Array Buffer auf dem Schuttler
inkubiert. Danach wurde der Array Buffer entfernt und die Membranen mit 1,5 ml der
vorbereiteten Proteinproben inkubiert. Diese Proteinproben wurden an Tag 15 der
osteogenen Differenzierung jeweils von allen drei Kultivierungsbedingungen gewonnen
und bis zur Proteinuntersuchung bei -80 °C gelagert (siehe Kapitel 2.1 Stammzellen
kultivieren und differenzieren). Die Inkubation erfolgte bei 4°C tUber Nacht auf dem
Schittler. Nach mehreren Waschschritten wurden die Membranen mit 2 ml der
verdinnten Streptavidin-HRP LOsung fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
weiteren drei Waschschritten wurde jeweils 1 ml der vorbereiteten Chemilumineszenz
Reagenzienmischung gleichmafig auf die Membranen pipettiert. AnschlieRend wurde
die Lumineszenz bei einer Expositionszeit der Rontgenfolien (GE Healthcare GmbH,
Amersham Hyperfiim™ ECL, Solingen, Deutschland) von 10 min bestimmt. Die
entwickelten Filme wurden gescannt und die Datenanalyse der positiven Signale wurde

mit der ImageJ Software durchgefuhrt.
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2.5 Statistik

Fur die statistische Auswertung der Alizarin Rot Quantifizierung sowie fur die Daten der
Genexpression und der Proteinsekretion wurden die Mittelwerte + Standardfehler der
Mittelwerte berechnet und mithilfe der Einfaktoriellen-ANOVA (p wurde mit dem Tukey
post-hoc Test angepasst) und der Software GraphPad Prism5 verglichen. Ein p-Wert

von < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Osteogene Differenzierung mit und ohne
Dexamethason

3.1.1 Makroskopische Mineralisierung der Kieferperiostzellen

Die Mineralisierungskapazitat ist ein zentrales Merkmal der osteogenen Differenzierung
von periostalen Stammzellen. Um die osteogene Differenzierung von Kieferperiostzellen
zu vergleichen, wurden Zellen von 20 Patienten verwendet. Die Kieferperiostzellen
wurden 15 Tage mit KO, OB-D und OB+D kultiviert. Die gebildeten
Kalziumphosphatprézipitate wurden mit der Alizarin Rot-Farbung nachgewiesen.

Vergleicht man die Farbungen der verschiedenen Patienten in Abbildung 3 miteinander,
zeigen sich unabhéngig von den verschiedenen Kaultivierungsmethoden in Teilen
deutliche subjektspezifische Unterschiede in der Mineralisierungskapazitat der Zellen.
Vergleicht man die Menge an Kalziumphosphatprazipitaten aus den verschiedenen
Kultivierungsmethoden innerhalb des gleichen Patienten, fallen die Unterschiede der
Mineralisierung zwischen OB-D und OB+D im Wesentlichen deutlich geringer aus, wobei
eine Tendenz zugunsten von OB-D erkennbar ist. Kieferperiostzellen, die mit KO-

Medium kultiviert wurden, weisen bei allen Patienten keine Mineralisierung auf.
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Abbildung 3: Mineralisation der Kieferperiostzellen, die in vitro mit und ohne Dexamethason differenziert
wurden. Die Kieferperiostzellen wurden 15 Tage mit KO, OB-D und OB+D kultiviert. Die
Kalziumphosphatprézipitate wurden mit der Alizarin Rot-Farbung nachgewiesen.



3.1.2 Mikroskopische Mineralisierung der Kieferperiostzellen

Nach der Alizarin Rot Farbung wurde die Mineralisierung der Kieferperiostzellen auch
mikroskopisch betrachtet und dokumentiert. Fotografiert wurden pro Well jeweils drei
Bereiche, die eine starke, mittlere und leichte Farbung aufwiesen. In Abbildung 4 wird
exemplarisch die Fotodokumentation von Patient 18 dargestellt. Wie bei der
makroskopischen Betrachtung ist auch mikroskopisch mit KO keine Mineralisierung der
Kieferperiostzellen sichtbar. Bei Kultivierung mit OB-D im Vergleich zu OB+D ist in
Abbildung 4 in allen drei Regionen eine gleichmaRigere Mineralisierung durch die Rot

gefarbten Kalziumphosphatprazipitate ersichtlich.

Region 1

Region 2

Region 3

Abbildung 4: Mikroskop-Bilder Patient 18. Diese Abbildung zeigt exemplarisch die Mineralisation der
Kieferperiostzellen, die in vitro mit OB-D und OB+D differenziert wurden. Die Kieferperiostzellen wurden 15
Tage mit KO, OB-D und OB+D kultiviert. Die Kalziumphosphatprazipitate wurden mit der Alizarin Rot-
Farbung nachgewiesen. Region 1 zeigt stark geféarbte Bereiche, Region 2 mittel gefarbte Bereiche und
Region 3 schwach gefarbte Bereiche. Bei Patient 18 waren mit OB-D alle Bereiche ahnlich stark gefarbt.
Die Bilder wurden bei 4x Vergrof3erung aufgenommen (weif3e Balkenlange im Bild oben links entspricht 100

pum).
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3.1.3 Alizarin Rot Quantifizierung

Nach der Alizarin Rot-Farbung wurden die Kalziumphosphatprazipitate der ersten neun
Patienten photometrisch quantifiziert, da diese bei der Auswertung als erstes zur
Verfiigung standen (Abbildung 5). Die Daten wurden mit der Einfaktoriellen-ANOVA
verglichen. Hier wurde ein signifikanter Unterschied des Kultivierungsmediums (KO, OB-
D, OB+D) auf die Mineralisierung der Kieferperiostzellen deutlich [F(2,8)=25,86,
p<0.0001]. Der Vergleich mit dem Tukey Post-hoc-Test ergab, dass sowohl zwischen
der KO- und der OB-D-Gruppe (p < 0.0001), als auch zwischen der KO- und der OB+D-
Gruppe (p < 0.0022) ein signifikanter Unterschied besteht. Durch hohe Abweichungen
der Mineralisation zwischen den verschiedenen Spenderzellen ergibt der Vergleich mit
dem Post-hoc-Test keine statistische Signifikanz der Mineralisation zwischen OB-D und
OB+D. Dadurch sind die Unterschiede der Bedingungen zwischen OB+D und OB-D nicht
statistisch signifikant. Allerdings zeigten im Durchschnitt die Kieferperiostzellen, die mit
OB-D kultiviert wurden eine hohere Mineralisation (2.54 £ 0.46 mM) als diejenigen, die
mit OB+D (1.78 + 0.36 mM) kultiviert wurden.

Alizarinquantifizierung

T

*kkk

T

T

T

Alizarinkonzentration [mM]
'—\
|

o

| I

KO OB-D OB+D

Abbildung 5: Alizarinquantifizierung von Kieferperiostzellen, die fir 15 Tage mit KO, OB-D und OB+D
kultiviert wurden. Die Kalziumphosphatprazipitate wurden mit Alizarin Rot gefarbt. Der gebundene Farbstoff
wurde gel6ést und photometrisch quantifiziert. Die Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte wurden
berechnet und mithilfe der Einfaktoriellen-ANOVA verglichen (n=9, **=p<0,01, ****=p<0,0001). Abbildung
modifiziert nach (Umrath et al., 2022).
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Die Ergebnisse der Zellmineralisation deuten darauf hin, dass die Dexamethason-
Erganzung im osteogenen Medium keinen Mehrwert fir die Mineralisation der

Kieferperiostzellen bietet.

