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Organtransplantationen und medizinische
Gewebsersatzstrategien haben in den letz-
ten Jahren enorme Fortschritte gemacht.
Dennoch bleiben Zellersatz und Trans-
plantation fiir verschiedene komplexe
Gewebe ohne funktionell ausreichende
Geweberegeneration eine grof3e wissen-
schaftliche Herausforderung. Ein Ziel der
gegenwirtigen Forschung ist es, Gewebe
mittels geeigneter zellbesiedelter Bioma-
terialien im Rahmen des ,,tissue enginee-
ring“ (TE) nachzubilden oder zumindest
ihre Funktion nachzuahmen.

Aufgrund des demografischen Wan-
dels werden Kliniker zunehmend mit
Erkrankungen des alternden Menschen
konfrontiert. Hierzu zihlen insbesondere
schlecht heilende, grofie Knochendefekte,
die ein klinisches Problem darstellen, da
in iiber 40% autologe Knochentransplan-
tate nicht zur Verfiigung stehen. Das TE
des Knochens erfordert porése, degra-
dierbare Materialien in Kombination mit
einer nichtimmunogenen Zellquelle mit
osteogenem Potenzial. Kollagen Typ I als
wichtigstes Protein der knochernen Ma-
trix stellt ein vielversprechendes Bioma-
terial dar, das zudem fiir sein osteoinduk-
tives Potenzial bekannt ist [1, 2]. Durch ei-
ne Kombination von Kollagen Typ I mit
dem fibrillaren Kollagen Typ III kénnen
die Struktur der Matrix sowie die Resorp-
tion positiv beeinflusst werden.

Vielversprechende Zellen fiir das
TE stellen mesenchymale Stammzellen
(MSC) dar, da sie
== durch ihr multipotentes Differenzie-

rungspotenzial in verschiedene meso-

dermale Gewebe differenzieren kon-
nen und

138 | Der Pathologe « Supplement 2 - 2010

R.K. Schneider - S. Neuss - R. Kniichel - A. Perez-Bouza

Institut fiir Pathologie, RWTH Aachen

Mesenchymale Stammzellen
fiir das, tissue engineering”

des Knochens

== eine biosynthetische Aktivitit besit-
zen, die sowohl immunmodulatorisch
als auch trophisch ist [3, 4].

MSC konnen aus dem Stroma verschie-
denster adulter Organe gewonnen wer-
den. Da es bis heute keinen spezifischen

Marker fiir sie gibt, werden sie nach den

Kriterien charakterisiert, die 2006 von der

Internationalen Gesellschaft fiir Zellthera-

pie publiziert wurden [5]. So sind sie

1. plastikadhédrent und erscheinen in
Kultur als spindelférmige, den Fibro-
blasten dhnliche Zellen,

2. konnen sie unter definierten Kultur-
bedingungen in vitro in Adipozyten,
Osteoblasten und Chondrozyten dif-
ferenziert werden und

3. exprimieren sie ein typisches Oberfla-
chenmarkerprofil, das negativ ist fiir
hiamatopoetische Marker und positiv
fiir mesenchymale Marker, wie CDgo,
CD105 und CD73.

Mittlerweile ist bekannt, dass die Schliis-
selfunktion der MSC nicht nur ihr Dif-
ferenzierungspotenzial ist, sondern ihre
ausgeprégte parakrine Aktivitit [4]. Neus-
te Arbeiten zeigen, dass MSC einen peri-
zytdren Charakter haben und die Gefaf3-
wand ihre Stammzellnische darstellt [6].
Diese Arbeiten erlauben die Hypothese,
dass MSC nach einer Gewebsverletzung
aus dieser Nische rekrutiert werden und
in das geschéddigte Gewebe migrieren. Im
geschadigten Gewebe besteht ihre Haupt-
aufgabe nach heutigen Kenntnissen nicht
nur im Ersatz des Gewebes durch Proli-
feration und Differenzierung, sondern
in ihrer immunomodulatorischen, anti-

apoptotischen, antifibrotischen und pro-
angiogenen Aktivitit sowie in der Re-
modellierung der extrazelluldren Matrix
(ECM).

