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1. Zusammenfassung

Das Bone remodeling — ein kontinuierlicher Umbauprozess im adulten Knochen — ist
wichtiger Bestandteil der physiologischen Knochenvorgange und dient unter anderem der
Anpassung der Knochenstruktur an veranderte Belastungsverhaltnisse sowie der
Aufrechterhaltung der Knochenhomdostase. Es ist ein hoch komplexer Prozess, der in der
Basic matabolic unit (BMU) stattfindet und an welchem verschiedene Zellen des Knochens,
unter anderem Osteoblasten, beteiligt sind. Die Migration von Osteoblasten in der BMU ist
ein wichtiger Vorgang wahrend des Bone remodeling. Fur ein besseres Verstandnis von
physiologischen und pathologischen Entwicklungen in diesem Prozess sind weitere
Erkenntnisse zum Bewegungsverhalten von Osteoblasten essenziell. Die aktuell gangigen
in vitro und in vivo Untersuchungsmodelle zur Migration von Knochenzellen sind nicht
ausreichend geeignet, um insbesondere die ossére Oberflache als Einflussfaktor auf das
Migrationsverhalten von Osteoblasten zu untersuchen. Ziel dieser Arbeit war es daher,
Farbstoffe zweier Fluoreszenzfarbstoffklassen auf ihre Anwendbarkeit in einem neuen in
vitro Modell zur Visualisierung und Analyse der Migration von osteoblastischen Zellen auf
planen ossaren Oberflachen unterschiedlichen Mineralisationsgrades hin zu evaluieren.

Zu diesem Zweck wurden primare humane Osteoblasten und MG-63 Zellen mit
verschiedenen Farbstoffen und Konzentrationen zweier Fluoreszenzfarbstoffklassen,
CellTracker™ und Qtracker®, gefarbt und die Effizienz und Toxizitat der Faroungen mittels
Mikroskopie und WST-1 Test ermittelt. Eine QRT-PCR untersuchte den Einfluss geeigneter
Label auf die relative Genexpression der osteoblastischen Zellen und die Méglichkeit einer
molekularen Toxizitat. Hierfir wurden insgesamt vier fir reife Osteoblasten
charakteristische Gene wie Kollagen Typ1 A1 und Osteokalzin analysiert. Um die
Proliferationsbestandigkeit der Zellen zu untersuchen, wurde der Verlust der Label und die
Anzahl der Zellen in Kultur Ober die Zeit mikroskopisch dokumentiert und quantifiziert.
Durch die Mikroskopie gefarbter Zellen auf mineralisierten und demineralisierten planaren
ossaren Oberflachen wurden die Label auf ihre Anwendung im skizzierten in vitro Modell

evaluiert.

Die osteoblastischen Zellen lieBen sich mit beiden Farbstoffklassen farben und
mikroskopisch darstellen. Die Farbstoffe zeigten dabei die flr sie typischen Farbemuster.
Fir primare humane Osteoblasten zeigte sich insgesamt eine konzentrationsabhangige
Toxizitat der CellTracker™ (R2pnsgesamt= 0,26+0,06) und Qtracker® (R?nsgesamt=0,62+0,1), fiir
MG-63 Zellen hingegen nicht. Auf Grund der schlechteren Farbeeffizienz in der visuell-
mikroskopischen Analyse und der signifikanten Toxizitat ergaben sich fir die Qtracker®

weniger geeignete Label als fur die CellTracker™. In der Farbstoffklasse der CellTracker™
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empfahl sich insbesondere CT rot durch ein kraftiges Fluoreszenzsignal, eine sehr gute
Darstellung der Zellen und einen geringen Anteil an Hintergrundfluoreszenz. Von den
geeigneten Labeln zeigte CT rot 0,1uM keine, CT rot 10uM bei maximal 25% und CT blau
10uM bei mindestens 25% der in der QRT-PCR bestimmten Marker eine signifikante
Reduktion der relativen Genexpression. Den Ergebnissen zur Folge scheint es daher,
neben der klassischen zellularen Toxizitat, auch eine molekulare Toxizitat der Farbstoffe zu
geben. Interessanterweise wurden auch signifikante Steigerungen der relativen
Genexpression in gefarbten Zellen nachgewiesen. Eine Erkléarung hierfir fand sich in der
vorliegenden Studie nicht.

Die Visualisierung von osteoblastischen Zellen mit CT blau 10uM und CT rot 0,1uM war
durchschnittlich 5,5£0,5 Tage mdglich. CT rot 10uM erméglichte dagegen mit 14 Tagen
eine signifikant (p<0,05) langere Visualisierung von MG-63 Zellen. Der Einfluss der
Inkubationszeit auf die Visualisierungsdauer wurde hierbei nicht untersucht. In der
Mikroskopie gefarbter Zellen auf planen ossaren Oberflaichen unterschiedlicher
mineralischer Komposition erlaubte das Labeling eine sehr gute Visualisierung und
fluoreszenzbasierte Zellmarkierung. Dartber hinaus waren keine Unterschiede in Bezug
auf Zellmorphologie, -vitalitat oder -adh&sion zwischen den beiden Knochenoberflachen zu
beobachten. Die Verwendung einer 20-facher oder 32-fachen VergréBerung und einer
Zelldichte von 50.000 Zellen/cm? schienen fiir die Zeitrafferaufnahmen geeignete

Parameter.

Die Implementierung der Ergebnisse dieser Arbeit in das neue in vitro Modell ermdglicht
es, dieses zukinftig zur Beantwortung von Forschungsfragen mit Bezug auf die Migration

von Osteoblasten auf planaren ossaren Oberflachen verwenden zu kénnen.



2. EinfUhrung

2.1 Einleitung

2.1.1 Der Knochen

Der postnatale Knochen ist eines der vielfaltigsten Gewebe des menschlichen Kérpers. Er
kann sich hinsichtlich Entstehung, Morphologie, GréBe, Form und Funktion deutlich
unterscheiden.

In der Embryonalphase entwickelt sich der Knochen entweder aus mesenchymalem
Bindegewebe zu Geflechtknochen (desmale Ossifikation, z.B. Schadelknochen) oder aus
zuvor gebildetem Knorpelgewebe zu Lamellenknochen (chondrale Ossifikation, z.B. Tibia).
Morphologisch differenziert man zwischen der Substantia spongiosa und der Substantia
compacta (siehe Anatomie). Nach ihrer Form kann man Knochen noch in unterschiedliche
Kategorien untergliedern: Ossa longa oder lange Rdéhrenknochen (z.B. Femur oder
Humerus), Ossa plana oder platte Knochen (z.B. Skapula oder Sternum), Ossa brevia (z.B.
Handwurzelknochen), Ossa pneumatica oder pneumatisierte Knochen (z.B. Maxilla) und
Ossa semsamoidea oder Sesamknochen (z.B. Patella). Beschrieben werden noch Ossa

irregularia, die keiner der oben genannten Kategorien zugeordnet werden kénnen.

2.1.1.1 Funktionen des Knochens

Dartber hinaus erflllt der Knochen unterschiedliche anatomische sowie physiologische
Funktionen im menschlichen Kérper. Zum einen dient er als Skelett der Formgebung, ist
also fur die charakteristische menschliche Figur maBgebend. Zum anderen ermdglicht er
Uber seine Stitzfunktion den aufrechten Gang. Besonders empfindliche Organe des
menschlichen Koérpers, wie zum Beispiel das Gehirn oder das Rickenmark, sind von
Knochen umgeben und werden von ihnen geschitzt. AuBerdem spielt der Knochen eine
Rolle im Hormonhaushalt des Menschen und dient als Speicher von Calcium und Phosphat.
FlOr den Bewegungsapparat sind Knochen als Ursprungs- und Ansatzpunkte fir Muskeln,
Sehnen und Bé&nder entscheidend. Und nicht zuletzt hat das Knochenmark als
blutbildendes Organ Einfluss auf viele physiologische Vorgédnge im menschlichen Kérper.

Trotz der vielen Unterschiede ist der anatomische Aufbau des Knochens weitgehend
identisch.



2.1.1.2 Anatomischer Aufbau

Das Skelett besteht hauptsachlich aus zwei makroskopisch unterschiedlichen
Knochentypen, dem kortikalen und dem spongiésen Knochen. Kortikaler Knochen findet
sich vor allem in den langen Réhrenknochen der Extremitaten und macht insgesamt etwa
80% des Skeletts aus (Eriksen et al., 1993). Spongiéser Knochen kommt dagegen vor allem
in Wirbelkérpern und den Beckenknochen vor, macht etwa 20% des Skeletts aus und ist
wesentlich stoffwechselaktiver als kortikaler Knochen (Eriksen et al., 1993). Anteilig finden
sich beide Typen in allen Knochen des menschlichen Korpers.

Der Knochen ist aus vier Anteilen aufgebaut. Die auBerste Hulle des Knochens wird vom
Periost, der sog. Knochenhaut, gebildet. Es tberzieht alle Anteile des Knochens inklusive
der Ansatzstellen von Bandern und Sehnen bis auf die mit Knorpel oder Synovialmembran
Uberzogenen Gelenkanteile. Das Periost besteht aus zwei straffen Bindegewebsschichten,
dem Stratum osteogenicum und dem Stratum fibrosum, ist gut vaskularisiert, nerval
innerviert und dient der Erndhrung und Regeneration des Knochens. Unter dem Periost
liegt dicht strukturierter, kortikaler Knochen, welcher der Stabilitat des Knochens dient. Im
Inneren liegt die als Spongiosa bezeichnete Schicht aus spongiésem Knochen. Sie besteht
aus einem Geflecht aus Knochenbélkchen, den sog. Trabekeln. Diese maximieren die
mechanischen Eigenschaften des Knochens, indem sie ihre Struktur an anhaltende
mechanische Beanspruchungen anpassen (Eriksen et al., 1993). Mit ihren
schwammartigen Verzweigungen bilden sie auBBerdem die Markhéhle des Knochens und
sind mit Endost ausgekleidet. In der Markhéhle, also dem Raum zwischen den Trabekeln,
findet sich das Knochenmark als blutbildendes Organ (Spanel-Borowski, 2007).

2.1.1.3 Histologischer Aufbau

Der Knochen selbst besteht aus der Knochengrundsubstanz, auch extrazellularer Matrix
oder Knochenmatrix genannt, und den Knochenzellen (siehe 2.1.2). Die
Knochengrundsubstanz setzt sich aus organischen (35%) und anorganischen (65%)
Bestandteilen zusammen. Zu den organischen Bestandteilen gehéren Kollagen Typ |,
adhasive Glykoproteine (Osteokalzin, Osteonektin und Osteopontin) und Proteoglykane.
Die anorganischen Bestandteile werden aus Hydroxylapatit und verschiedenen lonen wie
Magnesium und Fluor gebildet. Bei der Entstehung von Hydroxylapatit kommt es zur
Hydroxylierung von Calciumphosphatsalzen, die sich an die Kollagenfibrillen anlagern und
den Knochen druckfest machen. Je nach rdumlicher Anordnung oder Zusammensetzung
der Knochenmatrix kbnnen zwei Knochengewebe unterschieden werden: Geflechtknochen

und Lamellenknochen.



Geflechtknochen entsteht postnatal bei der desmalen Ossifikation und wird auch als
primarer Knochen bezeichnet. Sein geflechtartig angeordnetes Grundgertist ist weniger
mineralisiert und hat einen h6heren Wassergehalt, was ihn bieg- und zugfest macht. Bei
ausgewachsenen Menschen findet er sich beispielsweise noch an den Schadelndhten.
Lamellenknochen dagegen entsteht erst sekundar nach Abbau von Geflechtknochen, ist
hoch organisiert und bildet das Knochengewebe des kortikalen Knochens. Seine
Grundeinheit, das Osteon, besteht aus einem im Zentrum liegenden Havers-Kanal mit dem
Havers-Blutgefa3 und begleitenden Nervenfasern. Der Zentralkanal wird von etwa 4-20
konzentrisch verlaufenden Lamellen umgeben, die hauptséchlich von Kollagen Typ 1
gebildet werden. Die Kollagenfasern ordnen sich in den Lamellen spiralférmig und parallel
zueinander mit einem schragen Steigungswinkel an. Zwischen und in den Lamellen liegen
Osteozyten in Lakunen und stehen Uber ihre Gap Junctions (Zell-Zell-Verbindungen) in
Kontakt mit ihrer Umgebung. Eine Linea cementalis schlieBt das Osteon nach auB3en ab
(Spanel-Borowski, 2007).

2.1.2 Knochenzellen

Die Zellen des Knochens entwickeln sich im Wesentlichen aus zwei Zelllinien — einer
osteoblastischen und einer osteoklastischen — und unterscheiden sich in ihrem
Ausgangspukt. Zellen der osteoblastischen Linie entwickeln sich aus mesenchymalen
Stammzellen, Zellen der osteoklastischen Linie dagegen aus hamatopoetischen
Stammzellen. Beide Prozesse sind komplex und unterliegen noch der aktuellen Forschung,
weshalb ein klarer Ablauf der Differenzierungsvorgange heute noch schwer zu skizzieren
ist. Vereinfacht dargestellt, entwickelt sich in der osteoblastischen Linie eine mesenchymale
Stammzelle zunachst zum Osteoblasten. Aus diesem differenzieren sich dann Bone lining
cells und Osteozyten. Osteoklasten entwickeln sich Uber verschiedene Vorstufen aus
hamatopoetischen Stammzellen. Im Knochen sind die Ubergénge zwischen den einzelnen

Differenzierungsstufen nicht stringent und eine klare Abgrenzung voneinander schwierig.

2.1.2.1 Osteoblasten

Osteoblasten bilden mit 4-6% der Gesamtzellzahl im Knochen nur eine kleine Gruppe,
spielen aber auf Grund ihrer verschiedenen Funktionen eine zentrale Rolle im
Knochenhaushalt. Ahnlich zu anderen Bindegewebszellen wie Fibroblasten, stammen
Osteoblasten von einer gemeinsamen pluripotenten mesenchymalen Stammzelle (MSC)
ab (Aubin, 2008). Die Differenzierung von Osteoblasten ist ein komplexer und bis heute
nicht restlos verstandenen Prozess, der verschiedene, zeitlich hintereinander geschaltete
Stadien beinhaltet. Fir jedes Stadium ist die Expression spezifischer Gene notwendig, die
wiederum der Kontrolle von pro-osteogenetischen Signalwegen unterliegen. Im Folgenden
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und in Abbildung 1 werden die einzelnen Schritte der Osteoblastogenese Uberblicksmanig
dargestellt. Zunéachst entwickelt sich aus der MSC ein Osteochondroprogenitor. Dieser
Schritt wird unter anderem von Sox9, Bone morphogenetic protein (BMPs) und Wnt-
Signalwegen wesentlich mitbestimmt, da sie die Transkription osteoblastogenetischer
Faktoren wie Runt-related transcription factor 2 (Runx2), Distal-less homeobox 5 (DIx5) und
Osterix (Osx) stimulieren und adipogenetische Transkriptionsfaktoren inhibieren (Bennett
et al., 2005; Celil & Campbell, 2005; Grabowski, 2015), was zu einer Differenzierung der
MSC hin zum Osteoblasten fiihrt. Weitere Signalwege beinhalten Fibroblast Growth Factor
(FGF), Mikro RNAs (MIRNAs) und Connexin 43 (Cx43) (Capulli et al., 2014). Die
Expression der bereits erwahnten Transkriptionsfaktoren Runx2, DIx5 und Osx und noch
weiterer ist essentiell fir die Osteoblastogenese. Eine Deletion von Runx2 flhrte
beispielweise bei Mausen zu einem Skelett, bestehend aus Chondrozyten und Knorpel,
aber ohne knécherne Anteile (Komori et al., 1997). Runx2, DIx5 und Osx definieren
gleichzeitig das Osteo-chondroprogenitor Stadium der Zelle (Capulli et al., 2014).

Aus diesem Stadium entsteht im nachsten Schritt der Osteoprogenitor und anschlieBend
der Praosteoblast, welcher bereits eine alkalische Phosphatase besitzt und Proteine der
Knochenmatrix sezerniert (Capulli et al., 2014). Charakteristisch fir die letzte Phase der
Differenzierung und damit den Ubergang zum reifen Osteoblasten ist eine hohe Expression
der Knochenmatrixproteine Osteokalzin (OC), Bone sialoprotein (BSP | und Il) sowie
Kollagen Typ 1. Hier muss angefligt werden, dass die Osteoblastogenese kein homogener
Prozess ist und es durchaus Abweichungen zu dem oben beschriebenen Muster gibt
(Aubin, 2008). Ebenso besteht keine Homogenitat in der Gruppe der reifen Osteoblasten.
Verschiedene in vivo und in vitro Untersuchungen (Candeliere et al., 2001; Liu et al., 1997)
zeigten eine groBe Vielfalt in der Expression von Markern bei Zellen, die als reife
Osteoblasten bezeichnet wurden.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Osteoblastogenese

Diese Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der Differenzierung von Osteoblasten. Aus einer
multipotenten Vorlduferzelle, der mesenchymalen Stammzelle (Mesenchymal stem cell), entwickelt sich u.a.
durch den Einfluss von Sox9 ein Osteochondroprogenitor (Osteochondroprogenitor), welcher sowohl
Osteoblasten, als auch Chondrozyten bilden kann. Unter dem Einfluss verschiedener Transkriptionsfaktoren
— im Wesentlichen Runx2 und Osterix — findet die Weiterentwicklung zum Osteoblasten (Osteoblasts) statt.
Osteoblasten wiederum kénnen sich dariiber hinaus zu Osteozyten (Osteocytes) oder Bone lining cells
(Lining cells) differenzieren. Diese Abbildung wird mit freundlicher Genehmigung von Grabowski (2015)
verwendet.
Auch die Funktionen von Osteoblasten sind vielfaltig. Zum einen sind sie fur die Bildung
von neuer Knochengrundsubstanz zustandig, die die Deposition und die Mineralisation von
Knochengrundsubstanz umfasst. Im ersten Schritt werden Kollagen Typ 1, nicht-kollagene
Proteine wie Osteokalzin, Bone sialoprotein Il und Osteopontin und Proteoglykane wie
Dekorin oder Biglykan sezerniert. Diese neue, nicht mineralisierte Knochensubstanz wird
als Osteoid bezeichnet. Im zweiten Schritt erfolgt die Mineralisation, deren Ablauf noch nicht
ganzlich erforscht ist. Bekannt ist allerdings, dass in einem der ersten Schritte
Hydroxyparatidkristalle aus Calcium und Phosphat gebildet und anschlieBend in den
extrazellularen Raum freigesetzt werden. Diese lagern sich dann zwischen den
Kollagenfibrillen ein und der Knochen héartet aus. Des Weiteren regulieren Osteoblasten die
Entwicklung von Osteoklasten aus Pra-Osteoklasten Gber den RANKL/RANK-Signalweg

und parakrine Faktoren wie Interleukin-1p und Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-a) mit.

In neueren Studien konnte auch die Funktion des Knochens als endokrines Organ
herausgestellt werden, wobei vor allem das unter anderem von Osteoblasten produzierte
Osteokalzin eine Rolle zu spielen scheint. In seiner karboxylierten Form hat es eine hohe
Affinitat zu Hydroxyparatid und wird in die Knochenmatrix eingelagert. In decarboxyliertem
Zustand, zum Beispiel nach Knochenresorption, hat es eine geringere Affinitdt zu
Hydroxyparatid, wird also nicht mehr im Knochen gebunden und kann so zu seinen
Zielorganen gelangen. Als Zielorgane wurden bis dato das Pankreas, der Hoden und das
Fettgewebe identifiziert, auf welche Osteokalzin in unterschiedlicher Weise Einfluss nimmt
(Ferron et al., 2008; Lee et al., 2007; Oury et al., 2011).
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Neben der Apoptose gibt es flr Osteoblasten zwei Differenzierungsmdéglichkeiten. Sie
kdnnen sich zu Osteozyten oder Bone lining cells differenzieren.

2.1.2.2 Osteozyten

Osteozyten sind mit 90-95% die gréBte Gruppe der Knochenzellen und mit einer
Lebensspanne von bis zu 25 Jahren auch die langlebigsten Zellen (Capulli et al., 2014;
Klein-Nulend & Bonewald, 2008). Sie entstehen aus reifen Osteoblasten, die, von ihrem
eigenen Osteoid umgeben, zu Osteozyten differenzieren. Reife Osteozyten liegen dann als
sternférmige Zellen eingeschlossen im lakunokanalikuldaren Netzwerk des Knochens. Die
genauen Mechanismen, die hinter der Differenzierung reifer Osteoblasten zu Osteozyten
stehen, sind noch nicht vollstadndig erforscht. Eine Rolle in diesem Prozess scheint
beispielsweise der Osteoblasten stimulierende Faktor-1 (OSF-1) (Tezuka et al., 1990) zu
spielen, welcher von den Osteozyten produziert, die Rekrutierung und Differenzierung von
Osteoblasten anregt (Imai et al., 1998). Die in den Lakunen des Knochens
eingeschlossenen, reifen Osteozyten stehen Uber eine Vielzahl von Zellfortsatzen unter
einander und mit anderen Zelltypen oder dem extraossdren Raum in Kontakt. Die
Zellfortsatze durchdringen die Knochenmatrix dabei in Form von kleinen Kanélen, den
sogenannten Kanalikuli, und kénnen in ihrer Lange verandert werden. An den Spitzen der
Fortsatze stehen die Zellen Uber gap junctions in Verbindung (Doty, 1981). Zusatzlich gibt
es noch Teilkanale (Goodenough & Paul, 2003), die entlang der Zellkérper und Dendriten
ebenfalls am Austausch zwischen den Zellen beteiligt sind. Die Osteozyten bilden damit
sowohl ein extrazelluldres als auch ein intrazellulares Kommunikationsnetzwerk. Lange
wurden Osteozyten als scheinbar metabolisch inaktive Zellen vernachlassigt. Deren
Erforschung in den letzten Jahren hat ihre Rolle als entscheidende Regulatoren der
Homdostase von Knochen und Mineral gezeigt (Dallas et al., 2013; Nakashima et al., 2011).
Sie sind beteiligt am Phosphathaushalt und der Kontrolle des Knochenumbaus, dienen als
mechanosensorische Zellen der Anpassung des Skeletts an mechanische Belastungen und
verwalten das Kalziumreservoir des Knochens (Dallas et al., 2013). Uber die Produktion
von Sclerostin kdnnen sie die Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten
beeinflussen (Jilka et al., 2008).

2.1.2.3 Bone lining cells

Bone lining cells (BLC) sind postmitotische, flache Zellen, die inaktive, endosteale
Knochenoberflachen auskleiden (Miller & Jee, 1987). Sie entwickeln sich aus der
Osteoblastenzelllinie, sind also eine der zwei Weiterentwicklungsmdglichkeiten von
Osteoblasten (Matic et al., 2016). Trotz ihrer scheinbaren Inaktivitit nehmen sie im
Knochen verschiedene Funktionen war. Als Teil der Zellen der Knochenoberflache haben
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sie eine Barrierefunktion und separieren Flussigkeiten des Knochens von denen des
Interstitiums (Canas et al., 1969; Miller & Jee, 1987). Uber Gap Junctions sind sie
untereinander und mit Osteozyten verbunden. Verschiedene Studien gaben Hinweise
darauf, dass BLCs unter Einfluss von Parathormon (PTH) (Dobnig & Turner, 1995; Kim et
al., 2012) oder Ostrogen (Bowman & Miller, 1986) in vivo proliferieren und zu aktiven
Osteoblasten differenzieren kdnnen. Neueste Studien haben auBerdem gezeigt, dass BLC
als osteoblastare Vorlauferzellen zusatzlich zu MSC in vivo dienen kdénnen (Matic et al.,
2016). BLC bauen auBerdem von den Osteoklasten in Resorptionslakunen belassenes
Kollagen ab und Ubernehmen damit einen wichtigen Schritt im Knochenauf- und -abbau
(Everts et al., 2002).

2.1.2.4 Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen mit einem Durchmesser von bis zu 100um
und bis zu 100 Zellkernen (Spanel-Borowski, 2007). Auch die Osteoklastogenese ist ein
komplexer, schrittweise ablaufender Prozess und unterliegt aktuellen Forschungen. Der
folgende Abschnitt und Abbildung 2 stellen ihn Gberblicksartig da. Der Ursprung des
Osteoklasten ist eine hamatopoetischen Stammzelle (HSCs) aus dem Knochenmark, die
sich zunéachst zu einer multipotenten (MPP) und anschlieBend zu einer oligopotenten
Vorlauferzelle (common myeloid progenitor cell, CMP) differenziert. Aus letzterer
entwickeln sich Osteoklastenprogenitore, die durch Fusion zu einem reifen Osteoklasten

werden.

Die Forschung in den letzten Jahrzehnten hat gezeigt, dass in diesem Prozess vor allem
drei Faktoren eine entscheidende Rolle spielen: der Macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF), der RANKL/RANK-Signalweg und Osteoprotegerin (OPG) (Grabowski, 2015). M-
CSF wird von Osteoblasten und Stromazellen produziert, férdert die myeloischen
Vorlauferzellen mit dem entsprechenden c-Fms Rezeptor und induziert die Expression von
RANK, dem entscheidenden Rezeptor der Osteoklastogenese (Edwards & Mundy, 2011).
Receptor activator of nuclear faktor-kB (RANK) ist ein Typ 1 Transmembranrezeptor, der
von Osteoklasten exprimiert und durch seinen Liganden, receptor activator of nuclear
factor-kB ligand (RANKL), aktiviert wird (Anderson et al., 1997; Nakagawa et al., 1998).
RANKL wiederum findet sich auf der Oberflache vieler Zellen im Knochen, wobei die
RANKL-Expression im Knochengewebe (Osteoblasten, Osteozyten) héher ist (Nakashima
et al.,, 2011). Die Expression von RANKL und damit die Osteoklastogenese unterliegt
verschiedenen Einflussfaktoren. Osteotropische Faktoren wie 1,25 Vitamin D3, PTH und
Interleukin-11 kdnnen die Expression stimulieren, wohingegen das ebenfalls von den
Osteoblasten gebildete OPG als kompetitiver Rezeptor die Wirkung von RANKL inhibiert.
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Osteoblasten sind demnach Uber die Expression von RANKL und die Produktion von OPG
entscheidend an der Regulation der Osteoklastogenese beteiligt.

Die Bindung von RANKL an den RANK-Rezeptor aktiviert verschiedene intrazellulare
Signalwege wie den NK-kB oder MAP-Kinase Signalweg, die letztendlich die Transkription
des fir die Osteoklastogenese spezifischen Transkriptionsfaktors NFATc1 induzieren
(Takayanagi, 2007; Takayanagi et al., 2002). Die Forschung der letzten Jahre hatte immer
wieder die Mdéglichkeit einer RANKL unabhé&ngigen Differenzierung von Osteoklasten zum
Gegenstand. Dazu gehérten unter anderem die Lysyl Oxidase (LOX) (Cox et al., 2015) und
TNF-a (Azuma et al., 2000; Kobayashi et al., 2000) als mdgliche Signalgeber. Kontroverse
Ergebnisse deuten allerdings darauf hin, dass auch in diesen Signalwegen RANKL eine
Rolle spielt (Tanaka, 2017).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Osteoklastogenese

Diese Darstellung zeigt schematisch die Differenzierung von Osteoklasten. Ausgangspunkt der
Osteoklastogenese ist eine hdmatopoetische Stammzelle (Osteoclast precursor), welche sich insbesondere
durch den Einfluss von MCSF, OPG und RANKL (iber verschiedene Zwischenstufen (Perfusion osteoclasts)
zundchst zu einem unreifen (Immature osteoclast) und schlieBlich zu einem reifen Osteoklasten (Mature
resorbing osteoclast) entwickelt. An diesem Prozess sind insbesondere auch Osteoblasten (Osteoblasts)
regulatorisch beteiligt. Diese Abbildung wird mit freundlicher Genehmigung von Grabowski (2015) verwendet.
Besser verstanden ist die Funktion des Osteoklasten. Er resorbiert die Knochensubstanz
und bildet damit den Gegenspieler zum Osteoblasten im Knochen. Als groBe, mehrkernige
Zellen bedecken sie groBflachig die Knochenoberflache. Die Resorption selbst findet in der
Kontaktzone zwischen der Zelle und dem Knochen in einer vom Osteoklasten gebildeten
Grube, dem sog. ,pit* statt. Durch die Faltung ihrer Zellmembran in diesem Bereich kénnen
Osteoklasten die Knochenresorption steigern. Durch die Sekretion von H*, CI und

katalytischen Enzymen baut der Osteoklast den Knochen im ,pit“ ab. Die organischen
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Komponenten wie Kollagen Typ | und Glykoproteine werden dabei enzymatisch durch
beispielsweise CtsK (Inaoka et al., 1995; Tezuka et al., 1994) und Matrix-Metalloproteasen
(ospw. MMP-9 (Vu et al, 1998)) gespalten. Die anorganischen Komponenten,
hauptsachlich Hydroxyparatid, werden in dem durch HCI bedingten sauren Milieu resorbiert
(Ono & Nakashima, 2018).