3.1.4 Expression osteogener Markergene durch
Kieferperiostzellen

Neben der Mineralisierungskapazitat wurde mittels gPCR die Genexpression
verschiedener osteogener Marker von den ersten sieben Patienten untersucht, da diese
Daten als erstes fur die Auswertung zur Verfiigung standen (siehe Abbildung 6,
Abbildung 7, Abbildung 8). Dadurch lassen sich die Einfliisse von Dexamethason bei der

Differenzierung von Kieferperiostzellen auf Genebene veranschaulichen.

Bei der Expression von osteogenen Markergenen wird die Tendenz sichtbar, dass

Kieferperiostzellen mit OB-D stérker osteogen differenzieren.
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Abbildung 6: Expression der osteogenen Markergene von Kieferperiostzellen, die 15 Tage mit KO, OB-D
und OB+D kultiviert wurden. Die errechneten Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte der mRNA
Kopienzahlen wurden auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und mithilfe der Einfaktoriellen-ANOVA
und ,, Tuckey’s multiple comparison test“ verglichen (n=7, *=p<0,05, **=p<0,001). Abbildung modifiziert nach
(Umrath et al., 2022).
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In Abbildung 6 und Tabelle 6 sieht man, dass die durchschnittliche Genexpression der
Kieferperiostzellen, die mit OB-D kultiviert wurden, bei allen getesteten Genen hoher ist.
Mit Ausnahme von OGN [F(2,6)=7,37, p=0,012] gibt es jedoch, durch die groRRen
Abweichungen zwischen den einzelnen Patienten, keine statistische Signifikanz
zwischen der OB-D- und OB+D Gruppe (p=0,0074).

Tabelle 6: Genexpression osteogener Marker durch Kieferperiostzellen, die mit KO, OB-D und OB+D
kultiviert wurden. Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte der mRNA-Kopienzahl wurden auf das
Haushaltsgen GAPDH (n=7) bezogen. Tabelle modifiziert nach (Umrath et al., 2022).

Osteogener Marker Verhéltnis der durchschnittlichen Genexpression + Standardfehler der

Mittelwerte [1/GAPDH]

KO OB-D OB+D
OPG 1.37E-01 + 4.78E-02 | 4.83E-02 + 1.44E-02 | 1.42E-02 + 2.68E-03
OPN 4.43E-05 + 1.18E-05 | 1.20E-04 + 4.63E-05 | 1.03E-04 + 3.42E-05
0OSX 1.21E-05 + 3.42E-06 | 6.78E-05 * 3.36E-05 | 4.37E-05 + 1.80E-05
Periostin 1.32E-02 + 7.22E-03 | 7.11E-02 + 3.48E-02 | 2.09E-02 + 9.75E-03
ALP 2.42E-02 + 6.30E-03 | 9.61E-02 + 1.34E-02 | 6.77E-02 + 1.46E-02
BSP2 6.28E-05 + 2.00E-05 | 3.08E-04 + 1.56E-04 | 1.05E-04 + 5.81E-05
COL1A1 3.75E-01 + 8.54E-02 | 6.12E-01 + 1.49E-01 | 1.46E-01 + 3.05E-02
OCN 3.47E-04 £ 9.49E-05 | 8.71E-04 + 1.59E-04 | 7.46E-04 + 1.10E-04
OGN 2.48E-02 + 1.05E-02 | 4.42E-02 + 9.34E-03 | 7.18E-03 + 1.83E-03
RUNX2 1.17E-02 £ 2.70E-03 | 1.67E-02 + 2.67E-03 | 1.17E-02 + 2.07E-03
SPARC (OSN) 6.44E-01 + 1.60E-01 | 6.78E-01 + 2.37E-01 | 3.23E-01 + 1.17E-01

3.1.5 Expression chondrogener und adipogener Markergene

Dexamethason gilt durch seinen pro-adipogenen Effekt auch als negativer Regulator der

Osteogenese. Da auch Einflisse von Dexamethason auf adipogene und chondrogene

Markergene beschrieben werden, wurde auch die Expression dieser Markergene mittels

gPCR untersucht.
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Abbildung 7: Expression der chondrogenen (COL2A1, COMP, SOX9) und adipogenen Markergene (PPAR-
y, LEP, LPL) von Kieferperiostzellen, die 15 Tage mit KO, OB-D und OB+D Kkultiviert wurden. Die
errechneten Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte der mRNA Kopienzahlen wurden auf das
Haushaltsgen GAPDH normalisiert und mithilfe der Einfaktoriellen-ANOVA und ,Tuckey’s multiple
comparison test“ verglichen (n=7, *=p<0,05, **=p<0,01). Abbildung modifiziert nach (Umrath et al., 2022).

In Abbildung 7 und Tabelle 7 sieht man, dass die Expression chondrogener Marker
(COL2A1, COMP und SOX9) mit OB-D hoher ist als mit OB+D. SOX9 gilt als Haupt-
Transkriptionsfaktor wahrend der Chondrogenese und wurde in der Gruppe ohne
Dexamethason mehr als dreimal so stark exprimiert als in der Gruppe mit Dexamethason
[F(2,6)=9,65, p=0,006]. Die stark erhdhte SOX9 Expression mit OB-D im Vergleich zu
OB+D ist statistisch signifikant (p=0.0103). Im Gegensatz dazu wurden die adipogenen
Marker (PPAR-y, LEP und LPL) wahrend der osteogenen Differenzierung mit OB+D
hdher exprimiert. Statistisch zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen OB-D und OB+D (p>0,05).
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Tabelle 7: Expression chondrogener (COL2A1, COMP und SOX9) und adipogener (LEP, LPL, PPAR-y)
Markergene von Kieferperiostzellen, die mit KO, OB-D und OB+D kultiviert wurden. Mittelwerte +
Standardfehler der Mittelwerte der mRNA Kopienzahlen wurden auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert
(n=7). Tabelle modifiziert nach (Umrath et al., 2022).

Verhaltnis der durchschnittlichen Genexpression + Standardfehler der Mittelwerte [1/GAPDH]
KO OB-D 0OB+D
COL2A1 4.90E-06 + 1.30E-06 | 1.30E-05 + 3.40E-06 | 8.30E-06 + 1.60E-06
COMP 7.40E-04 + 5.90E-04 | 5.70E-04 + 4.90E-04 | 2.60E-04 + 1.10E-04
SOX9 1.60E-03 + 2.90E-04 | 2.80E-03 + 4.80E-04 | 7.80E-04 + 9.30E-05
PPAR-y 1.10E-02 + 3.20E-03 | 3.10E-02 + 7.00E-03 | 4.00E-02 + 7.20E-03
LEP 9.10E-04 + 2.40E-04 | 3.20E-03 + 1.60E-03 | 1.20E-02 + 3.20E-03
LPL 2.80E-05 + 9.10E-06 | 4.30E-05 + 1.40E-05 | 7.40E-05 + 2.00E-05

3.2 Veranderungen der Zelladhasion

Die Mineralisierungskapazitat von Kieferperiostzellen, die mit OB-D kultiviert wurden,
zeigt eine leichte Verbesserung im Vergleich zu Kultivierung mit OB+D. Bei der
Zelladhasion hingegen sieht man bei Kultivierung mit OB-D haufiger eine insuffiziente

Zelladhasion bzw. Ablésung des Zellrasens im Randbereich der Wells.