Eine stabile ECM, die die physika-
lische und biologische Funktion der na-
tiven ECM iibernimmt, ist neben Osteo-
blasten/-zyten zwingend fiir einen sta-
bilen Knochenersatz erforderlich. Ne-
ben adulten MSC zeigte sich in den letz-
ten Jahren, dass MSC auch aus perina-
talen Geweben wie der Nabelschnur (7],
dem Nabelschnurblut sowie fetalem Blut
[8] isoliert werden konnen. Gerade die
Nabelschnur ist ein attraktives, geeig-
netes Ausgangsgewebe zur Zellisolation,
da sie als postnatales Organ nach der Ge-
burt verworfen wird und die Zellisolati-
on nichtinvasiv, schmerzlos und gefahrlos
fir Mutter und Kind ist. Wahrend adulte
Stammzellen von dlteren Spendern eine
hohe Zellseneszenz, eine eingeschriankte
Proliferation und Differenzierung aufwei-
sen, haben perinatale Stammzellen diese
Einschrankungen nicht und zeigen eine
hohe Plastizitit und entwicklungsbiolo-
gische Flexibilitit [9].

Unsere Arbeit vergleicht das osteogene
Differenzierungspotenzial von auf einer
kollagenen Matrix kultivierten MSC aus
2 unterschiedlichen anatomischen und
ontogenetischen Urspriingen:
== der Wharton-Sulze der Nabelschnur

(UC-MSC) und
== des Knochenmarks (BM-MSC).

Bei diesem Beitrag handelt es sich um Ausziige
aus der Originalpublikation [13].



Zusammenfassung - Abstract

Im Fokus der Studie steht die MSC mit
der dreidimensionalen Matrix bezogen
auf Differenzierung, Adhasion, Wachs-
tum sowie Remodellierung der ECM.

Untersuchungsmethoden

Zellkultur

Die humanen MSC wurden nach etablier-
ten, standardisierten Protokollen aus der
Nabelschnur (UC-MSC) und dem Kno-
chenmark (BM-MSC) isoliert und zum
Nachweis der Multipotenz nach ebenfalls
standardisierten Protokollen in Adipo-
zyten und Osteoblasten differenziert [10,
11, 12, 13].

Generierung der
dreidimensionalen Kollagengele

Die Basis des kollagenen Konstrukts (or-
ganotypisches Kultivierungsmodell) bil-
det saures, fliissiges Kollagen G (3 mg/
ml Kollagen Typ I und III in 12 mM HCI)
mit einem Anteil von 80% an dem Gesamt-
volumen des Kollagengels.

Das Kollagen G wird mit 10% zehn-
fachem Dulbecco’s MEM (4,5 g/l D-Glu-
kose) gemischt und mit 1 M NaOH neu-
tralisiert (pH 74). Danach werden noch
10% Medium zu der Suspension gegeben
und die Suspension auf Zellkulturplat-
ten verteilt. Das Kollagengel ist nach etwa
1,5 Stunden komplett polymerisiert.

Histologische Aufarbeitung

Die Aufarbeitung der Kollagen-Zell-
Hybride erfolgt nach géngigen histolo-
gischen Protokollen. Die elektronenmik-
roskopische Auswertung erfolgt nach Fi-
xierung fiir mindestens 24 Stunden in
1 ml 3%iger Glutaraldehyd-Gebrauchsls-
sung. Die weitere Aufarbeitung der Pro-
ben erfolgte in der elektronenmikrosko-
pischen Einrichtung der Medizinischen
Fakultidt der RWTH Aachen.

Realtime-RT-PCR

Die RNA-Isolation erfolgte mit der Tri-
zol-Isolationsmethode. 1 ug RNA wur-
den mit dem ,high capacity cDNA Re-
verse Transkriptase Kit“ (Applied Biosys-
tems, Darmstadt) in cDNA umgeschrie-
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Zusammenfassung