Wie im oberen Abschnitt dargelegt, spielen Osteoklasten und Osteoblasten, aber auch
Osteozyten und BLCs eine Rolle beim Knochenauf und -umbau. Durch beide Prozesse wird
im Laufe des Lebens das Wachstum und die Form des Knochens veréndert. Je nach
Lebensphase dient das Zusammenspiel der einzelnen Zellen dabei unterschiedlichen
Zielen. In der Kindheit Gberwiegt das Bone modeling, also die Bildung und Formgebung des
Knochens, wohingegen im Erwachsenenalter das Bone remodeling, also der
Knochenumbau im Vordergrund steht und Bone modeling vorwiegend nach Frakturen zu
beobachten ist. Beide Prozesse sind fein abgestimmte Systeme von Knochenresorption
und -bildung und unterliegen vielen Einflissen. Die Notwendigkeit einer ausgewogenen
Balance fir ein gesundes Skelettsystem zeigt sich in den aus einer Dysbalance
resultierenden Pathologien.

2.1.3 Bone remodeling

2.1.3.1 Die Basic metabolic unit

In kortikalem Knochen, wie in jedem anderen Material auch, kommt es durch die
wiederholte Belastung zur Materialermidung (Seeman, 2008). Um die Festigkeit des
Knochens zu erhalten, wird der schadhafte Knochen ab, neuer Knochen auf und die
Mikrostruktur des Knochens laufend entsprechend der aktuellen mechanischen
Beanspruchung oder physiologischen Einflissen umgebaut. Gleichzeitig dient der Knochen
als ma3geblicher Mineralspeicher und kann durch Freisetzung oder Bindung von Mineralien
den Mineralienhaushalt regulieren. Beide Funktionen sind Ergebnis des stetigen
Knochenumbaus, der als Bone remodeling bezeichnet wird und in separaten,
vorlbergehend gebildeten anatomischen Strukturen, den Basic metabolic units (BMUs)
(Frost, 1986), stattfindet. BMUs, und damit das Bone remodeling, finden sich in den
endokortikalen, trabekuldaren und intrakortikalen Anteilen der endokortikalen Hulle des
Knochens (Seeman, 2008). Zu einem geringeren Teil finden Knochenauf und -abbau auch
in der periostalen Hulle statt (Bliziotes et al., 2006; Frost, 1986; Orwoll, 2003).

Abbildung 3 zeigt schematisch die Struktur und zellulare Organisation einer kortikalen BMU.
Eine voll entwickelte BMU ist eine dreidimensionale, langliche, zylinderartige Struktur mit
einer Lange von 2mm und einer Breite von 200um (Parfitt, 1994). Sie ist entlang der
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Langsachse des Knochens ausgerichtet und arbeitet mit einer Geschwindigkeit von 20-
40um/Tag (Parfitt, 1983). An der Spitze befindet sich die Resorptionszone, in der etwa neun
Osteoklasten (Jaworski et al., 1981) kegelférmig angeordnet den vor ihnen liegenden
Knochen abbauen (Parfitt, 1994). Dahinter folgt eine circa 200um, mit spindelférmigen
Zellen ausgekleidete Ubergangszone, in welcher Knochengrundsubstanz deponiert ist
(Parfitt, 1994). Den hinteren Teil der BMU bilden wiederum kegelférmig angeordnete
Osteoblasten, die neuen Kochen produzieren (Parfitt, 1994). Im Zentrum der BMU liegt eine
Kapillare und Bindegewebe (Parfitt, 1994). In kortikalem Knochen grabt und modelliert die
BMU in einem Tunnel, in spongiésem Knochen dagegen in einem Graben (Parfitt, 2002).
Wahrend ihres Wegs durch den Knochen behélt die BMU ihre GréBe, Form und interne
Organisation fir 6-9 Monate aufrecht (Jilka, 2003) und folgt dabei einer vorgegebenen
Richtung (Parfitt, 1994). Die einzelnen zellularen Bestandteile der BMU entwickeln sich aus
Vorlauferzellen, die, je nach Lokalisation, aus dem Knochenmark oder Uber das
GefaBsystem einwandern (Fujikawa et al., 1996) (Eghbali-Fatourechi et al., 2005), sich
differenzieren und dann zu ihrem Bestimmungsort in der BMU gelangen. Da die Zellen,
verglichen mit der Gesamtbestandszeit der BMU, eine relativ kurze Lebensspanne haben,
mussen sie fir eine einwandfreie Funktion der BMU kontinuierlich ersetzt werden (Parfitt,
1994).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer BMU

Diese Abbildung zeigt ein Modell der Struktur und zelluldren Organisation der kortikalen BMU. Sie zeigt das
Zusammenspiel der verschiedenen Zelltypen mit Osteoklasten (Osteoclasts), reifen Osteoblasten (Mature
Osteoblasts), Osteozyten (Osteocytes) und der aus einsprieBenden Kapillaren (Capillary) stammenden
Osteoprogenitoren (Osteoprogenitor). Zudem wird die rdumlich-zeitliche Abfolge mit der Resoprtionszone/-
phase (cutting cone) in der Front, der Ubergangszone/-phase (reversal cone) in der Mitte und der
nachfolgenden Aufbauzone/-phase (cosing cone) dargestellt. Neu gebildeter Knochen ist in hellgrau
dargestellt. Die gestrichelten Pfeile zeigen potentielle Migrationswege der Osteoblasten an. Diese Abbildung
wird mit freundlicher Genehmigung von Thiel et al. (2018) verwendet.
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2.1.3.2 Phasen des Bone remodeling

Der Umbauzyklus durch eine BMU besteht aus sieben aufeinander folgenden Phasen:
Ruhephase, Aktivierung, Resorption, Ubergangsphase, Aufbau, Mineralisierung und
Beendigung (Siddiqui & Partridge, 2016). Der GroBteil der Knochenoberflache befindet sich
im Ruhezustand und wird erst durch verschiedene Signale aktiviert. Die Entstehung einer
BMU wird durch hormonelle (z.B. Parathormon) oder mechanische Einflisse induziert
(Katsimbri, 2017). Die Forschung der letzten Jahre legt nahe, dass Osteozyten als
Mechanosensoren oder Uber direkte Schadigung an dem Prozess beteiligt sind (Bonewald
& Johnson, 2008; Verborgt et al., 2000). Osteozyten sind die haufigsten Zellen im Knochen,
stehen Uber ihre multiplen Zellfortsatze mit BLCs und anderen Osteozyten in Verbindung
und bilden ein engmaschiges Netzwerk (Seeman, 2008). Die Apoptose von Osteozyten ist
wahrscheinlich eines der ersten Signale fiir einen notwendigen Knochenumbau (Seeman,
2008) und die Zahl der apoptotischen Osteozyten liefert die topografische Information zur
Lokalisierung und GréBe des Schadens (Taylor, 1997; Verborgt et al., 2000). Dieses Signal,
dessen Natur noch unbekannt ist, wird vermutlich Gber das Netzwerk an Zellfortsatzen an
die BLCs auf der inneren oder endostealen Knochenoberflache weitergegeben, wo der
Umbau stattfindet (Seeman, 2008), und flhrt zur Osteoklastogenese (Clark et al., 2005)

aus Vorlauferzellen.

Die reifen Osteoklasten beginnen an der Spitze der BMU Knochen abzubauen, womit die
Resorptionsphase beginnt (Abbildung 3). Es ist noch unklar, welche Faktoren das Ausmal3
der Resorption bestimmen oder deren Ende signalisieren, sobald der beschadigte Knochen
resorbiert ist (Seeman, 2008). Die Phagozytose der Osteozyten durch die Osteoklasten
kénnte ein Weg sein, das Signal zu entfernen (Seeman, 2008). Zu welchem Zeitpunkt
genau osteoblastare Vorlauferzellen rekrutiert werden, ist ebenso unklar. Fakt ist, dass die
Bildung von Knochen durch Osteoblasten erst nach der Resorption stattfindet (Hattner et
al., 1965). In der Ubergangsphase wird die Verbindung zwischen dem Ende der Resorption
und dem Anfang des Knochenaufbaus hergestellt. Sie benétigt einige Tage und in dieser
Zeit liegt ein zylinderférmiger Raum zwischen der resorptiven und der aufbauenden Region
(R. B. Martin & Burr, 1989) (Abbildung 3). An diesem Kopplungsvorgang sind verschiedene
lokale Faktoren (Howard et al., 1981), unter anderem der aus der Matrix freigesetzte TGF-
B, beteiligt (Bonewald & Mundy, 1990; J. Martin & Sims, 2005) (Locklin et al., 1999). Am
Ende der Ubergangsphase werden Osteoklasten durch Osteoblasten ersetzt und die Phase
des Knochenaufbaus fiur etwa 4-6 Monate beginnt (Katsimbri, 2017). Hierbei fillen
Osteoblasten den entstandenen Grabenquerschnitt entweder teilweise oder vollstandig mit
Osteoid auf (Abbildung 3). Ist der Aufbau abgeschlossen, geht der GrofBteil der
Osteoblasten in Apoptose, nur ein kleinerer Teil differenziert sich zu Osteozyten oder BLCs
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(Jilka et al., 2008; Parfitt, 1994). Die letzte Phase umfasst die primare und sekundare
Mineralisation des deponierten Osteoids (Seeman, 2008), wodurch als Endergebnis einer
jeden BMU ein neues Haversches System oder Osteon entsteht (Parfitt, 1994).

2.1.3.3 Regulationsmechanismen

Wie bereits erwahnt, ist die Lebensspanne der Osteoklasten und Osteoblasten kirzer als
die Gesamtbestandszeit der BMU. Der Zellverlust muss, um eine reibungslose Funktion zu
gewahrleisten, durch eine korrekte Anzahl neuer Zellen an einer genau definierten und
laufend wechselnden Position kompensiert werden (Parfitt, 1994). Gleichzeitig werden
neue BlutgefaBe, Nerven und Bindegewebe entsprechend der Progression der ganzen
Struktur gebildet (Parfitt, 1994). Die BMU ist demnach eine funktionell komplexe,
hochorganisierte anatomische Struktur im Knochen und es stellt sich die Frage nach ihrer
internen und externen Regulierung. Das zentrale Nervensystem als Regulator des
Knochenstoffwechsels hat in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass der Hypothalamus tber das Hormon Leptin unter anderem auf
das sympathische Nervensystem und auf die Knochenhamostase Einfluss nimmt (Corr et
al., 2017; Takeda & Ducy, 2008). Ebenso scheint das Immunsystem an der Balance
zwischen Knochenauf und -abbau beteiligt zu sein (Bozec & Zaiss, 2017). Die Forschung
der letzten Jahre in vivo und in vitro hat gezeigt, dass verschiedene lokale und systemische
Faktoren ebenfalls regulierend eingreifen. Zu den systemischen Faktoren gehéren
insbesondere Hormone wie Calcitonin, PTH, Vitamin D3 (1,25-(OH)2 Vitamin D3) und
Ostrogen als Regulatoren der Osteoklastenaktivitat (Siddiqui & Partridge, 2016). Calcitonin,
Parathormon und Vitamin D3 kontrollieren dariiber den Serum Calciumspiegel (Siddiqui &
Partridge, 2016). Daneben spielen Wachstumsfaktoren wie BMPs, WNTs, TGF-8,
Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factors (FGFs) und Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF-1) eine bedeutende Rolle (Siddiqui & Partridge, 2016).

Die Regulation der einzelnen Phasen der Entstehung der BMU, der BMU selber und des
Bone remodeling als kérperweiter Vorgang ist ein komplexer, noch nicht im Detalil
verstandener Vorgang, an dem verschiedene zelluldre und molekulare Signale und
Signalgeber beteiligt sind (Sims & Martin, 2014), insbesondere zwischen Osteoklasten und
Osteoblasten (Matsuo & Irie, 2008). Neueste Studien haben gezeigt, dass auch der direkte
Zellkontakt zwischen Osteoklasten und Osteoblasten deren Funktion in vivo kontrolliert
(Furuya et al., 2018). Furuya et al. (2018) konnten in einer in vivo Studie an Mausen zeigen,
dass reife Osteoblasten die Resorptionsaktivitdt von reifen Osteoklasten durch Zell-Zell-
Kontakt inhibieren. Dieser Vorgang scheint besonders in der Kopplungsphase eine Rolle
zu spielen (Furuya et al., 2018). Es wird damit deutlich, dass auch die Bewegung der Zellen
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aufeinander zu oder voneinander weg, kurz deren Migration, von Bedeutung ist und das
nicht nur fir die Kommunikation oder Regulation, sondern CUberhaupt fir die
Funktionsfahigkeit einer BMU. Dieser Umstand zeigt sich auch an der Tatsache, dass
einige der oben genannten Regulationsfaktoren fir das Bone remodeling gleichzeitig
Einflussfaktoren flr die Migration von Osteoblasten sind, wie beispielweise BMPs, IGF-1
oder TGF-B (Thiel et al., 2018).

Dass die Wanderbewegung der Zellen ein entscheidender Schritt sein muss, zeigen auch
Uberlegungen zur Entstehung einer BMU. Nachdem Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark oder Uber das GeféaBsystem einwandern und differenzieren, missen sie eine
genau definierte Position in einer dreidimensionalen, sich laufend verandernden Struktur
einnehmen, die mehrere hundert Mikrometer lang ist (Parfitt, 1994). Da die BMU an sich
eine hochstrukturierte, anatomische Einheit darstellt, ist anzunehmen, dass die exakte
Positionierung der Zellen durch Migration vom Start- zum Zielpunkt auch fir eine
reibungslose Funktion entscheidend ist. Um die Vorgénge in der BMU genauer verstehen
zu kodnnen, ist ein Verstandnis flr das Migrationsverhalten von Osteoblasten im Knochen
entscheidend.

2.1.4 Migration

Die Fahigkeit von Zellen der osteoblastéren Linie zur Migration wurde schon 1977 von
Jones & Byode dargelegt. In ihrer elektronenmikroskopischen Untersuchung an
Rattenknochen kamen sie unter anderem zu folgenden Schlissen: Osteoblasten bewegen
sich auf Knochen; Osteoblasten migrieren als einzelne Zellen oder in ndherer Umgebung
zueinander; in héherer Dichte und unter hormoneller Stimulation bewegen sie sich préaferiert
entlang von Kollagenfibrillen; Osteoblasten wandern auch auf exogenen Oberflachen wie
Glas, wenn auch mit veranderter Morphologie und Migrationsverhalten (Jones & Boyde,
1977). Diese und spatere Beobachtungen festigten das Bild von Osteoblasten als Zellen
mit Migrationspotenzial in vitro und in vivo (Dirckx et al., 2013; Geurtzen et al., 2014; Maes
et al., 2010). Maes et al. (2010) konnten zeigen, dass undifferenzierte, unreife Osteoblasten
effizienter migrieren als reife und dass Osx-exprimierende Zellpopulationen vorzugsweise
in der Nahe einwachsender GefaBe zu finden waren. Letzteres macht noch einmal die
groBe Bedeutung der Vaskularisation im Knochenstoffwechsel deutlich (Seeman, 2008).
Histologische Untersuchungen zeigten zudem eine kollektive Orientierung (Schenk &
Willenegger, 1964) und Migration (Jones & Boyde, 1977) der Osteoblasten passend zu der
Vorstellung, dass die Migration von Zellen im Kollektiv zur Bildung von hochkomplexen
Geweben wie Knochen beitragt (Rorth, 2009). Fur die Bewegung der Einzelzelle laufen eine
Reihe von intrazellularen, molekularen Vorgangen ab (Petrie et al., 2009; Ridley et al.,
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2003), an denen auch Integrine wahrend der Vorwartsbewegung mafBgeblich beteiligt sind
(Ulrich & Heisenberg, 2009) und die im Folgenden kurz zusammengefasst werden.
Zunachst kommt es zur Polarisation der Zelle und damit zur Ausbildung einer Front- und
Rulckseite. An der Frontseite bildet die Zelle Auslaufer des Zytoskeletts wie Filopoden und
neue Adhésionskontaktpunkte. Uber diese bewegt sie sich vorwarts und baut nebenbei ein
Aktingerust auf, welches der nachziehenden Ruckseite der Zelle als Orientierung dient und
von ihr zusammen mit den Adhasionspunkten abgebaut wird.

2.1.4.1 Chemotaxis

Die Polarisation der Zelle — und damit der Anfang der Zellbewegung — wird durch die
asymmetrische Verteilung von Oberflachenrezeptoren reguliert, die Signale zur Migration
durch Ligandenbindung vermitteln (Sullivan et al., 1984). Hierbei werden grundsatzlich zwei
Arten von induzierter Zellbewegung unterschieden, die Chemokinese und die Chemotaxis.
Bei der Chemokinese kommt es durch eine gleichférmige Verteilung der Liganden zu einer
ungerichteten Bewegung, wohingegen die Chemotaxis eine gerichtete Bewegung entlang
eines Ligandengradienten darstellt (Thiel et al., 2018). Als Chemokine werden solche
Liganden bezeichnet, die Zellen entlang eines Gradienten anlocken. Indem sie den
Liganden-Rezeptor-Komplex endozytieren, den Liganden abbauen und den leeren
Rezeptor wieder in die Zellmembran einbauen, kénnen sich Zellen an diesen Gradienten
ausrichten und ihnen folgen (Ulrich & Heisenberg, 2009). In verschiedenen in vitro
Experimenten zur Migration von Osteoblasten, zum Beispiel in Boyden Kammern, wurden
insgesamt 27 Chemokine beschrieben (Thiel et al., 2018), unter anderem BMP-4 (Fiedler
et al., 2002), IGF-1 (Lind et al., 1995; Nakasaki et al., 2008; Panagakos, 1993) und TGF-
(1 und 2) (Hughes et al., 1992; Lind et al., 1995; Pfeilschifter et al., 1990).

Daneben gibt es drei Faktoren, vor allem Zytokine wie beispielsweise Interleukin-13
(Hengartner et al., 2013), welche die induzierte Migration inhibieren kénnen (Thiel et al.,
2018) und als Repellents bezeichnet werden. Alle osteoblastenwirksamen Chemokine und
Repellents kdnnen aus Zellen freigesetzt werden (Thiel et al., 2018). Welche Zellen an der
Interaktion beteiligt sind, hangt dabei stark vom Ort des Geschehens im Knochen ab.
Osteozyten sind auch hier wieder wichtige Einflussnehmer, da sie verschiedene Chemokine
produzieren kénnen (Bonewald, 2017; Goldring, 2015), unter anderem RANKL und PTH,
und sich in der BMU in unmittelbarer Nahe von Osteoblasten und ihren Vorlauferzellen
befinden.

Chemokine kénnen aber nicht nur zellular, sondern auch aus der Matrix freigesetzt werden,
in welche sie von Osteoblasten oder auch Chondroblasten eingebaut werden (Thiel et al.,
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2018). Tang et al. (2009) konnten in vivo und in vitro zeigen, dass durch
Osteoklastenresorption freigesetztes TGF-B1 sowohl als Migrationssignal als auch als
Kopplungssignal zwischen Resorption und Formation dient (Tang et al., 2009).
Osteoblasten sind also Chemokinen aus verschiedenen Quellen gleichzeitig ausgesetzt
und es stellt sich die Frage, wie genau sie auf unterschiedliche Signale reagieren. Studien
zum Verhalten von Zellen auf multiple chemotaktische Signale in vitro (Foxman et al., 1997;
Foxman et al., 1999) zeigten vier wichtige Ergebnisse: Es gibt eine Hierarchie im
chemotaktischen Potenzial der einzelnen Chemokine; die Migration erfolgt entlang der
Vektorsumme der einzelnen Gradienten; Desensibilisierung oder Séttigung an einem
Rezeptor hebt das Migrationssignal auf; dominante Chemokine kénnen in entsprechender
Konzentration einen Bewegungsstopp initiieren. Es wird deutlich, dass Chemokine, wie
Wachstumsfaktoren oder Zytokine, wichtige Signalgeber fir die Migration von Osteoblasten
sind.

Allerdings ist keiner der Faktoren dabei migrationsspezifisch, sondern sie alle dienen als
Signalgeber fir multiple physiologische Prozesse im menschlichen Kérper. Damit I1&sst sich
vermuten, dass es noch andere Einflussfakioren auf das Bewegungsverhalten von
osteoblastaren Zellen geben muss. Es hat sich gezeigt, dass Zellen der osteoblastaren
Linie nicht nur auf molekulare Signale, sondern auch auf mechanische Signale wie Druck
oder Schwerkrafte ansprechen (Thompson et al., 2012). Thompson, Rubin & Rubin (2012)
stellen in ihrem Review vier Systeme der Mechanotransduktion dar: die Integrin-Actin-
Achse; Zell-Zell-Kontakte einschlieBlich Connexin 43; Kalzium-Kanéle und purinerge
Rezeptoren; priméare Zilien. Dabei féllt auf, dass mindestens zwei der vier Systeme auch
bei der Migration eine Rolle spielen. Passend zu dieser Beobachtung wurde gezeigt, dass
mechanische Signale die gleichen Signalwege in der Zelle induzieren wie
migrationsbezogene (Liedert et al., 2006). Zusammengefasst legen die Ergebnisse nahe,
dass auch mechanische Einflisse das Bewegungsverhalten und -muster von Osteoblasten

beeinflussen.

2.1.4.2 Oberfldchen als Landmarken

Als dritter Einflussfaktor auf die Migration dient die Oberflache des Knochens selbst.
Osteoblasten bewegen sich auf Oberflachen mit Hilfe fokaler Adhasionen vorwarts, gebildet
durch die extrazellularen Domanen der membranstandigen Integrinrezeptoren, Uber welche
sie Oberflachen erkennen und binden kénnen (Thiel et al., 2018). Integrinrezeptoren binden
dabei an die Hauptkomponenten der Knochenmatrix wie Kollagen Typ 1 oder andere nicht-
kollagene Matrixbestandteile wie Osteopontin oder Fibronectin (Helfrich et al., 2008). Die
Vermittlung von Signalen an die Zelle Uber deren Interaktion mit der Oberflache liegt daher
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nahe. Tats&chlich flhrt die Bindung eines Liganden zur Aktivierung eines oder mehrerer
intrazellularer  Signaltransduktionswege, die beispielsweise zur Regulation der
Differenzierung von Osteoblasten beitragen (Helfrich et al., 2008). Der Gedanke wird weiter
unterstitzt durch Ergebnisse von in vivo Studien an Mausen, in welchen eine Verédnderung
der Integrinfunktion zu veranderter Knochenbildung fuhrte (Bouvard et al., 2007). In ihren
Studien Gber das Migrationsverhalten von Osteoblasten konnten Jones und Boyde schon
1977 zeigen, dass sich Osteoblasten unter gewissen Bedingungen préferiert entlang von
Kollagenfibrillen bewegen (Jones & Boyde, 1977). Dazu passen neuere Studienergebnisse,
die zeigen, dass auch eigentlich immobilisierte Matrixproteine wie Kollagen 1 oder BMP-2
die Migration induzieren bzw. verstarken kdnnen (Sotobori et al., 2006). Immobilisierte
Matrixproteine kdnnen also ebenso als haptotaktische Migrationsgradienten dienen.

Darutber hinaus kdnnte in diesem Prozess auch der Mineralanteil der extrazellularen Matrix
eine Rolle spielen. Besonders interessant sind in diesem Zusammenhang neueste
Ergebnisse aus der eigenen Forschungsgruppe fiir experimentelle Orthopadie der Klinik
und Poliklinik fir Orthopadie und Sportorthopadie am Klinikum rechts der Isar in Miinchen.
In einem neuen Oberflachenmodell wurden MG-63 Osteosarkomzellen fir 72 Stunden auf
mineralisierten oder demineralisierten Knochenoberflachen kultiviert, anschlieBend wurde
eine Microarray-Analyse zur Detektion von Gen-Expressionsunterschieden durchgeflhrt
und einzelne, ausgesuchte Gene in einer QRT-PCR validiert. Insgesamt waren die mit
Zellmigration und -adhédsion assoziierten Gene wie ADAMTS4, MMP-1 und VCAN im
demineralisierten Phanotyp signifikant hochreguliert (Wischmann et al., 2018), was einen
Zusammenhang zwischen der Mineralisierung des Knochens und der Migration
osteoblastarer Zellen nahelegt.

Es wird deutlich, dass die Knochenoberfldche Gber ihre verschiedenen Anteile als wichtiger
Einflussfaktor und Signalgeber fir osteoblastares Bewegungsverhalten dient und es zum
genaueren Verstandnis der Migration von Osteoblasten als Teil und im Rahmen des
physiologischen oder pathologischen Knochenumbaus weiterer Untersuchungen bedarf.
Es stellt sich die Frage nach der geeigneten Untersuchungsmethode.

2.1.5 Untersuchungsmethoden osteoblastarer Migration

Das Migrationsverhalten von osteoblastaren Zellen kann generell in vivo oder in vitro
untersucht werden. In beiden Fallen werden haufig mikroskopische Zeitrafferaufnahmen
zur Detektion der Bewegung verwendet. Sowohl flr in vivo als auch in vitro Untersuchungen

stehen verschiedene Modelle mit unterschiedlichen Vor- und Nachteilen zur Verfigung.
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Bei in vivo Modellen hat man, mehr noch als bei den etablierten in vitro Modellen, das
Problem, Zellen in einem dreidimensionalen Raum mit dunklem Hintergrund sichtbar
machen zu missen. Um dieses Problem zu |6sen, bedient man sich verschiedener Proteine
wie Green fluorescent protein (GFP). Diese Proteine besitzen fluoreszierende
Eigenschaften und kdnnen gen-spezifisch mit Proteinen fusioniert werden, so dass einzelne
Proteine oder ganze Zellen mit Fluoreszenzmikroskopie detektierbar gemacht werden
kénnen. Als Versuchstiere werden meist transgene Mause oder auch Zebrafische (Danio
rerio) verwendet, in welchen die Zielzellen das fluoreszierende Protein exprimieren. Die
Migration kann dann beispielsweise in einem Frakturmodell mit Zeitrafferaufnahmen
untersucht und analysiert werden (Geurtzen et al., 2014). Mit neuesten Zwei-Photonen
Mikroskopen ist auch eine intravitale Darstellung von Knochenzellen mdglich. Furuya et al.
(2018) konnten mit dieser Methode nachweisen, dass Zell-Zell-Kontakte zwischen reifen
Osteoblasten und Osteoklasten deren Funktion in vivo beeinflussen. GroBter Vorteil dieser
in vivo Methoden ist sicherlich, dass sie die physiologischen Gegebenheiten im Knochen
abbilden, welche sich in einem in vitro Modell nicht génzlich nachbilden lassen. Von
Nachteil ist dagegen, dass sich in vivo Oberflachen schlecht bis gar nicht charakterisieren
lassen. Zudem ist es schwierig, sie auf kontrollierte Art und Weise zu verandern und so an
die gewilnschten Untersuchungsbedingungen anzupassen. Beide Aspektie sind flr ein
oberflachenspezifisches Migrationsmodell aber notwendig.