Unter Haélfte aller Patienten
Zellablésungen im Randbereich der Wells (Siehe Abbildung 3 Patient 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10,
11, 15, 18, 20). Wir

Zusammensetzungen der extrazellularen Matrix zuriick, sodass diese im Folgenden

OB-D-Bedingungen sieht man bei ungefahr der

fuhrten diese Veranderung auf unterschiedliche

untersucht wurden.

3.2.1 Genexpression
Matrix

Im Zusammenhang mit extrazellularer

Die unterschiedliche Zelladhasion wahrend der osteogenen Differenzierung wird auch
bei der Expression extrazellularer Matrix Proteine ersichtlich (Abbildung 8 und Tabelle
8)
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Abbildung 8: Expression Extrazellularer Matrix Proteine von Kieferperiostzellen, die 15 Tage lang mit KO,

OB-D und OB+D kultiviert wurden. Die errechneten Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte der mRNA

Kopienzahlen wurden auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und mithilfe der Einfaktoriellen-ANOVA

und , Tuckey’'s multiple comparison test” verglichen (n=7, *=p<0,05, **=p<0,01). Abbildung modifiziert nach

(Umrath et al., 2022).

In Abbildung 8 sieht man, dass COL1Al1, COL1A2 und COL2A1 mit OB-D stéarker
exprimiert wurde als mit KO und OB+D. COL7Al1, COL8A1l, COL11A1 und TIMP4

hingegen wurde mit OB+D starker

exprimiert.

Die Expression von COL7A1

[F(2,6)=13,86, p=0,007] und TIMP4 [F(2,6)=42,67, p=0,001] ist mit OB+D im Vergleich
zu OB-D statistisch signifikant erhéht (COL7A1: p=0.0208; TIMP4: p=0,0017).
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Tabelle 8: Expression Extrazellularer Matrix Proteine von Kieferperiostzellen, die 15 Tage lang mit KO, OB-

D und OB+D kultiviert wurden. Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte der mRNA Kopienzahlen wurden

auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert (n=7). Tabelle modifiziert nach (Umrath et al., 2022).

Verhaltnis der durchschnittlichen Genexpression +

Standardfehler der Mittelwerte [1/GAPDH]

KO OB-D OB+D
COL1A1 3.75E-01 £ 8.54E-02 | 6.12E-01 + 1.49E-01 | 1.46E-01 + 3.05E-02
COL1A2 2.26E+00 + 2.72E-01 | 3.56E+00 = 9.96E-01 | 1.30E+00 + 2.84E-01
COL2A1 4.93E-06 + 1.34E-06 | 1.29E-05 + 3.44E-06 | 8.27E-06 = 1.58E-06
COL7A1 1.15E-03 £ 2.51E-04 | 1.60E-03 + 3.88E-04 | 6.01E-03 + 1.39E-03
COL8Al 1.07E-02 + 3.26E-03 | 1.93E-02 + 8.39E-03 | 3.13E-02 + 9.48E-03
COL10A1 5.81E-04 £ 2.42E-04 | 1.55E-03 + 5.07E-04 | 1.50E-03 £+ 9.33E-04
COL11A1 1.78E-02 £ 8.91E-03 | 1.58E-02 + 9.65E-03 | 3.19E-02 + 1.28E-02
COL12A1 5.38E-02 £ 1.40E-02 | 2.43E-02 + 5.42E-03 | 2.46E-02 £ 9.77E-03
TIMP4 1.80E-03 £ 4.24E-04 | 3.78E-03 = 7.28E-04 | 2.31E-02 + 3.44E-03

3.3 Einfluss von Dexamethason auf die parakrine
Proteinsekretion von Kieferperiostzellen

Die Kieferperiostzellen wurden 15 Tage mit KO, OB-D und OB+D kultiviert. An Tag 15
der osteogenen Differenzierung wurde jeweils von allen drei Kultivierungsbedingungen

ein Proteinprobeniberstand entnommen.

Mit Hilfe des Proteom Profilers wurde der Effekt von Dexamethason auf die parakrine

Proteinsekretion von Kieferperiostzellen untersucht.



3.3.1 Allgemeine Proteine

Osteopontin TIMP-1 TIMP-2
1.0 x 1.5+ 1.5+
(2] (%) [%)
= s £
© 0.8 © ES
5 T 10 % 10
o o 1.04 J— o 1.0+ -
7 0.6 2 2
5 L g g
2 0.4 a 2
I3 & 051 & 051
= 45 = £
2 = 2
o o a8
0.0- : 0.0- : 0.0- T
KO OB-D OB+D KO OB-D OB+D KO OB-D OB+D
TIMP-3
0.3
2]
E
E:s
o 0.2 L
>
&
:9
2
8 0.1
£
T
X
o
0.0-

KO OBD OB+D

Abbildung 9: Parakrine Sekretion allgemeiner Proteine von Kieferperiostzellen, die 15 Tage mit KO, OB-D
und OB+D kultiviert wurden. Es wurde die Proteinsekretion in den Uberstand der Zellkulturmedien mittels
Proteom Profiler untersucht. Die Pixelintensiaten der detektierten Signale wurden mit der ImageJ-Software
analysiert. Die Mittelwerte des Pixelintensiatsverhaltnisses + Standardfehler der Mittelwerte wurden durch
Normalisierung auf die internen Kontrollen berechnet und mithilfe der Einfaktoriellen-ANOVA und , Tuckey’s

multiple comparison test“ verglichen (n=3, *=p<0,05).

Osteopontin wurde mit OB-D und OB+D &hnlich sezerniert, allerdings deutlich geringer
als mit KO [F(2,2)=32,14, p=0,024]. Die geringere Sekretion mit OB+D im Vergleich zu
KO ist statistisch signifikant (p=0,0235).

Bei TIMP-1 sind keine nennenswerten Unterschiede zwischen den drei
Kulturbedingungen ersichtlich. TIMP-2 wurde sowohl mit OB-D als auch mit OB+D
ahnlich sezerniert, jedoch geringer als mit KO. TIMP-3 wurde im Durchschnitt mit OB-D

geringfugig haufiger sezerniert als mit KO und OB+D.
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Tabelle 9. Parakrine Sekretion allgemeiner Proteine von Kieferperiostzellen, die 15 Tage mit KO, OB-D und

OB+D kultiviert wurden. Die Mittelwerte des Pixelintensiatsverhaltnisses + Standardfehler der Mittelwerte

wurden durch Normalisierung auf die internen Kontrollen berechnet (n=3).