Humane mesenchymale Stammzellen (MSC)
sind hervorragend geeignet fiir Zellersatz-
strategien (,tissue engineering’, TE). TE-An-
wendungen erfordern die Stabilitat des zu
transplantierenden Stammzell-Biomateri-
al-Hybrids durch Zellmigration, Matrixremo-
dellierung und Differenzierung. Die vorlie-
gende Arbeit untersucht diese Mechanismen
in einem organotypischen Kultursystem des
Knochens fiir TE-Anwendungen unter Ein-
satz von MSC aus der Nabelschnur (,umbilical
cord MSC’, UC-MSC) und dem Knochenmark
(,bone marrow MSC*, BM-MSC). Fiir die orga-
notypische Differenzierung wurden die MSC
auf eine kollagene Matrix transplantiert und
osteogenen Differenzierungsbedingungen
ausgesetzt. Unter diesen Bedingungen iiber-
ragten die UC-MSC die BM-MSC in der Syn-
these von Extrazellularmatrix- (ECM-)Pro-

teinen, wahrend die BM-MSC eine ausge-
pragtere Expression von osteogenen Mar-
kern zeigten. Die ECM-Synthese ging bei bei-
den MSC-Typen mit ultrastrukturell nachweis-
baren Hydroxylapatit-Kalzium-Kristallen ein-
her. Die Sekretion von Matrix-Metalloprote-
inasen ermdglichte beiden MSC-Typen, in die
Kollagenmatrix zu migrieren, diese zu kon-
trahieren und so zu straffen. Zusammenfas-
send stellen MSC aufgrund dieser biosynthe-
tischen Aktivitat optimale Zellen fiir den Er-
satz von Geweben dar, die ECM-Synthese und
-Remodellierung erfordern.

Schliisselworter

Humane mesenchymale Stammzellen -
+Knochen-Tissue-Engineering” - Kollagen-
matrix - Extrazellularmatrix - Matrix-Metallo-
proteinasen

Mesenchymal stem cells for bone tissue engineering

Abstract

Human mesenchymal stem cells (MSC) repre-
sent an attractive option for cell replacement
strategies (tissue engineering, TE). TE appli-
cations require stability of a stem cell/bio-
material-hybrid via cell migration, matrix-re-
modelling and differentiation. We focus on
these mechanisms in organotypic culture sys-
tems for bone TE using MSC from the umbil-
ical cord (UC-MSC) and from bone marrow
(BM-MSC). For the organotypic differentia-
tion of MSC into functional osteoblasts, MSC
were embedded in a collagenous matrix and
subjected to osteogenic differentiation. Un-
der these culture conditions, UC-MSC exceed-
ed BM-MSC in the expression and synthesis
of extracellular matrix (ECM) proteins, while
BM-MSC show enhanced osteogenic gene

upregulation. In both cell types the biosyn-
thetic activity was accompanied by the ultra-
structural appearance of hydroxyapatite/cal-
cium crystals. Following secretion of matrix
metalloproteinases, both MSC types migrat-
ed into and colonised the collagenous ma-
trix causing matrix strengthening and con-
traction. In conclusion, MSC promise a broad
therapeutical application for a variety of con-
nective tissues requiring ECM synthesis and
remodelling.

Keywords

Human mesenchymal stem cells - Bone tissue
engineering - Collagen scaffold - Extracellular
matrix - Matrixmetalloproteinases
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Abb. 1 A MSC aus Nabelschnur (UC-MSC, a) und Knochenmark (BM-MSC, d) weisen die typische spindelférmige Morpholo-
gie nach der Isolation auf. Der Nachweis der Multipotenz erfolgt Giber die In-vitro-Differenzierung in Adipozyten

(b, e; Oil Red O-Farbung) und Osteoblasten (c, f; Alizarinrot). Die quantitative Bestimmung der osteogenen Differenzierung
erfolgte mittels Realtime-RT-PCR. Alle Daten wurden mit GAPDH als,,housekeeping gene” normalisiert und auf die undiffe-
renzierten UC-MSC bzw. BM-MSC bezogen, deren Expression als 1 festgelegt wurde (g-i). AP alkalische Phosphatase.

(Mod. nach [13])
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ben. Die quantitative Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) wurde mit dem ,,Power
SYBR Green PCR Master Mix“ (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Die cDNA von
unstimulierten MSC von den jeweiligen
MSC-Spendern wurde als relativer Stan-
dard fiir das jeweilige Gen eingesetzt. Die
Amplifikation wurde mittels ,,ABI Prism
7300 (Applied Biosystems) detektiert.
Als ,housekeeping gene“ wurde GAPDH
eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mit-
tels der 224-Methode.