In vivo Modelle sind, durch die An&sthesie der Versuchstiere bedingt, auf kiirzere Zeitraume
der Zeitrafferaufnahmen limitiert. Furuya et al. (2018) konnten in ihrer in vivo Studie
Zeitrafferaufnahmen Gber einen Zeitraum von 6 Stunden durchfihren, wohingegen in vitro
Modelle Zeitrafferaufnahmen zwischen 22-48 Stunden erlauben (Dallas et al., 2009;
Pepperell & Watt, 2013). Da die Bewegung der Zellen als Ortsanderung Uber die Zeit
detektiert wird, ist letztere ein entscheidender Faktor und sollte bei Studien zum
Migrationsverhalten so lang wie mdglich gewéhlt werden. Aufféllig ist auBerdem, dass,
zumindest beim live imaging von Knochenzellen, die dargestellten in vivo Aufnahmen haufig
eine geringe Zellzahl zeigen (Furuya et al., 2018; Mizuno et al., 2018). Eine gute Detektion,
Analyse und Darstellung der Zellen scheint demnach auf eine geringe Zellzahl beschrankt
zu sein. Bei in vitro Modellen dagegen ist eine Visualisierung einer héheren Zellzahl,
beispielsweise 45-50 (Pepperell & Watt, 2013), moglich.

Far die in vivo Darstellung von Zellen oder Proteinen wird haufig GFP als glinstige und
einfach Methode gewahlt. Dass et al. (2007) konnten zeigen, dass die Expression von
Knochenmarkern in osteoblastischen Zellen wie Saos-2 durch die Transfektion mit GFP
verandert wird (Dass & Choong, 2007). In wieweit Reportergene auch in anderen Zellen zu

Veranderungen auf molekularer Ebene fihren, wird hdufig nicht untersucht. Die Ergebnisse
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von Dass et al. (2007) legen nahe, dass es durch die Transfektion der Zellen auf
molekularer Ebene zu Veranderungen bei transgenen Mausen oder Fischen kommen kann.
Die Ergebnisse der Studien kénnten dadurch beeinflusst und verandert werden und es stellt
sich die Frage, in wieweit sie dann die echten physiologischen Vorgénge abbilden.

Ein weiterer Nachteil liegt in der Tatsache, dass die physiologischen Gegebenheiten in der
Maus sich doch von denen im menschlichen Knochen unterscheiden und diese in vivo
Modelle bis auf Weiteres nicht auf den menschlichen Knochen und damit die entscheidende
Physiologie anwendbar sind. Zudem ist die Herstellung der Untersuchungstiere sehr
kostenintensiv und zeitaufwendig. Die aufgezeigten Limitationen der in vivo Methoden
machen sie fir die Untersuchung der Migration auf planaren, ossaren Oberflachen eher
ungeeignet.

Gangige in vitro Methoden zur Analyse von Chemotaxis sind Zwei-Kammer-Systeme wie
die Boyden-Kammer oder die Dunn-Kammer. In beiden Modellen wird die Anzahl der
migrierenden Zellen aus Kammer 1 hin zu einem mdglichen Chemokine in Kammer 2
gezahlt und ausgewertet, wobei die zwei Kammern bei der Boyden-Kammer durch einen
Filter und bei der Dunn-Kammer durch eine Brlcke voneinander getrennt sind (Boyden,
1962). Die meisten Chemokine, die verantwortlich fir die Osteoblastenmigration sind,
wurden mit einer der beiden Methoden ermittelt (Thiel et al., 2018). Alternativ dazu gibt es
sogenannte Gap Closure Migrations Assays, bei denen ein Defekt in den Zellrasen gesetzt
wird, welcher anschlieBend durch die Migration der Zellen in den Defekt geschlossen wird.
Dieser Vorgang wird mikroskopisch mit Zeitrafferaufnahmen aufgenommen und die
Bewegung der Zellen analysiert. Als dritte, relativ neue Methode gibt es neuartigere
Kammersysteme, mit denen man ebenfalls das Migrationspotential von Chemokinen mittels
mikroskopischer Zeitrafferaufnahmen untersuchen kann. Mit den meisten dieser
Kammersysteme sind allerdings nur lichtmikroskopische Aufnahmen mdéglich und damit die
direkte Mikroskopie von Zellen auf dem Knochen ausgeschlossen.

Zusammengefasst gibt es aktuell keine ausreichend geeignete in vivo oder in vitro Methode,
mit der die Migration fluoreszenzmarkierter, primarer humaner Osteoblasten auf
verschiedenen planaren Knochenoberflachen mittels mikroskopischer Zeitrafferaufnahmen
untersucht werden kann. Die Entwicklung eines solches Modells ist flr ein besseres
Verstandnis der Migration und des physiologischen sowie pathologischen Knochenumbaus
notwendig. Ein mdgliches Modell wird im Folgenden vorgestellt.
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2.1.6 Neues in vitro Migrationsmodell

Zunachst mussen die Anforderungen an ein solches Modell festgelegt werden. Zum einen
bedarf es einer geeigneten, planaren ossaren Oberflache, die in Kombination mit Zellen
aus der Zellkultur verwendet und nach Wunsch des Untersuchers verandert werden kann.
Zur Herstellung, Sterilisierung und Demineralisation einer solchen Oberflache missen
geeignete Verfahren gefunden werden. Zum anderen muss in dem Modell die Verwendung
und Visualisierung verschiedener Zellen méglich sein. Auch hierfir missen geeignete
Zellmarkierungsmethoden zur Darstellung der Zellen gegen den Knochen gefunden
werden. Zuletzt muss es méglich sein, Zeitrafferaufnahmen der Zellen auf der Oberflache
anzufertigen. Daflr missen geeignete Parameter evaluiert werden. Insgesamt muss der
Versuchsaufbau am Ende so gestaltet sein, dass der Versuch unter sterilen Bedingungen
in einer Inkubationskammer unter dem Mikroskop bei geeigneten Bedingungen
durchgefiihrt werden kann. Im Folgenden wird ein Modell dargestellt, welches die gestellten
Anforderungen erfllt.

Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung des in vitro Untersuchungsmodells. Zur
Mikroskopie von Osteoblasten auf Knochen bedarf es zunachst zweier Dinge: die
Markierung der Zellen mit einem geeigneten Farbstoff und die Herstellung geeigneter
Knochenoberflachen. Um die zu untersuchenden Zellen (1) gegen die intransparente
Knochenoberflache darstellen zu kénnen, werden sie mit einem Fluoreszenzfarbstoff
angefarbt (2), der eine optimale Detektion und Mikroskopie der Zellen erlaubt und
gleichzeitig keine toxische Wirkung auf sie hat. Aus Knochen (porcine, human) (3) werden
Stlcke geeigneter GroBe und Dicke ausgesagt, mit Peressigsaure sterilisiert und ggf. mit
EDTA demineralisiert (4). Die gefarbten Zellen werden unter der Steriloank auf den sterilen
Knochen ausgebracht und Uber Nacht inkubiert (5). AnschlieBend kénnen die Zellen auf
dem Knochen in einer Inkubationskammer unter dem Mikroskop bei 37°C und 5% CO: tber
die entsprechende Dauer mit geeigneten Parametern lebend mikroskopiert und die
Migration mittels Zeitrafferaufnahmen analysiert werden (6).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des
neuen in vitro Untersuchungsmodells, |.

Diese Abbildung zeigt die schematische
Darstellung des neuen in vitro
Untersuchungsmodells ~ zur  Migration  von
Osteoblasten. Detaillierte Erkldrungen zu den
einzelnen Schritten finden sich im
nebenstehenden Text. Diese Grafik wurde erstellt
durch die Autorin mit draw.io
(http://www.draw.io/).

Eindeutiger Vorteil dieses Modells ist, dass
sowohl die verwendeten Zellen als auch die
Knochenoberflache modifiziert werden
kdnnen, um verschiedenen Stufen der ossaren
Entwicklung und des Knochenmilieus zu
simulieren. Zusatzlich ist in diesem Modell die
Verwendung von humanem Knochen und
primarer humaner Knochenzellen méglich.

Durch eine Mehrfachfarbung verschiedener

humaner Knochenzellen kann das
Zusammenspiel einzelner oder mehrerer
Zelltypen  analysiert und damit die

physiologischen Gegebenheiten noch exakter
nachgebildet werden. Und zuletzt missen die
Zellen fir die Detektion mittels Fluoreszenz
nicht genetisch verandert und damit eventuelle
Abweichungen von nativen Phanotypen in
Kauf genommen werden.

Diese Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt,

geeignete Fluoreszenzfarbungen zur

Visualisierung von  primdren  humanen
Osteoblasten im oben skizzierten Modell zu

evaluieren.
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2.2 Hypothese

Die organischen sowie anorganischen Bestandteile der Knochenoberflache sind
Einflussfaktoren fir das Migrationsverhalten von Osteoblasten, welches wiederum fir den
physiologischen Knochenumbau essentiell ist. Ein neues in vitro Modell mit
fluoreszenzbasierter Zellmarkierung zur Visualisierung von primdren humanen
Osteoblasten auf planaren, ossaren Oberflaichen kénnte geeignet sein, die
Knochenoberflache als Einflussfaktor in diesem Zusammenhang noch besser untersuchen
zu koénnen. Zur Etablierung eines solchen Modells bedarf es zunachst der Evaluation
geeigneter Fluoreszenzmarkierungsmethoden. Daraus ergeben sich folgende, dieser
Arbeit zu Grunde liegende Hypothesen:

1. Fluoreszenzfarbstoffe verhalten sich in Bezug auf ihre Klasse, zellulare Toxizitat,
Farbkraft, Proliferationsbestéandigkeit und ihres Anregungsspekirums sowie in
Kombination mit verschiedenen Zelllinien unterschiedlich und sind daher nicht alle
im gleichen Mal3 geeignet.

2. Eine systematische Analyse kann am besten geeigneten Label identifizieren.

3. Neben klassischer zellularer Toxizitdt besteht die Méglichkeit der molekularen

Toxizitat.

4. Fluoreszenzfarbstoffe kénnen als geeignete Alternative zu Reportergenen fir die
fluoreszenzbasierte Zellmarkierung von primdren humanen Osteoblasten auf

planaren osséren Oberflachen dienen.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Evaluation eines geeigneten Fluoreszenzfarbstoffes in
Bezug auf die Toxizitat, Farbkraft und dem Einfluss auf die Expression osteoblastarer
Proteine in Osteosarkomzellen und primaren humanen Osteoblasten. Hierzu wurden
schwerpunktmaBig zwei fir das Tracking von Zellen etablierte Fluoreszenzfarbstoffklassen
verglichen. Als Kontrolle im Vergleich von unterschiedlich gefarbten Zellen dienten

ungefarbte Zellen der jeweiligen Zelllinie.
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2.3 Aufgabenstellung

2.3.1 Evaluation der Fluoreszenzfarbstoffklassen

Auf  Grundlage der aufgestellten  Hypothesen  wurden zwei  etablierte
Fluoreszenzfarbstoffklassen in Kombination mit den verwendeten Zelllinien auf folgende

Gesichtspunkte hin untersucht:

1) Quantifizierung der zellularen Toxizitat der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe in

Abhangigkeit ihrer Konzentration.

2) Visuelle und quantitative Analyse der gefarbten Zelllinien bei verschiedenen
Arbeitskonzentrationen in Bezug auf folgende Fragestellungen:

Ist eine fluoreszenzbasierte Zellmarkierung von osteoblastaren Zellen und priméaren

humanen Osteoblasten mit Farbstoffen beider Farbstoffklassen mdglich?
Welche Konzentration eines Farbstoffs einer Farbstoffklasse erlaubt die optimale,
das heiBt 100%ige Farbung der Zellen und unterscheiden sich diese innerhalb einer

Farbstoffklasse in Bezug auf verschiedene Zelllinien?

Gibt es Unterschiede im Farbeverhalten der Zelllinien bei gleicher Konzentration
von Farbstoffen einer Farbstoffklasse?

3) Identifikation von geeigneten Labels fir die beiden verwendeten Zelllinien.

4) Visuelle und quantitative Analyse der Proliferationsbesténdigkeit von Zellen mit
geeigneten Labels in Bezug auf folgende Fragestellung:

Wie lange ist der Farbstoff in Zellen nachweisbar, die sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befinden und wie viele Zellen jeder Zelllinie kbnnen demnach mit

einer Farbung markiert werden?

2.3.2 Evaluation des Einflusses der Label auf die Genexpression

Fir die ermittelten, fir beide Zelllinien verwendbaren Label sollte anschlieBend deren
Einfluss auf die Stoffwechsel- und Zellzyklusaktivitat geférbter Zellen beider Zelllinien mit

einer geeigneten Methode untersucht werden.
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2.3.3 Validierung fluoreszenzbasierter Zellmarkierung auf ossaren Oberflichen

Die Anwendbarkeit der evaluierten Label im Rahmen des neuen Untersuchungsmodells zur
fluoreszenzbasierten Zellmarkierung von osteoblastischen Zellen und primaren humanen
Osteoblasten auf verschiedenen osséren Oberflachen sollte validiert werden, um die
Hypothese dieser Arbeit zu prifen.
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3. Material
3.1 Zellkultur

Tabelle 1: In der Zellkultur verwendete Materialien

Produktname
Concentrate PAA
Destilliertes Wasser
Dexamethasone

Dimethylsulphoxide (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)-low glucose

Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline

EASYstrainer™ Zelffilter,
40um

Fetal Bovin Serum

Filter Tips 10ul - 1000yl
HEPES-Puffer Lésung
Kammerobjekttrager, 4-Well
L-Ascorbinséure

L-Glutamin Solution 200nM
MEM Vitamin Solution (100x)
Penicillin-Streptomycin
Polystyrol Pinzetten
Trypanblau Lésung

Trypsin EDTA Solution
Zellkulturflaschen 75cm?
Zellkulturflaschen 175cm?
Zellkulturpipetten 2ml — 50ml
Zellkulturschalen 60x15mm
15ml Cellstar®Tubes

50ml Cellstar®Tubes

Katalognummer/Produktnummer

0001278723
171858002
D4902
D2438

P04-01501
D5546
D8537

542040

S 0115
Variiert je nach Volumen
83264
08 774 209
A4544
59202C
M6895
P4333
02171/0
18154
T3924
658175
660175
Variiert je nach Volumen
628160
188271
227261

Firma
Schiilke
Braun
Sigma
Sigma

Pan™ Biotech
Sigma
Sigma

Greiner Bio-One

Biochrome
Greiner Bio-One
Sigma
Falcon
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
J. Sollner AG
Sigma
Sigma
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One



3.2 Zellreihen

Tabelle 2: Verwendete Zellreihen

Zellreihe Zelltyp Spender
14 Jah
MG-63 Zellen Human, Osteosarkom Méﬁiliéﬁ
o 4 Jah
HOB (Pat.5) Human, Osteoblasten, primar 3Ve\iJ§Iicrﬁ
3.3 Fluoreszenzfarbstoffe
Tabelle 3: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe
Produktname Katalognummer Ex (nm) Em (nm) Firma
CellTracker™ Thermo Fisher
Blue CMAC C2110 353 466 Scientific
CellTracker™ Thermo Fisher
Green CMFDA C2925 492 517 Scientific
CellTracker ™ Thermo Fisher
Red CMTPX 34552 577 602 Scientific
DAP| D1306 358 461 ThermoFisher
Scientific
Qiracker®525 Q25041MP 405-485 525 Thermo Fisher
Scientific
Qiracker®605 Q25001MP 405-565 605 Thermo Fisher
Scientific

Tabelle 4: Bezeichnung der verwendeten Farbstoffe im Text

Farbstoff Bezeichnung im Text
CellTracker™ Blue CMAC CT blau
CellTracker™ Green CMFDA CT griin
CellTracker™ Red CMTPX CT rot
Qtracker®525 QT grln
Qtracker®605 QT rot

3.4 Toxizitatsanalyse

Tabelle 5: Fiir die Toxizitdtsanalyse verwendete Materialien

Produktname Katalognummer Firma
Cell Proliferation Reagent WST-1 11644807001 Roche
96-Well Cell Culture Plate, F-bottom, 655 180 Greiner Bio-One

with Lid
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3.5 RNA Extraktion

Tabelle 6: Flir die RNA-Extraktion verwendete Materialien

Produktname
Chloroform

Ethanol

Trizol

RNeasy® Plus Mini Kit
RNase-Free DNase Set

3.6 PCR und RT-Reaktion

Katalognummer
C2432-15ML
64-17-5
T9424
74124
79254

Tabelle 7: Fiir die PCR und RT-Reaktion verwendete Materialien

Produktname

MicroAMP® Fast 96-Well Reaction
Plate (0,1mL)

MicroAMP ™ Optical Adhesive Film

QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit
QuantiTec® Reverse Transcription
Kit

QuantiTect® Primer Assay
ReaktionsgefaBe 0,6ml

ReaktionsgefaBe 1,6ml

Water, DEPC-Treated

Katalognummer

4346907
4311971
204143
205313
Variiert je nach Primer
710210
710168

693520

Firma
Sigma
Merck
Sigma
Qiagen
Qiagen

Firma

Life technologies®

Life technologies®

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Biozym

Biozym

Calbiochem

33



3.7 Primer

Tabelle 8: Verwendete Primer

Gen Gen-Symbol Produktname Katalognummer Firma
Hs_ACTB_1_SG
Actinbeta 1 ACTB1 QuantiTect® Primer QT00095431 Qiagen
Assay
Bone Hs_IBSP_1_SG
gl .
sialoprotein IBSP Quantl:gect Primer QT00093709 Qiagen
ssay
Hs_COL1A1_1_SG
Collagen COL1A1  QuantiTect® Primer  QT00037793 Qiagen
Typ1 A1 A
ssay
Hs_CCND1_1_SG
Cyclin D1 CCND1 QuantiTect® Primer QT00495285 Qiagen
Assay
Hs_GAPDH_1_SG
GAPDH GAPDH QuantiTect® Primer QT00079247 Qiagen
Assay
Hs_BGLAP_1_SG
Osteocalzin BGLAP QuantiTect® Primer QT00232771 Qiagen

Assay

3.8 Knochenmaterial

Das verwendete Knochenmaterial wurde in Form von frisch ausgeldsten Tibiaknochen vom
Schwein von der Firma Wilhelm Marz FleischgroBhandel, Minchen, bezogen und
anschlieBend entweder direkt prépariert oder bei -80°C gelagert.

Tabelle 9: Zur Demineralisation verwendete Materialien

Produktname Katalognummer Firma
Ethylendiamintetraessigsaure 8040.3 Roth
Natronlauge (5N) KK71.1 Roth
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3.9 Laborgerate, Software und Werkzeuge

Tabelle 10: Verwendete Laborgeréte und Werkzeuge

Name
Analytische Waage ABC32

Ascent Software Version 2.4.2

Axio Cam MRc

Axio Cam MRm

Axiovert25 Zellkultur-Mikroskop
AxioVision SE64 Rel. 4.9
Captair Biocap RNA/DNA
Centrifuge 5415 D
Centrifuge 5424 R
Centrifuge 5810 R

COz2- und Inkubations-Modul
Eismaschine

EXAKT 300 CL Bandsage
Feather Disposable Scalpel
Graphpad Prism 7

Heracell 150 Inkubator
Laminar Flow Sterilbank
Mikroskop Observer.Z1

Mini Spin plus

MS2 Minishaker

Multiscan Ascent Plate Reader

Nanodrop 2000 Spectrophotometer

Neubauer Zédhlkammer
PCR Thermo cycler
PerfectSpinP

pH-Meter inoLab®
Polymax 1040 Schittler

StepOnePlus Real-Time PCR System (PCR Cycler)

StepOnePlus Software

Wasserbad

Firma
Scaltec

ThermoFischer
Scientific

Zeiss
Zeiss
Zeiss
Zeiss
erlab
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Zeiss
Ziegra
EXAKT, Deutschland
Feather
Graphpad Software, Inc.
Heraeus
Heraeus
Zeiss
Eppendorf
IKA®

ThermoFisher Scientific

ThermoFischer
Scientific

Marienfeld
Hybaid
peqglab
WTW
Heidolph
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

Grant
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4. Methoden
4.1 Zellreihen

Die verwendeten Zellreihen wurden in Petrischalen oder Zellkulturflaschen mit
Proliferationsmedium bei 37°C und 5% CO:in einem Inkubator kultiviert. Bei 80-90%iger
Konfluenz oder nach 5-7 Tagen erfolgte die Subkultivierung unter sterilen Bedingungen in
einer Laminar Flow Sterilbank. Fir die Kultivierung der zwei Zellreihen wurden Medien mit
unterschiedlicher Zusammensetzung hergestellt und verwendet (Tabelle 11).

Tabelle 11: Verwendete Zellreihen und ihre Medien

Zellreihe Art Medium Zusétze
10% FBS
MG-63 Proliferationsmedium DMEC'\(QI;;)W 1% L-Glutamin
9 1% Penecillin/Streptomycin
MG-63 Farbemedium DMEM-low | 1% L-Glutamin .
glucose 1% Penecillin-Streptomycin
16% FBS
1,6% HEPES-Puffer
HOB Grundmedium czla:l)é\i/luEm'\?r-ei 0,8% L-Glutamin
0,8% Penecillin/Streptomycin
0,8% MEM Vitamin
50ml
HOB Proliferationsmedium Grundmedium  0,02% Dexamgthe}_son
+ osteogene  0,5% L-Ascorbinsaure
Zusatze
2% HEPES-Puffer
. : DMEM- 1% L-Glutamin
HOB Farbemedium calciumfrei 1% Penecillin/Streptomycin

1% MEM Vitamin

4.2 Subkultivierung

Die fir die Subkultivierung benétigten flissigen Substanzen wurde bei 4°C im Kihlschrank
gelagert und vor der Benutzung bei 37°C im Wasserbad erwarmt.

Die Subkultivierung der MG-63 Zellreihe erfolgte bei 80-90%iger Konfluenz der Zellen und
sterilen Bedingungen unter der Laminar Flow Sterilbank. Zunachst wurde das Medium aus
dem Zellkulturgefan3 abpipettiert und verworfen. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt mit
Phosphate Buffered Saline (PBS), um die restlichen Mediumriickstande zu beseitigen. PBS
wurde ebenfalls abpipettiert und verworfen. Flr die Ablésung der adh&renten Zellen vor der
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Oberflache der KulturgefdBe wurde Trypsin hinzugegeben, durch Kippen des
KulturgefaBes gleichmaBig auf der Oberflache verteilt und die Zellen fir etwa 7-9 Minuten
bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das Trypsin wurde mit der 4-fachen Menge Kulturmedium
inaktiviert und die Zellen in neue KulturgefaBe mit frischem Kulturmedium umgesetzt. Die
Subkultivierung erfolgte in der Regel im Verhéltnis 5:1.

Die Kultivierung der primaren humanen Osteoblasten (HOB) erfolgte ausschlieBlich in T175
Zellkulturflaschen und ihre Subkultivierung alle 5 bis maximal 7 Tage. Auch hier wurde
zundchst das Medium abpipettiert, verworfen und die Rickstande des Mediums
anschlieBend mit PBS abgewaschen. Zur Ablésung der adharenten Zellen wurde 5ml
Trypsin verwendet und die Zellen fir 5 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach der
Inaktivierung mit 5ml Grundmedium wurde die Gesamtzellzahl nach Protokoll mit der
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in einer
Zentrifuge 5810 R (Eppendorf) fur 10 Minuten mit 250rpm bei 20°C zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und die Zellen in 1ml Grundmedium resuspendiert. Fiir die
Subkultivierung der primaren humanen Osteoblasten wurden maximal 800.000 Zellen in
eine T175 Zellkulturflasche mit 35ml Proliferationsmedium Uberflihrt. Zu Herstellung des
Proliferationsmediums wurde kurz vor dem Ausbringen der Zellen die osteogenen Zusatze

Dexamethason und Ascorbinsédure zugegeben.

4.3 Zellzahlung

Die Zellzédhlung wurde in einer Neubauer Zahlkammer mit einer Tiefe von 0,100mm
durchgefihrt. Zur Vorbereitung wurden die Zellen unter der Laminar Flow Sterilbank nach
Protokoll subkultiviert, 10 Minuten bei 250rpm in der Zentrifuge 5810 R (Eppendorf)
zentrifugiert und das Zellpellet resuspendiert. AnschlieBend wurden 2x50ul Zellsuspension
entnommen und in je ein steriles Eppendorf Gefal Gberflhrt. Zu beiden Proben wurde
auBerhalb der Sterilbank 50ul Trypanblau Lésung hinzu pipettiert und gemischt. Die
Neubauer Zahlkammer wurde vorbereitet und unter das Axiovert25 Zellkultur-Mikroskop
gelegt. Im Anschluss wurden bei einer 10-fachen VergréBerung alle 4 Eckfelder der beiden
Kammern ausgezahlt und die Zellzahl pro Milliliter wie Folgt berechnet:

Zellzahl — Summer der Zellen aller Eckfeldern
ml Anzahl der Eckfelder (= 8)

x Verdiinnungsfaktor (= 2) x 10*
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4.4 Fluoreszenzfarbung

Fiar die fluoreszenzbasierte Zellmarkierung wurden zwei Fluoreszenzfarbstoffklassen
ausgesucht. CellTracker™ sind Fluoreszenzfarbstoffe, die Uber die Zellmembran ins
Zytosol der Zellen aufgenommen werden. Intrazellular werden sie enzymatisch durch die
Glutathion-S-Transferase hydrophil und kénnen die Zelle nicht mehr verlassen (Gonzalez
et al,, 2013). Im Zytosol der Zelle werden sie ebenfalls durch enzymatische Aktivitat
fluoreszent. Qtracker® dagegen gehdren zur Farbstoffklasse der Quantum Dots (QDot).
QDots sind halbleitende Nanokristalle mit sehr nitzlichen photophysikalischen
Eigenschaften. Qtracker® bestehen aus QDots mit einer speziellen Beschichtung, welche
die Lokalisation im Zytoplasma der Zellen ermdglicht (Lin et al., 2007; Nicholls et al., 2017).

Die Farbung aller Zellen erfolgte bei sterilen Bedingungen unter der Lamina Flow
Sterilbank. Nach der Farbung wurden die Zellen entweder direkt mikroskopiert, iber Nacht
inkubiert oder in anderen Versuchen weiterverwendet. Tabelle 13 zeigt die verwendeten
Mengen Farbelésung nach Fluoreszenzfarbstoff und Kulturgefaf3.

441 Farbung mit CellTracker™

Zunéachst wurde fir jeden CellTracker™ (CT) eine 10mM Stammlésung geman der dem
Produkt beiliegenden Arbeitsanweisung hergestellt und bei -20°C gelagert. Fir die
Versuche wurde die Stammlésung aufgetaut, anschlieBend mit serumfreien Farbemedium
bis zu den Arbeitskonzentrationen 0,01uM, 0,1uM, 1uM und 10puM (Tabelle 12) verdinnt
und im Wasserbad bei 37°C vorgewarmt.

4.4.1.1 Farbung adhérenter Zellen

Die zu farbenden Zellen wurden vor der Farbung in gewlnschter Zellzahl in das
entsprechende Kulturgefa3 ausgebracht und tGber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde im
ersten Schritt das Proliferationsmedium abgenommen. Die vorgewarmte Farbstofflésung in
Arbeitskonzentration wurde zugegeben und die Zellen fiir 15-45 Minuten (i.d.R. 25 Minuten)
bei 37°C und 5%CO: inkubiert. Im letzten Schritt wurde die Farbstofflésung abpipettiert, die
Rlckstande durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt und frisches

Proliferationsmedium hinzugegeben.

4.4.1.2 Farbung von Zellen in Suspension

Die in Suspension geféarbten Zellen wurden wie beschrieben subkultiviert, gezahlt und die
gewulnschte Zellzahl in ein 15ml Falcon Uberfuhrt, welches in der Zentrifuge 5810 R
(Eppendorf) fir10 Minuten mit 250rpm bei 4°C zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde
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abgenommen, die Zellen in der vorgewarmten Farbstofflésung in Arbeitskonzentration
vorsichtig resuspendiert und fir 15-45 Minuten (i.d.R 25 Minuten) bei 37°C und 5%CO:
inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, die
Zellen in Proliferationsmedium resuspendiert und in gewidnschter Zellzahl in das
entsprechende Kulturgefa3 Uberfihrt. AnschlieBend wurden die Zellen Uber Nacht
inkubiert.

4.4.2 Farbung mit Qtracker®

Fir beide Qtracker® (QT) wurden Farbel6sungen mit den Arbeitskonzentrationen 0,01nM,
0,1nM, 1nM und 10nM (Tabelle 12) gemal der dem Kit beiliegenden Arbeitsanweisung
hergestellt und im Wasserbad bei 37°C vorgewarmt.