Mittelwerte des Pixelintensitatsverhaltnises + Standardfehler der

Mittelwerte

KO

OB-D

OoB+D

Osteopontin

7,85E-01 + 3,88E-02

4,98E-01 + 5,01E-02

5,04E-01 + 4,61E-02

TIMP-1 9,83E-01 + 2,18E-02 | 9,37E-01 + 3,14E-02 | 9,94E-01 + 4,09E-02
TIMP-2 1,13E+00 + 3,76E-02 | 9,25E-01 + 6,19E-02 | 9,44E-01 + 4,75E-02
TIMP-3 1,91E-01 + 5,18E-02 | 2,02E-01 + 1,45E-02 | 1,76E-01 * 3,53E-02

3.3.2 Nicht-hdmatopoetische Proteine

Im néchsten Schritt wurde mit Hilfe des Proteom Profilers der Effekt von OB-D und OB+D

im Vergleich zu KO auf die Expression nicht-h&matopoetischer Proteine untersucht.
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Abbildung 10: Parakrine Sekretion nicht-h&matopoetischer Proteine von Kieferperiostzellen, die 15 Tage mit

KO, OB-D und OB+D kultiviert wurden. Es wurde die Proteinsekretion in den Uberstand der Zellkulturmedien

mittels Proteom Profiler untersucht. Die Pixelintensiaten der detektierten Signale wurden mit der ImageJ-
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Software analysiert. Die Mittelwerte des Pixelintensiatsverhaltnisses + Standardfehler der Mittelwerte
wurden durch Normalisierung auf die internen Kontrollen berechnet und mithilfe der Einfaktoriellen-ANOVA

und ,, Tuckey’s multiple comparison test” verglichen (n=3, *=p<0,05).

BMPR-IB (Bone-Morphogenetic-Protein-Receptor-Type-1B) ist eine Serin/Threonin
Kinase, welche unter anderem die Differenzierung von Chondrozyten und Osteoblasten
positiv beeinflusst (Lavery et al., 2008). MCAM/CD146 und Periostin spielen unter
anderem eine wichtige Rolle bei der Zelladhasion (Ouhtit et al., 2009, Gillan et al., 2002).
In Abbildung 10 sieht man, dass die Proteinsekretion von BMPR-IB, MCAM und Periostin
durch OB-D und OB+D im Vergleich zu KO leicht, jedoch nicht signifikant, verringert ist.
Die Zugabe von Dexamethason an OB steigert die BMPR-IB, Periostin und MCAM-
Proteinlevel leicht, jedoch nicht signifikant. Notch-1 wurde sowohl mit OB-D als auch mit
OB+D deutlich starker sezerniert als mit KO, allerdings ohne statistische Signifikanz.
TIMP-4 wird durch OB-D im Vergleich zu KO leicht verringert sezerniert. Mit OB+D
hingegen ist die Sekretion von TIMP-4 deutlich erhoht [F(2,2)=31,3, p=0,02]. Die
gesteigerte Proteinsekretion mit OB+D im Vergleich zu OB-D ist statistisch signifikant
(p=0,048).

Tabelle 10: Parakrine Sekretion nicht-hAmatopoetischer Proteine von Kieferperiostzellen, die 15 Tage mit
KO, OB-D und OB+D kultiviert wurden. Die Mittelwerte des Pixelintensiatsverhaltnisses + Standardfehler
der Mittelwerte wurden durch Normalisierung auf die internen Kontrollen berechnet (n=3).

Mittelwerte des Pixelintensitatsverhaltnises + Standardfehler der
Mittelwerte

KO

OB-D

OB+D

BMPR-1B/ALK-6

3,86E-01 + 3,99E-02

2,73E-01 + 1,60E-02

3,38E-01 + 4,74E-02

MCAM/CD146

6,82E-01 + 2,53E-02

5,87E-01 + 4,62E-02

6,26E-01 + 3,89E-02

Notch-1

1,76E-01 + 1,06E-02

2,73E-01 + 8,68E-02

2,84E-01 + 1,04E-01

Periostin/OSF-2

3,72E-01 + 1,77E-02

2,17E-01 + 2,23E-02

2,51E-01 + 2,15E-02

TIMP-4

5,05E-01 + 2,06E-02

4,18E-01 * 3,43E-02

8,04E-01 + 7,60E-02
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4 Diskussion

Um den hohen Bedarf an Knochentransplantaten in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie zu decken, werden bis dato autologe Knochentransplantate
verwendet. Autologe Knochentransplantate gelten bis heute als Goldstandard zur
Rekonstruktion grof3erer Knochendefekte, obwohl sie verschiedene Nachteile wie die
Hebemorbiditdt mit sich bringen. Deshalb wird beim Knochen-TE bereits seit
Jahrzehnten mittels mesenchymalen Stammzellen an alternativen Knochenkonstrukten
zur  Rekonstruktion von Knochendefekten geforscht. Allerdings ist das
Translationspotenzial der in-vitro Ergebnisse zu in-vivo Studien beim Knochen-TE trotz
umfangreicher Forschung sehr gering. Deshalb missen die Protokolle der
Zellkulturbedingungen weiter untersucht werden. Dabei stellt insbesondere das

synthetische Glukokortikoid Dexamethason ein potenzielles Risiko dar.

Bereits 1985 wurde von Tenenbaum und Heersche beobachtetet, dass die
Dexamethason-Supplementierung die osteogene Differenzierung von Huhner-
Periostzellen in vitro stimuliert (Tenenbaum and Heersche, 1985). Seitdem wird
Dexamethason standardmaRig in Zellkulturmedien beigefligt, um die adipogene,
chondrogene und osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in vitro
zu stimulieren (Robert et al., 2020). Allerdings unterscheiden sich die Auswirkungen von

Dexamethason in vivo stark von denjenigen in vitro.

Wahrend Dexamethason in vitro die Osteogenese induzieren soll, birgt die
Glukokortikoidtherapie in vivo die Gefahr von schwerwiegenden Nebenwirkungen. Da
Glukokortikoide uber Glukokortikoidrezeptoren wirken, welche in jeder Korperzelle
vorhanden sind, ist der gesamte Organismus von den Auswirkungen der
Glukokortikoidtherapie betroffen. Es ist bereits bekannt, dass Glukokortikoide wie
Dexamethason paradoxerweise bei Patienten mit Glukokortikoid Therapie zur
Glukokortikoid induzierten Osteoporose mit Knochenverlust und erhéhtem Frakturrisiko
fihren (Lane, 2019). Dies deutet auch auf eine Reihe unerwiinschter Nebenwirkungen
von Dexamethason bei der osteogenen Differenzierung in vitro hin, welche die
experimentellen Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Da die Zellen in Zukunft auch in vivo
zur Anwendung kommen sollen, ist jetzt schon die osteogene Differenzierung in vitro

ohne Dexamethason wiinschenswert.
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Um zukinftig eine Genehmigung der Zellen fiir in vivo Studien zu bekommen, wurde
bereits die Eignung von hPL als xenogen-freie Alternative zu FBS fur die osteogene
Differenzierung von Kieferperiostzellen in vitro Uberprtft. Dabei wurde beobachtet, dass
mit hPL sowohl die Proliferationsrate der Kieferperiostzellen als auch die Anzahl der
mineralisierungsfahigen Osteoprogenitor-Zellen mit dem Oberflichenmarker MSCA-1
zunimmt. AuBerdem war mit hPL-Kultivierung das Mineralisationspotenzial der
Kieferperiostzellen der FBS-Kultivierung tberlegen und Dexamethason war haufig fur
eine starke Mineralisierung nicht notwendig, wenn hPL anstatt FBS verwendet wurde
(Wanner et al., 2017). Aus diesem Grund konnten wir die osteogene Differenzierung mit
und ohne Dexamethason bei verbesserten hPL-Zellkulturbedingungen vergleichen. In
dieser Arbeit sollen die Einflisse von Dexamethason auf die Mineralisationskapazitat
und Genexpression von Kieferperiostzellen untersucht werden. Aul3erdem sollen die
Auswirkungen von Dexamethason auf die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix

und die parakrine Sekretion von Kieferperiostzellen analysiert werden.