Ergebnisse

Multipotenz der mesenchymalen
Stammazellen aus Nabelschnur
und Knochenmark in vitro

Nach Isolation der MSC aus der Whar-
ton-Sulze der Nabelschnur (UC-MSC)
und des Knochenmarks (BM-MSC) wie-
sen beide Zelltypen die typische spindel-
formige Morphologie auf (B Abb. 1 a, d).
Sie waren gekennzeichnet durch einen
konsistenten Phanotyp mit fehlender Ex-
pression der Oberflichenmarker CD14,
CD34, CD4 und Expression von CD1os,
CD73, CDgo sowie dem intrazelluliren
Marker Vimentin (Daten nicht gezeigt). In
den unstimulierten Kontrollen wiesen sie
weder Kalzium-/Phosphatablagerungen
noch Lipidvakuolen auf (B Abb.1a, d),

was eine spontane Differenzierung der
MSC in Kultur ausschlief3t.

Nach osteogener und adipogener Dif-
ferenzierung stellten sich Oil Red O-
positive Lipidvakuolen im Zytoplasma
(8 Abb.1b, e) sowie Alizarinrot-posi-
tive Kalzium-/Phosphatablagerungen in
der ECM dar (B Abb. 1 ¢, f). Verglichen
mit den distinkten, runden Lipidvakuo-
len in den BM-MSC, zeigten sich im Zy-
toplasma der UC-MSC nur kleine, tropf-
chenférmige Vakuolen, wie dies fiir die-
sen Zelltyp bereits in der Literatur be-
schrieben ist. Nach osteogener Stimulati-
on firbte sich bei beiden MSC-Typen die
ECM stark Alizarinrot. Jedoch zeigten die
BM-MSC in der Realtime-RT-PCR eine
hohere Expression der osteogenen Mar-
ker Osteopontin (OPN, @ Abb. 1g) und
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Abb. 3 A Analyse der osteogenen Differenzierung im organotypischen Kultiverungssystem mittels von-Kossa-Farbung (a, b),
Transmissionselektronenmikroskopie (c—f) und Realtime-RT-PCR (g—i) der UC-MSC und BM-MSC. Die Genexpression wurde
auf GAPDH normalisiert und die Expression der undifferenzierten MSC als 1 festgelegt. AP alkalische Phosphatase, AR Aliza-
rinrot, Col Kollagen, Ost Osteoid, Cf Kollagenfibrillen, ER endoplasmatisches Retikulum. Skalen: 20 ym (a, b), 2 pm (¢, d), 5 um

(e, f). (Mod. nach [13])

alkalische Phosphatase (AP, @ Abb. 1h)
nach osteogener Differenzierung.
Kollagen Typ I, als dominantes Prote-
in der osteogenen Matrix, wurde in den
UC-MSC nach osteogener Differenzie-
rung stark heraufreguliert, wihrend sich
die Expression von Kollagen Typ I in den
BM-MSC im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle kaum veridnderte (8 Abb. 11i).

Kontraktion der Kollagen-MSC-
Hybride sowie Matrixsynthese
nach osteogener Differenzierung

Nach Aussiden der MSC auf die 3-D-Kol-
lagenmatrix (B8 Abb. 2 a) und 21-tigiger
osteogener Differenzierung zeigte sich
eine ausgeprégte progressive Kontrakti-
on. Zusitzlich trat nach osteogener Dif-
ferenzierung eine Verhartung der Matrix
als Zeichen der zunehmenden Ossifikati-
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on auf. Die Zellen lielen sich als braun-
liche Ablagerungen im Zentrum der Kol-
lagene erkennen (8 Abb. 2 b-g, Pfeile).
Die Quantifikation der Kontraktion er-
gab eine signifikant stirkere Reduktion
der Kollagenfliche durch die UC-MSC
auf 17,3% (+77%) in den unstimulierten
Kontrollen im Vergleich zu 46% (+14,5%)
durch die BM-MSC (p=0,004). Nach os-
teogener Differenzierung zeigten beide
MSC-Typen eine vergleichbare Kontrak-
tion der Kollagenmatrix, was durch die
ausgepragte Verhartung und Ossifikation
der Matrix zu erkldren ist (p=0,118). Nach
adipogener Differenzierung reduzierten
die UC-MSC erneut stiarker die Kolla-
genfliche als die BM-MSC (40,3+6,3% vs.
70,3+13,9%, p=0,002).