4.4.2.1 Farbung adhérenter Zellen

Die zu farbenden Zellen wurden vor der Farbung nach Herstellerangaben mit einer
Zelldichte von 25x102 Zellen/cm? in das entsprechende Kulturgefal ausgebracht und tber
Nacht bei 37°C und 5%CO: inkubiert. Die in Arbeitskonzentration vorgewarmte
Farbstoffldsung wurde zugegeben und die Zellen fir 45-60 Minuten bei 37°C und 5%CO:
inkubiert. Die Farbstofflésung wurde abgenommen, die Rickstdnde durch zweimaliges

Waschen mit Proliferationsmedium entfernt und frisches Proliferationsmedium zugegeben.

Abbildung 5: MG-63 QT griin 10nM, kombiniert Abbildung 6: MG-63 QT griin 10nM, GFP

MG-63 Zellen wurden nach Protokoll mit QT griin 10nM geférbt und mikroskopiert. Die Zellen wurden bei
10x VergréBerung in Brightfield und mit dem GFP-FluoreszenZfilter (Abbildung 6) aufgenommen und die
Aufnahme kombiniert (Abbildung 5). Quelle: privat

4.4.2.2 Farbung von Zellen in Suspension

Die in Suspension gefarbten Zellen wurden wie beschrieben subkultiviert, gezahlt und eine
Zellsuspension mit 1x107 Zellen/ml Kulturmedium hergestellt. Fall notwendig, wurde zur
Herstellung der Zellsuspension ein Zwischenschritt mit Zentrifugation und Resuspension
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gemanB der Subkultivierung durchgeflhrt. Im néachsten Schritt wurden 1x10® Zellen der
Zellsuspension zur vorgewarmten Farbelésung in Arbeitskonzentration zugegeben und fir
45-50 Minuten bei 37°C und 5%CO: inkubiert. Im letzten Schritt wurden die Zellen in der
Zentrifuge 5810 R (Eppendorf) fir 10 Minuten mit 250 rpm bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und die Riickstande durch zweimaliges Waschen mit
Proliferationsmedium entfernt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellen in
frischem Proliferationsmedium resuspendiert, in gewlnschter Zellzahl in das
entsprechende ZellkulturgefaB tberflhrt und Uber Nacht inkubiert.

Abbildung 7: MG-63 QT rot 10nM, kombiniert Abbildung 8: MG-63 QT rot 10nM, Texas Red

MG-63 Zellen wurden nach Protokoll mit QT rot 10nM in Suspension geférbt und anschlieBend mikroskopiert.
Die Zellen wurden bei 10x VergréBerung in Brightfield und mit dem Texas Red-Fluoreszenzfilter (Abbildung
8) aufgenommen und die Aufnahme kombiniert (Abbildung 7). Quelle: privat.

Tabelle 12: Verwendete Arbeitskonzentrationen nach Fluoreszenzfarbstoffen

Fluoreszenzfarbstoff Konzentration
CT blau, griin und rot ‘ 0,01uM 0,1uM 1uM 10uM
QT griin und rot 10,01nM 0.1nM 1nM 10nM

Tabelle 13: Verwendete Mengen Farbemedium in ul nach Kulturgefa3

Kulturgefai3 CTblau  CTgrin CTrot QT grin QT rot
96-well Platte 100pl 100ul 100ul 80ul 80ul
8-well Chamber slide 200ul 200ul 200ul 200yl 200ul
4-well Chamber slide 400pl 400pl 400pl 400pl 400ul
6mm Petrischale 2000yl 2000yl 2000yl - -
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4.5 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Farbeeffizienz der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe in ihren Arbeitskonzentrationen
zu analysieren, wurden MG-63 und primdre humane Osteoblasten mit allen
Fluoreszenzfarbstoffen in den jeweiligen Konzentrationen geféarbt und mikroskopiert. Es
wurden pro Farbe, Zellreihe und Konzentration Bilder von zuféllig ausgewahlten Punkten in
Brightfield und in Fluoreszenz aufgenommen und die Zellzahl manuell bestimmt. Fur die
Auswertung wurde der Quotient aus der Zellzahl in der Brightfield- und der
Fluoreszenzaufnahme gebildet und in Prozent angegeben.

451 Native Zellen

Far die CT blau, grin und rot wurden fiir die Mikroskopie jeweils 800.000 Zellen in eine
60mm Petrischale ausgebracht, Uber Nacht inkubiert und nach Protokoll fir 25 Minuten
gefarbt. Fir die QT grin und rot wurden jeweils 40.000 Zellen/Kammer auf einen 4-
Kammerobjekttrager ausgebracht, Gber Nacht inkubiert und ebenfalls nach Protokoll fir 60
Minuten gefarbt. Die Zellen wurden nach der Farbung direkt mit einem Observer.Z1
Mikroskop (Zeiss) mikroskopiert und die Bilder mit der AxioCamMR3 aufgenommen. In
Kombination wurden die in Tabelle 14 angegeben Filter entsprechend der Extinktions- und
Emissionswellenlangen der Fluoreszenzfarbstoff und die in Tabelle 15 angegebenen
Objektive mit Phasenkontrast verwendet. Zur digitalen Aufnahme der Bilder wurde das
AxioVision SE64 Rel. 4.9 (Zeiss) Programm verwendet und die Belichtungszeit fir jedes
Bild automatisch fir die entsprechenden Verhaltnisse neu berechnet. Die Bilder wurden
abschlieBend nachbearbeitet und der Kontrast oder die Helligkeit optimiert sowie eine
Gammakorrektur vorgenommen. Haufig verwendete Darstellungsmodi mit voreingestellten

Parametern waren ,Best Fit“ oder ,Min/Max".

Tabelle 14: Verwendete Filtersétze

Filter Sets  Exzitation Beam Splitter  Emission  Item Nummer Firma
49 pAPI G 365 FT 395 BP 445/50 488049-9901-000 | Zeiss
21 HE BP 340/30 (HE) BP 510/90 i ) :

Brightfield BP 387/15 (He) FT 409 (HE) HE) 489021-0000-000 | Zeiss
38 GrpP BP 470/40 FT 495 BP 525/50 000000-1031-346 | Zeiss
45 Texas Red | 560/40 585 630/75 000000-1114-462 | Zeiss
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Tabelle 15: Verwendete Objektive mit VergréBerung und Phasenkontrast

Objektiv VergréBerung Phasenkontrast
EC Plan-Neofluar | 10x/0,30 Ph 1

LD A-Plan 20x/0.30 Ph1

LD A-Plan 32x/0,40 Ph2

LD Plan-Neofluar | 40x/0.6 Korr Ph2 M27

452 Fixierte Zellen

Teilweise war es von Interesse, ob und wie sich die Darstellung nativer Zellen von fixierten
Zellen im Mikroskop unterscheiden wirde. Zu diesem Zweck wurden die Zellen nach den
Aufnahmen in nativem Zustand mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fir 20-25 Minuten fixiert
und anschlieBend erneut mikroskopiert. Flr die Fixierung wurde zunachst eine 8%ige PFA-
Lésung durch Zugabe von PBS auf 4% verdinnt. Das Kulturmedium wurde abgenommen
und die Ruckstéande durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die 4%ige PFA-L&sung
wurde hinzugegeben und das Kulturgefa3 fir 20-25 Minuten auf einen Polymax 1040
Schdttler (Heidolph) mit dreidimensionaler Taumelbewegung gestellt. Nach Ablauf der Zeit
wurde die PFA-LSsung abpipettiert und die Rickstdnde durch zweimaliges Waschen mit
PBS und einen letzten Waschgang mit destilliertem Wasser entfernt. Nach dem Trocknen

wurden erneut Bilder aufgenommen und mit den nativen Aufnahmen verglichen.

4.5.3 Analyse der Farbung mittels Mikroskopie

Um die Féarbungen der Zellinien mit den einzelnen Farbstoffklassen und
Arbeitskonzentrationen zu analysieren, wurden die Zellen dem Protokoll entsprechend
geféarbt und mikroskopiert. Dabei wurden pro Zelllinie, Farbstoff und Konzentration je 4
Aufnahmen bei einer VergréBerung von 10x aufgenommen und ausgewertet. Fir die
Auswertung wurde die Gesamtzellzahl in der Brightfield- und in der Fluoreszenzaufnahme
manuell bestimmt und damit der prozentuale Anteil der gefarbten Zellen an der
Gesamtzellzahl berechnet. Gezahlt wurden dabei nur Zellen, deren Zellkern sich vollstéandig
innerhalb des Sichtfensters befanden.
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Abbildung 9: MG-63 QT griin 10nM nativ; oben Abbildung 10: MG-63 QT grin 10nM fixiert; oben
GFP, unten kombiniert. GFP, unten kombiniert.

MG-63 Zellen wurden nach Protokoll mit QT griin gefdrbt, nativ mikroskopiert (Abbildung 9) und

anschlieBend fixiert (Abbildung 10). Die Zellen wurden bei 10x VergréBerung in Brightfield und mit dem
GFP-FluoreszenZfilter (oben) aufgenommen und die Aufnahme kombiniert (unten). Quelle: privat.

4.6 Toxizitatsnachweis

Die Toxizitat der CT und QT in ihren jeweils vier Arbeitskonzentrationen wurde flr die MG-
63 Zellen und die primaren humanen Osteoblasten getrennt voneinander mit einem WST-
1 Test untersucht. Hierflr wurden pro Farbstoff und Arbeitskonzentration Proben vorbereitet
und analysiert. Als Kontrolle dienten jeweils ungefarbte Zellen.

46.1 WST-1 Test

WST-1 gehdrt in die Gruppe der Mono-Tetrazoliumsalze, ist als solches wasserléslich und
dient als Indikator fir eine Redox-Reaktion: In oxidiertem Zustand (WST-1) ist der Indikator
farblos bis leicht rétlich, in reduziertem Zustand (Formazan) ist er tief rot und seine
Extinktion kann gemessen werden. Diese Eigenschaft macht sich der Test zunutze, indem
WST-1 durch Zellenzyme wie mitochondriale Dehydrogenasen oder Reduktasen zur
Formazan gespalten wird, wodurch ein Farbumschlag im Medium zu beobachten ist. Durch
Zunahme funktionsféhiger Zellen bei Zellwachstum wird die enzymatische Aktivitat erhdht
und die Menge an Formazan nimmt zu. Diese Zunahme Kkorreliert direkt mit der Anzahl
metabolisch aktiver Zellen in der Kultur. Die Quantifizierung von Formazan erfolgt mittels

Spektrometer, wobei die Absorption der Farblésung im Medium bei geeigneten
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Wellenlangen gemessen wird. Die Absorptionswerte behandelter und unbehandelter Zellen
kénnen nun verglichen und so Ruckschlisse auf Unterschiede in der metabolischen
Funktionsfahigkeit der Zellen gezogen werden.

Der WST-1 Test wurde unter einer Laminar Flow Bank durchgefiihrt. MG-63 Zellen und
primdre humane Osteoblasten wurden nach Protokoll subkultiviert und gez&hlt. Die
Zellsuspension wurde anschieBBend bei 250rpm fur 10 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert. Die Zellen wurden in Proliferationsmedium resuspendiert und auf
eine Zellzahl von 50.000 Zellen/ml gebracht. Von der Zellsuspension wurden je 100l
gemanR dem Schema in eine 96-well Mikrotiterplatte mit flachem Boden pipettiert und Gber
Nacht bei 37°C und 5%CO: inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen gemaB Protokoll mit den Farbelésungen in
entsprechender Konzentration gefarbt (Tabelle 12). Bei der ungefarbten Kontrollgruppe
wurde das Proliferationsmedium gewechselt und reines Proliferationsmedium als
Hintergrundkontrolle hinzugefligt. Die Platten wurden im Anschluss fir 48 Stunden
inkubiert. Nach 48 Stunden wurden je 10ul WST-1 Reagenz pro Well zugegeben und die
Platten fir weitere 4 Stunden inkubiert. In diesem Zeitfenster zeigte sich der Farbumschlag
(Abbildung 11). Zum Abschluss wurden die Mikrotiterplatten fir 1 Minute auf einen Polymax
1050 Schuttler (Heidolph) gestellt.

Abbildung 11: WST-1 Test nach 4 Stunden Inkubation
Abbildung 11 zeigt den Farbumschlag im Medium nach 4 Stunden Inkubation mit WST-1 Reagenz. Es ist

ein deutlicher Unterschied zwischen den Proben mit Zellen (1-3) und dem Medium als Hintergrundkontrolle
(4) zu sehen. Quelle: privat
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Die Mikrotiterplatten wurden mit einem Multiscan Ascent Plate Reader und der Ascent
Software Version 2.4.2 (ThermoFisher Scientific) ausgelesen. Gemessen wurde die
Absorption bei 450nm, als Referenzwellenlange wurde 620nm eingestellt. Von allen Werten
wurde zundchst die Referenzwellenldnge, fir die Kontrolle und die Proben anschlieend
noch der Mittelwert der Hintergrundabsorption subtrahiert. Aus den erhaltenen Werten
wurde der Mittelwert und die Standartabweichung berechnet und die Werte nach Farbstoff
und Konzentration aufgetragen.

4.7 BRNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA wurde mit einem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) und einem RNase-
Free DNase-Set (Qiagen) nach dem beiliegenden Protokoll durchgefiihrt und die komplette
RNA extrahiert. Da RNA an sich sehr instabil ist und bei unsauberem Arbeiten leicht mit
RNase kontaminiert werden kann, wurde die RNA-Extraktion unter sterilen Bedingungen in
der Laminar Flow Sterilbank durchgefiihrt und die Arbeitsflichen sowie Handschuhe
regelmanig mit RNase-Away-Spray (Carl Roth) gesaubert.

4.7.1 Vorbereitung

Zur Versuchsvorbereitung wurden 250.000 Zellen in eine 60mm Kulturplatte ausgebracht,
tber Nacht inkubiert und anschlieBend entweder nach Protokoll geféarbt oder mit DMSO
behandelt. Da die verwendeten CT und QT in lyophilisiertem Zustand in DMSO geldst
werden, wurden als Kontrolle DMSO behandelte Zellen verwendet, um den reinen Einfluss
der Farbstoffe beurteilen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurde reines DMSO entsprechend
der Farbstoffkonzentration mit Farbemedium verdinnt und die Zellen analog zur
Farbedauer inkubiert. AnschlieBend wurde sie zweimalig mit PBS gewaschen und frisches
Proliferationsmedium zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde die
RNA extrahiert, wobei wegen der niedrigeren Teilungsrate bei den primaren humanen
Osteoblasten jeweils zwei Platten mit initial 250.000 Zellen pro Phénotyp verwendet

wurden.

4.7.2 Durchflihrung

Im ersten Schritt wurden die Zellen nach Protokoll trypsiniert, das Trypsin neutralisiert und
die Zellen fir 10 Minuten bei 250rpm und 20°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand abpipettiert und die Zellen in 1ml Trizol resuspendiert. Durch Auf- und
Abpipettieren wurden die Zellen lysiert und in ein 1,5ml Eppendorf Gefal Uberflhrt. Zu jeder
Probe wurde 200ul Chloroform hinzugefiigt, kurz gevortext und anschlieBend fir 15
Minuten bei 12000rpm und 4°C zentrifugiert. Durch die Zentrifugation bildete sich in den

Eppendorf GefaBen ein wassriger Uberstand, der vorsichtig abgenommen und in ein
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steriles 1,5ml Eppendorf Gefa3 mit jeweils 600ul 70%igem Ethanol gegeben wurde. Im
nachsten Schritt erfolgte die Isolation der RNA. Hierzu wurde zunachst die Silika-Membran-
RNA-Bindungssaule, welche dem Kit beilag, mit dem Inhalt der Eppendorf Gefale beladen.
Zur Reinigung der RNA auf den Saulen wurden diese danach mehrmals mit den dem Kit
beiliegenden Puffern (RW1 Puffer und RPE Puffer) gewaschen und durch Zugabe von 80ul
DNase aus dem RNase-Free DNase-Set (Qiagen) auch von verunreinigter DNA befreit. Im
letzten Schritt wurde 40ul RNase-freies destilliertes Wasser hinzugefligt und die Eppendorf
GefaBe nochmals fur 60 Sekunden bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert. Durch die
Zentrifugation wurde die Gesamt-RNA aus der RNA-Bindungsséaule ausgelést und in neue
1,5ml Reaktionsgefal3e transferiert.

Um die RNA-Konzentration zu messen und Verunreinigungen durch Trizol zu detektieren,
wurden aus jeder Probe 1,8ul in einem NanoDrop 2000 Spektralphotometer
(ThermoFischer) analysiert. Die Kalibrierung erfolgte mit RNase-freiem Wasser. Im
Anschluss wurden die Proben auf das Messfeld des Spektralphotometers pipettiert und die
RNA-Konzentration aus der Absorption des Lichts berechnet.

4.8 RNA-Transkription

Die extrahiete RNA der Phanotypen wurde direkt nach der Extraktion mit einem
QuantiTec® Reverse Transcription Kit (Qiagen) und einem Thermocycler in cDNA
umgeschrieben. Es wurde dabei nach den beiliegenden Arbeitsanweisungen vorgegangen.

Ziel der reversen Transkription ist es, die mRNA in komplementare DNA (cDNA)
umzuschreiben (Milhardt, 2006b), um im letzten Schritt die Menge der cDNA in der PCR
zu quantifizieren und damit eine Aussage Uber die vorhandene Menge des entsprechenden
Gens treffen zu kénnen (Schalasta, 2009). Wichtigstes Enzym bei diesem Vorgang ist die
reverse Transkriptase und im Besonderen ihre Aktivitdt als RNA-abhangige-DNA-
Polymerase und RNase (Milhardt, 2006b). Im ersten Schritt wurde die RNA von
Verunreinigungen durch DNA gesaubert. Hierflir wurde der RNA eine Puffer-Lésung (cDNA
Wipeout Buffer) und Wasser zugegeben und bei 42°C flr 2 Minuten inkubiert. Im n&chsten
Schritt wurde die reverse Transkriptase (RT), eine Pufferlésung und der Primer-Mix dazu
pipettiert und bei 42°C fir 15 Minuten im Thermocycler inkubiert. Ausgangspunkt fiir die
reverse Transkription ist die Anlagerung des Primers an den Poly-A*-Schwanz der mRNA
(Mulhardt, 2006b). Von diesem Startpunkt aus kann die reverse Transkriptase als RNA-
abhangige-DNA-Polymerase die Synthese einer komplementéren Polynukleotid-Sequenz
in 5°>3" Richtung beginnen und es entstehen RNA-cDNA-Hybridstrange. In ihrer zweiten
Funktion als RNase H zersetzt die reverse Transkriptase die mRNA Strange des RNA-DNA-
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Hybridstranges, so dass zuletzt die synthetisierte cDNA vorliegt. Diese wurde entweder
direkt fiir die QRT-PCR verwendet oder zwischenzeitlich bei -20 °C gelagert.

4.9 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)
4.9.1 Grundlagen

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation von DNA in vitro. Dabei
kébnnen je nach verwendetem Primer ganze Gene, Teile von Genen oder auch nicht-
kodierende DNA-Sequenzen mit bis zu dreitausend Basenpaaren in einer Standart-PCR
vervielfaltigt werden. Wichtigstes Enzym bei dieser Reaktion ist DNA-Polymerase (z.B. Tag-
Polymerase), ein hitzestabiles Enzym, welches die durch die Primer determinierten DNA-
Sequenzen repliziert. Ein PCR-Prozess beinhaltet, je nach Protokoll, bis zu 50 Zyklen,
wobei ein Zyklus aus je drei Reaktionsschritten besteht. Jeder Schritt benétigt dabei eine
optimale Umgebungstemperatur, so dass die PCR in einem Thermocycler durchgefihrt
wird, der Uber seinen Heizblock die optimalen Bedingungen herstellt. Die drei
Reaktionsschritte sind im Einzelnen (Milhardt, 2006a):

1. Denaturierung: Im ersten Schritt wird die Probe auf 94°C erhitzt, wodurch die
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den DNA-Stréangen aufbrechen und diese
dann als Einzelstrang-DNA vorliegen. Zu Beginn des PCR-Prozesses wird dieser
Schritt haufig verlangert durchgefihrt als sog. initiale Aktivierung, um sicher zu
stellen, dass sich sowohl Ausgangs-DNA als auch die Primer vollstédndig
voneinander gel6st haben und Einzeln vorliegen. Das anschlieBende schnelle
Abkuhlen dient dazu, die erneute Bildung von DNA-Doppelhelices zu verhindern.

2. Hybridisierung: Die Temperatur wird etwa 30 Sekunden auf einem geeigneten
Niveau gehalten, damit sich die Primer an die entsprechenden DNA-Sequenzen
anlagern kdnnen. Primer selbst sind Oligonukleotiden, die sich an das 3’"Ende der
DNA anlagern und so mit inrem 3’-OH-Ende den Startpunkt der Replikation fiir die
DNA-Polymerase markieren.

3. Elongation: Die DNA-Polymerase verlangert vom Primer ausgehend den
Gegenstrang entlang des DNA-Stranges mit freien Nukleotiden und es entsteht eine
Doppelstrang-DNA.

Seit der Erstbeschreibung dieser Methode Mitte der 80er Jahre (Mullis et al., 1992) wurde
die klassische PCR erweitert und verbessert, beispielsweise in Form der in dieser Arbeit
angewandten quantitativen Real Time-PCR (QRT-PCR). Bei dieser Methode kann die DNA
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tber einen mit der DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, in dieser Arbeit QuantiTec®
SYBR® Green (Qiagen), markiert und so die Menge an amplifizierter DNA Uber die
Zunahme der im Spektrometer gemessenen Fluoreszenzintensitat nach jedem Zyklus in
Echtzeit quantifiziert werden (Mllhardt, 2006a).

4.9.2 Durchfdhrung

Die QRT-PCR wurde mit der synthetisierten cDNA und einem QuantiTec® SYBR® Green
PCR Kit (Qiagen) kombiniert mit dem QuantiTec® Primer Assay (Qiagen) durchgefiihrt. Es
wurde dabei nach den beiliegenden Arbeitsanweisungen vorgegangen. Fur die
Amplifikation jedes Primers wurden in einem Reaktionsgefal3 je 10ul QuantiTec® SYBR®
Green PCR Master Mix, 2ul QuantiTec® Primer Assay, 2ul cDNA und 6ul RNase-freies
Wasser gemischt. Fir die QRT-PCR wurde ein StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), StepOnePlus Software und die sechs in der folgenden Tabelle
(Tabelle 16) gelisteten Primer des QuantiTec® Primer Assays (Qiagen) benutzt.

Tabelle 16: In der QRT-PCR amplifizierte Gene mit Gensymbolen

Gen Gen-Symbol
Actinbeta 1 ACTB
Bone sialoprotein IBSP
Collagen Typ1 A1 COL1A1
Cyclin D1 CCNDf1
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase GAPDH
Osteokalzin BGLAP

In dieser Arbeit wurden die QRT-PCR Analysen wie folgt durchgefihrt (Tabelle 17).

Tabelle 17: Verwendeter Temperatur-Zyklus der QRT-PCR

Schritt Temperatur Dauer
Initialer Aktivierungsschritt 95°C 15 Minuten
1.Denaturierung 94°C 15 Sekunden
2.Primerhybridisierung 55°C 30 Sekunden
3.Extension 72°C 30 Sekunden
Anzahl der Zyklen (Schritt 1.-3.) 40
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4.9.3 Datenanalyse

Fir die Analyse der QRT-PCR Daten wurde fiir jede Probe die gemessenen Intensitaten
gegen die Zyklusanzahl aufgetragen, wobei sich ein sigmoider Verlauf zeigte. In Abbildung
12 ist eine Analyse schematisch dargestellt. Um zu detektieren, in welchem Zyklus der
Fluoreszenzwert einer Probe zum ersten Mal exponentiell Gber den Hintergrundwert steigt,
wird der Threshold-cycle-Wert (Ct) bestimmt (Schalasta, 2009). Im Vergleich der Ct-Werte
zweier Proben zeigt sich demnach, welche Probe vor Beginn der Amplifikation mehr
Template-DNA enthielt. Es wurde dabei vorausgesetzt, dass beide Amplifikationen mit der

gleichen Effizienz erfolgten.
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Abbildung 12: Ergebnis einer QRT-PCR in schematischer Darstellung

Die Kurven zeigen den Verlauf der gemessenen Fluoreszenzintensitét (Y-Achse) in Abhéngigkeit von der
g}r/il;/#]s;ummer (X-Achse) fir Probe A und Probe B. Quelle: Graphik erstellt durch die Autorin mit GraphPad
Es gibt verschiedene Rechenmodelle, die fur die Quantifizierung benutzt werden kénnen.
In dieser Arbeit wurde die QRT-PCR mittels relativer Quantifizierung basierend auf der von
Livak und Schmitigen (Livak & Schmittigen, 2001) beschriebenen 2722¢t -Methode
ausgewertet. Die mit DMSO behandelten Zellen dienten dabei als Kontrolle und die
Genexpression der gefarbten Proben wurde relativ zu dieser berechnet (Schmittgen &
Livak, 2008). Die Normalisierung der Ergebnisse einer QRT-PCR kann auf verschiedene
Weisen durchgefiihrt werden (Bollmann et al., 2012). In dieser Arbeit wurden die fir die
relative Quantifizierung notwendigen internen Referenz-Kontrollen, sogenannte house-
keeping-genes (HKG), in Form von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
und Actinbeta 1 (ACTB) verwendet und in der QRT-PCR fir alle Phanotypen ermittelt. Fir
die relative Quantifizierung wurden die ACt-Werte, AACt-Werte und die relative Gen-
Expression (RQ) bzw. der Foldchange (FC) der untersuchten Gene (X) wie Folgt errechnet:
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ACtrsrbung/kontroue = Mittelwerter, — Mittelwertee,, .

AACE = ACtFéirbung — ACtgontrotie

RQ — Z—AACt

410 Time-Label-Loss

Um zu detektieren, wie lange verschiedene Farbstoffe in unterschiedlichen
Konzentrationen in einer gefarbten Zellkultur nachweisbar sind, wurden MG-63 Zellen und
primare humane Osteoblasten entsprechend gefarbt und anschlieBend solange in
Subkultur zwischen 30-80% und damit in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten,
bis in der Fluoreszenzmikroskopie kein Label mehr detektierbar war.

Zur Vorbereitung wurden MG-63 Zellen und primare humane Osteoblasten nach Protokoll
subkultiviert, gezahlt und jeweils 272.500 Zellen in eine 6¢cm Kulturschale mit frischem
Proliferationsmedium ausgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden wurden die
Zellen nach Protokoll gefarbt und anschlieBend mikroskopiert. Hierbei wurden Brightfield-
und Fluoreszenzaufnahmen an unterschiedlichen Orten der Platte in 5- und 10-facher
VergréBerung aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen wieder in den Inkubator
gestellt, jeden Tag mikroskopiert und auf Konfluenz kontrolliert. Bei einer Konfluenz von
maximal 80% wurden die Zellen wie oben beschrieben mikroskopiert, subkultiviert und
anteilig in eine neue 60mm Kulturplatte Gberflhrt.

411 Knochenmodell

Als Knochenmaterial wurde unbehandelte Tibia vom Schwein verwendet, die nach Bezug
entweder direkt prapariert oder bei -80°C gelagert und nach dem Auftauen bei 4°C
prapariert wurde.

4.11.1 Préparation

Im ersten Schritt wurde das restliche, den Knochen umgebende, Gewebe mit einem
Skalpell und einer Pinzette entfernt und der Knochen mit einer handelstiblichen Handsage

in kleinere Teilstlicke zerlegt (Abbildung 14).

50



Abbildung 13: EXACT 300 Bands&ge ohne Knochen. Abbildung 14: Préparierte Schweinetibia

Abbildung 15: EXACT 300 Bandsédge mit Knochen Abbildung 16: Fertige Knochenscheiben, 1mm
Dicke

Quelle Abbildung 13-16: privat

AnschlieBend wurden aus den Knochenstlicken etwa 0,5 x 1cm groBe und 1mm dicke
Scheiben gesagt (Abbildung 16). Hierflr wurde eine EXAKT 300 CL Bandsage verwendet
(Abbildung 13), der Knochen in die verstellbare Halterung eingespannt und fixiert
(Abbildung 15). Das Sé&geblatt bestand aus einem Diamantschleifblatt und lief mit einer
Geschwindigkeit von 560m/min. Uber Gegengewichte konnte die Geschwindigkeit, mit
welcher der Knochen durch das fixierte Sageblatt gezogen wurde, reguliert werden.