Durch die verschiedenen Versuche in dieser Arbeit wird ersichtlich, dass Dexamethason
auch bei verbesserten hPL-Zellkulturbedingungen in vitro vielféltige Einflisse auf das
Verhalten periostaler Stammzellen hat. Die Dexamethason-Ergadnzung zeigt in vitro
Auswirkungen auf das Verhalten periostaler Stammzellen bei allen untersuchten
Aspekten  (Mineralisierungskapazitdt, Genexpression, Zusammensetzung der

extrazellularen Matrix und parakrine Proteinsekretion).

4.1 Osteogene Differenzierung mit und ohne
Dexamethason

Da sich die Mineralisierungskapazitat der Kieferperiostzellen zwischen den einzelnen
Patienten teilweise deutlich unterscheidet, wurde eine gréRere Anzahl an
Patientenzellen in die Studie einbezogen (siehe Abbildung 3).

Der genaue Grund fir die Variabilitdt der Mineralisierungskapazitat zwischen den
Patienten ist unklar. Eventuell haben die unterschiedlichen Enthahmeregionen sowie die
allgemeine gesundheitliche Situation der Patienten (z.B.: unbekannte Vorerkrankungen,
Medikation und Immunsystem) Einflisse auf die Mineralisierungskapazitat. Denkbar
sind auch Auswirkungen durch unterschiedliche Zustande bei der Entnahmeregion (z.B.

Entziindungen oder vorherige Operationen) (Bilkay et al., 2008, Srisa-Art et al., 2009).
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Auch das Patientenalter kann das Mineralisationspotenzial der Kieferperiostzellen
beeinflussen. Auf der einen Seite sind Effekte des Patientenalters unwahrscheinlich, da
periostale Stammzellen von alteren Patienten vergleichbare Eigenschaften mit denen
von jungeren Patienten haben (De Bari et al.,, 2006, Lim et al., 2005). Dies hangt
mdglicherweise mit der Stabilitat der Telomere zusammen. In vitro Untersuchungen
haben ergeben, dass nach 24 Populationsverdopplungen die Telomerldnge und
Telomerase-Aktivitat ahnlich zu den elterlichen Bestanden ist (Ferretti and Mattioli-
Belmonte, 2014). Auf der anderen Seite steigt wie bei allen Kdrperzellen auch bei
Stammzellen mit zunehmendem Alter das Risiko von Genmutationen. Neben
verschiedenen endogenen Faktoren (z.B. Replikationsfehler oder reaktiven
Sauerstoffspezies) konnen auch exogene Faktoren (z.B. elektromagnetische Strahlung
oder chemische Mutagene wie Kohlenwasserstoffe im Tabakrauch) Veranderungen der
DNA-Struktur hervorrufen (Al Zouabi and Bardin, 2020).

Interessanterweise ist die Mineralisierungskapazitat der Kieferperiostzellen ohne
Dexamethason (OB-D) starker als mit Dexamethason (OB+D) (siehe Abbildung 5).
Dieses Ergebnis stimmt mit der Arbeit von Wanner et al. (2017) Uberein, wo
Dexamethason bei vier von flnf Patienten fiir eine starke Mineralisation nicht notwendig
war. Diese Ergebnisse wurden auch bei der Untersuchung der 11 osteogenen
Markergene bestatigt (siehe Abbildung 6), wobei ohne Dexamethason (OB-D) die
Expression bei allen osteogenen Markergenen hoher ist als mit Dexamethason (OB+D).
Dies wird besonders bei Periostin, BSP2, COL1A1, OGN und SPARC deutlich, wobei
der Trend auch in geringerem Umfang bei allen anderen osteogenen Markergenen
auffallt. Aufgrund der hohen Variabilitat der Patienten musste dieser Versuch mit mehr
Patienten wiederholt werden, um diesen Trend zu bestatigen. Diese ersten Ergebnisse
koénnten darauf hindeuten, dass zukiinftig auf die Dexamethason-Supplementierung bei

der osteogenen Differenzierung mit hPL verzichtet werden kann.

4.2 Expression osteogener Markergene

Bei der Expression osteogener Markergene wurde besonders OGN (Osteoglycin) bei
Kultivierung mit OB-D im Vergleich zu OB+D statistisch signifikant erhdht exprimiert
(Abbildung 6). OGN st ein ubiquitar vorkommender Bestandteil der extrazellularen

Matrix. Es ist an der Regulierung vieler biologischer Prozesse beteiligt. OGN bindet an
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Kollagen und steigert die Kollagen-Quervernetzung. AuBBerdem erhdéht OGN die
Expression von ALP, Kollagen-1 und [3-Catenin in Osteoblasten, was wiederum die
Osteoblastendifferenzierung und Knochenentwicklung steigert (Deckx et al., 2016). Es
wurde bereits beschrieben, dass OGN auch bei der senilen Osteoporose vermindert
exprimiert wird (Chen et al., 2017) und dass die Dexamethason Langzeittherapie in vivo

haufig zur Glukokortikoid induzierten Osteoporose fuhrt (Li et al., 2013, Lane, 2019).

Einige der untersuchten osteogenen Markergene wurden durch die Dexamethason-
Erganzung (OB+D) im Vergleich zu KO sogar herunterreguliert (OPG, OGN, COL1A1,
SPARC). Dies wird besonders bei OPG (Osteoprotegerin) deutlich, wobei hier die stark
verminderte Expression mit OB+D im Vergleich zu KO auffallt. OPG ist ein Lockrezeptor
fir RANKL (Receptor-Activator-of-NF-kB-Ligand). Die Bindung von OPG an RANKL
blockiert die Interaktion von RANKL mit seinem Rezeptor RANK. Dadurch hemmt OPG
die Osteoklasten-Aktivierung und férdert die Osteoklasten-Apoptose (Luan et al., 2012).

4.3 Expression chondrogener und adipogener
Markergene

Bei der weiteren Untersuchung der chondrogenen und adipogenen Markergene
wahrend der osteogenen Differenzierung fallt auf, dass alle chondrogenen Markergene
(COL2A1, COMP und SOX9) mit OB-D im Vergleich zu OB+D stérker exprimiert wurden
(Abbildung 7). Besonders ausgepragt ist dies bei der Expression von SOX9. SOX9
wurde in der Gruppe ohne Dexamethason mehr als dreimal so stark exprimiert als in der
Gruppe mit Dexamethason. Die erhghte Expression von SOX9 mit OB-D im Vergleich
zu OB+D ist statistisch signifikant.

SOX9 ist ein Transkriptionsfaktor und spielt eine wichtige Rolle bei der chondrogenen
Differenzierung und der Skelettentwicklung. Fir die Differenzierung von Osteoblasten ist
hingegen eine SOX9 Hemmung notwendig (Lefebvre et al., 2019). Auf der anderen Seite
steht eine hdhere Expression chondrogener Marker im Einklang mit der engen
Verknipfung von Chondrogenese und Osteogenese bei der chondralen Ossifikation.
Neuere Studien haben gezeigt, dass die Chondrogenese und die Osteogenese ein
kontinuierlicher biologischer Prozess sind. Dabei kommt es bei der chondralen
Ossifikation postnatal zur direkten Umwandlung von Chondrozyten in Knochenzellen

(Jing et al., 2017). Die erhdhte Expression chondrogener Marker ohne Dexamethason
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deutet ferner darauf hin, dass chondrogene Differenzierungsprotokolle, die derzeit auch
eine Dexamethason-Erganzung beinhalten, ebenfalls durch das Weglassen von

Dexamethason verbessert werden konnten.