Die histologische Aufarbeitung der
Kollagen-MSC-Hybride demonstrierte
die unterschiedlichen Wachstumsmus-

ter der beiden MSC-Typen (8 Abb. 2 h-
k). Wihrend die BM-MSC mehrschichtig
mit direkten Zell-Zell-Kontakten auf der
kollagenen Matrix nach osteogener Diffe-
renzierung wuchsen, waren die UC-MSC
als Zell-Cluster in einer homogenen Ma-
trix unter unstimulierten (Wachstums-)
Bedingungen positioniert, die nach osteo-
gener Differenzierung inhomogen, ba-
sophil und granuliert erschien. Die un-
stimulierten BM-MSC wuchsen einzellig
mit spindelfsrmiger Morphologie im obe-
ren Drittel der homogenen Kollagengele.

Differenzierung der Kollagen-
MSC-Hybride in Osteoblasten

Die osteogene Differenzierung der MSC
in den 3-D-Konstrukten wurde detail-
liert untersucht. Sowohl die von-Kossa-
als auch die Alizarinrot-Farbung zeigten
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Abb. 4 A Analyse der unterschiedlichen Wachstumsmuster sowie der Remodellierung der ECM der UC-MSC und BM-MSC
mittels Alzianblau- (a, ¢) und Elastica-van-Gieson- (EVG-)Farbung (b, d), Realtime-RT-PCR (e-g) und Immunfluoreszenz
(h-k). Die Genexpression wurde auf GAPDH normalisiert und die Expression der undifferenzierten MSC als 1 festgelegt.
Skalen: 1000 pum (a, b), 100 um (c, d, h, i), 20 pm (j, k). (Mod. nach [13])

eine deutliche Positivitit der kollagenen
Matrix als Zeichen einer progressiven Os-
sifikation nach 21-tagiger osteogener Sti-
mulation. In den BM-MSC-Kollagenhy-
briden waren die Kalzium-/Hydroxylapa-
titablagerungen gleichmiaf3ig im oberen
Drittel der kollagenen Matrix positioniert
(8 Abb.3b). Die Kalzium-/Hydroxyl-
apatitablagerungen bei den UC-MSC wa-
ren vornehmlich in den Zell-Matrix-Clus-
tern lokalisiert, jedoch zeigten hohere Ver-

groflerungen auch eine von-Kossa-Positi-
vitdt in Assoziation zu migrierenden Zel-
len auf (8 Abb. 3 a).

Auch ultrastrukturell lie§ sich eine
vollstindige Differenzierung der MSC in
Osteoblasten im Kollagengel darstellen.
Wihrend die unstimulierten Kontrol-
len der UC-MSC (8 Abb. 3 ¢) und BM-
MSC (8 Abb. 3 d) spindelférmig in einer
homogenen kollagenen Matrix wuchsen,
verdnderte sich die Struktur des Kollagens

nach osteogener Stimulation deutlich. Bei
den UC-MSC zeigte sich eine ausgeprégte
Matrixproduktion an der Kollagen-Zell-
Grenzfliche. Die neu synthetisierte Ma-
trix bestand hauptsachlich aus fibrillar
angeordneten Faserbiindeln mit interpo-
nierten schwarzen Hydroxlyapatitkristal-
len (B Abb. 3 e, Pfeil). Der fibrillire As-
pekt der Matrix konnte durch das Vorlie-
gen insbesondere von Kollagenfibrillen
resultieren, die als vorherrschendes Pro-
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tein neben Chondroitin-Sulfat und Osteo-
calcin in der osteogenen Matrix zu fin-
den sind. Die Kombination von Hydro-
xylapatitkristallen mit der Neu-Synthe-
se von ECM (Kollagen) sind typischer-
weise bei der Osteoidformation zu fin-
den. Bei den BM-MSC traten an der Kol-
lagen-Zell-Grenzfliche ebenfalls Hydro-
xylapatitkristalle auf, die jedoch nicht von
einer so ausgepragten Matrixsynthese be-
gleitet waren.