4.11.2 Demineralisation

Die Demineralisation von Knochen mittels EDTA ist ein standartmafBiges Verfahren zur
Aufbereitung von Knochengewebe und findet heutzutage in vielen Bereichen der Histologie
und Histopathologie routinemaBig Anwendung. Von einer signifikanten Beeinflussung der
Gewebeintegritédt mit Ausnahme des Minerals ist dabei nicht auszugehen (Abrantes et al.,
2017; Wischmann et al., 2018). Als Chelatbildner formt EDTA Komplexe mit Kalzium,
welches im Knochen verbaut ist, und I6st diese heraus. Die einzelnen Knochenscheiben

wurden mit 0,5M EDTA Uber 16 Stunden bei Raumtemperatur demineralisiert. Hierflr
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wurden die Scheiben in einem 1,5 ml Eppendorf Gefal platziert und anschlieBend mit 0,5M
EDTA bedeckt. Nach der Demineralisation wurde EDTA abpipettiert und der Knochen

sterilisiert.

4.11.3 Sterilisation

Das mineralisierte oder zuvor demineralisierte Knochenmaterial wurde mit Peressigsaure
(PAA) sterilisiert. Dieses Verfahren ist getestet und zuverlassig (Pruss et al., 2001).
Mineralisierte und demineralisierte Knochenscheiben wurde in 1,5 ml Eppendorf GeféaBen
platziert und diese mit 2%iger PAA aufgeflllt. AnschlieBend wurden die GefaB3e fiir einen
Zeitraum von 16 Stunden bei Raumtemperatur auf einem rotierenden Plattformschuttler
positioniert und der Knochen sterilisiert. Der folgende Waschschritt mit PBS dauerte
ebenfalls 16 Stunden. Der sterilisierte Knochen wurde nach dem Waschen direkt zur
Mikroskopie verwendet.

4.12 Mikroskopie auf dem Knochen
4.12.1 Vorbereitung

Zur Vorbereitung der Mikroskopie wurde der Knochen nach Protokoll zun&chst
demineralisiert, falls notwendig, und dann mit 2%iger PAA sterilisiert. Der sterile Knochen
wurde unter der Laminar Flow Sterilbank in einer Kammer eines 4-Kammerobjekitrager
platziert. Die MG-63 Zellen und primare humane Osteoblasten wurden zur Vorbereitung in
60mm Kulturschalen ausgebracht und in diesen nach einer 12 stiindigen Inkubationszeit
protokollkonform gefarbt, bevor sie in entsprechender Zellzahl zu dem sterilisierten
Knochen in eine der Kammern pipettiert wurden. Hierbei wurde fir jede Zellreihe und jede
Knochenoberflache (mineralisiert/demineralisiert) jeweils ein Knochen mit einer hohen und
einer niedrigen Zelldichte prapariert. Zur Simulation einer hohen Zelldichte wurden 180.000
Zellen/Kammer, zur Simulation einer niedrigen Zelldichte 90.000 Zellen/Kammer auf den
Knochen gegeben. Zur Kontrolle wurden ungefarbte Zellen verwendet und entsprechend
den gefarbten Zellen auf den verschiedenen Knochenoberflachen ausgebracht.

4.12.2 Mikroskopie

Nach einer Ruhezeit von 12 Stunden wurden die Zellen zunachst nativ auf dem Knochen
mikroskopiert. Daflir wurde der Knochen in dem Kulturgefal3 gewendet, so dass die mit
Zellen besiedelte Oberseite nun unten lag. AnschlieBend wurden nach Protokoll
Fluoreszenzaufnahmen in drei verschiedenen Vergré3erungen aufgenommen (10-fach, 20-
fach und 32-fach). Nach den Nativaufnahmen wurde der Knochen und die darauf
siedelnden Zellen mit 4%iger Paraformaldehyd-Lésung (PFA-Lésung) fixiert, indem das

Medium abpipettiert, 500ul PFA-L&sung je Kammer hinzugefligt und das Kulturgefaf fir 30
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Minuten auf einen Plattenschuttler gestellt wurde. Im nachsten Schritt wurde die PFA-
Lésung abpipettiert und der Knochen zweimal mit PBS gewaschen. Im letzten Schritt
wurden die Zellen zur Kontrolle noch mit DAPI gefarbt. Hierfir wurde eine 300uM
Farbelésung hergestellt und je 750ul/Kammer hinzugegeben. Der Farbstoff wurde fir 5
Minuten im Dunkeln auf einem Plattenschuttler inkubiert und dann wieder abpipettiert. Nach
einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die fixierten Zellen auf dem Knochen erneut
nach Protokoll mikroskopiert.

413 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden mit dem Programm GraphPad Prism 7und 8 statistisch ausgewertet
und die dazugehérigen Graphen erstellt. Es sind, wenn nicht anders angeben, die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Versuchen (N=3)
dargestellt. Bei Vergleichen zweier Gruppen wurde, wenn nicht anders angeben, zur
Untersuchung von Signifikanzen ein t-Test fr unverbundene Stichproben angewendet. Zur
Prifung von signifikanten Unterschieden zwischen multiplen Mittelwerten bei mehr als zwei
Gruppen N=3 bedurfte es eines zweiteiligen Vorgehens. Im ersten Schritt der statistischen
Analyse wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA fir multiple Mittelwertvergleiche die
Ergebnisse auf signifikante Unterschiede der Mittelwerte der Proben und der Kontrolle
verglichen. Dieser Test zeigt an, ob und nicht wo ein signifikanter Unterschied zwischen
den Werten besteht. Im zweiten Schritt wurden dann die Mittelwerte mit einem post-hoc
Turkey-Test oder Dunnett-Test auf Signifikanz im Vergleich untereinander bzw. zur
Kontrolle getestet.

Um zu Uberprifen, ob die gemessene Absorption im WST-1 Test mit der verwendeten
Arbeitskonzentration der Fluoreszenzfarbstoffe in Beziehung stehen und als Gerade
abgebildet werden kénnen, wurde zusétzlich zu der ANOVA eine Regressionsanalyse
durchgefihrt. Sie untersucht die Beziehung zwischen einer abhéangigen Variable, in diesem
Fall die gemessene Absorption, und einer unabhangigen Variable, hier die verwendete
Arbeitskonzentration der Farbstoffe (Backhaus et al., 2008). In dieser Arbeit sollte damit
gepruft werden, ob eine Kausalbeziehung zwischen der Farbstoffkonzentration und der
Absorption besteht. Der Regressionskoeffizienten R? gibt dabei den Effekt einer Anderung
der unabhangigen Variablen auf die abhéngige Variable an. Er wird mit Hilfe eines t-Test
auf Signifikanz im Vergleich zum Wert 0 getestet (Backhaus et al., 2008). In allen
statistischen Auswertungen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen. Fiir alle
Abbildungen gilt, wenn nicht anders angegeben, folgende statistische Signifikanz: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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5. Ergebnisse

5.1 Evaluation der Fluoreszenzfarbstoffklassen

Als Alternativen zu fluoreszierenden Reportergenen wurden zwei
Fluoreszenzfarbstoffklassen, CellTracker™ und Qtracker®, auf ihre Anwendbarkeit im
beschriebenen Modell hin evaluiert. Da ein Vorteil des Modells die Verwendungsmaoglichkeit

von primaren humanen Osteoblasten ist, wurden diese zuerst untersucht.

5.1.1 Primé&re humane Osteoblasten

Zunachst wurde die Farbstoffklasse der CellTracker™ auf ihre Verwendbarkeit mit primaren

humanen Osteoblasten hin gepruft.

5.1.1.1 CellTracker™

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich primére humane Osteoblasten mit allen
drei Fluoreszenzfarbstoffen der CT anfarben lassen und als Alternative zu fluoreszierenden
Reportergenen in Betracht kommen. Alle CT farbten das Zytosol der Zellen bis in ihre
Fortsatze vollstandig an, CT blau und griin auch den Zellkern. Zur exakteren Evaluation
wurden Toxizitdts- und Farbeanalysen in je vier Arbeitskonzentrationen pro Farbstoff
durchgeflhrt.

Toxizitatsanalyse

Zur Analyse der Toxizitdt der CT wurde ein WST-1 Test in Abhéangigkeit der
Arbeitskonzentration, wie in 4.6 beschrieben, durchgefihrt. Mit einem ANOVA-Test fir
multiple Mittelwertvergleiche wurden die Werte auf signifikante Unterschiede der
Mittelwerte verglichen. Fir die Kontrolle, im Weiteren als Zellen w/o bezeichnet, wurden die
Absorptionswerte aller Kontrollen addiert und der Mittelwert mit Standardabweichung
gebildet. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der WST-1 Tests fur die
primaren humanen Osteoblasten in Abhangigkeit der verwendeten Arbeitskonzentrationen
der CT. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden in der Graphik entsprechend ihrer sichtbaren
Fluoreszenzfarbe beschriftet, ungeférbte Kontrollen als Zellen w/o. Auf der Y-Achse ist
dabei die Absorption und auf der X-Achse die analysierten Proben aufgetragen.
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Im WST-1 Test zeigte sich fir die Farbung von primaren humanen Osteoblasten mit CT
(Abbildung 17) fur CT blau bei der Arbeitskonzentration 0,01uM (1) keine signifikante
Reduktion (p>0,05) der Absorption im Vergleich zur Kontrolle, fiir die Farbung mit CT grin
und CT rot dagegen eine signifikante Erhéhung um 17,1% (p<0,05) bzw 17,0% (p<0,05)
(1). Bei der Arbeitskonzentration von 0,1uM waren die Absorptionswerte fir alle drei
Farbstoffe nicht signifikant reduziert (p>0,05) (2), ebenso fiir die Farbung mit CT blau 1uM
(p>0,05) (8). Fur CT grtin und CT rot war die Absorption bei der Farbung mit 1uM um 19,8%
(p<0,01) bzw. 22,4% (p<0,01) (3) und bei 10puM um 20,8% (p<0,01) bzw. 26,20% (p<0,001)
signifikant reduziert (4). CT blau zeigte keine signifikante Abnahme der Absorptionswerte

bei 10uM (4).
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Abbildung 17: Ergebnisse des WST-1 Test fiir CT und HOB

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse des WST-1 Test der primdren humanen QOsteoblasten mit der
Farbstoffklasse der CT in Abhédngigkeit ihrer Arbeitskonzentration (1-4) und im Vergleich mit ungeféarbten
primdren humanen Osteoblasten als Kontrolle (Zellen w/o). Alle Werte stellen Mittelwerte mit
Standartabweichungen aus mindestens vier unabhdngigen Versuchen (N24) dar. Statistische Signifikanz:
*p<0,05, *"p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 18: Ergebnisse der WST-1 Tests mit HOB nach CT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der WST-1 Tests mit primdren humanen Osteoblasen fiir CT blau (1),
CT griin (2) und CT rot (3). Die Absorptionswerte der einzelnen Proben wurden dabei als prozentualer Anteil

am Mittelwert der Absorptionswerte aller Kontrollen aufgetragen.

In der Analyse der linearen Regression waren die R?-Werte fiir alle drei CT signifikant
unterschiedlich zu null, dabei galt CT blau R2=0,257 (p<0,05), CT griin R?=0,259 (p<0,05)
und CT rot R2=0,376 (p<0,01).
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Analyse der Farbung

Um einen geeigneten Farbstoff zu identifizieren, spielt neben der Toxizitat auch die Qualitat
der Farbung eine entscheidende Rolle. Um Letztere zu prifen, wurde die Analyse der
Farbung von primaren humanen Osteoblasten mit den CT in den entsprechenden
Arbeitskonzentrationen wie beschrieben durchgefihrt. Es wurde der Mittelwert mit
Standartabweichung gebildet und statistisch ausgewertet (siehe 4.13). Die folgenden
Abbildungen zeigen die Ergebnisse der Farbeanalyse der CT mit primaren humanen
Osteoblasten entweder in Abhangigkeit ihrer Arbeitskonzentrationen oder ihrer Farbstoffe.
In den Diagrammen sind auf der Y-Achse der Anteil gefarbter Zellen an der Gesamtzellzahl
in Prozent und auf der X-Achse entweder die Farbstoffe oder die Konzentrationen

aufgetragen.
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Abbildung 19: Ergebnisse der Farbeanalyse mit HOB nach CT-Arbeitskonzentrationen

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Fédrbeanalyse der primdren humanen Osteoblasten in Bezug auf
die verschiedenen Arbeitskonzentrationen und Farbstoffe der CT (1-4). Dargestellt ist der prozentuale Anteil
der geférbten Zellen an der Gesamizellzahl. Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus
vier unabhdngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, *p<0,01, ***p<0,001,
****0<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 19 stellt die Ergebnisse der Farbeanalyse von primaren humanen Osteoblasten
mit der Farbstoffklasse der CT in Abhangigkeit ihrer Arbeitskonzentration dar. Es zeigte
sich fir CT blau bei den Arbeitskonzentrationen 0,01uM (1), 0,1uM (2) und 1uM (3) die
Anzahl gefarbter Zellen im Vergleich zu den beiden anderen Farbstoffen um je 100%
(p<0,0001) (1), 90,3 (p<0,0001) bzw. 90,2 (p<0,0001) (2) und 19,3 (p<0,05) (3) signifikant
reduziert. Fir die CT grin und rot zeigte sich bei keiner Arbeitskonzentration ein
signifikanter Unterschied (p>0,05) (1-3). Bei einer Arbeitskonzentration von 10uM ergab
sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p>0,05) zwischen den drei Farbstoffen.
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Abbildung 20: Ergebnisse der Farbeanalyse mit HOB nach CT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Farbeanalyse von primdren humanen Osteoblasten fir CT blau

(1), CT grin (2) und CT rot (3). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der gefdrbten Zellen an der

Gesamizellzahl. Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus vier unabhéngigen Versuchen

(N=4) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, *p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
Bei der Analyse der Farbung von primaren humanen Osteoblasten mit CT (Abbildung 20)
zeigte sich fir CT blau kein signifikanter Unterschied (p>0,05) in der Anzahl gefarbter Zellen
zwischen den Konzentrationen 0,01puM und 0,1uM (1). Im Vergleich zu den Ergebnissen
bei einer Arbeitskonzentration von 1uM waren die Werte bei 0,01uM um 100% (p<0,0001)
und bei 0,1uM um 88,0% (p<0,0001) signifikant reduziert (1). Gleiches galt fiir den
Vergleich mit einer Konzentration von 10uM, in welchem eine signifikante Reduktion um
100% (p<0,0001) bei 0,01uM und um 90,3% (p<0,0001) bei 0,1uM zu beobachten war (1).
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Die Anzahl gefarbter Zellen bei Verwendung des CT blau in einer Konzentration von 1uM
war verglichen mit 10uM ebenfalls um 19,3% (p<0,05) signifikant niedriger (1). Fir die CT
grin und CT rot ergaben sich auBer bei einer Konzentration von 0,01uM mit 40,4 %
(p<0,0001) (2) bzw. 43,4 % (p<0,0001) (3) keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl
geféarbter Zellen zwischen den Arbeitskonzentrationen.

Tabelle 18 zeigt sie Ergebnisse der Toxizitats- und Farbeanalyse von primédren humanen
Osteoblasten mit der Farbstoffklasse der CT im Uberblick.

Tabelle 18: Ergebnisse der Evaluation fiir CT und HOB im Uberblick

0,01puM 0,1uM 1uM 10uM

o
LLLLLLLLLSIS

Pl g
S LI PEEIE,

Grin

Rot

_ = signifikante Toxizitat im WST-1 Test

= keine signifikante Toxizitat

coonininiirl = signifikante Farbekraft

W = keine signifikante Farbekraft

In der Zusammenschau der Ergebnisse (siehe Tabelle 18) zeigten sich drei Kombinationen
aus Farbstoff und Konzentration als geeignet fir die Farbung von primdren humanen
Osteoblasten. Insbesondere der CT blau schien geeignet zu sein, da er auch bei hohen
Konzentrationen im Vergleich zu den beiden anderen Farbstoffen keine Toxizitat aufwies.
Im Vergleich der drei Farbungen untereinander (Abbildung 21-23) fiel allerdings auf, dass
die Qualitat der Farbung trotzt hoher Farbeeffizienz unterschiedlich war.
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Abbildung 21: HOB mit CT blau Abbildung 22: HOB mit CT griin Abbildung 23: HOB mit CT rot
10uM 0,1uM 0,1uM

Die Abbildung 21-23 zeigen Aufnahmen der primdren humanen Osteoblasten mit CT blau 10uM (Abbildung
21), CT grin 0,1uM (Abbildung 22) und CT rot 0,1uM (Abbildung 23). Es werden reine
Fluoreszenzaufnahmen der Zellen (oben) und Kombinationsaufnahmen (Brightfield+Fluoreszenz, unten)
gegendber gestellt. Quelle: privat
Verglich man die Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 21-23, obere Reihe) der priméaren
humanen Osteoblasten mit den drei Farbstoffen, so fiel auf, dass zwar jeweils alle Zellen
gefarbt waren, die Qualitat der Farbung aber nicht gleich war. Fir CT blau schien die
Fluoreszenzintensitat schwécher zu sein als fir die anderen CT. Bei CT griin zeigte sich im
Vergleich zu blau und rot mehr Hintergrundfluoreszenz. Nur fir CT rot zeigte sich eine
intensive, homogene Farbung der Zellkérper, exklusive Zellkern, ohne wesentliche
Hintergrundfluoreszenz. Die prominente Darstellung des Zellkerns war vor allem far die
Auswertung von Zeitrafferaufnahmen winschenswert, da er als Referenzpunkt in der Zelle
die Detektion von tatséchlicher Bewegung im Vergleich zu Zellformanderung erlaubte
(Fotos et al., 2006). Allerdings waren CT grin und rot durch ihre toxischen Einflisse in
héheren Konzentrationen zur Anwendung bei primdren humanen Osteoblasten nur

eingeschrankt zu empfehlen.

Zusammenfassend ergab die Evaluation der CT kein uneigeschrénkt geeignetes Label fir
die Fluoreszenzfarbung von primaren humanen Osteoblasten im Modell, weshalb eine
weitere, allgemein verbreitete Fluoreszenzfarbstoffklasse, die QT auf ihre Anwendbarkeit

hin evaluiert wurde.

60



5.1.1.2 Qtracker®

Die verwendeten QT waren ebenso wie die CT in der Lage, primére humane Osteoblasten
anzufarben und mit Fluoreszenz zu markieren, weshalb sie als Alternative zu
fluoreszierenden Reportergenen angesehen wurden. Zur genaueren Evaluation ihrer
Verwendbarkeit wurden sie entsprechend der CT untersucht.

Toxizitatsanalyse

Zur Analyse der Toxizitdtt der QT wurde ein WST-1 Test in Abhéangigkeit der
Arbeitskonzentration, wie in 4.6 beschrieben, durchgefihrt. Mit einem ANOVA-Test fir
multiple Mittelwertvergleiche wurden die Werte auf signifikante Unterschiede der
Mittelwerte verglichen. Flr die Kontrolle Zellen w/o wurden die Absorptionswerte aller
Kontrollen addiert und der Mittelwert mit Standardabweichung gebildet. Die folgenden
Abbildungen zeigen die Ergebnisse der WST-1 Tests fir die primaren humanen
Osteoblasten in Abhangigkeit der verwendeten Arbeitskonzentrationen der QT. Die
Fluoreszenzfarbstoffe wurden in der Graphik entsprechend ihrer sichtbaren
Fluoreszenzfarbe beschriftet, ungeférbte Kontrollen als Zellen w/o. Auf der Y-Achse ist
dabei die Absorption und auf der X-Achse die analysierten Proben aufgetragen.
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Im WST-1 Test fur die Farbung von primaren humanen Osteoblasten mit QT (Abbildung
24) war lediglich fir QT grin die Absorption bei einer Farbung mit 10nM um 24,4%
(p<0,001) signifikant reduziert (2).
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Abbildung 24: Ergebnisse des WST-1 Test fiir QT und HOB

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse des WST-1 Test der primdren humanen Osteoblasten mit der
Farbstoffklasse der QT in Abhdngigkeit ihrer Arbeitskonzentration (1-4) und im Vergleich mit ungeférbten
primdren humanen Osteoblasten als Kontrolle (Zellen w/o). Alle Werte stellen Mittelwerte mit
Standartabweichungen aus vier unabhdngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05,
*p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 25: Ergebnisse der WST-1 Tests mit HOB nach QT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der WST-1 Tests mit primdren humanen Osteoblasten fir QT griin (1)
und QT rot (2). Die Absorptionswerte der einzelnen Proben wurden dabei als prozentualer Anteil am
Mittelwert der Absorptionswerte aller Kontrollen aufgetragen.
In der Analyse der linearen Regression waren fir beide QT, wie auch fir alle drei CT
(Abbildung 18), die R?-Werte signifikant unterschiedlich zu 0, dabei galt fiir QT griin R2=0,72

(p<0,0001) und QT rot R?=0,52 (p<0,01).

Analyse der Farbung

Far die Farbstoffklasse der QT wurde, wie in 5.1.1.1 beschrieben, ebenfalls eine Analyse
der Farbung in den Arbeitskonzentrationen durchgefihrt und ausgewertet. Die folgenden
Abbildungen zeigen die Ergebnisse der Farbeanalyse der QT mit primaren humanen
Osteoblasten entweder in Abhangigkeit inrer Arbeitskonzentrationen oder ihrer Farbstoffe.
In den Diagrammen sind auf der Y-Achse der Anteil gefarbter Zellen an der Gesamtzellzahl
in Prozent und auf der X-Achse entweder die Farbstoffe oder die Konzentrationen
aufgetragen.
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In der Analyse der Farbung von priméaren humanen Osteoblasten mit QT (Abbildung 26)
war die Anzahl der gefarbten Zellen fir QT grin im Vergleich zu QT rot bei einer
Konzentration von 0,01nM um 64,0% (p<0,05) signifikant niedriger (1), bei einer
Konzentration von 1nM und 10nM dagegen um 39,7% (p<0,01) (3) und 36,3% (p<0,01) (4)

signifikant héher.
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Abbildung 26: Ergebnisse der Férbeanalyse mit HOB nach QT-Arbeitskonzentrationen

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Fédrbeanalyse mit primdren humanen Osteoblasten in Bezug auf
die verschiedenen Arbeitskonzentrationen und Farbstoffe der QT (1-4). Dargestellt ist der prozentuale Anteil
der gefédrbten Zellen an der Gesamtzellzahl. Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus
vier unabhdngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 27: Ergebnisse der Farbeanalyse mit HOB nach QT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Farbeanalyse mit primdren humanen Osteoblasten fiir QT grdn (1)
und QT rot (2). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der geférbten Zellen an der Gesamtzellzahl. Alle Werte
stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus vier unabhédngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische
Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
In der Analyse der Farbung von primaren humanen Osteoblasten mit QT (Abbildung 27)
zeigte sich fir QT griin (1) kein signifikanter Unterschied in der Anzahl gefarbter Zellen
zwischen den Konzentrationen 0,01nM und 0,1nM (1). Im Vergleich zu den Ergebnissen
bei einer Arbeitskonzentration von 1nM waren die Werte bei 0,01nM um 72,6% (p<0,0001)
und bei 0,1nM um 81,0% (p<0,0001) signifikant reduziert (1). Gleiches galt fir den Vergleich
mit einer Konzentration von 10nM, in welchem eine signifikante Reduktion um 85,3%
(p<0,0001) bei 0,01nM, um 89,8% (p<0,0001) bei 0,1nM und um 46,3% (p<0,0001) bei 1nM
zu beobachten war (1). In der Analyse der Farbung von priméren humanen Osteoblasten
mit QT rot (2) zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Anzahl gefarbter Zellen
zwischen den Konzentrationen 0,01nM und 1nM (2). Im Vergleich zu den Ergebnissen bei
einer Arbeitskonzentration von 0,01nM und 1nM waren die Werte bei 0,1nM um 74,3%
(p<0,01) bzw. 67,6% (p<0,05) signifikant erniedrigt (2). Verglichen mit der
Arbeitskonzentration 10nM war eine signifikante Reduktion der Werte um 35,9% (p<0,5)
bei 0,01nM, um 83,5% (p<0,0001) bei 0,1nM und um 49,2% (p<0,01) bei 1nM zu

beobachten (2).
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Um im nachsten Schritt die beiden Fluoreszenzfarbstoffklassen hinsichtlich ihrer

Anwendbarkeit im Modell mit primédren humanen Osteoblasten, vergleichen zu kénnen,

stellt Tabelle 19 die Ergebnisse der Evaluation von CT und QT im Uberblick dar.

Tabelle 19: Ergebnisse der Evaluation fiir HOB im Uberblick

Blau

Grin

Farben

]
(220%%

Rot

= keine Toxizitat im WST-1 Test

= signifikante Toxizitat

CT

CT

QT

CT

QT

= keine signifikante Farbeeffizienz

= signifikante Farbeeffizienz

0,01uM
0,1uM
1uM
10uM
0,01uM
0,1uM
1uM
10puM
0,01nM
0,1nM
1nM
10nM
0,01uM
0,1uM
1uM
10uM
0,01nM
0,1nM
1nM
10nM
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Die Farbstoffklasse der Quantum Dots wird allgemein zur Detektion von Zellen in
Fluoreszenzaufnahmen, auch im Zeitraffermodus, verwendet (Voura et al., 2004). lhr
negatives Abschneiden in der Farbeanalyse mag etwas verwundern, kann aber anhand der
folgenden Abbildungen (Abbildung 28-31) verdeutlicht werden.

Fiar beide QT zeigte sich im Vergleich zum CT der entsprechenden Fluoreszenzfarbe eine
weniger homogene Farbung der Zellkérper und des Zellkerns, was im Gegenzug die
Markierung und Abgrenzung der Zellen erschwerte. Verglich man die
Fluoreszenzaufnahme von HOB mit QT grin 10nM (Abbildung 28, oben) mit der
Fluoreszenzaufnahme von HOB mit CT grin 10uM (Abbildung 29, oben) und ihre jeweils
mit Brightfield kombinierten Aufnahmen (Abbildung 28 und 29, unten), so wurde dieser
Unterschied deutlich. Gleiches galt fir QT rot im Vergleich der Aufnahmen in Abbildung 30
und 31.

Abbildung 28: HOB mit QT griin 10nM Abbildung 29: HOB mit CT griin 10uM

Die Abbildung 28 und 29 zeigen Aufnahmen von primdren humanen Osteoblasten mit QT grin 10nM
(Abbildung 28) und CT griin 10uM (Abbildung 29). Die Zellen wurden bei 10x VergréBerung in Brightfield und
mit dem GFP-FluoreszenZfilter (oben) aufgenommen und die Aufnahme kombiniert (unten). Quelle: privat.
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Abbildung 30: HOB mit QT rot 10nM Abbildung 31: HOB mit CT rot 10 uM

Die Abbildung 30 und 31 zeigen Aufnahmen von HOB mit QT rot 10nM (Abbildung 30) und CT rot 10uM

(Abbildung 31). Die Zellen wurden bei 10x VergréBerung in Brightfield und mit dem Texas Red-

FluoreszenZfilter (oben) aufgenommen und die Aufnahme kombiniert (unten). Quelle: privat.

Die Abgrenzung einzelner Zellen voreinander war fir Fluoreszenzaufnahmen mit dem Ziel,
die Bewegung einzelner Zellen zu detektieren und zu analysieren, von grundlegender
Bedeutung. Da die verwendeten CT im Vergleich zu den QT diese Voraussetzung erfillten,
waren sie eher als QT geeignet, als fluoreszenzbasierte Zellmarkierungsmethode im
beschriebenen Modell zu dienen. Die Kultur und Verwendung von primaren humanen
Osteoblasten war aufwendig, kostenintensiv und zeitlich limitiert. Um eine stabile,
kostengunstige Alternative im Modell verwenden zu kdénnen, wurde die Evaluation der
Farbstoffe auch mit transformierten Zellen, in diesem Fall der Osteosarkomzelllinie MG-63,
durchgeflhrt, die als osteoblastische Zellen etabliert sind (Bilbe et al., 1996).