Bei den adipogenen Markergenen (PPAR-y, LEP und LPL) hingegen ist die Expression
mit OB+D im Vergleich zu OB-D erhéht (siehe Abbildung 7). Li et al. fanden in diesem
Zusammenhang heraus, dass Dexamethason die osteogene Differenzierung von
Stammzellen in Richtung Adipozyten verschiebt (Li et al., 2013, Lane, 2019). Die erhdhte
Expression der adipogenen Markergene durch Dexamethason in Abbildung 7 deutet
ebenfalls auf eine Verschiebung der Differenzierung in Richtung Adipozyten hin. Im
Gegensatz zur chondrogenen Differenzierung ist die adipogene Differenzierung dafir
bekannt, osteogenen Signalwegen entgegenzuwirken (Chen et al., 2016). Die
adipogene und osteogene Differenzierung von MSCs wird von einer Vielzahl von
Signalwegen reguliert, wobei die Signalkaskaden im Wesentlichen auf die zwei
Schlusseltranskriptionsfaktoren PPAR-y und Runx2 konvergieren (Tang and Lane,
2012). PPAR-y wird als Haupttranskriptionsfaktor der adipogenen Differenzierung
(Lefterova et al.,, 2008) und Runx2 als Haupttranskriptionsfaktor der osteogenen
Differenzierung angesehen (Langenbach and Handschel, 2013). Typischerweise geht
die erhéhte Expression eines Transkriptionsfaktors mit einer Herunterregulierung des
anderen einher (James, 2013). Folglich konnte die erhdhte Expression von adipogenen
Markergenen durch Dexamethason die schwéchere Mineralisierung und Expression

osteogener Markergene erklaren.

4.4 Genexpression im Zusammenhang mit
extrazellularer Matrix

Bei der osteogenen Differenzierung der Kieferperiostzellen ohne Dexamethason wurde
bei etwa der Halfte aller untersuchten Patientenzellen eine Ablésung des Zellrasens im
Randbereich der Wells beobachtet (siehe Abbildung 3, Patient 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11,
15, 18, 20). Bei der Kultivierung mit Dexamethason hingegen konnte eine Ablésung der
Zellen im Randbereich bei keinem Patienten beobachtet werden.

Als mogliche Ursache fiir die unterschiedliche Zelladh&dsion vermuteten wir eine
Verédnderung der extrazellularen Matrix durch Dexamethason. Diese Hypothese wurde

durch die Analyse der Expression von Genen, die an der extrazellularen Matrix beteiligt
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sind, Uberprift. Dabei fallt auf, dass die Expression von COL1A1, COL1A2 und COL2A1
ohne Dexamethason hoher ist als mit Dexamethason (siehe Abbildung 8). Die Kollagene
sind eine groRRe Proteinfamilie, die bisher tber 20 verschiedene Kollagentypen umfasst.
Sie sind das Hauptstrukturelement aller Bindegewebe und die am haufigsten
vorkommenden Proteine in der extrazellularen Matrix. Kollagene dienen im Kérper zum
Grof3teil der Aufrechterhaltung der strukturellen Integritat von Geweben (Gelse et al.,
2003). Beim Knochen sind besonders COL1A1 und COL1A2 wichtig, da sie mit rund
90% den Grofteil der organischen Knochenmatrix ausmachen (Clarke, 2008). Mit
Dexamethason scheint die Expression von COL1Al1, COL1A2 und COL2Al
runterreguliert. COL1Al1, COL1A2 und COL2A1 sind der Hauptbestandteil von
Kollagenfibrillen (Brodsky and Persikov, 2005) und spielen dadurch eine wichtige Rolle
bei der Biegefestigkeit des Knochens. Deshalb deutet die erhdhte Expression von
COL1A1, COL1A2 und COL2A1 ohne Dexamethason auf einen Benefit fir die
organische Knochenmatrix beim Knochen-TE. Im Gegensatz dazu wurden andere
Kollagentypen (COL7A1, COL8AL und COL11A1) durch Dexamethason hochreguliert.
Besonders deutlich wird dies durch die statistische Signifikanz zwischen OB-D und
OB+D bei COL7AL. COL7A1 ist die Hauptkomponente von Verankerungsfibrillen und
befindet sich an der Grenzflache zwischen Epithel und Mesenchym. Hier fungiert es in
der Haut und Mundschleimhaut als wichtiges Adhasionsprotein (Chung and Uitto, 2010).
Bei der rezessiven dystrophischen Epidermolysis bullosa besteht durch Mutationen im
COL7A1-Gen ein COL7Al1 Mangel. Dadurch ist die Stabilitat der Haut stark
beeintrachtigt und es kommt zur wiederkehrenden Blasenbildung der Haut und
Schleimhaut (Jackow et al., 2016, Chen et al., 2002). Dies kénnte ein weiterer Grund fur
die verringerte Zelladhasion der Kieferperiostzellen bei der osteogenen Differenzierung
ohne Dexamethason darstellen.

COL11A1 wird neben vielen anderen Geweben auch im Knochen exprimiert. In einer
aktuellen Studie wurde gezeigt, dass COL11A1 die Osteoblastenreifung beeinflusst. Die
Osteoblastenreifung wurde durch COL11A1 gehemmt und in Abwesenheit von
COL11A1 beschleunigt (Hafez et al., 2015). Bei der osteogenen Differenzierung der
Kieferperiostzellen mit Dexamethason kam es zu einer Hochregulierung von COL11A1
(Abbildung 8). Dies deutet darauf hin, dass die Osteoblastenreifung durch

Dexamethason gehemmt wird.
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Neben den Auswirkungen von Dexamethason auf die Expression von verschiedenen
Kollagenen wurden auch die TIMP4 Expression untersucht. TIMPs (Tissue inhibitors of
metalloproteinases) sind natlrliche Inhibitoren der Matrix Metalloproteinasen (MMPs),
welche am Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt sind. Dadurch haben sie wichtige
regulatorische Einfliisse beim Umsatz der extrazellularen Matrix, beim Gewebeumbau
und beim Zellverhalten. Auerdem modulieren sie die Angiogenese, die Zellproliferation
und die Apoptose (Cabral-Pacheco et al.,, 2020). Die TIMP4 Expression der
Kieferperiostzellen wurde durch Dexamethason statistisch signifikant hochreguliert
(Abbildung 8). Die normale MMP-Aktivitat ist wichtig beim Knochenumbau und beim
Erhalt der Knochen- und Knorpelgesundheit. Die Hemmung des MMP-Gens hingegen
kann den Knochenumbau beeintrachtigen und zu diversen Knochenpathologien (z.B.
Osteolysen und Stoffwechselanomalien wie Wachstumsverzégerung) fihren. Diese
Einfluisse der MMPs werden durch TIMPs und diverse weitere Proteine beeinflusst
(Hardy and Fernandez-Patron, 2020). Dies lasst darauf schlieRen, dass die erhohte
TIMP-4 Expression durch Dexamethason (Abbildung 8) vermehrt MMPs inhibiert und
somit durch Dexamethason die Tendenz fur die Entstehung von Knochenpathologien

steigt.