Die Realtime-RT-PCR-Analyse besti-
tigte die osteogene Differenzierung beider
MSC-Typen im Vergleich zur unstimulier-
ten Kontrolle. Vergleichbar mit den Da-
ten der Monolayer-Kultur (8 Abb. 1 g-i),
regulierten die BM-MSC die osteogenen
Marker Osteopontin und alkalische Phos-
phatase (AP) signifkant hoher herauf als
die UC-MSC (B8 Abb.3 g, h), wihrend
die UC-MSC die BM-MSC erneut in der
Expression von Kollagen Typ I iiberbaten
(B Abb.31i).

Ausgepragte Matrixproduktion
im Rahmen der osteogenen
Differenzierung

Die Analyse zeigte eindeutig eine osteo-
gene Differenzierung der MSC in Osteo-
blasten unter den dreidimensionalen
Wachstumsbedingungen. Auffallend war
dabei die ausgeprigte Matrixsynthese
durch die UC-MSC. Die Natur der teils
fibrilldren, teils granuldren Matrix haben
wir weiter untersucht. In der Alzianblau-
Farbung zeigte sich eine intensive Positi-
vitat der die Zellen umgebenden Matrix
und der Interzellularraume (8 Abb.4a).
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Die umgebende Kollagenmatrix war ins-
besondere an der Grenzfliche zwischen
der neu-synthetisierten Matrix und dem
Kollagen als solchem ausgepragt verdich-
tet, was sich in einer dunkelroten Elasti-
ca-van-Gieson- (EVG-)Firbung auflerte
(B Abb.4Db).

Die BM-MSC bildeten an der Oberfla-
che des Kollagengels ein dichtes Zellnetz-
werk ohne Alzianblau-positive Matrixde-
position (B Abb. 4 c). Jedoch zeigte sich
auch hier an der Kollagen-Zell-Grenz-
fliche sowie in Hohe der in das Kollagen
migrierenden Zellen eine deutliche Rot-
farbung der Kollagenfibrillen als Zeichen
einer Matrixverdichtung in der EVG-Fr-
bung (@ Abb.4d).

Wihrend beide MSC-Typen nur ge-
ringfiigig Kollagen Typ III nach os-
teogener Stimulation exprimierten
(8 Abb.4e), ibertrafen die UC-MSC
die BM-MSC in der Expression von Kol-
lagen Typ IV (B Abb.4f) und Lami-
nin (B Abb. 4 g). Diese ausgepragte Ex-
pression lief3 sich auch auf Proteinebe-
ne mittels Immunfluoreszenz darstellen.
Die granulierte, teils knotenformig ange-
ordnete Matrix in den Interzellularrau-
men der UC-MSC farbte sich stark posi-
tiv fiir die ECM-Proteine Kollagen Typ IV
(B Abb.4 h) und Laminin (8 Abb. 41i).
Die ECM der BM-MSC firbte sich hin-
gegen nur schwach positiv fiir Laminin
(8 Abb. 4 k) und blieb negativ fiir Kolla-
gen Typ IV (B Abb. 4j).

festgelegt. (Mod. nach [13])

Matrixmigration und Matrixremo-
dellierung durch MMP-Expression

Die auf der Oberfliche der kollagenen Ma-
trix ausgesiten MSC migrierten wihrend
der Kultivierungs- und Differenzierungs-
dauer von 21 Tagen in das dreidimensio-
nale Kollagengel, und insbesondere die
UC-MSC wiesen eine ausgepragte Remo-
dellierung der ECM auf. Da Matrix-Me-
talloproteinasen (MMP) zwingend not-
wendig fiir die Zellmigration sind (insbe-
sondere MMP-2), haben wir die Expres-
sion der MMP mittels Realtime-RT-PCR
und Immunfluoreszenz untersucht. Wéh-
rend die BM-MSC nur eine leichte Her-
aufregulation von MMP-1 in der dreidi-
mensionalen Kultivierung und nach oste-
ogener Differenzierung zeigten, regulier-
ten die UC-MSC MMP-1 bereits stark in
der Kultivierung auf dem Kollagengel her-
auf, und diese Expression wurde nach os-
teogener Differenzierung sogar noch ge-
steigert (B Abb.5). Ein dhnliches Ex-
pressionsmuster zeigte sich fiir beide Zell-
typen auch fiir MMP-2. Die immunhisto-
chemische Analyse der migrierenden Zel-
len zeigte eine deutliche Expression von
MMP-1und MMP-2 fiir die UC-MSC, je-
doch auch eine geringfiigige Expression in
den BM-MSC (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Das TE des Knochens erfordert eine ge-
eignete Zellquelle mit osteogenem Poten-
zial, optimale biochemische Konditionen
und ein biokompatibles Tragermaterial,
das in der Lage ist, Zelladhésion und Zell-