5.1.2 MG-63 Zellen

Die MG-63 Zellen wurden analog zu primaren humanen Osteoblasten mit den Farbstoffen
untersucht (siehe 5.1.1).
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5.1.2.1 CellTracker™

Toxizitatsanalyse

Die Analyse der Toxizitat wurde wie bereits in 5.1.1.1 beschrieben fiir die MG-63 Zellen in
Kombination mit den CT durchgeflhrt. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse
der WST-1 Tests fir die MG-63 Zellen in Abhangigkeit der verwendeten
Arbeitskonzentrationen der CT. Auf der Y-Achse ist dabei die Absorption und auf der X-
Achse die analysierten Proben aufgetragen. Im WST-1 Test zeigte sich fiir die Farbung von
MG-63 Zellen mit CT (Abbildung 32), im Unterschied zu den primaren humanen
Osteoblasten (vgl. Abbildung 17), lediglich fir CT blau und CT griin die Absorption bei der
Farbung mit 0,1uM um 29,2% (p<0,0001) bzw. 27,4% (p<0,0001) signifikant reduziert (2).
Ansonsten ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse (p>0,05) (1-4).
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Abbildung 32: Ergebnisse des WST-1 Test fiir CT und MG-63 Zellen

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse des WST-1 Test der MG-63 Zellen mit der Farbstoffklasse der CT in
Abhéngigkeit ihrer Arbeitskonzentration (1-4) und im Vergleich mit ungefédrbten MG-63 Zellen als Kontrolle
(Zellen w/o). Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus fiinf unabhédngigen Versuchen
(N=5) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001, n.s.= nicht signifikant.
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Abbildung 33: Ergebnisse der WST-1 Tests mit MG-63 Zellen nach CT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der WST-1 Tests mit MG-63 Zellen fir CT blau (1), CT grin (2) und
CT rot (3). Die Absorptionswerte der einzelnen Proben wurden dabei als prozentualer Anteil am Mittelwert
der Absorptionswerte aller Kontrollen aufgetragen.

Bei Verwendung der CT war, im Gegensatz zu den primaren humanen Osteoblasten
(Abbildung 18), fir die MG-63 Zellen in der Analyse der linearen Regression kein R?

signifikant unterschiedlich zu Null (1-3).
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Analyse der Farbung

Fur die Farbstoffklasse der CT wurde in Kombination mit MG-63 Zellen, wie in 5.1.1.1
beschrieben, eine Analyse der Farbung in den Arbeitskonzentrationen durchgefthrt und
ausgewertet. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der Farbeanalyse der CT
mit MG-63 Zellen entweder in Abhangigkeit ihrer Arbeitskonzentrationen oder ihrer
Farbstoffe. In den Diagrammen sind auf der Y-Achse der Anteil geférbter Zellen an der
Gesamtzellzahl in Prozent und auf der X-Achse entweder die Farbstoffe oder die
Konzentrationen aufgetragen. In der Analyse der Farbung von MG-63 Zellen mit der
Farbstoffklasse der CT (Abbildung 34) zeigte sich nur fir CT blau bei den
Arbeitskonzentrationen 0,01uM (1) und 0,1uM (2) die Anzahl gefarbter Zellen im Vergleich
zum Durchschnitt der beiden anderen Farbstoffe um 99,1% (p<0,0001) (1) bzw. 94,5%
(p<0,0001) (2) signifikant reduziert. Insgesamt verhielten sich die MG-63 Zellen damit
entsprechend der HOB (vgl. Abbildung 19).
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Abbildung 34: Ergebnisse Farbeanalyse mit MG-63 nach CT-Arbeitskonzenirationen

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Fdrbeanalyse der MG-63 Zellen in Bezug auf die verschiedenen
Arbeitskonzentrationen und Farbstoffe der CT (1-4). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der gefdrbten
Zellen an der Gesamtzellzahl. Fiir die Analyse bei 1uM (3) wurden der Brown-Forsythe ANOVA Test
angewandt. Bei 10uM (4) ertibrigte sich die Analyse, da sich fir alle drei CT der Wert 100% ergab. Alle Werte
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stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus vier unabhdngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische
Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 35: Ergebnisse der Farbeanalyse mit MG-63 Zellen nach CT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Férbeanalyse der MG-63 Zellen in Bezug auf die verschiedenen
Arbeitskonzentrationen und Farbstoffe der CT (1-4). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der gefarbten
Zellen an der Gesamizellzahl. Fiir CT rot wurde in dieser Analyse der Brown-Forsythe ANOVA Test fir
ungleiche Varianzen angewandt (3). Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus vier
unabhéngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001,
n.s. = nicht signifikant.
In der Analyse der Farbung von MG-63 Zellen mit CT (Abbildung 35) zeigte sich fiir CT blau
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl geféarbter Zellen zwischen den Konzentrationen
0,01pM und 0,1uM bzw. 1pM und 10uM (1). Im Vergleich mit den Arbeitskonzentrationen
1uM und 10uM waren die Werte bei 0,01uM und 0,1uM um 99,3% (p<0,0001) bzw. 94,4%
(p<0,0001) signifikant niedriger (1). Fir die CT griin und rot ergaben sich auBer bei einer
Konzentration von 0,01uM mit 14,1% (p<0,0001) (2) bzw. 13,8% (p<0,01) (3) keine
signifikanten  Unterschiede in der Anzahl geféarbter Zellen zwischen den

Arbeitskonzentrationen.
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Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der Toxizitats- und Farbeanalyse von MG-63 Zellen mit
der Farbstoffklasse der CT im Uberblick.

Tabelle 20: Ergebnisse der Evaluation fiir CT und MG-63 Zellen im Uberblick

0,01uM 0,1uM 1uM 10uM

Blau

Grin

Rot

_ = signifikante Toxizitat im WST-1 Test

= keine signifikante Toxizitat

el = signifikante Farbekraft

= keine signifikante Farbekraft

Flr die MG-63 Zellen ergab sich, im Gegensatz zu den primaren humanen Osteoblasten,
keine vermehrte Toxizitat der CT bei héheren Konzentrationen im WST-1 Test sowie in der
Analyse der linearen Regression. Demnach konnten alle drei CT bei einer Konzentration
von 10uM prinzipiell verwendet werden. Fir eine Verwendung der Farbstoffe zur
Mikroskopie auf dem Knochen mussten aber noch weitere Uberlegungen angestellt
werden. Wie bereits bei den primédren humanen Osteoblasten gezeigt (vgl. Abbildung 21),
fiel der CT blau auch bei den MG-63 Zellen mit einer im Vergleich zu den anderen beiden
CT schwéacheren Fluoreszenzintensitéat auf. Er war damit nur bedingt geeignet, Zellen
gegen einen Hintergrund wie Knochen zu markieren. Fir CT grun zeigte sich bereits bei
den Aufnahmen in der Kulturschale mehr Hintergrundfluoreszenz als bei den beiden
anderen CT. Da bei Kochen, insbesondere durch das enthaltene Kollagen, generell eine
Autofluoreszenz in mikroskopischen Aufnahmen zu beobachten ist (Prentice, 1967),
erschien ein Fluoreszenzfarbstoff mit einer hohen Hintergrundfluoreszenz nicht geeignet,
die Zellen ausreichend zu markieren. Der CT rot zeigte in Bezug auf Fluoreszenzintensitat,

Hintergrundfluoreszenz und Zellmarkierung die Uberzeugendsten Ergebnisse und schien
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daher am besten geeignet zu sein, die MG-63 Zellen auf dem Knochen detektierbar zu
machen. Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurden geman Protokoll (siehe 4.12) MG-63
Zellen mit CT rot 10uM gefarbt, auf mineralisiertem und demineralisiertem Knochen
ausgebracht und mikroskopiert. Beurteilt wurde die Qualitdt des Fluoreszenzsignals, die
Darstellbarkeit der Zellen auf dem Knochen und die bestehende Hintergrundfluoreszenz in
nativen und fixierten Zustand. Durch die Farbung der fixierten Zellen mit DAPI wurde
verglichen, wie gut die Zellen Uber das Fluoreszenzsignal detektiert werden konnten. Die
Zellen auf beiden Knochenoberflachen wurden auBerdem auf Unterschiede ihrer
Morphologie, Vitalitdt und Adh&sion hin Uberprift. Zuséatzlich wurden erste Beobachtungen
Uber geeignete Aufnahmeparameter der Zeitrafferaufnahmen bezlglich VergréBerung und
Zellzahl gemacht. Abbildung 36 und Abbildung 37 zeigen die Ergebnisse der Mikroskopie
auf dem Knochen.
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Abbildung 36: MG-63 Zellen mit CT rot 10uM auf mineralisiertem Knochen
Diese Abbildung zeigt Fluoreszenzaufnahmen mit Texas Red (nativ) und Texas Red + DAPI (fixiert) von MG-

63 Zellen geférbt mit CT rot 10uM auf mineralisiertem Knochen. Es wurden Aufnahmen in 3 verschiedenen
VergréBerungen und zwei Zelldichten jeweils in nativen und fixierten Zustand angefertigt. Quelle: privat

74



Nativ

T
o
=0
(0]
N
@
N
Q

© =

Q0

X

L

=

©

pd <
(]
[oN
=.

«Q
(0]
N
@
N

-

) =

X

L

Abbildung 37: MG-63 Zellen mit CT rot 10uM auf demineralisiertem Knochen

Diese Abbildung zeigt Fluoreszenzaufnahmen mit Texas Red (nativ) und Texas Red + DAPI (fixiert) von MG-
63 Zellen geférbt mit CT rot 10uM auf demineralisiertem Knochen. Es wurden Aufnahmen in 3 verschiedenen
VergréBerungen (10-fach, 20-fach, 32-fach) und zwei Zelldichten jeweils in nativen und fixierten Zustand
angefertigt. Quelle: privat

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass MG-63 Zellen mit allen drei CT gefarbt
werden konnten und CT daher als Alternative zu fluoreszierenden Reportergenen zur
fluoreszenzbasierten Zellmarkierung dienen kénnen. Darliber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Farbung mit CT rot 10uM die Mikroskopie von MG-63 Zellen auf

verschiedenen Knochenoberflachen erlaubte.

Die MG-63 Zellen wurden im nachsten Schritt, analog zu den primaren humanen
Osteoblasten, in Kombination mit der Farbstoffklasse der QT evaluiert.
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5.1.2.2 Qtracker®

Toxizitatsanalyse

Die Analyse der Toxizitat wurde wie bereits in 5.1.1.2 beschrieben fir die MG-63 Zellen in
Kombination mit den QT durchgefihrt.

Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der WST-1 Tests fir die MG-63 Zellen
in Abhangigkeit der verwendeten Arbeitskonzentrationen der QT. Auf der Y-Achse ist dabei
die Absorption und auf der X-Achse die analysierten Proben aufgetragen.

Im WST-1 Test zeigte sich fur die Farbung von MG-63 Zellen mit QT (Abbildung 38) nur flr
QT rot bei der Farbung mit 0,1nM eine signifikante Erhéhung der Absorption um 13,1%
(p<0,01), dartiber hinaus ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p>0,05) der

Absorptionswerte.
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Abbildung 38: Ergebnisse des WST-1 Test fiir QT und MG-63 Zellen

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse des WST-1 Test der MG-63 Zellen mit der Farbstoffklasse der QT in
Abhéngigkeit ihrer Arbeitskonzentration (1-4) und im Vergleich mit ungefdrbten MG-63 Zellen als Kontrolle
(Zellen w/o). Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus vier unabhéngigen Versuchen
(N=4) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 39: Ergebnisse der WST-1 Tests mit MG-63 Zellen nach QT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der WST-1 Tests mit MG-63 Zellen fir QT griin (1) und QT rot (2). Die
Absorptionswerte der einzelnen Proben wurden dabei als prozentualer Anteil am Mittelwert der
Absorptionswerte aller Kontrollen aufgetragen.

Bei Verwendung der QT war, im Gegensatz zu den HOB (vgl. Abbildung 25), fir die MG-
63 Zellen in der Analyse der linearen Regression kein R? signifikant unterschiedlich zu 0 (1-

3).
Analyse der Farbung

Fir die Farbstoffklasse der QT in Verwendung mit MG-63 Zellen wurde, wie in 5.1.1.2
beschrieben, eine Analyse der Farbung in den Arbeitskonzentrationen durchgefihrt und
ausgewertet. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der Farbeanalyse der QT
mit MG-63 Zellen entweder in Abhangigkeit ihrer Arbeitskonzentrationen oder ihrer
Farbstoffe. In den Diagrammen sind auf der Y-Achse der Anteil gefarbter Zellen an der
Gesamtzellzahl in Prozent und auf der X-Achse entweder die Farbstoffe oder die
Konzentrationen aufgetragen.
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Fur die Analyse der Farbung von MG-63 Zellen mit den QT (Abbildung 40)zeigte sich,
anders als fur die primaren humanen Osteoblasten (vgl. Abbildung 26), im t-Test far
unverbundene Stichproben flir keine der verwendeten Arbeitskonzentrationen ein
signifikanter Unterschied (p>0,05) hinsichtlich der Anzahl gefarbter Zellen zwischen den

beiden Farbstoffen.
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Abbildung 40: Ergebnisse Fadrbeanalyse mit MG-63 nach QT-Arbeitskonzentrationen

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Farbeanalyse mit MG-63 Zellen in Bezug auf die verschiedenen
Arbeitskonzentrationen und Farbstoffe der QT (1-4). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der geférbten
Zellen an der Gesamtzellzahl. Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus vier
unabhéngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,

n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 41: Ergebnisse der Farbeanalyse mit MG-63 Zellen nach QT

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der Farbeanalyse mit MG-63 Zellen fir QT grin (1) und QT rot (2).
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der gefdrbten Zellen an der Gesamtzellzahl. Alle Werte stellen
Mittelwerte mit Standartabweichungen aus vier unabhéngigen Versuchen (N=4) dar. Statistische Signifikanz:
*0<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
In der Analyse der Farbung von MG-63 Zellen mit QT (Abbildung 41) zeigte sich fir QT
grin (1) kein signifikanter Unterschied in der Anzahl gefarbter Zellen zwischen den
Konzentrationen 0,01nM und 0,1nM sowie 0,01nM und 10nM (1). Verglichen mit den
Ergebnissen flr die Arbeitskonzentrationen 1nM und 10nM waren diejenigen fir 0,1nM um
49,0% (p<0,05) bzw. um 64,3% (p<0,05) signifikant erniedrigt (1). Im Vergleich zwischen
1nM und 10nM war ebenfalls eine signifikante Reduktion der Anzahl gefarbter Zellen um
30,1% (p<0,0001) zu beobachten (1). In der Analyse der Farbung von MG-63 Zellen mit QT
rot (2) zeigten sich im Vergleich mit den Ergebnissen fir die Arbeitskonzentration 10nM die
Werte bei 0,01nM um 38,7% (p<0,01), bei 0,1nM um 50,7% (p<0,001) und bei 1nM um
38,2% (p<0,001) signifikant niedriger (2). Insgesamt verhielten sich die MG-63 Zellen bei
Farbung mit den QT &hnlich wie primére humane Osteoblasten (vgl. Abbildung 27)
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Um die beiden Fluoreszenzfarbstoffklassen hinsichtlich inrer Anwendbarkeit im Modell mit

MG-63 Zellen vergleichen zu kdnnen, stellt Tabelle 21 die Ergebnisse der Evaluation von

CT und QT im Uberblick dar.

Tabelle 21: Ergebnisse der Evaluation fiir MG-63 Zellen im Uberblick

Blau CT
CT
Grin
Farben QT
CT
Rot
QT

= signifikante Toxizitat im WST-1 Test
- = keine signifikante Toxizitat
m = signifikante Farbekraft

= keine signifikante Farbekraft

0,01uM
0,1uM
1uM
10uM
0,01uM
0,1uM
1uM
10puM
0,01nM
0,1nM
1nM
10nM
0,01uM
0,1uM
1uM
10uM
0,01nM
0,1nM
1nM
10nM
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5.1.3 Identifikation geeigneter Label

Als ,Label* (Lx) wird im Folgenden die Kombination aus einem Farbstoff einer
Fluoreszenzfarbstoffklasse mit einer Arbeitskonzentration bezeichnet. Um geeignete Label
zur Farbung von MG-63 Zellen und HOB zu identifizieren, wurden die Ergebnisse der WST-
1 Tests und der Farbeanalysen fir die Farbstoffe der zwei Fluoreszenzfarbstoffklassen in
ihren jeweiligen Arbeitskonzentrationen in der folgenden Tabelle (Tabelle 22) dargestellt.
Unter dem Begriff ,osteoblastische Zellen* werden im Folgenden MG-63 Zellen und HOB
zusammengefasst. Die Analyse ergab nur zwei flr osteoblastische Zellen geeignete
Kombinationen Ly und L2, die in Tabelle 23 aufgefthrt sind.

Tabelle 22: Matrix zur Identifikation geeigneter Label fiir osteoblastische Zellen

‘ Zellen
Osteoblastische
MG-63 Zellen HOB Zellen (MG-63
+ HOB)

ouv I 55500
Blau CT :

CT
1[.J.M :::::::::::::::::::::::::_
opM  EEEEEEEEE
Griin H —_—
0,01nM | s
00N A S
Farben QT - <
(L 22270222727k 200727 22022
tonM oo
0,01uM  SEEREREEA EASARAAK
O, 1M ool
cT H KRRSIR] AR | R

oM B
o T 00

QT

= keine Signifikanz im WST-1 Test

_ = Signifikanz im WST-1 Test

) ........................ J = signifikante Farbeanalyse

W = keine Signifikanz in der Farbeanalyse
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Tabelle 23: Geeignete Label fiir osteoblastische Zellen

Label Farbstoff mit Konzentration
Ly CellTracker™ blau 10uM
Lo CellTracker™ rot 0,1uM

Die der Arbeit zugrunde liegende Hypothese, dass Fluoreszenzfarbstoffe sich in Bezug auf
ihre  Toxizitdt und Farbkraft in Abhéangigkeit ihrer Konzentration und des
Anregungsspektrums, sowie in Kombination mit verschiedenen Zelllinien unterschiedlich
verhalten und daher nicht alle im gleichen MaBe geeignet sind, konnte in der Evaluation der

Farbstoffe bewiesen werden.
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5.2 Untersuchung des Einflusses der Label auf die Genexpression

Nach der Identifikation geeigneter Label flr die Farbung von osteoblastischen Zellen wurde
deren Einfluss auf die Genexpression der Zellen und ihre molekulare Toxizitat untersucht.
Hierzu wurden mehrere Gene von Proteinen ausgewahlt, die fir reife Osteoblasten
charakteristisch sind und Aufschluss Uber die Zellaktivitdt und -zyklus geben. Die Zellen
wurden in einer QRT-PCR amplifiziert. Insbesondere Kollagen Typ1 A1 (COL1A1) und
Osteokalzin (BGLAP) stellen biochemische Marker der Knochenbildung und damit der
Osteoblastenaktivitdt dar (Cremers et al., 2008). Die untersuchten Gene und ihre
Bedeutung im Zellstoffwechsel und -zyklus sind im Folgenden nochmals dargestellt
(Tabelle 24).

Tabelle 24: Ampilifizierte Gene und ihre Funktion

Gen Proteinklasse Funktion im Knochenstoffwechsel

Regulation des Zellzyklus wahrend des G1/S-
_ Ubergangs (Baldin et al., 1993)
CCND1 Zellzyklusprotein Regulation von Gentranskription (Qie & Diehl, 2016)

Forderung zellularer Beweglichkeit (Liwangdiao et
al., 2006; LiWangPrendergast et al., 2006)

Hauptkomponente der Knochenmatrix (Bou-
Gharios & De Crombrugghe, 2008)

i Bindungsstellen flr Integrinrezeptoren von
COL1A1 Extrazellulares Osteoblasten (Helfrich et al., 2008)
Strukturprotein Leitstruktur fiir migrierende Osteoblasten (Jones
& Boyde, 1977)

Haptotaktische Migrationssignale (Sotobori et al.,
2006)

Sensitiver und spezifischer Marker der
Osteoblastenaktivitat im Serum (Cremers et al.,
2008)
Extrazelluldres Matrix Interaktion mit Hydroxyapatit im Knochen
Protein (Hauschka et al., 1989)
Multiple endokrinologische Funktionen (Lee et al.,
2007; Mizokami et al., 2017; Tangseefa et al., 2018)
Regulation der Hirnentwicklung und -funktion
(Obri et al., 2018)

BGLAP

Stimulation von Hydroxyapatitbildung in vitro,
Mineralisation der Matrix (Gehron Robey, 2008)

IBSP Extrazellulares Matrix  vermittlung von Zell-Zell-Kontakten (Gremers et
Protein al., 2008; Malaval et al., 2008)

Angiogenese (Bellahcene et al., 2000; Bouleftour et al.,
2017)

Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der QRT-PCR der mit CT blau 10uM, CT
rot 10uM oder CT rot 0,1uM gefarbten osteoblastischen Zellen im Vergleich zu nur mit
DMSO behandelten Zellen als Kontrolle. In den Diagrammen ist die Genexpression der
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geférbten Phéanotypen als Vielfaches der Genexpression des mit DMSO behandelten
Phanotyps aufgetragen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standartabweichung.

5.2.1 Anderung der Genexpression in MG-63 Zellen

In der QRT-PCR der MG-63 Zellen (Abbildung 42) zeigten sich fir die Farbung mit CT blau
10uM (1) die Gene COL1A1 0,57-fach (p<0,001), CCND1 0,38-fach (p<0,0001) und BGLAP
0,54-fach (p<0,001) signifikant erniedrigt. Bei der Farbung mit CT rot 10uM (2) war dagegen
BGLAP 1,75-fach (p<0,001) signifikant erhéht. Far CT rot 0,1uM (3) ergab sich bei CCND1
eine 1,7-fache (p<0,05) und bei IBSP eine 2,01-fache (p<0,0001) signifikante Erhéhung der

relativen Genexpression.

MG-63 CT blau 10uM MG-63 CT rot 10uM

n.s.

*:

n.s.

ek

*kkk

Mow-0 'Hia R

DMSO COL1A1 CCND1 BGLAP IBSP DMSO COL1A1 CCND1 BGLAP IBSP

Relative Genexpression
N
1

Relative Genexpression
N
1

Gene Gene

MG-63 CT rot 0,1uM

dkkk

: . n.s. )
1-‘i i
0- T T

DMSO COL1A1 CCND1 BGLAP IBSP

Relative Genexpression
b

Gene

Abbildung 42: Ergebnisse der QRT-PCR mit MG-63 Zellen

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der QRT-PCR der MG-63 Zellen fir die Fédrbung CT blau 10uM (1),
CT rot 10uM (2) und CT rot 0,17uM (3) mit DMSO behandelten Zellen als Kontrolle. Alle Werte stellen
Mittelwerte mit Standartabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen (N=3) dar. Statistische Signifikanz:
*0<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, **** p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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5.2.2 Anderung der Genexpression in primdren humanen Osteoblasten

In der QRT-PCR der HOB (Abbildung 43) zeigten sich fir die Farbung mit CT blau 10uM
(1) die Gene COL1A1 0,76-fach (p<0,05) und CCND1 0,69-fach (p<0, 01) signifikant
erniedrigt, IBSP dagegen 1,18-fach (p<0,001) signifikant erhéht. Bei der Farbung mit CT rot
10uM (2) war COL1A1 ebenfalls 0,65-fach (p<0,01) signifikant erniedrigt, wohingegen
CCND1 1,32-fach (p<0,0001), BGLAP 1,31-fach (p<0,0001) und IBSP 1,36-fach
(p<0,0001) signifikant erhdht waren. Fiir CT rot 0,1uM (3) ergab sich bei COL1A1 eine 1,19-
fache (p<0,001), bei CCND1 eine 1,09-fache (p<0,05) und bei BGLAP eine 1,21-fache
(p<0,001) signifikante Erhéhung der relativen Genexpression.

HOB CT blau 10uM HOB CT rot 10uM

n.s.

ok

*
e

Relative Genexpression
N
L
Relative Genexpression
N
*
*

T T
DMSO COL1A1 CCND1 BGLAP IBSP DMSO COL1A1 CCND1 BGLAP IBSP

Gene Gene

HOB CT rot 0,1uM

n.s.

sk

- —_—
| .
A |

DMSO COL1A1 CCND1 BGLAP IBSP

Relative Genexpression
N

Gene
Abbildung 43: Ergebnisse der QRT-PCR mit HOB

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der QRT-PCR mit primdren humanen Osteoblasten fir die Fédrbung
mit CT blau 10uM (1), CT rot 10uM (2) und CT rot 0,1uM (3), sowie mit DMSO behandelten Zellen als
Kontrolle. Alle Werte stellen Mittelwerte mit Standartabweichungen aus drei unabhdngigen Versuchen (N=3)
dar. Statistische Signifikanz: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, **** p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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Die Farbung mit CT blau 10uM fUhrte bei mindestens 50% der amplifizierten Gene zu einer
signifikant erniedrigten relativen Genexpression osteoblastischer Zellen (Abbildung 42 (1)
und 43 (1)). Far CT rot 10uM dagegen waren maximal 25% der Marker signifikant reduziert
(Abbildung 42 (2) und 43 (2)) und fir CT rot 0,1uM zeigte sich fir keines der Gene eine
signifikante Reduktion der relativen Genexpression osteoblastischer Zellen (Abbildung 42
(3) und 43 (3)).

5.3 Proliferationsbestandigkeit Gber die Zeit

Zur Quantifizierung des Farbverlustes gelabelter Zellen Uber die Zeit, wurde der Versuch
nach Protokoll durchgefiihrt (4.10). Ermittelt wurden dabei der prozentuale Anteil der
gefarbten Zellen Uber die Zeit. Zudem wurde die Anzahl von Zellen bezogen auf die Tage
in Kultur ermittelt. Die Zellzahlen wurden dabei Uber die zellspezifische Verdopplungszeit
berechnet, wobei letztere fiir primare humane Osteoblasten bei 44,5h und fir MG-63 Zellen
bei 26,2h lag (Daten nicht dargestellt). Im Folgenden sind die Ergebnisse dargestellt. Auf
der X-Achse ist die Anzahl der Tage in Kultur, auf der Y-Achse entweder der prozentuale

Anteil gefarbter Zellen oder die Zellzahl aufgetragen.

Mit CT blau 10uM und CT rot 0,1uM konnten die MG-63 Zellen im Durchschnitt 5,5+0,5
Tage visualisiert werden und eine Darstellung von 250% der Zellen war fir 2,5+0,5 Tage
maoglich (Abbildung 44 (1)). Mit CT rot 10uM dagegen konnten die MG-63 Zellen bis zu 14
Tage signifikant langer (p<0,05) visualisiert werden und eine Farbung von mehr als 50%
der Zellen war 9 Tage zu beobachten (Daten nicht dargestellt). Fir die MG-63 Zellen lag
die Anzahl gefarbter Zellen fur einen Zeittraum von 8 Tagen bei durchschnittlich
4,82+0,27x10° Zellen (Abbildung 44 (2)).

MG-63

150
100

50

% gefdrbte Zellen

0 T T
0 2 4

Tage in Kultur

o -
-]
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Tage in Kultur

-~ CT blau 10uM
- CT rot 10uM
-+ CTrot0,1uM

Abbildung 44:
Proliferationsbesténdigkeit
der MG-63 Zellen

Diese Abbildung zeigt die
Ergebnisse der
Proliferationsbesténdigkeit
von MG-63 Zellen.
Diagramm (1) zeigt den
Verlust der Label Uber die
Zeit als prozentualen Anteil
geférbter Zellen an der
Gesamizellzahl bezogen auf
die Anzahl der Tage in
Kultur. Alle Werte stellen
Mittelwerte aus drei
unabhédngigen  Versuchen
(N=3) dar. Diagramm (2)
zeigt die fdr je einen Versuch
bestimmte Anzahl der Zellen
bezogen auf die Tage in
Kultur (N=1).