4.5 Einfluss von Dexamethason auf die parakrine
Proteinsekretion von Kieferperiostzellen

Bei weiteren Untersuchungen wurden neben den Einflissen von Dexamethason auf die
Genexpression mit Hilfe des Proteom Profilers auch die Auswirkungen von
Dexamethason auf die parakrine Proteinsekretion untersucht. Dafiir wurde von allen drei
Kulturbedingungen (KO, OB-D und OB+D) an Tag 15 der osteogenen Differenzierung

von Kieferperiostzellen eine Probe des Proteiniiberstandes entnommen.

Die parakrine Proteinsekretion der Kieferperiostzellen von Osteopontin (OPN) und
TIMP-2 ist sowohl mit OB-D als auch mit OB+D im Vergleich zu KO verringert. Zwischen
OB-D und OB+D ist dabei kein Unterschied erkennbar. Es liegen Berichte vor, dass
sowohl Osteopontin als auch TIMP-1 und TIMP-2 die Knochenresorption durch
Osteoklasten stimulieren (Singh et al., 2018, Shibutani et al., 1999). Die Differenz
zwischen KO und OB+D war bei OPN statistisch signifikant (Abbildung 9). OPN ist ein

wichtiges nicht-kollagenes Knochenprotein, das fest an Hydroxylapatit bindet. Es bildet
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einen wesentlichen Bestandteil der mineralisierten Knochenmatrix (Kaartinen et al.,
1999). OPN wirkt als sezerniertes Protein und hat wichtige Einflisse auf den
Knochenmetabolismus. Es ist an der Proliferation, Migration und Adhasion von MSCs,
Osteoblasten und Osteoklasten beteiligt (Si et al.,, 2020). OPN tragt auch zum
Knochenumbau bei, indem es die Osteoklastogenese und Osteoklastenaktivitat fordert.
AuBerdem hat OPN eine regulatorische Wirkung auf das Wachstum von
Hydroxylapatitkristallen und hemmt die Mineralisierung von Osteoblastenkulturen (Singh
et al., 2018). Somit deutet die verringerte OPN-Sekretion sowohl mit als auch ohne
Dexamethason (Abbildung 9) darauf hin, dass auch ohne Dexamethason im Hinblick auf
die OPN-Wirkung keine negativen Auswirkungen auf den Knochenumbau und die

Mineralisierung entstehen.

Bei der Untersuchung der nicht-hdmatopoetischen Proteine ist die Sekretion von BMPR-
IB, MCAM und Periostin mit OB-D und OB+D im Vergleich zur Kontrolle jeweils
verringert, allerdings jeweils ohne statistische Signifikanz. Bei allen drei Proteinen ist die
Sekretion mit OB-D jeweils geringfligig niedriger als mit OB+D (Abbildung 10).

Zu BMPR-IB (Bone-Morphogenetic-Protein-Receptor-Type-IB) gibt es bereits viele
Studien, die darauf hinweisen, dass es neben weiteren BMP-Typ-I-Rezeptoren fiir die
Signaltransduktion verantwortlich ist, um die Chondrogenese herbeizufihren (Kaps et
al., 2004). AuRRerdem ist es auch an der Differenzierung von Osteoblasten und der
Knochenbildung beteiligt (Lin et al., 2016). MCAM/CD146 (Melanoma-Cell-Adhesion-
Molecule) und Periostin spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei der Zelladhasion
(Ouhtit et al., 2009, Gillan et al., 2002). Dies kbnnte eine weitere Ursache fir die teilweise
insuffiziente Zelladhasion der Kieferperiostzellen im Randbereich der Wells mit OB-D

sein.

Bei der Untersuchung von Notch-1 war die Sekretion sowohl mit OB-D als auch mit
OB+D im Vergleich zu KO erhoht. Notch-1 ist ein Rezeptor, der in vielen Organsystemen
exprimiert wird. Die Notch-Rezeptoren 1-4 spielen eine wichtige Rolle bei der
Entscheidung lber das Zellschicksal, indem sie die Zellproliferation, Differenzierung und
Apoptose koordinieren. Im Knochen steuern Notch-Rezeptoren den Umbau und die
Regeneration. Dafur besitzen sie wichtige Funktionen wie die
Osteoblastendifferenzierung, Matrixmineralisierung und Osteoklastenrekrutierung

(Ballhause et al., 2021). Somit deutet die vergleichbare Notch-1 Sekretion mit und ohne
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Dexamethason darauf hin, dass bei der osteogenen Differenzierung der
Kieferperiostzellen Dexamethason fir die Osteoblastendifferenzierung und

Matrixmineralisierung scheinbar keinen wesentlichen Vorteil bringt.

Das Ergebnis der parakrinen TIMP-4 Sekretion stimmt ndherungsweise mit dem
Ergebnis der TIMP-4 Expression in Abbildung 8 Uberein. Sowohl auf RNA-Ebene als
auch auf Ebene der parakrinen Sekretion sind die TIMP-4 Ergebnisse mit OB+D im
Vergleich zu OB-D statistisch signifikant erhoht. Dies suggeriert, dass Dexamethason
Uber die TMIP-4-Induktion die MMP-Aktivitat verringern und in weiterer Folge die
Entstehung von diversen Knochenpathologien beglnstigen kann (siehe 4.4

Genexpression im Zusammenhang mit extrazellularer Matrix).

Bei der Untersuchung der parakrinen Sekretion wird der Trend deutlich, dass
Dexamethason die Sekretion der untersuchten Proteine und deren Einflisse auf den
Knochenstoffwechsel nicht verbessert. Um die Tendenz dieser Ergebnisse zu
bestatigen, muissen weitere Untersuchungen mit einer gréReren Patientenanzahl

durchgefuhrt werden.

4.6 Limitationen

Eine Einschrankung bei den gPCR-Untersuchungen in dieser Arbeit ist, dass Proteine
auf RNA-Ebene und nicht auf Proteinebene untersucht wurden. Die mRNA enthélt zwar
die Information fur die Synthese der Proteine, aber es kann bei der Umwandlung zu den
Proteinen zu Abweichungen kommen. Bei der Proteinbiosynthese gelangt nach der
Transkription und Prozessierung die mRNA vom Zellkern ins Zytoplasma. Dort wird die
MRNA von den Ribosomen als Vorlage zur Synthese der Proteine genutzt (Translation).
Die Translation kann durch verschiedene Hemmstoffe vermindert werden und durch
Phosphorylierung oder Dephosphorylierung des Initiationsfaktors reguliert werden. Viele
Proteine missen wahrend oder nach der Translation durch vielfaltige biochemische
Prozesse modifiziert werden (co- oder posttranslationale Modifikationen), damit sie eine
Funktion ausfihren konnen (Rassow et al., 2015). Insgesamt spielen bei der
Funktionsfahigkeit eines Proteins eine Vielzahl an Einflissen eine Rolle, wobei es auch
noch einige unbekannte Mechanismen gibt, die fir ein besseres Verstandnis erforscht

werden mussen. Zur Analyse der tatsachlich exprimierten Menge an funktionsfahigen
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Proteinen misste man die Proteine mittels Western Blot oder Immunfluoreszenz

untersuchen.