funktion zu erhalten, zu unterstiitzen oder
sogar zu verbessern. In den letzten Jahren
zeigte sich, dass es eine zwingende Not-
wendigkeit ist, die Biomaterial-Zell-Inter-
aktionen in vitro zu bestimmen, bevor ei-
ne Transplantation oder Injektion der Zel-
len in vivo erfolgt.

In der vorliegenden Arbeit haben wir
systematisch die Stammzell-Biomaterial-
Interaktionen unter unstimulierten und
osteogenen Bedingungen von je 4 ver-
schiedenen Zellspendern verglichen. Die
MSC wiesen einen unterschiedlichen ana-
tomischen und ontogenetischen Ursprung
auf (Nabelschnur und Knochenmark)
und unterschieden sich in ihrem Zellal-
ter. Beide MSC-Typen konnten entspre-
chend den Kriterien der Internationalen
Gesellschaft fiir Zelltherapie als MSC cha-
rakterisiert werden [5]. Zunichst konnten
wir die exzellente Zytokompatibilitat der
Kollagen-I/III-MSC-Hybride zeigen. In-
teressanterweise zeigten die MSC aus Na-
belschnur und Knochenmark ein unter-
schiedliches Zellverhalten, bezogen auf
die Differenzierung, das Wachstumsmus-
ter und die Remodellierung der ECM, das
sich sowohl durch das Zellalter als auch
durch das Wachstumsmilieu (,,microenvi-
ronment“) und unterschiedliche Stamm-
zellnischen erkldren lésst.

Aktuelle Studien, die die UC-MSC cha-
rakterisiert haben, lassen darauf schlie-
Ben, dass durch die partielle Expressi-
on von Pluripotenzmarkern [14, 15] und
ihr entwicklungsbiologisch jiingeres Al-
ter UC-MSC ein erweitertes Differen-
zierungspotenzial aufweisen. Dass diese
Aussage nur teilweise zu unterstiitzen ist,
zeigt die in der Literatur bekannte, eher
mafig erfolgreiche Differenzierung in
Adipozyten.

Unsere Arbeit zeigte weiterhin, dass
die quantitativ mittels Realtime-RT-PCR
ermittelte osteogene Differenzierung der
UC-MSC im Vergleich zu BM-MSC eher
schwach ist. So zeigten frithe (Osteo-
pontin) und intermedidre Marker (alka-
lische Phosphatase) der osteogenen Dif-
ferenzierung eine signifikant hohere Ex-
pression in den MSC aus dem Knochen-
mark. Hier zeigen sich der anatomische
sowie der Einfluss der Stammzellnische
auf die osteogene Differenzierungska-
pazitit. So konnte ebenfalls bereits ge-
zeigt werden, dass MSC aus dem Fettge-

webe oder dem Nabelschnurblut schlech-
ter in Osteoblasten differenzieren als die
aus dem Knochenmark [16]. Gerade Os-
teopontin, als valider Marker zur Quan-
tifizierung der osteogenen Differenzie-
rung, zeigte eine ausgeprigte Expressi-
on in den BM-MSC. Osteopontin ist zu-
dem ein Hauptbestandteil der hdmatopoe-
tischen Stammzellnische und ein Regula-
tor der hdmatopoetischen Stammzellen
[17 18]. Daher kann die ausgeprégte Ex-
pression von Osteopontin durch die BM-
MSC durch ihre Rolle im Knochenmark
erklart werden, wo die BM-MSC an dem
Aufbau der Stammzellnische beteiligt sind
und wesentlich die Selbsterneuerungska-
pazitit der hdmatopoetischen Stammzel-
len unterstiitzen.