Fir die HOB war eine Visualisierung der Zellen fir einen Zeitraum von 6,5+0,5 Tagen

mdglich (Abbildung 45 (1)). Eine Farbung von 250% der Zellen war, identisch zu den MG-
63 Zellen (Abbildung 44 (1)), fir 2,5+0,5 Tage zu beobachten. Uber den Zeitraum von 7
Tagen war die Anzahl der Zellen in Kultur im Durchschnitt 2,18+1,25x108 Zellen (Abbildung

45 (2)).
HOB
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-o- CT blau 10uM
-4 CTrot0,1uM

Abbildung 45:
Proliferationsbestandigkeit
der primdren humanen
Osteoblasten

Diese Abbildung zeigt die
Ergebnisse der
Proliferationsbestédndigkeit
von  primdren  humanen
Osteoblasten. Diagramm (1)
zeigt den Verlust der Label
tber die Zeit als
prozentualen Anteil geférbter
Zellen an der Gesamtzellzahl
bezogen auf die Anzahl der
Tage in Kultur. Alle Werte
stellen Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen
(N=3) dar. Diagramm (2)
zeigt die fiir je einen Versuch
bestimmte Anzahl der Zellen
bezogen auf die Tage in
Kultur (N=1).
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MG-63 Zellen und primare humane Osteoblasten als osteoblastischen Zellen
zusammengenommen, konnten fiir einen Zeitraum von 6,5+0,5 Tagen mit CT rot 0,1uM
und 5,5£0,5 Tagen mit CT blau 10uM mikroskopisch visualisiert werden (Abbildung 46). Ein
signifikanter Unterschied zwischen primé&ren humanen Osteoblasten und MG-63 Zellen

ergab sich dabei im t-Test nicht (p>0,05).

Osteoblastische Zellen

150- Abbildung 46:
MG-63 CT blau 10uM  Proliferationsbestdndigkeit
MG-63 CT rot 0,1uM osteoblastischer Zellen
100 HOB CT blau 10uM Diese Abbildung zeigt den
HOB CT rot 0,1uM Verlust — der Label in
osteoblastischen Zellen tiber
50 die Zeit als prozentualen
Anteil geférbter Zellen an der
Gesamtzellzahl bezogen auf
0 ; | die Anzahl der Tage in
0 2 4 6 8 Kultur. Alle Werte stellen
Mittelwerte aus drei
unabhédngigen  Versuchen
(N=3) dar.

L O

% geféarbte Zellen

Tage in Kultur

88



6. Diskussion
6.1 Zusammenfassung

Die durchgefiihrte Evaluation von Fluoreszenzmarkierungsmethoden ermdglicht die
Auswahl geeigneter Label fir primare humane Osteoblasten und MG-63 Zellen fir deren
Anwendung in einem neuen in vitro Modell. In diesem neuen und innovativen in vitro Modell
kann die Migration von primaren humanen Osteoblasten visualisiert und in Abh&ngigkeit
der Oberflache analysiert werden. Insbesondere kdénnen hierbei Einflisse der osséren
Mineralisierung auf die Knochenphysiologie untersucht werden. In der Evaluation der
Farbstoffe zweier etablierter Fluoreszenzfarbstoffklassen, CellTracker™ und Qtracker®,
wurde ihre Eignung als alternative Zellmarkierungsmethode zu Reportergenen gezeigt.
Zudem konnten Toxizitats- und Farbeanalysen die Hypothese stlitzen, dass nicht alle
Fluoreszenzfarbstoffe in gleichem MaBe zur Anwendung geeignet sind. In der
durchgefiihrten Studie empfahlen sich vor allem die CellTracker™ zur fluoreszenzbasierten
Zellmarkierung und es ergaben sich fur primare humane Osteoblasten, MG-63 Zellen und
osteoblastische Zellen insgesamt unterschiedliche geeignete Label. Mit Hilfe der QRT-PCR
wurde zudem der Einfluss der Farbstoffe auf die Genexpression dargestellt und die
Mdglichkeit einer molekularen Toxizitat untersucht. In der Mikroskopie von gefarbten Zellen
auf mineralisierten und demineralisierten Knochenoberflachen konnte die Anwendbarkeit

der Label im Modell gezeigt werden.

6.2 Diskussion der verwendeten Methoden

Als  Alternative zu Reportergenen  wurden Farbstoffe  zweier etablierter
Fluoreszenzfarbstoffklassen, CT und QT, verwendet. Fir CT und QT wurden jeweils vier
Arbeitskonzentrationen festgelegt, welche auch die vom Hersteller empfohlenen
Konzentrationsbereiche beinhalteten. So konnten die Farbstoffe in einem breiten
Anwendungsbereich analysiert werden, eine Feinabstufung zwischen einzelnen
Konzentrationen wurde allerdings nicht vorgenommen. Durch diese Auswahl wurden
insgesamt funf Farbstoffe und drei Fluoreszenzfarben untersucht, woraus sich in der
Kombination mit den Arbeitskonzentrationen ein breites Spektrum ergab. Trotzdem blieb
die Studie auf die verwendeten Farbstoffklassen und Farbstoffe beschrankt. Die
Anwendungsbereiche der CT und QT unterschieden sich in dieser Arbeit nicht wesentlich
von denen in anderen Studien. In unterschiedlichen medizinischen Forschungsbereichen
werden CT zur Fluoreszenzmarkierung von Zellen (D'Anto et al., 2010; Qin et al., 2017) und
zum Zelltracking (lyer et al., 2009; Makinen et al., 2013) verwendet. Auch QT werden seit
ihrer Entdeckung in den 1990er Jahren zur Fluoreszenzmarkierung in vitro (Bruchez et al.,
1998; Chan & Nie, 1998) und in vivo (Larson et al., 2003), sowie zum Zelltracking (Voura

et al., 2004) eingesetzt. Im Gegensatz zu anderen Studien wurden in der vorliegenden
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Arbeit vor allem niedrige Konzentrationen verwendet und methodisch auf ihre Anwendung
mit primaren humanen Osteoblasten und MG-63 Zellen hin analysiert. Zusammengefasst
sind die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe flr die Verwendung im skizzierten in vitro
Modell geeignet. Ob darlber hinaus noch weitere Farbstoffe in Betracht gezogen werden

kdnnen, misste in erweiterten Studien untersucht werden.

Far alle Fluoreszenzaufnahmen wurde ein inverses Mikroskop, Oberserver Z1 (Zeiss), und
die den Fluoreszenzfarbstoffen entsprechenden Filtersatze (siehe Tabelle 14) verwendet.
Zur Analyse der Farbung von primaren humanen Osteoblasten und MG-63 Zellen mit
verschiedenen Farbstoffen und Arbeitskonzentrationen wurden die Zellen nach Protokoll
gefarbt und mikroskopiert. Die anschlieBende manuelle Zellzahlbestimmung erfasste nur
solche Zellen in der Fluoreszenzaufnahme, die durch den Farbstoff einwandfrei von
anderen Zellen und dem Hintergrund abzugrenzen waren. Die Abgrenzung der Zellen
voneinander und vom Hintergrund sind entscheidende Parameter in der Auswertung von
Zeitrafferaufnahmen und missen daher in der Analyse der Farbung besonders
berlcksichtigt werden. Im Hinblick auf die Anwendbarkeit im Modell war daher die Qualitat
der Farbung im Sinne einer problemlosen Detektion der Zellen wichtig. Es war hierbei
davon auszugehen, dass gefarbte Zellen, die sich bereits im KulturgefaB schwer
identifizieren lieBen, in einem Modell auf Knochen nicht als solche darstellbar waren.
Nachteil der manuellen Zellzahlbestimmung war, dass gegebenenfalls nicht alle gefarbten
Zellen visuell-mikroskopisch als solche detektiert wurden. Insbesondere bei geringen
Farbstoffkonzentrationen gestaltete sich die klare Zuordnung/Abgrenzung als schwierig.

Andere Methoden zur Analyse von Farbungen wie die Flow Zytometrie scheinen genauer.
Letztere wird in &hnlichen Studien verwendet, um die Effizienz einer Zellfarbung zu
untersuchen (Shah et al., 2006; Tao et al., 2014). Teilweise werden beide Verfahren auch
kombiniert eingesetzt (Shah et al., 2006). Vor dem Hintergrund der Anwendbarkeit im
Modell lag in dieser Studie der Fokus eher auf einer qualitativen Beurteilung der Farbung.
Eine gegebenenfalls reduzierte Aussagekraft der Farbeeffizienz im Vergleich zu Methoden
wie der Flow Zytometrie wurde dabei in Kauf genommen. Insgesamt war die angewandte
Methode geeignet, um unter Berlcksichtigung von qualitativen und quantitativen
Gesichtspunkten die Farbung der Zellen zu untersuchen. In wieweit sich die Analyse auf
die Mikroskopie auf osséaren Oberflachen lbertragen lasst, wird sich zukinftig zeigen.

Neben der Analyse der Farbung gehérte zur Evaluation der Fluoreszenzfarbstoffe auch die
Untersuchung auf klassische zelluldre Toxizitat. Zu diesem Zweck wurde ein WST-1 Test,
wie beschrieben, durchgefiihrt (siehe 4.6). Der WST-1 Test ist eine standardmaBig
verwendete Methode zum Nachweis von Toxizitat und gibt vor allem Aufschluss Uber die

90



metabolische Funktionsfahigkeit der Zelle. Im Unterschied dazu messen Tests wie der
LDH-Test die Nekrose oder Apoptoserate. Daher lie3 sich im WST-1 Test hauptsachlich
eine Aussage Uber die Stoffwechselaktivitat der Probe im Vergleich zur Kontrolle treffen
und nur indirekt UOber die Zellteilungs- oder Apoptoserate. Vor dem Hintergrund des
skizzierten in vitro Modells und der Analyse von Zellmigration war die zellulare Toxizitat im
Sinne einer eingeschrankten Stoffwechselaktivitat als interessanter zu bewerten. Andere
Untersuchungsmethoden zur Zellfunktion, wie der MTT-Test oder CCK-8 Test, die in
ahnlichen Studien Anwendung finden (Ding et al., 2014; Gao et al., 2016), sind im Vergleich
zum WST-1 Test als gleichwertig zu betrachten. Da die WST-1 Tests fir primare humane
Osteoblasten und MG-63 Zellen in Kombination mit den Farbstoffen und
Arbeitskonzentrationen einheitlich durchgefiihrt wurden, konnten die Bedingungen als
gleich angesehen und die Ergebnisse zwischen den Farbstoffen und Zellreihen verglichen
werden. Dieses Vorgehen findet sich auch in andere Untersuchungen zur Eignung von CT
(Makinen et al., 2013).

Dartber hinaus erlaubten die Ergebnisse in der Analyse der linearen Regression
Rickschlisse auf einen korrelativen Zusammenhang zwischen der Farbstoffkonzentration
und der gemessenen Absorption. Nachteil war, dass in den WST-1 Tests der Einfluss des
DMSO allein nicht berlcksichtigt wurde. In Anbetracht der Ergebnisse konnte dieser
allerdings vernachlassigt werden, da die Menge des DMSO keinen systematischen Einfluss
auf die Zellen zu haben schien. Der Einfluss des DMSO wurde erst in der QRT-PCR
bedacht und mit DMSO behandelte Zellen als Kontrolle verwendet. In ahnlichen Studien
zur Untersuchung von CT als geeigneten Zellmarkierungsmethoden wurde der Einfluss von
DMSO Uberhaupt nicht berticksichtigt (Makinen et al., 2013).

Andere Untersucher flhrten zusatzlich noch eigensténdige Tests zur Proliferation der
Zellen und der zelluldren Akut- oder Langzeittoxizitat der Farbstoffe durch (Chong et al.,
2014; Lin et al., 2007; Nicholls et al., 2017). Dies stellt sicherlich eine wertvolle Erganzung
der Daten dar. In der vorliegenden Studie wurde darauf auf Grund der fehlenden Relevanz
und der Schwierigkeiten inkongruenter Ergebnisse verzichtet. Stattdessen wurden die
Zellen vor allem mikroskopisch auf ihre Vitalitat hin Gberprift. Die visuell-mikroskopische
Beurteilung der Zellen findet ber die vorliegende Studie hinaus Anwendung (Gao et al.,
2016; Nicholls et al., 2017). Der WST-1 Test erwies sich flr die Untersuchung des zellularen
toxischen Einflusses der Farbstoffe in ihren Arbeitskonzentrationen auf primare humane
Osteoblasten und MG-63 Zellen als geeignet. In zuklinftigen Studien kénnten noch mit
DMSO behandelte Zellen als Kontrolle erganzt werden.

91



Der Einfluss geeigneter Farbungen auf die Genexpression wurde in einer Real Time
Quantitativen Reverse Transkription Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR) auf
Transkriptionseben untersucht. Um die Ergebnisse mit denen der zellularen
Toxizitatsanalyse vergleichen zu kénnen, wurde die QRT-PCR ebenfalls 48 Stunden nach
Farbung der Zellen durchgefiihrt. Im Unterschied zu anderen Studien (Gao et al., 2016; Lin
et al., 2007) gab es keine Wiederholungen zu einem friheren oder spateren Zeitpunkt. Eine
Aussage Uber die Akut- oder Langzeitenwicklung auf molekularer Ebene Iasst sich daher in
dieser Studie nicht treffen. Bei Studien mit wiederholten Messungen lag der Fokus der PCR
darauf, herauszufinden, ob die Differenzierung der verwendeten Zellen durch die Farbung
beeinflusst wird (Gao et al., 2016; Lin et al., 2007). Fir diese Fragestellung erscheint eine
wiederholte Messung sinnvoll.

Im Sinne der Analyse von Stoffwechsel- und Zellzyklusaktivitat, wie sie auch der WST-1
Test vornimmt, wurden bei der Auswahl der zu amplifizierenden Gene nur solche
berlcksichtigt, die fiir den Stoffwechsel von reifen Osteoblasten charakteristisch sind (siehe
Tabelle 24). Dies ermdglichte es dem Untersucher, die Ergebnisse beider Untersuchungen
in Zusammenhang zu setzen. Der Einfluss der Label auf Gene, die mit der Migration von
Osteoblasten assoziiert sind, wurde nicht weiter betrachtet. Interessanterweise
verwendeten Gao et al. (2016) ahnliche genetische Marker, um den Einfluss von
Nanopartikeln auf den osteogenen Differenzierungsprozess muriner bone marrow-derived
mesenchymal stem cells (BMSC) zu untersuchen. Eine Interpretation der Ergebnisse in
Bezug auf die Differenzierung der verwendeten primaren humanen Osteoblasten und MG-
63 Zellen ist demnach ebenfalls méglich. Zusammenfassend ermdglichte es die QRT-PCR,
den Einfluss der Label auf die relative Genexpression von Stoffwechselproteinen auf
transkriptioneller Ebene und damit die Mdglichkeit einer molekularen Toxizitdt zu
dberprifen. Die Frage, in wieweit die Expression von mit Migration assoziierten Genen
durch die Label beeinflusst wird, ist fur die Weiterentwicklung des skizzierten Modells
interessant und kénnte Gegenstand weiterfiihrender Forschungen sein.

Um die Proliferationsbesténdigkeit der Label zu untersuchen, wurde der prozentuale Anteil
gefarbter Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase Uber die Zeit manuell bestimmt.
Zu diesem Zweck wurden die Zellen nach der Farbung kultiviert und taglich mikroskopiert.
Dieses Vorgehen erlaubte nicht nur, die gefarbten Zellen zu z&hlen, sondern auch die
Zellen hinsichtlich ihrer Lebensfahigkeit zu beurteilen und so die Langzeitwirkung der Label
auf die Zellen abzuschéatzen. Ahnlich gingen auch Soenen et al. (2014) und Méakinen et al.
(2013) in ihren Studien vor, allerdings wurde in letzterer Studie der prozentuale Anteil
gefarbter Zeller einmalig nach 4 Wochen Kultivierung bestimmt. Soenen et al. (2014)

bezogen den prozentualen Anteil der Zellen auf die Anzahl der Zellteilungen und nicht, wie
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in der vorliegenden Studie, auf die Anzahl von Tagen in Kultur. Unterschiedliche
Teilungsraten verwendeter Zellen kénnen die Vergleichbarkeit der dargestellten Ergebnisse
erschweren. In der vorliegenden Studie wurde die Zeit (Tage in Kultur) als ReferenzgréBBe
verwendet. Alternativ zur mikroskopischen Ausz&hlung kann der Verlust von Label Gber die
Zeit auch mit Hilfe der Flow Zytometrie quantifiziert werden (Gao et al., 2016; Lin et al.,
2007). Vorteil der Analyse mittels Flow Zytometrie ist die maschinelle Auswertung und eine
deutlich gréBere Anzahl analysierter Zellen, was sie insgesamt als genauer erscheinen
lasst. Die Frage, wie lange die Zellen unter dem Mikroskop visualisierbar sind, kann die
Flow Zytometrie allerdings nicht beantworten und schien vor dem Hintergrund der
Anwendung im skizzierten Modell wichtiger.

Zur Mikroskopie von gefarbten Zellen auf dem Knochen wurden porzine Tibiaknochen
préapariert, teilweise demineralisiert und sterilisiert. Ein entscheidender Vorteil des
skizzierten Modells ist die Mdglichkeit der Verwendung von humanem Knochen und, in
Kombination mit primaren humanen Osteoblasten, die Anwendung als humanes in vitro
Modell. Es ist davon auszugehen, dass die angewandten Methoden zur Bearbeitung und
Mikroskopie des Knochens auf humanes Knochenmaterial Ubertragbar sind. Eine
Veranderung der Knochenphysiologie durch die Préparation ist anzunehmen und stellt
dagegen eine Limitation des Modells dar. Vor allem im Vergleich zu in vivo Modellen wird
die mikroskopische Knochenstruktur durch die Bearbeitung gestért. Da Osteoblasten tber
ihre Integrinrezeptoren mit der Knochenoberflache interagieren, kann die Wahrnehmung
der Oberflache durch die Zellen in Folge der Aufbereitung des Knochens verandert sein. In
wieweit sich dieser Umstand auf ihr Migrationsverhalten auswirkt, ist unklar. Ein Einfluss
muss an dieser Stelle indes vermutet werden. Da die Oberflachen, auf denen die Zellen
migrieren sollen, im Model in gleicher Weise fir Kontrolle (mineralisierter Knochen) und
Probe (demineralisierter Knochen) veréndert werden, kann dieser Effekt vernachlassigt
werden. Es ist davon auszugehen, dass fur Zellen, die auf in gleichem MaBBe verénderte
Knochenoberflachen treffen, die ,Wahrnehmung® in beiden Fallen identisch ist. Eventuelle
Unterschiede im Migrationsverhalten sind daher auf den unterschiedlichen
Mineralisierungsgrad der ossaren Oberflache zuriick zu flhren.

Neben der Préaparation kénnten auch die Demineralisierung oder Sterilisation die Integritat
des Knochens beeinflussen und damit einen Nachteil des Modells darstellen. In
verschiedenen Studien konnte indes gezeigt werden, dass die Demineralisation mit EDTA
die Integritat der organischen Knochenmatrix nicht verandert (Abrantes et al., 2017;
Wischmann et al., 2018). Dartber hinaus konnten Wischmann et al. (2018) zeigen, dass
die Behandlung von Knochenscheiben mit EDTA zu einer signifikanten Reduktion des

relativen Mineralgehaltes fihrte und diese Methode zur Demineralisation der
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Knochenoberflache im skizzierten Modell geeignet ist. In der vorliegenden Studie wurden
nur mineralisierte und vollstdndig demineralisiert Knochenoberflachen verglichen. Durch
die einfache Durchflihrung der Demineralisation kann in zuklnftigen Untersuchungen der
Demineralisierungsgrad abgestuft und damit eine Vielzahl von Oberflachen simuliert
werden. Zur Sterilisation von Knochen gilt die Verwendung von PAA ebenfalls als
zuverlassige Methode (Pruss et al., 2001). FOr mineralisierten Knochen zeigten sich
auBerdem nach der Sterilisation keine wesentlichen, messbaren Veranderungen zu
Referenzknochen (Wischmann et al., 2018). Zusammengefasst sind die angewandten
Methoden zur Praparation, Demineralisation und Sterilisation geeignet, um

Knochenmaterial zur Verwendung im Modell aufzubereiten.

6.3 Diskussion der Ergebnisse

6.3.1 Ergebnisse in Bezug auf Hypothese 1

,Fluoreszenzfarbstoffe verhalten sich in Bezug auf ihre Klasse, zelluldre Toxizitét, Farbkraft,
Proliferationsbestandigkeit und ihres Anregungsspektrums sowie in Kombination mit
verschiedenen Zelllinien unterschiedlich und sind daher nicht alle in gleichem Mal3e

geeignet.”

Mit allen Farbstoffen war eine Farbung und Visualisierung von Zellpopulationen der
primaren humanen Osteoblasten und MG-63 Zellen zuverlassig méglich. Sie zeigten dabei
die fir sie typischen biophysikalischen Eigenschaften bezlglich der zellularen Aufnahme
und Lokalisation. CT werden ins Zytosol aufgenommen und farben die komplette Zelle,
inklusive Zellauslaufer, an, wobei der Zellkern teilweise ausgespart bleibt (Abbildung 21-
23). Das gleiche Muster konnte bereits flir andere primare Zellen und Zellreihen gezeigt
werden (Gonzalez et al., 2013; Makinen et al., 2013; Markiewicz et al., 2011; Roder & Hille,
2018). Die Aussparung des Zellkerns ist insbesondere fur die Auswertung hilfreich, da er
als Referenzpunkt innerhalb der Zelle dient. QT werden zwar ebenfalls ins Zytosol
aufgenommen, zeigen aber verglichen mit den CT eine punktuelle Fluoreszenz im
Zellkdrper (Abbildung 28-31). Dartiber hinaus bestanden auch in anderen Studien Hinweise
auf die Farbung der Zellmembran durch QT (Nicholls et al., 2017).

Aufféllig war vor allem die qualitativ gute Farbung der Zellen mit CT rot und griin bei sehr
kleinen Konzentrationen, wodurch bei 0,1uM Farbstoffkonzentration schon 99,4+1,7% der
primaren humanen Osteoblasten und 99,5+1,4% der MG-63 Zellen gefarbt waren
(Abbildung 19 und Abbildung 34). Im Gegensatz dazu erreichte CT blau erst bei einer
Konzentration von 1uM eine 97,7+1,8%ige Farbung der MG.63 Zellen und 80,7+12,3%iger
Farbung der primaren humanen Osteoblasten. Die Qualitdt der Farbung, insbesondere

94



bezogen auf die Fluoreszenzintensitat, war fir CT blau im Vergleich zu den beiden anderen
CT auch bei hohen Konzentrationen schwécher (vgl. Abbildung 21-23). Es ist nicht davon
auszugehen, dass die zellulare Aufnahme der einzelnen CT unterschiedlich ist. Daher kann
eher angenommen werden, dass die Fluoreszenzintensitat von CT blau verglichen zu grin
und rot generell geringer ist. Eine langere Inkubationszeit der Zellen mit der Farbstofflésung
kénnte diesem Effekt entgegenwirken, wurde in dieser Studie aber nicht weiter untersucht.
In der Literaturrecherche ergaben sich auch keine vergleichbaren Ergebnisse mit ahnlich

niedrigen Konzentrationen.

Im Unterschied zu den CT war eine effiziente Visualisierung der osteoblastischen Zellen
mit den QT, &hnlich wie fir anderen Zellen (Danner et al., 2013), nur bei vergleichsweise
hohen Konzentrationen méglich. Es ergab sich erst bei 10nM eine Farbung der HOB und
MG-63 Zellen von 81,9£19% bzw. 91,4+9,6% (Abbildung 26 und Abbildung 40), wobei die
Anzahl der gefarbten Zellen bei den HOB fiir QT griin um 36,6% (p<0,01) signifikant erhéht
war (Abbildung 26). Bei einer Farbung mit QT rot 10nM waren demnach nur 63,7+7,7% der
Zellen geféarbt. Dagegen waren MG-63 Zellen zu 85,5% mit QT rot 10nM gefarbt und
Studien mit anderen Zellen zeigten ebenfalls Farbeeffizienzen von > 70% nach 24 Stunden
(Danner et al., 2013; Lin et al., 2007). In diesem Fall schien tatsachlich eine geringere
Aufnahme von QT rot in das Zytosol primarer humaner Osteoblasten vorzuliegen und eine
Beschrankung auf die vom Hersteller empfohlenen 10nM stellte eine Limitation der Arbeit
dar. Es darf vermutet werden, dass mit héheren Konzentrationen auch eine effektivere
Farbung von humanen Osteoblasten mit QT rot, wie flr andere Zellen bereits gezeigt
(Danner et al., 2013), mdglich ist. Diese Vermutung kdnnte in weiterfihrenden Studien
bestatigt werden. Zusammenfassend prasentierte sich in der Analyse der Farbkraft der QT
nur QT griin 10nM als geeignetes Label fir osteoblastische Zellen. In der Analyse der
Toxizitéat allerdings waren die Absorptionswerte fir dieses Label in Kombination mit
priméaren humanen Osteoblasten um 24,4% (p<0,001) signifikant reduziert im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 24 (4)). Fir QT rot 10nM zeigte sich hingegen keine signifikante
Reduktion (Abbildung 24 (4)).

Auf Grundlage der oben aufgestellten Vermutung Gber die zellulare Aufnahme von QT rot
ist davon auszugehen, dass bei gleicher Aufnahmemenge von QT rot die Absorptionswerte
ebenfalls reduziert waren. Hierfir spricht auch die Tatsache, dass fir beide QT signifikante
R2-Werte (QT griin R?=0,72 (p<0,0001) und QT rot R?=0,52 (p<0,01)) in der Analyse der
linearen Regression ermittelt wurden. Folglich bestand eine Korrelation zwischen der
Konzentration der Farbstoffe und der Zellfunktion. Interessanterweise fand sich dieser
Zusammenhang nicht fir die MG-63 Zellen. Diese zeigten weder im Vergleich der
Absorptionswerte mittels ANOVA signifikante Reduktionen der Absorption (Abbildung 38),
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noch ein R2 signifikant ungleich Null in der linearen Regressionsanalyse. Um die Ergebnisse
einordnen zu kénnen, war ein Vergleich mit anderen Studien hilfreich. Dieser Vergleich war
jedoch schwierig, da es eine groBe Vielfalt von verwendeten Quantum Dots gibt, deren
Toxizitatspotential von den individuellen physiochemischen Eigenschaften abhangt
(Hardman, 2006; Resch-Genger et al., 2008). Daher war nur ein Vergleich mit Studien
sinnvoll, bei denen die gleichen QT eingesetzt wurden. Lin et al. (2007) verwendeten in
ihrer Studie zur Anwendung von Quantum Dots mit embryonischen Stammzellen ebenfalls
QT grin und QT rot in der Konzentration 10nM und konnten in ihren Untersuchungen
keinen Einfluss der Farbung auf die Zellfunktion feststellen. Auch eine Verdopplung der
Konzentration von QT rot auf 20nM fuhrt bei Danner et al. (2013) weder kurz- noch
langfristig zu Veranderungen der Proliferation von pankreatischen Stammzellen. In
Kombination mit den eigenen Ergebnissen fir MG-63 Zellen liegt der Schluss nahe, dass
der =zellulare toxische Effekt der QT auf die primaren humanen Osteoblasten
zelltypabhangig ist.

Diese Uberlegung wurde durch die Ergebnisse der zellularen Toxizititsanalyse von
osteoblastischen Zellen mit den CT unterstitzt, welche deutliche Parallelen aufwies.
Farbstoffkonzentrationen ab 1uM fihrten, zumindest fir CT griin und rot, zu einer signifikant
eingeschrankten Zellfunktion der HOB (Abbildung 17) im WST-1 Test. In der
Regressionsanalyse war R? fiir alle drei Farbstoffe ebenfalls signifikant ungleich Null. MG-
63 Zellen zeigten unterdessen bei Konzentrationen ab 1uM keine signifikanten Ergebnisse
(Abbildung 32) und in der linearen Regressionsanalyse kein R? signifikant unterschiedlich
zu Null. Im Vergleich mit anderen Studien bestétigte sich der Eindruck. Makinen et al. (2013)
konnten fir CT grin 10uM weder kurz- noch langfristig signifikante Unterschiede der
Zellfunktion oder Proliferation von hESC-stammigen neuralen Zellen feststellen. Insgesamt
lieBen die Ergebnisse die Aussage zu, dass primére humane Osteoblasten auf die Farbung
mit exogenen Farbstoffen héherer Konzentration mit einer Reduktion der Zellfunktion
reagierten. Dadurch ergaben sich in der Evaluation deutlich weniger geeignete Label flr
primdre humane Osteoblasten (Tabelle 19) als fir die MG-63 Zellen (Tabelle 21). Far
osteoblastische Zellen insgesamt konnten nur zwei Label identifiziert werden (Tabelle 23).