AulBerdem ist die Halbwertszeit der kodierenden RNA sehr kurz und liegt bei
Eukaryonten zwischen 10 Minuten und 10 Stunden (Rassow et al.,, 2015).
Dementsprechend kann es je nach Zeitpunkt der RNA-Extraktion zu erheblichen
Abweichungen der gemessenen RNA-Menge kommen. Durch die ausgepragten
Schwankungen der Genexpression im zeitlichen Verlauf misste man die Genexpression

in engmaschigen zeitlichen Abstanden analysieren.

Eine weitere Einschrankung wird bei der Betrachtung der Mineralisierungskapazitat
ersichtlich. Es besteht eine hohe Mineralisierungsvariabilitat der Kieferperiostzellen von
unterschiedlichen Patienten. Hinzu kommt, dass die isolierten Kieferperiostzellen der
verschiedenen Patienten eine heterogene Population darstellen und nicht alle
Kieferperiostzellen in vitro mineralisieren kénnen. AuRerdem kdnnen Einflisse durch
unbekannte Erkrankungen oder Genmutation nicht ausgeschlossen werden. Um ein
gleichmaRigeres Mineralisierungspotenzial der Kieferperiostzellen zu erreichen,
missten a priori mithilfe von speziellen Markern die mineralisierungsfahigen
Osteoprogenitor-Zellen aus der heterogenen Zellpopulation separiert werden. Mithilfe
der FACS (Fluorescence-Activated-Cell-Sorting) -Analyse wurde bereits festgestellt,
dass die Expression des Oberflachenmarkers MSCA-1 bei mineralisierungsfahigen
Kieferperiostzellen  hoher ist als bei den nicht-mineralisierungsfahigen
Kieferperiostzellen. Deshalb stellt die Zellfraktion mit MSCA-1 Oberflachenmarker
wahrscheinlich die mineralisierungsfahigen Osteoprogenitor-Zellen dar (Alexander et al.,
2010).

Das langfristige Ziel, Knochenkonstrukte mithilfe von Stammzellen in vitro herzustellen,
die anschlieRend bei Patienten implantiert werden kénnen, bedarf noch viele weitere
Untersuchungen. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die aktuellen in vitro
Differenzierungsprotokolle auf Basis von Dexamethason kein gutes Modell darstellen
und weitere Forschung auf diesem Gebiet erforderlich ist. Durch die Untersuchungen in
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Verwendung von hPL Dexamethason fur
die osteogene Differenzierung von periostalen Stammzellen nicht benétigt wird. Die

Mineralisierungskapazitat der Kieferperiostzellen, die ohne Dexamethason differenziert
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wurden, war im Vergleich zur Dexamethason-Supplementierung ebenbirtig und im
Durchschnitt sogar leicht Uberlegen. Auferdem konnte gezeigt werden, dass
Dexamethason auch in vitro weitreichende Auswirkungen auf die Genexpression, die
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix sowie die parakrine Proteinsekretion von
Kieferperiostzellen hat und Dexamethason haufig keinen Benefit bringt. Dadurch wird
ersichtlich, wie Dexamethason die Ergebnisse von bisherigen in vitro Studien
beeinflussen kann und dass die standardmafige Dexamethason-Supplementierung bei

in vitro Studien zukinftig kritischer evaluiert werden sollte.
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5 Zusammenfassung

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie werden bis heute bei ausgedehnten
Knochendefekten vorzugsweise autologe Knochentransplantate verwendet, obwonhl
diese mit diversen Nachteilen behaftet sind. Deshalb wird beim Bone Tissue Engineering
bereits seit einigen Jahren mittels Stammzellen an alternativen Knochenkonstrukten
geforscht. Als Stammzellquelle haben sich dafir periostale Stammzellen als besonders
geeignet erwiesen. Zur osteogenen Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen
wird standardmaflig Dexamethason verwendet. In vivo fuhren Glukokortikoide wie
Dexamethason jedoch zu zahlreichen Nebenwirkungen. Um mogliche unerwinschte
Nebenwirkungen von Dexamethason in vitro zu vermeiden und da die Zellen in Zukunft
auch in vivo zur Anwendung kommen sollen, ist jetzt schon die osteogene
Differenzierung ohne Dexamethason winschenswert. Es wurde bereits gezeigt, dass
Dexamethason fir die osteogene Differenzierung periostaler Stammzellen nicht mehr
bendtigt wird, wenn humanes Plattchenlysat (hPL) anstatt fetalem Kéalberserum (FCS)
verwendet wird. Dadurch sind die Kulturbedingungen bereits viel ndher an der
natirlichen Situation in vivo und es konnte die osteogene Differenzierung mit und ohne
Dexamethason verglichen werden. Das Ziel dieser Arbeit war, die Einflisse von
Dexamethason auf die Mineralisation, Genexpression und Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix sowie auf die parakrine Sekretion von Kieferperiostzellen zu

untersuchen.

Die periostalen Stammzellen in dieser Arbeit wurden aus kleinen Kieferperioststiicken
von 20 Patienten isoliert und mit hPL-Medium kultiviert. Um die osteogene
Differenzierung einzuleiten, wurden die Kieferperiostzellen fir 15 Tage mit
Osteoblastenmedium ohne Dexamethason (OB-D), Osteoblastenmedium mit
Dexamethason (OB+D) und Kontrollmedium (KO) Kkultiviert. Zur Beurteilung der
Mineralisierungskapazitat erfolgte nach 15 Tagen die Alizarin Rot-Farbung und
Quantifizierung. Mithilfe der gPCR wurde die Expression verschiedener Gene
untersucht. AuRerdem wurde die parakrine Proteinsekretion der Kieferperiostzellen mit

dem Proteom Profiler analysiert.

Zusammenfassend liefert die Arbeit Belege daflr, dass die aktuellen

Differenzierungsprotokolle in vitro auf Basis von Dexamethason kritisch evaluiert werden
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sollten. Durch die Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die osteogene
Differenzierung periostaler Stammzellen bei Verwendung von hPL nicht von
Dexamethason abhéngig ist. Die Ergebnisse zeigen, dass die Mineralisierungskapazitat
der Kieferperiostzellen, die ohne Dexamethason differenziert wurden, nicht verringert ist
und stattdessen sogar die osteogene Differenzierung geringfiigig verbessert wurde.
AulRerdem wird ersichtlich, dass der Zusatz von Dexamethason bei der osteogenen
Differenzierung periostaler Stammzellen weitreichende Einfliisse bei allen untersuchten
Aspekten  (Mineralisierungskapazitat, Genexpression, Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix und parakrine Proteinsekretion) hat. Die erhdhte Expression der
chondrogenen Markergene ohne Dexamethason und die vermehrte Expression der
adipogenen Markergene mit Dexamethason weisen darauf hin, dass Dexamethason die
osteogene Differenzierung negativ beeinflusst. Deshalb miissen die Auswirkungen von
Dexamethason auf den Phanotyp und das Verhalten von Zellen bei der Bewertung der
Ergebnisse von in vitro Studien beriicksichtigt werden.

Da durch die Abwesenheit von Dexamethason keine negativen Auswirkungen
beobachtet werden konnten, sollte die standardméaflige Dexamethasonergénzung bei
der Zellkultivierung kritisch evaluiert und eine Kultivierung ohne Dexamethason in

Betracht gezogen werden.
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