Der supportive Effekt der MSC und
der Aufbau einer Stammzellnische zeich-
nen sich weiterhin aus durch die Produk-
tion von Komponenten der ECM, Wachs-
tumsfaktoren sowie Chemokinen. Gerade
die Differenzierung und Proliferation von
Osteoprogenitorzellen erfordern eine kon-
tinuierliche ECM-Synthese und -degrada-
tion. Unsere Arbeit zeigt, dass beide MSC-
Typen in der Lage sind, ECM-Bestandteile
zu produzieren und die kollagene Matrix
zu remodellieren. Insbesondere die UC-
MSC stachen durch eine ausgeprégte Ma-
trixproduktion und -remodellierung her-
vor. Sie differenzierten, wenn auch lang-
samer als die BM-MSC, in funktionell ak-
tive, strukturell intakte Osteoblasten wie
die Transmissionselektronenmikrosko-
pie-Analyse zeigte, exprimierten jedoch
ausgeprigt Kollagen Typ I, IV, Glykos-
aminoglykane sowie Laminin.

Diese Fihigkeit lasst sich durch ihre
Rolle in der Embryogenese erklaren. Die
Stromazellen der Wharton-Sulze entstam-
men dem extraembryonalen Mesoderm
und migrieren wahrend der Entwick-
lung in Interaktion mit den primordialen
Keimzellen sowie den hamatopoetischen
Stammzellen, deren Stammzellnische sie
bilden, in den Fetus. Innerhalb der Na-
belschnur ist die durch die Stromazellen
der Wharton-Sulze produzierte ECM die
strukturgebende Komponente der Nabel-
schnur und schiitzt die Nabelschnurge-
fafle vor einer zunehmenden Kompres-
sion. Die Rolle der UC-MSC in der Em-
bryogenese ist also vor allem der Auf-
bau einer Stammzellnische fiir Keimzel-

len und himatopoetische Zellen einherge-

hend mit einer strukturgebenden Funkti-

on durch die Produktion von ECM.

Matrix-Metalloproteinasen (MMP)
haben zudem eine entscheidende Rolle in
der Zellmigration, Zellproliferation und
sind entscheidend fiir entwicklungsbiolo-
gische Vorginge wie Apoptose und Diffe-
renzierung [19]. MMP-1und MMP-2 sind
die verantwortlichen MMP fiir den Kno-
chenmetabolismus und die Knochenmor-
phogenese. Als Zeichen einer augeprégten
Remodellierung der ECM wurden die-
se MMP insbesondere von den UC-MSC
produziert.

Zusammenfassend wiesen beide MSC-
Typen die typischen Charakteristika fiir
funktionelle Osteoblasten auf:

1. sie interagierten aktiv mit der osteo-
genen Matrix,

2. produzierten die typischen Hydro-
xylapatit-/Kalziumkristalle,

3. wiesen auch ultrastrukturell die ty-
pischen morphologischen Charakte-
ristika auf,

4. migrierten in die kollagene Matrix,

5. um die wesentlichen Bestandteile der
osteogenen Matrix zu produzieren.

Die etablierte Knochenmatrix dhnelte
weiterhin in ihrer Struktur der Knochen-
marknische.

Fazit

Die MSC aus Nabelschnur und Knochen-
mark wiesen nach der osteogenen Diffe-
renzierung auf der kollagenen Matrix alle
Charakteristika von funktionellen Osteo-
blasten auf. Obwohl die MSC-Typen mit
unterschiedlichem anatomischem und
ontogenetischem Ursprung alle Kriterien
zur Definition der MSC erfiillen, zeigten
sich deutliche Unterschiede in der osteo-
genen Differerenzierung und Remodel-
lierung der osteogenen Matrix. Wahrend
die BM-MSC die robusteste osteogene
Differenzierung aufwiesen, iibertrafen
die UC-MSC sie in der ECM-Synthese. Un-
ser etabliertes Modell einer artifiziellen
Knochennische kann somit Einsatz im
Gewebeersatz finden, stellt jedoch auch
ein optimales Modell zur Nachahmung
der Knochennische dar. Die wesentlichen
Bestandteile der Knochenmarknische
sind mesenchymale Stammzellen, Osteo-
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