Im Weiteren war von Interesse, die Proliferationsbestéandigkeit der Label zu ermitteln. Zu
diesem Zweck wurde der prozentuale Anteil gefarbter Zellen Uber die Zeit und die Anzahl
der Zellen in Kultur bestimmt. Mit CT blau 10uM und CT rot 0,1uM war die Visualisierung
von MG-63 Zellen im Durchschnitt 5,5+0,5 Tage mdglich (Abbildung 44 (1)). CT rot 10uM
dagegen ermdglichte die Darstellung der Zellen fur 14 Tage und damit signifikant l1anger
(p<0,05) als die beiden anderen Label (Daten nicht gezeigt). Fir die primdren humanen

Osteoblasten ergab sich mit durchschnittlich 6,5£0,5 Tagen fur CT blau 10uM und CT rot
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0,1uM ein ahnlicher Zeitraum (Abbildung 45 (1)). Osteoblastische Zellen insgesamt konnten
mit CT blau 10uM und rot 0,1uM fir 5,5+0,5 Tage (Abbildung 46) visualisiert werden.
Hierbei bestand kein signifikanter Unterschied (p>0,05) zwischen primaren humanen
Osteoblasten und MG-63 Zellen. Der Verlust des Labels schien nach diesen Ergebnissen
eher abhéngig von Farbstoff und Konzentration als vom Zelltyp. Uber den beobachteten
Zeitraum hinweg zeigte sich in der visuellen Inspektion kein Einfluss der Label auf das
Uberleben oder die Funktionsfahigkeit der Zellen.

Neben dem Farbstoff und seiner Konzentration schien auch die Inkubationszeit der
Farblésung ein entscheidender Parameter zu sein, der die Proliferationsbestandigkeit der
Zellen beeinflusst. M&kinen et al. (2013) konnten in ihrer Untersuchung von neuralen Zellen
mit CT griin zeigen, dass eine Farbung mit 10uM fir 72 Stunden die Visualisierung der
Zellen Gber 4 Wochen ermdglichte (Makinen et al., 2013). Im Gegensatz dazu war der
Farbstoff bei Inkubationszeiten von 0,25-4 Stunden nur fir einen Zeitraum von 2 Wochen
detektierbar (Makinen et al., 2013). Eine &hnliche Visualisierungsdauer von unter 14 Tagen
zeigte sich auch bei Peterson et al. (2010), in deren Studie olfaktorische Gliazellen mit 5uM
fir 60 Minuten gefarbt wurden. In der vorliegenden Studie wurde nur eine Farbedauer
verwendet, die sich an den Empfehlungen des Herstellers orientierte. Inwieweit sich die
Proliferationsbestandigkeit bei langerer Inkubationszeit verlangert, wurde hier nicht
untersucht und stellt eine Limitation der Arbeit dar. Auf Basis des Literaturvergleiches ist
aber anzunehmen, dass sich die Proliferationsbestandigkeit durch langere
Inkubationszeiten steigern lieBe. Der Einfluss der Farbedauer auf die Toxizitadt der
Farbstoffe sollte hierbei auf jeden Fall berlicksichtigt werden. Insgesamt ermdglichte die
Farbung mit CT blau 10uM und CT rot 0,1uM die Visualisierung der Zellen bis zu 5,5+0,5
Tagen (Abbildung 46 (1)). Inwiefern sich dieser Zeitraum durch eine langere Inkubationszeit
der Farbstoffe steigern lasst, ohne dass toxische Effekte beobachtet werden, ist eine
Forschungsfrage fur weiterfiihrende Versuche.

Zusammenfassend bestétigten die Ergebnisse der Evaluation der Farbstoffe (Tabelle 22)
die Hypothese dieser Arbeit, dass sich Fluoreszenzfarbstoffe in Bezug auf ihre Klasse,
zellulare Toxizitat, Farbkraft, Proliferationsbestandigkeit und ihres Anregungsspektrums,
sowie in Kombination mit verschiedenen Zelllinien unterschiedlich verhalten und daher nicht

alle in gleichem MaBe geeignet sind.
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6.3.2 Ergebnisse in Bezug auf Hypothese 2

»Eine systematische Analyse kann am besten geeigneten Label identifizieren.*”

Die Ergebnisse der systematischen Toxizitats- und Farbeanalyse wurden in Abhangigkeit
der verwendeten Zellen oder Farbstoffklassen tabellarisch dargestellt (Tabelle 18-21). Die
Zusammenfihrung der Einzeltabellen in einer Matrix (Tabelle 22) erméglichte die
Identifikation der am besten geeigneten Label sowohl zellspezifisch als auch fir
osteoblastische Zellen.

Far die primaren humanen Osteoblasten ergaben sich nach der Analyse nur drei geeignete
Label: CT blau 10uM, CT grtin 0,1uM und CT rot 0,1uM (Tabelle 19). Fur die MG-63 Zellen
dagegen konnten zehn geeignete Label in der systematischen Analyse identifiziert werden
(Tabelle 21), also mehr als 3 Mal so viele. Diese Diskrepanz verdeutlichte die Unterschiede
im Toxizitats- und Farbeverhalten der beiden Zellen, die bereits in den vorangegangenen
Analysen aufgefallen war (siehe 6.3.1). Bei den primaren humanen Osteoblasten mussten
finf Label auf Grund von signifikanter zellularer Toxizitat als ungeeignet eingestuft werden,
bei den MG-63 Zellen dagegen nur drei. Insbesondere bei hohen Konzentrationen der CT
konnte ein signifikanter Unterschied in der zelluldren Toxizitat der Label beobachtet werden.
Fir die Konzentrationen 1uM und 10uM waren bei den primaren humanen Osteoblasten
66,6% der Label auf zellularer Ebene signifikant toxisch, bei den MG-63 Zellen konnte keine
zellulére Toxizitét bei den gleichen Konzentrationen nachgewiesen werden (Tabelle 22).

In Bezug auf die Farbeanalyse erreichten bei den primé@ren humanen Osteoblasten elf Label
keine signifikante Farbeeffizienz, wohingegen es bei den MG-63 Zellen nur acht Label
waren. Hier zeigten sich fur beide Zelltypen allerdings ahnliche Muster. In der Analyse von
CT blau und den beiden QT war fir die MG-63 Zellen bei mindestens 25% der verwendeten
Konzentrationen eine Signifikanz in der Farbeanalyse zu beobachten, bei den priméaren
humanen Osteoblasten war dies bei maximal 25% der Konzentrationen der Fall.
Interessanterweise trugen diese Ergebnisse maBgeblich dazu bei, dass keines der Label
mit QT fir die Verwendung mit primaren humanen Osteoblasten geeignet war (Tabelle 22).
Bei den MG-63 Zellen dagegen konnten drei von acht méglichen Labeln mit QT nach der

Analyse als geeignet identifiziert werden.

Fir primdre humane Osteoblasten und MG-63 Zellen, zusammengefasst als
osteoblastische Zellen, waren nach der Analyse zwei Label geeignet: CT blau 10uM und
CT rot 0,1uM (Tabelle 22 und Tabelle 23). Studien mit vergleichbaren Ergebnissen zu MG-
63 Zellen und priméren humanen Osteoblasten fehlen nach aktueller Literaturauswertung.

Fir andere Zelltypen konnte in vorhergehenden Studien aber bereits gezeigt werden, dass
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eine systematische Analyse von ein oder mehreren Farbstoffen und Konzentrationen die
Identifikation geeigneter Label erlaubte. Nicholls et al. (2017) legten dar, dass u.a.
Qtracker® 656 als geeignetes Label zur Identifikation von transplantierten neuronalen
Stammzellen dienen konnte. Auch Qtracker® 605 konnte in Konzentrationen bis zu 20nM
in Versuchen mit pankreatischen Stammzellen eingesetzt werden (Danner et al., 2013).
Und nicht zuletzt konnten Makinen et al. (2013) durch ihre detaillierte Untersuchung von CT
grin und DID zeigen, dass humane neuronale Zellen mit beiden Farbstoffen ohne
signifikanten Effekt auf die Zellcharakteristiken geféarbt werden konnten. Im Unterschied und
als Erganzung zu den genannten Studien wurden in der vorliegenden Studie sowohl
primare Zellen als auch eine etablierte Zellreihe verwendet, analysiert und passende Label
identifiziert. Als eine Starke dieser Studie kann festgehalten werden, dass sich mdgliche
Label fir eine Mehrfachfarbung aus Tabelle 22 eruieren lassen. Die Option einer
Mehrfachfarbung wiederum stellt einen deutlichen Vorteil des skizzierten in vitro Modells
dar und ermdglicht es, die Interaktion zwischen humanen Osteoblasten und anderen Zellen

wahrend der Migration zu visualisieren und zu untersuchen.

Zusammengefasst ermdglichte die dargestellte systematische Analyse eine Identifikation
geeigneter Label fir die Einfach- oder Mehrfachfarbung von primaren humanen
Osteoblasten und MG-63 Zellen sowie die Kombinationsfarbungen beider und die

Verwendung verschiedener Zellen in einem neuen in vitro Migrationsmodell.

6.3.3 Ergebnisse in Bezug auf Hypothese 3

,Neben klassischer zelluldrer Toxizitdt besteht die Mdglichkeit der molekularen Toxizitét.“

Die in Abbildung 42 und Abbildung 43 gezeigten Daten zur méglichen molekularen Toxizitat
fihrten zu drei zentralen Beobachtungen. Erstens fUhrten alle Label, unabhéngig von
Farbstoff und Zelltyp, zu einer Anderung in zumindest einer der vier exprimierten Marker.
Zweitens wurden sowohl Erhéhung als auch Erniedrigung der Markerexpression
gemessen.  Drittens, obwohl signifikant, war die  GréBenordnung  der
Expressionsveranderungen weniger als 2-fach und daher moderat.

In der Analyse von CT blau 10uM zeigte sich eine signifikante Reduktion der relativen
Genexpression fir mindestens 50% der amplifizierten Gene sowohl fir primare humane
Osteoblasten (Abbildung 43 (1)) als auch fur MG-63 Zellen (Abbildung 42 (1)). Im
Gegensatz dazu war bei CT rot 10uM nur Col1A1 0,65-fach (p<0,01) flr primare humane
Osteoblasten signifikant reduziert exprimiert (Abbildung 43 (2)). Eine Farbung mit CT rot
0,1uM fihrte nicht zur signifikanten Reduktion (p>0,05) der relativen Genexpression von

osteoblastischen Zellen (Abbildung 42 (3) und Abbildung 43 (3)). Insgesamt konnte durch
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die signifikante Reduktion der relativen Genexpression von osteoblastischen Zellen durch
die Label die Mdglichkeit einer molekularen Toxizitdt der Farbstoffe bestétigt werden.
Letztere schien in der vorliegenden Studie (i) farbstoffabhangig, (i) nicht
konzentrationsabh&ngig und (iii) nicht zellspezifisch zu sein.

Es fiel auf, dass haufig eine signifikante Steigerung der relativen Genexpression durch die
Farbung zu beobachten war (Abbildung 42 und Abbildung 43). Eine Erklarung dafir lieferte
die vorliegende Studie nicht. Unklar war zudem, ob sich eine gesteigerte Transkription auch
auf posttranskriptioneller Ebene, sprich in der Menge tatsachlich produzierter Proteine,
wiederfinden l&sst. Der Vergleich mit vorherigen Studien war an dieser Stelle interessant.
In der Literaturrecherche fanden sich leider keine vergleichbaren Untersuchungen mit CT.

Frihere in vitro und in vivo Untersuchungen konnten allerdings darlegen, dass reife
Osteoblasten osteoblastische Marker sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene sehr
heterogen exprimieren (Candeliere et al., 2001; Liu et al., 1997). Matrixmolekile wie BSP
oder OC wurden von Untergruppen der Osteoblastenpopulation, abhangig von dem
zelluldren Reifungsgrad, der Umgebung und des Mikroumfeldes, unterschiedlich stark
gebildet (Candeliere et al., 2001). Liu et al. (1997) untersuchten die Expression einzelner
reifer Osteoblasten untereinander mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen und PCR
und fanden ebenfalls signifikante Unterschiede. Bis auf die Farbung oder Behandlung mit
DMSO waren die Bedingungen fir die primaren humanen Osteoblasten in dieser Studie
identisch, weshalb etwaige Unterschiede am ehesten auf den Einfluss der Label zurlick zu
fuhren waren. Zudem wurde die Genexpression nicht auf Einzelzellniveau quantifiziert,
sondern die relative Genexpression einer groBen Zellzahl untersucht, wodurch

Unterschiede zwischen den einzelnen Zellen weniger bedeutend waren.

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich ein deutlicher Einfluss der Label auf die
relative Genexpression von osteoblastischen Zellen, wobei sich flr die signifikanten
Steigerungen in dieser Studie keine Erklarung fand. Die der Arbeit zu Grunde liegende
Hypothese wurde dennoch bestatigt. Mit der QRT-PCR wurden jedoch nur
Expressionsunterschiede der mRNA und nicht der dazugehdérigen Proteine festgestellt.
Dies stellte eine Limitation der Arbeit dar. In wieweit der fehlende negative oder positive
Einfluss lediglich auf die transkriptionelle Ebene beschrankt ist oder sich auch auf

Proteineben zeigt, sollte in weiterfilhrenden Studien untersucht werden.

Wichtig bei der Interpretation der oben diskutierten Daten sind zwei Aspekte. Zum einen
lassen die allermeisten vorausgegangenen Studien mdgliche Veranderungen der
Genexpression durch Fluoreszenzfarbstoffe auBBer Acht. Ungeachtet dessen werden diese
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Label seit Jahren erfolgreich eingesetzt. Auch die eigene Forschungsgruppe wird auf Grund
der Daten in der vorliegenden Studie nicht auf die Verwendung der Label verzichten.
Jedoch wird in weiterfihrenden Studien die mdgliche Veranderung der Genexpression
sogfaltig beachtet werden. Ein Beispiel ware eine Migrationsanalyse fluoreszenzmarkierter
Zellen zuerst durch Mikroskopie und nachfolgend durch Transkriptomics. In diesem Fall
sollten Kontrollen der Transcriptomicsanalyse immer geférbte und ungefarbte Zellen
beinhalten. Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen kann empfohlen werden, neben

der zelluldren auch immer die molekulare Toxizitat zu untersuchen.

6.3.4 Ergebnisse in Bezug auf Hypothese 4

sFluoreszenzfarbstoffe kbnnen als geeignete Alternative zu Reportergenen flir die
fluoreszenzbasierte Zellmarkierung von primdren humanen QOsteoblasten auf planaren

osséren Oberflachen dienen.

Die Aufnahmen von gelabelten MG-63 Zellen auf Knochen (Abbildung 36 und Abbildung
37) zeigten deren Anwendbarkeit im Modell. Osteoblastische Zellen konnten durch das
Labeling auf mineralisierten und demineralisierten ossaren Oberflachen bei unterschiedlich
hoher Zellzahl, VergréBerung sowie nativ und fixiert visualisiert und mikroskopiert werden.
Die Gegenfarbung mit DAPI erlaubte dabei die exakte Zuordnung des Fluoreszenzsignals
zu einer Zelle, wobei das bei der guten Fluoreszenzdarstellung der Zellen nicht zwingend
notwendig war. Auf beiden Oberflachen waren die Zellen deutlich gegen den Hintergrund
abgrenzbar und eine Hintergrundfluoreszenz kaum zu detektieren, was CT rot besonders
fur fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen auf biologischen Materialien empfiehlt. In der
visuell-mikroskopischen Analyse der Zellmorphologie, -vitalitdt und -adh&sion ergaben sich
keine Hinweise auf Differenzen zwischen den beiden Knochenoberflachen. Die Zellen
waren allgemein gut adhéarent, vital und in ihrer Morphologie nicht verandert (Abbildung 36
und Abbildung 37). Beide Knochentypen wurden mit Essigsaure sterilisiert. Obwohl die
visuelle Beobachtung viele Riickschllsse auf die zellulare Funktionalitat zuldsst, fehlt doch
der Vergleich mit Knochenoberflachen, die nicht oder auf eine andere Weise sterilisiert
wurden. Nicht-sterilisierte Knochen sind auf Grund der Kontaminationsgefahr nicht
einsetzbar. Flr andere Sterilisationsverfahren ist anzunehmen, dass eine Beeintrachtigung
der Zellen in &hnlichem MaBe wie fur Essigsaure vorliegt. Die Evaluation einer alternativen

Sterilisationsmethode bringt daher keinen Vorteil.

Die Analyse der Fluoreszenzaufnahmen lie3 ferner Schlussfolgerungen Uber die optimalen
Aufnahmeparameter zu. FUr die im Modell vorgesehenen Zeitrafferaufnahmen empfahl sich
der Einsatz der 20-oder 32-fachen VergrdBerung bei einer geringen Zellzahl. Wahrend der
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Aufnahmen fiel die Fokussierung mit dem 20er Objektiv zeitweise schwer, was aber eher
auf ein technisches Problem des verwendeten Mikroskops zurlck zu fuhren war. Mit dem
32er Objektiv waren die detailliertesten Aufnahmen mdglich, bei einer niedrigen Zellzahl auf
dem Knochen ist die Anzahl der Zellen im Bildfeld aber méglicherweise zu gering und eine
héhere VergréBerung besser. Die Alternative, einfach eine gréBere Zelldichte zu
verwenden, schien auf den ersten Blick sinnvoll, brachte indes zwei Nachteile mit sich: die
Darstellung der Zellen war bei hoher Dichte etwas schwieriger und ihre Bereitschaft zur
Migration gegebenenfalls reduziert. In &hnlichen Studien wurden ebenfalls 20er Objektive
fr die Zeitrafferaufnahmen verwendet (Dallas et al., 2009; Fotos et al., 2006), was die in
dieser Arbeit gezogenen Ruckschlisse unterstitzte. Im urspringlichen Modell war die
Aufnahme der Zellen im Intervall von 15 Minuten fir 24 Stunden geplant. Die Farbung von
MG-63 Zellen mit CT rot 1uM war fir diesen Zeitraum stabil (Daten nicht gezeigt). Die
Modalitaten fir Zeitrafferaufnahmen kénnen je nach Studie stark variieren. Es finden sich
aber Studien mit dem gleichen Aufnahmeintervall und der gleichen Aufnahmezeit (Dallas
et al,, 2009; Saller et al.,, 2012). Zusétzlich werden fir eine hoéhere Fallzahl in
Zeitrafferstudien haufig mehrere Orte parallel aufgenommen. Auch dieses Vorgehen ist im
skizzierten Modell mdglich.

Zusammengefasst konnte die Anwendung der Label zur fluoreszenzbasierten
Zellmarkierung und Visualisierung auf ossaren Oberflachen unterschiedlicher mineralischer
Komposition validiert und geeignete Aufnahmeparameter fir die geplanten
Zeitrafferaufnahmen bestimmt werden. Trotzdem zeigten sich bei den durchgefiihrten

Untersuchungen auch Limitationen des neuen in vitro Modells.

6.4 Limitationen des neuen in vitro Modells

Zunachst einmal musste festgestellt werden, dass auch die Farbung mit gangigen
Fluoreszenzfarbstoffen wie CT wund QT einen Einfluss auf die Expression
osteoblastenspezifischer Gene hat. Dieser Effekt wurde bereits von Dass et al. (2007) fiir
die Transfektion von osteoblastischen Zellen mit GFP gezeigt und ist ein hdufiges Argument
gegen die Verwendung von Reportergenen. Auf der Grundlage der vorliegenden
Ergebnisse wurde die Mébglichkeit einer molekularen Toxizitat der verwendeten Farbstoffe
diskutiert. Die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen wie CT und QT scheint demnach,
verglichen mit Reportergenen wie GFP, beziglich der Méglichkeit farbebedingter
molekularer Veranderungen keinen Vorteil zu bieten. In beiden Féllen ist eine Veranderung
des physiologischen Zellverhaltens, auch in Bezug auf die Migration, durch die veranderte
Genexpression nicht auszuschlieBen. Wie bereits dargelegt werden CT und QT dennoch
weiterhin — auch in der eigenen Forschungsgruppe — Anwendung finden. Bei der Bewertung
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von Ergebnissen zur Migration von Osteoblasten in dem neuen in vitro Modell sollte die
Maoglichkeit einer molekularen Toxizitat aber speziell bertcksichtigt werden.

Eine weitere Limitation des Modells stellte die Verwendung von prapariertem Knochen dar.
Durch die unterschiedlichen Préaparationsschritte und verwendeten Werkzeuge wurde die
Knochenoberflache im Vergleich zu ihrer physiologischen Struktur mechanisch verandert.
Im Rahmen der Sterilisation war zudem eine Beeinflussung der chemischen
Zusammensetzung nicht ausgeschlossen. Es musste davon ausgegangen werden, dass
eine strukturelle Verédnderung der Oberflache in einem derart komplexen Prozess wie der
Zellmigration, in welchem Letztere ein entscheidender Einflussfaktor ist, zur Veranderung
des Migrationsverhaltens der Zellen flihren kann. Die artifizielle Oberflachenstruktur im
Modell und deren Einfluss auf das Migrationsverhalten von osteoblastischen Zellen muss
daher bei der Bewertung der Ergebnisse berlcksichtigt werden. Dartber hinaus ist die
Demineralisation zwar ein Standartverfahren in der Histologie, in wieweit sie allerdings den
tatsachlichen Bedingungen in einem osteoporotischen Knochen entspricht, ist noch schwer

quantifizieren.

Wie die meisten anderen in vifro Modelle unterliegt das neue Modell ebenfalls den
Beschrankungen des zweidimensionalen Untersuchungsaufbaus. Mit diesem Iasst sich ein
so hochkomplexer und vor allem dreidimensionaler Prozess wie die Migration von Zellen
im Knochen nur ndherungsweise darstellen. DarGber hinaus werden Einflussfaktoren wie
Chemokine, Flussigkeitsstrdmungen, mechanische Beanspruchung des Knochens und
Zell-Zell-Interaktionen zunachst nicht bertcksichtigt. Sie sind aber, wie in der Einleitung
dargelegt, neben der ossédren Oberflache, ebenfalls wichtige Einflussfaktoren flr das
Bewegungsverhalten von Zellen. Das neuen in vitro Untersuchungsmodell lasst demnach
vor allem Aussagen uber den Einfluss der Oberflache auf das Migrationsverhalten von
osteoblastischen Zellen auf planaren ossaren Oberflachen zu.

Zusammengefasst kann das neue in vitro Modell — unter Bertcksichtigung der Limitationen
— zur Visualisierung von osteoblastischen Zellen auf planaren ossaren Oberflachen fur
zuklnftige Migrationsdetektion verwendet werden. Im letzten Schritt erfolgte die
Implementierung der Ergebnisse der vorliegenden Studien in das skizzierte in vitro
Untersuchungsmodell.
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6.5 Implementierung der Ergebnisse in das neue in vitro Untersuchungsmodell

Die Ergebnisse der Evaluation wurden in das skizzierte in vitro Modell (Abbildung 4)

implementiert und dieses wird im Folgenden mit den in dieser Arbeit verwendeten
Arbeitsschritten vorgestellt (Abbildung 47):
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Abbildung 47: Schematische Darstellung
des neuen in vitro Untersuchungsmodells, Il

Diese Abbildung zeigt die schematische
Darstellung  des  neuen in  vitro
Untersuchungsmodells zur Migration von
Osteoblasten. Detaillierte Erkldrungen zu
den einzelnen Schritten finden sich im
nebenstehenden Text. Diese Grafik wurde
erstellt durch die Autorin mit draw.io
(http://www.draw.io/).

1) Osteoblastische Zellen — primare humane
Osteoblasten und MG-63 Zellen — werden nach
Protokoll subkultiviert, die gewtinschte Anzahl von
Zellen in eine 60mm Platte ausgebracht und Uber
12 Stunden im Inkubator belassen.

2) Nach 12 Stunden werden die Zellen mit einem
Label Tabelle 22)
protokollgeman fir 25 Minuten gefarbt.

geeigneten (siehe
3) Porzine Tibiaknochen werden entweder frisch
bezogen oder Uber Nacht bei 4°C aufgetaut und
prapariert.

4) Teile Knochenscheiben
anschlieBend mit 0,5M EDTA demineralisiert und

alle Knochen zuletzt sterilisiert.

der werden

5) Die gefarbten Zellen werden trypsiniert, gezahit
Zelldichte, 50.000

Zellen/cm?, unter sterilen Bedingungen auf dem

und in geeigneter hier

Knochen ausgebracht. Es folgt eine Inkubation far
12 Stunden.

6) Nach der

Knochen in eine neue 60mm Platte mit frischem

Inkubation wird der besiedelte

Medium Uberfihrt und gewendet, so dass die
besiedelte Oberflache zum Boden zeigt. Die Platte
wird in einem dem

Inkubationsmodul unter

Mikroskop platziert und die Zellen konstant bei

37°C und 5%CO: inkubiert. Der Knochen wird mikroskopiert und das 20er Objektiv sowie
die dem Label entsprechenden Fluoreszenzfilter eingestellt. Ein oder mehrere geeignete

Analysepunkte werden gesetzt und die Zeitrafferaufnahme fir 24 Stunden mit einem

Aufnahmeintervall von 15 Minuten gestartet.

Flr die Analyse der Bilder steht eine Vielzahl von Programmen, auch frei zugangliche, zur

Verfugung. ,Relativ* verbreitet ist hierbei die Auswertung mit ImageJ und verschiedenen
Plugins wie bspw. MTrackd (Dallas et al., 2009; Saller et al., 2012).
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Mit dem neuen in vitro Modell wird es mdéglich sein, die Migration von Osteoblasten auf
planaren ossaren Oberflachen durch fluoreszenzbasierte Zellmarkierung in
Zeitrafferaufnahmen zu erfassen und in Abhangigkeit des Mineralisierungsgrades
auszuwerten. Dies ermdglicht neue Erkenntnisse Uber das Bewegungsverhalten von
Osteoblasten im Allgemeinen und speziell in Bezug auf die mineralische
Oberflachenkomposition, die fiir ein besseres Verstandnis des Bone remodeling und der
damit verbundenen physiologischen und pathologischen Vorgénge essenziell sind. Durch
die Verwendung von humanem Knochen besteht zudem die Mdglichkeit, Rlckschlisse auf
die Vorgange im menschlichen Kérper zu ziehen. Darlber hinaus kann das Modell in vielen
Bereichen variiert, erweitert und an die Bedurfnisse des Untersuchers angepasst werden,
bspw. durch eine Abstufung des Mineralisationsgrades oder die Verwendung anderer
Zelllinien. Durch die Vielzahl an méglichen Labeln unterschiedlicher Fluoreszenzfarben
(Tabelle 22) sind auch Zeitrafferaufnahmen mit mehreren verschiedenen Zelllinien méglich.
Letzteres ist vor allem fur Studien zur Interaktion der diversen Zellen in der BMU

interessant.

Zusatzlich zu Veranderungen im Aufbau kann das Modell mit anderen
Untersuchungsmethoden wie Genearrays oder QRT-PCR kombiniert werden.
Forschungsergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe fir experimentelle Orthopadie der Klinik
und Poliklinik fir Orthopé&die und Sportorthopadie am Klinikum rechts der Isar zeigten diese
Maoglichkeit auf. Wischmann et al. (2018) entfernten MG-63 mit einer schonenden Methode
vom Knochen und flhrten anschlieBend einen Genearray und eine QRT-PCR mit den
abgeldsten Zellen durch. In Verbindung mit den Zeitrafferaufnahmen erlaubt dieses
Vorgehen, eventuelle Unterschiede im visuell detektierten Migrationsverhalten mit
Veranderungen auf genetischer und transkriptioneller Ebene zu korrelieren. Fir die
posttranskriptionelle Ebene kdnnte sogar noch eine Proteinanalyse mittels Western Blot
angeflgt werden. Hierbei sind nicht nur osteoblastenspezifische Marker, wie sie in der
vorliegenden Studie verwendet wurden, sondern insbesondere mit Migration assoziierte
Gene von Interesse. Wischmann et al. (2018) konnten bereits in vitro zeigen, dass die
Genexpression von osteoblastischen Zellen durch die Mineralisation der Matrix beeinflusst
wird und in diesem Vorgang auch migrationsassoziierte Gene hochreguliert werden. Die
Validierung dieser Ergebnisse mit einer Migrationsanalyse von osteoblastischen Zellen im
skizzierten in vitro Modell ist eine der vielen spannenden Anwendungsmdglichkeiten fur

zukunftige Forschungsfragen.
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